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SIMGELER ve KISALTMALAR

Ark. > arkadaslar.

ATP = Adenozin trifosfat

BAX > Bcl-2-associated X protein

BCL2-> B-cell lymphoma 2, apopitozisi diizenleyen genlerdendir.
ECG - (-)-epicatechin-3-gallate

EGC - epigallocatechin

EGCG = (-)-epigallocatechin-3-gallate

GPX-> Glutatyon peroksidaz

HO-1-> hem oksijenaz — 1

IGF-1-> Insiilin benzeri biiyiime faktorii — 1

MDA -> Malonildialdehit

NF-kappaB—> Niikleer faktor kappa b

RER-> graniillii endoplazmik retikulum

RNA-> Riboniikleik asit

SOD-> Siiperoksit dismutaz

STAT -> Signal Transducer and Activator of Transcription
TNF-0->Tiimor nekroz faktorii alfa

VEGF - Vaskiiler endotelyal growth factor

WKY->Wistar Kyoto



1.GIRIS

Uzun siire iskemiye maruz kalan dokularin tekrar kanlanmasi ile iskemi
sirasindaki doku hasarinin siddetlenmesi durumuna iskemi-reperfiizyon veya kisaca
reperfiizyon hasari denmektedir. Reperfiizyon hasarinin altinda yatan mekanizmalar
tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte myokard iskemisi, stroke, vaskiiler
hastaliklar, organ transplantasyonu ve sok gibi pek c¢ok onemli klinik sorunun

temelini olusturur. (1,2)

Plastik Cerrahi agisindan reperfiizyon hasari, replantasyon uygulamalarinda,
serbest doku aktarimlarinda ve kompozit doku allotransplantasyonlarinda basariy1
etkileyebilecek onemli bir patolojik siirectir. Reperfiizyon hasarini dnlemeye veya
etkisini azaltmaya yonelik caligmalar uzun yillardir devam etmektedir. Deneysel
calisma modellerinde olumlu etkileri saptanan pek c¢ok ajan tanimlanmig olmakla
birlikte genis serili, plasebo kontrollii, randomize calismalarin eksikliginden dolay1

bu ajanlarin yaygin klinik kullanim1 mevcut degildir. (3)

Yesil cayin ana biyoaktif bilesenleri (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG),
epigallocatechin (EGC), (-)-epicatechin-3-gallate (ECG), ve (-)-epicatechin(EC)-like
polyphenolic epicatechin ‘den olusmaktadir. Bunlarin i¢inde en yiiksek orandaki
bilesik EGCG’dir ve en yiiksek biyolojik aktiviteyi de EGCG gostermektedir.(61,62)
EGCG’nin anti-oksidan (4-20), anti-mikrobial (21-30), anti-inflamatuar (31-40), anti-
alerjik (41-46) ve anti-neoplastik (46-60) etkileri daha once yapilan pek ¢ok c¢alismada

gosterilmistir

EGCG’nin reperfiizyon hasarina karsi dokulari koruyucu etkilerinin oldugu
myokard (62-68), bobrek (69,70), testisler (71), barsak (72,73), karaciger (74,75) ve retina
(76,77) lizerinde yapilan ¢alismalarda gosterilmis fakat cilt fleplerindeki reperfiizyon
hasarma karst olast koruyucu etkileri incelenmemistir. Bu c¢alismanin amaci
sicanlarin karin bolgesinde hazirlanan epigastrik arter ada flebinde deneysel iskemi-
reperfiizyon hasar1 olusturup topografik, histolojik ve biyokimyasal degerlendirme

yontemlerini kullanarak EGCG’nin koruyucu etkilerini test etmektir.



2.GENEL BILGI

2.1. Flep Kan Akimi ve Fizyolojisi

Flepler plastik cerrahinin temelini olustururlar. Bir flebi basarili bir sekilde
planlama, diizenleme, ortaya koyma ve yonetme becerisi plastik cerrahinin belirleyici
ozelliklerindendir. Bir flebi, greftten ayiran 6zellik yasamasini saglayan i¢ akima
sahip olmasidir. Greft ise kendi kan damarlar1 olusuncaya kadar difiizyon ile
beslenmeye muhtagtir. Kendi i¢ kanlanmasinin olmasi, bir flebe kompleks
defektlerin kapatilmasi yaninda, seklin ve fonksiyonun korunmasi agisindan sinirsiz
olanaklar saglar. Bir flebin yasayabilirligi kendi i¢ kanlanmasina bagli oldugu i¢in,
bir flebin kanlanma fizyolojisini tam anlamiyla anlamak basari ile fiyasko arasindaki

farki belirler. (1,78,79)

Biitiin dokularda oldugu gibi, bir flebin kanlanmas1 mikro dolasim ve makro
dolasim bilesenleri icerir. Biitlin bu bilesenler, i¢ ve dis faktdrlerden etkilenip,
perfiizyon degisikligine neden olarak fleb yasayabilirligini etkileyebilir. Makro
dolagimin anatomisi bir flebi planlama ve tanimlama i¢in kullanilmaktadir. Ana
arteryal akimdan giren ve ana venden ¢ikan akim ise mikro dolagimin temelini
olusturur. Ve bu akim, besin maddelerinin ve oksijenin dokulara getirilip, artik
metabolitlerin ve karbondioksitin dokulardan uzaklastirilmasini saglar. Cesitli
maddelerin bu degisim siireci mikro dolasim diizeyinde ( arteriol- kapiller- veniil ve
arteriovendz anastomoz ) gergeklesir ve flep perflizyonunun ana kontrol noktasi

mevcut mikro dolasimdir. (1,80)

Taylor, fleplerin kanlanmasini saglayan akimin sadece ciltle sinirli olmadigini,
tic boyutlu bir yapinin pargasi olarak flebin biitlin tabakalarina yayilmis damar agi
tarafindan saglandigini ortaya koymustur. Bilinen ana kaynak arterin ciltte ve daha
derin dokularda dagildig1 anatomik bolgesi anjiozom konseptini tanimlar. Daha yalin
bir sekilde anlatacak olursak, anjiozom, bilinen bir vaskiiler yap1 tarafindan beslenen

kompozit doku blogudur. (81-84)

Flep yasayabilirligi, metabolik ihtiyaclar ve kan akimi arasindaki hassas

dengeye bagli oldugu i¢in, flep planlamalarinda dokulara spesifik metabolik



ihtiyaclarin goz onilinde bulundurulmasi gerekir. Etkili mikrodolasimin, en yakin
besleyici damara olan yakinlik ile baglantili olmasi nedeniyle, aksiyel besleyici
damar sistemleri ile beslenen flepler digerlerine gore daha giivenlidir. Random
paternli flebler baskin bir ana damardan beslenmezler, bunun yerine subdermal ve
subfasyal plexuslardan gelen kan akimi ile beslenirler. Bunun bir sonucu olarak
random paternli flepler daha az giivenlidirler ve uzunluklart pedikiiliin
baslangicindan itibaren kisa bir mesafe ile smirlanmistir. Flepleri smiflarken, tek

basina en onemli faktor, flebin aksiyel veya random paternli olup olmamasidir. (85-

87)

Bir flebin kaldirilmasi ile hassas dengelerle diizenlenmis olan kan akiminda
ciddi degisiklikler meydana gelir. Sempatik innervasyonda ani bir kayip ve bunun
sonucunda vazokonstriiktor norotransmitterlerin spontan salinimi meydana gelir. Bu
duruma ek olarak, fizyolojik olarak var olan damarlarin kesilmesi ile birlikte flep
distalinde perfiizyon basinci diiser ve flep distalinde akut iskemi meydana gelir.
Takip eden 24 saat iginde, flebin periferik bdlgesinde meydana gelen olaylarin
sonucunda, flebin ne kadarlik kisminin yasayacagi belirlenir.(78,88) Banburg ve
arkadaglar1 cremastric kas flebi lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, flebin distalinde
elevasyon sonrasinda ii¢ fazli dinamik bir yanitin meydana geldigini tariflemislerdir.
[k olarak hiperadrenerjik faz, bunu takiben belirgin vazodilatasyonun olustugu non-
adrenerjik faz, sonrasinda ise kapiller perfiizyon basincinin arttigt ve vazoaktif

maddelere asir1 duyarliligin oldugu son fazdir. (89)

Flep kaldirildiktan sonra olusan hemodinamik, anatomik ve metabolik
degisiklikler klinik sonucu belirler. Uzerinde en fazla calisma yapilan konu
hemodinamik degisikliklerdir. Palmer, Nathanson ve Kerrigan (90-93) tarafindan flep
mikrodolagimi iizerine yapilan ¢alismalarda, flep elevasyonundan sonra baz kisminda
dolagimin korundugu, distal, u¢ kisimda ise 6 ile 12 saat i¢inde dolagimin normalin
% 20 sine diistligli ve sonrasinda akimin 1- 2 hafta igerisinde normalin % 75’ ine, 3-

4 hafta igerisinde ise % 100’ line geri dondiiglinii gosterilmistir.

Flep elevasyonundan sonra meydana gelen degisiklikler su sekilde
ozetlenebilir. Tlk 12- 18 saat boyunca kan akimini tasiyan damarlarin akut olarak

azalmasina, vazoaktif maddelerin salinnmina ve de l6kosit aracili endotel hasarina



bagl olarak, ozellikle flep distalindeki akim dramatik olarak azalir. 6 ile 12 saat
boyunca distal kisma yeterli diizeyde akim saglanmazsa distal kistmda doku Sliimii
meydana gelir. 12- 24 saat i¢cinde vazoaktif maddelerin yikilmasma ve 2- 3 giin
igcerisinde flep yataginda meydana gelen neoanjiogeneze bagl olarak kan akiminda
kademeli olarak artis meydana gelir. Eger flep distal kismi1 6- 12 saat igerisinde ciddi
sekilde iskemide kalirsa, sonrasinda artan akim mikrovaskiiler yatagin kapanmasina
ve doku nekrozuna yol agan reperfiizyon hasarini olusturarak 6lii dokularin canl

dokulardan ayrigmasina neden olur. (1)

Flebin iskemik kisimlarimin beslenmesi temel olarak pedikiilden gelen
longitudinal kan akimi ile saglanirken flep yatagindan inoskulasyonla ve
neovaskiilarizasyonla da distal kismin beslenmesine katki saglanabilir. Bu durum
Ozellikle hayvanlarda kullanilan deneysel flep modellerindeki gibi, ¢ok ince
fleplerde gecerlidir. Klinik uygulamalarda kullanilan kalin fleplerde 6nemi ¢ok azdir.
Bu farkliliklar deneysel flep ¢alismalarinda géz 6niinde bulundurulmali ve flep ile
yatak arasinda neovaskiilarizasyon ile inoskulasyonu onlemek amaci ile bariyer

konulmalidir. (1)

2.2 Flep Kavybi

Bazi fleplerin tamami yasarken neden kimi fleplerin distalinde veya periferinde
nekroz goriilmektedir? Bu sorunun cevabi multifaktoriyeldir ve anlasilmasi da
olduk¢a zordur. Elbette flebin icerdigi dokular, kan akimi agisindan ve iskemiye
tolerans acisindan kritik 6neme sahiptir. S6z gelimi cilt fleplerinin, kas fleplerine
gore kan akiminin daha az olmasina ragmen metabolik ihtiyaglarinin daha az olmasi
nedeniyle periyodik iskemiye toleranslari daha fazladir.(1) Reinch (94) tarafindan
erken donemde yapilan caligmalar sonucunda flep distal kisminin yasayabilirliginin
arteriovendz santlara bagli oldugu ve arteriovendz shuntlarin  kapiller yatagi
besleyici akimi sagladigi diisliniilmekteydi. Sonraki donemlerde yapilan pek ¢ok
caligma arteriovendz shuntlarin distal flep yasayabilirligi lizerinde minimal etkisi

odugunu  gostermistir.  Distal  flep  nekrozuna, kiigiikk  arteriollerdeki



vazokonstruksiyon veya perfiizyon basmcinin yeterli diizeyin altina inmesi sonucu

flep distaline giden son akimin basitce yetersiz kalmasi neden olmaktadir. (95-97)

Khiabani ve Kerrigan (98) yaptiklar1 deneysel ¢alismalarda, cilt flepleri ile kas
flepleri arasinda iskemiye ve reperfiizyona verdikleri yanit agisindan biiyiik
farkliliklar oldugunu gostermislerdir. Kas fleplerinde reperfiizyon sirasindaki erken
fazda kan akiminda, flebin distal kism1 da dahil olmak {izere, her yone belirgin artis
meydana gelirken cilt fleplerinde kan akiminda azalma olusur. Flep yasayabilirligini

artirict ajanlar kullanilirken bu farklar g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Arteryal yetmezlik pedikiillii fleplerdeki basarisizigin  ana nedenini
olusturmakla birlikte yeterli arteryal akim olmasina ragmen vendz akimdaki
yetersizligin de flep kaybma neden olabilecegi gosterilmistir. (87) Serbest doku
aktarimlarinda vendz okliizyon arteryal okluzyondan daha sik goriiliir ve hemen
diizeltilmez ise flep kaybina neden olabilir. Pedikiillii fleplerde her ikisi birden
gorilebilir ve herhangi bir vendz yetmezlige arteriyal yetmezlik de eklenirse doku
hasar1 daha da siddetlenir. Primer arteriyal ve vendz iskeminin incelendigi deneysel
flep modellerinde venoz iskeminin dokulara daha fazla zarar verdigi goriilmiistiir.
(99-101) Benzer sekilde, sekonder iskemi modellerinde, sekonder iskeminin primer
iskemiden daha tehlikeli oldugu ve esit derecedeki arteryal yetmezlige gore vendz

yetmezligin daha fazla doku hasarina neden oldugu goriilmiistiir. ( 102,103 )

Kerrigan ve ark. global flep nekrozuna neden olan {i¢ durum tanimlamstir. 1)
Intrinsik kan akimina oranla ¢ok biiyiik flep planlanmasi 2) arteriyel tromboz
3) vendz tromboz. Random ve aksiyal paternli fleplerde tromboz, yanlis flep dizayni,
iskemi- reperflizyon hasari, mikrodolagimi etkileyen sistemik faktorler (
hipotansiyon, sigara , sepsis vs. ) veya flebe fiziksel olarak basi olmasi ( hematom,
pedikulde katlanma gibi ) sonucunda olusan mikrodolasim seviyesindeki diisiik
akima sekonder olarak meydana gelir. (95,103) Serbest fleplerde ise arteryal ve vendz

okliizyon siklikla anastomoz hattindaki tromboza baglidir. (104,105)

2.3 iskemi — Reperfiizyon Hasari




Iskemi — reperfiizyon hasar1, miyokard enfarktiisii, strok, vaskuler hastaliklar,
organ transplantasyonu ve strok gibi pek cok onemli klinik durumda karsimiza
ctkmaktadir.(2) Uzun siire iskemiye maruz kalan dokulara kan akiminin tekrar
saglanmas1 sonucunda iskemi nedeniyle olusan doku hasarinin siddetlenmesi
durumuna reperfiizyon hasari denmektedir. Serbest doku aktarimlarinda, kompozit
doku nakillerinde ve replantasyon uygulamalarinda doku hasarlarina neden
olabilecegi i¢in iskemi- reperflizyon hasar1 plastik cerrahi ¢alisma alani igerisine de

girmektedir (1,3)

Reperfiizyon hasarinin altindaki mekanizmalar tam olarak acik olmamakla
birlikte (1-3) olas1 nedenlere gegcmeden once iskeminin hiicreler lizerindeki patolojik

etkilerinin anlagilmasi gerekmektedir.

Iskemik dokularda oksidatif fosforilasyon azalir ve hiicreler anaerop solunuma
yonelir. Hipokside hiicreler anaerop metobolizma ( glikoliz ) yoluyla ATP {iretimini
devam ettirebildikleri halde iskemide hem enerji i¢in gerekli maddelerin tiiketilmesi
hem de artik metabolitlerin kan akimi olmadigi icin temizlenememesi nedeniyle
glikoliz uzun siire devam edemez. Bunun net sonucu, hiicre i¢i ATP iiretimindeki
net diislistiir, ATP’nin diigmesi ile birbirini tetikleyen hiicreye zararli pek c¢ok

patolojik mekanizmanin tetigi ¢ekilir. (2,106,107 )

e Plazma memranindaki ATP bagimli sodyum pompasinin aktivitesi
azalir. Bunu sodyumun hiicre i¢i birikimi ve potasyumun hiicre disina
cikist izler. Bu sodyum eriginin net artisi, suyun hiicre i¢i artis1 ile
birlikte olup akut hiicresel sisme olusturur. Bu sisme, inorganik
fosfatlar, laktik asit ve piirin niikleozitler gibi metabolitlerin birikimi ile
artan osmotik ylikle daha da artar.(2)

e ATP nin azalmasi, fosfofruktokinaz enzimini uyaran adenozin
monofosfatta artmaya neden olur ve sonucta glikoliz artar. Glikolizin
artmasi hiicre i¢i laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine neden
olarak hiicre i¢i ph’1 azaltir. Azalan ph ve ATP seviyeleri ribozomlarin
graniillii endozkopik retikulumdan ( RER) ayrilmasina ve polizomlarin
monozomlara ayrismasina neden olur. Bu durum protein sentezinde

azalma ile sonuclanir.(2)



e Stoplazmik serbest kalsiyum normalde ATP bagimli kalsiyum
tagtyicilart ile hiicre dis1  kalsiyumdan 10000 defa daha az
konsantrasyonda tutulur. ATP nin azalmasiyla hiicre ici serbest
kalsiyumda artis meydana gelir. Artan sitoplazmik kalsiyum sirasiyla
cesitli fosfolipazlar1 ( membran hasarini ilerletirler ) , proteazlari (
yapisal ve membran proteinlerini katabolize ederler ) , ATP azlar1 ve
endoniikleazlar1 ( genetik materyali pargalarlar ) aktive eder.(2)

e Tiim memeli hiicreleri esas olarak oksidatif metabolizmaya bagimli
oldugundan mitokondriyal biitiinliik, hiicrelerin hayatta kalabilmeleri
icin ¢ok gereklidir. Sitoplazmik kalsiyumun, hiicre i¢i oksidatif stresin
ve lipit yikim iirlinlerinin artmasiyla mitokondriyal i¢ membranda, non
spesifik porlar olusmaktadir. Bu porlara mitokondri gecirgenlik porlari
denmektedir. Mitokondri i¢ memrandaki bu porlar membran tizerindeki
depolarizasyonun  kaybina neden olarak ATP  olusumunu

Onlemektedir.(2)

Yukarida bahsedilen tiim olaylar hiicre tipine, durumuna, uyum yetenegine ve
genetik yapisina bagli olarak belirli bir siireye kadar geri doniisiimliidiir. Fakat
iskemi devam ettigi silirece belli bir noktadan sonra irreversible ( geri doniisiimsiiz )

hiicre hasar1 meydana gelir.(2)

Eger hiicreler reversible zedelenirse, kan akiminin diizelmesiyle birlikte
hiicrelerde iyilesme goriilirken bazi durumlarda, iskemik fakat yasayabilen
dokularda kan akiminin diizeltilmesi, zedelenmeyi hizlandirarak siddetlendirir.(2) Bu
duruma iskemi — reperfiizyon zedelenmesi denir. Daha oOncede belirtildigi gibi
iskemi — reperflizyon hasarmin altindaki mekanizmalar tam  olarak

aydinlatilamamuistir.(1-3) Olast mekanizmalar su sekilde agiklanmaktadir;

e Kan akimmin yeniden saglanmasi ile hiicrelerin kendi iyonik ¢evreleri
diizelmemisken yliksek miktarda kalsiyum ile karsi kariya kalirlar. Artan
hiicre i¢i kalsiyum, hiicre i¢in zararli pek cok enzimi aktive ederek, hiicre
biitlinliigiiniin kaybina neden olur. ( sekil ) (2)

e Zedelenmis hiicrelerin yeniden kanlanmasi iltihab1 hiicrelerin lokal olarak

yeniden gelmesini artirir, bu hiicreler membran hasarinin yani sira



mitokondriyal gegirgenligi biraz daha arttiran yiiksek seviyelerde oksijen
kaynakli reaktif tiirevleri serbest birakir. (1,2)

e Serbest radikal olusumuna neden olan diger bir mekanizma da ksantin
oksidaz enzimi araciligla gerceklesir. Uzun siiren iskemi sonucunda
hiicrelerde ATP hipoksantine kadar yikilir. Reperfiizyonla birlikte hiicre
icinde olusan yiiksek oksijen ve kalsiyum varliginda, hipoksantinden

ksantin oksidaz enzimi araciligi ile ksantin ve siiperoksit radikali olusur. (1,2)

Yukarida sayilan mekanizmalarin ortak sonucu olarak reperfiizyon esnasinda

hiicrelerde serbest radikal olusumunda patlama yasanir. ( 1-3)

Serbest radikaller hiicre membran hasarinin yaninda, 6zellikle mitokondri
hasarma neden olur. Daha Once bahsedildigi gibi, uzun siire iskemide kalan
hiicrelerde mitokondri i¢ membraninda non spesifik porlar olusmaktadir.
Reperfiizyon sirasindaki serbest radikal olusumundaki asir1 artis mitokondri ig
membranindaki  porlarin  olusumunu  hizlandirarak membran  {izerindeki
depolirizasyonun kaybina, matriks 6demine ve sonugta mitokondri dis memraninda
riiptiire neden olmaktadir. Biitiin bu olaylar sonucunda hiicre i¢i ATP {iretimi durma
noktasina gelir ve ayrca hiicre igine sitokrom ¢ gibi apoptozisi tetikleyen maddeler

salinir. (1-3,108-110)

Serbest radikaller ayrica nétrofillere karsi giiclii kemotaktik etkilere de sahiptir.
Bu yonleriyle notrofillerin reperfiize olana hizli gégiine neden olarak nétrofil aracili

doku hasarina katkida bulunurlar. (1)

Iskemi — reperfiizyon hasarinin karakteristik &zelliklerinden birisi de endotel
disfonksiyonudur. Reperfiizyon mikrovaskiiler diizeyde vazokontraksiyona ve
kapiller perflizyonda diisiise neden olur. Bu degisikliklerin intra-arteriyel VEGF

infuzyonu ile 6nlenebilecegi Wang ve ark. tarafindan gosterilmistir. (111, 112)

Reperfiizyonun indiikledigi hiicre 6liimiinde sadece doku nekrozunun mutlak
mekanizma oldugu goriisii degerini yitirmigtir. Wang ve ark. sican gracilis kasi
tizerinde yaptiklar ¢alismada uzun stireli iskemi sonrasindaki reperfiizyon stirecinde
hiicre nekrozunun yaninda apopitozisin de hiicre O6liimiine katkida bulundugunu

saptamiglardir. Baska bir ¢alismada, Wang ve ark. iskelet kasindaki reperfiizyon



hasarinda  apopitozisten en  ¢ok  endotel hiicrelerinin  etkilendigini

saptamiglardir.(113,114)

Iskemi — reperfiizyon hasarinin kompozit doku allotransplantasyonlarinda
gortilebilen doku rejeksiyonunun ana nedenlerinden biri oldugu diisiintilmektedir.(3)
Pradka ve ark. WKY tipi si¢anlardan Fischer tip siganlara 344 adet epigastric flep
transplantasyonu yapmig ve 3 saat iskemiye maruz kalan fleplerde 1 saat iskemiye

maruz kalanlara gore daha fazla doku reddiyle karsilagsmislardir. (115)

Iskemi — reperfiizyon hasari tarafindan indiiklenen gen ekspresyonlari iizerine
de calismalar yapilmistir. Aravindan ve ark. IGF-1’in (insiilin benzeri biiyiime
faktdrii 1) ve siklin bagimli kinaz inhibitériiniin (p27(kip1)) Iskemi — reperfiizyon
hasartyla birlikte up-regiile oldugunu gostermistir. Hsieh ve ark . ise iskemi —
reperfiizyon hasarindan sonra ti¢ mikro-RNA’nin (miR-21, miR-200c, and miR-205)
up-regiile , dort mikro-RNA’nin (NqO1, Pdpn, CXCL3, and Rad23b) ise down-regiile
oldugunu gostermistir. Fakat gen ekspresyonundaki bu degisikliklerin rolii heniiz

anlagilamamustir. (116, 117)

2.4 Tedavi Stratejileri

Son 5 yil igerisinde cilt veya iskelet kasindaki iskemi — reperfiizyon hasarin
azaltict ¢ok sayida terapotik madde, girisimsel veya girisimsel olmayan tedavi
yontemleri lizerine c¢aligsmalar yapilmistir. Bunlardan bazilar1 recombinant insan
BCL2 proteini, etil piruvat, diisilk seviyeli lazer terapisi, hidrojen sulfid, PJ34,
poloxamer 188, ketamine, recombinant insan VEGF165 proteini, aktive protein C,
receptor-selective agonist, bortezomib, MRS2693, hipertonik salin, cariporide, iziim
cekirdegi proanthocyanidin ekstresi, Wisconsin sollisyonu, ultrason, resveratrol,
vitamin E, 12 amino asid peptid ve eritropoetindir.(118-124, 112, 125-135) Bunlarin
onemli bir kismmin olumlu etkilerinin gosterilmis olmasina ragmen genis serili
caligmalar yapilmamistir.(3) Bu boliimde biitiin bu terapdtik maddelerden bahsetmek

yerine en popiiler tedavi metotlar1 ve girisimsel yontemler tartigilacaktir.
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Nitrik oksit, iskemi — reperfiizyon hasarinda énemli rolii bulunan bir bilesik
olup gilinlimiizde etkileri agisindan tartigmalar devam etmektedir. Kimi ¢alismalarda
olumlu etkileri saptanmis olmakla birlikte tam tersini savunan arastirmacilar da
mevcuttur. (3) Ward ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada nitrik oksit sentezinin inhibe
edilmesiyle on santigrat derecede soguk iskemiye maruz birakilan iskelet kasinda
bile mikrovaskiiler permeabilitenin arttigini, fakat otuz dort santigrat derecede sicak
iskemiye maruz birakilan iskelet kasinda nitrik oksit sentezinin uyarilmasiyla
mikrovaskiiler permeabilitede artis olmadigin1 gdéstermisler ve bu bulgulardan yola
cikarak nitrik oksitin iskemi — reperflizyon hasarina karsi koruyucu etkilerinin
oldugunu savunmuslardir.(136) Zimiani ve ark. ise si¢can cremasterik kasinda
yaptiklar1 bir ¢alismada farkli sonuclar elde etmistir. Sican cremasterik kasinda
iskemi — reperfiizyon hasar1 olusturup kemiluminisens yontemiyle toplam doku
antioksidan kapasitesini ve membran lipit peroksit diizeyini Olgtiikleri ¢alismada,
zaman — akig egrisinin reperflizyon sonrasinda artig gosterdigini fakat
reperflizyondan once N-nitro-L-arginine methyl esteri (endotelyal nitrik oksit sentez
inhibitori) verildiginde ayni egride diisiis goriildiigiinii saptamislardir. Buradan yola
cikarak nitrik oksitin iskemi — reperflizyon hasarinda olumsuz etkilerinin oldugunu
savunmaktadirlar.(137)

Notrofil — endotel adezyon blokajinin reperfiizyon hasarina karsi koruyucu
etkilerinin oldugu yapilan pek cok deneysel ¢alismada gosterilmistir. Notrofillerin
tizerinde bulunan ve endotel adezyonunda 6nemli rolii olan CD18 glikoproteinine
karst monoklonal antikorlarin  kullanildigr caligmalarda, CD18 blokajinin
reperfiizyon hasarina karsi koruyucu oldugu saptanmistir.(138-139) Benzer sonuglar
notrofillerin endotel boyunca yuvarlanmasini saglayan selektin ailesine karsi
monoklonal antikorlarin kullanildig1 caligmalarda da elde edilmistir.(140-142) Yine
nonspesifik ndétrofil yuvarlanma inhibitdrii olan fucoinidinin reperfiizyon hasarina
kars1 koruyucu etkilerinin oldugu yapilan bir ¢alismada gosterilmistir. (143)

Statinler koenzim A rediiktaz inhibitorii olup hiperkolesterolemi tedavisinde
kullanilmaktadirlar. Son yillarda yapilan ¢alismalarda statinlerin reperfiizyon
hasarma karst koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir. Dillon ve ark (144)
yaptiklar1 bir ¢aligmada reperfiizyondan Once verilen pravastatinin sigan iskelet

kasinda oksidatif hasar1 azaltici etkilerinin oldugunu gostermislerdir. Cowled ve ark.
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(145) simvastatinin reperfiizyon sonucunda indiiklenen nétrofil infiltrasyonunu inhibe
ettigini gostermistir.

Hiperbarik oksijenin iskemi — reperflizyon hasarina karsi koruyucu etkilerinin
oldugunu gosteren deneysel calismalar mevcuttur. Khiabani ve ark hiperbarik
oksijenin CD18 blokaj1 yaparak reperfiizyon sirasinda olusan nétrofil adezyonunu
engelledigini gostermislerdir.(146) Yakin zamanda Jones ve ark yaptiklari bir
calismada, hiperbarik oksijenin CD18 ve intercelliiler adezyon molekiiliinii inhibe
ederek etki gosterebilmesi icin nitrik oksitin mediyatorliigline ihtiyag oldugunu
gostermislerdir.(147) Hiperbarik oksijenin kanita dayali olarak degerlendirilebilmesi
icin biiylik, randomize klinik ¢aligmalarin gerektigini vurgulayan arastirmacilar da
mevcuttur. (148)

Onkosullama iizerinde ¢ok fazla ¢alisma yapilan en popiiler grisimsel
yontemlerden biridir. Reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkilerinin oldugu
yapilan pek cok calismada gosterilmistir. Iskemik Onkosullama, uzak iskemik
onkosullama, iskemik artkosullama ve uzak iskemik artkosullama olmak tizere dort

tip 6nkosullama yontemi mevcuttur.(3)

(Besleyici arter belirli araliklarla

klemplenip agiliyor.)
%emik 6nk0§ullama\iSkemik artkosullama

Iskemi reperfiizyon

Uzak iskemik onkosullama Uzak iskemik artkosullama

(Baska bir uzak organ, 6rnegin ekstremite
Besleyici arteri belirli araliklarla klemplenip agiliyor)

Sekil 1: Iskemik kosullama yontemleri (3)
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Huang ve ark. iskemik oOnkosullamanin fonksiyonel kapilerler dansiteyi
arttirdigini, 16kosit adezyonunu ve migrasyonunu Onledigini rat cremasterik kasinda
yaptiklar1 caligmada gostermislerdir.(149) Schoen ve ark. iskelet kasinda yaptiklari
bir ¢aligmada iskemik dnkosullamanin mikrovaskiiler perfiizyonu arttirdigini, 16kosit
endotel baglantisini ve hiicre apopitozisini azalttigin1 saptamiglar; fakat iskemi —
reperflizyon hasarmin indiikledigi sinir hasarina karsi iskemik ©Onkosullamanin
herhangi bir koruyucu etkisini tespit edememislerdir.(150) Eberlin ve ark. fare arka
bacaginda yaptiklar1 deneysel calismada uzak iskemik onkosullamanin reperfiizyon
hasarina kars1 koruyucu oldugunu gostermislerdir.(151) Mc Allister ve ark. iskemik
art kosullamanin etkilerini domuz latissimus dorsi kasinda 4 saatlik iskemi ve 48
saatlik reperfiizyon olusturduklar1 calisma modelinde test etmisler ve
artkosullamanin reperfiizyon sirasinda olusan kas infarktini belirgin azalttigini
gostermislerdir. Artkosullamanin indiikledigi koruyucu mekanizma mitokondri
gecirgenlik porlarinin olusumunu inhibe eden cyclosporin ve NIM-811 tarafindan
taklit edilmekte ve mitokondri gecirgenlik porlarini agan atractyloside tarafindan
ortadan kaldirilmaktadir. Bu bulgular artkosullamanin koruyucu etkisinin mitokondri
gecirgenlik porlart araciligiyla oldugunu gostermektedir.(152) Tsubota ve ark. ile
Eberlin ve ark. uzak artkosullamanin etkilerini fare arka bacaginda test etmislerdir.
Fare sol bacaginda olusturduklari uzak artkosullamanin farenin sag bacaginda
olusturulan iskemi — reperflizyon hasarima karst koruyucu oldugunu

gostermislerdir.(153,154)

Gliniimiizdeki son arastirmalar reperfiizyonun erken doneminde olusan reaktif
oksijen tilirevlerinin iskemi — reperfiizyon hasarinin tetigini ¢ektigini gostermektedir.
Bu nedenle, Tempol (155), coenzyme Q10 (156), caffeic acid phenyl ester (157),
Phlogenzym (158), extracellular superoxide dismutase (159), taurine (160), ¢inko
aspartat (161), melatonin (162,163) gibi pek ¢ok antioksidan maddenin iskemi -
reperflizyon hasarina karsi koruyucu etkileri arastirilmis ve olumlu sonuglar elde
edilmistir. Ancak ¢ok merkezli randomize ¢alismalarin eksikliginden dolay1 tek bir
antioksidanin veya antioksidan kombinasyonunun reperfiizyon hasarini onledigini

sOylemek miimkiin degildir.(3)
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2.4.1 EPIGALLOCATECHIN GALLATE

EGCG yesil ¢ayin igindeki en yiiksek biyolojik aktiviteyi gdsteren polifenol
bilesik (61,62) olup gii¢lii antioksidan (4-20) ve antiinflamatuar (31-40) etkileri yapilan
pek ¢ok calismada gosterilmistir. Iskemi — reperfiizyon hasarina kars1 olan koruyucu
etkileri 6zellikle i¢ organlar {lizerine yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.(62-77)

Giakoustidis ve ark. siganda barsak (72) ve karaciger (73) lizerinde yaptiklart iki
ayr1 deneysel iskemi — reperfiizyon ¢alismasinda EGCG nin NF-kappaB ve c-Jun
asag1 regiilasyonu ile reperfiizyon hasarimi engelledigini gostermislerdir. Kakuta ve
ark sican bobreginde EGCG’nin reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkilerini
inceledikleri deneysel calisma modelinde, EGCG’nin HO-1 (hem oksijenaz — 1) gen
augmentasyonuyla birlikte makrofaj infiltrasyonunu inhibe ederek bobrek iizerine
koruyucu etkilerinin oldugunu gdstermislerdir.(69) Jang ve ark EGCG’nin iskemi —
reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkilerini bobrek iizerinde inceledikleri baska
bir ¢aliygmada hem normotansif hem de hipertansif ratlarda EGCG’nin reperfiizyon

hasarina kars1 koruyucu etkilerinin oldugunu gostermislerdir.(70)

Biittemeyer ve ark. si¢an alt ekstremitesinde iskemi — reperfiizyon hasari
olusturduklar1 caligmalarinda EGCG verilen grupta siiperoksit radikalinin kontrol
gruplarina gore %50 oraninda daha az olustugunu saptamislardir. Ayni ¢aligmada
EGCG’nin serbest radikal siipiiriicii etkisinin C vitaminine gore yiiz kat daha fazla

oldugu vurgulanmaktadir. (171)

EGCG’nin reperflizyon hasarina karsi koruyucu etkilerine yonelik ¢alismalar
ozellikle kalp lizerinde yogunlasmistir. Piao ve ark. izole sican kalbinde deneysel
iskemi — reperflizyon hasar1 olusturup EGCG’nin etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, EGCG verilen deney gruplarinda reperfiizyondan sonra koroner
akimin daha fazla oldugunu, sol ventrikiil diyastol sonu basincin daha diisiik
oldugunu gostermislerdir. Ayrica EGCG verilen deney gruplarinda lipid
peroksidasyonunun azaldigini. Bcl-2/Bax oraninin arttigini ve bunun bir sonucu
olarak apopitozise karst koruyucu etkilerin olustugunu gostermislerdir.(63) Kim ve
ark. sican kalbi iizerinde yaptiklart deneysel calismada EGCG’nin reperfiizyon
sonrasindaki infarkt alanini sinirladigini ve kardiyak fonksiyon iizerinde olumlu

etkilerinin oldugunu gostermislerdir.(62) Song ve ark. izole sigan kalbinde yaptiklar



14

deneysel calismada EGCG’nin mitokondriyal potasyum kanallarini = acgarak
kardiyoprotektif etki gosterdigini saptamislardir.(64) Townsend ve ark. sican
myokardindan hazirladiklar1 hiicre kiiltiiriinde yaptiklart bir deneysel calismada
EGCG’nin STAT-1 aktivasyonunu inhibe ederek hiicreleri reperfiizyon hasarindan
korudugunu gostermislerdir.(68) Ayrica EGCG’nin testis (71) ve retina (74,75)
tizerinde olusturulan iskem — reperfiizyon hasarina karst da koruyucu etkilerinin

oldugu gosterilmistir.

3.GEREC VE YONTEM

Iskemi- reperfiizyon hasarina karst Epigallocatechin Gallate’nin (EGCG)
koruyucu etkilerinin sican epigastrik ada flebi iizerinde incelenmesi amaciyla bu
deneysel ¢aligma planlandi. Calismada flep modeli olarak sabit anatomik yapisi,
diseksiyonunun kolay olmasi, pedikiil varyasyonunun olmamasi nedeniyle siganda
karin flebi model olarak kullanilmistir. Bu flep ilk olarak 1978 yilinda ‘geciktirme
fenomeni’arastirmalarinda kullanilmak iizere Finseth ve Cutting tarafindan tarif
edilmistir.(163) 1984’de Petry ve Wortham’in epigastrik ada flebinin vaskiiler
anatomisini agiklamasiyla, bu anatomik bilgiye dayandirilarak deneysel modellerde
planlamalar yapilmaktadir.(164) Epigastrik arter veya inferior epigastrik arter flebi
olarak isimlendirilen bu flep modeli, ¢ift pedikiil icermesi sayesinde flep dolasimi ve
sagkalim1 hakkinda ¢aligmalara olanak saglamaktadir. (165,166)

Bu calismanm cerrahi boliimii Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuarinda; Histopatolojik arastirma bolimii  Katip Celebi
Universitesi Tip Fakiiltesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Patoloji Klinigi
laboratuarinda; biyokimyasal arastirma boliimii Katip Celebi Universitesi Tip
Fakiiltesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Biyokimya Laboratuarinda

gergeklestirildi.
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3.1-Kullanilan Denekler

Agirliklart 200- 250 gr arasinda degisen 80 adet erigkin wistar-albino sican
arastirmaya dahil edilmistir. Sicanlar ayni sartlarda fakat ayr1 kafeslerde tutulmustur.
Sicanlara ad libitum standart sigan yemi ve su verilmis ve siganlar 12 saat giindiiz ve

12 saat gece ortaminda tutulmustur.

3.2- Kullanilan Alet ve Malzemeler:

Calismada kullanilan alet ve malzemeler asagida gosterilmektedir:

Ketamin HCL

Ksilazin

Enjektor Sml

Cizim kalemi

Flaster

Asetat kagidi

Rontgen filmi
Povidon-iodin

15 numara bistiiri

Adson penset

Steven’s doku makasi
Portegue

3/0 ipek

1 adet mikro makas

1 adet mikro penset

Steril gazli bez

Tart1 aleti

80 adet mini damar klembi
Dijital fotograf makinesi ( Sony Cyber-shot WX7 )
RANSOD (SOD test kiti)
RANSEL (GPX test kiti)
TNF-a (sigan tnf-a test kiti)

3.3-Sican Inferior Epigastrik Arter Flebinin Hazirlanmasi

A) Anatomi:

Sicanda epigastrik arter flebi olarak da isimlendirilen karin flebi; ksifoid {ist
sinir, pubis alt sinir ve yanlarda her iki aksiler ¢izgi siirlari iginde kalan alani igerir.
Bu anatomik dayanak noktalarina gore daha kiiclik siganlarda daha kiigiik boyutlu

flepler kullanilabilmektedir. Bu ¢aligmada anatomik kriterlere uygun olarak kraniyal
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(tst) kismi ksifoide, medial sinir1 orta hatta denk gelecek sekilde 3*6 cm lik
unilateral flepler hazirlanmistir. Flep dolasimi ylizeyel epigastrik arterin medial
dallar1 ve eslik eden venleri tarafindan saglanmaktadir. Epigastrik arterin lateral
dallar1 nekroz alanmi bliyiikliigli ¢alismasinda degiskenligi azaltmak icin flebe dahil

edilmemektedir. (164,166)

B) Cerrahi Yontem:

Ketamin (75-100 mg/kg) + Ksilazin (5-10 mg/kg) kombinasyonu
intraperitoneal olarak verilerek anestezi saglandi. Siganlar supin pozisyonda iken
ekstremiteleri zemine bant ile tespit edildi. Sigan karin bolgesi tiras edildikten sonra
povidon iodin emdirilmis steril gazli bez ile temizlendi. Deneklerin tiimiinde {iist
sinirt ksifoide, medial sinir1 orta hatta denk gelecek seklide 3x6¢cm boyutlarinda tek

tarafl1 epigastrik arter flebi planlandi ve uygun ¢izimler yapildi (Resim 1).

Resim 1: Anatomik kriterlere uygun flep ¢izimi

Anestezi ve ¢izim sonrasinda flebin iist (kranial) sinir1 olan ksifoidden gegen
yatay hat iizerinden ve her iki yan sinir hattindan karin duvari kaslar1 iizerindeki
gevsek plana inecek sekilde insizyonlar uygulandi. Flep disseksiyonu esnasinda
kranial kisminda torasik arterin uc¢ dallar1 ile yanlarda epigastrik arterin lateral
dalinin uzantilar kisa siire klemplenerek kanama kontrol saglandi. Flep kranyalden

kaudale dogru kas flizeri gevsek planda kaudal bazli olarak yarimada seklinde
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kaldirild1. Epigastrik pedikiil kasik yag yastigindan serbestlendikten sonra kaudal
kenar kesisi uygulanarak flep ‘ada flebi’ haline getirildi (Resim 2). Pedikiil
klemplenerek flep yerine adapte edildi.(resim 3,4). Tiim deneklerde bu flep

standardize edildi.

Resim 3: Pedikiiliin klemplenmesi
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Resim 4: Cerrahi igslemin sonunda flebin 3/0 ipek ile yerine siitiire edilmesi ve

denek gogsiine uygulanan koruyucu yelek.

3.4-EGCG’nin Hazirlanisi

Teavigo, en az %94 oraninda saflastirilmis EGCG icermekte olup DSM Besin
Maddeleri Ltd. Sti. Tarafindan ¢alismamiz i¢in iicretsiz olarak saglanmistir. Kuru toz
halindeki madde {iretici firmadan edinilen bilgiler dogrultusunda 1ml’de en fazla 5
mg olacak sekilde steril izotonikte ¢Oziiliip her bir si¢ana intraperitoneal olarak
verilmigtir.

Her bir sigan calismadan once tartilmis olup siganlara 100umol/kg dozunda
EGCG verilmistir.

(Orn hesaplama: 1 mol EGCG 458,4 gr olup 250 gr agirhigidaki bir sicana

11,46 mg EGCG steril izotonikte ¢oziiliip intraperitoneal verilmistir.)
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3.5-Deney Protokolii ve Deneklerin Gruplandirilmasi

Calismada kullanilan 80 adet sican, 40 tanesi deney ve 40 tanesi kontrol grubu
olmak {izere rastgele iki gruba ayrildi. Ardindan her bir grup kendi igerisinde rastgele
0. 3. 6,9 ve 12 saatlik iskemi siirelerine maruz birakilmak tizere 5 alt gruba ayrildu.

Deney gruplarinda, fleplerin reperfiizyonuna 30 dakika kala sigcanlara
intraperitoneal 100umol/kg dozunda intraperitoneal EGCG verildi. Aynmi doz
reperflizyondan 12 saat sonra ve devam eden 4 giin boyunca giinlik olarak
tekrarlandi. EGCG dozuna literatiirdeki ¢alismalar g6z 6niinde bulundurularak karar
verildi. (64-76) 7. Giin enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat iizerine ¢izimleri alindi.

Kontrol gruplarinda, fleplerin reperfiizyonuna 30 dakika kala intraperitoneal 2
cc steril izotonik verildi. Ayn1 doz reperfiizyondan 12 saat sonra ve devam eden 4
giin boyunca giinliik olarak tekrarlandi. Kontrol gruplarina 2 cc izotonik verilmesinin
nedeni deney gruplarina verilen EGCG’nin yaklasik 2 cc steril izotonik iginde
coziilerek verilmis olmasidir. 7. Giin enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat iizerine
¢izimleri alindu.

Reperfiizyondan 24 saat sonra flep distalinden 1 cm kalinliginda doku
biyokimsal degerlendirme, bu par¢a alindiktan sonra kalan flep dokusunun orta
kismindan wedge eksizyon patolojik degerlendirme i¢in alindi.

Tiim alt gruplara uygulanan cerrahi yontem asagida sunulmaktadir

3.5.A-Deney Gruplari

Deney 0 Saat Iskemi Grubu (n=8)

Flepler ada flebi seklinde kaldirildiktan sonra, pedikiile klempleme islem
yapilmadan intraperitoneal 100pmol/kg EGCG verilip flep 3/0 ipek siitiir ile yerine
siitiire edildi. Flep yerine siitiire edildikten 12 saat sonra ve devam eden 4 giin
boyunca ayni dozda EGCG intraperitoneal olarak verildi. 7. Gilin enjeksiyon

yapilmayip fleplerin asetat iizerine ¢izimleri alindu.
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Deney 3 Saat Iskemi Grubu (n=8)

Flepler ada flebi seklinde hazirlandiktan sonra pedikiil klemplenerek 3 saat
boyunca iskemiye birakildi. Reperfiizyondan 30 dakika once, 12 saat sonra ve devam
eden 4 giin boyunca her giin intraperitoneal EGCG 100umol/kg dozunda enjekte

edildi. 7. Giin enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat iizerine ¢izimleri alindi.

Deney 6 Saat Iskemi Grubu(n=8)

Flepler ada flebi seklinde hazirlandiktan sonra pedikiil klemplenerek 6 saat
boyunca iskemiye birakildi. Reperfiizyondan 30 dakika once, 12 saat sonra ve devam
eden 4 giin boyunca her giin intraperitoneal EGCG 100pmol/kg dozunda enjekte

edildi. 7. Giin enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat tizerine ¢izimleri alindi.

Deney 9 Saat Iskemi Grubu(n=8)

Flepler ada flebi seklinde hazirlandiktan sonra pedikiil klemplenerek 9 saat
boyunca iskemiye birakildi. Reperfiizyondan 30 dakika once, 12 saat sonra ve devam
eden 4 giin boyunca her giin intraperitoneal EGCG 100umol/kg dozunda enjekte

edildi. 7. Giin enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat iizerine ¢izimleri alindi.

Deney 12 Saat Iskemi Grubu(n=8)

Flepler ada flebi seklinde hazirlandiktan sonra pedikiil klemplenerek 12 saat
boyunca iskemiye birakildi. Reperfiizyondan 30 dakika once, 12 saat sonra ve devam
eden 4 gilin boyunca her giin intraperitoneal EGCG 100umol/kg dozunda enjekte

edildi. 7. Giin enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat iizerine ¢izimleri alindi.

3.5.B-Kontrol Gruplari

Kontrol 0 Saat Iskemi Grubu(n=8)
Flepler ada flebi seklinde kaldirildiktan sonra, pedikiile klempleme islem
yapilmadan, intraperitoneal 2 cc izotonik verildikten sonra flep 3/0 ipek siitiir ile

yerine stitiire edildi. Flep yerine siitlire edildikten 12 saat sonra ve devam eden 4 giin
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boyunca aynt dozda EGCG intraperitoneal olarak wverildi. 7. Giin enjeksiyon

yapilmayip fleplerin asetat iizerine ¢izimleri alind.

Kontrol 3 Saat Iskemi Grubu(n=8)

Flepler ada flebi seklinde hazirlandiktan sonra pedikiil klemplenerek 3 saat
boyunca iskemiye birakildi. Reperfiizyondan 30 dakika once, 12 saat sonra ve devam
eden 4 giin boyunca her giin intraperitoneal 2 cc steril izotonik enjekte edildi. 7. Giin

enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat iizerine ¢izimleri alindi.

Kontrol 6 Saat iskemi Grubu (n=8)

Flepler ada flebi seklinde hazirlandiktan sonra pedikiil klemplenerek 6 saat
boyunca iskemiye birakildi. Reperfiizyondan 30 dakika once, 12 saat sonra ve devam
eden 4 giin boyunca her giin intraperitoneal 2 cc steril izotonik enjekte edildi. 7. Giin

enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat {izerine ¢izimleri alindu.

Kontrol 9 Saat Iskemi Grubu(n=8)

Flepler ada flebi seklinde hazirlandiktan sonra pedikiil klemplenerek 9 saat
boyunca iskemiye birakildi. Reperfiizyondan 30 dakika once, 12 saat sonra ve devam
eden 4 giin boyunca her giin intraperitoneal 2 cc steril izotonik enjekte edildi. 7. Giin

enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat iizerine ¢izimleri alindi.

Kontrol 12 Saat Iskemi Grubu(n=8)

Flepler ada flebi seklinde hazirlandiktan sonra pedikiil klemplenerek 12 saat
boyunca iskemiye birakildi. Reperfiizyondan 30 dakika once, 12 saat sonra ve devam
eden 4 giin boyunca her giin intraperitoneal 2 cc steril izotonik enjekte edildi. 7.

Glin enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat lizerine ¢izimleri alindu.

3.6- Hayvanlarin Bakimai:

Tim deneklere cerrahi sonrasi povidon-iodin ile pansuman uygulandi.
Sicanlarda otokanibalizasyonu ( ‘6ze doniik yamyamlik’ ) engellemek i¢in gazli bez,

flaster ve rontgen filmi ile hazirlanan koruyucu yelekler kullanildi. (167) (Resim 4).
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Sicanlar sabit oda sicakliginda 12 saat aydinlik — 12 saat karanlik ritmi uygulanan
ortamda, su ve standart laboratuar yemine istedikleri zaman ulasabildikleri kafesler

icinde tek tek yerlestirilerek barindirildilar.

3.7- Degerlendirmeler

A) Klinik ve Yiizey Alam1 (Topografik) Degerlendirmesi:

Flepler olusan nekroz ve diger komplikasyonlar agisindan giinliik olarak
degerlendirildi. Deney siiresince sican agirliklarinda degisim gozlenmedi. Yara
enfeksiyonu ve fleplerde dikis hattinda ayrisma saptanmadi. 3 saat lik iskemi
uygulanan deney grubunda ve 6 saatlik iskemi uygulanan kontrol grubunda birer tane
sican 24 saat sonra verilen ikinci doz anesteziden sonra kaybedildi. Ayrica 12 saat
iskeminin uygulandigi kontrol grubunda 2 ve deney grubunda 1 sicanda mikroklemp
acildiktan sonra epigastrik pedikiilden akim saglanamamasi {izerine bu siganlar
calismadan cikarildi. Olen veya calismadan ¢ikarilan siganlar nedeniyle denek
sayisinda eksilme olan gruplardaki denek sayisi ek calisam ile sekize tamamlandi.
Boylece gruplarin hepsinde sekiz adet sicanla ¢alisilmis oldu. Deneysel ¢aligmalarda
flep sagkalimi operasyon sonrast 5. veya 7. giinde degerlendirilebilecegi
belirtilmistir.(168-170) Bu calismada cerrahi sonrasi 7. giinde flep sagkalim1 ve ylizey
alan1 degerlendirildi. Flep ylizey alani l¢iimleri i¢in asetat iizerine flebi ve nekroz
alani gosteren 1/1°lik ¢izimler yapildi.(resim 5)

Ardindan asetatlar standart A4 kagidinin {izerine koyulup tarayicidan
gecirilerek bilgisayara cizimler aktarildi. Bilgisayara aktarilan ¢izimler Photoshop
CS 5.1 Extended Deneme Siiriimiinde resim olarak acildi. Programda agilan resimler
tizerinde ‘magic wand tool’ araci kullanilarak yasayan flep alani, nekroze flep alani
ayr1 ayri secildi. Secim igleminden sonra ‘essential’ sekmesi ‘workspace’ modunda
iken histogram penceresi acildi ve histogram penceresi ‘expanded’ modda iken
gosterilen pixel sayilar1 kaydedildi. Ayni ¢calisma fotograflarinda 6nceden Olgiilerek
tarayicida es zamanl taranan 1 cm? *lik alanin pixel sayisi yukarida anlatilan yéntem
ile belirlendi. Felplerden elde edilen pixel sayilari 1 cm®lik alanin pixel sayisina
béliinerek fleplerdeki her bir pixel sayimi cm?” kare cinsinden hesaplandi. Fleplerdeki
nekroze ve yasayan flep alanlari cm? cinsinden hesaplandiktan sonra oranlanarak %

cinsinden flep nekroz oranlarina ulasildi.



23

S
o

Resim 5: a) deney grubuna ait ornek asetat ¢izimi. Ok isareti nekroza giden alam
gostermektedir

b) kontrol grubuna ait érnek asetat ¢izimi. Ok isareti nekroza giden alam
gostermektedir.

B) Histopatolojik Degerlendirme :

Histopatolojik calisma ayni patolog tarafindan hangi doku orneginin hangi
gruba dahil oldugunu bilmeden ve doku ornekleri i¢inden rastgele se¢im yapilarak
gerceklestirilmistir. Doku drnekleri, reperflizyondan 24 saat sonra flep distal 1 cmlik
kismi biyokimya analizi i¢in eksize edildikten sonra kalan dokunun distalinden orta
kistmdan wedge eksizyon seklinde alinmistir.(resim5)

Histolojik ¢aligma i¢in formalinde fikse edilen doku 6rnekleri rutin doku takip
islemlerinin ardindan parafine gdmiilerek 3 mikronluk kesitler alindi. Hematoksilen
eozin boyasi ile 151k mikroskobunda polimorf niikleuslu 16kositlerin en yogun oldugu

bslgede 1 mm?” alanda nétrofil sayimi yapildu.
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C) Biyokimyasal Degerlendirme

Reperfiizyondan 24 saat sonra flep distalinden 1 cm kalinligindaki doku
MDA (malonildialdehit), SOD (siiperoksit dismutaz), GPX (glutatyon peroksidaz) ve

TNF-a (tiimor nekroz faktorii-alfa) diizeylerine bakilmak iizere eksize edildi.(resim6)

Resim 6: Kalin siyah ok: reperfiizyondan 24 saat sonra flebin distalindeki 1 cm
kalinligindaki biyokimyasal degerlendirme igin eksize edilen kisim.

Ince siyah ok: Histopatolojik inceleme icin eksize edilen kisim.

Dokularda enzim, MDA ve TNF-a diizeylerine bakilabilmesi i¢in Oncelikle
homojenizasyon islemi yapildi. Homojenizasyon i¢in her bir grubun cilt eksizyon

materyalleri tartilarak 1/9 oraninda soguk fosfat tamponuyla (100mmol/L, pH:7.0)
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buz iizerinde, homojenizatorle (Ultra-Turrax T25, Almanya) 10.000 devirde 2 dakika
siireyle homojenize edildi. Bu siire sonunda elde edilen %10 luk homojenatlar 30
saniye siireyle sonifikiye edilerek 10.000 g’ de +4°C de santrifiij edildi. Siipernatant
kistmdan SOD ve GPX antioksidan enzim aktiviteleri ile TNF alfa ve protein
diizeyleri ol¢iildii.

Stiperoksid dismutaz aktivitesi Ol¢iimii Wooilliams ve arkadaslarinin
metoduna dayanmaktadir. (186) Siiperoksit dismutaz ¢esitli yollarla ortaya c¢ikan
stiperoksit (Oy) radikalinin H,O,” ye (hidrojen peroksite) dismutasyonu
reaksiyonunu katalizler. Bu metod, Ksantin — ksantin oksidaz (XOD ) sistemi
tarafindan tiretilen O,  radikallerinin (reaksiyon 1) 2-(4-iodophenyl)-3-4-(4-
nitrophenol)-5-phenyl tetrazolium chloride (INT) ile meydana getirdigi kirmizi
renkli formazan boyasmin (reaksiyon 2) 505 nm dalga boyunda verdigi optik
dansitenin spektrofotometrik olarak okunmasi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyona
dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak SOD tarafindan reaksiyonun %

inhibisyonu belirlendi.

XOD
Ksantin »  Urik asit+ O, (1)
INT + Oy » Formazan boyasi 2)
SOD
0, + 0Oy +2H" » 0, + H0, 3)

Sekil 2: SOD reaksiyonlari.

Daha once standart caligilarak hazirlanan 9% inhibisyon-konsantrasyon
grafiginden yaralanilarak konsantrasyonlar saptandi. Enzim aktivitesi U/ml olarak
bulundu. Bu degerler diliisyon katsayisi ile ¢arpilip proteine boliinerek U/mg protein

birimi seklinde sonugclar elde edildi.

Glutatyon peroksidaz aktivite Ol¢limii Paglia ve Valentine’ nin metoduna

dayanmaktadir. (187) Glutatyon peroksidaz, cumen hidroperoksit tarafindan glutatyon
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oksidasyonunu katalizler. Okside glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz
tarafindan indirgenir. Bu arada NADPH, NADP" ye oksitlenir.

GSH-PX

2GSH + ROOH » ROH + GSSG + H,O

glutatyon rediiktaz

GSSG + NADPH + H' > NADP" + 2GSH

Sekil 3: GPX reaksiyonlari.

NADPH nin azalmasina bagli olarak 340 nm de meydana gelen absorbans

degisimi Ol¢iilerek enzim aktivitesi hesaplandi.

Homojenatin protein miktar1 Lowry ydntemine gore belirlendi ve sonuclar

U/mg protein cinsinden verildi.

Lipid peroksidasyon f{iriinlerinden olan MDA; Draper ve Hadley’in
tiyobarbitiirik asit reaktivitesi metodu kullanarak ol¢iildi (188). Yag asidi
peroksidasyonunun son lriinii olan MDA, TBA ile reaksiyona girerek, 532 nm de

maksimum absorbans veren renkli bir komplex olusturur.

Deneyin yapilist: 0,5 ml 6rnek iizerine 2.5 ml %10 luk TCA eklenerek
karistirildi. 15 dakika kaynatilip sogutuldu. 5000 devir/dk’ da 10 dk santrifiij edildi. 2
ml siipernatan alinip, lizerine 1ml %0.67 lik TBA eklendi. Tiipler karistirildiktan
sonra 15 dk kaynatildi ve hemen sogutuldu. 532 nm de absorbanslari, numune yerine

distile su konularak hazirlanan kore karsi okundu.
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MDA-TBA kompleksinin 532 nm deki ekstinsiyon katsayisindan (1.56x 10°
cm'M™) yararlamlarak nanomol/ml cinsinden MDA degerleri bulundu. Elde edilen

degerler, protein degerine boliinerek sonuglar nanomol/mg protein olarak ifade edildi

TNF alfa diizeyleri enzim baglayict immunosorbent Sl¢iim yontemi (ELISA)
ile Biotech marka yar1 otomatik Elisa cihazinda (INVITROGEN ticari marka, Assay
Rat TNF—a ELISA kit, lot no: 978614A, USA) calisildi.

D) Istatistiksel Degerlendirme:

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 for windows paket programinda %95
giivenle yapildi. SOD ve GPX enzimleri ile TNF-a diizeylerinin, nekroz
yizdelerinin ve notrofil sayillarinin deney ve kontrol grubu arasinda
kargilagtirilmasinda Mann Whitney U, SOD ve GPX enzimleri ile TNF-a
diizeylerinin ve notrofil sayilarinin zamana bagli Olctimlerinin ikili olarak
degerlendirmesinde Wilcoxon Signed Ranks test, gruplara bagli olarak
degiskenlerin 0, 3, 6, 9 ve 12 saatlerdeki zamana bagli olarak degisimleri igin
Repeated Measures Anova istatistiksel analizleri kullanildi. p>0,05 istatistiksel

olarak anlamsiz ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4.BULGULAR

4.1- Yiizey Alam Degerlendirme Sonuclari

Calismamizda 0, 3, 6 saat iskemi uygulanan fleplerde 7. giiniin sonunda doku
nekrozu izlenmedi. 9 saat iskemi uygulanan fleplerde parsiyel doku nekrozu izlendi.
12 saat iskemi uygulanan tiim fleplerde 7. giiniin sonunda total flep nekrozu goriildii.

9 saat iskemi uygulanan fleplerdeki nekroz oranlari tablo 1’de, deney ve

kontrol gruplarindan 6rnek iki olgu resim 7 ve 8’de gosterilmektedir.



Tablo 1: 9 saat iskemi uygulanan fleplerdeki nekroz oranlar.

9 Saat iskemi Kontrol Grubu Deney Grubu
Sonrasi Nekroz
Yiizdeleri
l.sican 42.91 % 11.36 %
2.s1can 39.13 % 29.46 %
3.sican 30.23 % 19.55 %
4.s1can 59.48 % 34.54 %
S.s1can 50.52 % 21.80 %
6.s1can 23.13 % 10.79 %
7.s1¢an 19.78 % 42.23 %
8.sican 25.14 % 13.52 %

Resim 7: 9 Saat iskemi uygulanan deney grubuna ait 6rnek olgu.
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Resim 8: 9 Saat iskemi uygulanan kontrol grubuna ait érnek olgu.

4.2- Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari

Reperfiizyondan 24 saat sonra alinan doku biyopsilerindeki ndtrofil sayilar

tablo 2 ve tablo 3’ te gosterilmistir.

Tablo 2: Kontrol gruplarimin nétrofil sayilari

Nétrofil sayis1 [ Osaat | 3saat | 6saat | 9saat | 12 saat

Kontrol gruplari | iskemi | iskem | iskemi |iskemi | iskemi

(adet/mm?)
1. Sigan 3 5 12 18 18
2. Sigan 2 7 14 23 22
3. Sigan 5 7 18 14 26
4. Sigan 1 12 15 23 20
5. Sigan 6 4 13 18 24
6. Sigan 2 6 18 18 20
7. Sigan 3 3 14 24 22
8. Sigan 4 10 11 19 26
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Tablo 3: Deney gruplarimin nétrofil sayilar

Notrofil sayisi 0 saat 3 saat 6 saat 9 saat 12

Deney gruplari iskemi iskemi iskemi iskemi saat

(adet/mm?) iskemi
1. Sican 1 5 10 16 20
2. Sigan 2 4 8 20 18
3. Sican 3 5 11 16 22
4. Sigan 1 6 12 18 22
5. Sigan 4 10 13 14 18
6. Sican 2 6 14 16 18
7. Sigan 3 3 14 24 22
8. Sican 4 10 11 19 26

4.3- Bivokimyasal Degerlendirme Sonuclari

Reperfiizyondan 24 saat sonra flep distalinden alinan 1 cm kalinhigindaki
dokudaki SOD, GPX ve TNF-a diizeyleri tablo 4 ve tablo 5 gosterilmektedir.
Tablo 4: Deney gruplarimin iskemi siirelerine gore odlciilen enzim diizeyleri.

(her bir grubun median degeri gosterilmistir.)

Deney 0 saat 3 saat 6 saat 9 saat 12 saat
gruplari iskemi iskemi iskemi iskemi iskemi
SOD  dizeyi | 0.06 0.05 0.04 0.03 0.03
(U/mg
protein)
GPX diizeyi | 11.31 9.64 8.15 5.37 4.88
(U/mg
protein)
TNF-a 2.29 2.93 3.2 3.26 4.65
diizeyi
(pg/mg
protein)
MDA diizeyi |0.02 0.02 0.06 0.13 0.21
Nanomol/mg
protein)
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Tablo 5: Kontrol gruplarinin iskemi siirelerine gore olciilen enzim diizeyleri

(her bir grubun median degeri gosterilmistir.)

Kontrol 0 saat 3 saat 6 saat 9 saat 12 saat
gruplart iskemi iskemi iskemi iskemi iskemi
SOD diizeyi | 0,05 0.04 0.03 0.02 0.02
(U/mg protein)

GPX diizeyi | 8.85 8.85 8.15 4.88 2.18
(U/mg protein)

TNF-a 2.81 3.26 3.32 4.15 4.89
diizeyi

(pg/mg

protein)

MDA diizeyi |(),04 0.06 0.09 0.24 0.28
Nanomol/mg

protein)

SOD ve GPX enzim diizeyleri deney gruplarinda yiiksek, MDA ve TNF-a

diizeyleri ise deney gruplarinda diisiik bulunmustur

4.4- Istatiksel Degerlendirme Sonuclari

Kontrol grubu olgularin 0-3-6-9-12. saat SOD enzim diizeyleri deney grubu
olgularimn SOD enzim diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu
(p<0,05).

SOD enzim diizeylerinin deney ve kontrol gruplarindaki degisimleri i¢in
yapilan tekrarlayan ol¢iimlerde varyans analizinde (Repeated measures ANOVA);
gruplarin zaman ile etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (F:0,775 p:0,546
p>0,05), Bes zaman grubu birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu
(F:327,92 p:0,001 p<0,05).

Deney ve kontrol grubu olgularin SOD enzim diizeylerinin zamana bagh
Olctimlerinin ikili olarak degerlendirme sonuclar1 incelendiginde; tim ikili
karsilastirmalar arasindaki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

SOD diizeylerinin istatiksel degerlendirme sonuglar1 tablo 6-7 ve grafik 1’de

ayrintili olarak gosterilmistir
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Tablo 6: Olgularin 0-3-6-9-12. saat SOD enzim diizeyleri ortalama dagilimi.

Grup
Toplam
Kontrol Deney p*
Ort.SS Median | Ort.xSS Median Ort.£SS Median
0.SAAT 0,05+0 0,05 0,06+0 0,06 0,06+0,01 0,06 0,001
3. SAAT 0,04+0 0,05 0,05+0 0,05 0,05+0,01 0,05 0,001
6. SAAT 0,030 0,03 0,0410 0,04 0,0340,01 0,03 0,002
9. SAAT 0,02+0 0,02 0,03+0 0,03 0,03+0,01 0,03 0,001
12. SAAT 0,02+0 0,02 0,0310 0,03 0,0210,01 0,02 0,001

*Mann Whitney U analizi

Tablo 7: Deney ve kontrol grubu olgularin SOD enzim diizeylerinin zamana bagh

olciimlerinin ikili olarak degerlendirme sonuglari

p*

Kontrol Deney
0.Saat - 3.saat 0,031 0,012
0.Saat - 6.saat 0,011 0,011
0.Saat - 9.saat 0,011 0,011
0.Saat - 12.saat 0,012 0,012
3.saat - 6.saat 0,011 0,011
3.saat - 9.saat 0,011 0,011
3.saat - 12.saat 0,012 0,011
6.saat - 9.saat 0,034 0,011
6.saat - 12.saat 0,012 0,011
9.saat - 12.saat 0,017 0,011

*Wilcoxon signed ranks test

Grafik 1: Deney ve kontrol grubu olgularin zamana gére SOD enzim diizeylerinin degigimi
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Kontrol grubu olgularin 0-3-9-12. Saat GPX enzim diizeyleri deney grubu
olgularin GPX enzim diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu
(p<0,05). 6. Saat enzim diizeyleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

GPX enzim diizeylerinin deney ve kontrol gruplarindaki degisimleri igin
yapilan tekrarlayan Slgiimlerde varyans analizinde (Repeated measures ANOVA);
gruplarin zaman ile etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulundu (F:706,61 p:0,001
p<0,05), bes zaman grubu birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu
(F:14950,23 p:0,001 p<0,05).

Deney ve kontrol grubu olgularin GPX enzim diizeylerinin zamana bagl
Olctimlerinin ikili olarak degerlendirme sonuclari incelendiginde; kontrol grubu 0. ve
3. saat GPX enzim diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p>0,05). Diger tiim ikili karsilagtirmalar arasindaki degisimler istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,05).

GPX diizeylerinin istatiksel degerlendirme sonuglari tablo 8-9 ve grafik 2’de

ayrintili olarak gdsterilmistir.



Tablo 8: Olgularin 0-3-6-9-12. saat GPX enzim diizeyleri ortalama dagilimi
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Grup
Toplam
Kontrol Deney p*
Ort.xSS Median | Ort.+SS Median | Ort.+SS Median
0.SAAT 8,85+0,09 8,85 11,31+0,06 11,31 10,08+1,27 10,08 0,001
3. SAAT 8,85+0,09 8,85 9,64+0,07 9,64 9,25+0,41 9,24 0,001
6. SAAT 8,15+0,14 8,15 8,15+0,09 8,15 8,15+0,12 8,15 0,959
9. SAAT 4,88+0,12 | 4,87 5,370,1 5,37 5,12+0,28 5,18 0,001
12. SAAT 2,18+0,07 2,18 4,88+0,03 4,88 3,53x1,4 3,56 0,001

*Mann Whitney U analizi

Tablo 9: Deney ve kontrol grubu olgularin GPX enzim diizeylerinin zamana bagh

olciimlerinin ikili olarak degerlendirme sonuglari

p*

Kontrol Deney
0.Saat - 3.saat 0,414 0,012
0.Saat - 6.saat 0,012 0,011
0.Saat - 9.saat 0,012 0,012
0.Saat - 12.saat 0,012 0,011
3.saat - 6.saat 0,012 0,012
3.saat - 9.saat 0,012 0,008
3.saat - 12.saat 0,012 0,012
6.saat - 9.saat 0,011 0,012
6.saat - 12.saat 0,011 0,011
9.saat - 12.saat 0,011 0,012

*Wilcoxon signed ranks test
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Grafik 2: Deney ve kontrol grubu olgularin zamana gore GPX enzim

diizeylerinin degisimi
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Kontrol grubu olgularin 0-3-6-9-12. saat TNF-o diizeyleri deney grubu
olgularin TNF-a diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0,05).

TNF-o degerlerinin deney ve kontrol gruplarindaki degisimleri i¢in yapilan
tekrarlayan 6l¢limlerde varyans analizinde (Repeated measures ANOVA); gruplarin
zaman ile etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulundu (F:100,80 p:0,001 p<0,05),
bes zaman grubu birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu (F:3166,33
p:0,001 p<0,05).

TNF-a diizeylerinin istatiksel degerlendirme sonuglar1 tablo 10-11 ve grafik

3’te ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 10: Olgularin 0-3-6-9-12. saat TNF-a degerleri ortalama dagilim

Grup
Toplam
Kontrol Deney p*
Ort.£SS Median | Ort.xSS Median Ort.£SS Median
0.SAAT 2,81+0,07 |2,81 2,29+0,04 2,29 2,55+0,27 2,53 0,001
3. SAAT 3,26%0,1 3,26 2,93+0,06 2,93 3,09+0,19 3,07 0,001
6. SAAT 3,32#0,1 3,32 3,2+0,07 3,2 3,26+0,1 3,2 0,049
9. SAAT 4,15+0,13 | 4,15 3,26+0,07 3,26 3,710,47 3,64 0,001
12. SAAT 4,89+0,08 |4,89 4,65+0,03 4,65 4,77+0,14 4,74 0,001

*Mann Whitney U analizi
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Tablo 11: Deney ve kontrol grubu olgularin TNF-a degerlerinin zamana bagh

olciimlerinin ikili olarak degerlendirme sonuglari

p*

Kontrol Deney
0.Saat - 3.saat 0,008 0,011
0.Saat - 6.saat 0,012 0,012
0.Saat - 9.saat 0,011 0,011
0.Saat - 12.saat 0,010 0,011
3.saat - 6.saat 0,049 0,011
3.saat - 9.saat 0,011 0,008
3.saat - 12.saat 0,011 0,012
6.saat - 9.saat 0,011 0,123
6.saat - 12.saat 0,011 0,011
9.saat - 12.saat 0,011 0,012

*Wilcoxon signed ranks test

Grafik 3: Deney ve kontrol grubu olgularin zamana gore TNF-a

diizeylerinin degisimi

=—¢—Kontrol grubu =fll=Deney grubu
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Olgularin 9. Saat nekroz yiizdeleri ve 0-3-6-9-12. Saat noétrofil sayilari
ortalama dagilimi incelendiginde;
Kontrol grubu olgularin 9. Saat nekroz yiizdeleri deney grubu olgularin 9. Saat

nekroz yiizdelerinden istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p>0,05).
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0-3-9-12. saat notrofil sayilar1 agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Kontrol grubu olgularin 6. Saat
notrofil sayilar1 deney grubu olgularin 6. Saat nétrofil sayilarindan istatistiksel olarak
anlaml yiiksek bulundu (p<0,05).

Notrofil sayilarmin deney ve kontrol gruplarindaki degisimleri i¢in yapilan
tekrarlayan ol¢iimlerde varyans analizinde (Repeated measures ANOVA); gruplarin
zaman ile etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (F:0,585 p:0,680 p>0,05),
bes zaman grubu birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu (F:247,882
p:0,001 p<0,05).

9 Saat iskemi uygulanan fleplerdeki yiizey alani ve tiim gruplarin nétrofil
sayilarinin istatiksel degerlendirme sonuglari tablo 12-13 ve grafik 4’te ayrintili

oalrak gosterilmistir.

Tablo 12: Olgularin 9. Saat nekroz yiizdeleri ve 0-3-6-9-12. Saat nétrofil sayilar

ortalama dagihimi.

Grup
Toplam

Kontrol Deney p

Ort.1SS Median | Ort.xSS Median | Ort.xSS Median

9. SAAT NEKROZ YUZDELERI

36,29+14,14 | 34,68 22,91+11,54 (20,675 |29,6+14,25 |27,3 0,049

Nétrofil sayilari
0.Saat 3,25+1,67 3 2,512 2,5 2,88+1,45 3 0,442
3.saat 6,7513,01 6,5 6,1312,59 5,5 6,44+2,73 6 0,645
6.saat 14,38+2,56 |14 11,63+2,07 |11,5 132,66 13 0,049
9.saat 19,6343,42 | 18,5 17,88+3,14 |17 18,7543,3 18 0,382
12.saat 22,25+2,92 |22 20,75¢2,82 |21 21,5+2,88 22 0,328

Deney ve kontrol grubu olgularin nétrofil sayilarinin  zamana bagh
Olctimlerinin ikili olarak degerlendirme sonuglar1 incelendiginde; kontrol grubu 9.
Saat ile 12. Saat Olglimleri arasindaki degisimler istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0,05). Diger ikili karsilastirmalar arasindaki degisimler istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p<0,05).
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Tablo 13: Deney ve kontrol grubu olgularin nétrofil sayillarimmn zamana bagh

olciimlerinin ikili olarak degerlendirme sonuglari

p*

Kontrol Deney
0.Saat - 3.saat 0,043 0,002
0.Saat - 6.saat 0,000 0,000
0.Saat - 9.saat 0,000 0,000
0.Saat - 12.saat 0,000 0,000
3.saat - 6.saat 0,001 0,001
3.saat - 9.saat 0,000 0,000
3.saat - 12.saat 0,000 0,000
6.saat - 9.saat 0,018 0,002
6.saat - 12.saat 0,001 0,000
9.saat - 12.saat 0,199 0,046

*Wilcoxon signed ranks test

Grafik 4: Deney ve kontrol grubu olgularin zamana gore nétrofil sayilarinin

degisimi
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Deney grubu olgularin 0-3-6-9-12. saat MDA diizeyleri kontrol grubu
olgularin 0-3-6-9-12. saat MDA diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli diigiik
bulundu (p<0,05).

MDA diizeylerinin deney ve kontrol gruplarindaki degisimleri i¢in yapilan
tekrarlayan ol¢iimlerde varyans analizinde (Repeated measures ANOVA); gruplarin
zaman ile etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulundu (F:2893,007 p:0,001
p<0,05), bes zaman grubu birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu
(F:97,434 p:0,001 p<0,05).

Deney ve kontrol grubu olgularin MDA diizeylerinin zamana bagh
Ol¢iimlerinin ikili olarak degerlendirme sonuglar1 incelendiginde; deney grubu
olgularm 0. ve 3. saat MDA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p>0,05). Diger tim ikili karsilagtirmalar arasindaki degisimler
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

MDA diizeylerinin istatiksel degerlendirme sonuglar1 tablo 14-15 ve grafik

5’te ayrintili olarak gosterilmistir

Tablo 14: Olgularin 0-3-6-9-12. Saat MDA diizeyleri ortalama dagilimi

Grup
Toplam
Kontrol Deney o
Ort.£SS Median | Ort.£SS Median Ort.xSS | Median
0.Saat 0,04+0,00 |0,04 0,02+0,01 |0,02 0,03+0,01 0,03 0,001
3.saat 0,06+0,01 |0,06 0,03+0,01 |0,02 0,04+0,02 0,05 0,001
6.saat 0,09+0,01 |0,09 0,06+0,01 |0,06 0,07+0,02 0,08 0,001
9.saat 0,23+0,01 |0,24 0,13+0,01 |0,13 0,18+0,06 0,18 0,001
12.saat 0,28+0,01 |0,28 0,21+0,01 (0,21 0,24+0,03 0,24 0,001
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Tablo 15: Deney ve kontrol grubu olgularin MDA diizeylerinin zamana bagh

olciimlerinin ikili olarak degerlendirme sonuglari

p

Kontrol Deney
0.Saat - 3.saat 0,010 0,180
0.Saat - 6.saat 0,010 0,010
0.Saat - 9.saat 0,011 0,011
0.Saat - 12.saat 0,011 0,011
3.saat - 6.saat 0,011 0,011
3.saat - 9.saat 0,011 0,010
3.saat - 12.saat 0,011 0,011
6.saat - 9.saat 0,011 0,011
6.saat - 12.saat 0,011 0,011
9.saat - 12.saat 0,011 0,011

*Wilcoxon signed ranks test

Grafik 5: Deney ve kontrol grubu olgularin zamana gére sodyum enzim diizeylerinin

degisimi
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S.TARTISMA ve SONUC

Iskemi — reperfiizyon hasar1 birden fazla patolojik siirecin ortak sonucu olarak
hiicrelerde hasar olusturmaktadir. (1-3) Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalarda
reperfiizyonun erken donemde olusan serbest radikal patlamasinin iskemi —
reperflizyon hasarindaki patolojik siireclerin tetigini ¢ektigine inanilmaktadir. (3)
Serbest radikaller hem kendileri hiicrelere zarar vermekte hem de noétrofillere karsi
giiclii kemotaktik etki gostererek notrofil aracili hasara katkida bulunmaktadir. (1-3)

Iskemi — reperfiizyon hasariyla ilgili calismalar ya antiinflamatuar etkinlik ya
da antioksidan etkinlik iizerine yogunlagmustir. (1,3, 138-142, 145 -148, 155-162) Oysa ki
EGCG hem gii¢lii antioksidan (4-20) hem de bir o kadar antiinflamatuar (31-40)
etkinlige sahip polifenol bir bilesiktir.

Sican epigastrik arter flebinde 0, 3, 6, 9 ve 12 saatlik farkli periyodlarda iskemi
uygulamasini takiben reperfiizyondan 30 dakika 6nce, reperfiizyondan 12 saat sonra
ve glinliik olarak intraperitoneal 100pumol/kg dozunda EGCG verdigimiz ¢alisma
modelinde doku hasar1 ve EGCG’nin etkileri ii¢ farkli acidan degerlendirilmistir.

Ilk olarak reperfiizyon sonrasinda epigastrik arter flebinde olusan nekroz
yiizdeleri incelenmistir. 0, 3, 6 saat iskemi uygulanan fleplerde hem deney hem de
kontrol gruplarinda doku nekrozuna rastlanmamis olup bu durum literatiirdeki
caligmalarla da benzerlik gostermektedir. (142) 12 saat iskemi uygulanan fleplerde
ise hem deney gruplarinda hem de kontrol gruplarinda tim flepler total nekroza
gitmistir. Klein ve arkadaslarinin siiperoksit dismutaz transgenik farelerde yaptiklar
iskemi — reperfiizyon ¢alismasinda da 12 saat iskemi uygulanan deney ve kontrol
gruplarinda tiim fleplerde total nekroz goriilmiistiir. (172) Benzer sekilde Tosa ve ark.
interceliiler adezyon molekiilii 1° e karst monoklonal antikorlarin iskemi —
reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda 12 saat
iskemi uygulanan fleplerde kontrol gruplarinda ortalama % 0.3 (+/- 1.0) oraninda
flep sagkalimina rastlamiglardir. (173)

Calismamizda 9 saat iskemi uygulanan fleplerde parsiyel nekroz olusmustur.
Nekroz oranlart deney grubunda ortalama %29,6 (£14,25), kontrol grubunda ise

%36,29 (£14,14) oraninda bulunmus olup kontrol gruplarindaki nekroz orani1 deney
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gruplarindan istatiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulunmustur (p>0,05). 9 saat
iskemi uygulanan fleplerde EGCG klinik olarak saptanabilen derecede, reperfiizyon
hasarma kars1 koruyucu etki géstermis olmasina ragmen 12 saat iskemi uygulanan
fleplerde EGCG’nin reperfiizyon hasarma karst koruyucu etkisi olmamistir. Bu
durumun olasi nedeninin EGCG’nin reperflizyondan hemen once verilmesi veya
uygulama dozu ve sikligi ile ilgili olabilecegini diistinmekteyiz. Eger fleplere iskemi
uygulamasi yapilmadan birka¢ giin veya hafta 6ncesinde EGCG tedavisi baslanirsa
veya reperflizyondan sonra daha sik araliklarla EGCG verilirse 12 saat iskemi
uygulanan grupta da olumlu sonuclarin alinabilecegini diisiinmekteyiz. Kakuta ve
ark. EGCG’nin bobrek iizerinde olusturduklari iskemi — reperfiizyon hasarindaki
etkilerini inceledikleri calismalarinda deneklere iskemiden 48 saat once EGCG
uygulamaya baslamiglar ve EGCG’nin belirgin derecede koruyucu etkilerini
saptamiglardir. (69) Fiorini ve ark. hepatic iskemi — reperfiizyon iizerine yaptiklar
calismada EGCG’yi deneklere iskemiden once oral olarak 5 giin, intraperitoneal
olarak ise 2 giin dnce vermeye baslamislar ve her iki uygulamada da EGCG’nin
koruyucu etkilerini saptamislardir. Townsend ve ark. EGCG’nin kardiyak miyositler
tizerindeki  reperfiizyon hasarma karst koruyucu etkilerini  inceledikleri
caligmalarinda iskemiden 7 giin dnce sicanlara oral EGCG vermeye baglamiglardir.
Bu calismada da EGCG’nin koruyucu etkileri saptanmistir.(68) Bizim
reperfiizyondan hemen 6nce deneklere EGCG vermemizin nedeni ise reperfiizyon
hasarmin klinik olarak cogunlukla akut olarak gelismesidir. (1-3)

Calismamizdaki uygulama dozuna ve sikligina daha 6nce de belirtildigi gibi
literatlir bilgileri 1s18inda karar verilmistir. Literatiirdeki ¢alismalarda EGCG’nin
reperflizyon hasarina kars1 kullanilan dozu 10mg/kg dan baslayip 85 mg/kg’a kadar
degismekle birlikte siklikla 50 mg/kg dozundadir. (64-76) EGCG’nin reperfiizyon
hasarina karst koruyucu etkilerinin incelendigi ¢aligmalar solid organlar iizerinde
yogunlastig1r ve cilt flepleri ile ilgili ¢alisma olmadigi i¢in maddenin uygulama
sikligina literatiir bilgileri 1s1¢inda miimkiin olan en az toksik diizeyde olacagin
diistindiigimiiz giinliik 100umol/kg (yaklasik 50mg/kg) dozunda devam ettik. Daha
yiiksek ve daha sik tekrarlanan dozlarda daha basarili sonuglarin elde edilebilecegi
diistintilebilir fakat yaptigimiz arastirmalarda EGCG’nin intraperitoneal uygulamasi

ile ilgili farmakokinetik caligmalara rastlanmamis olup bu konudaki g¢alismalar
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devam ettik¢e giivenli uygulama dozu ve uygulama siklig1 gibi maddenin etkinligini
arttirabilecek bilgiler ortaya c¢ikacak ve bunun sonucunda ileriki donemlerde
yapilacak ¢alismalarda belki de daha basarili sonuglar alinacaktir.

EGCG’nin iskemi — reperfiizyon hasarindaki etkilerini inceledigimiz
calisgmamizda ikinci parametre olarak fleplerdeki noétrofil infiltrasyonu
degerlendirilmistir. Notrofiller inflamasyon bolgesinde 6. saatte goriilmeye baglarlar
ve 24. saatte pik seviyesine ulasip yavas yavas yerlerini monositlere birakirlar. 48.
Saatten sonra ise inflamasyon bolgesinde baskin iltihabi hiicreler monositlerdir. (185)

Calismamizda reperfiizyondan 24 saat sonra alinan doku biyopsilerinde ¢ok
yogun notrofil infiltrasyonu saptanmis olup nétrofillerin en yogun oldugu bolge
secilip bu bolgedeki Imm? alanda sayim yapilmustir. 0, 3, 9 ve 12 saat iskemi
uygulanan fleplerdeki nétrofil sayilar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. 6 saat iskemi uygulanan fleplerde ise deney gruplarindaki nétrofil
sayilar1 istatiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur. Nétrofil sayilari
arasinda 6 saat iskemi uygulanan gruplar disinda anlamli fark olusmamasinin
nedeninin ndétrofil sayiminin 24. Saatte notrofillerin en pik seviyede olduklari
zamanda yapilmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Eger reperflizyonun daha
erken donemlerinde doku biyopsisi alip notrofil sayimi yapilirsa deney gruplarinda
anlamli derecede diisiik nétrofil iniltrasyonu goriilebilir. Ayrica bu durumun olasi
baska bir nedeni, EGCG’nin antiinflamatuar etkilerinin (31-40) oldugu bilinse bile,
EGCG cilt fleplerinde olusturulan reperfiizyon hasarinda noétrofil gociini
engellemede etkisiz kalmis olabilir veya nétrofil gdclinden ziyade nétrofil etkinligini
azaltarak etki gostermis olabilir. Bu durumun kantitatif olarak test edilebilmesi i¢in
benzer bir ¢alismada dokuda nétrofil infiltrasyonunu gdsteren myeloperoksidaz (174)
enzim aktivitesinin ¢alisilmasi yararl olacaktir.

Calisgmamizda EGCG’nin etkinligini degerlendirdigimiz son parametre olarak
reperfiizyondan 24 saat sonra flep distalinden 1 cm kalinliginda doku 6rnegi alinmis
ve bu Orneklerde SOD, GPX ve TNF-a diizeylerine bakilmistir. Calismamizda
istatiksel olarak sadece enzim diizeylerinin gruplar arasindaki farklar
degerlendirilmemis; ek olarak enzim diizeylerinin deney ve kontrol gruplarindaki

degisimleri i¢in tekrarlayan varyans analizi (Repeated measures ANOVA), gruplarin
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zaman ile etkilesimi ve enzim diizeylerinin zamana bagl Ol¢limleri ikili olarak
degerlendirilmistir

SOD (siiperoksit dismutaz) ilk kez McCord ve Fridovic tarafindan 1969 yilinda
tanimlanmis olup siiperoksit radikalinin oksijene ve hidrojen peroksite doniisiimiinii
katalizleyen ve hiicreleri siiperoksit radikaline bagli hasardan koruyan ¢ok énemli bir
antioksidan enzimdir. (sekil 2) (175) Insanda SODI1 sitoplazmik, SOD2
mitokondriyal, SOD3 ekstraselliiler olmak {izere ii¢ alt tipi bulunmaktadir. Her bir alt
tipin eksikliginin farkli patolojik siireclere yol actig1 diisiiniilmektedir.(176-178)

SOD1 gen defektinin ailesel amyotrofik lateral skleroz

2H,0

Sekil 2: Antioksidan enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin 6zeti.

hastaligina yol actig1 gosterilmistir. (179,180) SOD2 ve SOD3 eksiklikleri insanlarda
herhangi bir hastalik ile kesin olarak iligkilendirilememis olsa da deneysel
caligmalarda olumsuz etkileri gosterilmistir. (176-178)

Calismamizda reperfiizyondan 24 saat sonra flep distal kismindaki total SOD
aktivitesi Olcililmiis olup kontrol gruplarinin 0-3-6-9-12. saat SOD enzim diizeyleri
deney grubu olgularin SOD enzim diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli diisiik

bulundu. (p<0,05).
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SOD enzim diizeylerinin deney ve kontrol gruplarindaki degisimleri i¢in
yapilan tekrarlayan Olgiimlerde varyans analizinde; gruplarin zaman ile etkilesimi
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (F:0,775 p:0,546 p>0,05), ancak bes zaman
grubu birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu (F:327,92 p:0,001
p<0,05).

Deney ve kontrol grubu olgularin SOD enzim diizeylerinin zamana bagh
Olctimlerinin ikili olarak degerlendirme sonuclar1 incelendiginde; tim ikili
karsilastirmalar arasindaki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Biitiin bu istatiksel verilerin net sonucu EGCG verilen deney druplarinda SOD
diizeylerinin anlamli derecede yiikseldigi yoniindedir. Buradan ¢ikardigimiz sonug
ise reperflizyon esnasinda hiicrelerde olusan siiperoksit radikaline karsi deney
gruplarinda, SOD enzim diizeylerinin yliksek (SOD enziminin harcanmadigini
gostermektedir) saptanmasindan 6tiirii, EGCG’ye bagli koruyucu etkilerin olustugu
yoniindedir.

GPX (glutatyon peroksidaz) igerisinde pek cok alttiirii barindiran enzim
ailesinin genel adi olup ilk kez 1957 yilinda Gordon C. Mills tarafindan
tanimlanmistir.(181-184) GPX hidrojen peroksitten suyun olusumunu katalizleyerek
hiicreleri serbest radikal aracili hasardan koruyan Onemli bir antioksidan
enzimdir.(sekil 2) (181-184)

Calismamizda reperflizyondan 24 saat sonra flep dstalinde GPX diizeyleri
Olclilmiis ve kontrol gruplarmin 0-3-9-12. Saat GPX enzim diizeyleri deney grubu
olgularin GPX enzim diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu
(p<0,05). 6. Saat enzim diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmadi (p>0,05).

GPX enzim diizeylerinin deney ve kontrol gruplarindaki degisimleri ig¢in
yapilan tekrarlayan Olgiimlerde varyans analizinde; gruplarin zaman ile etkilesimi
istatistiksel olarak anlamli bulundu (F:706,61 p:0,001 p<0,05), bes zaman grubu
birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu (F:14950,23 p:0,001 p<0,05).

Deney ve kontrol grubu olgularin GPX enzim diizeylerinin zamana baglh
Ol¢timlerinin ikili olarak degerlendirme sonuglari incelendiginde; kontrol grubu 0. ve

3. saat GPX enzim diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
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(p>0,05). Diger tiim ikili karsilastirmalar arasindaki degisimler istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,05).

GPX enzim diizeyleri, ¢alismanin geneline bakildigi zaman EGCG verilen
deney gruplarinda istatiksel olarak yiliksek bulunmus olup sadece 6 saat iskemi
uygulanan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir. Bu durumun
nedeni tam olarak anlasilamamis olsa da calisma sirasindaki teknik bir hatadan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica calismamizda belirliyici gruplar 9 ve 12 saat
iskemi uygulanan gruplardir. Cilinkii ger¢ek anlamda bu gruplarda reperflizyon hasari
olugsmustur. Calismamizda 0, 3 ve 6 saatlik iskemi periyodlarmin kullanilmasinin
nedeni istatiksel olarak, yukarida da bahsedildigi gibi, sadece gruplar arasindaki
enzim diizeylerinin karsilastirilmast degil enzim diizeylerinin deney ve kontrol
gruplarindaki degisimleri i¢in tekrarlayan varyans analizinin, gruplarin zaman ile
etkilesiminin ve enzim diizeylerinin zamana bagli Ol¢limlerinin ikili olarak
degerlendirilebilmesine imkan saglayarak daha kesin istatiksel sonuclar elde etmeye
calismaktir.

SOD ve GPX hiicreleri serbest radikal aracili hasardan koruyan Onemli
antioksidan enzimlerdir.2) GPX enzim diizeylerinin de yiiksek olarak Olglilmesi
hiicrelerin sadece siiperoksit radikaline bagli hasara karst degil hidrojen peroksite
bagli hasara kars1 da korundugunu gostermektedir. Calismamizda deney gruplarinda
kontrol gruplarina oranla SOD ve GPX enzim diizeylerinin daha yiiksek saptanmis
olmas1 EGCG nin antioksidan etkisinin bir sonucu olarak degerlendirilmistir.

TNF-0, inflamasyon sirasinda primer olarak aktive olmus makrofajlardan
sentezlenen sitokin ailesine mensup polipeptid yapisinda bir bilesiktir. Inflamasyon
sirasinda meydana gelen ates gibi sistemik etkilerin yanisira nétrofil agregasyonu ve
aktivasyonu, nitrik oksit sentezi, firoblast aktivasyonu, mezenkimal hiicrelerden
proteolitik enzimlerin salinimini arttirarak doku hasar1 gibi pek ¢ok onemli etkisi
mevcuttur. (185)

Iskemi — reperfiizyon hasarinda nétrofil aracili mekanizma ¢ok dnemli bir yere
sahip olup TNF-a sentezinin blokaji doku hasarini1 azaltic1 etkinlik gosterecegi
ortadadir. Caligmamizda, kontrol grubu olgularin 0-3-6-9-12. saat TNF-a diizeyleri
deney grubu olgularinin TNF-a diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli yiiksek

bulundu.(p<0,05)
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TNF-o degerlerinin deney ve kontrol gruplarindaki degisimleri i¢in yapilan
tekrarlayan o6l¢iimlerde varyans analizinde; gruplarin zaman ile etkilesimi istatistiksel
olarak anlamli bulundu (F:100,80 p:0,001 p<0,05), bes zaman grubu birbirinden
istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu (F:3166,33 p:0,001 p<0,05).

TNF-o diizeyinin kontrol gruplarinda istatiksel olarak daha yiiksek olarak
saptanmasinin, EGCG verilen deney gruplarinda nétrofil aracili hasar kars
hiicrelerin korundugunun gostergesidir.

MDA reperfiizyon hasarinda serbest radikallere bagli olusan membran lipit
peroksidasyonunun gostergesidir.(73,188) Calismamizda deney grubu olgularin 0-3-
6-9-12. saat MDA diizeyleri kontrol grubu olgularin 0-3-6-9-12. saat MDA
diizeylerinden istatistiksel olarak anlaml diisiik bulundu (p<0,05).

MDA diizeylerinin deney ve kontrol gruplarindaki degisimleri i¢in yapilan
tekrarlayan o6l¢iimlerde varyans analizinde; gruplarin zaman ile etkilesimi istatistiksel
olarak anlamli bulundu (F:2893,007 p:0,001 p<0,05) ve bes zaman grubu birbirinden
istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu (F:97,434 p:0,001 p<0,05).

MDA diizeylerindeki bu farkliliklar EGCG’nin serbest radikal aracili hiicre
hasarmi engellediginin gostergesidir.

Sonug olarak, iskemi — reperflizyon hasar1 tibbin pek ¢ok dalini ilgilendiren ve
altindaki patolojik mekanizmalarin tam olarak agikliga kavusturulamadigi karmasik
bir siirectir. Plastik Cerrahide serbest doku aktarimlarinda, kompozit doku
nakillerinde ve reimplantasyon uygulamalarinda dikkate alinmasi gereken ciddi
sorunlara yol acabilecek bir siiregtir.

Reperfiizyon hasarini dnlemeye yonelik calismalar yogun bir sekilde devam
etmekle birlikte uygun bir farmasdtik ajan hentiz gelistirilememistir. Bu durumdan
yola ¢ikarak EGCG’nin iskemi — reperfiizyon hasarina karsi olas1 koruyucu etkilerini
sican epigastrik arter flebinde inceledigimiz ¢alismamizda; parsiyel nekroz goriilen 9
saatlik iskemi gruplarindaki nekroz oranlari ile reperfiizyondan 24 saat sonra alinan
doku biyopsilerindeki MDA, antioksidan enzimler SOD ve GPX diizeyleri ile
inflamatuar siireglerde 6nemli rolii olan sitokin ailesinden TNF-a diizeyleri kontrol
ve deney gruplart arasinda karsilastirildiginda EGCG’nin reperflizyon hasarina karsi

koruyucu etkilerinin oldugu kanaatine varilmistir.
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OZET

Iskemi- reperfiizyon hasarmna karsi yesil caymn ana polifenol bilesigi olan
epigallocatechin gallate’nin (EGCG) olas1 koruyucu etkilerini sican epigastrik arter

flebi Uzerinde inceledik.

Calismamizda 80 adet sigan kullanilmis olup rastgele secilen 40 tanesi deney
ve 40 tanesi kontrol grubunu olusturmustur. Her bir grup kendi igerisinde farkl
stirelerde ( 0, 3, 6, 9 ve 12 saat) iskemi uygulamak iizere rastgele bes alt gruba
ayrildi. Reperfiizyondan 30 dakika dnce, 12 saat sonra ve devam eden 4 giin boyunca
her giin intraperitoneal 100 umol/kg EGCG, benzer sekilde kontrol gruplarina ise 2
cc steril izotonik enjekte edildi. 7. Gilin enjeksiyon yapilmayip fleplerin asetat

lizerine ¢izimleri alindu.

Reperfiizyondan 24 saat sonra flep distalinden alinan dokularda SOD, GPX,
TNF-o ve MDA diizeylerine ve notrofil sayilarma bakildi. SOD diizeyleri tiim
kontrol gruplarinda istatiksel olarak anlamli sekilde diisiik, MDA ve TNF-a
diizeyleri ise tiim kontrol gruplarinda istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
saptandi. GPX ise 0, 3, 9 ve 12 saat iskemi uygulanan kontrol gruplarinda deney
gruplarina oranla istatiksel olarak anlamli derecede diisiik olarak saptandi. Notrofil
sayilar1 incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamhi farklilik

saptanmadi.

Reperfiizyondan sonra 7. gilinde fleplerde olusan nekroz oranlar
incelendiginde; 0, 3 ve 6 saat iskemi uygulanan gruplarda flep nekrozuna
rastlanmadi. 12 saat iskemi uygulanan gruplarda ise tiim fleplerde total nekroz
goriildli. Ancak 9 saat iskemi uygulanan fleplerde parsiyel nekroz olustu ve deney
gruplarinda kontrol gruplarma oranla istatiksel olarak analamli derecede diisiik

nekroz oranlar1 elde edildi.

Yukaridaki verilerin 15181nda EGCG’nin cilt fleplerindeki iskemi — reperfiizyon

hasarina kars1 koruyucu etkilerinin oldugu kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: EGCG, iskemi, reperfiizyon, , yesil cay.
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SUMMARY

We have studied the possible protective effects of EGCG, main polyphenol
compound of green tea, against the ischemia-reperfusion injury in the rat epigastric

artery flap.

80 rats were used in our study. 40 rats were randomly selected for experimental
groups and 40 rats were randomly selected for control goups. Each group randomly
divided into five sub-groups to apply ischemia in different time intervals (0, 3, 6, 9
and 12 hours). 30 minutes prior to reperfusion 100 pmol / kg of EGCG were injected
intraperitoneally, this injection was repeated after 12 hours and continued for 4 days
as daily injection. Similarly 2 ml of sterile saline were injected to the control groups.

Flaps drawings were taken into acetates on seventh day without injection.

24 hours after reperfusion, SOD, GPX, MDA and TNF-a levels and neutrophil
counts were measured in tissues taken from distal portions of the flap. SOD levels
were statistically lower in all control groups, MDA and TNF-a levels were
statistically higher in all control groups. Compared with the experimental groups,
GPX levels were measured statistically lower in control groups in the 0, 3, 9 and 12
hours of ischemia. There was no statistically significant difference between groups in

neutrophils counts.

Flap necrosis was examined on the seventh day after reperfusion; flap necrosis
wasn’t seen in 0, 3 and 6 hours of ischemia groups. Total necrosis were seen in all
flaps in the 12 hours of ischemia groups. However, partial flap necrosis occurred in
the 9 hours of ischemia groups and statistically lower rates of necrosis were obtained

in experimental groups compared to the control groups.

The findings of our study showed that EGCG has protective effect against

ischemia — reperfusion injury in the skin flaps.

Key words: EGCG, green tea, ischemia, reperfusion.
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