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KISALTMALAR

AA Arasidonik asit

ATP Adenozin trifosfat

BT Bilgisayarli tomografi
Btx Botulinum toksin
CD34 Kok hiicre belirteci
CO Karbonmonoksit
COX Siklooksijenaz

CO, Karbondioksit

c-AMP Siklik adenozin monofosfat
DEHEK Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu

DIEAP Derin inferior epigastrik arter perforator
eNOS Endotelyal nitrik oksit sentaz
EPO Eritropoetin

FDA Food and Drug Administration
HCN Hidrojen siyaniir

HDL Yiiksek dansiteli lipoprotein
Hif-1-alfa  Hypoxia-inducible factor 1-alfa
LDL Diisiik dansiteli lipoprotein

N Azot

NE Norepinefrin

NH3 Amonyak

NO Nitrik oksit

O, Oksijen

PGlI, Prostaglandin I,

SNARE Soluble N-ethyl maleimide-sensitive factor attachement proteine receptor
Sc Subkutan

TENS Transkutanoz elektriksel sinir uyarisi
TXA; Tromboksan A;
VEGF Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii

VLDL Cok diistik dansiteli lipoprotein
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OZET

Deri  flepleri, doku defektlerinin onariminda stk basvurulan  onarim
yontemlerindendir. Flep cerrahisinde basarili bir onarim igin flebin beslenme yetenegi
oldukca 6nemlidir. Son yillarda plastik cerrahide doku kayiplarinin onarilmasinda perforator
flepler giderek artan siklikta kullanilmaktadir. Perforator fleplerde meydana gelen kayiplar,
tedavi siiresi ve maliyeti artirmanin yaninda ek morbidite de yaratmaktadir. Cerrahi
komplikasyonlarin en 6nemli Onlenebilir nedenlerinden biri sigara kullanimidir. Botulinum
toksini giiniimiizde estetik amagli kullannminin disinda baska alanlarda da yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bu ¢alismada nikotin ve botulinum toksininin perforator fleplere
olan etkileri kontrol grubu ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Calismada 40 adet si¢anda, sag siiperior derin epigastrik arter ikinci kranial perforator
bazli 6 cm x 6 cm boyutlarinda perforator deri flebi kaldirildi. Biitiin gruplarda flepler
kaldirtlip tekrar yerine adapte edildi. Kontrol grubunda hicbir ilag uygulanmadi. Nikotin
grubuna bir ay boyunca giinliik olarak 2 mg/kg subkutan/deri altina nikotin verildi. Botulinum
toksin (BTx) grubuna cerrahi islemden 5 giin once, pedikiiliin girecegi bolge disinda kalan
toplam 8 adet noktaya 1 IU intradermal botulinum toksin uygulandi. Nikotin + BTx grubuna
nikotin ve BTx grubundaki islemler kombine olarak uygulandi. Calismada cerrahi sonrasi 7.
giinde ¢ekilen fotograflarda fleplerin nekroz oranlart Slgiildii, bu alanlar istatistiksel olarak
karsilastirildi.  Ayrica alinan doku Ornekleri gen ekspresyonu, histopatolojik ve
immunhistokimyasal olarak degerlendirildi.

Gruplarda nekrotik flep alaninin tiim flebe oran1 sirasiyla, kontrol grubunda % 43,43+
18,79 nikotin grubunda % 46,29+ 23,36, botulinum toksin grubunda % 25,15+ 6,23, nikotin+
botulinum toksin grubunda % 30,20+ 5,31 olarak hesaplandi. Nekroz oranlar1 bakimindan
kontrol ve nikotin gruplar1 karsilagtirildiginda anlamli fark bulunmad: ( p=0,089). Kontrol
grubu ve botulinum toksin grubu karsilastirildiginda nekroz oraninin anlamli sekilde azaldigi
(p= 0,01), kontrol grubu ve nikotin + botulinum toksin grubu karsilastirildiginda nekroz
oraninin anlamli sekilde azaldig: goriildii (p= 0,041).

Gen ekspresyon analizinde ise; nikotin grubunda Beta 2 Mikroglobulin, CD 34, Hif 1
alfa ve VEGF A genlerinde kontrol grubuna gore anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir
(p>0,05). Botulinum toksin grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda Beta 2 Mikroglobulin
ve VEGF A gen ekspresyon analiz sonuglarinda anlamli bir fark olmadigi gortlmistiir (p
>0,05). Botulinum toksin grubunda bakilan CD 34 ve Hif 1 alfa gen ekspresyon analizi
sonuglart ise kontrol grubuna goére anlamli olarak diisiik ¢ikmistir (p=0,009, p=0,047).

Vil



Nikotin+ botulinum toksin grubunda Beta 2 Mikroglobulin ve VEGF A gen ekspresyon
analizi sonuglarinda kontrol grubuna gore anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (p >0,05).
Nikotin + botulinum toksin grubunda ¢alisilan CD 34 ve Hif 1 alfa gen ekspresyon analizi
sonuglari kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik ¢tkmistir ( p=0,001, p =0,027).

Histopatolojik degerlendirmede ise; inflamatuar hiicre sayisi, fibroblast sayisi, kollajen
yogunlugu ve yeni olusan damar sayilari hesaplanmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
hi¢bir grupta inflamatuar hiicre sayisi, fibroblast sayisi, kollajen yogunlugu bakimindan
anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Yeni olusan damar sayis1 kiyaslandiginda ise; kontrol grubu
ve nikotin grubu karsilastirildiginda nikotin grubunda anlamli sekilde azaldigi (p=0,013),
kontrol grubu ve botulinum toksin grubu karsilastirildiginda botulinum toksin grubunda
anlamli sekilde arttigi (p= 0,03), kontrol grubu ve nikotin + botulinum toksin grubu
karsilastirildiginda nikotin+ botulinum toksin grubunda anlamli sekilde arttigi goriildii (p=
0,003).

Immunhistokimyasal degerlendirmede ise; CD 34 agisindan kontrol grubu ve nikotin
grubu arasinda anlamli fark bulunmamistir (p=0,084). Kontrol grubu ve botulinum toksin
grubu karsilastirildiginda bu degerin anlamli sekilde arttigi (p=0,001), yine kontrol grubu ve
nikotin + botulinum toksin grubu karsilastirildiginda anlamli sekilde arttigi goriildi (p=0,02).
Hif 1 alfa acisindan kontrol grubu ve nikotin grubu arasinda anlamli fark bulunmamigtir
(p=0,09). Kontrol grubu ve botulinum toksin grubu karsilastirildiginda bu degerin anlamli
sekilde arttign (p=0,003), yine kontrol grubu ve nikotin + botulinum toksin grubu
karsilastirildiginda anlamli sekilde arttigi goriildii (p=0,05). VEGF antikoru ile yapilan immun
boyamalar farkli sulandirma oranlar1 ve farkli siirelerde tutulmasina ragmen basarili
olamadigindan degerlendirme yapilamamastir.

Sonug olarak, bu deneysel calismada, perforatér flep yapilan siganlarda
botulinum toksininin tek bagina veya nikotin ile beraber uygulanmasinin kontrol grubuna gore
flep yasayabilirligine ve anjiogeneze olumlu etkilerini gdstermis oldugumuz igin ileride

ameliyat 6ncesi uygulanmasinin faydali olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: perforator flep, botulinum toksin, nikotin, sagkalim
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ABSTRACT

Skin flaps are commonly used to resurface tissue defects, and perforator flaps have an
increasing popularity in this field. The flap's blood supply is critical for the success of the
procedure and flap failure imposes additional cost, duration of treatment and morbidity. Many
agents have been tested for their effects on flap sustainability but difficulties of their
availability and accessibility are limited their clinical use. Smoking is the most preventable
reason of surgical complications. Botulinum toxin injections are often used besides their
aesthetic applications. In this study, effects of botulinum toxin and nicotine in perforator flap
viability and angiogenesis are investigated.

In this study, 40 rats were used in four groups. In each subject, 6x6 cm in sized, skin
flaps based on the right second cranial perforators of the superior deep epigastric arteries were
raised and adapted back on their places. In the control group no further measures were
undertaken. In the nicotine group, 2 mg/kg/day subcutaneous nicotine was injected for a
month. In the botulinum toxin group, 1 1U intradermal toxin was injected for 8 points expect
pedicle zone at preoperative 5- day. In the nicotine + botulinum toxin group nicotine and
botlinum toxin were injected as described in group 2 and 3. In postoperative 7 days, flaps
were photographed and the necrotic areas were measured and compared. Also tissue
specimens were harvested for gene expression, histolopathological and immunohistochemical
analyses.

The ratio of necrotic areas were % 43.43+ 18.79, % 46.29+ 23.36, % 25.15+ 6.23,
% 30.20+ 5.31 or the control, nicotine, botulinum toxin and nicotine + botulinum toxin
groups, respectively. While there is no significant difference between control and nicotine
group (p=0,089), however, in botulinum toxin and nicotine+ botulinum toxin group flap,
necrotic areas were signifcantly lesser than those of the control group (p=0.001, p=0.041).

In the gene expression analysis, the levels of Beta 2 Mikroglobulin, CD 34, Hif 1
alpha and VEGF A genes were compared between the groups. There is no significant
difference between control and nicotine group (p>0.05). In the botulinum toxin group, there
is no significant difference at the levels of Beta 2 Mikroglobulin and VEGF A in comparison
to the control group (p>0.05), but CD 34 and Hif 1 alpha levels shown significant difference.
(p=0.009, p=0.047) In the nicotine + botulinum toxin group, there is no significant difference
at the levels of Beta 2 Mikroglobulin and VEGF A in comparison to the control group
(p>0.05), but CD 34 and Hif 1 alpha levels shown significant difference ( p=0.001, p=0.027).

Histologically; the numbers of inflammatory cell, fibroblast, neoangiogenesis and

collagen density were evaluated. There is no significant difference in terms of the
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inflammatory cell numbers, fibroblast numbers and collagen density among the all groups
(p>0,05). In comparison to the control group, nicotine group yielded significantly decreased
neoangiogenesis (p=0.013) while botulinum toxin and nicotine + botulinum toxin groups,
these values were significantly increased (p=0.03, p=0.003).

Immunhistochemically; levels of CD 34, Hif 1 alpha proteins were compred between
the groups. There is no significant difference between control and nicotine group ( p=0.084,
p=0.09). In comparison to the control group, botulinum toxin group yielded significantly
increased of CD 34, Hif 1 alpha proteins (p=0.001, p=0.003). In comparison to the control
group, nicotine + botulinum toxin group Yyielded significantly increased of CD 34, Hif 1
alpha proteins (p=0.02, p=0.05).

In conclusion, our experimental study has shown that preoperative intradermal
injection of botulinum toxin increases the perforator flap viability and angiogenesis when
compared with control group. Also botulinum toxin injection can reverse harmful effects of
nicotine when compared with controls. Our findings suggest that preoperative botulinum

toxin injection can improve the surgical outcomes while using perforator flap.

Keywords: Perforator flap, botulinum toxin, nicotine, flap viability



1. GIRIS VE AMAC

Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi dalinin en 6nemli ve en zorlayici konusu doku
defektlerinin rekonstritksiyonudur (1). Basarili bir rekonstriiksiyon; fonksiyonu restore
etmenin yani sira dondr saha morbiditesinin de en aza indirilmesini amaglar. Tarihsel olarak
degerlendirildiginde doku kayiplariin rekonstrilksiyonu amaciyla yeni yontemlerin,
ihtiyaclara cevap verecek sekilde gelistigi gozlenmistir (2).

Daha basit defektlerin aksine kompleks doku kayiplarinin onarmmi i¢in kendine ait
vaskiiler destege sahip olan, birden fazla dokuyu igerebilen, fonksiyonel ve estetik yonden
memnun edici sonuglar1 olan, defekt bolgesine komsu ya da uzak bolgelerden defekt
bolgesine aktarilabilen flepler siklikla kullanilir (3).

Perforator flep kavrami, ilk defa 1989 yilinda Koshima ve Soeda tarafindan ortaya
konmustur. Perforator flep basitce kendine ait izole perforatér damarlardan beslenen flep
olarak tanimlanabilir. Perforator flepler sahip oldugu avantajlar ile giiniimiizde de giderek
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Perforator flepler, flebin perfiizyonunu saglayan
artere gore isimlendirilir. Cogunlukla fasyokutan flepler olmalarina ragmen kas, kemik ve
sinir yapilarini da icerebilirler (4).

Perforator flepler lokal olarak pedikiillii kullanilabildigi gibi, mikrocerrahinin
gelismesiyle beraber uzak bolge rekonstrilksiyonunda serbest flep olarak da
kullanilabilmektedirler. Yapilan anatomik caligsmalar sonucunda viicudumuzda caplart 0,5
mm’den biiyiikk 374 adet perforatér damar tanimlanmistir (5). Teorik olarak bu damarlarin
hepsinden perforator flep kaldirilmast miimkiindiir.

Perforator flep diseksiyonu dgrenme egrisi gerektirmekle beraber bazen bizler i¢in
birtakim beklenmedik durumlar igerir. Perforator fleplerde insanlardaki anatomik farkliliklar
nedeniyle perforatorler farkli lokalizasyonda bulunabilir (4). Bazen de boyutlar1 genis
hazirlanan fleplerde ya da perforator capinin beklenenden daha ince olmasi gibi durumlarda
flebin perforatdr damar pedikiiliine uzak kisimlarinda kismi ya da tam nekroz gortilebilir (6).

Perforator flep kayiplar1 hastanede kalma siirelerini ve maliyet yiikiinii artirmakla
beraber hasta agisindan daha fazla morbiditeye yol agabilecek komplike ameliyatlarinda
ger¢eklesmesine neden olabilmektedir.

Perforator flep kayiplarinin baslica nedenleri; pedikiiliin diseksiyon sirasinda hasar
gormesi veya pedikiiliin defekt sahasinda torsiyone olmasi, perforatér capinin ince olmasi,

perforatdr sayisinin az olmasi, vazospazm, flep boyutlarinin genis olmasi, vaskiiler trombiis



olusmasi, vendz konjesyon, flep altinda veya flep pedikiiliine yakin bolgede hematom ya da
seroma olusmasi ve enfeksiyon gelismesi olarak siralanabilir (6, 7, 8).

Gliniimiizde perforator flep yasayabilirligini artirmaya yonelik deneysel olarak bir¢cok
caligma yapilmis olup, botulinum toksininin tek basina ve ayrica agir sigara igicilerinde
etkisini gosterecek ¢alisma yapilmamaistir.

Bu ¢alismada derin inferior epigastrik arter bazli perforatdr fleplerdeki nekrozlari
onlemek icin, perforatdr flep bolgesine cerrahi Oncesinde intradermal olarak uygulanan
botulinum toksininin flep canliligina etkileri deneysel perforator flep modelinde incelenmistir.
Ayrica nikotin uygulanan siganlarda BTx uygulanmasinin flep yasayabilirligine etkileri

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Plastik cerrahinin temel ugraslarindan olan "flep" vaskiiler destegi ile birlikte viicudun
herhangi bir bolgesinden lokal veya uzak bolgelere tasinan dokuyu tanimlar. Koken olarak 16.
yy’da Hollanda dilinde kullanilan, "genis ve gevsek asilip tek tarafindan tutturulmus"
anlamina gelen "flappe” kelimesinden gelmektedir (9).

Joe McCarthy basarili rekonstriikksiyonu 'beraberinde sekil ve fonksiyonun restore
edildigi giivenli defekt kapatilmasi ve dondr saha deformitesinden kaginilmasi” olarak
tanimlamistir (1). Flepler, defektin ozelliklerine gore tasarlanir, damarsal beslenmesi
korunarak deri, kas, kemik, yag ya da fasya dokularindan ihtiya¢ durumuna gore birini veya

birkagini beraber icerebilir (10).

2.1. Flep cerrahisinin tarihi

Tarihte ilk defa antik Hindistan’da burun rekonstriiksiyonunda kullanilan cilt flebi ilk
flep olarak Sushruta yazitlarinda gegmektedir (2,11). Flep cerrahisinde tarihsel olarak ikinci
en Onemli kilometre ¢aligmalardan biri Tagliacozzi’nin ¢alismasidir. Ancak kilise tarafindan
tanrinin isine karigilmasi olarak degerlendirilip yasaklanmistir (11).

19. yiizyilda modern tibbin baslangiciyla anestezi tekniklerinin gelismesiyle cerrahi
gelisim hiz kazandi. 1869 yilinda kismi kalinlikta deri greftleme ile ilgili makale yaymland:
ve dikkatleri iizerine ¢ekti (12).

1889 yilinda Manchot’un vaskiiler yapilarin yerini gosteren makalesi ile flep
sagkaliminin anlagilmasina olanak sagladi. Daha sonraki yillarda Salmon daha sofistike bir
caligma ile damarlar1 gosterdi. 1. Diinya savasi siralarinda cerrahlar flep cerrahisine bir¢ok
katkida bulundular. Yapilan flepler cogunlukla alt ekstremite yaralanmalarinin sikligina baglh
olarak alt ekstremite rekonstriiksiyonu i¢in kullanilan ¢apraz bacak ya da tiip fleplerdi (12).

1979 yilinda modern plastik cerrahi gelisimi ac¢isindan en énemli makalelerden biri olan
bir dermofat flebin serbest olarak mikroskop kullanilmaksizin transfer edilmesi anlatilmigti
(13). Sonrasinda mikroskobun kullanilmaya baslanmasi1 ile plastik cerrahide yenilikgi

kapilarin agilmasini saglanmustir (14).

2.2. Fleplerin siniflandirilmasi
Flep kendine ait vaskiiler anatomisi iizerinde mobilize edilen doku veya dokulardan

olusur. Flepler deri, fasya, kas ve kemikten ya da bu yapilarin kombinasyonlarindan



olusabilir. Mobilize edilen dokunun perfiizyonu énemli oldugu i¢in flep tekniklerinin gelisimi
vaskiiler anatominin tanimlanmasina baglidir (11).

Flep siniflamasi, ¢ok cesitli sekillerde yapilabilmektedir. En klasik siniflama Daniel ve
Kerrigan tarafindan yapilmis olup flepleri; hareket yetenegine, perfiizyon durumuna ve

icerdigi yapilara gore siiflandirmislardir (7) (Sekil 2.1- Sekil 2.2).

Dermal —Subdermal
pleksus

y = =}
;;i ::: o P @

“\\Direkt kutandz arter
1-Aksiyel flep

Dermal —Subdermal
pleksus

Muskulokutangz perforator arter 3-Serbest flep

A-Random deri flepleri B-Aksiyel deri flepleri

Sekil 2. 1. Kanlanmasina gore deri flepleri; Random ve Aksiyel flepler (15)

Daniel ve Kerrigan'in siniflamasi bugilin genel hatlariyla kabul gérmeye devam
etmektedir. Ancak perforator fleplerdeki gelismelerle birlikte siniflandirmalara perforator

flepler de dahil edilmektedir (11).

2.3. Deri fleplerinin kanlanmasinda fizyopatogenez

Bilinen bir vaskiiler pedikiilii olan aksiyel paternli fleplerin kullanima girmesi ile
derinin intrinsik kan akiminin, flep sagkaliminda ¢ok 6nemli oldugu goriilmiistiir. Kerrigan ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmalar sonucunda fleplerde distalde kan akiminin ilk 6-12 saat
icinde %20 azaldi81, normale doniisiin 3-4 hafta sonra oldugu gézlenmistir (7).

Flebin yasayabilmesi i¢in yeterli perfiizyon saglanmali ve iskeminin etkileri en aza
indirilmelidir (7,10).

Daniel ve Kerrigan'a gore deri kan akimi sistemik ve lokal faktorlerin, makroskobik
diizeyde arter-ven, mikroskobik diizeyde ise arteriol-kapiller-veniil ve arteriovendz

anastomozlara yaptig1 etkilerle diizenlenmektedir (7).



Deri fleplerinin simiflamasi

Transfer teknigine gore flepler: Flepte bir araya gelen dokulara gore flepler
-Lokal flepler -Kutandz flepler

-Ilerletme flepleri -Fasyokutanoz flepler

-Rotasyon ve transpozisyon flepleri -Myokutandz flepler

-Interpolasyon flepleri -Kas flebi +deri greftleri

-Pedikullii flepler -Osteokutandz flepler

-Subkutandz flepler -Sensoriyel flepler

-Uzak flepler

-Direkt flepler (6r: Kasik flebi)

-Tiip flepler

-Mikrovaskiiler flepler (6r: Serbest flepler)
Beslenme tipine gire flepler:
-Muskulokutandéz arterden beslenen flepler
-Random kutanéz flepler

-Myokutandz flepler

-Septokutandz flepler

-Fasyokutandz flepler

-Aksiyel arteryel flepler

Sekil 2.2. Deri fleplerinin siniflamasi (7)

Deri kan akimmi etkileyen sistemik faktorler; sempatik adrenerjik sinirler (vazo-
konstriiktoér), TromboksanA, (vazokonstriiktor), Seratonin (vazokonstriiktdr), Prostoglandin
Foa (vazokonstriiktor), Prostoglandin E; (vazodilatasyon), Prostoglandin 1, (prostosiklin)
(vazodilatasyon), Bradikinin (vazodilatator), Histamin (vazodilatator), Lokotrien C4 ve Dy
(vazodilatasyon) gibi noromediatorler ve anemi (hemodiliisyonla kan akimi artisi) gibi
durumlardir (7).

Deri kan akimini etkileyen lokal metabolik faktorler; hiperkapni (vazodilatator), hipoksi
(vazodilatator), asidoz (vazodilatator) ve hiperkalemi (vazodilatator) dir (7,10 ).

Deri kan akimini etkileyen lokal fiziksel faktorler; lokal hipertermi (vazodilatasyon),
lokal hipotermi (vazokonstriiktdr), miyojenik refleks (vazokonstriiksiyon) dir (7,10 ).

Deri flepleri 6 saat siireye kadar iskemiye dayaniklhidirlar, 6-12 saat arasi iskemilerde
flepte geridoniislii hemodinamik ve hiicresel olaylar gozlenir, 12 saati asan iskemi sonunda
geridoniigsliz hasarlanma olusur (10).

Iskemik dokuda hizl1 bir sekilde karbondioksit (CO2) ve laktik asit seviyeleri artarken;

oksijen (O,), glukoz ve ATP (adenozin trifosfat) seviyelerinin diismesiyle birlikte anaerobik



metabolizmaya doniis gerceklesmektedir. Glukoz ve glikojen tiiketimi iskeminin derecesiyle
orantil1 olarak artar; glukoz tiiketimi 3 giinde pik yapar ve 7. giinde normale doner (10).
Iskemik periyod sonrasinda reperfiizyon sirasinda O, yeniden dokuya ulastiginda iskemi
reperfiizyon hasarina bagl olarak siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri
retilir. Bu radikaller inflamasyon, endotelyal hasar, 16kositlerin adezyonu ve lokositlerin

birikimini gibi etkilerle, hiicresel hasara neden olurlar (10).

2.4. Perforator Flepler

Perforator, delmek manasina gelen latince “perforate™ den gelmektedir. Perfarator flep
kendine ait bir veya daha fazla sayida damar tarafindan perfiize edilen deri ve subkiitan6z
dokudan olusan flep olarak tanimlanir (16). Yapilan anatomik calismalarda viicudumuzda
caplar1 0,5 mm den biiyiik 374 adet perforatér damar oldugu gosterilmistir (5) (Sekil 2. 3).

1989 yilinda Koshima ve Soeda, derin inferior epigastrik damarlarin paraumblikal
perforatdrleri ile beslenen oldukga ince paraumblikal flep icin "Perforator flep"” tanimlamasin
yapmuslardir (17).

Hallock, peforator damari kaynagina bakmaksizin derin fasyadan fenestrasyonla
gegerek siiperfisyal plana giren herhangi bir damar olarak tanimlamistir (18). Taylor, iisteki
subkutan dokuyu ve deriyi beslemek igin derin fasyanin dis tabakasini delen herhangi bir
damar1 perforator olarak tanimlamistir (5). Wei ise perforator damari, kasi delip gecen ve

ayrica usteki deriyi beslemek i¢in derin fasyayr delen herhangi bir kiitan6z damar olarak

tanimlamistir (19).



Sekil 2. 3. Insan viicudundaki anjiozomlar (5)

2002 yilinda ki toplant1 da "perforator flep, cilt ve subkutan yag dokusunu icerir”

olarak tanimlanmistir. Ayrica asagidaki ¢ farkli tip perforator damar tanimi yapildi:

1.Direkt perforatorler, sadece derin fasyayr penetre ederek cilte ulasirlar (6r: Kasik
flebi)

2.Indirekt kas perforatorleri (perimisyal perforatérleri de igerir) kas igerisinde
ilerledikten sonra derin fasyay: penetre ederek cilde ulasirlar (6r: Derin Inferior Epigastrik
Arter Perforator flebi).

3.indirekt septal perforatorler, intermuskiiler septumdan ilerledikten sonra derin
fasyay1 penetre ederek cilte ulasirlar (6r. Anterolateral uyluk flebi). (16,19) (Sekil 2.4).



Deri

Derin fasya

Kaynak arter

Sekil 2. 4. Perforator flep tanimlamalari. 1- Direkt perforator 2- Kastan gegen indirekt

perforator 3- intermuskuler septumdan gegen indirekt perforatédr (20).

Perforator fleplerin giliniimiizde en yalin isimlendirme sekli; flebi besleyen kaynak
artere gore yapilanidir. Ornegin; Derin inferior Epigastrik Arter Perforator (DIEAP) flebi gibi
(4).

Eger bir damardan multipl perforator flep kaldirilabiliyorsa her bir flebin adi anatomik
bolgeye veya icerdigi kasa gore olacaktir. Bunun tipik ornegi lateral circumflex femoral
arterden beslenen tensor fasya lata perforator flebi ve anterolateral uyluk flebidir (19).

Perforator flepler giiniimiizde meme rekonstriiksiyonu, govde-kol-bacak yumusak doku
defektleri rekonstriiksiyonu, bas-boyun rekonstriiksiyonu gibi hemen hemen tiim alanlarda

kullanilmaktadirlar.

Perforator flepler kaldirilirken cilt-cilt alt1 insizyonundan sonra flebin perforatér damari
korunarak nazik mikrocerrahi tekniklerle perforator damar kaynak artere dogru veni ile
birlikte diseke edilir. Perforatoriin diseksiyonu sirasinda perforatoriin ¢ikis yerine gore kas ici
veya septal mesafe gegilir. Boylece flebin damar pedikiilii miimkiin oldugunca uzatilarak 10-
12 ¢cm uzunlukta pedikiil elde edilebilir (19,21,22). Daha sonra pedikiil tizerinden defektif
alana doku nakledilir. Eger istenirse perforator flepler serbest flep olarak da kullanilabilirler
(19).

Perforator fleplerin en 6nemli avantaji verici alan morbiditesinin diisiik olmasi, islevsel
ve estetik olarak basarili sonuglarin olmasi, ameliyat sonrast donemde iyilesme zamaninin
kisa olmasi olarak siralanabilir. Eger onarim i¢in sadece deri gerekli ise kas, fasya ve sinirler
korunabilir (19,4).

Perforator fleplerin Onemli dezavantajlari arasinda ¢ok titiz disSeksiyonlarmin
gerekliligi bulunmaktadir ve indirek muskiilokiitan perforatorlerin disseksiyonu indirek
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septokiitan perforator disseksiyonuna gore daha zordur (21,23). Perforator disseksiyonu
ameliyat zamanin1 uzatmaktadir (4). Ayrica perforatdor damarlarin pozisyon ve boyutundaki
degisiklikler nedeniyle teknigin zorlasmasi da dezavantaj olarak sayilabilir.

Perforator fleplerde, perforatorlerin ince ve nazik yapilari nedeniyle diseksiyon
sirasinda travmatize olmaya egilim artmakta ve c¢evresindeki yumusak doku destegini
kaybeden perforatorlerde biikiilme ve dirseklesme olusabilmekte, bu durum trombiis ve
vazospazm gibi komplikasyonlarin gelisme egilimini artirmaktadir (8, 4, 24).

Perforatdr fleplerde muskulokutan fleplere gore daha fazla yag nekrozu riski vardir (25).
Ideal perforator flebin giivenilir kan destegi olmalidir, 0,5 mm'den daha genis bir veya daha
fazla sayida perforatdr olmalidir, flep kaldirildiktan sonra donér alan primer kapatilabilmelidir
ve pedikiiller yeterli uzunlukta olmalidir (4).

Operasyondan 6nce perforatdr damarlarin yerlerinin tespiti i¢cin doppler ultrasonografi,
renkli duplex ultrasonografi, multidedektor spiral bilgisayar tomografi (BT), magnetik
rezonans angiografi kullanilabilir (21, 26). Doppler ultrasonografi pratik bir uygulamadir,
cerrahi diseksiyonu kolaylastirir, ancak spesifikligi disiiktir (21, 27, 28, 29). Magnetik
rezonans angiografi ayrintili bilgi verir, ayn1 zamanda multidedektor spiral BT nin tasidigi

radyasyon ve kontrast madde risklerini tasimaz (21).

2.5. Flep yasayabilirligini artirmak icin yapilan deneysel arastirmalar

Deri flep yasayabilirligini artirmaya yonelik simdiye kadar yapilan baslica deneysel
uygulamalar; geciktirme islemi, serbest flep cerrahisinde ekstra arter ve ven anastomozlari,
fiziksel uygulamalar, antikoagiilanlarin, antiadrenerjik ilaglarin ve sempatik reseptor
blokorlerin, direkt diiz kaslara etki ederek damar genisleten ilaglarin, kanin reolojik 6zelligini

degistiren ajanlarin, iskemiye tolaransi artiran ajanlarin kullanildig: ¢aligmalardir (7).

2.5.1. Geciktirme (Delay) Fenomeni

Geciktirme islemi 6zellikle vaskiiler sistemi etkileyen ek hastaligi olan hastalarda distal
flep canliligini artirmak i¢in uygulanan giivenilir bir yontemdir. Geleneksel geciktirme islemi
planlanan cerrahi 6ncesinde flebin her iki kenarinin insizyonunu ve distal kisminin yatagindan
ayrilmasimi takiben uygun bir bekleme donemi sonrasi transferini kapsar. Geciktirme
isleminde, fleplerin uzun aks1 boyunca kii¢lik damarlarda uzunlamasina yeniden yapilanmalar,
damar boyutlarinda artis ve subdermal pleksuslardaki kiiciik damarlarda sayica artig tespit

edilmistir (10, 30, 31).



Dhar ve Taylor, geciktirme islemiyle flepte olusan ilk olayin yeni damar gelisimi
degil, mevcut damarlarda genisleme oldugunu iddia etmislerdir. Operasyon sonrasi 3 saat
icinde vazokonstriiksiyonun gectigini ve 48-72 saatte fizyolojik kapali damarlarda (choke)
progresif olarak genisleme yasandigini belirtmislerdir ve bu genislemenin siirekli ve geri
doniistimsiiz olarak olustugunu iddia etmislerdir (32, 33, 34).

Coskunfirat ve arkadaslari, deneysel olarak delay fenomeni ile perforator flep
sagkalimini arttigini tespit etmistir (35).

Rees, distal flep nekrozuyla ilgili yaptiklar1 g¢alismalarda fleplerde noétrofil ve
iirlinlerinin birikiminin geciktirme islemi ve iskemi periyotlariyla azaltildigini, dolayisiyla
distal flep canliliginda artis sagladigini bildirmistir (36).

Hooper ve arkadaslari, protein kinaz aktivasyonunun iskemik kosullandirma
kavramini taklit ettigini bulmustur (farmakolojik delay) (37). Diger potansiyel farmakolojik
geciktirme metodu ise bu islemin ge¢ fazini taklit eden ve sentetik bir bilesik olan

Monofosforil Lipid-A’dir (38).

2.5.2. Mikrocerrahi yontemlerle ekstra arter ve ven anastomozlari

Erkan, epigastrik perforator flep modelinde ekstra vendz siiperdrenaj ve arteryel
stipersarj islemlerinin perforatér flep canliligini artirdigini tespit etmistir (9). Hallock ve
arkadaslari, epigastrik perforatér flep modelinde ilave vendz siipersarj isleminin flep

canliligini artirdigini tespit etmislerdir (39).

2.5.3. Fiziksel uygulamalar

Sasaki, fleplerin kenarlarin nemli tutulmasini Onermistir (40). Hipoterminin
vazokonstriiksiyona, kan vizkozitesinde artisa ve vazospazm siiresinde uzamaya neden olarak
deri kan akimini azalttigini, flebin 1sinmasinin ise tam tersine olumlu etkiler yaptigini tespit
etmistir (41, 42).

Liu ve arkadaglari ile intraoperatif hafif hipoterminin serbest flep cerrahisi vakalarinda
tromboz riskini azalttigin1 gostermislerdir (43).

Koenig ve arkadaslari, 1s1 sokunun deney hayvanlarinda flep canliligini artirdigini
iddia etmislerdir (44).

Ozyazgan ve arkadaslar1 transkutandz elektiriksel sinir uyarisinin (TENS) random

patern fleplerde sagkalimi arttirdigin1 gostermislerdir (45).
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2.5.4. Antikoagiilanlar

Rothkopf ve arkadaglari, kan vizkozitesini azaltan, trombosit agregasyonunu ve
adezyonunu inhibe eden, kanama zamanini uzatarak prokoagiilan aktiviteye sahip olan
Dextran’in etkilerini vurgulamiglardir (46). Fleplerde vendz yetmezlik, venéz kanallarin
olmadig1 veya anastomoz i¢in uygun olmadigi vendz konjesyon durumlarinda siiliikkler
(Hiruda medicinalis) flep canliliginin artirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Siiliiklerde bulunan

Hirtlidin, heparinin aksine aktive olabilmek i¢in Antitrombin-3 e ihtiya¢ duymaz (47).

2.5.5. Antiadrenerjik ilaclar ve Sempatik Reseptor blokorleri

Antiadrenerjik etkili Guanetidin’in (48) flep canlilifini artirdigi gosterilmisken,
Rezerpin’in flep canliligini artirmadigi gosterilmistir (49).

Cordeiro ve arkadaslari, Fenilepinefrin ve Dopamin’in flep canliligina etki etmedigini,
Dobutamin ile hem flep kan akimi hem de kardiyak outputta artis oldugunu agiklamislardir
(50).

Suarez Nieto ve Garcia yaptiklar1 calismalarda; Terbutalin (B2 adrenerjik reseptor
agonisti), Naftidrofuryl (arteriyal vazodilator), Trimetazidin kadar Fenoksibenzamin’in flep
yasayabilirligini artirdigini tespit etmislerdir (51).

Cordeiro ve arkadaslari, L-Arginin’in flep yasayabilirligini artirdigimi bildirmislerdir
(52).

Goshen ve arkadaslari, Fenoksibenzamin ve Fentolamin’le tedavi edilen dorsal sican
deri fleplerinde yasayabilirligin arttigini gostermislerdir (53). a-1 ve o-2 adrenerjik reseptor
blokorii olan Fentolamin adrenalinin periferik etkilerini geri c¢evirerek flep yasamina katki
saglar (54).

Angel ise direk vazodilator etkisi olan antipsikotik etkisi olan Klorpromazin’in flep
canlilifinda yararh etkileri oldugunu bulmugtur (55).

Se¢ici olmayan  P-adrenerjik bloker olan Propranolol’un arastirildigi sigan
caligmalarinda veriler celigkili olarak bulunmus, domuz c¢alismalarinda yararli etkileri

goriilmemistir (7).
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2.5.6. Direkt diiz kaslara etki ederek damar genisleten ilaclar

Hydralazin’in intraselliiler siklik adenozin monofosfat (c-AMP), konsantrasyonlarini
artirllarak arteriyal diiz kaslarda relaksasyona neden oldugu boylece flep canliligini 6nemli
olgiide artirdigini tespit etmislerdir (56, 51).

Nitrogliserin asil olarak venodilatasyona neden olan ilagtir. Nitrogliserin’in
transdermal uygulanmasiyla aksiyel fleplerdeki flep canliliginda artig goriilmiisken, random
bazli fleplerin canliligina etkili olmadigi goriilmiistiir (57,58).

Bir¢ok caligmada Nifedipin (59,60), Verapamil (61) gibi damar diiz kaslarinda
vazodilatasyona neden olan kalsiyum kanal blokorleri ile tedavi edilen siganlarda, flep
canlili§inin arttig1 gosterilmistir.

Ibuprofen’in, arasidonik asit metabolizmasindaki siklooksijenazi inhibe ederek sican
flep yasayabilirligini artirdig: tespit edilmistir (7).

Heden, Kalsitonin geniyle iligkili peptidin arteryel dilatasyon yaptigim1 ve deri flebi
yasayabilirligini artirdigini tarif etmistir (62).

Saetzler ve arkadaslari, periferal vaskiiler hastaliklarda kullanilan Buflomedil’in
iskemi-reperfiizyon hasarina maruz kalan flepleri korudugunu kesfetmislerdir (63).

Fosfodiesteraz 5 inhibisyonunda vasodilatasyon ve anjiogenezi arttirarak flep sagkalimi

arttirdig1 gosterilmistir (64).

2.5.7. Kanin reolojik 6zelligini degistiren ajanlar
Fluosol (kanin oksijen tasima kapasitesini artirir) uygulamasi sonrast flep canliliginin
artmadigi bildirilmistir (65).
Pentoksifilin eritrositlerin deforme olma 06zelliini artirarak kan akim 6zelligini
diizelten bir hemorajik ajandir. Pentoksifilin’in flep canliligini artirdig goriilmistiir (66).
Tuncer ve arkadaslari, sistemik olarak verilen eritrositlerin damar endoteline
yapismasini azaltan, eritrositlerin deforme olma 6zelligini artiran Piracetamin sigan epigastirk

perforator fleplerde sag kalimi artirdigin1 gostermislerdir (67).

2.5.8. Iskemiye toleransi artiran ajanlar

Angel ve arkadaslari, Allopurinol’iin flep canliligini artirdigini bildirmislerdir (68).

Kuru ve arkadaslari, ameliyat sonrasi steroid kullanimimin flep canliligini artirdigini
belirtmiglerdir (69). Schmidt ve arkadaslari, Metil prednisolonun 6demi azalttigini
bildirmislerdir (70). Nakatsuka ve akadaslari, Metil prednisolon’un deri kan akimini artirarak

myokutandz flep canliligini artirdigini bildirmislerdir (71).
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Deferoxamin’i; serbest radikalleri baglamasi nedeniyle flep nekrozunu azalttig1 tespit
edilmistir (72,73).
Anisodamin ve Mannitol (74), Fosfokreatin’in (75), CoenzimQ (76) fleplerde

iskemiye toleransi artirdigi tespit edilmistir.

2.6. Sigara Kullammminin Flep Uzerine olan Etkileri

Tiitlin kullaniminin viicutta yarattig1 etkiler iyi bilinmektedir. Sigara i¢ilmesi veya tiitiin
cignenmesi aterosklerotik periferik damar hastaliklar1 ve tromboanjitis obliterans (Buerger
hastalig1) ile yakin iligkilidir (78, 79). Titiin kullanim1 yara iyilesmesini geciktirir ve flepler
tizerinde olumsuz etkiler olusturur (80, 81).

Sigara dumaninda hem gaz hem de sivi halde bilesikler mevcuttur. Gaz fazi1 sigara
dumant agirhigmin  %95’ini  olusturur. Sigara dumaninin gaz fazi basta azot (N),
karbonmonoksit (CO), karbondioksit (CO2), amonyak (NH3), hidrojen siyaniir (HCN) ve
benzen olmak tizere 500 civarinda toksik gaz icermektedir (82). Sigara icilmesinin flep
yasayabilirligine olan olumsuz etkilerini CO, hidrojen siyaniir ve nikotin nedeniyle olusur
(83). CO, hemoglobine geri doniissiiz olarak baglanarak karboksihemoglobin olusturur ve
dokulara oksijen birakamayan karboksihemoglobin, hipoksiye neden olur, diger taraftan
hidrojen siyaniir oksijen transport sistemini bloke eder ve yine dolayli yoldan hipoksiye yol
acar. Nikotin ise periferik vaskiiler yapilar lizerinde vazokonstriiksiyona neden olarak doku
dolasimini bozar (83,84).

Bir sigara ortalama 0.5-2 mg nikotin igerir. Buna karsin, sigara igildiginde ¢ok diisiik
dozda nikotin alinir. Tek bir adet sigara i¢ilmesi sonras1 kanda nikotin seviyesi arterlerde
yaklasik 100 ng/ml ve beyinde 40 ng/ml diizeyine erisir (85). Nikotin farmakokinetigini
inceleyen calismalar, nikotinin pik plazma seviyesinin 30-50 ng/ml oldugunu gostermistir
(86,87). Plazmada bulunan nikotinin yarilanma Omrii yaklagik olarak 2,2 saat olarak
Ol¢lilmiistiir. Gerek yarilanma omrii, gerek ise plazmada nikotin seviyesi, sigaray1 inhale etme
derinligi ve sikligmma gore ¢ok degisen miktarlarda olabilmektedir (87). Tiitiin ¢igneyen
insanlarda ise plazmada 6lgiilen ortalama pik degerinin 22 -30 ng/ml oldugu saptanmstir (88).

Yapilan ¢alismalarda sigara igiciligine bagl olusan kardiyovaskiiler patolojilerin nikotin
nedeniyle olustugu anlasilmistir (89-91). Kronik nikotin uygulamasimin hemodinamik
parametreler ve vaskiiler sistem tiizerinde olan olumsuz etkilerinin nikotinin direkt olarak
damarsal yapilarin duvarinda yaptigi hasar nedeniyle olustugu anlagilmistir (92-94). Deneysel
hayvan modellerinde kronik nikotin uygulanmasi; sigara igilmesi ile ciltte olusan dolasimsal

etkileri bire bir taklit etmektedir (95). Nikotinin flep viyabilitesini azaltmasi; doku
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hemodinamisini bozmasi ve yapimina oncii oldugu serbest oksijen radikallerinin etkileriyle
dokuda yikimi arttirmasi nedeniyle olugmaktadir. Giiniimiizde yapilan deneysel ¢alismalarda
kronik nikotin uygulamasimnin hemodinamik parametreler ve vaskiiler sistem {izerindeki
olumsuz etkileri kanitlanmistir (92-94). Nikotinin bu etkileri ise vazoaktif nérohumeral
maddelerin salinimi ve sentezini etkileyerek vazospazma neden olmasi, endotel iizerinde
direkt hasar olusturmasi ve trombosit agregasyonunu hizlandirmasi, inflamatuvar siireg
tetiklemesi, iskemi reperfiizyon hasarina yol agmasi, oksidan stres olusturmasi nedeniyledir

(96-98). Asagida nikotinin bu etkileri incelenmistir.

2.6.1. Nikotin ve Kan Basinci

Nikotine bagli olarak, kan basinci 10 dakikada 110/70mmHg’dan 300/103 mmHg’ya ve
kalp atim1 dakikada 70’den 110’a yiikselir (99). Sigara igmek tek basina kronik hipertansiyon
icin bir risk faktorii olmamakla birlikte nikotin, sempatik noral aktiviteyi dogrudan artirarak
veya dolayli olarak da selektif norepinefrin (NE) bagimli arteriyol kontraksiyonunu
potansiyalize ederek, vazodilatator prostaglandin (PGIl,) sentezini baskilayarak, kronik

hipertansiyon gelisimine veya siirecin hizlanmasina katkida bulunur (100).

2.6.2. Nikotin ve Endotelyal Disfonksiyon

Endotel hiicreleri vaskiiler homeostazin ve doku perfiizyonunun saglanmasinda énemli
bir role sahiptir. Endotel hiicrelerinin pihtilagma iizerine olan etkileri yaninda damar toniisiinii
ve bolgesel gereksinimlere gore kan akimimi ayarlama, kandan sivi, hiicre ve yasamsal
maddelerin dokulara gecisini diizenleme gibi gérevleri vardir.

Endotel hiicreleri iskemi reperfiizyon hasarinda da 6nemli bir role sahiptir (101). Nitrik
oksit (NO), kan akiminin ve vaskiiler tonusun siirekliligini saglayan ve endotelyal nitrik oksit
sentaz enzimi (eNOS) tarafindan sentezlenen vazoaktif bir maddedir. NO vazodilatator
ozelligi haricinde, diiz kas hiicresi fenotipini, trombosit ve 16kdsit adezyonunu da kontrol
eder. NO hem liimende, hem de damar diiz kas hiicrelerinde etki gosterir. NO’nun aterogenezi
engelleyici rolii bulunmaktadir. Bunu trombosit adezyon ve agregasyonunu ve lokosit
adezyonunu engelleyerek ayrica diiz kas hiicresi c¢ogalmasim1i ve gociinii Onleyerek
gerceklestirir (101).

Nikotin, endotel fonksiyonunu endotel bagimli vazodilatasyona zarar vererek
bozmaktadir. Nikotine maruz kalan damarlarda NO biyosentezi azalmistir (102). Nikotin

ayrica endotelde siiperoksit artisin, NO yikimindaki artisi, vazokonstriiktér olan
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prostanoidlerin ve endotelin 1 ve 2 gibi endotel reseptorlerindeki artisi, prostosiklinin
azalmasina Onciil olarak endotelyal disfonksiyona neden olur (103).

Insanlarda yapilan bir ¢alismada (104), akut nikotin uygulamasmin el dorsalinde
bulunan venlerde sigara i¢imi nedeniyle olusan endotelyal disfonksiyonu taklit ettigi
gosterilmistir. Sigara igen insanlarin kaninda olgiilen dozda transdermal yolla veya lokal
olarak verilen nikotinin insan el sirt1 venlerinde endotel bagimli vazodilatasyonu engelledigi
Saptanmistir.

Endotelyal disfonksiyon endotel bagimli vazodilatasyonda bozulma, vazospazm,
trombiis olugsmasinin engellenememesi olarak tanimlanabilir. Endotelyal disfonksiyon sonucu
ateroskleroz gelisimi ve arterioler diizeyinde kan akimina karsi direng gelismesi ile doku

perfiizyonu bozulur (105).

2.6.3. Nikotin ve Tromboz

Nikotin, trombosit reaktivitesini artiran norepinefrin salinimini uyararak trombositleri
etkiler. Sigara igenlerde, pihtilasma igmeyenlere kiyasla daha hizlidir. Yapilan galismalar,
sigara icenlerin trombositlerinin igmeyenlerinkine gore daha reaktif ve daha kisa omiirlii
oldugunu gostermistir (106). Arasidonik asit (AA) metabolizmasinin esas iiriinlerinden biri
olan Tromboksan A2’nin (TXA;), trombositler iizerinde potent bir proagregator aktivitesi
vardir. Nikotin, anti-agregator ve vazodilator PGI, ve pro-agregator TXA, arasindaki dengeyi
TXA; lehine bozar (106,107). Nikotin ve sigaranin diger aktif bilesenleri dokularda hipoksi
yaratir ve hipoksiye yanit olarak artan eritropoetin (EPO), eritrosit liretimini arttirarak
hematokriti arttirir (108). Artan kan viskositesi de tromboza meyil olusturur. Nikotin tiim bu

etkileri ile mikrovaskiiler trombiislere neden olarak doku perfiizyonunu bozabilir.

2.6.4. Nikotin ve Kan Lipidleri

Nikotin, katekolaminlerin saliverilmesi yoluyla lipolizi artirir ve karaciger tarafindan
tutulan serbest yag asitleri dolasima salinir. Bunun sonucu olarak VLDL (¢ok diisiik dansiteli
lipoprotein) ve LDL (diisiik dansiteli lipoprotein) sentezi artar. HDLnin (yiiksek dansiteli
lipoprotein) hem sentezini azaltarak hem de klirensini arttirarak kandaki miktarin1 azaltir.
VLDL, LDL’deki artis ve HDL kolesteroldeki azaligla birlikte lipit dagilimindaki
degisiklikler, nikotinin aterosklerozu indiikledigi dnemli mekanizmalardir. Insanlarda yapilan

caligmalar da hayvan ¢alismalarini desteklemektedir (109,110).
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2.6.5. Nikotin ve inflamasyon

Nikotin, vaskiiler inflamatuvar progesi tetikler. Inflamasyon, NO sentezini ve
siklooksijenazi (COX) kapsayan genlerin aktivasyonunu i¢eren karmasik bir mekanizmadir.
COX aktivasyonuyla pro-inflamatuvar sitokinlerin salimimi artar. Serum, Lokotrien B4
konsantrasyonlar igicilerde icmeyenlere gore daha yiiksektir ve sigara i¢imi akut olarak kan
LTE4, LTC4, LTD4, LTB4 seviyelerini arttirir. Nikotinin, Arasidonik asit (AA)
metabolizmasi tizerindeki etkileri ile PGI2 sentezini ve AAin PGl,’ye doniisiimiinii inhibe
ettigi bulunmustur. Sigara bagimlilarinda TXA,’nin idrarda atilimi artar (107, 111).

Nikotin inflamatuvar kaskadi aktive eder, oksijen radikalleri miktarni arttirir ve bu
etkileri beraberce yapisal proteinlerde, lipitlerde ve DNA’da hasara yol acar ve bunlarin
sonucu olarak apoptoz tetiklenir. Nikotinin vazokonstriktor etkileri ile olusan iskemi sonrasi

dokularda mitokondriyal gegirgenligin de artmasi ile programli hiicre Slimi gergeklesir
(112).

2.6.6. Nikotin ve Serbest Oksijen Radikalleri

Sigaranin gaz ve katran fazi biiyiik oranda reaktif serbest radikaller ve radikal olusturan
bilesikler igermektedir. Nikotin bunlar arasinda en potent olanidir. Nikotinin kana ge¢mesi ile
olusan serbest radikallerin antioksidan savunma sistemlerini baskilayarak protein ve lipit gibi
makromolekiillerde hasara, trombosit hiperaktivitesini arttirarak doku hasarina neden olurlar.

Nikotinin  neden oldugu serbest radikal olusum mekanizmasmnin tam
aydinlatilamamasina karsin yapilan g¢alismalar nikotinin mitokondriyal solunum zincirini
etkileyerek siiperoksit anyonlarinin ve hidrojen peroksit radikalinin olusumunu arttirdigini,
iskemi reperfiizyon hasarina yol actigini, lipit peroksidasyon iiriinlerinde artisa neden olurken,
serbest radikal siipiiriicii enzim aktivitelerinde azalmaya yol agtigini gostermektedir (113,
114-116).

2.6.7. Nikotinin Etkilerinin Klinik Yansimasi

Nikotinin arasidonik asit metabolizmasini etkileyerek ve katekolamin diizeylerini
arttirarak, kan lipid profilini degistirerek, 16kosit ve trombositlerin aktive olmalarini
saglayarak, endotel disfonksiyonuna neden olarak mikro ve makroanjiopatilerin gelismesine
neden olur (106, 117, 118). Yapilan klinik ¢alismalar sonucu yapilan cilt fleplerinin ortalama

% 11°1, replantasyonlarin ise % 21’inin nekroza gittigi ve iskemi reperfiizyon hasarinin ve
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mikroanjiopatilerin doku nekrozunun en 6nemli nedenleri oldugu saptanmistir (119,120).
Nikotinin ayrica katekolaminler ve diger vazoaktif mediatorler lizerinden vazokonstiiksiyon
yaparak cilt kan akimimmi % 30-40 kadar azalttigi gosterilmistir (80). Nikotin yukarida
acikladigimiz mekanizmalarla doku nekrozunun gelismesi i¢in her tiirli sartt yerine
getirebilmektedir (121).

Nikotinin flepler tizerinde olan etkileri doz ve zaman bagimli olarak ortaya cikar (84).
Sicanlarda yapilan ¢alismalarda 2 mg/kg ve daha yiiksek dozlarda verilen subkutan nikotin
uygulamasinin 4. hafta sonunda kaldirilan fleplerde, flep beslenebilirligini azalttig
saptanmustir (84, 122). Nikotine bagli endotelyal degisimler en erken 4. haftada ortaya
cikmaktadir (95). 7 giin boyunca uygulandiginda ise 6zellikle karaciger, bobrekte ve genel
olarak tiim dokularda anti-oksidan sistemin sekteye ugradig tespit edilmistir (121).

2.7. Botulinum Toksin A

Justinus Kerner botulinum toksin (Btx) zehirlenmesini 1817 yilinda klinik olarak ilk
tanimlayan kisidir. Daha sonra VVan Ermengen botulinum toksininin kaslarda paralizi yaparak
oliime sebep oldugunu bildirmistir. Toksinin kaynagi olan anaerobik sporlu basil 'Bacillus
botulinus' olarak adlandirmis ve ilerleyen zaman iginde ismi degiserek “Clostridium
botulinum” haline gelmistir. Botulizm icin ilk antiserum 1897'de W. Kemper tarafindan
gelistirilmisgtir. Botulinum toksininin ikinci serotipi (tip B) 1910'da Leuchs tarafindan
bulunmusgtur. Burgen 1949 ' da botulinum toksininin etki mekanizmasini tanimlamistir. Scott
tarafindan 1973 'de hayvanlarda test edilen ndrotoksin 1978'de yapilan pilot ¢aligsmalarin
ardindan, 1989'da strabismus, hemifasyal spazm ve blefarospazm tedavisi i¢in ABD 'de
FDA (Food and Drug Administration) onayi ile kullanilmaya baglanmistir. Botulinum toksin
tip A'nin kozmetik kullanimi ise ilk olarak Jean Carruthers ve Alastair Carruthers tarafindan
rapor edilmistir (123) (Sekil 2.5).

Botulizmin 5 farkli klinik formu vardir;

1. Infantil (intestinal) botulizm: Basil sporlarmin yutulmas: sonrasi bu sporlarm kalin
barsakta acilmasi ile olur.

2. Besin (klasik) botulizmi: Basille kontamine yiyeceklerin tiiketilmesi ile olur.

3. Yara botulizmi: Basille enfekte yaralarda olusur.

4. Inhalasyon botulizmi: Biyolojik silah olarak kullanim sonrasi literatiirde ii¢ olguda

bildirilmistir (124).
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5. lyatrojenik botulizm: Tedavi amagli BTx uygulamasi sonrasinda bdolgesel veya
sistemik botulizm bulgular1 goriilmesidir. Literatiirde iki olguda bildirilmistir (125).

Botulinum toksininin immiinolojik olarak 8 serotipi tanimlanmistir ve bunlar A, B, C1,
C2, D, E, F ve G olarak adlandirilmistir. Biitiin serotipler, periferik sinir sisteminde,
noromiiskiiler bileskenin presinaptik terminallerinden asetilkolin salinimini inhibe ederek
flask bir paraliziye sebep olurlar (126). Toksin 150 kD molekiil agirliginda olup, 1siya duyarlt
disiilfid kopriileri ile birbirine baglanmis, ¢inko baglayici metalloendoproteaz igerir. Bu
proteaz ile toksin aktif formuna dondstiiriiliir. Molekiil agirligi 100 kD olan agir ve molekiil
agirligit 50 kD olan hafif zincir polipeptid alt birimlerinden olusmaktadir (127,128). Agir
zincirde C ve N terminalleri bulunmaktadir. C terminali; kolinerjik sistem terminaline
afiniteden ve presinaptik reseptorlerin aracilik ettigi ndrona baglanmadan sorumludur. N
terminali; hafif zincirin endozomal membrana ge¢isini saglar. Hafif zincir toksinin
intraselliiler etkili parcasini olusturmaktadir. Bu par¢a, endozom membrani ile presinaptik
membranin birlesmesinden sorumlu SNARE (soluble N-ethyl maleimide-sensitive factor

attachement proteine receptor) proteinlerine baglanir (127,129).
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Sekil.2.5. BTx'nin molekiiler yapisi. BTx c¢inko endopeptidi olup, ¢inko baglayict
metalloendoproteaz i¢eren molekiil agirligi 100 kD olan agir ve molekiil agirligi 50 kD olan

hafif zincirden olusmaktadir.
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Normal fizyolojide, hiicre sitoplazmasinda yer alan bu proteinlerin bir boliimii endozom
membranina, bir bolimii de bunlara karsilik olarak presinaptik hiicre membranina yerlesir ve
kalsiyum kanal1 aracilig1 ile hiicre icerisine kalsiyum girigi ve sintagmin proteinin katkisiyla
membranlarin fiizyonu gerceklesir. Boylece asetilkolin sinaptik aralifa salinir. Endozom:;
Klatrin gibi kilif proteinlerinin membrani ¢evreleyip ¢ukurcuk ve tomurcuklanarak vezikiil
olusturmas1 ile meydana gelir. Asetilkolin igeren sinaptik vezikiiller endozomdan
tomurcuklanarak olusur ve asetilkolin havuzuna katilir. Bu vezikiiller daha sonra asetilkolinin
sinaptik araliga bosalmasi i¢in birlesim ve flizyon asamalarindan geger.

Botulinum toksininin yol actig1 paralizi ii¢ adimda gerceklesir;

1. Baglanma: Reseptorlere Presinaptik kolinerjik geri doniissiiz olarak baglanir.

2. Hiicre i¢ine giris: NoOrotoksin reseptor bagimli endositoz ile hiicre ig¢ine girdikten
sonra agir ve hafif zinciri baglayan disiilfit baglar1 bilinmeyen bir mekanizma ile kirilir. Daha
sonra agir zincirin N terminali toksinin hiicre i¢inde yer degistirmesini ve hafif zincirin
endozomal membrana geg¢isini saglar.

3. Norotransmitter saliniminin inhibisyonu: Asetilkolin tagiyan vezikiillerin hiicre zari
ile birleserek, icerdigi asetilkolini néromiiskiiler kavsaga veya ekrin bezlerinin otonomik
bosluklarina birakmasi i¢in hiicre i¢inde aktif SNARE kompleksinin bulunmasi gereklidir.

BTx A'min hafif zinciri intraselliiler etkili nérotoksin pargasini olusturmaktadir. Bu
parca, endozom membrani ile presinaptik membranin birlesmesinden sorumlu SNARE
(soluble N-ethyl maleimide-sensitive factor attachement proteine receptor) proteinlerine
baglanir (130,131). Daha sonra ¢inko bagimli endopeptidaz aktivitesi ile birkaginm
parcalayarak kalsiyum kanali araciligi ile olan membran flizyonunu onler ve bdylece
asetilkolin salinim1 engellenmis olur (132,133).

BTx A'nin ¢ocuklarda giivenilirlik ve etkinligi kanitlanamadigindan gebelik ve emzirme
donemlerinde kullanimi Onerilmemektedir (134). Botulinum toksinlerin teratojenitesi
hakkinda kesin bir bilgi yoktur. Ancak C kategorisinde bir ajan olarak kabul edilmektedir
(135,136). Botulinum enjeksiyonunun bazi avantajlari; uygulama kolayligi, duyusal bozukluk
yaratmamasi, sistemik yan etki azlig1, etkilerinin 2-3 ayda geriye doniislii olmasi sayilabilir.
Pahali olmasi ve toksine karsi antikor gelisme olasiligi ise bazi dezavantajlaridir (137).
Tekrarlanmis tedavilerden sonra bazi hastalarda botulinum toksini enjeksiyonunun beklenen
etkisine karsi klinik diren¢ olustugu gosterilmis olup bu durum bioassay olarak botulinum
toksinine kars1 varlig1 gosterilen antikorlar ile iligkilidir (138). Notralizan antikor gelisimi %
S'den az oranda goriilebilmektedir. Enjeksiyon dozu ve sikligi ile iligkili olabilecegi,

tekrarlanan dozlarin 300 mU'yi agmasi1 durumunda riskin artabilecegi diisiiniilmektedir (139).
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Btx A'nin toksik dozlari, toksine hangi yontem ile maruz kalindigina bagl olarak degisir.
3500 mU insan zehirlenmesine yol agarken 30000 mU agir zehirlenmeye neden olur. Yapilan
caligmalarda insan LD50'sinin 30-40 mU/kg oldugu gosterilmistir (140).

BTx A hedef dokudan atildiginda ya da yanlislikla kan damarina enjekte edildiginde
sistemik yan etkiler olusabilir (139). Yapilan insan ve hayvan ¢alismalarinda immunolojik ve
karsinojenik yan etkiler tespit edilmemistir (141,142).

Tedavide kullanilan BTx, Clostridium Botulinum'un ¢ok miktarda toksin {ireten
suslarindan kiiltiir yapilarak elde edilir. Elde edilen toksin ayrilir, ¢okeltilir, saflastirilir ve
amonyum siilfatla kristalize edilir. Saflastirilmis toz halindeki noérotoksin kompleksi 100 TU
BTX A igeren flakonlar halinde ambalajlanmistir. En sik kullanilan BTx preperatlarindan
Botox® -5°C, Dysport® +2- +8°C'de saklanmaktadir. Serum fizyolojik ile sulandirildiktan
sonra her ikisi de +2- +8°C'de aseptik sartlarda korunmalidir. Botox® sulandirilirken
calkalanip kopiirdiigiinde denatiire hale gectiginden, olduk¢a dikkatli ve nazikge serum
fizyolojik soliisyonu flakon i¢ duvarina dogru verilmelidir. Sulandirilmis bir flakon Botox®
100 IU igerir ve bir kisiye uygulama igin yeterli gelir. Botox® 1-10 ml serum fizyolojik ile
seyreltilerek kullanilir. Buna gére 2 ml serum fizyolojik ile seyreltilen Botox®, 0,1 ml'de 5 1U
toksin bulunmaktadir. +4°C'de saklanan sulandirilmis Botox® preparatlarinin aktivitesi 1.
giiniin sonunda % 90-100, 3. giin % 70-80, 7. gliin % 40-50, 14. giinde minimal olarak
bulunmustur. Sulandirildiktan sonra buzdolabinda 24 saatten fazla tutulmamasi ve
dondurucuda hi¢ saklanmamasi Onerilmektedir (126, 143, 144). BTx A, enjeksiyon
bolgesinde 3 cm kadar etraf cilde yayilabilir (145). BTx A'nin sicanlardaki etkin dozu 4
IU/kg, yliksek dozu ise 16 IU/kg'dir (146). Genis alana yapilacak uygulamalar i¢in 6rnek
olabilecek uygulama, hiperhidrozis tedavisinde uygulandigi sekilde 1 cm araliklarla 'elek
diizeni' seklinde enjeksiyon uygulamasidir (145, 147). BTx A uygulandiktan sonra hiicre
icinde aktivitesinin baslamasi ile klinik etkilerinin goriilmesi 3-5 giin arasinda olmaktadir.
Maksimum etkisi ise yaklasik 30. giinde goriiliir (145, 148). Tek noktaya en fazla 50 U

Botox® yapilabilir. Enjeksiyonlar 3 aydan once tekrarlanmamalidir (128).

2.8. Sicanlarda karin derisi beslenmesi
Sicanlarda karin derisinin dolagiminda 5 ayr1 damar sistemi katkida bulunur (77) (Sekil
2.6).
1-Yiizeyel epigastrik arter: Femoral arterden cikan ylizeyel epigastrik arter karin

derisinin en gii¢lii dolagim kaynagidir.
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2-Uzun torasik arter: Uzun torasik arter ozellikle gogiis derisini besler, ayni zamanda
kot kavsinin asagisinda karin derisinin yukar1 boliimiinii kanlandirir.

3-Lateral torasik arter: Lateral torasik arter dallari panniculus carnosus kasi iginde
dagilirken aksiler ¢izginin oniine gegip karin derisinin yukari lateral bolgesine kan verir.

4-Siiperior derin epigastrik arterin perforatdrleri: Internal mamarial arterin devami olan
siiperior (kranial) derin epigastrik arterin rektus abdominis kasi boyunca ¢ikan perforatorleri
oldukea genis karin derisini besleyebilirler.

5-Derin inferior epigastrik arterin perforatdrleri: Femoral arterden ¢ikan derin inferior

epigastrik arterlerin perforatorleri kasik bolgesinde kii¢lik bir alan1 kanlandirirlar.

Sekil 2. 6. Sigan karmn 6n duvar anatomisi (77)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada deney hayvanlarina uygulanan tiim cerrahi islemler ve hayvanlarin
bakimi, Ondokuz May1s Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu (DEHEK) 2015/20 no'lu
onay1 ile Ondokuz May1s Universitesi Rektorliigii biinyesindeki Deney Hayvanlar1 Uygulama
ve Arastirma Merkezinde (DEHAM) gergeklestirildi. Caligma 2155537 no'lu proje olarak
1002 no'lu Ulusal Destek Programi kapsaminda Tiibitak tarafindan desteklenmistir.

Calismada deney hayvani olarak 215-312 gram arasindaki agirliga sahip toplam 40
Sprague-Dawley sigan kullanildi. Calisma siiresince 4 si¢an 6ldii (anestezi komplikasyonu), 1
sican kendi flebini yemesi nedeniyle ¢alismadan ¢ikarildi, sonugta galismaya 35 sican dahil
edildi.

Sicanlarin hepsine siiperior derin epigastrik arterden ¢ikan sag ikinci kranial perforator
birakilacak sekilde 6 cm (dikey diizlem) x 6 cm (yatay diizlem) boyutlarinda perforator cilt
flebi uygulandi (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. Tek perforator (beyaz ok) kullanilarak yapilan flep.

3.1. Deney gruplarimin isimlendirilmesi
Calismada 40 sigan, her grupta 10 tane sigan olacak sekilde dort gruba ayrildi. Gruplarin
hepsine tek pedikiillii perforatdr bazli abdominal deri flebi uygulandi.
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Tek pedikiillii perforator flep uygulanan gruplar:

-Grup 1 (Kontrol grubu): Tek pedikiillii perforatdr bazli abdominal flep uygulandi. Flep
daha sonra yerine siitiire edildi.

-Grup 2 (Nikotin grubu): Tek pedikiil tizerinden perforator bazli abdominal deri flebi
uygulandi. Bu gruptaki si¢anlara bir ay boyunca giinliik olarak 2 mg/kg sc nikotin verildi

-Grup 3 (BTx grubu): Tek pedikiil tizerinden perforatdr bazli abdominal deri flebi
uygulandi. Flep cerrahisi isleminden 5 giin 6nce i¢inde 100 IU botulinum toksin A bulunan 1
adet flakon BTx A (Botox®) 10 ml serum fizyolojik ile sulandirildi. Her bir 6x6 cm‘lik flebin
pedikiiliin girecegi bolge disindaki kalan toplam 8 adet noktaya 26 Gauge 1 ml’ lik insiilin
siringalari ile 1’er 1U (her biri 0.10 ml, toplam 8 1U) intradermal enjeksiyonlar yapildi.

-Grup 4 (Nikotin + BTx grubu): Tek pedikiil iizerinden perforatoér bazli abdominal deri
flebi uygulandi.2 ve 3. gruptaki uygulamalar kombine olarak uygulanda.

3.2. Cerrahi oncesi hazirhk

Siganlara intraperitoneal Ketamine 75 mg/kg ve Xylazin 0,2 ml/kg uygulanarak anestezi
saglandi. Anestezi derinligi iskelet kas tonusuyla izlendikten sonra, si¢anlar supin pozisyonda
yatirildi, ekstremiteleri flaster ile zemine tespit edildi.

Sirt iistii yatirilan hayvanin karin duvar killart tirag edildikten sonra flep boyutlart cilt
kalemi ile ¢izildi. 6x6 cm boyutlarinda perforator flep tasarlandi.

Cizim isleminden sonra cerrahi alan Povidon-iodin soliisyonu ile boyandi. Uygun 6rtme

islemi yapildiktan sonra cerrahi isleme baslandi.

3.3. Perforator bazli abdominal deri flebinin kaldirilmasi

Perforator bazli abdominal deri flebini kaldirmak i¢in 6x6 cm boyutlarindaki ¢izime
uygun olarak, cilt flebinin sinirlar1 deri kas1 (panniculus carnosus) flebe dahil olacak sekilde
kesildi.

Daha sonra flebin 6nce sol sonra sag tarafi ortadaki rektus kaslarma dogru, karin kaslart
tizerindeki kansiz plandan disseke edildi. Bu sirada her iki ylizeyel epigastrik, lateral torasik
ve uzun torasik arterler kesilerek kanama kontrolii saglandi. Boylece sol ve sag taraftaki
rektus abdominis kasinin iginden ¢ikan derin siiperior epigastrik damardan koken alan
perforatorler ortaya kondu. Daha sonra her bir deney grubuna uygun olacak sekilde tek tarafl:

sag perforator korundu digerleri koterize edildi. Pedikiiliin etrafinda ince bir bag dokusu
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birakildi, bunun disinda flebi tutan herhangi bir doku birakilmadi (Sekil 3.2 a, b). Daha sonra
flep 2-0 keskin ipek siitiirlerle her grup i¢in ayr1 ayri yerine dikildi.

Cerrahi sonras1 Povidon-iodin ile pansuman yapildi.

Sekil 3. 2. a) Flep kaldirilirken disseke edilen perforan damarlar. b) Siiperior
derin epigastrik arterin sag ikinci kraniyal perforatoriiniin lizerinde kaldirilmis hali

3.4. Hayvanlarin bakimi
Siganlar sabit oda sicakliginda (20°C), 12 saat aydinlik- 12 saat karanlik sistemine
uygun ortamda tutuldu, su ve yeme istedikleri zaman ulasabilecekleri kafesler i¢ine tek tek

barindirildi.

3.5. Fleplerde yasayan alan o6l¢ciimii

Cerrahi sonras1 7.giinde flep fotograflari gekildi. Imaj dosyasi haline gelen gériintiiler
iizerinde bilgisayarda image J (Free software, an open source Java image processing program
inspired by NIH Image, USA) programi kullanilarak fleplerin yasayan ve nekroz alanlar
hesaplandi (Sekil 3. 3).

3.6. Histopatolojik spesmen alinmasi ve spesmenlerin incelenmesi
Cerrahi sonras1 7. giinde fleplerin yagsayan kismindan 1,5x2 cm boyutlarinda deri
spesmeni alindi. Gen ekspresyonu, histolojik ve immunhistokimyasal agidan incelenme

amactyla spesmenler alind1.
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Sekil 3.3. Alan hesaplanmasi i¢in kullanilan programin goériiniimii

3.6.1. Gen ekspresyon analizinin yapilmasi

Kullanilan malzemeler;

1.  High-pure RNA tissue kit (001 Roche Diagnostics GmbH, Penzberg,
Germany)

2. Transcriptor first strand complementary DNA (cDNA) synthesis kit (Cat no. 04
379 012 001 Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany )

3. LightCycler 480 Probe Master (04 707 494 001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany)

4. Sigan Beta-2 mikroglobulin forward-reverse (20/20 b) primer ¢ifti- LNA
Tagman probe seti (UPL6, Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

5. Sican CD34 forward-reverse (20/22) primer ¢ifti-LNA Tagman probe seti
(UPL2, Roche Diagnostics GmbH, Berlin, Germany)

6.  Sigan HIF1 alfa forward reverse (23/20) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
UPL95 Roche Diagnostics GmbH, Berlin, Germany)

7. Sican VEGF-A forward reverse (25/20) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
UPL4 Roche Diagnostics GmbH, Berlin, Germany)

Gen ekspresyon ¢aligma plani Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Gen Ekspresyon Caligma Plan

1 6rnek
RNA izolasyonu 50 pl
RT (¢cDNA) 50 nl

PCR PCR

RNA izolasyon Protokolii

High Pure RNA tissue Kiti (001 Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany)
kullanilarak RNA izolatlar1 elde edildi.

High Pure RNA tissue izolasyon protokolii

Protokol sigan karmn 6n duvarmdan elde edilen cilt rneklerine uygulandi. -80°C derin
dondurucudan ¢ikarilan sigan karin 6n duvari cilt 6rneklerinden 50-75 mg doku tartildi. Sivi
azot kullanilarak pulvarize edildi. Pulvarize doku 2 ml’ lik eppendorf tiipe alindi. Lysis/-
Binding Buffer’dan 400 pl (yesil kapak) eklendi ve 120 s. vortekslendi. Lizat 2 dakika
maksimum hizda santrifiij edilir. Stipernatant yeni bir eppendorf tiipe alindi. 200 pl (Lizat

slipernatantin yari voliimii kadar) absolut etanol eklendi ve iyice karigtirildi.

Niimuneyi High Pure filtreli tiipe transfer etmek igin high filtreli tiip, toplayict tiipe
yerlestirildi. Numunenin tamamu filtreli tiipe pipetlendi (maksimum 700 pl). Numuneler oda
sicakliginda, 1 dakika, 14000 rpm’de santrifiij edildi. Santriflij sonras1 toplayici tiipten artik
uzaklastirildi ve filtreli tiip tekrar yerlestirildi. Filtreli tiip yerlestirildikten sonra steril bir
reaksiyon tiipiine her numune i¢in 90 ul DNase Incubation Buffer (beyaz kapak) pipetlenir,
tizerine 10 pl DNase | eklenerek karistirildi. Soliisyon filtreli tiipe transfer edildi. 15 dakika,
+15 +25°C’de inkiibe edildi. Filtreli tiipe 500 ul Wash Buffer I pipelendi ve oda sicakliginda
1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi. Artik uzaklastirildiktan sonra filtreli tiip toplayici tiipe
yerlestirildi.

Filtreli tipe 500 pul Wash Buffer 1l (mavi kapak) pipetlendi ve oda sicakliginda 1
dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi. Artik uzaklastirildi ve filtreli tiip toplayici tiipe
yerlestirildi. Filtreli tiipe 200 ul Wash Buffer 11 (mavi kapak) pipetlendi ve oda sicakliginda 2
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dakika maksimum hizda (~14000 rpm) santrifiij edilerek gerideki Wash buffer’in uzaklagmasi
saglandi. Ekstra santrifiigasyon ile rezidii wash bufferin uzaklagmasi saglandi. Toplayici tiip
atilarak filtreli tiip temiz, steril 1,5 ml’lik mikro-santrifiij tiipiine yerlestirilirdi. RNA’y1 eliie
etmek igin filtreli tiipe 50 pul Elution Buffer pipetlendi. Oda sicakliginda 1 dakika, 14000
rpm’de santrifiij edildi. Mikrosantrifiij tiipte biriken eliie RNA’dir. Eliic RNA direk RT-PCR

icin kullanildi1 ya da —80°C’de daha sonra analiz edilmek tizere saklandi.

Tablo 3.2. RNA izolasyon ¢alisma soliisyonlarinin hazirligi

Icerik

DNase 1

Wash Buffer 1

Wash Buffer Il

Rekonstitiisyon/Hazirlama

DNase I, 0,55 ml Eliisyon

Buffer i¢inde ¢oziiliir.

20 ml absoliit etanol, Wash
Buffer I tizerine eklenir ve

tyice karistirilir.

Etanol eklendigi tarih
sigenin lizerine not

edilmelidir.

40 ml absolii etanol, Wash
Buffer II iizerine eklenir ve

lyice karistirilir.

Etanol eklendigi tarih
sisenin tizerine not

edilmelidir.

Saklama /Stabilite

Alikotlanir ve —15 —
25 °C’de saklanir.

12 ay stabildir.

15-25°C’de
saklanir. Kitin
tizerindeki son
kullanma tarihine
kadar stabildir.

15-25°C’de
saklanir. Kitin
iizerindeki son
kullanma tarihine
kadar stabildir.

Kullanim alam

DNA
kontaminasyonunu
engellemek icin

kullanilir.

Rezidiel kirlilikleri

uzaklastirmak i¢in

kullanilir.

Rezidiel kirlilikleri

uzaklastirmak i¢in

kullanilir.

3.6.2.S1can Karin 6n duvari Cilt RNA izolatlarindan cDNA sentezi

Transcriptor first strand cDNA synthesis Kiti

(Roche Diagnostics,

Germany)

kullanilarak Thermal Cycler cihazinda Tablo 3.4’de gosterilen protokol ile cDNA sentezi

yapildi.

Her bir RNA izolatindan Revers Transkriptaz ile 1’er tane cDNA elde edildi.
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Thermal Cycler’da cDNA sentez Protokolii

Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ¢6ziildi. Protokol uygulamadan 6nce tim reaktifler
kisa siireli santrifiij edildi. Reaksiyon diizenlenirken tiim reaktifler buz iizerinde tutuldu. Buz
tizerinde ya da soguk kolon iizerinde tutulan steril, nuclease-free, thin-walled PCR tiipte,
asagidaki sirada pipetleme yapilarak template-primer karisimi reaksiyon basina 50 pl olacak
sekilde hazirlandi. RNA numunesine daima eldiven ile temas edildi. Her bir 6rnek igin
kullanilan total RNA ve PCR-grade distile su miktarlar1 final konsantrasyonu 600-1000 ng
total RNA olacak sekilde diizenlendi.

Tablo.3.3. Template-primer miks (1 reaksiyon i¢in)

Komponent Hacim Final konsantrasyonu
1 | PCR-grade distile su 20 pl Total hacmi olusturmak
i¢in
=325ul
2 | Total RNA 5nl 1 pg total RNA
3 | Anchored-oligo(dT)18 Primer, | 2,5 ul 2,5 uM
50 pmol/pl
Random hexamer Sul
Total Hacim 32,5 ul

Template-primer karisimi igeren tiip 10 dakika 65 °C’de termal cycler cihazinda
tutularak denatiirasyon saglandi. Bu basamak RNA sekonder yapisinin denaturasyonunu
saglar. Bu amagla GeneAmp 9700 Thermal Cycler, ‘ednal’ (Cat no. 04 379 012 001 Roche
Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany ) programi kullanildi. Tiip daha sonra acele olarak
sogutulmus aliiminyum bloga alindi.

Tablo.3.4. Template-primer karisimini i¢eren tiipiin sirasiyla pipetlenmesi

Komponent Hacim (1 reaksiyonluk) | Final kons.
Transkriptor Revers 10 pl 1%(8mM MgCl2)
Transkriptaz Reaksiyon Buffer, 5xkons.

Protektdér RNaz Inhibitér, 40 U/ul 1,25 pl 20U
Deoksiniikleotid Miks, 10 mM her biri Sl 1 mM her biri
Transkriptor Revers Transkriptaz 20 U/ul | 1,25 pl 10 U (reaks basina)
Total Hacim 17,5 ul

Final Hacim 50 nl
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Tiipteki reaktifler iyice karistirildi. Vorteks yapilmadi. Tip termal Cycler cihazina
yerlestirildi. 60 dakika, 50°C’de inkiibasyona birakildi. Transcriptor Reverse Transcriptase
inaktivasyonu igin tip, 85°C’de 5 dakika bekletildi. GeneAmp 9700 Thermal Cycler
cihazinda ‘cdna-oligo-trans’ programi kullanildi. Tiip buz {izerine alinarak reaksiyon
durduruldu. Bu noktada reaksiyon tiipii +2 +8°C’de 1-2 saat ya da -15 -25°C’de daha uzun
stire saklandi. cDNA purifikasyona gerek olmadan PCR igin kullanildi. PCR igin bir
LightCycler® aleti i¢in 20 pl reaksiyon hacmi iginde 2—5 pl cDNA kullanildk.

3.6.3. Biyoinformatik analiz

Iyi diizenlenmis primerler ve problar dogru bélgelere baglanarak amplifikasyon
saglamakta ve genomik DNA kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis pozitif sonuglari
onleyebilmektedirler. Primer ve problarin diizenlenmesi ic¢in hazirlanmis cesitli bilgisayar
programlar1 kullanilmaktadir. Primer ve prob dizayninda dikkat edilecek baslica noktalar

sunlardir:

Termometre dereceleri, primer igin 58-60°C, prob i¢in 68-70°C olmalidir. G-C
icerikleri % 30-80 araliginda olmalidir. Primerler 15-30 baz uzunlugunda olmalidir. Primerin
3’ ucundaki son 5 niikleotitteki total G-C igerigi 2’yi agmamalidir. Maksimum amplikon
biiyiikligii 400 bp’i agsmamalidir (ideali 50-150 bp). Problar ardisik benzer niikleotit
icermemelidir (6zellikle 4 veya daha fazla G). Problardaki %30-80 araligindaki G-C

iceriginde C, G’den fazla olmali. Problarin 5' ucunda G olmamalidir.

Calismada Referans gen olarak Beta 2 mikroglobulin kullanildi. Beta 2 mikroglobulin,
CD34, VEGEF alfa ve HIF1 alfa ekspresyonunun belirlenmesi i¢in primer-prob dizayni, Roche
Universal Probe Library (UPL) programi kullanilarak yapildi. BLAST (NCBI;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri ile dogruluklari teyit edildi.

Tablo.3.5. Beta 2 mikroglobulin, CD34, VEGF alfa ve HIF1 alpa ekspresyonunun primer-

Gen Left Primer Right Primer

Beta 2 5°- agcaggttcctcaaacaagg 5°- ttctgecttggagtecttte

mikroglobulin

CD34 5°- cggctatttcctgatgaacc 5’-ccgtgtaataagggtcttcacc
VEGF alfa 5’- agaaagatagaacaaagccagaaaa | 5’- tctagttcccgaaaccctga
HIF1 alfa 5°- aagcactagacaaagctcacctg 5°- ttgaccatatcgctgtccac
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prob dizayni

3.6.4. Q-PCR Calismasi
Quantitative (Q-PCR) ¢alismasinda relatif gen ekspresyon analizi yapilirken dikkat

edilmesi gereken konular:

1.

10.
11.

12.

13.

RNA izolasyonu High Pure RNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmali ve eliisyon hacmi
hiicre sayisi az ise RNA diliisyonunu 6nlemek amaciyla diisiik voliimle yapilmali (~ 50 ul)
Izolasyon sonras1 RNA’lar nanospektrofotometre ile dlgiilerek cDNA sirasinda kullanilacak
RNA miktar1 belirlenmeli. Eger diisiik miktarda RNA izole edilmisse cDNA sentezi
sirasinda olabildigince yiiksek RNA kullanilmali.

cDNA sentezi i¢in kullanilacak RNA konsantrasyonlari, farkli gruplar arasinda birbirine
yakin olmalidir. Gerekirse RNA diliisyonu yapilarak yakin konsantrasyonlara getirilebilir.
cDNA sentezi Transkriptor First Strand cDNA sentez kiti kullanilarak yapilmali.

cDNA sentezi oligod(T) primer kullanilarak, her bir mRNA’ya ait tek bir cDNA sentezi
saglanarak daha spesifik yapilabilir. (Random hekzamer ile bir mRNA’dan birka¢ cDNA
olusabilir).

Diisiik konsantrasyondaki RNA kullanilarak yapilan cDNA sentezinde Random hekzamer
kullanilarak verim arttirilabilir.

Quantitative PCR (QPCR)’da kullanilacak primer ve problar Roche UPL programi
kullanilarak dizayn edilebilir.

Kullanilacak primerler siparis edilmeden ©nce mutlaka biyoinformatik analize tabi
tutulmali.

Primerler 100 pmol/pl olacak sekilde sulandirildiktan sonra alikotlanarak saklanmali. PCR
calisilacagi zaman alikot 10 pmol/ul’e diliie edilerek kullanilmali.

Problar tekrarlayan dondur-¢ozlerden kaginmak igin alikotlanarak saklanmali.
Normalizasyon i¢in kullanilacak referans genin ekspresyonu, hiicrenin maruz kaldig:
kosullardan etkilenmeden eksprese olabilmelidir. Bu amacla kullanilan ‘housekeeping
gen’lerden en sik kullanilanlar1 GAPDH, B-actin, siklofilin ve 28S ribozomal RNA’dur.
Secilen referans gen, c¢alisilacak genin ekspresyon diizeyine yakin olmalidir. Ornegin
yiiksek oranda eksprese olan bir gen i¢in diisiik diizeylerde ekspresyonu olan bir referans
gen uygun degildir.

Yapilan caligmada numuneler standart deviasyonun hesaplanabilmesi i¢in en az 3 tekrarl

olarak caligilmali.
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14.

15.

16.

Calisilacak olan her bir gen background hesabinda yanlishiga yol agmamasi i¢in mutlaka
ayr1 pleytte calisilmali veya ayni pleytte calisilacaksa ayri ayri subsetler tanimlanarak
calisilmali.

QPCR relative kantitasyon komparatif crossing point (CP) Metodu (AACP metodu) ile
calisilacaksa Efficiency mutlaka 2’ye ayarlanmali.

15 CP’nin alt1 ve 40 CP’nin iizeri analizde degerlendirmeye alinmamalidir. 35-40 CP gri
zondur gen ekspresyonu ¢ok diisiik diizeydedir ve “0” kabul edilebilir.

Yapilan calismada her bir cDNA’dan 2’ser tane QPCR c¢alisilarak her bir ilag grubu 4

tekrarl1 olarak calisiimustir.

3.6.5. Beta 2 mikroglobulin i¢cin Q-PCR Calismasi

Her reaksiyon igin toplam 18 pul olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo 3.6).
Calisilacak tiim pleytin kuyucuklarina 18’er pL master mix pipetlendi.

Her numune i¢in uygun kuyucuklara 4’er uL. cDNA Template pipetlendi.

Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildi.

2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.

LightCycler 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki programa
gore PCR ¢alismasi yapildi.

Tablo 3.6. Beta 2 mikroglobulin Q-PCR icin Master Mix Icerigi

Malzeme Hacim (1 Hacim (73 Baslangi¢ Final
numune  numune icin) Kons. Kons.
icin)

PCR-grade distile su 5,8 ul 423,4 pl

Beta 2 mikroglobulin 1 pl 73 ul 10 uM 0,5 uM

Forward Primer

Beta 2 mikroglobulin Reverse 1 pl 73 ul 10 uM 0,5 uM

Primer

LNA Hidroliz Prob (LNA6) 0,2 ul 14,6 pl 10 uM 0,1 uM

LC 480 Prob Master 10 pl 730 pl 2X 1X

Toplam Hacim 18 pl

Beta 2 mikroglobulin Q-PCR programi asamalar1 Tablo 3.7’°de verilmistir.
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Tablo 3.7. Beta 2 mikroglobulin Q-PCR programi

Program adi Siklus  Sicaklik (°C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 95 °C 10 dk None
Amplifikasyon 45 95°C 10 sn. Quantification

55 °C 15 sn
72°C 1sn
Sogutma 1 40 °C 10 sn. None

3.6.6. CD34 icin Q-PCR Calismasi
e Her reaksiyon i¢in toplam 18 pL olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo 3.8).
e (Caligilacak tiim pleytin kuyucuklarma 18’er pL master mix pipetlendi.

e Her numune i¢in uygun kuyucuklara 4’er uL cDNA Template pipetlendi.

Tablo 3.8. CD34 Q-PCR i¢in Master Mix Igerigi

Malzeme Hacim (Lnumune  Hacim (73 Baslangi¢  Final
icin) numune i¢in) Kons. Kons.

PCR-grade distile su 5,8 ul 423,4 pl

CD34 Forward Primer 1l 73 ul 10 uM 0,5uM

CD34 Reverse Primer 1ul 73 ul 10 uM 0,5uM

LNA Hidroliz Prob (Prob 0,2 pl 14,6 pl 10 puM 0,1 uM

2)

LC 480 Prob Master 10 l 730 pl 2X 1X

Toplam Hacim 18 ul

e Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatilda.

e 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.

e LightCycler 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki programa
gore PCR ¢alismasi yapildi.
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CD34 Q-PCR programi agamalar1 Tablo 3.9°da verilmistir.

Tablo 3.9. CD34 Q-PCR programi

Program adi Siklus ~ Sicaklik (°C)

Pre-inkiibasyon 1 95 °C
Amplifikasyon 45 95°C
55 °C

72°C

Sogutma 1 40°C

3.6.7. VEGF alfa i¢in Q-PCR Calismasi

Siire
10 dk
10 sn.
15 sn
1sn
10 sn.

Analiz modu
None

Quantification

None

e Her reaksiyon i¢in toplam 18 uL olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo 3.10).
Tablo 3.10. VEGF alfa Q-PCR igin Master Mix Igerigi

(73 Baslangig

Malzeme Hacim Hacim
i numune icin)
numune
icin)
PCR-grade distile su 5,8 ul 423,4 pl
VEGEF alfa Forward Primer 1 pl 73 ul
VEGEF alfa Reverse Primer 1 pl 73 ul
LNA Hidroliz Prob (prob 4) 0,2 pl 14,6 pl
LC 480 Prob Master 10 pl 730 pl
Toplam Hacim 18 ul

Kons.

10 uM
10 uM
10 uM
2X

Final
Kons.

0,5 uM
0,5 uM
0,1 uM
1X

e (alisilacak tim pleytin kuyucuklaria 18’er uL. master mix pipetlendi.

e Her numune i¢in uygun kuyucuklara 4’er uL cDNA Template pipetlendi.

e Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildi.

e 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.
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e LightCycler 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki programa

gore PCR calismasi yapildi.

VEGF alfa Q-PCR programi asamalar1 Tablo 3.11°de verilmistir.

Tablo 3.11. VEGF alfa Q-PCR programi

Program adi Siklus  Sicaklik (°C)

Pre-inkiibasyon 1 95°C
Amplifikasyon 45 95°C
55 °C

72°C

Sogutma 1 40°C

3.6.8. HIF1 alfa i¢in Q-PCR Calismasi

Siire

10 dk

10 sn.

1dk

1sn

10 sn.

Analiz modu
None

Quantification

None

e Her reaksiyon i¢in toplam 18 pL olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo 3.12).

Tablo 3.12. HIF1 alfa Q-PCR i¢in Master Mix Icerigi

Malzeme Hacim
(1
numune
icin)

PCR-grade distile su 5,8 ul

HIF1 alfa Forward Primer 1 pl
HIF1 alfa Reverse Primer 1l

LNA Hidroliz Prob (prob 0,2 pul
95)

LC 480 Prob Master 10 pl
Toplam Hacim 18 ul

Hacim
numune icin)

423,4 ul
73 ul
73 ul
14,6 pl

730 pl

(73 Baslangig Final
Kons. Kons.
10 uM 0,5 uM
10 uM 0,5 uM
10 uM 0,1 uM
2X 1X

e (aligilacak tiim pleytin kuyucuklarina 18’er uL master mix pipetlendi.

e Her numune i¢in uygun kuyucuklara 4’er uL cDNA Template pipetlendi.
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e Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildi.

e 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.

e LightCycler 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki programa
gore PCR ¢alismasi yapildi.

HIF1 alfa Q-PCR programi asamalar1 Tablo 3.13’de verilmistir.
Tablo 3.13. HIF1 alfa Q-PCR programi1

Program adi Siklus  Sicaklik °C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 95 °C 10 dk None
Amplifikasyon 45 95 °C 10 sn. Quantification

55 °C 15 sn
72°C 1sn
Sogutma 1 40°C 10 sn. None

Calisma gruplarmin relatif gen ekspresyon analizi, beta-2 mikroglobulin geni referans
gen ve kontrol grubu da kalibrator olarak kabul edilerek, komparatif crossing threshold (Ct)
metodunu esas alan QIAGEN 2009 relative expression softvare (REST) programi kullanilarak
yapildu.

3.6.9. Komparatif Ct Metodu ile Gen Ekspresyon Analizi

Gen ekspresyonunun relatif kantitasyonu, farkli dokulardaki spesifik genlerin
ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklart belirlemeye izin verir. Bu farklilik, absolii
kantitasyonda oldugu gibi bir deger olarak degil, n-kat1 seklinde ifade edilir. Real-time PCR
kantitasyonunda hedef numunenin baslangi¢ miktarindaki kii¢lik farkliliklar, amplifikasyon
iirlinline katlanarak yansir. Bu durum o6zellikle farkli bireylerden alinan 6rneklerle baslanan
reaksiyonlarda izlenir. Bu relatif kantitasyonda yanlis sonuglara sebep olur. Bir internal
kontrol kullanilarak bu baslangi¢ farkliliklarini standardize etmek bu yiizden ¢ok faydalidir.
Ideal bir internal kontrol tiim dokulardan ekspresse olabilmelidir. Bu amagla kullanilan
‘housekeeping gen’ler Okaryotlarda cok cesitli olmakla birlikte en stk GAPDH, B actin,
Asidik ribozomal fosfoprotein (36B4) ve rRNA kullanilmaktadir. Bu genler referans gen

olarak da isimlendirilmektedir. Calismamizda referans gen olarak GAPDH kullanildi.
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AACt metodu olarak da isimlendirilen bu metot, standart egri metoduna benzer ancak
konsantrasyonlarin yerine Ct degerleri kullanilir. Hedef genin Ct degeri bir referans genin Ct
degerine oranlarak normalize edilir. Daha sonra normalize Ct degerleri kalibratére oranlanir.
Sonuglar kalibratoriin n-kati seklinde verilir. Komparatif Ct metodu 278C formiili ile ifade
edilir. Burada:

AACt = ACt(hedef gen)-ACt(kalibrator)

ACt(hedef gen) = Ct(hedef gen)-Ct(referans gen)

ACt(kalibratéor) = Ct(kalibrator)-Ct(referans gen)

Karsilastirmali Ct metodunun uygulanabilirligi validasyon (relatif verimlilik)
calismast ile degerlendirilir. Bunun i¢in iki sart gereklidir: Birincisi, hedef gen
amplifikasyonunun verimliligi ile referansin gen amplifikasyon verimliliginin yaklasik esit ve
%100’e yakin olmasidir. ikincisi de farkli baslangi¢ konsantrasyonlarinda ACt degerinin
degismemesi yani logaritmik konsantrasyona karsi1 ACt grafiginde slope degerinin sifira yakin

(<0,1) olmasidir.

3.7.1. Histopatolojik inceleme

Doku o&rnekleri %10’luk tamponlu formalinde fikse edilip, parafinde bloklandi.
Parafin bloklardan alinan 4-5 pum’lik kesitler HXE boyama metodu uygulanarak derideki
histopatolojik degisiklikler fibrosis, vaskiilarizasyon, inflammatuar hiicre infiltrasyonu
yoniinden ve Masson’ ii¢lii boyama metodu ile boyanan kesitler kollajen yogunlugu yoniinden
incelendi. Degerlendirmeler Lee ve arkadaslar1 (2009) nin derecelendirme kriterleri modifiye
edilerek derecelendirildi. Fibroblast hiicre sayilari, yeni olusan damar sayilari ve
inflammatuar hiicre sayilari i¢in 400x biiyilitmede rastgele 10 alanda sayim yapilarak aritmetik
ortalamalar1 alindi. Masson trikrom boyama yapilan kesitlerde ise dermisteki kollajen
yogunlugu degerlendirildi. Kollajen yogunlugu boyanma yok ise negative (0), boyanma hafif
ise (1), boyanma orta yogunlukta ise (2) ve boyanma siddetli yogun ise (3) olarak
degerlendirildi. Degerlendirmeler iki patolog tarafindan tarafindan bagimsiz olarak yapilmistir

(MY ve SBI).

3.7.2.immunohistokimyasal inceleme

Parafinde hazirlanan doku bloklarindan alinan kesitlere Hypoxia-inducible factor 1-
alfa (Hif-1-alfa), Kok hiicre belirteci (CD34) ve Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii
(VEGF) proteinlerinin varligini belirlemek icin Strepto Avidin Biotin Peroksidaz Kompleks
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teknigi (SABK) uygulandi. Primer antikorlar, {iretici firmanin onerileri dogrultusunda ve daha
once yapilan 6n caligmalarla belirlenen oranlarda phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) ile
sulandirildi. ( Tablo 3.14) Immunohistokimyasal boyamalarda SABK teknik igin alinan hazir
kit ticari kit kullanild1 ve tiim uygulamalar 6nerilen standart prosediire gore yapildi. Primer
antikorlarin tiretici firmalarinin onerileri dogrultusunda pozitif kontroller ile negatif kontrol
olarak PBS (pH 7.4) kullanildi. Buna gore kesitler, aseton-3-etoksipropilamin (Merck,
katolog no: 8.21619, 100 ml aseton, 2 ml 3-etoksipropilamin) ile kaplanmig lamlara alindi. 30
dakika 58 °C’lik ettivde kurutuldu. Kesitler ksilolde deparafinize edilip seri alkollerde dehidre
edildi. Formalinin dokudaki antijenik yap1y1 maskeleyici etkisini gidermek i¢in kesitler, sitrat
tamponlu soliisyonda mikrodalga firinda 600 watta 20 dakika kaynatildi. Kesitler, endojen
peroksidaz aktivitesini gidermek i¢in metanolde hazirlanmis % 3’lik H,O,’te 7 dakika
bekletildi ve protein bloke edici serumda 10 dakika tutuldu. Daha sonra primer antikorlar ile
Tablo 3.13’de belirtilen sulandirma oranlar1 ve siirelerde inkubasyona birakildi. Kesitlere
biotinle isaretli sekonder antikor damlatilarak 30 dakika bekletildikten sonra Streptavidin
peroksidaz enzimi ile 30 dakika inkiibe edildi. Protein bloke edici serumu ile inkubasyon
asamasi hari¢ tiim islemlerden sonra kesitler 2 kez 5 dakika siireyle PBS ile yikandi. Son
olarak kesitler 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) kromojen ile mikroskop altinda kontrollii
olarak 10 dakika stireyle boyandi. Gill’s hematoksilen ile karsit boyamalari yapildi. Su bazli
immun yapistirict  ile kesitler kapatildi ve Nikon Eclips E600 (Japonya) arastirma

mikroskobunda incelendi ve fotograflandi.

Hif 1-alfa, CD34 ve VEGF immunohistokimyasal boyama yapilan deri kesitleri x20
objektif altinda immun boyanmalarin yogunluguna ve dagilimina gore degerlendirildi. Pozitif
boyanma yok ise 0, kesitte sadece bir bolgeye sinirli hafif ya da orta derecede boyanma var
ise +1, kesitte 2-3 bolgede hafif ya da orta derecede boyanma var ise +2 ve kesitte degisen

derecelerde yaygin boyanmalar var ise +3 olarak degerlendirildi.
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Tablo 3.14. Calismada kullanilacak antikorlar ve 6zellikleri

Antikor
(Klon)

Antikor
tiiri

Antikor
konag

Antijeni aci1ga

c¢ikarma
yontemi

Kullanilan
dilusyon

Inkubasyon
siiresi

HIF1-alfa
NB110-
74679
Novus
Biological

Polyclonal

Tavsan

Sitrath

1/250

1 gece

CD34
Bs-2038R,
Bioss

Polyclonal

Tavsan

Sitrath

1/250

1 gece

VEGF
GTX22992
Gene Tex

Monoklonal

Tavsan

Sitrath

1/250

1 gece

3.8. Hayvanlarin sakrifiye edilmesi

Biyopsi alma igleminin uygulanmasindan sonra si¢anlar Ketalar HCI 75 mg/kg ve

Xylazin 0,5 ml/kg ile olusturulan derin anestezi altinda sakrifiye edildi.

3.0. istatistiksel analiz

Veriler SPSS 15,0 paket programina aktarildi, ortalama ve standart sapma seklinde

ifade edildi.

Deneklerin nekroz alanlari karsilastirilmasinda Mann-Whitney testi ile degerlendirme

yapildu.

Gen ekspresyonu karsilastirilmasinda Rest analizi uygulandi. Histopatolojik ve

immunhistokimya degerlendirmede gruplar arasi karsilastirmada Oneway testi ve fark ¢ikan

parametrelerin ikili karsilagtirmasinda Tukey testi kullanildi.

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 Fleplerin yasayan alanlarimin degerlendirilmesi
Cerrahi sonrast 7. giinde fleplerin fotograflari ¢ekildikten sonra image j programi ile
nekroze olan flep alanlar1 tiim flep alanina oranlanarak 6l¢iildi ( Tablo 4.1).
Tablo 4.1. Cerrahi sonrasi 7.glinde yapilan tiim deneklerin flep yiizey alani

inceleme sonuglari

Grup 7.glinde nekroze Grup 7.glinde
alanin tiim flebe nekroze alanin
orani tiim flebe orani

Grupl-1 % 31,31 Grup 3-1 %18,80

Grup 1-2 % 35,55 Grup 3-2 % 19,60

Grup 1-3 % 26,04 Grup 3-3 % 26,60

Grup 1-4 % 45,66 Grup 3-4 % 32,51

Grup 1-5 % 29,29 Grup 3-5 % 23,40

Grup 1-6 % 37,29 Grup 3-6 % 20,82

Grup 1-7 % 44,76 Grup 3-7 % 34,30

Grup 1-8 % 87,89 Grup 4-1 % 28,72

Grup 1-9 % 53,07 Grup 4-2 % 33,20

Grup 2-1 % 45,06 Grup 4-3 % 26,95

Grup 2-2 % 28,20 Grup 4-4 % 40,28

Grup 2-3 % 50,16 Grup 4-5 % 25,34

Grup 2-4 % 25,20 Grup 4-6 % 29,92

Grup 2-5 % 17,88 Grup 4-7 % 31,45

Grup 2-6 % 66,82 Grup 4-8 % 27,30

Grup 2-7 % 34,30 Grup 4-9 % 22,50

Grup 2-8 % 56,94 Grup 4-10 % 36,30

Grup 2-9 % 92,03
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Fleplerde gruplara gore ortalama flep nekroz oranlari sirasiyla ; Kontrol grubunda %

4.2.2). Gruplara ait flep 6rnekleri gosterilmistir (Sekil 4.1).

43,43+ 18,79, nikotin grubunda % 46,29+ 23,36, botulinum toksin grubunda % 25,15+ 6,23,
nikotin+ botulinum toksin grubunda % 30,20+ 5,31 olarak hesaplandi1 (Tablo 4.2.1 ve Tablo

Tablo 4.2.1. Gruplarin 7. giindeki ortalama nekroz oranlari, standart sapma ve p

degerleri

Grup Ortalama Standart sapma p degeri
Kontrol % 43,43 18,79

Nikotin % 46,29 23,36 0,089
BTx % 25,15 6,23 0,01
Nikotin + BTx % 30,20 531 0,041

Nekroz oranlar1 bakimindan kontrol ve nikotin gruplar1 karsilastirildiginda anlamli

karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p= 0,041).

fark bulunmadi (p=0,089). Kontrol grubu ve botulinum toksin grubu karsilastirildiginda

anlamli fark bulundu (p=0,01). Kontrol grubu ve nikotin + botulinum toksin grubu

Tablo.4.2.2. Gruplarin 7. giindeki ortalama nekroz ve yasayan alan yiizdeleri

100% -

90% -

80% -

70% -

60% -

50% -

40% -

30% -

20% -

10% -

0% -
Kontrol

Nikotin

BTx Nikotin + BTx

M Yasayan alan

H Nekroze alan
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Sekil.4.1. Kontrol, nikotin, BTx, nikotin+ BTx gruplarinin postoperatif 7. giinde nekroz

alanlarinin gosterimi

4.2 Kantitatif Real Time-PCR Sonuglari
Farkli ¢alisma gruplarindaki Beta 2 Mikroglobulin, CD 34, HIF1 A ve VEGF A gen
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in sican karin duvarindan alinan hiicrelerin ile yapilan

PCR c¢alismalarindan elde edilen Ct degerleri Tablo 4.3’ de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Sigan karin duvari Orneklerinde yapilan PCR c¢alismalarindan elde edilen Ct
degerleri

Beta 2 mikroglobulin  CD 34 Hif-1A VEGF-alfa
Grupl-1 23,87 28,23 26,16 28,24
Grupl-1 23,99 28,26 26,15 28,59
Grupl-2 21,54 26,37 23,70 25,70
Grupl-2 21,61 26,39 23,71 25,73
Grupl-3 19,51 24,12 21,61 23,73
Grupl-3 19,50 24,05 21,56 23,78
Grupl-4 20,32 24,76 22,77 24,95
Grupl-4 20,34 24,91 22,72 24,96
Grupl-5 21,08 26,60 23,47 25,53
Grupl-5 20,95 26,79 23,43 25,51
Grupl-6 22,02 27,34 24,02 25,34
Grupl-6 22,11 27,38 24,01 25,34
Grupl-7 23,77 28,77 25,71 27,45
Grupl-7 23,74 28,57 25,75 27,45
Grupl-8 23,04 28,74 25,93 26,97
Grupl-8 23,12 28,64 25,93 26,99
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Grup1-9
Grupl-9
Grup2-1
Grup2-1
Grup2-2
Grup2-2
Grup2-3
Grup2-3
Grup2-4
Grup2-4
Grup2-5
Grup2-5
Grup2-6

Grup2-6
Grup2-7
Grup2-7
Grup2-8
Grup2-8
Grup2-9
Grup2-9
Grup3-1
Grup3-1
Grup3-2
Grup3-2
Grup3-3
Grup3-3
Grup3-4
Grup3-4
Grup3-5
Grup3-5
Grup3-6
Grup3-6
Grup3-7
Grup3-7
Grup4-1
Grup4-1
Grup4-2
Grup4-2
Grup4-3
Grup4-3
Grup4-4
Grup4-4

22,81
22,88
22,54
22,61
22,62
22,67
23,25
23,24
22,19
22,27
23,32
23,35

23,92
23,99
24,86
24,91
26,32
26,30
24,33
24,44
23,31
23,39
22,30
22,51
32,48
32,78
22,18
22,18
25,49
25,50
22,24
22,32
23,04
23,09
23,61
23,61
23,80
23,89
23,71
23,76
23,87
23,94

27,18
27,12
26,77
26,72
26,92
27,31
28,79
28,81
27,82
27,76
27,80
27,86

28,26
28,23
29,99
29,98
31,76
31,91
30,75
30,72
28,37
28,23
29,05
29,11
45,00

29,21
29,14
34,10
33,87
29,41
29,00
29,78
29,55
29,97
30,22
29,51
29,47
29,32
29,42
30,19
30,01
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24,64
24,64
24,52
24,57
24,57
24,51
24,71
24,69
24,53
24,64
25,43
25,35

25,45
25,43
26,96
26,92
28,96
29,15
217,24
27,28
25,31
25,47
26,05
26,1

24,81
24,99
30,21
30,05
25,48
25,52
26,02
26,02
26,46
26,46
26,56
26,63
26,19
26,35
26,71
26,73

26,23
26,22
26,62
26,57
26,91
26,96
26,49
26,53
25,74
25,74
27,44
27,53

26,98
26,96
28,5
28,53
31,11
31,26
28,81
28,82
26,97
27
26,92
26,94

40
25,79
25,88
31,31
31,47
26,35
26,35

26,8
26,88
27,52
27,58
27,79
27,87
27,85
27,85
27,98
27,96



Grup4-5 23,97 29,88 26,23 28,34

Grup4-5 24,00 29,89 26,21 28,44
Grup4-6 25,19 30,56 27,55 28,49
Grup4-6 25,25 30,78 27,6 28,53
Grup4-7 25,85 31,14 28,36 29,35
Grup4-7 25,82 31,09 28,24 29,48
Grup4-8 24,78 29,57 26,97 28,52
Grup4-8 24,83 29,28 26,99 28,59
Grup4-9 24,26 30,38 28,7 29,85
Grup4-9 24,09 30,44 28,77 29,79
Grup4-10 23,48 29,23 26,31 27,37
Grup4.10 23,48 29,37 26,18 27,28

Calisma gruplarinin relatif gen ekspresyon analizi, Beta 2 mikroglobulin geni referans
gen ve kontrol gruplari da kalibrator olarak kabul edilerek, QIAGEN 2009 relative expression
software (REST) programi ( Technical University, Munich) kullanilarak yapildi.

Nikotin grubu si¢an karin 6n duvar hiicrelerinde ¢alisilan Beta 2 Mikroglobulin, CD
34, HIF1 A ve VEGF A gen ekspresyon analizi sonuglari tablo 4.4’de gosterilmistir. Beta 2
Mikroglobulin, CD 34, HIF1 ve VEGF genlerinde kontrol grubuna gore anlamli bir fark

olmadig1 goriilmiistiir.

Tablo 4.4. Sigan karin duvari 6rneklerinde subkutan nikotin uygulama sonrast REST analizi

sonuglar1

Gen Ekspresyon Standart Hata 95% C.1. P
Beta 2 1

mikroglobulin

Cd34 0,891 0,469 - 1,643 0,267 - 2,657 0,424
HIF-1A 1,077 0,717 - 1,576 0,518 - 2,069 0,42
VEGF-alfa 1,086 0,629 - 1,914 0,412 - 2,778 0,503

P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens Intervale, Giiven Aralig1)

BTx grubunda si¢an karin 6n duvar hiicrelerinde ¢alisilan Beta 2 Mikroglobulin ve
VEGF gen ekspresyon analizi sonuglar1 kontrole gére anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir.
CD 34 ve HIF1 A gen ekspresyon analizi sonuglart kontrol grubuna goére anlamli olarak

diisiik ¢ikmustir. (p 0.009, 0047) Calismanin sonuglar1 da Tablo 4.5’de gosterilmistir.

43



Tablo 4.5. Sigan karin duvar1 6rneklerinde subkutan botulinum toksin uygulama sonrasi

REST analizi sonuglari

Gen Ekspresyon Standart Hata 95% C.I. P Sonug
Beta 2 1

mikroglobulin

CD 34 0,554 0,218-1,359 0,071-2,481 0,009 DOWN
HIF-1A 0,792 0,454 -1,404 0,170-1,993 0,047 DOWN
VEGF-alfa 0,986 0,574-1,769 0,251 -2,550 0,913

P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.l.: Confidens Intervale, Giiven Aralig1, Down=Diisiik

Nikotin + BTx grubunda sigan karin 6n duvar hiicrelerinde calisilan Beta 2
Mikroglobulin ve VEGF gen ekspresyon analizi sonuglart kontrol grubuna gore anlamli bir
fark olmadig1 goriilmiistiir. (p >0,05) CD 34 ve HIF1 A gen ekspresyon analizi sonuglari
kontrol grubuna gore anlamli olarak diistik ¢ikmistir. ( p 0.001, 0027) Calismanin sonuclar1 da
Tablo 4.6°da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Sigan karin duvari 6rneklerinde subkutan nikotin ve botulinum toksin uygulama

sonrasit REST analizi sonuglar

Gen Ekspresyon Standart Hata 95% C.I. P Sonug
Beta 2 1

mikroglobulin

Cd34 0,639 0,349-1,162 0,241-2,194 0,001 DOWN
HIF-1A 0,771 0,559-1,183 0,175-1,803 0,027 DOWN
VEGF-alfa 0,986 0,586 -1,636 0,297 - 2,506 0,899

P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.l.: Confidens Intervale, Giiven Araligi, Down=Diisiik

4.3.1. Deri fleplerinin histopatolojik degerlendirilmesi

Gruplarda her bir sigana ait deri flep 6rneginde hematoksilen-eosin boyama metodu
kullanilarak inflamatuar yanit, fibrozis ve vaskiilarizasyon analize edildi. Tiim gruplarin deri
orneklerinde vaskiilarizasyon, fibrozis ve inflamatuar hiicre yaniti yoniinden Tablo 4.7°de

karsilagtirildi.
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Inflamatuar hiicre sayis1 kontrol grubunda 8,7+ 2.95/400 biiyiitme alaninda, nikotin
grubunda 10,91+9,52/400 biiyiitme alaninda, botoks grubunda 7,91+ 2,80/400 biiyiitme
alaninda), ve nikotin botoks grubunda 7,13+ 2,86/400 biiyiitme alaninda) idi. inflamatuar
hiicre sayilar1 Tablo 4.7’de verildi.

Fibroblast ticree sayisi kontrol grubunda 22,98 + 5,68/400 biiyiitme alaninda, nikotin
grubunda 25,86 + 7,00/400 biiylitme alaninda, botoks grubunda 22,30+ 7,92/400 biiyiitme
alaninda, ve nikotin botoks grubunda 26,85+ 6,74/400 biiyiitme alaninda idi. Fibroblast hiicre
sayilar1 Tablo 4.7’de verildi.

Yeni olusan damar sayisi1 kontrol grubunda 4,42+ 2,51/400 biiyiitme alaninda, nikotin
grubunda 3,93+ 0,92/400 biiylitme alaninda, botoks grubunda 6,04+ 1,21/400 biiyiitme
alaninda, ve nikotin botoks grubunda 5,56+1,23/400 biiyiitme alaninda idi. Yeni olusan damar
sayilart Tablo 4.7°de verildi.

Inflammatuvar hiicre sayis1 bakimindan kontrol, nikotin, botulinum toksin ve nikotin
+ botulinum toksin gruplari arasinda anlamli fark saptanmamustir (p> 0,05) (Tablo 4.7, Sekil
4.1).

Fibroblast hiicre sayis1 bakimindan kontrol, nikotin, botulinum toksin ve nikotin +
botulinum toksin gruplari arasinda anlamli fark saptanmamistir (p> 0,05) (Tablo 4.7, Sekil
4.2).

Yeni olusan damar sayisi bakimidan kontrol ve nikotin gruplar karsilagtirildiginda
anlamli fark bulundu ( p=0,013), kontrol grubu ve botulinum toksin grubu karsilastirildiginda
anlamli fark bulundu ( p=0,03), kontrol grubu ve nikotin + botulinum toksin grubu
karsilagtirildiginda anlamli fark bulundu (p= 0,003) (Tablo 4.7, Sekil 4.2).
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Tablo 4.7. Kontrol ve deney grubundaki siganlarin deri fleplerinde inflamatuar hiicre,

fibroblast ve yeni olusan damar sayilari ile kollajen yogunluklari

Olgu No. | inflammatuvar Fibroblast Yeni olusan damar sayis1 | Kollajen
hiicre sayisi sayist yogunlugu
Grupl-1 111 28,7 4,7 3
Grup 1-2 2,6 29,3 4.8 2
Grup 1-3 7,5 18,1 5,2 2
Grup 1-4 6,8 13,7 3,8 1
Grup 1-5 11 24 3,3 3
Grup 1-6 11,6 22 6 2
Grup 1-7 11,2 21 7,6 2
Grup 1-8 9,1 19,5 7,2 2
Grup 1-9 7,4 30,6 6,2 3
Grup 2-1 8,8 15,3 4,4 1
Grup 2-2 4,5 14,7 4 2
Grup 2-3 6,6 17,4 2,6 1
Grup 2-4 12,2 25,5 5,2 2
Grup 2-5 7,2 37 5,7 3
Grup 2-6 54 20,1 4,2 1
Grup 2-7 10,7 26,1 4,2 3
Grup 2-8 6,8 36,8 4,4 2
Grup 2-9 6,5 17,9 12,1 1
Grup 3-1 7,5 21,2 3 1
Grup 3-2 7,4 29,1 3,3 2
Grup 3-3 3,2 21,8 7,1 2
Grup 3-4 6,8 18,1 4,4 3
Grup 3-5 32 22,7 4,7 3
Grup 3-6 6,1 32,2 5,7 2
Grup 3-7 21,9 33 6,7 2
Grup 4-1 3 20,4 6,4 2
Grup 4-2 5,2 33,7 8,6 3
Grup 4-3 10 35,4 8 3
Grup 4-4 9,7 34,8 3,8 2
Grup 4-5 10,2 31,8 7,2 2
Grup 4-6 4,7 21,4 3,3 2
Grup 4-7 7,6 19,6 6,3 2
Grup4-8 8,1 29 4,5 2
Grup 4-9 3,2 23,4 4,1 2
Grup4-10 9,6 19 6,4 2

46




Tablo.4.8. Kontrol ve deney grubundaki siganlarin deri fleplerinde ortalama inflamatuar

hiicre, fibroblast ve yeni olusan damar sayilar1 ve standart sapmalari

Grup | Ortalama | Standart Sapma
Inflamatuar hiicre sayisi
Kontrol 8,7 2,95
Nikotin 10,91 9,52
BTx 7,91 2,80
Nikotin + BTx 7,13 2,86
Fibroblast hiicre sayisi
Kontrol 22,98 5,68
Nikotin 21,86 7,0
BTx 22,30 7,92
Nikotin+ BTx 26,85 6,74
Yeni olusan damar sayisi

Kontrol 4,42 2,51
Nikotin 3,93 0,92
BTx 6,04 1,21
Nikotin+ BTx 5,56 1,23

e & ' i\~ s 3 & =+ E ¥ L

PR T
»n 4 L :, e'. e !
V2 :} 3 l‘ . -
= ¢ ’*\ ‘. e Py

.@ % L T e B @ ¥

: \ N R > -

\ "~ \‘ \\-i: | P
. > § \ .. % ; \
\.< = - |
- | -

?. \ ‘ o - / ) “‘ . W “
IEl : ) \ ) ‘@ - ) N i N

Sekil 4.2. Siganlarin deri 6rneklerinin dermisindeki histolojik bulgular. Dermiste (a) kontrol
grubu, orta yogunlukta fibroblastlar (ince oklar) ile ¢ok sayida yeni damar olusumlar1 (kalin
oklar) ve inflammatuar hiicreler (ok baslar1), (b) nikotin grubu, az sayida yeni damar olusumu
(kalin oklar), orta yogunlukta inflamatuar hiicreler (ok baslar1) ve fibroblastlar (ince oklar),
(c) botoks grubu, az sayida fibroblastlar (oklar) ve inflammatuar hiicreler (ok baslari), (d)
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nikotin-botoks grubu, ¢ok fazla miktarda fibroblastlar (oklar), Hematoksilen-Eozin boyama,
x400.

Dermisteki kollajen yogunlugu ve miktariin degerlendirilmesinde Masson’un tiglii
boyama metodu kullanildi. Dermisteki kollajen yogunlugu agisindan kontrol, nikotin,
botulinum toksin ve nikotin + botulinum toksin gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmamistir

(p> 0,05) (Tablo 4.7, Sekil 4.3).

‘ ) \ . o
.{ ) A Ao vl B
\ -~° >
i - B 4
Y ‘ | Gy . GoRign|
1] r-4 b o »
pe A -\ ™ »
A , &S
3 s o i ’
4 e Yics .’4" o 7
5 N e
e YA N |
) { RIS
¢ "j A i & . NLTARE ey
» - e
\ y Y o &, ¥
- y
o ) A‘. e P e 300
; ) f/ . s ::* w ) &
2 - ¢ 5
e A 4 xbe Al
) ) o~ LA
o - ' s ) L ’ o A
. ' ) A
) > ot
v . ’ ) o N\ o Ry
] . { N ~ RN RN o SV
s 4{ 4 { ' ’ > D> S\ " AN et
- s X 4 ’ L0 yo » . Ry
' : ) \ ) ., 52 v L e 45
¢ - y v ' - N 7 MR AWM e
L v o, WS i NN NS y
- { » v < R ’ e = o
> 3 b L { w g g2 T AN VY e

Sekil 4.3. Sicanlarin deri 6rneklerinin dermisinde kollajen yogunlugu. Dermiste (a) hafif
yogunlukta kollajen boyanma, (b) orta yogunlukta kollajen boyanma (c) siddetli yogunlukta

kollajen boyanma, Masson’un iiglii boyasi, x400.

4.3.2.immunohistokimya bulgular

CD34 immun boyanma bulgular::

CD34 immunopozitifligi kirmizi renkli ve sitoplazmik boyanmalar halinde goézlendi.
CD34 immiin boyanmalari tiim gruplarda dermiste kil follikiilii ve kan damar1 ¢evresindeki
fibroblastlarda, graniilasyon dokusu ile saglam doku arasindaki sinir bolgelerdeki
fibroblastlarda ve subkutisde fibroblaslarda sitoplazmik homojen boyanmalar halinde goriildi
( Sekil 4.4 a,b,c,d).

Immunohistokimyasal boyamalarda, kontrol grubu ve nikotin grubu arasinda anlamli
fark bulunmamistir ( p=0,084), kontrol grubu ve botulinum toksin grubu karsilastirildiginda
anlamli fark bulunmustur (p=0,001), kontrol grubu ve nikotin + botulinum toksin grubu

karsilagtirildiginda anlamli fark bulundu (p=0,02) (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Kontrol ve deneme grubundaki siganlarin deri fleplerindeki farkli kisimlarda
CD34 ekspresyonlari

Grup Fibroblast | Grup Fibroblast
Grupl-1 2 Grup 3-1 3
Grup 1-2 2 Grup 3-2 6
Grup 1-3 2 Grup 3-3 3
Grup 1-4 3 Grup 3-4 4
Grup 1-5 2 Grup 3-5 5
Grup 1-6 3 Grup 3-6 2
Grup 1-7 2 Grup 3-7 3
Grup 1-8 3 Grup 4-1 3
Grup 1-9 3 Grup 4-2 6
Grup 2-1 1 Grup 4-3 4
Grup 2-2 1 Grup 4-4 5)
Grup 2-3 1 Grup 4-5 3
Grup 2-4 1 Grup 4-6 4
Grup 2-5 1 Grup 4-7 2
Grup 2-6 1 Grup4-8 5
Grup 2-7 1 Grup 4-9 3
Grup 2-8 1 Grup4-10 3
Grup 2-9 3
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Sekil 4.4. Kontrol ve deney gruplarindaki sigan deri fleplerinde CD34 immunopozitiflikleri.
Sigan derisinde (a) nikotin grubu, subkutisdeki fibroblastlarda CD34 immiinpozitifligi, (b)
nikotin grubu, dermiste kil follikiilleri ve damarlar c¢evresindeki fibroblastlarda CD34
immiinpozitifligi (oklar), (c) nikotin-botoks grubu, dejenere epidermise komsu dermis
sinirindaki fibroblastlarda CD34 immiinpozitifligi (oklar), (d) nikotin grubu dermiste
damarlar cevresindeki  fibroblastlarda CD34 imminpozitifligi (oklar), SABK, Gill’s
hematoksilen karsit boyama, (a) x40, (b) x80, (c) x200, (d) x200.

Hif 1 alfa immun boyanma bulgular:

Hif 1-alfa immunopozitifligi kirmizi renkli ve sitoplazmik boyanmalar halinde
gozlendi. Hif 1-alfa immun boyanmalari kil folliikiilii dig kok kilift hiicrelerinde (Sekil 4.5a),
deri kas katinda (Sekil 4.5b), perifer sinir hiicrelerinde (Sekil 4.5¢), fibroblastlarda (Sekil
4.5d), dermisteki makrofajlarda ve epidermiste graniiler ya da homojen sitoplazmik sekilde
gozlendi. Hif 1-alfa immun boyanmalari graniilasyon dokusu smirindaki fibroblastlar (Sekil
4.6a) ile dermiste rejenere epidermise komsu fibroblastlarda (Sekil 4.6 b,c,d) ve rejenere
epidermisteki keratinositlerde (Sekil 4.6d) rastlandi.

Immunohistokimyasal boyamalarda, kontrol grubu ve nikotin grubu arasinda anlamli

fark bulunmamistir (p=0,09), kontrol grubu ve botulinum toksin grubu karsilastirildiginda
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anlamlh fark bulunmustur (p=0,003), kontrol grubu ve nikotin + botulinum toksin grubu
karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p=0,05) (Tablo 4.10).
Tablo 4.10. Kontrol ve deney grubundaki siganlarin deri fleplerinde Hifl alfa expresyonlari

Grup

Epidermisteki
keratinositler

Fibroblastlar

Deri kas
tabakasi
hiicreler

inflammatuar]
Hiicreler
(makrofajlar)

Periferik
sinir
hiicreleri

Kil Follikiilii
dis kok kihif
epitel
hiicreleri

Grup 1-1

2

2

2

2

Grup 1-2

Grup 1-3

Grup 1-4

Grup 1-5

Grup 1-6

Grup 1-7

Grup 1-8

Grup 1-9

Grup 2-1

Grup 2-2

Grup 2-3

Grup 2-4

Grup 2-5

Grup 2-6

Grup 2-7

Grup 2-8

Grup 2-9

NN ]

Grup 3-1

Grup 3-2

N ||

Grup 3-3

-

Grup 3-4

Grup 3-5

Grup 3-6

Grup 3-7

Grup 4-1

Rl

Grup 4-2

Grup 4-3

Grup 4-4

=3

Grup 4-5

Grup 4-6

Grup 4-7

Grup 4-8

Grup 4-9

Grup 4-10
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Sekil 4.5. Kontrol ve deney gruplarindaki sican deri fleplerinde Hif 1 alfa
immunopozitiflikleri. Sigan derisinde (a) botoks grubu, kil follikiilii dis kok kilifi hiicrelerinde
Hif 1 alfa immunopizitifligi (ok), (b) nikotin-botoks grubu, deri kas tabakasi hiicrelerinde
smirlt Hif 1 alfa immunopizitifligi (oklar), (c) kontrol grubu, dermiste perifer sinirde Hif 1
alfa immunopizitifligi (ok), (d) nikotin grubu, dermiste damarlar ¢evresindeki fibroblastlarda
Hif 1 alfa immunopizitifligi (oklar), SABK, Gill’s hematoksilen karsit boyama, (a),(b),(c),(d)
x400.
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Sekil 4.6. Kontrol ve deney gruplarindaki sigan deri fleplerinde Hif 1 alfa immiinpozitiflikleri.
Sican derisinde (a) nikotin-botoks grubu, graniilasyon dokusu sinirindaki (oklar) ve
subkutisdeki fibroblastlarda Hif 1 alfa immunopizitifligi, (b) nikotin-botoks grubu, dermiste
rejenere epidermise yakin bolgedeki fibroblastlarda Hif 1 alfa immunopizitifligi (oklar), (c)
kontrol grubu, dejenere epidermise komsu dermis simirindaki fibroblastlarda Hif 1 alfa
immunopizitifligi (ok), (d) nikotin-botoks grubu, rejenere epidermisteki keratinositlerde (ok
baglar1) ve dermisteki fibroblastlarda (oklar) Hif 1 alfa immunopizitifligi, SABK, Gill’s
hematoksilen karsit boyama, (a) x80, (b) x200, (c) x400, (d) x400.

VEGF immun boyama bulgular::
VEGF antikoru ile yapilan immun boyamalar farkli sulandirma oranlar1 ve farkl

stirelerde tutulmasina ragmen istenilen sonug elde edilememistir.
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5. TARTISMA

Perforator flepler, plastik cerrahi literatiiriinde ilk olarak 1989 yilinda Koshima ve
Soeda tarafindan tanimlanmistir (17). Ancak geriye doniik olarak bakildiginda literatiirde;
Asko-Seljavaara tarafindan 1983 yilinda tanimlanan “serbest stil flepler” ve Taylor tarafindan
1987 de tanimlanan “anjiozom konsepti”, perforatdor flep teriminin atast olarak
yorumlanabilir (19). Ozellikle son yillarda popiilaritesi giderek artan perforatdr flepler,
giniimiizde artik giivenli bir rekonstriiksiyon se¢enegi olusturmuslardir. Ayrica donor saha
morbiditesini kas, sinir ve derin fasya korunmasini saglayarak azaltmaktadirlar (19), serbest
ve pedikiillii olarak ¢ok rahat kullanilabilmektedirler (21). Serbest stil planlanabilmesi alict
sahanin ihtiyacina gore flep dizayni, boyutu ve icerdigi yumusak doku hacmi planlanarak
dondr alan sec¢imi 6zglirliigii saglamaktadir (149). Ciinkii flep plan1 muskulokutan perforator
bulunan her yerde yapmak miimkiindiir (150). Pedikiillii olarak perforator flepler, defektin
kompozisyonuna, sekline ve lokalizasyonuna en uygun doku ile ortiim firsatin1 vermektedir
(152).

Diger geleneksel fleplere gore dondr saha avantaji bulunmasi ve mikrocerrahi
tekniklerinin ¢ok ilerlemesine ragmen her flepte oldugu gibi perforator flep kayiplari da
rekonstriiktif cerrah ve hasta i¢in oldukga iiziicii olabilmekte, tekrarlayan cerrahi girisimlere,
maliyet artis1 ve hastane yatis siiresinin uzamasina sebep olmaktadir (56). Deneysel perforator
flep modeli ise ilk olarak 2001 yilinda Oksar ve ark. tarafindan tanimlanmistir (152). Ancak
hala flep yasayabilirligi iizerine yapilan ¢alismalarin bircogunda random bazli deri flepleri
kullanilmaktadir. Medikal ajanlarin flep yasayabilirligi lizerine etkilerinin arastirilmasinda
literatiirde genelde random bazli deri flepleri kullanilmigtir. Random bazli fleplerin bilinen bir
aksiyel damar1 yoktur ve agirlikli olarak subdermal pleksustan beslenirler. Bunun yaninda
perforator flepler tanimlanmis bir pedikiil lizerinde kaldirilir. Perforator flep kayiplarimin
nedeni de en ¢ok bu damar pedikiilii seviyesinde olan trombiis, spazm, konjesyon ve dis basi
gibi sorunlardir. Bu nedenlerle bir medikal tedavinin etkisi random bazli fleplerde farkli,
aksiyel ve perforator fleplerde farkli olmaktadir.

Son yillarda giderek yaygin sekilde kullanilan perforator fleplerin yasayabilirligini
arastirmaya yonelik, botulinum toksin ve nikotinin birlikte uygulamasina verecekleri yaniti
aragtiran calismaya literatiirde rastlanmamistir. Son zamanlarda botulinum toksisinin
kozmetik kullanimi disinda yaygin olarak farkli kullanim amaglart olusmustur. Biz bu
calismamizda botulinum toksisinin perforator flepler iizerinde sagkalima ve anjiogeneze

etkisini arastirmayr amacgladik. Ayrica flep cerrahisinde 6nemli bir risk faktorii olan sigara
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kullannminin zararli etkilerini toksin uygulayarak ne derece Onleyebilece§imizi arastirmayi
amacladik.

Botulinum toksisinin son yillarda flep cerrahisine etkilerinin gdsteren bazi giincel
caligmalara bakildiginda; derin inferior epigastrik arter perforator flebi pedikiil torsiyonunda
cerrahi Oncesi toksin uygulamanin yasayabilirligi arttirdigi gosterilmistir (153). Daha 6nce
yapilan bir calismada ise transvers rektus abdominis myokutan flep olusturulan deney
gruplarinda cerrahi Oncesi toksin uygulamasinin anjiogenezi arttirdigi gosterilmistir (154).
Botulinum toksininin vazodilatasyon yaptigina dair literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda ise;
reyno fenomeni olan hastalarin ellerine botulinum toksin A enjeksiyonu yapilan arastirmada
hastalarin agrilarinda belirgin azalma, parmak uglarindaki {ilserlerde iyilesme ve atak
sikliginda azalma oldugunu tesbit etmistir. Bdylece arastirmaci botulinum toksin A'nin diiz
kas hiicrelerinde néromuskiiler blokaj yaparak vazodilatasyona neden oldugunu savunmustur
(155). Yapilan baska bir ¢alisma da ise; iskemik parmaklarda botulinum toksin A tedavisini
arastirilmis ve BTx A'nin norepinefrin, substans-P, glutamat, kalsitonin gen iligkili protein
gibi agn ile ilgili norotransmitterleri etkiledigi varsayilmis ve bu ndrotransmitterlerin
salimiminda bloga neden olarak sempatik stimulasyonu ve agriyr azalttigi gosterilmistir.
Boylece BTx A'nin iskemik parmaklarda vaskiilariteyi diizelttigini varsaymistir (156).

Forrest ve arkadaglarinin yaptigi ¢caligmada 1, 2, 4 veya 8 mg/kg dozda 0.5 ml serum
fizyolojik icinde eritilerek pre-op 4 hafta ve post-op 1 hafta olacak sekilde toplam 5 hafta
subkutan yolla nikotin verilen siganlardan, 2mg/kg ve yiiksek dozda nikotin uygulanan
gruplarda, kontrol grubu ile karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli miktarda distal flep
nekrozu saptanmistir. Ancak pre-op 2 hafta uygulanan grupta bu etkisi olmamistir. Sonug
olarak, akut olarak verildiginde, fleplerde hipoperfiizyona yol agabilen nikotinin, flepte
nekroz olusturabilme etkisinin zaman bagimli oldugu anlasilmistir (84).

2mg / kg nikotin verilen siganlarda plazmada saptanan ortalama nikotin seviyesinin
8.1+ 0.4 mikrogram / dl olarak saptanmig ve bu seviyenin agir sigara igicisi olan insanlarla
aynt miktarda oldugu goriilmiistiir (83). Caligmamizda nikotinizasyon metodumuz sigara
iciminin flepler izerindeki etkilerini yaratabilmek i¢in kullanilmistur.

Karayel ve arkadaslarmin yaptigi c¢alismada; her sigana random patern McFarland
flebi uygulanmis olup botulinum toksin + nikotine uygulanan grupta nekroz oraninin nikotin
grubuna gore anlamh sekilde az oldugu gosterilmistir (157).

Arnold ve arkadaglarinin ¢aligmasinda ise; pedikiillii superior epigastrik arter karin
flebinde perivaskiiler botulinum toksin uygulamasmin flep perfuzyonunun arttirip,

antiinflamatuar etkisi oldugu gosterilmistir ( 158).
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Park ve arkadaslarinin c¢alismasinda ise; pedikiillii transvers rektus abdominis
myokutan flebinde cerrahi Oncesi botulinum toksin uygulamasinin flep yasayabilirligini
arttirdig1 gosterilmistir (159).

Park ve arkadaslarinin yaptigi baska bir ¢calisma da ise; femoral damarlarin etrafina
uygulanan botulinum toksin uygulamasi sonrast yapilan femoral arter ve ven
anastomozlarinda toksin uygulanan grupta damar ¢aplarinin daha yiiksek oldugu gosterilmis
(160).

Calismamizda “‘gercek perforator flep” oldugu kabul edilen kraniyal epigastrik
muskulokutan perforatdrlerine ait flep modeli kullanildi (29, 151). Flep boyutlar1 tanimlayici
yazarlardan daha biiyiik tutularak (6x6 cm) olusacak yasam alanlarinin gruplar arasinda daha
iyi degerlendirilmesi amaglandi. Bu arterden perfiizyonu saglanan flepler olusturuldu. Deney
gruplan li¢ farkli grup olacak sekilde olusturuldu ve daha 6nce anlatilan sekilde gruplara
kendi i¢lerinde ayni1 islemler uygulandi.

Postoperatif 7. giinde flep alanlar1 degerlendirilirken her gruptaki nekroze flep alaninin
tim flep alanina gore oranina bakilarak her gruptaki nekroz oranlar1 hesaplandi. Nekroz
oranlar1 karsilastirildiginda botulinum toksin uygulanan 3. grubun ve daha once nikotinize
edilen 4. grubun, kontrol grubu ve nikotin grubuna gore anlamli 6l¢iide nekroz oranlarinin
daha diisiik oldugu goriildii. Bu durum toksin uygulamasinin perforatdr fleplerde sagkalim
iizerine olumlu etkilerini isaret etmektedir. Kontrol grubu ve nikotin grubu arasinda nekroz
oranlari farkli olsada istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Gen ekspresyon analizinde ise mRna diizeyleri hesaplanarak gruplar arasinda
karsilagtirma yapildi. Yapilan karsilastirma sonucunda ise botulinum toksin uygulanan 3.
grubun ve daha Once nikotinize edilen 4. grubun, kontrol grubuna gére VEGF alfa
ekspresyonunda fark goriilmezken, CD34 ve HIF 1 alfa diizeyleri anlamli olarak diisiik
hesaplandi. Bu durumun son iiriin olan CD 34 ve HIF 1 alfa proteinlerin iiretilmesiyle negatif
feed back mekanizmasi ile mRNA gen ekspresyonunun azalmasini isaret ettigini
digiinmekteyiz. Calismanin bu yonii eksik olmakla birlikte western blot teknigi ile son
tirtinlerin degerlendirilip karsilagtirilmasinin daha anlamli olacagini diisiinmekteyiz. Kontrol
grubu ile nikotin grubu karsilastirildiginda gen ekspresyon agisindan anlamli fark bulunamadi.

Histopatolojik degerlendirmede ise gruplar arasinda; inflamatuar hiicre sayisi
bakimindan, fibroblast hiicre sayisi bakimindan ve dermisteki kollajen yogunlugu agisindan
anlamli fark bulunamadi. Fakat yeni olusan damar sayisi bakimindan kontrol ve nikotin
gruplar1 karsilagtirildiginda anlaml fark bulundu. Kontrol grubu ve botulinum toksin grubu

karsilastirildiginda anlamli fark bulundu, kontrol grubu ve nikotin + botulinum toksin grubu
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karsilastirildiginda anlamli fark bulundu. Bu durumun onceki ¢alismalara paralel olarak
botulinum toksin uygulamasinin anjiogenezi arttirdigini diisiindiirmektedir.
Immunhistokimyasal degerlendirmede ise; CD34 ve HIF 1 alfa acisindan kontrol
grubu ve nikotin grubu arasinda anlamli fark bulunmamustir, kontrol grubu ve botulinum
toksin grubu Kkarsilastirildiginda anlamli fark bulunmustur, kontrol grubu ve nikotin +
botulinum toksin grubu karsilagtirildiginda anlamli fark bulundu. Bu durumun onceki
caligmalara paralel olarak botulinum toksin uygulamasmin anjiogenezi HIF1 alfa yolunu
kullanarak arttirdigimi diisiinmekteyiz. VEGF antikoru ile yapilan immun boyamalar farkli
sulandirma oranlar1 ve farkli stirelerde tutulmasina ragmen basarili olamadigimizdan gruplar

arasinda karsilastirma yapamadik.
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6. SONUCLAR
Bu calisma ile su sonuglara ulasilmistir;

1- Bu deneysel caligmada botulinum toksininin intradermal uygulanmasinin
perforator flep yasayabilirligini arttirdigi bulunmustur.

2- Bu deneysel calismada botulinum toksininin intradermal uygulanmasinin
perforator flepte anjiyogenezi arttirdigi bulunmustur.

3- Bu deneysel caligmada botulinum toksininin intradermal uygulanmasinin
sigara i¢icilerde de perforator flep yasayabilirligini arttirdigi bulunmustur.

4- Bu deneysel c¢alismada subkutan nikotin uygulamasinin perforatér flep

yasayabilirligini azalttig1 bulunmustur.
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