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1. GIRIS

Defekt onarimi plastik cerrahinin temel ilgi alanidir. Plastik cerrahinin
gelisimiyle birlikte defekt onariminda pek c¢ok ydntem tanimlanmis ve
yontemler basitten karmasiga dodru siralanarak rekonstriiksiyon merdiveni
olusturulmustur. Halen gunumizde rekonstriksiyon merdiveni gegerliligini
korusa da daha iyi fonksiyonel ve kozmetik sonuglar elde etmek amaci ile
artan bilgi ve teknoloji sayesinde daha ust basamaklar ilk tedavi segenegi
olabilmektedir(1). Bu nedenle flepler plastik cerrahi pratiginde sikga tercih
edilen rekonstriksiyon yontemidir.

Flep cerrahisinde karsilagsilan en onemli sorunlardan biri ilk kez 1968
yilinda Ames ve arkadaslari tarafindan tanimlanan iskemi-reperfiizyon (i/R)
hasaridir(2). Rekonstriiktif cerrahide flep cerrahisinin dnemi dusinilirse /R
hasarinin nedenlerini ve onleme yollarini 6grenmenin ne denli kiymetli
oldugu anlasilabilir(3).

Belli bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, yani iskemi durumunda,
hicrelerin  fonksiyon bozuklugu ile baslayan ve hicre 6liumine kadar
ilerleyebilen bir dizi olay gerceklesir. Normal hicre fonksiyonlari igin gerekli
olan yiiksek enerijili fosfat baglari aerobik metabolizma ile sadlanir. iskemide
aerobik metabolizmanin temel yakiti olan oksijenin bulunmamasi nedeni ile
anaerobik metabolizma devreye girer. Bu durum yetersiz enerji Uretimine,
toksik metabolitlerin birikimine, asidoza ve iyon dengesizliklerine neden olup
hiicre 6lumu ile sonuclanabilir(4-7).

Bu sureci kiracak durum dokuya yeniden oksijenin getiriimesi yani kan
akiminin  saglanmasidir ki bu da reperfUzyon olarak adlandirilir.
Reperfizyonun dokuya enerji i¢in yakit saglamasi ve toksik matebolitlerin
uzaklastiriimasi gibi olumlu etkileri mevcuttur. Ancak oksijenlenmis kanin

iskemik dokuya donusu hucre hasarini arttiran yeni bir patofizyolojik



sureci de beraberinde getirir. Reperflzyon hasarindan bagsta serbest oksijen
radikalleri olmak tizere pek ¢cok madde sorumludur(4,8,9).

Klinikte pek cok hekim i/R hasarinin farkli organ sistemlerindeki etkileri ile
bas etmek zorunda kalmistir(10). Hipovolemik sok, inme, miyokard
infarktisti, organ nakli bu farkh alanlarda karsilasilan durumlara
ornektir(3,11).

Plastik cerrahide ise i/R hasarl ile, replantasyon ve serbest flep
uygulamalari basta olmak Uzere flep cerrahisinde karsilasilir(3,11).

Resveratrol (3,4’,5 trihidroksistilben) UGzum tanelerinde bol miktarda
bulunan dogal antioksidan maddedir(12). Resveratrolun farkli biyolojik etkileri
tanimlanmistir. Bu etkiler dstrojenik etki(13), anti-kanser etki(14),
vazodilatator etki(15), trombosit agregasyon inhibisyonu(12), antiinflamatuar
etki(16), lipid peroksidayon inhibisyonu(17), katalitik metal iyonlarla selasyon
yapma kapasitesi(17,18), serbest radikal supurtciu etki(17) ve antioksidan
seviyelerini yukseltme etkisidir(19).

Resveratrolin beyin, karaciger, barsak, kas gibi farkli dokularda
olusturulan i/R hasarinda etkinligini arastiran cesitli calismalar yapiimistir
(20-23).

Bu calismanin amaci, rekonstriktif cerrahide 6nemli bir yer tutan cilt
fleplerinde  geligtirilecek /R hasarinda  resveratroliin  etkinliginin
arastinimasidir. Etkinliginin ispatlanmasi durumunda cilt fleplerinde gelisen
I/R hasarina baglh kayiplarin Ustesinden gelebilmek icin plastik cerrahi

pratiginde resveratrolin kullanilabilirligi digunulmuastar.



2. GENEL BILGILER

2.1. Flep Fizyolojisi

Bir flebin yasayabilirligini belirleyen temel faktor  flebin intrensek
vaskdlaritesidir. Bu nedenle flep vaskuler fizyolojisini anlamak ve optimize
etmek flep cerrahisinde basariya giden yoldur.

TUm dokularda oldugu gibi fleplerde de makro ve mikro dolasim vardir.
Makro dolagim sistemi major arter ve venlerden olusurken, mikro dolagim
arterioller, kapillerler, venuller ve arterioven6z anastomozlardan olugur.
Perfizyonun  kontroli  buylk oranda mikro dolasim duizeyinde
gerceklesir(11).

Normal deri kan akimi 100 gr doku basina yaklasik 20 ml'dir. Bu oran
kaslar icin 6nemli dlctide yuksektir(24). Bu farkhlik kaslarin yuksek metabolik
aktivitelerinden kaynaklanir. Flep sagkalimi da, flebe gelen kan akimi ile
flebin metabolik ihtiyaglari arasindaki dengeye dayanmaktadir(11).

Deri kan akimi lokal ve sistemik olmak Uzere iki seviyede kontrol edilir.
Sistemik kontrol ndral ya da hormonal olabilir. Noral kontrol daha
baskindir(24). Noral kontrol sempatik lifler aracihgi ile arterioler ve
arteriovendz anastomoz seviyelerinde gergeklesir. a adrenerjik ve
serotonerjik reseptorler vazokonstriksiyona sebep olurke®, adrenerjik
reseptorler vazodilatasyona yol acar. Hormonal kontrol sistemik vazoaktif
maddelerin kendilerine 0zgu reseptorlerindeki aktiviteleri ile saglanir.
Vazokonstriktorler epinefrin, norepinefrin, serotonin, tromboksan A, ve
prostoglandin  Fa4’y1 igcerir. Vazodilatatorler ise prostaglandin  Ej,
prostaglandin 1, (prostasiklin), histamin, bradikinin, lokotrien C4, ve Dj’den
olusur(11).

Lokal kontrolde ise hiperkapni, hipoksi, asidoz ve hipertermi
vazodilatasyona sebep olurken, hipotermi vazokonstriksiyona neden
olur(11).

Deri kan akiminin dizenlenmesinde temel rollerden biri derinin vicudun

termoregulatuvar organi olmasi ile ilgilidir. Cunki vicudun i1si ayarlamasi deri



kan akiminin ayarlanmasi ile yapilir. Regulasyon arterioler seviyede
gerceklesir. Sempatik etki ile prekapiller sfinkter kasilir ve kan kapiller yatagi
bypass ederek arterioventz anastomoza gecer. Boylece deri kan akimi azalir
ve vicut 1sisi korunmus olur. Tersi durumda ise deri kan akimi artirilarak
vucud isisi azaltilir(11).

Flep elevasyonu ile hassas bir sekilde ayarlanmig doku kan akimi dengesi
bozulur ve dramatik degisiklikler meydana gelir. Sempatik innervasyonda ani
bir kayip olur ve bu vazokonstriktor ndérotransmitterlerin spontan salinimina
yol acar. Damarlarin kesilmesi kan akimini énemli Olgide azaltir. Lokosit
aracili endotel hasari baglar. Sonucta flep periferal kisimlari akut olarak
iskemiye maruz kalir(24). Yapilan ¢alismalar flep tabaninda akim korunsa
bile flebin u¢ kismindaki akimin ilk 6-12 saatte normal akimin % 20’sinin
altina dustugunu gostermistir. Bu distal kismin yasayabilmesi igin doku tipine
bagli olarak yeterli kan akiminin 6-12 saatte gelmesi gerekir. Aksi takdirde
doku Olecektir. Yeterli akimin gelmesi, nérotransmitterlerin 12-24 saatte
tikenmesi ve flep yatagindan inoskulasyonun 2-3 glnde gergceklesmesiyle
flep perfiuzyonu dereceli olarak dizelir. Akim 1.-2. haftada % 75, 3.-4.
haftada % 100’e ulasir(11,25-28). Ancak doku 6-12 saatten daha uzun siren
ciddi bir iskemiye maruz kalmigsa, akim geri donse bile doku hasari devam
edecek ve nekroz ile sonuglanacaktir. Bunun sebebi iskemik hasara
reperfiizyon hasarinin eklenmesidir(11).

Flep kayiplarinin sebepleri arastirildiginda hatal flep planlamasinin
onemli bir sebep oldugu goralur. Random flepler aksiyal fleplere gére daha
az guvenilir fleplerdir. Random flep planlamasinda en/boy orani dikkate
alinmaldir. Kétu teknik flep kaybinin diger dnemli bir nedenidir. Ornegin
serbest flep uygulamalarinda anastomoz hattinda duzgun endotel uzanimi
elde edilemezse tromboz olusacak ve sekonder iskemi ile karsilagilacaktir.
Mikrosirkilasyonu etkileyen hipotansiyon, sepsis, sigara kullanimi,
hiperkoagulabiliteye egilim gibi sistemik faktorler, pedikiilde katlanma,
hematom, asir gerginlik gibi flebe basi yapan lokal sebepler flep kaybina
neden olabilir(11,29-31).



2.2. iskemi-Reperfiizyon Hasari

Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, ilk olarak hicrelerin aerobik
solunum metabolizmasi etkilenir. Aerobik solunumun durmasi hucrenin temel
yakiti olan adenozin trifosfat (ATP) yapimini belirgin olarak azaltir. ATP’nin
azalmasi agagida sayilan hucre igindeki birgok sistemi etkiler:

1. ATP miktarinda azalma anaerobik metabolizmanin devreye girmesine
neden olur. Bunun sonucunda laktik asit, inorganik fosfat birikir. Bu da hiicre
ici pH'nin dusmesine yol agar(32). Bu anaerobik metabolizma siurecinde ATP
hipoksantine kadar yikilir. Hipoksantin stuperoksit anyonu Uretiminde substrat
olmasi nedeni ile 6nem tasir(11).

2. ATP’nin azalmasi membranda bulunan ATP bagimli pompalarin
calismasini engeller. Bu durumda potasyum (K") hiicre disina cikarken,
sodyum (Na'™) ve Kkalsiyum (Ca®™) hiicre icinde birikir. Yani bir iyon

++

dengesizligi olusur. Na"’un htcre iginde artigi su artisina sebep olur ve akut
hicresel sisme meydana gelir. Bu sisme, inorganik fosfat, laktik asit gibi
metabolitlerin birikimi ile artan ozmotik yuke bagh olarak daha da artar. Huicre
icinde Ca™ artiginin tek nedeni hiicre digindan Ca™" girisi degildir. Ayrica
hiicre ici stoklardaki (mitokondri ve endoplazmik retikulum) Ca™ da serbest
kalir. Artan sitoplazmik Ca*" 4 enzim grubunu aktive eder. Bu enzimler;
ATPazlar, endonukleazlar, fosfolipazlar ve proteazlardir. ATPazlar, ATP
kaybini  hizlandirirlar. Endonukleazlar genetik materyali parcalarlar.
Fosfolipazlar membran fosfolipidlerini yikarak membran hasarina yol
agmalarinin yani sira arasidonik asit metabolizmasini baglatirlar. Arasidonik
asit metabolitlerinden i/R hasarinda rol oynamalari nedeni ile ileride daha
ayrintih olarak bahsedilecektir. Proteazlar membran ve hucre iskeletinde
bulunan proteinleri parcalarlar(32). Bu Ca™" ile aktive olan proteazlardan bir
tanesi ksantin dehidrogeaz enzimini ksantin oksidaza cevirmektedir. Ksantin
oksidaz enzimi serbest radikal olusumunu baslattigi icin dnemlidir(11).

iskemi evresinde serbest oksijen radikali olusumu igin gerekli olan

substrat yani hipoksantin ve enzim yani ksantin oksidaz saglanmis olur.



Hasarin geri donusumsuz hale gelme suresi, iskeminin siddetine ve hucre
tipine baglidir. Bu sure beyin hucreleri i¢in birkag dakika iken, kas hucreleri
icin 4-6 saat, deri hucreleri icin ise 6-12 saattir(4-7,11,33). Bu sureler
aslldiktan sonra ortama tekrar kan akimi gelse dahi paradoksal olarak doku
hasar1 hizlanacaktir. Bu reperfuzyon hasari olarak adlandirilir(33-37).

Reperfuzyon ile ortama gelen oksijen iskemi doneminde olugsan
hipoksantin ve ksantin oksidazla reaksiyona girerek yan drin olarak
superoksit anyonunu olusturur (Sekil 1). Bdylece hlicre hasarinda etkin rol

oynayan serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikar(11).

_ ATIP
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EM Ade;ozin Ca**|Proteaz
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Sekil 1: SUperoksit serbest radikalinin olusumu

2.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron iceren atom
veya molekillerdir. Bu ortaklanmamis elektron s6z konusu kimyasal turln
reaktivitesini olaganustu arttirir. Bu nedenle serbest radikallerin dmurleri ¢ok
kisadir, ancak aktif yapilari nedeni ile tim hucre bilesenleri ile etkilesebilirler.

Biyolojik sistemlerdeki en ©6nemli serbest radikaller oksijenden
olusur(35,38). Onemli reaktif oksijen tiirleri asagida siralanmistir:

1. Superoksit radikali (O,7): Tum aerobik hiicrelerde oksijen molekulintn

bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Reaktivitesi duguk



olan superoksit radikalinin asil onemi hidrojen peroksit kaynagi
olmasidir(35,39).

2. Hidrojen peroksit (H,0>): Yapisinda ortaklanmamis elektron icermedigi
icin radikal 6zelligi tasimaz. Reaktif tir olarak bilinmesinin nedeni demir
(Fe™) veya diger gecis metallerinin varliginda hidroksil radikaline
donugmesidir. Superoksit radikalinden farkli olarak biyolojik zarlari kolayca
gecebilme 6zelligine sahiptir(40).

3. Hidroksil radikali (OH'): Reaktif oksijen turleri icerisinde bilinen en guclu
ve en reaktif olandir. Yari dmru ¢ok kisadir ve bu nedenle olustugu yerde
veya hemen yakininda etkisini gosterir(35,38,39).

Ayrica gecis metallerinin, 6zellikle de demir ve bakir iyonlarinin serbest
radikal reaksiyonlarini hizlandiran katalizor etkisi gordukleri saptanmigtir(41-
43).

2.2.1.1. Serbest Radikal Kaynaklari

Reaktif oksijen Urunleri aerobik canlilarda surekli ancak, az miktarlarda
uretilirler. Toksik etkilerden biyolojik ihtiyacin Uzerinde Uretilen radikaller
sorumludur(38,39). Asagida serbest radikallerin baglca kaynaklar
siralanmigtir:

1. Fizyolojik oksidasyon-reduksiyon reaksiyonlari: Bu reaksiyonlar iginde
en blyuk serbest radikal kaynagi elektron transport zinciridir(35,38). Normal
aerobik metabolizma sirasinda %2'den daha az elektronun molekuler
oksijene sizmasi ile superoksit radikali olusur. Normal sartlarda olugsan bu
superoksit radikali stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile nétralize edilir. SOD
superoksitin spesifik yakalayicisi olan antioksidan bir enzimdir(44).

2. Polimorfonukleer l6kositler: Aktive notrofiller bakterisidal gorevleri
nedeni ile serbest radikal Uretirler. NADPH oksidaz aktivitesi ile stperoksit
radikali, myeloperoksidaz aktivitesi ile hidrojen peroksit ve hipoklorik asit
(HOCI'), Fenton reaksiyonu ile de hidroksil radikali olustururlar. Radikaller
yalnizca membran ile bakteri arasinda olusmasina ragmen, bir miktar Grin
kagisi olabilir(32,45).

3. Radyant enerji (ultraviyole, X 1sini) absorbsiyonu: Iyonize radyasyonun

suyu hidroksil ve hidrojen (H’) radikallerine cevirmesi buna 6rnektir(32).



4. Ekzojen kimyasal maddelerin detoksifikasyonu: Ornegin kuru
temizlemede kullanilan  karbontetrakortrin (CCl,;)  detoksifikasyonu
esnasinda triklorometil (CCl3) ve peroksil (CCl;02) serbest radikalleri
olusur(32).

5. Arasidonik asit metabolizmasi: Membran fosfolipidlerinden fosfolipazlar
yoluyla agiga cikan arasidonik asit lipooksijenaz ve siklooksijenaz olmak
Uzere 2 ana yol ile metabolize olur. Lipooksijenaz yolunda l6kotrienler
olusurken, siklooksijenaz yolunda prostoglandinler ve tromboksan A;
olusur(11). Membran fosfolipidlerinin metabolizmasi esnasinda olugan
drtnlerin respiratuar patlamayi aktive ederek serbest radikal olusumunu
tetikledigi gosterilmistir(46).

6. Ksantin oksidaz yolu: Daha dénce anlatildigi Uzere iskemi sirasinda
ksantin dehidrogenaz'dan olusan ksantin oksidaz reperfuzyon ile gelen
oksijen sayesinde hipoksantini ksantine g¢evirirken yan urtin olarak stiperoksit
radikali Gretir.

iskeminin yol actigi bu dénlsim farkli organlarda farkli hizlarda
gerceklesir. Barsak ve karacigerde donusum ¢ok kisa sureli iskemilerde bile
gorulurken, iskelet kasi ve deride daha uzun sureler gerektirir. Bu durum
farkl organlarin i/R hasarina yanitlarinin farkli olmasinin diger bir nedeni
olabilir(47).

Ksantin oksidaz enziminin kapiller endotel hicrelerinde ayni dokudaki
diger hicrelere gore 100 kat fazla bulundugu gosterilmistir(48). Reperfiizyon
ile gelen oksijenle ilk kargilasan da yine endotel hucreleridir. Bu nedenle
endotel hicrelerinin  serbest radikal Uretiminin ana merkezi olmalari
muhtemeldir(49).

2.2.1.2. Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikallerin etkilerini hicre igi ve hicre digi etkiler seklinde ikiye

ayirabiliriz.



2.2.1.2.1. Hiicre igi Etkileri

Serbest radikaller membran lipidleri, proteinler, nukleik asitler ve
karbonhidratlar ile reaksiyona girerek hicrede ciddi hasarlara yol
acarlar(35,50). Bu etkiler serbest radikallerin direkt sitotoksik etkileridir(11).

2.2.1.2.1.1. Lipidler Uzerine Etkileri

Membran lipidleri serbest radikal etkilerine karsi en hassas
biyomolekillerdir. Doymamis yag asitlerinin  oksidatif yikimi lipid
peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonunun uyariimasinda asil
etkili radikalin hidroksil radikali oldugu bilinmektedir(50,51).

Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu
seklinde ilerler. Yag adisi (LH) ile birlesen radikal bir dizi tepkimeyi
baglatmaktadir(52). Serbest radikal membran yapisinda bulunan yag
asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron igeren hidrojen atomunu
cikarir ve bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali (L") niteligi
kazanir. Lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Lipid radikalinin molekuler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikali
(LOO) olusgur. Lipid peroksit radikali membran yapisindaki diger poliansature
yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken
kendisi de agiga cikan hidrojen atomunu alarak lipid hidroperoksite (LOOH)
donusur. Boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder(50). Sekil

2’'de reaksiyon dizileri 6zetlenmisgtir.

LH
L' + O2
LOO: + LH

Sekil 2: Lipid peroksidasyonu

LOO-
LOOH + L




Lipid hidroperoksitleri yikildigi zaman aldehitler olugsur. Bu aldehitlerin
basinda gelen malondialdenhit lipid peroksidasyonunun degerlendiriimesinde
sik¢a kullaniimaktadir. Serbest radikal indikatéri olarak kabul edilir(50-51).

Lipid peroksidasyonu plazma ve organel membranlarinin bozulmasina
neden olur. Bu olay hicre yapisi ve fonksiyonlarni dramatik bir sekilde
etkiler(53).

2.2.1.2.1.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi lipidleden daha az hassastirlar.
Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi aminoasit
kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve kukurt iceren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler
serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda sulfur
radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusur. Ayrica prolin ve lizin
aminoasitleri de radikallere maruz kalinca hidroksilasyona ugrayabilir.

Proteinlerin serbest radikaller ile hasarlanmasi sonucunda, proteinlerin
gorev aldigi sinyal transduksiyon mekanizmalari, transport sistemleri ve

enzimleri igeren gesitli hlcresel fonksiyonlar da zarar gorecektir(35,50,54).

2.2.1.2.1.3. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri
Serbest radikaller DNA’da mutasyonlara sebep olurlar. Bu da hicre 6lumu

ya da kanser gelisimi ile sonuglanir(55,56).

2.2.1.2.1.4. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri
Serbest radikaller monosakkaritlerin oksidasyonu ile hidrojen peroksit,

peroksit ve okzoaldehitleri olugtururlar(35).

2.2.1.2.2. Hucre Digi Etkileri

Serbest radikallerin hucre digi etkileri noétrofiller Gzerinden gergeklesir.
Radikallerin hicre iginde gerceklestirdikleri direkt sitotoksik etkileri diginda
kemotaktik etki ile ortama notrofilleri cagirarak indirekt etkileri de so6z
konusudur(11).
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Superoksit radikali notrofiller tzerinde yuksek kemotaktik etkiye
sahiptir(57). /R hasarinda nétrofiller igin kemotaktik etki gdsteren diger
ajanlarin basinda kompleman 5a (C5a), arasidonik asit metabolitlerinden
|6kotrien B4 (LTB,), interlokin 8 (IL-8) ve trombosit aktive edici faktor (PAF)
gelir(58).

Kemotaktik etki ile aktive olan nétrofiller endotelle iletisime geger. Notrofil
endotel etkilesimi i[/R'da damar ve doku hasarinda pivot rol oynar(59).
intravital mikroskobi ile mikro dolagimin gézlenmesi sonucunda olaylar dizisi
aydinlatiimistir(60-62).

Notrofiller inflamasyon bdlgesinde laminer akimi terk edip, damar
periferine dogru go6¢ ederler. Bu olay marjinasyon olarak adlandirilir.
Ardindan nétrofiller venullerdeki endotelial ylzeyde gecici olarak yapisarak
yuvarlanirlar. Bu olay yuvarlanma (rolling) olarak bilinir. Yuvarlanma olayinda
anahtar-kilit iliskisi gosteren adezyon molekulleri gorev almaktadir. Bu
adezyon molekillerinden nétrofil ylizeyinde bulunanlar L-selektin, endotel
yluzeyinde bulunanlar ise E ve P-selektindir. Bu selektinler bazi sekerleri
baglayarak gegici ve gevsek adezyonu saglarlar(11,58). Yuvarlanma olayinin
dizenlenmesinde bazi maddeler gorev almaktadir. Basta serbest oksijen
radikalleri olmak Uzere erken inflamasyon doneminde salinan trombin ve
histamin P-selektin ekspresyonunu arttirirken, IL-1 ve timor nekrotizan
faktor-a (TNF-a) L-selektin ve E-selektin ekspresyonunu arttirarak
yuvarlanma olayini induklemektedir(63-65). Serbest oksijen radikallerinin
notrofil yuvarlanmasini tetikledigi deneysel calismalarda gosterilmistir66,67.

Bu gevsek baglanmanin ardindan noétrofiller endotel ylzeyine sikica
badlanirlar. Bu durum adezyon olarak adlandirilir. Adezyondandan notrofil
ylzeyinde bulunan integrinler (CD11/CD 18) ve endotel ylizeyinde bulunan
ve ligand gorevi goren interselliler adezyon molekilu-1 (ICAM-1) ve vaskiler
adezyon molekuli (VCAM-1) sorumludur. Trombosit aktive edici faktér (PAF),
C5, ve IL-8in adezyonu baglatici etkisi vardir(11).

Notrofiller siki  baglanmayi takiben endotel hucreleri arasindaki
baglantilardan gecerler. Bu diapedez olarak adlandirilir. Ardindan cgevre

dokulara goc ederler ki buda emigrasyon olarak bilinmektedir(58).
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Notrofillerin endotele sikica yapigsmalari sonucunda urettikleri serbest
radikaller, proteazlar ve diger toksik urunler araciligi ile endotele zarar
verirler(68). Boylece mikrovaskuler dolagim butlinligu bozulur, 6dem artar,
hemoraji ve tromboz gelisir(11). Ayrica nétrofillerin damar duvarina yapisip
damar iginde birikmeleri mikro dolagimda okluzyonlara neden olur. Bu
kapiller tikaglar reperfizyonla gelen kan akimini keser. Bu durum “no-reflow”
fenomeni olarak adlandirilir. Sonug olarak nétrofiller doku hasarinda aktif rol

oynarlar(69). Sekil 3'de nétrofillerin I/R hasarindaki rolleri zetlenmistir.

== xYe T {0 O

4 LY,

@ Juvaclenma  Acleayen 3,4_,,&, h’tz‘:\
(@ &) ?W o

(=)
D

Nétrofillerin I/R hasarinda énemli rol oynadiklari nétrofil sayisini azaltan,

Sekil 3: i/R’'da nétrofillerin rolii

adezyonunu veya fonksiyonlarini bozan ajanlarla yapilan ¢alismalarda doku

hasarinin 6nemli élglide azaldigi gosterilerek kanitlanmistir(10,70,71).

2.2.1.3. Antioksidan Savunma Sisitemleri

Organizmada fizyolojik ya da patolojik yollarla surekli serbest radikal
olugmaktadir. Bu serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasari dnlemek igin birgok savunma mekanizmasi geligtiriimigtir. Bu
mekanizmalar antioksidan savunma sistemleri olarak bilinir(72).

Antioksidanlar endojen ya da ekzojen kaynakli olabilirler(41-43).
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2.2.1.3.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar enzim ve enzim olmayanlar seklinde ikiye ayrilir:

1. Enzim olan endojen antioksidanlar:

a- Superoksit dismutaz (SOD): Superoksit radikalinin hidrojen peroksit ve
molekuler oksijene donusumunu katalizler(32).

I/R hasarina ugrayan fleplerde enzimin seviyesinin, kullanimina bagli
olarak dustugu gosterilmistir(73).

b- Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Hidrojen peroksit ve organik
hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Membani peroksidasyona
karsi korur(35,45).

c- Glutatyon rediktaz: Hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan
okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)
donugumunu katalize ederler(32).

d- Glutatyon S-transferaz (GST): Lipid peroksitlerinin indirgenmesinden
sorumludur(41-43).

e- Katalaz (CAT): Hidrojen peroksiti suya ve oksijene parcalar(41-43).

f- Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Solunum zincirinin son enzimidir ve
superoksiti detoksifiye eder(41-43).

Sekil 4'de enzim olan antioksidanlarin reaksiyonlari gorilmektedir.

20, —S00 —H;0, N7 oH

NADP*
2H+ 02 GMtatvon
rediktaz

Katalaz ff+H;0; NADPH*

2H,0+0, 2H,0

Sekil 4: Enzim olan endojen antioksidanlarin reaksiyonlari
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2. Enzim olmayan endojen antioksidanlar:
Melatonin, seruloplazmin, transferin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin,

bilurubin, glutatyon, sistein, metiyonin, Urat, laktoferrin ve albumindir(41-43).

2.2.1.3.2. Ekzojen Antioksidanlar

E vitamini, C vitamini, karotenoidler, folik asit, flavonoidler ve gesitli ilaglar
ekzojen antioksidanlardir. Antioksidan ilaglara 6rnek olarak allopurinol
(ksantin  oksidaz inhibitéraddr.), rekombinant sUperoksit dismutaz,
deferoksamin (demir selatoradur, serbest radikal supuricu etkisi vardir.)
verilebilir(41-43,74).

2.2.2. IR Hasarinda Etkili Olan Diger Faktorler

2.2.2.1. Nitrik Oksit (NO)

Endotel kokenli gevsetici faktor olarak da bilinen NO c¢esitli hlcreler
tarafindan Uretilen, ¢ok sayida fonksiyona sahip olan serbest radikal bir
gazdir. L-arjinin ve oksijenden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile sentezlenir.
Yari omru saniyelerle dOl¢ilen labil bir gazdir(58). Bu nedenle calismalarda
NO prekursorleri (L-arjinin gibi) kullanilir. Ayrica nitirk oksit sentazin
kompetitif inhibitorleri de tanimlanmistir. Bunlar iginde siklikla kullanilan N-
nitro-L-arjinin metil esterdir (L-NAME) (11).

NOS enziminin 3 farkli izoformu mevcuttur. Tip | néronal NOS’tur. Bu
enzimin aktivitesi intraselluler kalsiyum artisina baghdir. Tip Il induklenebilir
NOS'tur. Pek ¢ok hicrede bulunmasinin yani sira inflamasyonda endotel,
diz kas hucreleri ve makrofajda bulunmasi énem tasir. Bu enzim IL-1, TNF-
a, IFN-y (interferon gama), gram negatif bakterilerin duvarinda bulunan
lipopolisakkarit (LPS) tarafindan olusturulan mediatorler ve gesitli inflamatuar
sitokinler tarafindan uyariimaktadir. Tip [l endotelyal NOS'tur. Aktivitesi
intraselliiler  kalsiyum artisina  baghdir(58). inflamatuar  uyarilarla
indUklenebilir NOS duzeylerinin arttgi ve asin NO Uretiminden sorumlu
oldugu saptanmistir(75).
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NOQO’in koruyucu etkisinin yani sira fazla uretildigi takdirde zararli etkileri de
mevcuttur. Temel etkisi vaskiiler tonusun diizenlenmesi (zerinedir. Onemli
bir vazodilatatérdir. NO, guanil siklazi aktive eder. Guanil siklaz da siklik
guanosin monofosfati arttirarak (cGMP) damar duz kaslarinda gevsemeye
yani vazodilatasyona sebep olur. Antimikrobiyal etkisi vardir. Trombosit
agregasyonunu baskilar(58). Ayrica noétrofil adezyon molekulleri olan ICAM-
1, E-selektin ve P-selektin ekspresyonunu azaltarak nétrofil adezyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir(76-77).

Cesitli flep I/R hasari galismalarinda NO prekirsér ya da donérleri
kullanildiginda notrofil sayisinin azaldigi ve NO’in hasara kargi koruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir. Bu etki NO kompetitif inhibitorleri kullanildiginda
tersine dénmektedir(78,79). NO’in bu koruyucu etkisinin nétrofil adezyonunu
inhibe etmesinden kaynaklandigi dusunulmektedir(80,81).

NO superoksit radikali ile reaksiyona girmesi sonucu peroksinitrit (ONOQO")
olusur. Boylece NO’in koruyucu etkileri ortadan kalkar ve toksik etkileri ortaya
cikar. Peroksinitrit direkt proteinleri hasara ugratabilir. Ayrica hidroksil radikali
(OH), azot dioksit (NO,), nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik wriinlere
donugebilir(39).

2.2.2.2. Arasidonik Asit Metabolitleri

Daha o6nce bahsedildigi Uzere iskemide fosfolipazlarin aktive olmasi ile
membran fosfolipidlerinden arasidonik asit olugur. Arasidonik asit de
lipooksijenaz ve siklooksijenaz olmak Uzere iki yolla metabolize edilir(58).

Lipooksijenaz yolunun énemli Grinda LTB,'dur. LTB4 gucli kemoatraktan
maddedir, noétrofil degranllasyonuna sebep olur. Ayrica serbest radikal
olusumunu indukler(11).

Siklooksijenaz yolunun 6nemli drUnleri ise tromboksan A, ve
prostosiklindir. Tromboksan A, gucli bir vazokonstriktordir ve tombosit
agregasyonunu indukler. Buna karsilik prostosiklin tam tersi etkilere sahiptir.

Guclu vazodilatatordir ve trombosit agregasyonunu inhibe eder(11).
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Deneysel calismalarda prostosiklin ve prostosiklin analogu olan
lloprost’'un flep yasayabilirligini arttirdigi kanitlanmistir(82,83). Buna karsilik

ayni etki tromboksan sentetaz inhibitorleri kullanilarak da elde edilmistir(84).

2.2.2.3. Mast Hucreleri

Mast hiicrelerinin i/R hasarinda degraniile olduklari gésterilmistir(85,86).
Mast hucreleri degrantle olduklari zaman ortama basta histamin olmak Uzere
proteazlar ve notrofil icin kemotaktik ajanlar salinir(87). Bu da doku hasarina
neden olur. Nitekim, sican epigastrik ada flebinde yapilan i/R hasarinda H;
ve H, reseptdr blokerleri olan difenhidramin ve simetidin’in koruyucu etkileri

oldugu gdsterilmistir(88).

2.2.2.4. Apoptozis

Apoptozis programlanmis hicre 6lumunu tanimlar. Doku homeostazi, yani
hicre yapim ve yikiminin bir dizen iginde olusu proliferasyon/apoptozis
dengesinin saglikli bir sekilde surdurilmesine baghdir. Bu dengenin
bozulmasi birgok onemli hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir(89).

Apoptozis fizyolojik ya da patolojik olarak ortaya ¢ikabilir(32).
Embriyogenezde parmaklar arasindaki perdelerin ortadan kaldiriimasi,
menstriel siklusta endometrium hucrelerinin dokilmesi ve hasarli DNA‘ya
sahip hicrelerin éldurtlmesi apoptozis drnekleridir(32,90).

Genellikle tek hucre ya da hucre gruplarini kapsar. Apoptozla hucre 6lumu
klasik nekrozdan farkli olarak enflamasyon olmaksizin gerceklestirilir.
Apoptozda meydana gelen morfolojik degisikliklerin baginda nUkleer
kromatinin yogunlagsmasi gelir. Kromatin nukleer membranin periferinde iyi
sinirli kitleler halinde gorulur. Sonunda da karyoreksize ugrar. Hucre hizla
bazulir. Ardindan sitoplazma ve organellerin memban ile sarimis
keselerinden olusan apoptotik cisimler olusur. Bu apoptotik cisimler
makrofajlarca fagosite edilerek yok edilir(32).

Apoptozun diizenlenmesinde bazi genler gorev alir. Ornegin bcl-2 anti-
apoptotik gen, bax ise apoptotik gendir(91).
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Apoptozisi tetikleyen nedenlerden biri de iskemi-reperfizyondur. Serbest
radikallerin apoptozda kilit rol oynayan kaspaz adi verilen enzimleri aktive
ettigi gdsterilmistir(92). Ancak /R hasarinda hiicre dlimiinde nekrozun mu
yoksa apoptozisin mi etkin oldugu halen tartismalidir(3). /R hasarini
Onlemede apoptozisi hedef olarak segcen c¢alismalar mevcuttur. Sicanda
koroner arter okluzyonunu takiben kaspaz inhibitoru kullanilan deneysel bir
calismada, I/R hasarinin kaspaz inhibitéri ile azaldigi gésterilmistir(93). Anti-
apoptotik gen olarak bilinen Bcl-2’'nin hem iskemik hasari hem de oksidatif
hiicre hasarini énledigi gosteriimisti. Bu nedenle Bcl-2’nin i/R hasarini
onlemede kullanilabilirligi dUgunulmektedir(92,94,95).

Sumer ve arkadaslarinin siganda fasyokutan fleplerde kaspaz inhibitori
kullarak yaptiklari ¢calismada kaspaz inhibitdérintn kritik iskemi suresini
anlamli Olgude arttirdigr saptanmistir. Bu sonuca dayanilarak apoptozisin
yumusak doku fleplerinde I/R hasarinda énemli rol oynadigi bildirilmistir(96).

Ancak i/R hasarinda hiicre éliimiinde etkin olan mekanizmanin apoptozis
olmadidi, nekroz oldugunu bildiren c¢alismalar da mevcuttur. Gujral ve
arkadaglari sican karacigerinde i/R hasarinda etkin olan hiicre 8lim seklini
arastirmiglardir. 60 dakika sureyle iskemi uyguladiklari siganlarda
reperflizyon sonrasi 1., 6. ve 24. saatlerde hematoksilen-eozin, TUNEL
boyamasi ve kaspaz-3 aktivitesi ile apoptotik ve nekrotik hiicre oranlarini
belirlemislerdir. Sonuc¢ olarak, hepatositlerde reperflizyon sonrasi 1. saatte
apoptotik hucre sayisinda artig gorulurken 6. ve 24. saatlerde kontrol
grubundan farkh bulunmadigi saptanmis. Kaspaz-3 aktivitesinin ise tim
gruplarda anlamli bir yikselme gdstermedigi belirlenmis. Buna karsilik
nekrotik hepatosit oranlari giderek ylkselmis. 24 saatin sonunda &len
hiicrelerin % 99'unun nekrotik, yalnizca %1’inin apoptotik oldugu saptanmis.
Bu sonuglara dayanarak hepatik /R hasarinda apoptozisin dnemini
vurgulayan pek c¢ok vyayina karsilik (97-100) temel hicre 6lim
mekanizmasinin nekroz oldugu bildiriimig(101). Ayrica apoptozisi /R
hasarinda hucre oliuminde etkin mekanizma olarak kabul eden yayinlarin
bazi eksik noktalarina deginilmistir. Bu ¢alismalarda apoptotik hucre varhgini

saptamak igin kullanilan TUNEL y6nteminin apoptozise spesifik olmadigi
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nekrotik hucrelerin de TUNEL ile boyandigi gosterilmis. Bu nedenle apoptotik
hidcre oranini saptarken mutlak hiicre morfolojisininin de dikkate alinmasi
gerektigi sOylenmis. Ayrica pankaspaz inhibitdrlerinin ve bcl-2'nin nekroz
mekanizmalarini da inhibe ettigi sdylenerek bu c¢alismalardaki alinan olumlu
sonuglarin  yalniz apoptozisin 0Onlenmesine baglanmamasi gerektigi
bildirilmig(101,102).

2.3. Resveratrol

Resveratrol polifenolik bir fitoaleksindir. Fitoaleksinler bitkiler tarafindan
dis stres ya da patojenik mikroorganizmalara maruziyet durumunda, korunma
amagcli Uretilen kimyasal maddelerdir (17).

Resveratrol Japonya’da “kojoto” adi verilen ve yillardir kullanilan
geleneksel bir ilacin iginde bulunmaktaydi. Ancak resveratrol olarak kesfi
1976 yiinda Langcake ve Pryce’in arastirmalarina dayanir. Langcake ve
Pryce tarafindan vitis vinifera (asma) bitkisinden izole edilmigtir. Bu
arastirmacilar vitis vinifera bitkisinin travma, ultraviyole 1sik ya da mantar
saldinsina  maruz kalmasi durumunda resveratroli sentezlediklerini
bulmuslardir. 1992 yilinda ise Siemann ve Creasy adli arastirmacilar
resveratrolin kirmizi sarap iginde bulundugunu kesfetmis ve Fransiz
paradoksundan sorumlugu oldugunu sdyleyerek dikkatleri resveratrol tizerine
cekmislerdir(17). Fransiz paradoksu Fransa’da yagli diyet ve sigara
tuketiminin fazla olmasina karsilik koroner kalp hastaligi insidansinin duguk
olmasidir. Bu paradoksun sebebinin Fransa’da yuksek kirmizi sarap
tuketimine bagh oldugu anlasiimistir(12,17,103).

Resveratrol yer fistigindan , ladin agacina, antep fistigina kadar pek cok
bitkide bulunmaktadir. En yogun olarak bulundugu yer Gzim kabugudur (50-
100 pg/gr). Kirmizi saraptaki resveratrol miktari 0.1-15 mg/It'dir. Beyaz sarap
yapiminda Uzum kabuklari kullaniimadigi igin resveratrol miktari kirmizi
sarabin %1-5’i kadardir(17,104,105,106). Bitkilerde resveratrol sentezinin
stres, enfeksiyon ve ultraviyole radyasyona maruziyet gibi durumlarda arttigi

gOsterilmistir(104).
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3,4’,5 trihidroksistilben adi ile de bilinen resveratroliin cis ve trans izomerik
formlari bulunur. Ancak UzUmde vyalniz trans izomeri bulundugu igin

calismalarda da daha ¢ok bu izomer kullaniimaktadir(17).

OH

HO
OH

Resveratrol

Sekil 5: Trans-resveratrolin kimyasal yapisi

Resveratroliin metabolizmasi oldukga hizlidir. insana oral yoldan
verildiginde hizla emilir. 0.83 ila 1.5 saatte plazma pik konsantrasyonuna
ulasir ve 4 saat icinde % 77’si idrarla atilmis olur. idrarda tespit edilen
metabolitleri monosulfat, disdlfat, monoglukuronid, ve  glukuronid-
sulfattir(107).

2.3.1. Resveratroltn Biyolojik Aktivitesi

Resveratroliin temel biyolojik aktiviteleri 7 ana bagslk altinda toplanabilir:
1. Antioksidan etki

. Antiinflamatuar etki

. Antiagregan etki

. Vazorelaksan etki

. Anjiogenez Uzerine etki

. Apoptozis Uzerine etki

. Anti-kanser etki

o N o 0o~ WODN

. Ostrojen benzeri etki
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2.3.1.1. Antioksidan Etki

Resveratrolin antioksidan etkisi; serbest radikal stpurtcu etkisi, katalitik
metal iyonlarla selasyon yapma Kkapasitesi, antioksidan seviyelerini
yukseltme 6zelligi ve indiklenebilir NOS aktivitesini baskilayabilmesine
baghdir(17-19,110).

Dusuk dansiteli lipoprotein peroksidasyonunun demir ve bakir iyonlari ile
arttig1 bilinmektedir(108). Resveratroliin katalitik metal iyonlari ile selasyon
yapma Ozelligi vardir(17,18). Bodylece resveratrol dusuk dansiteli
lipoproteinlerin peroksidasyonunu azaltir. Ayrica resveratrol serbest radikal
supuruct etkiye sahiptir. Resveratrol bu sayede membranlan lipid
peroksidasyonundan korur. Resveratrolin bu lipid peroksidasyonunu
engelleyici etkisinin flavonoidlerden (epicatecin, catechin, quercetin) daha
yuksek oldugu gosterilmigtir(17).

Serbest radikallerin DNA hasari yaptigi bilinmektedir. Bir calismada
resveratrolin hidroksil radikali sUpurlcu etkisi ile DNA kirilmalarini azalttigi
gOsterilmistir(18). Bu ¢alismalara karsilik resveratrolin lipid peroksidasyonu
azalttigr ancak hidroksil radikal supurucu etkisinin anlamli olmadigini bildiren
calisma da mevcuttur(109).

Resveratrolin bu temel etkilerinin yani sira antioksidanlarin seviyelerini
arttirdigini gésteren yayinlar da mevcuttur. Glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediktaz, glutatyon S-transferaz enzimlerinin ve glutatyon seviyelerinin
resveratrol ile arttigr gosterilmigtir(19).

Resveratrolin LPS ile ortaya cikarilan induklenebilir NOS aktivitesini
belirgin olarak baskilayabildigi gosterilmigtir. Boylece asiri NO Uretimi ve

buna bagli peroksinitrit olusumu engellenmektedir(110).

2.3.1.2. Antiiinflamatuar etki

Resveratrolin antiinflamatuvar etkisi, siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzimini inhibe etmesi, bazi inflamatuar sitokinleri baskilamasi, endotelial
adezyon molekillerinin ekspresyonunu azaltmasi ve NFKB (nukleer faktor
kappa B) inhibisyonu yapmasina baglanmistir(111-115,117).

20



Resveratrolin aragidonik asit salinimini engelledigi, siklooksijenaz-1
enzimini inhibe ettigi ve ayrica siklooksijenaz-2 (COX-2) enzim
induksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bdylece arasidonik asit
metabolizmasinda ortaya ¢ikan inflamatuar ajanlarin ve serbest radikallerin
olusumu resveratrol tarafindan engellenmektedir(111,112). Resveratrolin
sikolooksijenaz yolu Uzerine olan bu bilinen etkisinin yaninda lipooksijenaz
yolunu da inhibe ettigi, bdylece bu yolda olusan yuksek kemotaktik aktiviteye
sahip ajanlarin  ve serbest radikallerin olusumunu da Onledigi
saptanmigtir(113).

Resveratrol TNF-q, interlokin 1B ve interbkin 6 gibi inflamasyonda etkili
olan sitokinleri baskilamaktadir(114).

Resveratrolin nétrofil adezyonunda 6nemli olan ICAM-1 ve VCAM-1
adezyon molekullerini inhibe ettigi gosterilmigtir(115).

Birgok bilegigin, pro-inflamatuar, karsinojenik ve blyume moduile edici
etkileri bir transkripsiyon faktéri olan niukleer faktor kappa B (Nk B)
araciliiyla gerceklesmektedir(116). Nk B pek cok inflamatuar sitokinin
transkripsiyonunu module eder bu nedenle inflamatuar surecte kilit roll
vardir. Resveratrolin NFkB aktivasyonunu inhibe ettigi ve bodylece
antiinflamatuar etki gosterdigini saptayan ¢alisma mevcuttur(117.)

2.3.1.3. Antiagregan Etki

Daha o6nce anlatildigi Uzere arasidonik asit metabolizmasinda olusan
tromboksan A, ve prostosiklin trombositler Gzerinde zit etkilere sahiptir.
Tomboksan A, trombosit agregasyonunu tetiklerken, prostosiklin inhibe
eder(11). Trombin ve ADP ile uyarimis insan trombositlerinin
agregasyonunun resveratrol ile doz bagmli olarak inhibe oldugu
gOsterilmigtir. Bu antiagregan etkiden resveratrolin tromboksan B,
(tromboksan Aj'nin stabil metaboliti) sentezini inhibe etmesi sorumlu
tutulmustur(118).
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2.3.1.4. Vazorelaksan Etki

Resveratrolin vazorelaksan etkisini hem NO bagimh hem de NO
bagimsiz olmak Uzere iki yolla gergeklestirdigi saptanmigstir(119).

insan umblikal ven endotel hiicrelerinin kirmizi sarabin alkolik olmayan
ekstreleri ile 20 saat inkube edilmesi sonucu NO saliniminin 3 kat arttigi
belirlenmistir(15). Bir c¢alismada endoteli saglam sican aortasinda
resveratroliin noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarini geri ¢evirdigi
saptanmigtir. Resveratroliin bu gevsetici etkisinin NOS inhibitérl ile bloke
oldugu tespit edilmistir(119).

Resveratrolin NO bagimsiz etkileri hangi yolla gerceklestirdigi net
degildir. cAMP ve cGMP yikimini inhibe etmesi, guanil siklazi aktive etmesi,
diz kas hicre membrani ile direkt ya da iyon kanallari yoluyla etkilesmesi
One surulen mekanizmalardir. Resveratrolin endotel bagimsiz olarak da
gevsemeye neden olabilecegi endoteli ¢ikariimig sican aortasinda yapilan
calismalarda gdsterilmistir. Endoteli olmayan bu damarlarda da noradrenalin
ile elde edilen kasilma yanitinin resveratrol ile geri gevrildigi saptanmistir ve
bu etki NOden bagmsiz oldugu igin NOS inhibitbrinden
etkilenmemistir(119).

2.3.1.5. Anjiogenez Uzerine Etki

Anjiogenez; embriyonik vaskuller gelisim, yara iyilesmesi, diabetik
retinopati, tumor gelisimi gibi pek ¢ok fizyolojik ve patolojik surecte rol oynar.
Neovaskularizasyonda pek ¢ok anjiogenetik faktorin rol aldigi saptansa da
VEGF (vaskuler endotelial buyime faktoril)  bunlar icinde en etkili
olanidir(120). VEGF etkilerini endotel tzerinde bulunan VEGF reseptor tip-1
(FIt-1) ve VEGF reseptor tip-2'yi (FIk-1) kullanarak gerceklestirir(121).

Resveratrolin anjiogenez Uzerine olan etkilerini VEGF (zerinden
gerceklestirdigi gosterilmistir. VEGF notralize edici antikor uygulandiginda
resveratrol ile tetiklenen damar aginin tamamen geri dondugu
saptanmistir(122). Buna karsilik over kanser hicrelerinde(123), dil skuaméz
kanser hicrelerinde ve hepatoma hicrelerinde resveratrolin VEGF
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dizeylerini azalttigr gosterilmistir(124). Yani resveratrolin VEGF uzerinde
hem aktive edici hem inhibe edici etkisi s6z konusudur.

Resveratrolin VEGF Uzerindeki bu bifazik etkisinin doza baglh oldugu
insan endotel hicre kultirinde goésterilmistir. 1, 5 ve 10 yM dozlarinda
resveratrol VEGF ekspresyonunu arttirirken, 20 ve 50 yM dozlarinda ise
inhibe etmigtir. Ayrica resveratrol reseptor ekspresyonu Uzerinde de bifazik
etki gostermistir. Resveratrol 5 yM dozda Flk-1 ekspresyonunu arttirirken, 20
MM dozda azaltmistir. FIt-1 ekspresyonunu ise etkilenmemigstir. Resveratroliin
bu bifazik etkiyi doz bagimli olarak anjiogenez yonetiminde etkili olan
GSK3p/B-catenin/TCF yolunu module ederek gosterdigi saptanmistir(122).

2.3.1.6. Apoptozis Uzerine EtKki

Resveratrolin doz ve hucre tipine bagh olarak hem anti-apoptotik hem de
pro-apoptotik etki gosterdigi saptanmistir(125,126). Kanser hicrelerinde
resveratroliin apoptozisi tetikledigi goOsterilmistir(127-129). Delmas ve
arkadaslarinin kolon kanser hicrelerinde 10-100 uyM arasi degisen
konsantrasyonlarda resveratrol ile yaptiklari galismada, resveratrolin kaspaz
sistemini aktive ettigi ve apoptozisi tetikledigi gosterilmistir(127). Buna
karsilik resveratrolin oksidan stres ile tetiklenen apoptozisi azalttigina dair
yayinlar da mevcuttur(130). Ungvari ve arkadaslari endotel hiicre kalttru ve
damar kudltiriinde oksidatif stresle indiklenen apoptozisin resveratrol ile doz

bagimli olarak azaldigini saptamiglardir(131).

2.3.1.7. Antikanser Etki

Resveratroliin, karsinogenezin baslangig, ilerleme ve gelisme olmak
uzere 3 temel asamasini da inhibe ettigi saptanmigtir(111).

Resveratrol antikanser etkisini farkli birka¢g mekanizma ile gosteririr. Bu
mekanizmalardan biri COX-2 inhibisyonudur. Bu enzimin aktivitesi
timorogenez icin Onemlidir. Resveratrolin insan meme ve oral epitel
hiicrelerinde COX-2 transkripsiyonunu ve COX-2 aktivitesini inhibe ettigi
gOsterilmistir(132).
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Resveratrolin, ribontkleotid rediktazi inhibe ederek kansere kargi etkili
oldugu belirtimektedir. Bu enzim, DNA sentezi igin gerekli olan
deoksiribonikleotidleri saglar. Resveratrol ise bu enzimi inhibe ederek,
antiproliferatif aktivite gosterir ve boylece kanser hicresi proliferasyonunu
inhibe eder. Fare l6semi hucrelerinde resveratrolin ribonukleotid reduktazi
inhibe ettigi gosterilmistir(133).

Ayrica resveratrolun, arilhidrokarbonlari genotoksik metabolitlere
metabolize eden enzimleri (sitokrom p450) inhibe ederek(134), faz 2 ilac
metabolizmasini indukleyerek, hucre diferansiyasyonunu arttirarak ve
induklenebilir NOS’u baskilayarak antikanser  etki gosterdigi

saptanmistir(135).

2.3.1.8. Ostrojen Benzeri Etki

Trans resveratrol ve dietilstilbbesterol yapica benzerdir. Resveratrol
ostrojen reseptorine baglanmak igin oOstrojen ile yarisir. Bu nedenle
fitoostrojen olarak da bilinir. Resveratrolin kardiyoprotektif 6zelliginde bu
dstrojen benzeri etki gostermesinin de katkisi olabilecegi sdylenmistir(136).

Ancak resveratroliin bu ostrojen benzeri etkisi 6strojen sensitiv timdorlerde
tumor proliferasyonuna sebep olmustur(136). Buna karsilik yluksek dozda
resveratrollin Ostrojen sensitiv timoérde antagonist etki gosterdigini saptayan
calisma da mevcuttur(137). Resveratrolin hangi mekanizma ile bu bifazik

etkiyi gosterdigi bilinmemektedir.

2.3.2. Resveratrolun Yan Etkileri

Resveratrolin yan etkilerini arastirmak amaci ile yapilan g¢alismalarda
resveratrolin prooksidan bir ajan olarak davranabilecegi saptanmistir(138).
Bu prooksidan ézellik karaciger i/R hasari galismasinda gdsterilmistir. Bu
calismada resveratrol 0.02, 0.2, 2 ve 20 mg/kg olmak Uzere 4 farkli dozda
uygulanmistir. DisUk dozda resveratrol uygulamasinin sitoprotektif oldugu
saptanirken, 20 mg/kg dozda resveratrol enjeksiyonunun I/R uygulanan
karacigerde hasari arttirdidi ve yuksek dozda resveratrolin bir prooksidan

madde gibi davrandi§i saptanmistir. Ancak /R uygulanmayan sham
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grubunda ayni yuksek dozda resveratrolin prooksidan etki gostermedigi
gOorulmustur(139).

Juan ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢galismada siganlara 28 gun sure ile
oral yolla gunlik 20 mg/kg dozda resveratrol verilmis ve ihmli aspartat
aminotransferaz yuksekligi disinda herhangi bir yan etki gozlenmedigi
bildirilmistir(140).

Crowell ve arkadaslarinin yaptigi calismada si¢anlara 4 hafta sure ile oral
yolla gunlik 300, 1000 ve 3000 mg/kg resveratrol verilmis ve kontrol grubu ile
kiyaslanmigtir. 3000 mg/kg doz verilen grupta total vucut agirligi ve yemek
tuketiminde azalma gorulmustir. Laboratuvar testlerinde Ure, kreatinin,
alkalen fosfotaz, alanin aminotransferaz, bilirubin, albumin ve I6kosit
seviyelerinde yukselme gorilurken, hemoglobin, hematokrit ve eritrositte
dusme saptanmistir. Yapilan histopatolojik incelemede ciddi nefropati
bulgulari ve karaciger agirhginda artis saptanmigtir. 1000 mg/kg resveratrol
verilen grupta kilo almada azalma ve |6kosit seviyesinde yukselme
gOrulmustar. 300 mg/kg doz verilen grupta ise herhangi bir yan etki
saptanmamistir(141).

Boocock ve arkadaslarinin Resveratrol ile 40 gonulli Gzerinde faz 1
calismasi yapmiglardir. Bu ¢alismada 4 gruba ayirdiklari gonulltlere oral
olarak tek doz 0.5, 1, 2 ya da 5 g resveratrol verip yan etkileri
arastirmiglardir. 2 gonullide saptanan bilirubin ve alanin aminotrasferaz

yuksekligi disinda ciddi bir yan etki ile karsilasiimadigi bildirilmistir(107).
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Deney Hayvanlari

Deney, Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi
(tarih:25/12/2009 say1:2009-170) alindiktan sonra agirliklari 250-300 g
arasinda degisen 21 Wistar tur sigan Uzerinde gerceklestirildi.

3.2. Deney Gruplari
Siganlar randomize olarak 3 gruba ayrildi(Tablo 1).
Tablo 1: Deney gruplari

Gruplar Sayi | Yapilan islem + Uygulanan ilag

Grup 1 7 inferior epigastrik flep kaldirildi ve herhangi

Sham grubu bir iglem uygulanmadan flep yerine iade
edildi.

Grup 2 7 inferior epigastrik flep kaldirildi. 8 saat

I/IR grubu iskemi ve ardindan reperfuzyon uygulandi.

Grup 3 7 inferior epigastrik flep kaldirildi. iskemiden

i/R+res grubu 15 dakika 6nce 5 mg/kg dozda resveratrol
intraperitoneal yolla verildi. 8 saat iskemi
uygulandiktan sonra reperfizyondan hemen
once resveratrol dozu tekrarlandi.

3.3. Deneysel islemler

Deneysel igslemler Ege Universitesi Deneysel Cerrahi Merkezi'nde
gerceklestirildi. Hayvanlara anestezik ajan olarak 20 mg/kg xylazin ve 100
mg/kg ketamin intraperitoneal yolla verildi. Siganlar supin pozisyonda iken
ekstremiteleri zemine bant ile tespit edildi. Operasyon bdlgesi tiras edildikten
sonra povidon iyot emdirilmis steril gazli bez ile temizlendi. Deneklerin
tumunde Bayramicli tarafindan tanimlandigi Gzere inferior epigastrik flep
planlandi(142).

inferior epigastrik flep ya da diger adi ile kasik flebi ilk kez 1967’de

Strauch ve Murray tarfindan tanimlanmigtir. Flebin damar anatomisi Petry ve
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Wortham tarafindan 1984’de ortaya konulmustur. inferior epigastrik flep,
femoral arterin dal olan ylzeyel inferior epigastrik arter tarafindan beslenir.
Flebin sinirlarini yukarida kosta kavsi, agsagida inguinal ligaman, medialde
ksifoid ile pubisten gegen karin orta hatti ve lateralde aksiler cizgi belirler.
Cesitli galismalarda 2X4 cm’den 7X3.5 cm’ye kadar degisen farkli boyutlarda
flepler tanimlanmigtir. Flebin boyutlari ¢alismanin gereklerine gore
ayarlandid igin standart Olculer yoktur(142). Bu g¢alismada kullanilan sigan
agirliklari géz 6ntne alinarak, tanimlanan anatomik sinirlar igerisinde kalan

6X3 cm boyutlarinda flep hazirlanmasina karar verilmistir (Resim 1).

Resim 1: inferior epigastrik flep dizayni

Planlamaya uygun cizimler yapildiktan sonra flep derin planda kas
uzerinden kasik yag yastigi dahil edilerek kraniyalden kaudale dogru eleve
edilmeye baslandi. Kaudalde epigastrik pedikil serbestlendikten sonra
kaudal kenar kesisi uygulandi. Boylece flep yalniz ylzeyel inferior epigastrik
arter tarafindan beslenen ada flebi haline getirildi. Tum deneklerde bu flep
standardize edildi (Resim 2).
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Resim 2: inferior epigastrik arter ada flebi

Grup 1'de (sham) vyalnizca cerrahi islem gerceklestirildi, i/R
uygulanmadan flepler yerine absorbe olmayan 4/0 bir dikis materyali ile

suture edildi (Resim 3).

Resim 3: Flebin yerine iade edilmesi
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Grup 2'de (i/R) ada flebi kaldirildiktan sonra iskemi uygulamak amaci ile
pedikile mikrovaskller klemp vyerlestirildi. Siganlardaki mikrocerrahi
calismalarinda endotel hasari yapmadan kan akimini durduracak guvenli
basing miktari 10-30 gram/mm2 olarak belirlenmistir(143). Bu galismada
epigastrik arter ve vene bu 0Ozellikleri tagiyan Insto marka A3 mikrovaskuler
klemp uygulandi (Resim 4). Klembin pediklle yerlestiriimesinin ardindan
flepler yerine absorbe olmayan 4/0 bir dikis materyali iade edildi. Siganlar 8
saat iskemiye maruz birakildi. Sekiz saatin bitiminde siganlara tekrar
anestezi verildi. Yalniz flebin kaudalinde bulunan stttrler alinarak klembe
ulasildi. Klemp ¢ikarilarak reperfizyon saglandi. Klemp ¢ikarildiktan sonra
reperflzyonun gergeklestigi cerrahi lup altinda dogrulandi. Flep kaudali tekrar

4/0 absorbe olmayan bir dikis materyali ile onarildi.

Resim 4: Mikrovaskuler klemp uygulamasi
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Grup 3'de (I/R+res) inferior epigastrik flep kaldirildi. iskemiden 15 dakika
once 5 mg/kg dozda resveratrol (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA)
intraperitoneal yolla verildi. Resveratrol Uretici firmanin énerisi dogrultusunda
% 0.5'lik etil alkol icinde ¢dzllerek hazirlandi. Epigastrik arter ve vene Insto
marka A3 mikrovaskuler klemp uygulandi. Flepler yerine iade edilip 8 saat
iskemiye maruz birakildi. Sekiz saatin bitiminde siganlara tekrar anestezi
verildi. Reperfiizyondan hemen dnce 5 mg/kg resveratrol dozu intraperitoneal
yolla tekrarlandi. Yalniz flebin kaudalinde bulunan sutirler alinarak klembe
ulasildi. Klemp c¢ikarilarak reperfuzyon saglandi. Reperfliizyon cerrahi lup
kullanilarak dogrulandi. Flep kaudali tekrar 4/0 absorbe olmayan bir dikig
materyali ile onarildi.

Grup 1'de (sham) postoperatif 24. saatte, grup 2 (i/R) ve grup 3'de
(/R+res) ise reperfiizyon sonrasi 24. saatte, siganlara tekrar anestezi verildi.
Tum fleplerin ortasindan histolojik degerlendirme igin 5X5 mm boyutlarinda,
tam kalinlikta 6rnek alindi. Biyopsi yeri 4/0 absorbe olmayan bir dikis
materyali ile onarildi.

Postoperatif 7. giinde siganlara tekrar anestezi verildi. Tum flepler dijital
fotograf makinasi ile goruntulendi. Histolojik degerlendirme igin nekroz
gelismeyen fleplerin ortasindan, nekroz gelisen fleplerin ise saglam ve
nekroze alanlarini igerecek sekilde, 10X10 mm boyutlarinda, tam kalinlikta
ornek alindi.

Deney bitiminde sigcanlara, anestezi altinda yapilan servikal dislokasyon

yontemi ile 6tenazi uygulandi.

3.4. Deney Hayvanlarinin Bakimi

Siganlar 20+2 santigrat derece oda isisinda, %55+10 nem oranina sahip
ortamda, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik ritmi uygulanarak barindirildi.
Sigcanlar kafeslere tek tek yerlestirildi ve gesme suyu ve standart kemirgen
yemine istedikleri zaman ulasabilmeleri saglandi. Anestezi esnasinda
sicanlar oda havasi soludu. Operasyon bitiminde operasyon bdlgesine
povidon iyot ile pansuman yapildi. Hayvanlarda otokanibalizasyonu (6ze

donuk yamyamlik) énlemek amaci ile koruyucu yelek kullanildi. Hayvanlar
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gunde bir defa saglik parametrelerindeki degisiklikler agisindan
degerlendirildi.

3.5. Degerlendirmeler

3.5.1. Yasayan Flep Oraninin Degerlendirilmesi

Fleplerde canli ve cansiz dokularin kesin bicimde ayirt edebilmesinin 5-7
gln sonra mumkdn olacagr saptanmistir(144). Bu nedenle ¢alismamizda
fleplerde yasayan flep orani 7. gunde degerlendirildi. Tum flepler dijital
fotograf makinasi ile postoperatif 7. ginde gorintilendi. Elde edilen
fotograflarda yasayan flep oranini hesaplayabilmek icin Adobe Photoshop
CS4 programi kullanildi. ilgili fotograf Photoshop programinda acildiktan
sonra fotografta serbest ¢izim (lasso tool) fonksiyonu kullanilarak 6nce tum
flep alani segcildi. Analysis bolumundeki sekmelerden record measurements
fonksiyonu ile segcili alanin élgimu pixel degeri olarak saptandi. Ardindan
yasayan flep bolumu serbest gizim fonksiyonu ile belirlendi. Ayni basamaklar
bu alan i¢in de uygulandi ve bdylece yasayan flep alani da pixel degeri olarak
hesaplandi. Ardindan yasayan flep alani tim flep alanina bolunip 100 ile

carpilarak yasayan flep yuzdesi hesaplandi.

3.5.2. Histolojik Degerlendirme

Her bir gruptan alinan ornekler direkt %10’luk formalin solisyonu
icerisinde 24-48 saat sire ile tespit edildikten sonra rutin parafin takip
islemine tabi tutuldu. Alinan kesitler dokunun morfolojisini incelemek
amaciyla hematoksilen-eozin ile boyandi. Diger kesitlerde erken dénemde IL-
18 ve TNF-a, ge¢ donemde ise VEGF ve VEGF reseptorleri olan Flk-1 ve Flt-
1 dagihmlar indirekt immunoperoksidaz teknigi ile incelendi. Ge¢ donem

apoptotik hucre varligi ise TUNEL ydntemi ile arastirildi.
3.5.2.1. Parafin Doku Takibi

Tespit edilen ornekler, fiksatiflerin uzaklastiriimalari amaciyla 1 gece akar

su altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon amaciyla 15’er dakika %60’dan
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%95’e artan etil alkol serilerinden gegcirildi. Ardindan 15 dakika 1:1 oraninda
ksilen-alkol karigimina ve seffaflagtirma amaciyla 15’er dakika iki degisim
ksilene tabi tutuldu. 60C’lik etliv icersinde 15 dakika 1:1 oraninda ksilen -
parafin uygulanip 30’ar dakika parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra

dokular parafin bloklar icerisine gémuldu (Tablo 2).

Tablo 2: Parafin doku takibi

islem Madde Siire
Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
Fiksatifin uzaklastinimasi  Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 60 etil alkol 15 dakika
% 70 etil alkol 15 dakika
% 80 etil alkol 15 dakika
% 95 etil alkol 15 dakika
% 95 etil alkol 15 dakika
Seffaflastirma Ksilen — Alkol 15 dakika
Ksilen 15 dakika
Ksilen 15 dakika
Emdirme %60 C etlv Ksilen parafin 15 dakika
Parafin 30 dakika
Parafin 30 dakika
Gomme Parafin

3.5.2.2. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) aracihigi ile alinany’5 luk parafin
kesitler deparafinizasyon iglemi icin 1 gece 60°C’ lik etlivde birakildiktan
sonra, 30’ar dakikalik iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon
islemi icin %95’den %60’a azalan oranlarda alkol serilerinden gecirilen
kesitler 5 dakika akar su altinda yikandi. 2 dakika hematoksilen (01562E,
Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan,
fazla boyanin dokudan uzaklastiriimasi i¢cin 5 dakika akar suda yikama

yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve %95’lik alkol serilerinde gecirilip havada
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kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende

tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile

kapatildi (Tablo 3).

Tablo 3: Hematoksilen-Eozin Boyamasi

islem
Deparafinizasyon

Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama
Boyama
Yikama
Diferansiyasyon
Boyama

Yikama

Seffaflagtirma

Kapama

Madde
60°C etlivde
Ksilen
Ksilen

% 95 alkol
% 80 alkol
% 70 alkol
% 60 alkol
Akar su
Hematoksilen
Akar su

Asit alkol
Eosin

Akar su

% 80 alkol
% 95 alkol
Ksilen

Entellan

Sure

1 gece
30 dakika
30 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
5 dakika
2 dakika
5 dakika
2-3 saniye
1 dakika
5 dakika
1 dakika
1 dakika
1 saat

3.5.2.3. indirek immunohistokimya Boyamasi

Kesitleri immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60 C°lik etlvde

tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma islemi

gerceklestirildi. Ardindan %95’ten %60’a azalan derecede alkol serileri ile

rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Pap pen (IM-3580,

Beckman Coulter, Marseilla, Fransa) ile sinirlandirilan % 0,5’lik tripsin

solusyonu icinde oda sicakhginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen

peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’lik H,O, uygulandi. 3 defa
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5'er dakika PBS ile yikanan kesitler 1 saat bloklama solusyonu (85-9043,
Invitrogen) ile muamele edidi. Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan
sonra primer antikorlar anti-TNF-a (sc-7317, Santa Cruz), anti-IL-1B8 (sc-
7884, Santa Cruz), anti-VEGF (sc-7269, Santa Cruz), anti-FIk-1 (sc-6251,
Santa Cruz) ve anti-Flt-1 (ab2350, Acbam) ile bir gece inktbe edildi. Ertesi
guin tampon solusyonu ile 3 defa yikanan kesitler, biotinylated anti-mouse ve
anti-rabbit, conjugated streptavidin-horsedish peroxidase sollsyonlari ile (85-
9043, Invitrogen) 30’ar dakika boyandi. Her bir ikincil antikor 3 defa 5er
dakika tampon soliisyonu ile yikandi. immunohistokimyasal reaksiyonun
gorunurligunu saptamak amaciyla kesitler diaminobenzidine (DAB) ile 5
dakika boyandi. Mayer's hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany)
ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dakika yikanan
kesitler kapatma medyumu (H701, CC/Mount, Universal Phosphatase Kit,
Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA, USA) ile kapatildi (Tablo 4).
immunohistokimyasal degerlendirme iki farkli histolog tarafindan ayri
zamanlarda incelenerek negatif (-), cok zayif (-/+), zayif (+), orta (++) ve

siddetli (+++) olarak degerlendirildi.
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Tablo 4: indirek immunohistokimyasal boyama

islem
Deparafinizasyon

Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama
Dokularin etrafini cizme

Yikama

Yikama

Bloklama

Madde
60°C etlivde
Ksilen
Ksilen

% 95 alkol
% 80 alkol
% 70 alkol
% 60 alkol
Distile su
Dakopen
PBS

%3’luk hidrojen peroksit
PBS

Blok solusyonu

Sure

1 gece
30 dakika
30 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
10 dakika

3x5 dakika
5 dakika
3x5 dakika

1 saat

Antikor ile inkiibasyon anti-TNF-a, anti-IL-18, anti- 18 saat, 4°de

VEGF, anti-Flk-1, anti-Flt-1

Yikama PBS 3x5 dakika

Biotinlenmis ikincil antikor 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika

Streptavidin kompleksi 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 5 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Zit Boyama Mayer hematoksilen 5 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Kapama Kapatma sollisyonu

3.5.2.4. TUNEL Boyamasi
Kesitler immunohistokimyasal boyama icin bir gece 60 C°lik etlvde
tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflagtirma islemi

gerceklestirildi. Ardindan %95’ten %60’a azalan derecede alkol serileri ile
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rehidratasyon saglanarak distile su ve arkasindan 2 degisim PBS ile yikandi.
Kesitlerde apoptotik hicrelerin belirlenmesi icin TACS 2 TDT DAB In Situ
Apoptosis Dedection Kit (4810-30, Trevigen) kullanildi. Dokular daha sonra
50 ul Proteinaz K solusyonu ile 15-30 dakika oda sicakliginda inktbe edildi.
Daha sonra 2 defa 2'ser dakika distile su ile yikanan kesitler, 5 dakika
Quenching solusyonu (1:10 methanol icinde %30 Hidrojen Peroksit) icinde
bekletildi. PBS ile yikanan kesitler 5 dakika TDT Labeling Buffer solusyonu ile
inkiibe edildi. Daha sonra 50 ul Labeling Reaction karisimi ilave edildikten
sonra 60 dakika 37 ° C'de humudity chamberde inkibe edildi. Kesitler 5
dakika TDT Stop Buffer ile yikandi. 2 defa distile sudan gegcirildikten sonra
Strep —HRP solusyonu ile 10 dakika 37 derecede inklbe edildi. PBS ile 2
defa 2 dakika yikanan kesitler DAB soliisyonu ile 5 dakika boyandi. Kesitler
distile su ile yikandiktan sonra Mayer’'s Hematoksilen ile 3 dakika boyandi.
Kesitler distile su ile yikandiktan sonra ,%70, % 95 ve %100’luk alkol ve
ardindan ksilenden gegirildi. Kapatim vasati ile kapatilan kesitler Olympus
BX40 1sik mikroskobu ile incelendi(Tablo 5).

36



Tablo 5: TUNEL boyamasi

islem
Deparafinizasyon

Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama
Dokularin etrafini cizme

Yikama

Yikama

Yikama
Tamponlama
Primer antikor
Yikama

Yikama

Yikama
Boyama
Yikama

Zit boyama
Dehidratasyon
Seffaflastirma

Kapama

Madde

60°C etlivde

Ksilen

Ksilen

% 95 alkol

% 80 alkol

% 70 alkol

% 60 alkol

Distile su

Dakopen

PBS

Proteinaz K solusyonu
PBS

% 3’luk hidrojen peroksit
PBS

Equilibration tampon sol.
Enzim solusyonu
Quenching sollisyonu
PBS

Anti-digoxigenin konjugat
PBS

DAB boyasi

Distile su

Mayer hematoksilen
%80- %90’k alkol serileri
Ksilen

Entellan

Sure

1 gece
30 dakika
30 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
10 dakika

3x5 dakika
10 dakika
3x5 dakika
5 dakika
3x5 dakika
5 dakika
37°C 1 saat
10 dakika
3x5 dakika
30 dakika
3x5 dakika
10 dakika
10 dakika
4 dakika

2 dakika
30 dakika
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3.5.3. istatistiksel Degerlendirme

Parametrik kosullar saglanamadigindan 3 grup arasindaki ortalamalarin
farkina Kruskal-Wallis testi ile bakilmigtir. Post hoc test olarak Mann-Whitney
U testi kullaniimistir. P degeri < 0.01 oldugunda istatistiksel olarak fark

anlamli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Yasayan Flep Orani

Yasayan flep oranlarinin degerlendiriimesi sonucunda ortalama yasayan
flep oranlarinin sham grubunda % 100+0,00 , i/R grubunda % 24,65+6,28 ,
I/R+res grubunda % 99,25+1,96 olarak saptanmistir (Tablo 6).

Tablo 6: Gruplarin ortalama yasayan flep oranlari

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

AN

Sham

i/R

i/R+res

Calismada yer alan tum siganlarin postoperatif 7. giinde hesaplanan

yasayan flep oranlari tablo 7°de sunulmustur.

Tablo 7: Yasayan flep oranlari

Grup |1 2 3 4 5 6 7 Ortalama
Sham | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %2100+0,00
iIIR %27,64 | %34,45 | %17,86 | %26,13 | %17,94 | %19,91 | %28,65 | %24,65+6,28
Res | %100 | %100 | %2100 | %94,80 | %100 | %100 | %100 | %99,25+1,96

Yasayan flep oranlarinin yapilan istatistiksel degerlendirmesinde 3 grup

arasinda fark istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p< 0.01) (Tablo 8).

Gruplar

arasi

ndaki farkin saptanmasi
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degerlendirmede i/R ve i/R+res gruplari arasinda anlaml fark saptanmistir

(p< 0.01) (Tablo 9).

Tablo 8: 3 grup arasinda yapilan istatistiksel degerlendirme
Kruskal-Wallis Test

Ranks
Grup N Mean Rank
Yasayan flep orani  Sham 7 15,00
i/R 7 4,00
i/R+res 7 14,00
Total 21

Test Statistics(a,b)

Yasayan flep
orani
Chi-Square 17,619
Df 2
Asymp. Sig. ,000

a Kruskal Wallis Test

b Grouping Variable: grup

Tablo 9: i/R i/R+res gruplari arasinda yapilan istatistiksel degerlendirme

Mann-Whitney Test

Ranks
Grup N Mean Rank | Sum of Ranks
Yagayan flep orani /R 7 4,00 28,00
i/R+res 7 11,00 77,00
Total 14

Test Statistics(b)

Yasayan flep
orani

Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 28,000
z -3,258
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed

Sig.)] ,001(a)

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: grup
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Resim 5, 6 ve 7°'de her 3 gruptan bir siganin postoperatif 7. glinde ¢ekilen

fotografi bulunmaktadir.

Resim 5: Sham grubundan bir 6rnek

Resim 6: i/R grubundan bir érnek

Resim 7: I/R+res grubundan bir érnek
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4.2. Histolojik Degerlendirme

4.2.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Hematoksilen ve eozin boyamasi sonucunda 24 saat sonunda alinan
orneklerde sham, i/R ve i/R+res gruplarinda érneklerde keratinize ¢ok katli
yassi epitel yapisinin korundugu, alttaki bag dokusunda kollajen liflerin
dagihmlarinin, bag dokusu hdcrelerinin varliginin normal yapida oldugu, deri
eklerinin (kil folikall, yag bezleri) normal yapida yer aldigi, bununla beraber
polimorf nuveli I6kosit (PNL) infiltrasyonunun olmadigi gozlendi. 1. hafta
sonunda alinan orneklerde ise sham grubunda epitel yapisinin korundugu,
fakat bag dokusunu olusturan kollajen liflerin yogunlugunun bir miktar arttigi
gozlenirken, hiicresel acgidan farklilik olmadidi izlendi. I/R grubunda ise
epidermisin kaybi ile birlikte yogun PNL infiltrasyonu, trombosit ve fibrin
pihtisini igceren eksudanin olugsumu gozlendi. Altta epidermisin devam ettigi,
deri eklerinin ve dermisin korundugu izlendi. Bununla beraber alttaki bag
dokusunun daha sik bir yapida oldugu izlendi. i/R+res grubunda ise 1.
haftanin sonunda epitel ve bag dokusuna ait kisimlarin normal yapilarini
korudugu, fakat bag dokusunun gevsek yapisinin bir miktar siki goranuamla
oldugu izlendi. PNL infiltrasyonunun olmadigr goruldd. Gruplara ait

hematoksilen-eozin boyamasi érnekleri resim 8’de sunulmustur.

42



24. saat 1. hafta

Sham

IIR

IIR+res

Resim 8: Gruplara ait Hematoksilen-Eozin boyamasi 6rnekleri. X200.
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4.2.2. indirek immunohistokimya Boyamasi

Reperflzyon sonrasi 24. saatte tum gruplardan alinan o6rneklerde,
immunohistokimyasal analiz sonucunda sham grubunda hem TNF-a, hem de
IL-18 immunoreaktivitelerinin hem epidermis, hem de demisde negatif oldugu
gozlenirken, I/R uygulanan grupta TNF-a immunoreaktivitesinin ¢ok  zayif
(+/-), yer yer ise zayif (+) siddette oldugu izlendi. Ayni grupta IL-18
immunoreaktivitesinin ise ¢ok zayif siddette (+/-) oldugu ve TNF-a
immunoreaktivitesine oranla daha az oldugu saptandi. i/R+res grubunda ise
TNF-a immunoreaktivitesinin zayif (+) siddette oldugu gorultr iken, IL-13
immunoreaktivitesinin ise ¢ok zayif (+/-), yer yer ise zayif (+) siddette oldugu
izlendi. Hem TNF-a hem de IL-1B bag dokusunda pozitifdi. Tablo 10’da tim
gruplarin kargilagtirmali sonuglari gosterilmistir. Gruplara ait TNF-a ve IL-13
immunoreaktivitelerinin  dagilimini gosteren histolojik kesitler resim 9'da

sunulmustur.

Tablo 10: Tum gruplara ait 6rneklerde TNF-a ve IL-1B dagilimlarinin

immunohistokimyasal olarak kargilastiriimali sonugclari

Sham [iIR I/IR+res
TNF-a - +/-yeryer+ |+
IL-18 - +/- +/- yer yer +
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TNF-a IL-1B

Sham

IIR

IIR+res

Resim 9: Gruplardaki TNF-a ve IL-1B’nin immunoreaktivitelerinin dagihmi.
X200
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1. hafta sonunda alinan Orneklerde sham grubunda VEGF
immunoreaktivitesinin orta siddette (++), Flk-1 immunoreaktivitesinin ¢ok
zayIf siddette (+/-), Flt-1 immunoreaktivitesinin ise zayif siddette (+) oldugu
gdzlendi. /R grupunda ise VEGF immunoreaktivitesinin orta siddette (++),
yer yer ise kuvvetli (+++) oldugu gozlenirken, FlIk-1 immunoreaktivitesinin
negatif (-) oldugu, FIt-1 immunoreaktivitesinin ise zayif sidette (+) oldugu
izlendi. i/R+res grupunda VEGF immunoreaktivitesinin orta siddette (++), Flk-
1 immunoreaktivitesinin ¢ok zayif siddette (+/-), Flt-1 immunoreaktivitesinin
ise zayif siddette (+) oldugu gézlendi. I/R+res grubunda VEGF, Flk-1 ve Flt-1
immunoreaktivitelerinin sham grubu ile benzer oldugu gériildii. i/R+res grubu
I/R  uygulanan grupla karsilastiriidiginda ise VEGF ve Flt-1
immunoreaktivitelerinin I/R+res grubunda daha az oldugu saptandi. i/R
grubunda Flk-1 immunoreaktivitesi negatifken i/R+res grubunda ¢ok zayif
oldugu gérildi ve resveratrol uygulamasinin sonrasinda i/R ile birlikte Flk-
1l'in tetiklendigi disunuldi. Her G¢ grupta da VEGF, Flk-1, Flt-1
immunoreaktivitelerinin hem epidermis, hem bag dokusunda ve endotel
hiicrelerinde pozitif oldugu izlendi. Tablo 11'de tum gruplarin karsilastirmali
sonuglari gOsterilmigtir. Gruplara ait VEGF, Flk-1, Flt-1

immunoreaktivitelerinin dagihimi resim 10’da sunulmustur.

Tablo 11: Tum gruplara ait orneklerde VEGF, Flk-1, Flt-1 dagilimlarinin

immunohistokimyasal olarak kargilastiriimali sonuglari

Sham IR IIR+res
VEGF ++ | ++yer ++
yer +++
Flk-1 +/- - +/-
Flt-1 + + +
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Sham

IIR

IIR+res

Kontrol
IHC

Resim 10: Gruplardaki VEGF, Flk-1 ve Flt-1 immunoreaktiviteleri dagilimi.
X200
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4.2.3. TUNEL Boyamasi

TUNEL boyamasi sonucunda ise 1. haftada alinan Orneklerde her Ug
grupta da epidermis, dermis ve ayrica eklerinde apoptotik hicreler %1
oraninda gozlendi. Gruplar arasinda farklilik olmadidi saptandi. Bu TUNEL
boyamasi sonucunda gorulen pozitif hiicrelerin ise normal hicre sirkulasyonu
sonucunda gorulen apoptotik hucreler oldugu dusunuldid. Gruplara ait TUNEL

boyamasi drnekleri resim 11’de sunulmustur.

48



X200 X400

Sham

IIR

IIR+res

Resim 11: Gruplara ait TUNEL boyamasi 6rnekleri. X200, X400.
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5. TARTISMA

Flepler yuzyillar 6nce tanimlanmalarina ragmen halen, flep temel
fizyolojisine ait ¢c6zim bekleyen bircok soru bulunmaktadir(145). Anatomi,
fizyoloji, cerrahi teknik alaninda yapilan c¢alismalarla artan bilgi birikimine
karsilik flep nekrozu 6nemli bir problem olmaya devam etmektedir. Flep
nekrozu hasta morbiditesine yol agmakta, bu da ek ameliyatlara, hastanede
kalis slresinin uzamasina, artan maliyete ve hasta psikolojisinin olumsuz
etkilenmesine sebep olmaktadir(30,146). Bu nedenle flep nekroz nedenlerini
bulmaya ve nekrozu dnlemeye yonelik pek ¢ok galisma yapiimigtir.

Nicin bazi fleplerin tamami yasarken bazi fleplerde kayiplar
gOrulmektedir? Bu soru cevaplanmasi zor bir sorudur. En azindan yanitin
multifaktoriyel oldugu sdylenebilir. Tabi ki dogru flep planlamasi ve diuzgin
cerrahi teknik flep yasayabilirligini belirlemede kritik faktorlerdir(11). Flep
nekroz nedenleri ekstrensek ve intrensek olarak ikiye ayrilabilir. Temel
intrensek neden flebin yeterli kan akimina sahip olmamasidir. Ekstrensek
nedenler sistemik ve lokal nedenler olarak ikiye ayrilir. Sistemik nedenler
hipotansiyon, enfeksiyon, vazokonstriktor ajan kullanimi gibi nedenlerdir.
Lokal nedenler basi, gerginlik, hematom olarak sayilabilir(147).

Flep elevasyonu ile birlikte hassas bir sekilde ayarlanmis olan doku kan
akimi dengesi bozulur. Flep proksimal bdliminde sempatektomi ve
katesolamin desarjina bagh akim azalirken, distal bélimunde ise lokal iskemi
vazodilatasyona yol agar. Bu da perfuzyon basincini dugurerek yeterli kan
akiminin distale ulasmasini engeller. Bu durum flep fizyolojisinin bir
parcasidir. Dogru planlanan bir flepte akim dereceli olarak artacak ve flepte
nekroz gelismeyecektir. Ancak flep yanhs planlanmigsa; hipotansiyon,
pedikulde katlanma, basi gibi lokal yada sistemik dolagimi kotu etkileyen
nedenler s6z konusu ise iskemi devam edecektir(11). Serbest fleplerde flebin
bir bolgeden digerine transferi esnasinda kaginilmaz bir sekilde iskemi ile
kargilagilir ve bu durum primer iskemi olarak adlandinlir. Anastomoz
gerceklestirildikten sonra dolasimda meydana gelebilecek herhangi bir
problemin yaratacagr iskemi ise sekonder iskemidir. Sekonder iskemi

genellikle kot teknikten kaynaklanir. iskeminin kaginiimaz oldugu diger bir
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durum ise replantasyondur. Replante edilecek parga degisen surelerde
iskemiye maruz kalmaktadir(3).

Yani flep cerrahisinde iskemi ile karsilasmak kaciniimazdir. iskeminin
¢6zUmU dokuya yeniden kan akiminin saglanmasi, yani reperfizyondur.
Ancak kritik surelerin agilmasi sonucunda dokuya gelen kan akimi yeni bir
patolojik sureci baslatacaktir. Bu durum i/R hasaridir(4,8,9).

Flep kayiplarinin énemli bir nedeni olmasi sebebi ile /R hasarini
anlamaya ve dnlemeye yénelik pek cok gcalisma yapilmistir. i/R hasarinda
pek c¢ok farkli maddenin rol oynadigi saptanmigtir. Serbest radikaller,
notrofiller, mast hucreleri, arasidonik asit metabolitleri, NO, sitokinler ve
apoptozis bu sirecte kilit rol oynamaktadir. Bu nedenle /R hasarini
Onlemeye yonelik yapilan galismalarda bu maddeler ve apoptozis slreci
hedef alinmis ve pek ¢ok ajan kullaniimistir(11). Serbest radikallere karsi
antioksidanlar (sUperoksit dismutaz(73,148), allopurinol(73,149),
deferoksamin(150), vitamin C(151)), noétrofillere karsi immunsupresif ajanlar
(siklosporin, FK506(152), notrofil yuvarlanma ve adezyon reseptor
antikorlari(71,153), mast hucrelerine kargi antihistaminikler(88), arasidonik
asit metabolizmasini duzenlemeye yonelik ajanlar (iloprost(83), tromboksan
sentetaz inhibitorleri(84)), NO prekursor ve donorleri (78,79,154), apoptozis
inhibisyonu icin kaspaz inhibitori (155) bu ajanlara érnektir.

I/R hasari ile yalniz flep cerrahisinde karsilasiimaz. Hipovolemik sok,
inme, miyokard infarktiisi, organ nakli /R hasarinin gérildigu bu farkl
alanlara drnektir(3,11). Bu alanlarda da i/R hasarini énlemek igin calismalar
yapilmistir. Bu amagla kullanilan ajanlardan biri guglu bir antioksidan olan
resveratroldiir(20-23). Resveratrol yalnizca antioksidan degil, ayni zamanda
antiinflamatuar(16,11-115), antiagregan(12,118) ve vazorelaksan(15,119)
sozelliklere sahiptir. Yani I/R hasarinda yer alan pek ¢ok basamaga etkilidir.
Muhtemelen guglu etkinligini de farklh basamaklara etki edebilme
yeteneginden almaktadir.

Biz bu calismada cilt fleplerinde /R hasarinda resveratroliin etkinligini

arastirmayl amagladik. Yapilan literatiir calismasinda cilt fleplerinde I/R
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hasarinin onlenmesinde resveratrolin etkinligini inceleyen herhangi bir
caligsmaya rastlamadik.

Bu amacgla siganda inferior epigastrik flep modelini kullandik. Bu flep
modelini kullanmamizin nedeni iyi tanimlanmig, sabit anatomik yapisinin
olmasi, diseksiyonunun kolay olmasi ve tekrarlanabilir bir model
olmasidir(145).

Deney modelimizde iskemi siresini 8 saat olarak belirledik. Clunkl cilt
fleplerinde kritik iskemi siresinin 6-12 saat oldugu saptanmistir. Bu kritik stre
asildiktan sonra ortama oksijen gelmesi iskemik hasara reperfiizyon
hasarinin eklenmesine neden olmaktadir(11). Cilt fleplerinde i/R hasarinin
arastinldigi farkhh calismalarda da iskemi suresi 8 ila 12 saat arasinda
degismektedir(31,156-158).

Calismamizda 5 mg/kg dozda resveratrolu, iskemiden 15 dakika 6nce ve
reperflizyondan hemen oOnce olmak Uzere 2 doz seklinde, intraperitoneal
uyguladik. Farkli deneysel calismalarda resveratrolin dozu, uygulama
zamanlamasi ve uygulama yolu degismektedir.

Literatiirde resveratrol dozu 10° mg/kg ile 20 mg/kg arasinda
degismektedir. Huang ve arkadaglarinin serebral iskemide resveratroliin
etkinligini arastirdiklari calismada resveratrolii 10°® ile 10 mg/kg araliginda
degisen farkh dozlarda uygulamislar ve en etkili dozun o ¢alismada kullanilan
en yiksek dozlar olan 10* ve 10° mg/kg oldugunu saptamislardir(159).
Hassan-Khabbar ve arkadaglarinin’nin yaptigi bir calismada karaciger i/R
hasarinda resveratrol 0.02, 0.2, 2 ve 20 mg/kg olmak uzere 4 farkh dozda
uygulanmistir. DlsUk dozda resveratrol uygulamasinin sitoprotektif oldugu
saptanirken, 20 mg/kg dozda resveratrol uygulamasinin karacigerdeki hasari
arttirdigi  ve yuksek dozda resveratrolun bir prooksidan madde gibi
davrandigi saptanmigtir(139). Gedik ve arkadaslarinin’nin yaptigi diger bir
karaciger i/R hasari calismasinda resveratrol 10 mg/kg dozda uygulanmis ve
bu dozda resveratroliin sitoprotektif etki gdsterdigi saptanmistir(21). Pek cok
I/R galigmasinda etkin resveratrol dozunun 5 ila 10 mg/kg arasinda degistigi
gorulmektedir(21,22,160). Biz bu nedenle galigmamizda, farkh dokularda
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etkinligini kanitlamis doz araliginda bulunan ve prooksidan olmayan 10
mg/kg dozda resveratrol kullandik.

Bu resveratrol dozunu ikiye bolerek yarisini iskemiden 15 dakika 6nce,
yarisini da reperflizyon 6ncesinde uyguladik. Resveratrol farkli ¢alismalarda
farkh zamanlarda uygulanmistir. Yalniz iskemiden 6nce(160-161), yalniz
reperflizyondan 0nce(21,22,139) ve hem iskemi hem de reperflizyondan
once(20) uygulandigi ¢alismalar mevcuttur. Bu c¢alismalarda uygulamalar,
resveratrol hizla metabolize oldugu igin iskemi ya da reperflizyonun hemen
oncesinde ya da en erken 30 dakika oncesinde yapilmistir. Biz bu ¢alismada
resveratroli hem iskemi hem de reperfizyon oncesinde uyguladik. Bunun
sebebi resveratroliin antioksidan 6zelliginin yanisira varolan antiniflamatuar,
antiagregan ve vazorelaksan 6zeliklerinden iskemi doneminde gelisebilecek
hasara karsi faydalanmak istememizdir.

Literatiirde /R calismalarinda resveratrol intraperitoneal(22,23) ve
intraventz yolla(20,21,139,160) uygulanmistir. Resveratroliin oral alimini
takiben metabolizmasinin ve eliminasyonunun hizli olmasi nedeniyle
biyoyararlanimi dusuktur(162,163). Bu nedenle oral uygulama tercih edilmez.
Biz bu galigmada uygulama kolayligi nedeni ile intraperitoneal yolu tercih
ettik.

Bu calismada resveratroliin, cilt fleplerinde gérilen i/R hasarini énlemede
etkili olup olmadigi yasayan flep orani ile belirlenmistir. Ortalama yasayan
flep oranlari sham grubunda % 100+0,00 , i/R grubunda % 24,65+6,28 ve
I/R+res  grubunda %  99,25+1,96  saptanmistir. Bu  sonugclar
degerlendirildiginde resveratroliin cilt fleplerinde goriilen /R hasarini
Oonlemede son derece etkili oldugu sdylenebilir. Bu sonug istatistiksel olarak
da anlamli bulunmustur (p< 0,01).

Bu caligmada resveratroliin etki mekanizmasini ortaya koymak adina bazi
histolojik incelemeler yapilmistir. Doku morfolojisini  saptamak ve
resveratrolin noétrofiller Gzerine etkisi olup olmadidini arastirmak igin erken
ve ge¢ donemde hematoksilen-eozin boyama yapilmistir. Resveratroliin
inflamatuar sitokinler Gzerine olan etkisini arastirmak amaci ile erken

donemde histolojik incelemelerde TNF-a ve IL-1B dagilimlar arastiriimistir.
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Resveratrolin anjiogenezis lzerine etkisini arastirmak icin ge¢ donemde
VEGF, Flk-1 ve Flt-1 dagihmlari bakilmistir. Ayrica cilt fleplerinde I/R
hasarinda hicre 6liminde etkin mekanizmanin apoptozis mi yoksa nekroz
mu oldugunu saptamak i¢in ge¢ donemde TUNEL boyamasi kullaniimis ve
apoptotik hucrelerin orani hesaplanmistir.

Nétrofillerin /R hasarinda lokal inflamatuar yanitin énemli bir parcasi
oldugu ve serbest radikal uUrettikleri gdsterilmistir(11,30,164,165). Notrofil
sayisini azaltan ya da nétrofil fonksiyonunnu &nleyen c¢alismalarda I/R
hasarinin 6nemli dlgude azaldigi saptanmistir(10,70,71,165). Bu nedenle
calismamizda resveratroliin I/R hasarinda kilit rol oynayan nétrofiller tizerine
etkisi olup olmadidi arastiriimistir. Erken ddénemde gruplarin tamaminda
notrofil infiltrasyonu saptanmamistir. Ge¢ dénemde ise sham ve i/R+res
grubunda nétrofil infiltrasyonu goérilmezken /R grubunda yogun nétrofil
infiltrasyonu saptanmistir. Bu durum resveratrolin notrofil istilasini 6nledigini
gOstermektedir. Resveratrolin muhtemel etki mekanizmalarindan biri bu
notrofil gocuni 6nlemesi olabilir.

Cilt fleplerinde gériilen i/R hasarinda inflamatuar sitokinlerden TNF-a ve
IL-18’nin arttigi gOsterilmigtir(166). Resveratrolin farkli dokularda gelisen
inflamatuar olaylarda bu sitokinleri baskiladigi saptanmigtir. Marier ve
arkadaslarinin yaptiklari in vitro bir calismada lipopolisakkarid ile indtklenen
inflamatuar sitokin Gretiminin doz bagiml olarak resveratrol ile baskilandigi
gOsterilmistir(114). Bujanda ve arkadaslari alkolin neden oldugu karaciger
hasarinda IL-1 duzeylerinin arttigini ve resveratrol tedavisi ile bu sitokinin
anlamli olarak azaldigini saptamislardir(167).

Resveratroliin cilt fleplerinde gelisen /R hasarinda inflamatuar sitokinler
uzerine etkisini saptamak amaci ile TNF-a ve IL-18 dajiliml ari histolojik
kesitlerde arastinlmigtir. Sham grubunda hem TNF-a hem de IL-13
immunoreaktiviteleri negatif bulunurken, i/R grubunda TNF-a’nin ¢ok zayif,
yer vyer de zaylf sgiddette oldugu saptandi. Ayni grupta IL-1B
immunoreaktivitesinin ise ¢ok zayif siddette oldugu gorildi. i/R+res
grubunda TNF-a’nin zayif siddette oldugu gorulur iken, IL-18’'nin gok zayif,

yer yer ise zayif siddette oldugu gérulda.
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Resveratrol ile yapilan farkli galismalarda resveratrolin TNF-a ve IL-1B’yi
baskiladigi gosteriimisse de bizim c¢alismamizda bu etki saptanmamistir.
Resveratrolin TNF-a ve IL-1B’y1 doz bagiml olarak baskiladidi yapilan in
vitro galismada gosterilmistir. Bu c¢alismada TNF-a’nin tam baskilanmasi
resveratrolin 10 pM konsantrasyonunda gergeklesirken, IL-1f’nin tam
baskilanmasi 0.1 yM konsantrasyonda gergeklesmistir(114). Calismamizda
dokuya ulasan resveratrol dozu bilinmemektedir. Dokuda resveratrolin
ulastigi doz sitokinleri baskilamak igin yetersiz kalmis olabilir. Bu nedenle
resveratrolin dokuda ulastigi dozu saptayarak farkli resveratrol dozlarinda
sitokinler Uzerine etki arastirilabilir.

Ancak bu sonuc calismamizda resveratrolin antiinflamatuar etki
gOstermedigi anlamini tagsimamaktadir. ClinkU resveratrol pek cok farkh
mekanizma lzerinden antiniflamatuar etki gostermektedir. Siklooksijenaz ve
lipooksijenaz enzimlerini inhibe etmesi(111-113), endotelial adezyon
molekullerinin ekspresyonunu azaltmasi(115) NFkB (nukleer faktdr kappa B)
inhibisyonu yapmasi(117) bu mekanizmalara 6rnektir. Bu nedenle cilt
fleplerinde /R hasarinda resveratroliin antiinflamatuar etkinliginin  bu
mekanizmalar ve diger mediatorler (LOkotrienler, prostoglandinler, IFN-y, IL-
8, PAF) Uzerinden de arastiriimasi gerekir.

Flep cerrahisinde anjiogenez istenen, flep yasayabilirligini arttiran bir
faktordar. Nitekim, VEGF uygulamasinin flep yasayabilirligini arttirdigini
saptayan yayinlar mevcuttur(168,169).

Biz de calismamizda resveratrolin anjiogenez Uzerine olan etkisini
arastirmak amaci ile postoperatif 7. ginde alinan érneklerde VEGF, FIk-1 ve
Flt-1 immunoreaktivitelerini inceledik. Alinan o&rneklerde sham grubunda
VEGF immunoreaktivitesinin orta siddette, Flk-1 immunoreaktivitesinin ¢ok
zayif siddette, Flt-1 immunoreaktivitesinin ise zayif siddette oldugu gozlendi.
I/R grubunda ise VEGF immunoreaktivitesinin orta siddette, yer yer ise
kuvvetli oldugu gozlenirken, Flk-1 immunoreaktivitesinin negatif oldugu, Flt-1
immunoreaktivitesinin ise zayif siddette oldugu izlendi. i/R+res grupunda
VEGF immunoreaktivitesinin orta siddette, Flk-1 immunoreaktivitesinin ¢ok

zayIf siddette, Flt-1 immunoreaktivitesinin ise zayif siddette oldugu gézlendi.
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Sonuglar degerlendirildiginde i/R grubunda sham grubuna gére VEGF ve
Flt-1 immunoreaktivitesinin artmis oldugu goéruldu. Yapilan c¢alismalarda
serbest radikallerin  VEGF ekspresyonunu ve salinimini  arttirdidi
gosterilmistir(170-171).  i/R  grubunda goérilen VEGF ve Flt-1
iImmunoreaktivitesindeki bu artig serbest radikallerin uyarici etkisine bagli
olabilir. iI/R+res grubunda ise I/R grubuna gore yalniz Flk-1 aktivitesinin
artmis oldugu goruldu. Resveratrolin antioksidan etkisi nedeni ile serbest
radikalleri ortadan kaldirmasi VEGF Uzerine olan énemli bir uyarici etkiyi de
ortadan kaldirmig olabilir. Ayrica resveratrolin VEGF (zerine etkisi doz
bagimhdir.  in vitro 1, 5, 10 pM dozlarda resveratrol VEGF (izerine
uyaricidir(122). Bu calismada resveratroliin dokuda VEGF igin uyarici olan
doz araligina ulagip ulagsmadigi bilinmemektedir. Dokuda etkin doza
ulasmayl saglayan sistemik doz araligi belirlenerek bu dozda verilen
resveratrolin VEGF ve reseptorleri Gizerine olan etkisi arastirilabilir.

I/R hasarinda hiicre élimiinde nekrozun mu yoksa apoptozisin mi etkin
oldugu halen tartismalidir. Biz bu c¢alismada cilt fleplerinde gelisen I/R
hasarinda hicre 6liminde apoptozisin rolunu arastirmak ve eger hicre
olumunde baskin mekanizma apoptozis ise resveratrolin apoptozis Uzerine
etkisini saptamak amaci ile apoptotik hicre oranini hesapladik. Apoptotik
hicreleri tespit etmek igin postoperetif 7. gunde alinan drneklerde TUNEL
boyamasini kullandik. TUNEL boyamasinda apoptotik hicreleri belirlerken
nekrotik htcreleri ayirt etmek i¢in hicre morfolojisini de dikkate aldik. Her (¢
grupta da epidermis, dermis ve ayrica eklerinde apoptotik hucreler %1
oraninda gozlendi. Gruplar arasinda farklilik olmadidi saptandi. Bu TUNEL
boyamasi sonucunda gorulen pozitif hiicrelerin ise normal hiicre sirkulasyonu
sonucunda gorulen apoptotik hucreler oldugu duasunulda.

Yani bizim calismamizda hucre oliumunde temel etkin mekanizmanin
nekroz oldugu saptandi. Literatiirde i/R hasarinda hiicre 6liminde etkin
mekanizmalarin arastirildigi ¢alismalarda farkli sonuglar s6z konusudur. Pek
cok farkli dokuda yapilan ¢alismalarin sonucu apoptozisin i/R hasarinda etkin
rol oynadigi yonundedir(93,96,97-100). Ancak Gujral ve arkadaslarinin

yaptigl ¢alisma bu galismalara ciddi elestiriler getirmistir. Bu galismalarda
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apoptotik hacre varligini saptamak igin kullanilan TUNEL y6nteminin
apoptozise spesifik olmadigi nekrotik hucrelerin de TUNEL ile boyandigi
gosterilmistir. Bu nedenle apoptotik hicre oranini saptarken mutlak htcre
morfolojisininin de dikkate alinmasi gerektigi sdylenmistir. Ayrica pankaspaz
inhibitorlerinin ve bcl-2’nin nekroz mekanizmalarini da inhibe ettigi sOylenerek
bu calismalardaki alinan olumlu sonuglarin yalniz apoptozisin énlenmesine
baglanmamasi gerektigi bildirilmistir(101,102).

Resveratrolliin apoptozis Uzerine etkisini arastiran g¢alismalarda hucre tipi
ve doz bagimli olarak resveratrolin bifazik etkiye sahip oldugu
saptanmigtir(125,126). Bizim calismada hucre oluminde apoptozisin etkin
mekanizma olmadigi saptanmistir. Bu nedenle resveratrolin apoptozis

uzerine etkisi de arastirilamamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada cilt fleplerinde gelisen i/R hasarina karsi resveratroliin
etkinligi arastiriimistir.

Bu ¢alismanin sonucunda elde edilen bulgular asagida siralanmigtir:

1) Sican inferior epigastrik arter flebinde uygulanan /R modelinde
resveratrolin yasayan flep oranlarini istatistiksel olarak anlaml bir bigimde
arttirdigi gosterilmistir.

2) Postoperatif 7. ginde alinan 6rneklerde resveratrolin nétrofil istilasini
baskiladigi saptanmistir.

3) Resveratrolin inflamatuar sitokinlerden TNF-a ve IL-1B'yi
baskilayamadigi goralmustar.

4) Resveratrol anjiogenezin temel uyarici maddesi olan VEGF ve
VEGF'Uin reseptorlerinden Flt-1 Gzerine etkili olmadigi, yalniz FIk-1'i uyardigi
saptanmigtir.

5) Cilt fleplerinde /R hasarinda temel 6lim mekanizmasinin nekroz
oldugu, apoptozis olmadigi gérulmustur.

Bu sonuglar dogrultusunda resveratrolin cilt fleplerinde /R hasarini
Onlemede yasayan flep oranini belirgin olarak arttirmasi nedeni ile son
derece etkili oldugunu soyleyebiliriz. Ancak resveretrolin etkin doz araligini
bulmak adina madde farkli dozlarda denenmeli ve doz bagimh etkileri olan
antiiflamatuar ve anjiogenetik etki tekrar arastiriimalidir. Ayrica amputasyon
gibi durumlarda iskemi oncesi ilacin tatbiki mimkuin olmadigr igin  yalniz
reperfizyon  ©ncesi resveratrol uygulanmasi  durumunda etkinlik
arastinimahdir. Bundan sonraki amag insanda guvenli ve etkin doz araliginin
saptanmasi ve maddenin klinik uygulamaya girmesidir. Resveratrol oldukga
guglu bir antioksidan madde olmasi ve yapilan deneysel galismalarda bu
etkinligini kanitlamis olmasi nedeni ile klinik uygulama agisindan son derece

Umit vericidir.
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7. OZET

Flepler yuzyillar 6nce tanimlanmalarina ragmen halen, flep temel fizyolojisine
ait cevap bekleyen birgok soru bulunmaktadir. Anatomi, fizyoloji, cerrahi teknik
alaninda yapilan galigsmalarla artan bilgi birikimine karsilik flep nekrozu énemli
bir problem olmaya devam etmektedir. Flep kayiplarinin énemli bir nedeni de i/R
hasaridir.

Resveratrol Gizum tanelerinde bol miktarda bulunan polifenol yapida dogal bir
antioksidandir. Deneysel ¢alismalarda resveratrolin karaciger, beyin gibi farkh
dokularda geligen i/R hasarini dnlemede etkin oldugu gésterilmistir.

Resveratroliin farkli dokulardaki I/R hasarini énlemede etkin olmasi bu
antioksidanin cilt fleplerinde gériilen /R hasarinda etkili olup olamayacagi
sorusunu aklimiza getirmigtir.

Bu amacla yapilan deneysel calismada 21 adet sigan kullaniimistir. Siganlar
3 gruba ayriimistir. Sham grubunda inferior epigastrik arter flebi kaldirilmisg, I/R
uygulanmamistir. /R grubunda flebe 8 saat iskemi ve ardindan reperfiizyon
uygulanmistir. i/R+res grubunda ise flebe iskemi uygulanmadan 15 dakika énce
ve reperfizyondan hemen o6nce olacak sekilde 5 mg/kg resveratrol
uygulanmigtir. TUm gruplardan reperfizyon sonrasi 24. saatte ve postoperatif 7.
gunde histolojik inceleme igin ornekler alinmistir. Alinan erken ve ge¢ ddonem
ornekleri doku morfolojisini belirlemek icin hematoksilen-eozin ile boyanmistir.
Erken donem kesitlerinde IL-18 ve TNF-a dagilimlari, ge¢ donem kesitlerinde
ise VEGF, Flk-1 ve Flt-1 dagihmlar ve apoptotik hicre orani incelenmistir. Tum
flepler postoperatif 7. gunde fotograflanmis ve yasayan flep orani
hesaplanmigtir.

Resveratrolin yasayan flep oranini anlamli bigcimde arttirdigi saptanmigtir.
Notrofil istilasini onledigi gorulmusgtur. Buna karsilik resveratrolun inflamatuar
sitokinler Uzerine baskilayici etki gostermedigi, VEGF, FIt-1 Uzerine uyarici
olmadigi, yalniz Flk-1' i minimal uyardigi gosterilmistir. Ayrica cilt fleplerinde /R
hasarinda apoptozisin etkin rol oynamadigi saptanmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda resveratroliin cilt fleplerinde /R hasarini

onlemede etkin oldugu ve klinik uygulama igin tmit verici oldugu dusunulmustar.
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8. INGILiZCE OZET

Evaluating the efficiency of resveratrol on ischemia reperfusion injury
in skin flaps

Although flaps have been described centuries ago, there are many questions
waiting for answers about basic physiology of the flaps. Though increase of the
knowledge with studies about anatomy, physiology and surgical technical areas,
flap necrosis is still an important problem. One of the important cause of flap
loss is I/R injury.

Resveratrol which is found ample in grapes is a polyphenol and a natural
antioxidant. In experimental studies resveratrol was found that it was effective
on preventing I/R injury in several tissues like liver and brain.

Efficiency of resveratrol on preventing I/R injury in several tissues directed us
to research whether this antioxidant has an effect on I/R injury in skin flaps or
not.

In experimental study with this purpose 21 rats were used. Rats were divided
into 3 groups. In sham group inferior epigastric artery flaps were elevated and
I/R wasn't applied. In I/R group ischemia was applied for 8 hours followed by
reperfusion. In I/R+res group 5mg/kg resveratrol was administered 15 minutes
before ischemia and just before the onset of reperfusion. After 24 hours from
reperfusion and 7th postoperative day specimens were taken from all groups for
histological examination. Early and late periods specimens were stained with
haematoxylin and eosin to identify tissue morphology. Distributions of IL-1 and
TNF-a were investigated in early specimens. Distributions of VEGF, Flk-1, Flt-1
and rate of apoptotic cells were investigated in late specimens. All flaps were
photographed on 7th postoperative day and rates of surviving flaps were
calculated.

It was found that resveratrol increased rates of surviving flaps significantly.
On the other hand resveratrol wasn't effective on supressing inflammatory
cytokines and on inducing VEGF, Flt-1, it only induced FIk-1 minimally. Also, it
was found that apoptosis didn’t play an effective role on I/R injury in skin flaps.
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As a result of this study we think that resveratrol is effective on preventing I/R
injury in skin flaps and it is promising for clinical usage.
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	TEZ EKLER
	melike12
	3.5.2.3.  İndirek İmmunohistokimya Boyaması
	Kesitleri immunohistokimyasal boyama için bir gece 60 C(’lik etüvde tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat değişim ksilen ile şeffaflaştırma işlemi gerçekleştirildi. Ardından %95’ten %60’a azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon sağlan...
	İmmunohistokimyasal değerlendirme iki farklı histolog tarafından ayrı zamanlarda incelenerek negatif (-), çok zayıf (-/+), zayıf (+), orta (++) ve şiddetli (+++) olarak değerlendirildi.
	Tablo 4: İndirek immunohistokimyasal boyama


