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Abstract

Amag: Plastik cerrahide deri defektlerinin rekonstriiksiyonu igin
random paternli cilt flepleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Fakat iskemiye bagl flep distalinde olusan nekroz, hala ciddi bir
problem olup tedavi ve hastanede kalma siiresini ve dolayisiyla
hastane masraflarini arttirmaktadir. Serbest oksijen radikalleri ve
artmis notrofil toplanmasi doku zedelenmesinde ve takiben tam
ya da kismi flep nekrozunda onemli rol oynamaktadir. Bu
deneysel calismada pineal bezin ana hormonu olan melatoninin
farmakolojik dozlarinin sican dorsal random paternli cilt flebi
yasayabilirligi iizerindeki etkisini arastirildi.

Gerec ve Yontemler: Kontrol grubuna (n= 8) salin, diger ii¢ gruba ise
(n= 8) 0.4, 4 ve 40 mg/kg dozlarinda intraperitoneal (i.p.)
melatonin verildi. Gruplar arasinda cilt flebi nekroz oranlar
planimetrik yontemle Olgiildii. Ayrica, melatoninin flep
dokusunda malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO), glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit dismutaz
(SOD) diizeylerine olan etkisi arastirildi.

Bulgular: Melatoninin flep yasayabilirligini kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigi goriildii. Flep
dokusundaki MDA ve NO diizeyleri kontrol grubunda,
melatonin verilen gruplara oranla daha yiiksek iken; GSH, GSH-
Px ve SOD enzim aktiviteleri ise daha diisik bulundu.
Melatonin verilmesi bu degisiklikleri olumlu yonde diizeltti.

Sonuc¢: Melatoninin farmakolojik dozlarinin flep yasayabilirligini
arttirdigl gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, cilt, fleb,
serbest oksijen radikalleri, sican
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Objective: Random pattern skin flaps are still widely used in plastic
surgery. However, necrosis in distal flap sections resulting from
ischemia is a serious problem, increasing the cost of treatment
and hospitalization. Free oxygen radicals and increased
neutrophil accumulation play an important role in tissue injury
and may lead to partial or complete flap necrosis. The aim of
this study was to test the effects of melatonin, the chief secretory
product of the pineal gland and a highly effective antioxidant, on
random pattern skin flaps in rats.

Material and Methods: Herein, to investigate the pharmacological
role of melatonin on dorsal skin flap survival, we used
concentrations of 04, 4 and 40 mg/kg administered
intraperitoneally (i.p.) way. The rate of skin flap necrosis was
compared between experimental groups by planimetry. To
observe the effects of melatonin, levels of malondialdehyde
(MDA), nitric oxide (NO), glutathione (GSH), glutathione
peroxidase (GSH-Px), and superoxide dismutase (SOD) were
measured from extracted skin tissue.

Results: MDA, NO levels were found to be higher in the control
group when compared to melatonin groups; GSH, GSH-Px, and
SOD enzyme activities were reduced. Melatonin administration
to rats reduced MDA and NO levels, increased GSH, GSH-Px,
SOD enzyme activities and also reduced the rate of flap
Necrosis.

Conclusion: These results indicate that pharmacological
concentrations of melatonin improve skin flap viability.

Key Words: Melatonin, skin, flaps,
reactive oxygen radicals, rats
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andom paternli cilt flepleri doku
defektlerinin kapatilmas1 amaciyla plastik
cerrahide yaygin olarak kullanilan bir
tedavi secenegidir. Flep boyu wuzadikca, flep
vaskiilaritesini etkileyecek bir travma varliginda
ve/veya flep planlamasinin hatali  yapildigi
durumlarda flebin kan akimi kritik diizeylere
diisebilmektedir. Bunun sonucunda olusan iskemi,
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flepte kismi veya tam nekroza neden
olabilmektedir. Flep yasayabilirligini arttirmak
icin; kan akimini arttiran sempatolitik ajan ve
direkt vazodilatator kullanimi, antitrombotik ve
antikoagiilan ajan kullanimi, kanin reolojik
(akiskanlik) o©zelliklerini degistirme, antioksidan
ilaglar kullanilmas1 gibi bazi genel yaklasimlar
Cerrahi geciktirme islemi flep
yasayabilirligini arttiran, iyi bilinen bir yontemdir.
Ancak iki asamali bir islem olmasi bir
dezavantajdir.’

mevcuttur. 12

Iskemiye maruz kalan bolgede doku hasarina
serbest oksijen radikallerinin “Reactive Oxygene
Species (ROS)” ve noétrofil birikiminin neden
oldugu deneysel caligmalarla gosterilmistir. Bu
toksisiteyi Onlemek amaciyla cesitli deneysel
modellerde siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz,
allopurinol, vitamin-C, deksametazon, heparin ve
etkileri

deferroksamin kullaniminin

arastirilmstir.*'°

Pineal bezin ana hormonu olan melatonin,
antioksidan etkisini ROS siipiiriicii ve notrofil
birikimini Onlemekle direkt olarak gostermekle
beraber, indirekt etkisini ise glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), SOD gibi baz1 antioksidatif enzimlerin
aktivitesini arttirarak ve lipid peroksidasyonunu
engelleyerek gostermektedir.''" Bilinen en giiclii
antioksidan olan melatoninin, degisik dokulardaki
koruyucu etkileri halen cesitli deneysel modellerde
arastirtlmaktadir. Ancak melatoninin si¢anlardaki
random paternli dorsal cilt flebi yasayabilirligi
izerine etkisi heniiz arastirnlmamaistir.

Bu calismada farmakolojik (0.4 mg/kg, 4
mg/kg ve 40 mg/kg) dozlardaki melatoninin sican
random paternli dorsal cilt flebi yasayabilirligi
tizerine etkisi arastirildi.

Gerec¢ ve Yontemler
Bu deneysel calismada agirliklar1 150-200 g
arasinda degisen 32 adet disi Wistar cinsi sican
kullanildi. Siganlar uygun 1s1 (21 + 2°C) ve nemde
(%60 * 5), 12 saat 151k-12 saat karanlikta kalacak
sekilde barindirildilar. Operasyon, tim
hayvanlarda aymi cerrah ve yardimcisi tarafindan

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2004, 24

gerceklestirildi. Calisma i¢in etik kurulunca onay
verildi.

Sicanlar 4 esit gruba boliindii. Grup 1, kontrol
grubu; flep kaldirilan ve sadece intraperitoneal
(i.p.) 0.2 mL salin (serum fizyolojik) uygulanan
grup (n= 8), grup 2, flep kaldirilan ve 0.4
mg/kg/giin i.p. melatonin verilen grup (n= 8); grup
3, flep kaldirilan ve 4 mg/kg/giin i.p. melatonin
verilen grup (n= 8); grup 4, flep kaldirilan ve 40
mg/kg/giin i.p. melatonin verilen grup (n= 8).

Dorsal cilt derisi elektrikli trag makinasi ile
tras edildi ve Betadine (Poviiodeks, Kim-Pa Hag
Lab. Tic. Ltd. Sti. Istanbul) ile temizlendi. Tiim
cerrahi islemler boyunca lokal steril sartlara dikkat
edildi. Dorsal ciltten 3 x 10 cm boyutlarinda
kaudal tabanli ve pannikulus karnozus tabakasi
iceren Khouri’'nin modifiye ettigi McFarlane flebi
kaldirildi."* Kanama kontroliinii takiben, flep, 4-0
naylon siitiir ile devamli olarak yerine yeniden
dikildi. Deney grubundaki si¢anlara 0.4, 4, 40
mg/kg dozlarindaki melatoninin ilk dozu cerrahi
islemden 1 saat once i.p. yoldan verildi ve takiben
toplam 6 giin boyunca aksam saat 5’te i.p. yoldan
enjeksiyonlar yapildi.

Bu calismada melatonin (Sigma Chemical Co.
St. Louis, MO, USA) etanolde coziildiikten sonra
etanol konsantrasyonu %35 olacak sekilde salinle
sulandirildi.

Postoperatif 7. giinde biitiin fleplerde nekroz
alanlar1 seffaf asetat kagidina kaydedildi, ayrica
fotograf  ¢ekimi  yapildi.  Nekroz
isaretlenmis asetat kagitlar kullanilarak planimetrik
yontemle hesaplandi. Nekroze alan, toplam flep
alanina boliinerek nekroz yiizdesi hesaplandi.
Siganlar sakrifiye edildikten sonra flebin proksimal
3 ile 4. cm’leri arasinda kalan cilt dokusu,
malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) diizeyleri
ve glutatyon (GSH), GSH-Px ve SOD enzim
aktivitelerine bakilmak icin alindi ve -70°C’de
saklandi.

alanlan

40 mg donmus flep dokusu bigakla kiigiik
parcalara kiyildiktan sonra disinda kuru buz
bulunan cam tiipte, %1.15’lik KCl ¢ozeltisi iginde
homojenizator ile 5 dk. boyunca homojenize edildi.
Elde edilen siipernatant, enzim analizi icin
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Tablo 1. Melatonin uygulamasinin flep dokusundaki enzim diizeyleri iizerine etkisi.

MDA NO GSH GSH-Px SOD
Gruplar (nmol/g doku) (umol/g doku) (nmol/g doku) (U/g protein) (U/g protein)
Kontrol 70.91 £0.88 116.90 +3.13 1.69 £0.18 171.56 £ 4.45 27.57 £0.63
0.4 mg/kg Mel 68.93+£1.95 70.22 +2.33% 2.70 £0.14* 186.00 +2.46 50.75 £3.59
4 mg/kg Mel 49.52 +£1.65* 66.48 +2.68* 3.58+0.17% 256.84 +10.48* 64.69 + 1.54°
40 mg/kg Mel 34.63 +1.80*° 58.56 +2.17%° 5.98 +0.14*° 291.95 +3.36>° 96.11 +1.57*°
F 111.67 101.96 125.37 89.33 180.61

a: p< 0.05 vs kontrol grup, b: p< 0.05 vs 4 mg/kg grup (MDA: Malondialdehit, NO: Nitrik oksit, GSH: Glutatyon,

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz ve SOD: Siiperoksit dismutaz).

kullanildi.

Enzim diizeyleri spektrofotometrik olarak
olciildii. MDA ve GSH diizeyleri nmol/g doku, NO
diizeyi umol/g doku, GSH-Px ve SOD diizeyleri
ise U/g protein olarak hesaplandi.

Flep dokusu enzim diizeyleri one-way Anova
ile analiz edildi. Post-Hoc karsilagtirmalarda Tukey
testi kullanildi. p< 0.05 degerleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Melatoninin farkl
dozlardaki nekroz orani ile kontrol grubu nekroz
oranlarimin ayr1 ayr birbirlerine oranlanmasi igin
Student-t testi kullanildi.

Bulgular
Doku enzimlerinin degerlendirilmesi

Tablo 1; doku MDA, NO, GSH, GSH-Px ve
SOD diizeylerini 6zetlemektedir.

Tablo 2’de flep nekroz oranlart 6zetlenmistir.
Kontrol grubunda nekroz orami (%48.50 + 3.28)
iken 0.4 mg/kg melatonin verilen grupta ise nekroz
orani (%44.66 + 2.83) olarak bulundu.

Sicanlara 4 ve 40 mg/kg dozunda melatonin
verilmesi nekroz oranlarim (%28.83 + 1.86 ve
%24.16 £ 2.56 sirasityla) kontrol grubuna ve 0.4
mg/kg dozda melatonin verilen gruba gore
istatistiksel anlamli olarak azaltirken, 0.4 mg/kg
dozunda melatonin verilmesi ise kontrol grubuna
gore nekroz oranini diisiirmekle beraber bu azalma
istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmadi.
Bununla beraber melatoninin, 40 mg/kg dozu ile 4
mg/kg dozu arasinda istatistiksel agidan anlamli
farklilik bulunmadi.
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Tablo 2. Uc farkli dozdaki melatoninin infarkt
alani/flep alani oranina karsilastirmali etkisi.

Gruplar infarkt alani/flep alam (%)
Kontrol (I) 48.50 £ 3.28
0.4 mg/kg Mel (II) 44.66 £2.83

28.83 +1.86%°
24.16 +2.56%°

4 mg/kg Mel  (III)
40 mg/kg Mel  (IV)

I-II p=0.274
I-1IT p=0.000
I-IV p=0.000

a: p< 0.05 vs kontrol grup, b: p< 0.05 vs 0.4 mg/kg grup.

Ozetle; 4 ve 40 mg/kg dozlarda melatonin
verilmesi biyokimyasal literatiir bilgileriyle de
uyumlu olarak flep yasayabilirliginde faydali
bulundu. 0.4 mg/kg dozunda melatonin verilmesi
ise  nekroz oranlarmi  istatistiksel  olarak
azaltmamakla beraber enzim diizeyleri iizerine
olumlu etkileri goriildii (Tablo 1, 2 ve Resim 1-4).

Resim 1. Kontrol grubu; siddetli nekroz.
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Resim 2. 0.4 mg/kg melatonin uygulanan grup; orta derecede
nekroz.

Tartisma
Random paternli cilt flepleri, plastik cerrahide
yaygin olarak kullamilmaktadir. Ozellikle uzun
fleplerin distalinde goriilen iskemiye bagli nekroz,
hastanede kalma siiresini dolayisiyla da tedavi
maliyetini arttiran 6nemli bir sorundur. Yeterli kan

akimina  sahip olmak, bu tir fleplerin
yasayabilmesinde cok onemlidir. Flep
vaskiilaritesini  bozan  bir  yaralanma ve

iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, flepte tam veya
kismi kayiplara neden olabilmektedir. Ozellikle
riskli hastalarda bu fleplerin yasayabilirligini
arttirmak amaciyla yogun bir sekilde arastirmalar
devam etmektedir. Bu calismalarda;
vazokonstriiksiyonun, 6dem formasyonunun ve
Iokosit aktivasyonu ve birikiminin, cilt flebi
nekrozunda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir."

Bazi galigmalarda, ROS ve nétrofil birikiminin
cilt flebi nekrozunun fizyopatolojisindeki roli

arastinlmigtir.  ROS, biyolojik fonksiyonlarda
yaygin olarak bulunmakla beraber hiicresel
homeostaz tarafindan zararli etkileri

baskilanmaktadir.'® ROS yapimmnin artmasi ve
hiicresel savunma mekanizmasinin bozulmasi gibi,
bu dengeyi bozacak bazi durumlar hiicresel hasara
neden olmaktadir. Pro ve antioksidan faktorler
arasindaki ~ dengesizlik  bazi  hastaliklarin
olusumunda énemli rol oynar."”

ROS, I/R hasarinda da Onemli rol
oynamaktadir. Doku oksijen seviyesi diiserse,
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Resim 4. 40 mg/kg melatonin uygulanan grup; hafif nekroz.

hiicre i¢i metabolizma aerobikten-anaerobige
doner. Bu durum, laktat birikimine, hiicrelerde
pH’1n diismesine ve iyonik pompalardaki ATP
depolarinin  bosalmasina neden olur. Bu
degisiklikler membran transport fonksiyonunu
bozar. Iskemi sonrasinda oksijenin iskemik
dokuya tekrar girmesi, ROS olusumuna neden
olur."® ROS: proteinler, polisakkaritler, niikleik
asitler, kollajenler, yag asitleri ve fosfolipidler
gibi tiim biyolojik yapilara toksik etkilidir. Olusan
endotelyal hiicre  hasari, trombosit  ve
graniilositlerin endotele yapismasini arttirir. Bu
da  mikrosirkiilatuar ~ trombozis  kaskadim
baslatir."

Serbest radikal stipiiriiciiler, bu biriken zararl
oksijen iiriinlerini ve zararh etkilerini azaltirlar. Bu
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gruba Ornek olarak; SOD, katalaz, GSH,
deferoksamin, allopurinol, deksametazon, heparin,
CAPE, aminoguanidin, vitamin C, vitamin E,
melatonin, vb. sayllabilir.“'lo‘zo'24 Bu serbest radikal
siipiiriiclilerin  etkileri cesitli klinik deneysel
modellerde gosterilmistir. Bu ilaglarin  sepsis
sendromunda, miyokard infarktiisiinde, organ
transplantasyonlarinda ve kardiyopulmoner bay-
pass’da serbest radikal siipiiriicii 6zellikleri daha
onceki pek cok ¢alismada bildirilmistir.”

Son caligmalar serbest oksijen radikali
olusumunda notrofillerin Onemini de ortaya
koymustur. Notrofiller,  fizyolojik  olarak
lizozomlarinda yiikli oksijen iriinleri
bulundururlar ve bunlari immiin sistemin

kargilagtigi patojenleri tahrip etmede kullanirlar.
I/R hasart gibi bazi inflamatuar olaylarda bu
ajanlar patojenden ¢ok konaga zarar verirler.”

I/R hasarinda nétrofillerin rolii uzun zamandan
beri iyi bilinmektedir. Nétrofiller dokuya girdikleri
zaman doku hasar1 olusumunda direkt rol oynarlar.
Hayvan deneylerinde, anlamli notrofil infilt-
rasyonunun iskelet kasina, cilt fleplerine, barsaga
ve karacigere verdigi zarar gosterilmistir.”’”’
Notrofiller, I/R  hasarinda  tetigi  ¢eken
mekanizmadir.’! Ayn1  zamanda, nétrofiller
endotelyal hiicrelerde ve vaskiiler membranlarda
0dem ve trombozise neden olan proteinaz ve
fosfolipaz da iiretirler.® Notrofil — birikimini
engelleyen ve flep yasayabilirligini arttirabilecek
bazi farmakolojik ve terapotik uygulamalar
iizerinde halen yogun bir sekilde calisiimaktadir.*

Rohrich ve ark. flep yasayabilirligini arttiracak
olan ideal bir ilagta olmasi gereken Ozellikleri
sOyle siralamistir; klinik ve kolay uygulanabilirlik,
yiiksek terapotik indeks (gilivenirlilik), etkili
sonuclari olmast, postoperatif olarak
kullanilabilmeli, maliyet-etkinlik orani iyi olmali,
etki mekanizmasi bilinmeli, ulagilmasi kolay
olmali ve flep nekrozunda koruyucu olmaldir.”
Bu baglamda, bazi antioksidanlar tedavi amaciyla
kullanilmustir ve flep yasayabilirligini arttirdiklari
gbzlemlenmistir.

Bugiin  icin  yukarida  sayilan  flep
yasayabilirligini arttiran ideal ilacin Ozelliklerinin
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tamamim1  iceren bir ila¢  bulunamanustir.
Melatonin yukarida sayilan dzelliklerin bircogunu

tasimasi nedeniyle ideal ilaca yakindir.

Pineal bezin ana hormonu olan melatonin;
hidroksil radikalini, singlet oksijeni, peroksil
radikalini ve peroksinitrit anyonunu = siipiiriicli
ozellikleri pek cok calismada gosterilmistir. Ayrica
ROS iizerinde de serbest radikal siipiiriicii
ozellikleri oldugu rapor edilmistir.**  Ayrica,
melatoninin antioksidan etkileri SOD, GSH-Px,
Glutatyon rediiktaz (GSHR) ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz aktivasyonu yapmasi ve NO sentetazi
inhibe etmesi ile de olmaktadir.”>* Bu baglamda,
bizim c¢alismamizda, sicanlarda melatoninin tiim
dozlarinin, NO diizeyini azalttigim1 gordiik (Tablo
1). Melatonin lipofilik o©zelligi nedeniyle tiim
membranlar1 kolaylikla gecebilmektedir ve bu da
melatonine diger antioksidanlara gore bir avantaj
saglamaktadir.”® Muhtemelen de bu ozelligi flep
yasayabilirligine katkida bulunmaktadir.

Daha calismalarda
antioksidan, serbest radikal siipliriicii ve nétrofil
birikimini 6nleyici etkilerine dikkat cekilmistir.
Son donemde Agapito ve ark. ile Parlakpinar ve
ark. yaptiklart caligmalarda melatoninin hem
fizyolojik hem de farmakolojik dozlarinin lipid
peroksidasyonunun  diizeyini  azaltigin1  rapor
ettiler.””*® Bizim de ¢alismamizda buldugumuz gibi
melatoninin, MDA diizeyini diisiirdiigiinii ve GSH
enzim aktivitesini arttirdigim1 belirten c¢aligmalar
mevcuttur.”

onceki melatoninin

Lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan
MDA, hiicre membranindaki doymamis yag
asitlerinin, ROS etkisiyle hasarlanmasi sonucunda
salinmaktadir.”® Doku MDA diizeyi melatonin
tarafindan belirgin olarak azaltulir fakat bu
mekanizma tamamen bilinmemektedir.

NO, memelilerde hem fizyolojik etkilerden
sorumlu olup hem de patolojik hiicresel hasara
karismaktadir. Plazma NO diizeyi deneysel ve
klinik olarak; iskemi, hipoksi, sepsis ve
bakteriyemi gibi durumlarda damar yataginda
olusan degisikliklere aracilik eder.*” NO’nun
flepteki mikrosirkiilasyona etkisi ¢ok agik degildir,
clinkii NO’nun etkisi iki yonliidiir.
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Bizim calismada da MDA ve NO diizeyleri
literatiir bulgulariyla uyumlu bulundu (Tablo 1).
Disaridan verilen melatonin, artmis olan MDA ve
NO diizeylerini diislirdii. Random paternli flepte
melatoninin kars1  koruyucu
muhtemelen yukarida bahsedilen NO sentezini
baskilamasi1 ve lipid peroksidasyonunu Onlemesi
gibi yararl etkiler sonucunda olmustur.

hasara olmasi

Uygulanan  tiim  melatonin  dozlarinin
antioksidan savunma sisteminin iki 6nemli iiyesi
olan GSH ve GSH-Px enzim aktivitelerini arttirdigi
goriildii (Tablo 1). Melatonin uygulanmasina bagl
olusan bu olumlu etkiler melatoninin direkt ve
indirekt antioksidan etkilerine bagli olabilir.

Sonu¢ olarak melatonin verilmesi, hiicresel
hasarin gostergesi olarak kabul edilen MDA ve NO
diizeylerini  diisiiriirken, antioksidan savunma
sistemi enzimleri olan GSH, GSH-Px ve SOD
aktivitelerini arttirdi. Bununla beraber sadece 4 ve
40 mg/kg dozunda melatonin verilmesi flep nekroz
oranlarim istatistiksel anlamli olarak azaltti. 0.4
mg/kg dozunda verilen melatonin, enzim diizeyleri
tizerine olumlu etkide bulunurken, nekrozu azaltma
egiliminde olmasmma ragmen bu etki istatistiksel
olarak anlamli diizeye ulasmadi. Bu bulgular ayni
zamanda cekilen renkli fotograflarla da desteklendi
(Tablo 2 ve Resim 1-4).

Bu bulgular 1s18inda; diisiik plazma
melatonin konsantrasyonlarina sahip Kkisilerde,
ozellikle pineal bezin kalsifiye olmasina bagh
olarak melatonin seviyesinin azaldigi bilinen
yasli  hastalarda, melatoninin tamamlayici
tedavisi flep cerrahisi ile kombine edildiginde
faydali olacagina inaniyoruz.
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