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Ozet

Summary

Iskemiye maruz kalmis bir flepte perfiizyonun yeniden
saglanmasi flep surveyini garanti etmeye yeterli degildir.
Aksine reperfiizyon ile beraber olusan serbest oksijen
radikallerinin neden olacagi daha ileri hasarlar meydana
gelebilmektedir. Ozellikle E ve C vitaminleri olmak iizere,
cesitli antioksidan vitaminleri kullanarak, deri fleplerindeki
reaktif oksijen tiirevi (ROT) kaynakl zararl etkilerin azaltila-
bildigi gosterilmistir. Flep yasayabilirliginin hiperbarik oksi-
Jjen (HBO) uygulamalari ile de arttirlabildigi yoniinde bulgu-
lar vardir. Bu bilgiler 1s1ginda gerceklestirilen bu arastirmada,
E ve Cvitaminleri ile HBO uygulamalarimin si¢an epigastrik
ada flep modelinin yasabilirligi iizerine olan etkisi incelenmistir.
Deney igin, Sprague-Dawley tiirii disi sicanlar 10°ar hayvan-
Itk 4 esit gruba ayrilmistir: Kontrol, HBO, Vitamin (E+C),
HBO + Vitamin (E+C). Anestezi sonrasinda hayvanlarin karin
bolgesi traslanarak 6x3.5 cm boyutlarinda epigastrik ada deri
flebi kaldirildi. Sonra, epigastrik arter ve veni igeren, inferior
epigastrik pedikiil klampe edilerek flep tekrar yerine dikildi. 8
saatlik iskemik siiresinden sonra klempler a¢ilarak dokunun
reperfiizyonu saglandi. HBO, 7 giin boyunca, 2.5 ATA basing
altinda, giinde 1 kez ve 1 saat siireyle uygulanirken, vitamin
(E+C) kombinasyonuna (40+200 mg/kg), ilk dozu operasyon-
dan 3 giin once olmak iizere 3 giinde bir devam edilerek toplam
4 doza tamamlandi. Postoperatif 7. giinde flep yasayabilirlik
oranlart degerlendirildi; buna gére canli flep alanmi kontrol
grubunda %28.6+6.9, HBO grubunda %59.2+3.8, HBO + vit-
amin grubunda %66.3%5.9, vitamin (E+C) grubunda ise
82.0+£3.9 olarak bulundu. Her ii¢ deney grubunda da flep
yasayabilirligi kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artmug
bulundu (p<0.01). Denebilir ki, antioksidan vitamin E ve C
flep yasayabilirligini son derece olumlu yonde etkilemig, bunun
yanminda HBO 'nun etkinligi ise relatif olarak zayif kalmis ve
ilave arastirmalara gereksinim birakmustir.
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Reperfusion is not enough to guarantee the survey in a
flap subjected to ischaemia. Conversely, further damage
caused by reactive oxygen species (ROS) produced together
with reperfusion may occur. It was shown that harmful effects
of ROS in skin flaps can be reduced by using different antioxi-
dant vitamins such as vitamins E and C. There are also reports
that flap survey may increase with hyperbaric oxygen (HBO)
treatment. In this study, performed in the light of these data, ef-
fects of vitamins E and C and HBO exposure on rat epigastric
skin flap survival were investigated. 40 Sprague-Dawley rats
were divided into four equal group as control, HBO, vitamin
(E+C), HBO + vitamin (E+C). Abdominal area of animals
were shaved after anesthesia and epigastric skin flaps, in the
dimensions of 6x3.5 cm, were raised. After clamping inferior
epigastric pedicle, including epigastric artery and vein, flaps
were resutured into its bed. Reperfusion was obtained by re-
moving the clamps after 8 hours of ischaemia. HBO exposure
was performed at 2.5 ATA for one hour duration once a day
and was continued seven days. Combination of vitamin E and
C (40+200 mg/kg) were administered intraperitoneally, initat-
ed 3 days before the operation, continued at each three day and
completed to a total of four doses. Flap viability ratios were
evaluated at postoperative 7th day. According to these mea-
surements, viable area ratios were found to be %28.6+6.9 in
control, 59.2+3.8 in HBO, %66.3+5.9 in HBO + vitamin and
%82.0+3.9 in vitamin group. Flap viability ratios were found
higher for all treatment groups as compared with control
(p<0.01). It may suggest that antioxidant vitamins E and C af-
fected the flap viability exceptionally well, nevertheless posi-
tive effect of HBO remained relatively weak and let need for
further investigation.
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Acik yaralarm deri flepleri ile tedavisinde yara
bolgesinde kaginilmaz bir iskemi artist meydana
gelmektedir. Olusan doku hipoksisi, flebi nekroza
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gotiiren en yaygin nedendir. Bu sekilde iskemiye
maruz kalmis bir flepte perfiizyonun yeniden
saglanmasi (reperflizyon) flep surveyini garanti et-
meye yeterli degildir. Aksine reperfiizyon ile be-
raber flep dokusuna giren oksijenin ve dolayisiyla
da olusan serbest oksijen radikallerinin neden ola-
cag1 daha ileri hasarlar meydana gelebilmektedir
(iskemi-reperfiizyon hasar1) (1,2). Iskemi-reper-
fiizyon hasarindan kaynaklanan en 6nemli degisik-
likler 6dem, hiicresel sisme, vazokonstriksiyon,
serbest oksijen radikal {irlinleri ve trombozistir.
Tiim bu faktorler dokunun yagayabilirligini etkile-
mekte ve yeterli dnlemlerin alinmadig1 durumlarda
nekroz olugmaktadir (3,4).

Iskemi-reperfiizyon hasarmim olusumunda
bircok etken rol oynamakla beraber, son yillarda
“reaktif oksijen tiirevleri” (ROT) olduk¢a giincel
bir arastirma konusu halini almistir (1,3). ROT, bi-
yolojik makromolekiillerde oksidatif hasara neden
olabilir. Ornegin, hidroksil radikalinin siilfidril grup-
larin1 okside ederek enzimlerin inaktivasyonuna
neden oldugu veya DNA hasarina yol actig1 goste-
rilmistir. Bu radikal, ayn1 zamanda hiicre zarindaki
doymamis yag asitleri ile de reaksiyona girerek
lipid peroksidasyonuna neden olabilir. Genel olarak
ROT, proteinlerde yapisal degisiklikler ve enzi-
matik aktivite kayiplart meydana getirebilir.
Reaktif oksijen tiirevlerinin lipidler, proteinler ve
DNA tizerindeki toksik etkileri, hiicrelerde yapisal
ve fonksiyonel bozukluklara neden olabilir. ROT,
aminoasitlerin oksidasyonu yaninda, peptid
baglarimin hidrolizi, disiilfit baglar1 olusumu ve
¢apraz baglanmalara yol agabilir. Bunun sonucunda
cesitli enzimler fonksiyon kaybina ugrayabilir.
Bazi ekstraselliiler proteinlerde de (o-1-antitripsin,
a-2-makroglobulin vb) aktivite kaybi olur. Bu ise
antiproteolitik etkinin kaybi sonucu doku hasaria
yol acabilir (5).

Bazi arastirmacilar, cesitli serbest radikal
siipiiriiciilerini kullanarak, deri fleplerindeki, ROT
kaynakli zararli etkileri azaltmay1 basarmislardir;
bunlar arasinda ozellikle E ve C vitaminleri kul-
lanilarak yapilan c¢aligmalar dikkat ¢ekicidir
(2,6,7). Bunlarin yaninda, flep yasayabilirliginin
hiperbarik oksijen (HBO) uygulamalar ile arttirl-
mas1 konusunda da ¢ok sayida ¢aligma yayinlan-
mustir (7-11).
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Deri fleplerinde surveyi artirmak amaciyla
kullanilagelmis - sozii edilen - bu yontemlerden
HBO uygulamalari, yiiksek plazma oksijen kon-
santrasyonlart olusturmak yoluyla etkili olan ve
kendisine bircok endikasyon alani bulmus bir
klinik tedavi metodudur (12,13). Suda ¢6ziinen vi-
taminlerden olan C vitamini (L-askorbat), ekstra-
selliiler stvilarin en 6nemli antioksidani olarak ka-
bul edilmekte ve antioksidan olarak da birgok
hiicresel aktivitesi bilinmektedir. Yagda ¢Oziinen
bir antioksidan olan E vitamini (a-tokoferol) ise,
dokuda organik peroksil radikalleri ile reaksiyona
girerek radikal kaynakli lipid peroksidasyonunu en-
gelleyebilmektedir (7,14).

Daha 6nce gergeklestirilen sigan random-pa-
tern flep modelindeki ¢aligmayi (15) tamamlar nite-
likte tasarlanan bu arastirmada, antioksidan E ve C
vitaminleri ile HBO uygulamalarinin sican epigas-
trik ada flep modelindeki (2) yasayabilirlik iizerine
olan etkisi incelenmistir.

Gerec ve Yontem

Deney siiresince ayni laboratuvar kosullarda
(standart oda sicaklig1 ve normal giin 15181), rat ye-
mi ve ¢esme suyu ile beslenerek tutulan ve agirlik-
lar1 200-225 g arasinda degisen toplam 40 adet
Sprague-Dawley tiirii disi sigan 4 esit gruba ayrildi:
Kontrol, HBO, Vitamin (E+C), HBO + Vitamin
(E+C) (her grup i¢in n=10).

Kas i¢i (im) olarak uygulanan ketamin
hidroklorid (65 mg/kg) + ksilazin hidroklorid (0.65
mg/kg) anestezisinden sonra hayvanlarin karin bol-
gesi traslanarak ciltleri povidon-iyodin soliisyonu
ile temizlendi ve 6x3.5 cm boyutlarinda -
Zaccaria’nin tarif ettigi - epigastrik ada deri flebi
kaldirild1 (2). Hem epigastrik arteri, hem de veni
iceren ve intakt birakilan inferior epigastrik
pedikiil, 6zel bir mikroklemp araciligiyla, klampe
edilerek flep tekrar yerine dikildi. Flep bolgesi 8
saat siireyle total iskemiye maruz birakildiktan son-
ra klempler agilarak dokunun reperfiizyonu sag-
landi. Bu arada otokanibalizasyonu onlemek i¢in
epigastrik sinirin hasar gérmemesine dikkat edildi.

Operasyon sonrasinda herbir hayvan ayr1 bir
kafese yerlestirilerek 7 giin boyunca takibe alindu.
Postoperatif ilk 48 saat boyunca im butorphanol
tartarate (0.01 mg/kg) ile analjezi saglandi.
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Tedavi olarak verilen antioksidan vitamin
kombinasyonu ve HBO uygulamasi bir 6nceki
calismada anlatilan prosediirler ile ayni dogrultuda
gerceklestirildi (15). Buna gore HBO, 2.5 ATA
basing altinda, giinde 1 kez ve 1 saat siireyle, 7 giin
boyunca uygulanirken, vitamin E+C kombinas-
yonuna (40+200 mg/kg) intraperitoneal yoldan ol-
mak lizere operasyondan 3 giin Once baglanarak
3 giinde bir devam edildi ve toplam 4 doza tamam-
landi. HBO + Vitamin (E+C) grubunda ise bu iki
prosediir birlikte uygulandi.

Postoperatif 7. gilinde, Sasaki’nin paper-tem-
plate yontemi kullanilarak, flep yasayabilirlik oran-
lar1 hesapland1 (16). Bunun i¢in hayvanlar yeniden
anestezi edilerek seffaf asetat kagidina renkli asetat
kalem ile flep boyutlar1 ve nekroz hatt1 kopye edil-
di. Elde edilen sekillerden once tiim flebin alani,
sonra da yalnizca yasayan deriyi gésteren alan has-
sas terazi ile tartilarak, bulunan degerler birbirine
oranland1 ve % yasayabilirlik olarak ifade edildi.

Gruplardaki hayvan sayist 10 oldugundan, is-
tatistiksel analizler i¢in nonparametrik testler kul-
lanildi. Kruskal Wallis Varyans Analiz yontemi ile
tim gruplar arasindaki anlamlilik arastirilmas;
gruplar arasi fark énemli bulundugunda ise ikiserli
karsilagtirmalar Mann-Whitney U Testi ile ger¢ek-
lestirilmis ve “p<0.05” bulundugunda istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

Operasyondan 7 giin sonra yapilan yasayabilir-
lik degerlendirmesinde kontrol hayvanlarindaki
yasayan flep alaninin tiim flep alanina orani
%28.6+6.9 olarak bulundu. Bu oranin tek basina
HBO uygulanan grupta %59.2+3.8’e, HBO ve an-
tioksidan vitamin kombinasyonunun birlikte uygu-
ladig1 grupta %66.3+£5.9’a, tek basina vitamin
(E+C) verilen grupta ise 82.0+3.9’a yiikseldigi
goriildi. Her ii¢ deney grubunun flep yasayabilirlik
oraninda gosterdigi bu artig kontrol grubuna gore
istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0.01).

Bunun yaninda hem HBO’ya vitamin ilave
edilen grubun, hem de tek basina vitamin uygu-
lanan grubun flep yasayabilirligini HBO grubuna
gore anlamli derecede arttirdig1 goriildii (p<0.05).
Ayrica yalnizca vitamin verilen grupta elde edilen
yasayabilirlik orani, HBO ile vitamin tedavisinin
kombine edildigi gruba gore de anlamli diizeyde
yiiksek bulundu (p<0.05).
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Tablo 1. Deney gruplarinin flep yasayabilirlik
oranlar1 yoniinden karsilastirilmasi (ortalama +
standart sapma)

Hayvan sayis1 Flep yasayabilirlik
Gruplar (n) orani (%)
Kontrol 10 28.6+£6.9
HBO 10 59.2+3.8"
Vitamin + HBO 10 66.3+5.9%3:F
Vitamin 10 82.0+3.9"8

*Kontrol grubuyla karsilastinldiginda istatistiksel olarak
anlamli (p<0.01); SHBO grubuyla; 'Vitamin grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

Flep yasayabilirlik oranlari ydniinden deney
gruplarinin gerek kontrol grubuyla, gerekse kendi
aralarindaki karsilastirilmalar1 ayrintili olarak
Tablo 1’de verilmistir.

Tartisma

Bilindigi gibi O, iiriinii serbest radikaller,
deneysel deri ada fleplerinde iskemiyi takip eden
reperfiizyon hasari olusumunda 6nemli medyator-
lerdir (1). Bu tip fleplerde, postoperatif HBO te-
davisi ile flep survey oranlarmin arttirilabildigi
gosterilmistir (10). HBO, herhangi bir nedenle
iskemi olusan dokulara uygulandiginda, sagladigi
yiiksek orandaki doku oksijenizasyonuna bagl
olarak, doku 6demini azaltmakta ve iskemik doku-
lardaki normal hiicresel osmolaritenin korunmasina
yardimc1 olmaktadir (16). HBO seanslari arasinda
gegen siirelerde relatif bir hipoksi olugsmaktadir. Bu
hipoksi kapiller filizlenme igin ¢ok gereklidir (11).
Bu sekilde relatif hipoksi donemleri igeren aralikli
HBO uygulamalari; doku tamiri ve iyilesmesi igin
gerekli olan anjiyogenezis, fibroblast proliferasyo-
nu, kollajen formasyonu ve 16kosit aktivasyonuna
yol agmaktadir (17).

Deri fleplerinde iskemi-reperfiizyon siireciyle
olusan oksidan hasarin, vitamin E ve C gibi degisik
antioksidanlarla azaltilabildigini bildiren ¢aligmalar
yapilmistir (2,7). Bu g¢aligmaya da model teskil
eden, Zaccaria ve arkadaslarinin sigan epigastrik
ada fleplerinde gergeklestirdikleri bir arastirmada,
C vitamininin iskemi-reperfiizyon hasarini azalttig1
goriilmiigtiir (2). Reaktif oksijen tiirevlerinin, oksi-
datif endotel hasarina neden olarak vaskiiler per-
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meabiliteyi arttirdigi ve ¢ok miktarda plazmanin
ekstravazasyonuna yol agtig1 bilinmektedir (5,6).
C vitamini ise ekstraselliller sivida etkindir ve
kapiller permeabiliteyi azaltarak doku 6demini or-
tadan kaldirmaktadir (2,14).

Yagda ¢dzilinen vitaminlerden olan E vitamini
ise, lipidleri peroksidatif hasara karst koruyan
onemli bir antioksidandir (14). Sicanlarda yapilan
calismalarda, iskemik sartlarda E vitamininin
azaldigi, iskemi Oncesinde vitamin E destegi sag-
landiginda ise reperfiizyon fazinda olusan lipid per-
oksidasyonunun engellenerek doku hasarinin
azaltilabildigi tespit edilmistir (18). Ayn1 anda hem
sivi, hem de lipid fazda etkinlik saglamak i¢in E ve
C vitaminlerin kombine edilerek uygulandigi ¢esitli
calismalarda sinerjist bir etkiye rastlanmistir
(19,20).

Bu calismada da, ilk bakista birbirinden ¢ok
farkli gibi goriinen HBO ve antioksidan vitaminler
E+C kombinasyonunun birlikte ve ayr1 ayr1 uygu-
lanmalariyla, iskemiye maruz birakilan si¢an epi-
gastrik ada flep modelinde, flep surveyi iizerine
olan etkileri gézlenmistir. Sonucta elde edilen bul-
gular, daha 6nce ayni prosediirlerin uygulandig -
fark olarak ilave bir iskeminin olusturulmadig: -
farkli bir flep modelinde (random-patern flep; 15)
goriilen sonuglara benzemekle beraber 6nemli fark-
liliklar da sergiledi. En basta gbze carpan bulgu,
random-patern modeldeki sonug ile de Ortlisecek
sekilde, tek basina vitamin E+C kombinasyonunun
flep yasayabilirligini biiylik oranda arttirdig1 olmus-
tur. Yalnizca HBO uygulamasina maruz birakilan
grupta ise, kotiilestirici yonde etki goriilen random-
patern flep calismasinin aksine, - vitamin grubun-
daki olgiilerde olmasa da - anlamli diizeylerde bir
iyilesme gozlendi; ki literatiir bilgisince beklenen
sonu¢ da zaten bu dogrultuda idi. Ne var ki bu
calismada da, HBO ile vitaminler kombine
edildiginde aditif bir etki goriilmemis, elde edilen
survey orani her iki prosediiriin tek baslarina uygu-
lanmasiyla alinan sonuglarin arasinda yer almis-
tir.

Literatiirde HBO’nun serbest oksijen radikali
tiretimini arttirmak yoluyla zararli etkilere de yol
acabilecegini bildiren ¢aligmalar da yer almaktadir
(21,22). Bolumiimiizce daha once gercgeklestirilen
bir aragtirmada, sigan eritrositlerinde HBO uygula-
malar ile olusturulan lipid peroksidasyon {iriin-
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lerindeki artigin vitamin E+C kombinasyonuyla 6n-
lenebildigi gdsterilmistir (23).

Bu bilgiler 1s18inda denebilir ki, tek basina
uygulanan HBO sigan epigastrik ada flebinde sur-
veyi olumlu yonde etkilemekle beraber, daha olum-
lu etkinligi ortada olan E ve C vitaminleri ile bir-
likte kullanildiginda, artirdigi serbest oksijen
radikali iiretimi nedeniyle bu vitaminlerin serbest
radikal siipiiriicii etkisini relatif olarak azaltmak-
tadir. Bununla beraber ¢esitli flep c¢alismalarinda
HBO’nun yararl etkilerini bildiren ¢ok sayida
aragtirma (7-11) goz oniinde bulunduruldugunda,
genel anlamda HBO aleyhine bir sonu¢ ¢ikarmak
mimkiin degildir. Bu yonde daha saglikli bir
kaniya varabilmek igin farkli basing ve siirelerle
HBO’nun uygulandigi ilave arastirmalarin sekil-
lendirilmesi bir zorunluluk olarak goriilmektedir.
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