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ARASTIRMA YAZISI

Sicanlarda iskemik deri fleplerinde oral $-glukanin

etkisi

The effects of oral -glucan on ischemic skin flap in rats

Abdiilhakim ibrahim Ulusoy', Erding Yenidogan2, Soykan Ding?, Mehmet Ali Giilcelik®, Gokhan Giray Akgiil*,

Muhammet Kadri Colakoglu?, Haluk Alagél?

Amag: Sicanlarda random deri fleplerine B-Glukanin etkisini ve distal nekrozu azaltabilme 6zelligini géster-

mektir.

Gereg ve Yontem: Calismaya 14 adet erigkin digi Wistar sigan alindi ve her bir grupta 7 denek olacak sekilde
randomize 2 grup olusturuldu. A grubu kontrol grubu, B grubu operasyondan 5 gtin énce baglanip her gtin,
operasyon glinti ve takip eden 2 gtine kadar sadece 200 mg/kg p-Glukan peroral verilen grubu olugturdu. Si-
canlarnin sirtindan 2x7 cm boyutunda tam kat deri flebi pedikdlii sicanin kuyruk bélgesinde kalacak sekilde
kaldinldi. Postoperatif 7. giin distal nekroz oranlari saptandi. Flep ug¢ kismindan (pedikiile dogru) itibaren 2. ve
5. cm’den 1 cm? boyutunda tam kat deri alani malondialdehit degerlendirmesi ve histopatolojik degerlendirme
i¢in alindl.

Bulgular: Kontrol grubunda ortalama nekroz alani boyutu 3.91+1.38 cm? iken, p-Glukan grubunda ortalama
1.13+0.88 cm? olarak saptandi (p<0.001). Doku érneklerinde malondialdehit degerleri p-Glukan grubunda
kontrol grubuna gére daha dlistktt (Kontrol grubunun 2. cm’sinde ortalama 2.5+1.13, 5. cm’sinde ortalama
2.7+2.19 nmol/g doku iken, B-Glukan grubunun 2. cm’sinde ortalama 0.9%+0.56, 5. cm’sinde ortalama
1.2+1.07 nmol/g doku idi, 2. ve 5. cm, sirasiyla p<0.02, p=0.123). Histopatolojik olarak p-Glukan grubunda
makrofaj ve fibroblast aktivitesinde énemli artis saptandi. Histopatolojik degerlendirme p-Glukanin koruyucu
etkisini géstermektedir. f-Glukan ile tedavi edilmis siganlarda deri flep nekrozunun tedavi edilmemiglere gére

daha az oldugu gérilmdstdir.

Sonug: Bu calisma random deri flep canliligi icin p-Glukanin énemini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: -Glukan, sigan, flep nekrozu

GiRiS

Flep cerrahisi sonrasi dokularda goriilen nekroz
giniimiizde en 6nemli problemlerden biri ol-
maya devam etmektedir. Bu problemi ¢6zmeye
yonelik bir¢ok medikal ve cerrahi ¢alisma halen
devam etmektedir (1,2). Random iskemik deri
fleplerinde nekroza; vendz dontis eksikligi, iske-
mi ve oksijenin neden oldugu bilinmektedir. Bu
bilgi cercevesinde deneysel calismalar yapilmis
ve sempatolitikler, vazodilatatorler, antikoagii-
lanlar, prostoglandin inhibitorleri, serbest oksijen
radikal tutucular gibi bircok farmakolojik ajan
flebi iskemiye karsi korumak icin kullanilmis-
tir (3,4). Deneysel olarak bazi ajanlarin faydalar:
saptanmus fakat klinik pratikte bu ajanlarin kulla-
nimu ile ilgili belirli fikir birligine varilamamuistir.

Glukan Saccharomyces cerevisiae'min  duvarm-
dan izole edilen dogal polisakkarid yapisinda
bir maddedir (5). f-1.3 glukan oral yoldan etkili
nontoksik giiclii bir immiinostimiilandir. 1980li
yillarin sonlarinda bu materyalin makrofajlarin
ylizeyinde var olan spesifik reseptorlere etki et-
tigi tanimlanmis, makrofajlarin B glukan resep-
torleri oldugu ve bu reseptorlere baglanmanin
makrofaj aktivasyonuna yol actig1 bildirilmistir
(6-8). Sicanlarda yuriitiilen deneysel ¢alismalar
glukan uygulamasinin graniilosit ve makrofaj
tretimini arttirdigini dustindtirmektedir. 3-Glu-
kanin antibakteriyal, antifungal, antiviral, an-
titimoral, antienflamatuar etkileri ve makrofaj
aktivasyonuna etkileri bildirilmistir (9-13). Bu
bilgilerin 1s1g1nda yapilan korele invivo ¢alisma-
larda glukanin major torasik ve gastrointestinal
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cerrahi girisimler sonrasi immiin sistemi
gliclendirdigi, malniitrisyonu onledigi,
makrofaj ve l6kosit fonksiyonlarini iyi-
lestirerek ciddi yara yeri enfeksiyonlarini
ve olimii rolatif olarak azalttigini belirt-
mislerdir (14-19). Ayrica glukan etkili bir
serbest oksijen radikali temizleyicisi ola-
rak antioksidan o6zellik de gosterir (20).
Siganlarda yapilan cilt yara modelleriyle,
glukan uygulanmasimin artmis yara geri-
lim direncini yiikselttigi ve yara yeri iyi-
lesmesinin daha iyi oldugu gosterilmistir
(21-24). Insan deri fibroblastlarinda ve
murine yara modelinde kollajen biyosen-
tezini uyardig1 saptanmistir (25,26).

Bu calismanin hipotezi p-Glukanin im-
miinostimiilan, antibakteriyal, antifun-
gal, antiviral, antitiimoral, antienflama-
tuar ve makrofaj aktivasyonuna etkileri
ile deri flep canlilig1 arasinda iligki ola-
bilecegi olup, calismanin amaci B-Gluka-
nin yara iyilesmesi tizerine olan olumlu
etkileri gbz oniine alinarak sigan mode-
linde glukan uygulamasinin, deri fleple-
rinin sag kalimina etkisini belirlemektir.

GEREGC VE YONTEM

Bu ¢alisma Dr. Abdurrahman Yurtarslan
Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma
Hastanesi Egitim Planlama ve Koordi-
nasyon Kurulu'nun onay1 alinarak, “Gu-
ide for the Care and Use of Laboratory
Animals” kriterleri goz ontine alinarak
gerceklestirildi. Calismaya agirliklar:
200-250 gr. arasinda olan 14 adet erigkin
disi Wistar sican alind1 ve her bir grupta
7 denek olacak sekilde randomize 2 grup
olusturuldu. A grubu kontrol grubu, B
grubu operasyondan 5 giin 6nce basla-
nip her giin, operasyon giinii ve takip
eden 2 giine kadar sadece 200 mg/kg
Glukan peroral verilen grubu olusturdu
(Glukan grubu). Operasyon 6ncesi biitiin
sicanlara 50 mg/kg ketamin hidrokloriir
ve 10 mg/kg xylazin anestezik amacl
uyguland. Sicanlarin sirtlar: derileri sag-
lam kalacak sekilde tras edildi. Siganlarin
sirtindan 2x7 cm boyutunda tam kat deri
flebi pedikiilii siganin kuyruk bolgesinde
kalacak sekilde standart Mc-Farlane tipi
dorsal fare flep modelinde kaldirild1 (27).
Hemostaz1 takiben deri flebi kaldirildig:
alana cilt cilde 4/0 prolenle siitiire edildi.
Ameliyattan sonra siganlarin yiyecegi ve
su icmeleri serbest birakildi.

Postoperatif 7. giinde sicanlarin sirtlarin-
daki flep alanlarinda olusan nekroz alan-
lar1 6lgiildii. Flep alanlarinin 2. ve 5. cm’le-
rinden tam kat 1 cm?lik doku 6rnekleri
alindi. Dokular patolojik degerlendirme
ve biyokimyasal analiz icin iki esit parca-
ya bolundii. Histopatolojik degerlendirme
i¢in alinan dokular nekroz alanlarimi ve
polimorfniiveli 16kosit (PMNL) aktivas-
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yonunun degerlendirilmesi icin %10'luk
formaldehide konuldu. Diger yarisi hid-
roksiprolin ve malonildialdehit (MDA)
degerlendirmesi i¢in aliiminyum folyoya
sarilarak sivi azot tankina konuldu. MDA
tayini, Mihara ve Uchiyama tarafindan
gelistirilen metot ile ¢alisild: (28). Numu-
neden 0.5 mL aliarak, 3 mL fosforik asit,
1 mL tiyobarbitiirik asit (TBA) soltisyonu-
na ilave edildi. Kaynar su banyosunda 45
dakika bekletilip sogutulan tiiplere 4 mL
n-butanol ilave edilip karistirildi. 2500
rpm’de 5 dakika santriftij edildikten sonra
tiiptin tist kismindaki n-butanol fazi 535
ve 520 nm’de spektrofotometrede okutul-
du. Tki absorbans arasindaki fark nmol/g
doku TBA diizeyi olarak hesaplandi
Histopatolojik degerlendirmede doku
orneklerinde nekroz alanlar1 ve PMNL
aktimtilasyonu degerlendirildi. Nekroz
ve PMNL akiimiilasyonu 1'den 3’e kadar
skorlandirilarak sonuglar istatistiksel ola-
rak karsilastirild: (Tablo 1) (29).

Verilerin analizi SPSS 11.5 paket progra-
minda yapildi. Nekroz ve PMNL skorlar1
ortanca (minimum-maksimum) seklin-
de gosterilirken, MDA dtizeyleri ortala-
mazstandart sapma bigiminde gosteril-
di. Gruplar arasinda nekroz ve PMNL
skorlar1 yoniinden farkin anlamliligt
Mann-Whitney U testi ile incelenirken,
MDA yoniinden farkliliklar Student’s t
testi ile degerlendirildi. P<0.05 igin so-
nuglar istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR
Bu calisma esnasinda denekler arasinda
oliim olmada.

Fleplerde olusan nekroz alan boyutu goz
ontine alindiginda; kontrol grubunda
ortalama nekroz alani boyutu 3.91+1.38
cm? iken, glukan grubunda ortalama
1.1340.88 cm? olarak saptandi. Kontrol
grubu ile glukan grubu karsilastirildigin-
da sonug istatistiksel olarak anlamlrydi
(p<0.001).

Flepler histopatolojik olarak degerlendi-
rildiginde; kontrol grubuna ait flep doku
ornegi mikroskopisinde; yaygmn nekroz
alanlari, yer yer 6dematoz dokular ve
PMNL izlendi. Glukan grubuna ait flep
doku 6rnegi mikroskopisinde ise yaygin
PMNL izlendi. Kontrol grubu ile karsilas-
tirildiginda glukan grubunda nekroz ve
0dematdz alanlar yok denecek kadar azd.

Nekroz alanlar1 gozoniine alindiginda; 2.
cm’den alman doku ¢rneklerinde kontrol
grubunda ortanca skor 3 iken (minimum
1, maksimum 3) glukan grubunda ortanca
skor 1 idi (minimum 0, maksimum 2). 2.
cm’den alman doku 6rneklerinde sonug-

lar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli farklilik vardi
(p<0.01). 5. cm’den alman doku ornek-
lerinde kontrol grubunda ortanca skor 0
iken (minimum 0, maksimum 3) glukan
grubunda ortanca skor 0 idi (minimum
0, maksimum 1). 5. cm’den alman doku
orneklerinde sonuclar istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda gruplar arasinda an-
laml farklilik yoktu (p=0.329).

PMNL aktivasyonu gozoniine alindigin-
da; 2. cm den alinan doku orneklerinde
kontrol grubunda ortanca skor 1 iken (mi-
nimum 1, maksimum 3) glukan grubunda
ortanca skor 3'tii (minimum 1, maksimum
3). 2. cm’den alman doku orneklerinde
sonuglar istatistiksel olarak karsilagtiril-
diginda gruplar arasmda anlamli farklilik
vardi (p<0.04). 5. cm’den alinan doku or-
neklerinde kontrol grubunda ortanca skor
2 iken (minimum 0, maksimum 3) glukan
grubunda ortanca skor 2'ydi (minimum
0, maksimum 3). 5 cm’den alman doku
orneklerinde sonuglar istatistiksel olarak
karsilastirldiginda gruplar arasinda an-
laml farklilik yoktu (p=0.891).

Fleplerden alman doku 6rnekleri iskemi
gostergesi olan MDA agisindan deger-
lendirildiginde; 2. cm’den alinan doku
orneklerinde MDA degeri kontrol gru-
bunda ortalama 2.5+1.13 nmol/g doku
iken, glukan grubunda ortalama 0.9+0.56
nmol/g doku idi. 2. cm’den alinan doku
orneklerinde kontrol grubu ile glukan
grubu Kkarsilastirildiginda sonuglar is-
tatistiksel olarak anlamliyd:r (p<0.02).
5. cm’den alinan doku orneklerinde
MDA degeri kontrol grubunda ortalama
2.7+2.19 nmol/g doku iken, glukan gru-
bunda ortalama 1.2+1.07 nmol/g doku
idi. 5. cm’den alman doku 6rneklerinde
kontrol grubu ile glukan grubu karsilas-
tirlldiginda sonuglarda istatistiksel ola-
rak anlaml farklilik yoktu (p=0.123).

TARTISMA

Fleplerde goriilen iskemi flep cerrahisin-
de 6nemli sorunlardan birisidir. Ozellikle
distal iskemik nekroz pedikiillii deri flep
cerrahisinde en sik goriilen komplikas-
yondur. Random iskemik deri flebinde
nekroza vendz doniis eksikligi, iskemi
ve oksijen eksikligi neden olmaktadir.
Cesitli calismalarla p-Glukanin antibak-
teriyal, antifungal, antiviral, antittimoral,
antienflamatuar etkileri ve makrofaj ak-
tivasyonuna etkileri belirlenmistir (9-13).
Flep sagkalimini artirmaya yonelik et-
kili bir farmakolojik tedavi gelistirmek
i¢in bircok arastirma ve calisma yapil-
mis, giinimiizde de bu calismalar de-
vam etmekte olmasina ragmen su an igin
uygulanan ideal bir farmakolojik tedavi
yoktur. B-Glukan belirlenmis etkileri ile



Tablo 1. Nekroz alanlari ve PMNL akumulasyonu degerlendirme skalasi (29)

Nekroz Kucuk alanlar 1
Bir kag alan 2
Masif 3
PMNL akimulasyonu Artmig 1
Belirgin infiltrasyon 2
Masif infiltrasyon 3

iskemik pedikillii deri fleplerinde sag
kalimi arttirmaya yonelik arastirmalara
yardimct olabilir.

Yaptigimiz bu calismada; doku ornek-
lerini 2. ve 5. cm’lerden aldik. Calisma-
mizdan 6nce yapilan kontrol ¢alismala-
rimizda kontrol grubunun flebinde 2.3
cm ile 5.4 cm’ler arasinda nekroz alanlar1
gelismisti. Biz de glukanin etkisini efektif
degerlendirebilecegimiz alan olarak 2. ve
5. cm’leri uygun gordiik.

Ikinci cm’den alman doku orneklerin-
de nekroz alanlar1 acisindan farklilik
olmasmi glukanin yara iyilesmesinde
anjiogenezisi (neovaskiilarizasyon) artir-
masinin sonucu olarak degerlendirdik.
Bilindigi gibi makrofajlar yara iyilesme-
sinde anahtar hiicrelerdir (30). Urettigi
hiimoral faktorlerle yaralanma bolge-
sindeki hticreleri dinamik olarak kontrol
ettigi gosterilmistir. Sonugcta fibroplazi,
fibrogenezis ve anjiogenezisde artis olur.
Ayrica makrofajlarin yaranin metabo-
lik enerji durumunun kontroliinde yeri
vardir (31). Glukanin makrofaj uyarani
oldugu bilinmektedir (32). Topikal ve
intraventz preparatlarin kutantz yara
iyilesmesinde kullanimi ile yara gerilme-

SUMMARY

The effects of oral $-glucan on ischemic skin flap in rats

Purpose: The purpose of this study was to determine the effects of
p-glucan and the ability of -glucan to reduce distal necrosis in a

random skin flap in the rat.

Materials and Methods: The present study utilised 14 adult female
Wistar rats distributed at random into two groups of seven animals.
Group A was set as the control group, in which the subjects re-
ceived only water and food. In group B, subjects daily received
p-glucan (200 mg/kg/day) per oral, starting 5 days prior to surgery,
and continued until the second postoperative day. Random pattern

sinde kayda deger artislar saptanmis ve
bulgular1 yaymlanmustir (31).

Histopatolojik acidan PMNL aktivasyo-
nu iki grup arasinda karsilastirildigin-
da; 2. cm’den alinan doku Orneklerinde
PMNL aktivasyonu agisindan farklilik
olmasini glukanin notrofil migrasyonu-
nu protein sinyal transdiiksiyon arayol-
lar1 araciligiyla aktive etmesinin sonucu
olarak degerlendirdik (33).

Besinci santimetreden alinan doku or-
neklerinde nekroz alanlar1 ve PMNL
aktivasyonu agisindan gruplar arasmnda
(kontrol grubunda maksimum skor 3,
glukan grubunda maksimum skor 1 ol-
masina ragmen) anlamh farkliik olma-
masiny; flebin vaskiiler beslenmesinin 5.
cm’de normal olmasina bagladik.

Glukanin iskemik deri fleplerindeki
olumlu etkisini literatiir ¢alismalarinda
aciklanan mekanizmalarla olusturdugu
diistintilmektedir. Makrofajlar tizerinde
glukan igin var olan reseptorler tanim-
lanmistir (34). Glukan bu reseptorlere
baglanarak makrofaj fonksiyonlarini dii-
zenler. Glukanin fibroblastlar tizerinde
de reseptorleri oldugu saptanmustir (26).
Glukanin yara iyilesmesinde, fibroblast-

lardan kollajen biyosentezinin olusma-
sin1 saglayan yara buiytime faktorlerinin
makrofajlarca salinmasini modiile ediyor
olabilir (26). Yiiksek derecede saflagtiril-
mis glukanin, fibroblast, NF-1 (niikleer
faktor-1) niikleer baglanma aktivitesini,
prokollajen gen ekspresyonunu ve kolla-
jen biyosentezini uyardig1 gosterilmistir
(26). Arastirmalar glukanin hem Tip I
hem de Tip III kollajenin gen ve protein
ekspresyonunu zaman ve doz bagiml
olarak uyardigini gostermektedir (26).
Portera ve ark. (21) da tam kat deri yara-
larinda glukan ile kollajen artisin1 rapor
etmisglerdir.

Bu calismadan elde ettigimiz veriler
B-Glukan tedavisinin flep nekrozuna
kars1 onemli bir koruyucu ajan olabilece-
gini gostermektedir. Ayrica p-Glukan'in
flep nekrozunu ve lipid peroksidasyo-
nunu da azalttigr gortilmistiir. Bu calis-
mada elde edilen diistik MDA degerleri
fleplerde lipid peroksidasyonunun azal-
tildigimi gostermektedir. p-Glukan iske-
mik deri flepleri tizerine agiklanan me-
kanizmalarin bir veya birkact ile olumlu
etkiye sahiptir.

SONUC

Bu c¢alismamizin sonucunda; iskemi
olusturulmus tam kat deri fleplerinde
iskeminin -Glukan ile &nlenebilir ola-
bilecegini saptadik. p-Glukan, yan etki
spektrumunun dtistik olmasi, peroral
uygulanabilmesi avantaji ile iskemik deri
fleplerinde kullanilabilirligi yontinden
olumlu sinyaller vermekle birlikte, in-
sanlarda riski ytiksek fleplerde kullanila-
bilirligi icin olduk¢a genis arastirmalara
gereksinim vardir.

Results: The mean necrotic areas in the control and B-glucan

groups were 3.91+1.38 cm? and 1.13+0.88 cm? respectively

(p<0.001). Malondialdehyde levels were lower in skin samples

which were collected from the control group as compared to sam-
ples obtained from B-glucan rats (2 cm in the control group,

2.5+1.13; 5 cm in the control group, 2.7+2.19; 2 cm in the B-glucan
group 0.9+0.56; 5 cm in the p-glucan group, 1.2+1.07; 2and 5 cm,

skin flaps were cut and sutured on the back of the animals. On the

seventh postoperative day, the percentage of distal necrosis was
determined and skin samples 2 and 5 cm from the wound were

collected in order to determine malondialdehyde levels and for his-

topathological examinations.
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p<0.02 and p<0.123, respectively). Histopathologically, a signifi-
cant increase in macrophage and fibroblast activity was observed in
the p-glucan group. The histopathological evaluation in the p-glu-
can group revealed the protective effects of this intervention. p-Glu-
can treated rats showed decreased skin flap necrosis when com-
pared with untreated animals.

Conclusion: This study revealed the importance of p-glucan for
random skin flap viability.
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