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KISALTMALAR

WAT :Beyaz yag doku

BAT :Esmer yag doku

SVF : Stromal vaskiiler fraksiyon

EKH : Embryonik kdk hiicre

YKH : Yetiskin kok hiicre

HKH : Hematopoetik kok hiicre

MKH : Mezenkimal kok hiicre

PBS :Fosfat tamponlu salin

YDKH: Yag dokusu kaynakli kok hiicre
TZP : Trombosit zengin plazma

VEGF : Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorti
PDGF :Trombosit kaynakli biiytime faktorii
TGEF : Transforming biiytime faktorii

HE : Hematoksilen Eozin

FBS : Fetal sigir serumu



GIRIS
Otolog yag 100 yili askin siiredir yumusak doku defektlerinin diizeltilmesinde dolgu
materyali olarak kullanilmaktadir. Yag grefti uygulamalari; paralize vokal kordlarin
augmentasyonu (1,2), spinal dura onarimi (3), HIV hastalarinda fasyal yapilandirma (4) gibi
rekonstriiktif tedavilerden meme augmentasyonu (5) ile el ve yiiz genglestirme (6,7)gibi

kozmetik girisimlere kadar ¢esitlilik gostermektedir.

Otolog yag enjeksiyonu teknigi fasyal lipodistrofi tedavisinde, nazolabial ¢okiintiilerin,
deprese skarlarin, posttravmatik defektlerin augmentasyonunda, dudaklarin biiyiitiilmesinde
(8) ve bas boyun bolgesinde destriiktif cerrahi sonrasi olusan defektlerin rekonstruksiyonunda
genis kullanim alan1 bulmustur. Yag greftleri deprese ve irregiiler alanlarin diizeltilmesi i¢in
subkutan enjekte edilir. Kolay uygulanabilir bir teknik ve donor alan morbiditesinin minimal
olmasi nedeniyle plastik cerrahlar tarafindan kabul gérmiis bir uygulamadir. Giiniimiizde yag
enjeksiyonu orta yiliz germe, augmentasyon malarplasti ve protezle ¢ene augmentasyonuna

alternatiftir (9).

Yumusak doku rekonstriiksiyonunda standart yaklasimlar; otolog doku flepleri, otolog
yag transplantasyonu ve alloplastik implantlardir. Implant uygulamalarina infeksiyon, kapsiil
kontraktiirli, materyal ekspozisyonu, implant migrasyonu ve yabanci cisim reaksiyonu gibi
komplikasyonlar eslik etmektedir. Otolog yag doku en uygun ve dogal kalici yumusak doku

dolgu materyali olmasi sebebiyle plastik cerrahlarin ilgisini ¢ekmektedir.

Otolog yag kollajen, hyalurunik asit, silikon ve diger dolgu maddeleri ile
karsilastirildiginda maliyetinin diisiik olmasi, kolay elde edilebilir olmasi, immunolojik ya da

alerjik reaksiyona yol agmamasi gibi avantajlara sahiptir (10).



Ancak transplante edilen yagin yasayabilirlik orami diistiktiir. Yag doku ¢ok c¢abuk
rezorbe olarak yerini fibroz doku ve yag kistleri alir. Transplantasyondan sonra greft
voliimiiniin  %20-50’si kayba ugramaktadir (11). Greft kaybmna neden olan mekanizma
transplante olan yagda yeterli revaskularizasyon olmamasidir. Eger transplantasyon sonrasi
zamaninda revaskiilarizasyon olmazsa iskemi nedeniyle hiicreler oliir ve erken donemde doku
nekrozu ve greft kaybma yol acar. Transplantasyon sonrasi erken donemde
neovaskularizasyonun arttirilmasi ile otolog yag transplantasyonunun etkinliginin yag

nekrozuna bagli absorbsiyon ve fibrosis nedeniyle azalmasinin dniine gegilecektir (12).

Kok hiicre aragtirmalarindaki son gelismeler mezenkimal kdk hiicre (13), yag doku
kaynakli kok hiicre ve endotelyal progenitor hiicrelerin iskemik dokularda revaskiilarizasyonu
arttirdigin1 kanitlamistir (14).Transplante yagda revaskiilarizasyon gergeklestikten sonra bile
apoptoz yoluyla greftin volum kaybi devam etmektedir (15). Yag greftinin yasayabilirligi
rezorbsiyon nedeniyle sinirli oldugu icin alicit bolgede uygun voliim ve konturu saglamak
lizere baslangicta overkoreksiyon yapmak ve sonrasinda multiple operasyonlar gerekmektedir
(16,17). Erken postoperatif donemde yiiz giildiiriicii sonuglar alinsa da uzun dénem sonuglar

hem cerrahlar hem de hastalar i¢in hayal kirikligidir.

Greft yasayabilirlik oranlarinin arttirilmasina yonelik bir¢ok klinik ve deneysel ¢alisma
yapilmistir. Bunlar; yag eldesinde atravmatik liposuction tekniklerini (18,19), ve grefte bazi

maddeler eklenmesini icermektedir(20,21).

Biiylime faktorleri otolog yag greftlerinin voliimiinii arttirmak ve yasayabilirligini
uzatmak i¢in Onerilen biyolojik ajanlardir. Bu baglamda alfa graniillerinde trombosit kaynakli
biiyiime faktorii (PDGF),insulin benzeri biiylime faktorii(IGF), vaskiiler endotelyal biiyiime

faktori(VEGF),transforming  biiytime faktorii(TGFB) depolayan trombositler biiyiime



faktorlerinin dogal kaynagi olarak kullanilabilir. Trombosit zengin plazma(TZP);doku
onarimi ve rejenerasyonunu arttiran yiiksek konsantrasyonda biiyiime faktorii ve bioaktif

proteinler igermektedir.

Trombosit zengin plazma igindeki biyiime faktorleri greftteki prekiirsor adipositlerin
matiir formlarma farklilagmasinda rol oynar. Yag greftine biiylime faktorlerinin eklenmesi
adipoz prekiirsor hiicrelerin farklilasma ve c¢ogalmasini stimiile ederek greft voliimiinii

korumaktadir (22).

Mezenkimal kok hiicrelerle birlikte Trombosit zengin plazmanin doku rejenerasyonunu
arttirdi@r kanitlanmistir (23). In vivo olarak Yag dokusu kaynakli kok hiicrelerden yag doku
rejenerasyonu ig¢in uygun tasiyict ve adipojenik indiikksiyon yapan ajanlarin kombine

kullanilmas1 gerekmektedir.

Bu caligmanin amaci; yag doku kaynakli kok hiicre ve trombosit zengin plazmanin
kombine kullanimmin yag grefti yasayabilirligi {izerine etkisinin deneysel olarak

arastirilmasidir.



GENEL BIiLGILER

Yag Doku:

Yag doku, deri altinda (subkutan yag),i¢ organlarin g¢evresinde(viseral yag), kemik
iliginde ve meme dokusunda bulunur. Insanlarda viicut kitlesinin en azindan %4’iinii
olusturur. Yag doku iki farkli formda bulunur. Beyaz yag doku (WAT) ve esmer yag doku
(BAT).Her iki yag doku tipide lokalizasyon, yapisal 6zellik,renk ve patolojik karakteristikler
acisindan farklilik gostermektedirler. Yag dokunun sadece 1/3’1i matiir adipositleri igerir.
Adiposit disindaki hiicreleri stromal vaskiiler fraksiyonda (SVF) bulunmaktadir. SVF ‘de
bulunan hiicreler kan damarlari(endotel hiicreleri), kok hiicreler, preadipositler ve

fibroblastlardir ve yag dokunun geriye kalan 2/3’linii olustururlar (24).

Multilokiiler yag doku renginden dolay1 esmer yag doku olarakta bilinir. Esmer renk bu
dokuda ¢ok sayida kapiller ve sitokrom iceren ¢ok sayida mitokondri bulunmasindan
kaynaklanir.Esmer yag doku viicutta sinirli dagilim gosterir. Siganlarda ve bazi memelilerde
sadece omuz etrafinda bulunur. insanda postnatal hayatin ilk aylarinda énemlidir. Is1 iiretimi

saglayarak yenidogani soguktan korur. Eriskin donemde sayis1 oldukga azalir.

Morfolojik olarak kahverengi adipositler multilokuler lipid inkluzyonlar1 ve ¢ok sayida
iyl gelismis mitokondrileri ile tek, biiyiik lipid inkliizyonu ve az sayida mitokondri ile
karakterize beyaz adipositlerden ayrilirlar (25).Multilokiiler yag doku hiicreleri poligonal ve
unilokiiler yag doku hiicrelerinden daha kiiciiktiir. Her bir lipid damlacig: sitozolle dogrudan

temas halindedir ve bir sitomembran ile gevrili degildir(Sekil 1A-B).



Sekil 1- A:Multilokiiler yag doku. Multipl yag damlalar1 ve mitokondriler. Sag altta sempatik
sinir sonlanmasi gosterilmistir..(Junqueira L. C. Ve Carneiro J Basic Histology10™ **
McGraw-Hill, New York, Chapter 6) (97)

Sekil 1-B:Santral sferik ¢ekirdek ile karakterize multilokiiler yag doku.(Junqueira LC
Carneiro J. Basic Histology10™®* McGraw-Hill, New York, Chapter 6,2003) (97)



Unilokiiler hiicreler hiicre ¢ekirdegini plazma membranina dogru iten tek ve biiyiik bir
yag damlas1 igererek hiicreye yiiziik seklini verir. Unilokiiler hiicreler beyaz yag doku icin
karakteristiktir, ¢aplar1 50-150 pm arasinda degisir. Rutin histolojik teknikler kullanilarak
alkol ve xylol ile yag damlaciklar1 uzaklastirildiginda standart mikroskop preparatlarinda yag

hiicreleri yiiziik seklinde goriilmektedir.(Sekil 1C).

Sekil 1-C:  Unilokiller yag doku. Oklar yag hiicrelerinin  ¢ekirdegini
gdstermektedir.(Junqueira LC Carneiro J. Basic Histology10™ ®* McGraw-Hill, New York,
Chapter 6,2003) (97)



Hem beyaz hem de kahverengi yag dokusu sempatik sinir sisteminin noradrenerjik
lifleri ile innerve olur (26).Unilokiiler yag dokuda sinir sonlanmalari sadece kan damarlarinin
duvarlarinda bulunur, adipositler direkt olarak inerve olmaz. Norepinefrin salinimi hormon
duyarl lipaz1 aktive eder. Bu inervasyon yag mobilizasyonunda 6nemli rol oynar. Vucudun
ihtiyaci oldugunda lipidler her bélgeden ayn1 oranda mobilize olmaz. Subkutan, mezenterik
ve retroperitoneal dokular ilk planda mobilize olurken; el, ayak ve retroorbital bolgedeki yag
doku uzun siiren agliga bile direng gosterir. Uzun siiren agliktan sonra unilokiiler yag doku
yag iceriginin tamamina yakinini kaybeder ve cok az sayida yag damlacig igeren polihedral

hiicrelerden olusur.

WAT ile karsilastirildiginda BAT kapillerlerden olusan daha zengin damarsal yapi1
igerir (27). Yag doku viseral ve subkutan olmak tiizere ikiye ayrilir. Subkutan yag dokuda
stiperfisyel ve derin olarak iki farkli tabakadan olusur. Avug i¢i ve ayak tabaninda bulunan

subkutan yag doku sok absorban olarak gorev yapar.

Viseral yag doku ise intraperitoneal ve retroperitoneal kompartmanlara ayrilmistir.
Subkutan ve viseral kompartmanlara ek olarak WAT; kalp, bobrek ve genital gibi organlarin
cevresinde de az miktarda bulunur (28).Sadece gézkapaklari, penis, skrotum ve lobiil hari¢ dig
kulak aurikulasinda bulunmaz. Yag dokunun viicutta dagilimi yasa ve cinsiyete baglidir.
Kahverengi yag viicutta boyun, omuzlar, perirenal ve paraaortik bdlgelerde bulunur.
Lipokrom pigmenti ve sitokromca zengin bol mitokondrionlar kahverengimsi rengi verir.
Beyaz yag dokunun sarimsi rengi hiicredeki yag damlalari i¢inde ¢oziinen karotenoidlerin

varligina baghdir.

Yag dokusu embriyolojik olarak mezenkim kaynaklidir(Sekil 1-D).



esenchymal cell

Fibroblast

Multilocular Unilocular
adipocyte adipocyte

Sekill-D:Yag hiicrelerinin gelisimi. Farklilasmamis mezenkimal hiicreler yag depolayan
lipoblastlara doniiserek olgun yag hiicrelerini olusturur.(Junqueira LC Carneiro J. Basic
Histology10™ ¢ McGraw-Hill, New York, Chapter 6,2003) (97)

Yag dokusu hiicreleri lipoblastlardan gelisirler. Bu hiicreler fibroblastlari andirirlar ama
stoplazmalarinda yag depolayabilirler. Yag hiicreleri(adipositler) hacimlerinin yaklasik %80-

95’1 kadar trigliserit depo edecek sekilde degisime ugramis fibroblastlardan ibarettir.

Beyaz yag dokusunun agirhiginin yaklasik %60-85°1 lipid; bununda %90-99°u
trigliseriddir. Olgun adipositler tarafindan lipidlerin birikimi ve salinim1 baslica 3 hormon ile

diizenlenir: Insiilin, katekolaminler ve prostaglandinler.

Insan yag deposu ile dogan birkag memeliden biridir ve gebelik siirecinin 30. haftasinda yag

depolamaya baslar. Fetusta primer yag olusumu kahverengi yagdir. Dogumdan sonra



genellikle farklilagmamis mezenkim hiicrelerinin bulundugu kiiciik damarlarin etrafinda
sinirlt bir siire i¢in beslenme ve diger etkenler yag hiicrelerinin sayica artisina neden olabilir
ancak sonrasinda hiicre sayisinda bir artis goriilmez. Bu hiicreler sadece gereginden fazla
kalorili beslenilirse lipid miktarini arttirirlar (24).Erken dénemde adiposit sayisinda meydana
gelen bu artis, bireyin hayatinin ilerleyen yillarinda obesiteye egilim gostermesine neden

olabilir.

Cok miktarda yag viicutta baslica iki dokuda, yag dokusu ve karacigerde birikir. Beyaz
adipositlerin primer fonksiyonu enerji fazlasini lipid seklinde depolamak daha sonra
metabolik ihtiyaca yanit olarak diger dokulara mobilize etmektir. Kahverengi yag dokusu
hiicrelerinin ana gorevi 1s1 meydana getirmektir. Bu dokunun mitokondrilerinin i¢ zarlarinda
termojenin adi verilen bir protein vardir. termojenin, mitokondri zarlar1 arasina onceden
tasinmig protonlarin ATP sentetaz sisteminden geg¢meksizin geri akislarini saglar. Proton

akigindan dogan enerji ATP sentezi igin kullanilmaz ama 1s1 olarak harcanir (25).

Ayrica yag doku bazi polipeptidler, leptin, resistin gibi hormonlar, TNFa gibi
sitokinleri sekrete eden endokrin bir organ gibi de davranir. Adipositlerden salgilanan leptin
16 kDa’lik bir protein olup ob geni tarafindan kodlanir. Istah ve enerji ile ilgili hipotalamik
hedef bolgeler iizerine etki eder. Yag doku viicutta erigkin kok hiicrelerin en zengin

kaynagidir ve doku onarimi ve rejenerasyonunda iimit vaat etmektedir.

Trombositlerin Genel Ozellikleri:

Trombositler kemik iliginde olusur. Yuvarlak ya da oval sekillidir. Yaklagik 2 pm
capindadir. Trilaminar hiicre membranina sahiptir, c¢ekirdek icermez fakat mitokondri,
mikrotiibiil ve graniil(alfa, lambda, delta) igerir (29). Her trombositte yaklagik 50-80 adet a

graniil bulunur. Caplar1 yaklasik 200-500 nm’ dir ve 30’ un lizerinde bioaktif protein igerir



(30). Submembran boélgesinde morfolojik degisikliklere aracilik eden aktin ve miyozin
mikroflamanlar1 bulunur. Viicutta herhangi bir zamanda dalakta lokalize olarak bulunur ve
periferik dolagima gectikten sonra ortalama 8—10 giin yasarlar. Normalde kanda trombosit

sayis1 150000-350000 p /1t arasinda degismektedir (31).

Dolasimda bulunan trombositlerin alfa-granullerindevaskiiler endotelyal biiyiime
faktori

(VEGF), trombosit kaynakli biiyiimr faktori(PDGF), transforming biiytime faktorii
(TGEp), Fibroblast biiylime faktorii(bFGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF),insulin benzeri
biiyiime faktorii(IGF) gibi pek c¢ok biliylime faktorii depolanmig durumdadir.Biiyiime

faktorleri alfa graniillerde zimojen halde depolanmustir.

Biiyiime faktorleri lokal ve sistemik etkileri olan biolojik mediatorlerdir. Cesitli
uyaranlara karsi trombosit aktivasyonu oldugunda o graniiller hiicre membrani ile
birlesir(degraniilasyon).Histon ve karbonhidrat yan zincirlerinin eklenmesiyle sekretuar
proteinler bioaktif forma doniisiir. Aktif proteinler daha sonra hedef hiicrelerin(mezenkimal
kok hiicre, osteoblast, fibroblast, endotel hiicresi ve epidermal hiicre) transmembran
reseptOrlerine baglanir. Transmebran reseptorleri hiicre i¢i sinyal proteinini aktive ederek
hiicresel proliferasyon, matriks olusumu, osteoid iiretimi ve kollajen sentezi gibi olaylar

yoneten gen ekspresyonuna neden olur (32,33).

Trombosit kaynakli biliylime faktorii molekiilii hiicre membranindaki reseptorlere
baglaninca sitoplazmadaki yiiksek enerjili fosfat bagi igeren bir sinyal proteini aktive olur ve
bu sinyal iyilesmede gorevli hiicrelerin ¢ogalmasina, angiogeneze, kollajen, fibronektin,
hyalurunik asit tretilmesine aracilik eder. PDGF makrofajlar i¢in kemotaktik etkilidir ve

mezenkimal hiicreler i¢in mitojendir. TGFB ve IGF kemotaksi, kok hiicre ve osteoblastlar
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i¢cin mitogenez, angiogenez, kemik matriks olusumu ve kollajen sentezinde gorevlidir (34,35).

PDGF ve TGFp ayrica kemik mineralizasyonuna yardim ederler (36).

Adeziv proteinler(fibrinojen, fibronectin, vitronectin, trombospondin-1) ise trombus
olusumuna katkida bulunur (37). VEGF ve EGF’nin de angiogenez, bazal membran olusumu
ve endotel farklilagmasi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Lizozomlarda proteolitik ve asit
hidrolaz enzimleri bulunur. Delta graniiller ise adenozin di fosfat, tromboxane A2 ve

seratonin igerir (38). (Tablo 1)

Tablol: Trombosit graniillerinin igerikleri

Alfa Graniil Delta Graniil Lambda Graniil
(Yogun Cisim) (Lizozomlar)

PDGF, EGF, VEGF ADP Asit proteazlar

TGFp ,IGF, FGF Tromboxane A2 Glikohidrolazlar

Fibrinojen Seratonin

Fibronektin

Trombospondin

Trombosit Zengin Plazma:

Trombosit Zengin Plazma; bazal seviyenin iistiinde trombosit konsantrasyonu igeren
otolog kanmn plazma kismi olarak tanimlanabilir (39). Bazi aragtirmacilar TZP’nin bazal
seviyenin 3-5 kati kadar trombosit konsantrasyonu i¢ermesi gerektigini dnermektedirler (33).
Anitua TZP hazirlanirken amacin 300000 trombosit/ul olmasi gerektigini belirtmektedir (37).

Doku hasarina cevap olarak meydana gelen pihti olusumu hemostazi saglayarak biolojik aktif
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proteinlerin sekresyonuna yol agar. TZP doku rejenerasyonunda etkili hiicrelerin

proliferasyon ve diferansiasyonunu arttirmaktadir.

Antikoagiile kan santrifiij edildiginde 3 tabaka agiga ¢ikar: Kirmizi kan hiicrelerinden
olusan alt tabaka (yogunluk=1.09), trombosit ve beyaz kan hiicrelerinden olusan orta

tabaka(buffy coat, yogunluk=1.06), ve en istte yer alan plazma tabakasi(yogunluk=1.03).

(Sekil 2)

Trombositten
fakirplasma

Trombositten
zengin plasma

Buffy coat-koyu sari
katman (az sayida diger
hiicreleri igerir)

Kirmizi hiicreler

Sekil 2:Santrifiij sonrasi agiga ¢ikan tabakalar

Antikoagiilan olarak asit sitrat dekstroz kullanilmasi, santrifiij sirasinda diisiik gravite
kuvvetlerinin uygulanmast trombosit membran biitiinliiglinli koruyacak, trombosit
fragmantasyonunu oOnleyerek sekretuar proteinlerin bioaktivitesini arttiracaktir (32,40).
Trombosit aktivasyonu o graniil membranimnin i¢ yliziinde bulunan P-selektin ol¢iilerek
kantitatif olarak degerlendirilebilir. Klinik vakalarda periferik ya da santral venden alinan

kanla hazirlanan TZP’nin trombosit sayisi arteriel kandan hazirlananlara gére anlamli olarak
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yiiksek bulunmustur. TZP’nin rejeneratif potansiyeli aktivasyonla salinan sekretuar
proteinlerin seviyelerine baglidir. Sekretuar proteinlerin seviyeleri ELISA ile kantitatif olarak

Olciilebilir.

TZP’nin yararlar1 kemik ve yara iyilesmesini hizlandirmasi ve postoperatif infeksiyon,
agr1 ve kan kaybini azaltmasidir. TZP doku miihendisligi, kemik greftleri ve angiogenez
alanlarinda giderek dikkati ¢ekmektedir. TZP’nin kullanildig1 klinik uygulamalar periodontal
ve oral cerrahi, maksillofasyal cerrahi, kozmetik plastik cerrahi ve koroner bypass cerrahisini
icermektedir. Ayrica kronik cilt iilserleri ile yumusak doku iilserlerinin tedavisinde ve dekiibit

yaralari, fistiil, yanik gibi zor iyilesen yaralarda kullanilmaktadir.

Kozmetik fasyal ve meme cerrahisinde TZP kullanimiyla ameliyat sonrasi agri ve
sislikte azalma oldugu da goézlemlenmistir. Uygulanan TZP miktar1 ve uygulama metodu
prosediir 6zeldir (32,33). ELISA ile yapilan analizde TZP de tam kanla karsilastirildiginda
TGFp da 7, PDGF de 30, EGF de ise 10 kat artig saptanmistir (38,41). In vitro trombosit
konsantrasyonu ile insan erigkin mezenkimal kok hiicre proliferasyonu, fibroblast

proliferasyonu ve tipl kollajen iiretimi arasinda doz bagimli bir iliski bulunmaktadir (33,42).

Kok Hiicre

Farkli hiicre tiplerine doniisebilme (in vivo ve in vitro ortamda) ve kendisini
yenileyebilme o6zelligine sahip olan hiicrelere kok hiicreler (Stem cells) adi verilir. Bu
hiicreler 6zel biyolojik sinyallerin etkisiyle prekiirsoriinden farkli ozellesmis hiicreye
doniisebilirler (plastisite). Kendilerini yenileyebilme 0&zelliklerini organizmanin yagami
boyunca siirdiiriirler. Bundan dolay1 da in vitro kosullarda tedavi amaciyla bol miktarda

tiretilebilirler (43). Kok hiicre basitge diisiiniildiiginde yasamin kaynagidir. Patolojinin
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onciilerinden Dr. Rudollph Virchow’un dedigi gibi ‘her hiicre bir hiicreden meydana gelir

(omnis cellula e cellula) (44).

Farklilagma potansiyeline gore kok hiicreler 4 temel kategoride siniflandirilmistir.

a-Totipotent hiicre: Plasenta ve embriyonik membranlar dahil insan viicudundaki tiim

dokulara farklilagabilme yetenegindedir. Bunun tek 6rnegi zigottur.

b-Pluripotent hiicre: Blastokistin i¢ hiicre Kkitlesinde bulunur ve ii¢ germ
tabakasindan(ektoderm, mezoderm ve endoderm) birine farklilagabilme yetenegindedir. Ayni
zamanda embriyonel kok hiicreler de denilebilir. Yiiksek proliferasyon kapasitesi, spesifik
marker (SSEA-3, SSEA-4, OCT-4, SOX-2, NANOG, KLF-4) ekspresyonu ile

karakterizedir.

c-Multipotent hiicre: Tek germ tabakasindan gesitli hiicre tiplerine farklilasir

d-Unipotent hiicre: Tek germ tabakasi sadece bir hiicre tipine farklilasir (45).

(Sekil3-A)
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Sekil 3-A: Kok hiicre hiyerarsisi

Viicuttaki her hiicre yaslanir ve spesifik bir yar1 émrii vardir. Zaman iginde viicutta

meydana gelen degisiklikler hiicrelerin yerini yenilerinin almasi nedeniyledir. Bu olaylar,

progenitor hiicre varligimi giindeme getirmistir. Multipotent ve pluripotent kok hiicreler daha

sonra belirli hiicre dizilerine diferansiye olacak progenitdr hiicreleri olustururlar (sadece bir

tip hiicrenin kaynagini olusturan kok hiicrelere progenitor veya prekiirsor kok hiicreler denir)

(46). Multipotent yetiskin progenitor hiicreler MKH’lere, endotelyal, epitelyal ve hatta

hematopoetik hiicrelere farklilasabilmektedir (47).
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Yetisinde kok hiicreler ¢esitli organ ve dokularda bulunurlar. Kok hiicreler bulunduklari

yere gore de siniflandirilabilirler. Embryonik kok hiicreler (EKH)erken embryonik donemde

blastokistin i¢ tabakasinda bulunurken, yetiskin/somatik kok hiicreler(YKH) yetiskin

organizmanin dokularinda bulunurlar (Sekil3-B).
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Ornegin; olgun kan hiicreleri kemik iliginde yer alan hematopoetik kok hiicrelerden
koken alirken bagirsak epitelinin her 3—4 giinde bir yenilenen hiicreleri bagirsak kriptalarinin
dibinde yer alan kok hiicrelerden cogalarak ve farklilasarak olusurlar. Dolayisiyla kok
hiicrelerin ¢ogalma ve farklagsmasiyla kontrol eden mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi,
metabolik, dejeneratif ve immiinolojik hastaliklarin hiicre ve genlerle tedavisinde yeni bir
donemin agilmasina Onciiliik edecek gligtedir.Embriyonel kok hiicre uygulamalarindaki
onemli sorunlardan biri “teratom” gelisim riskidir. Bir baska sorun bu hiicrelerin allojeneik
olmasi yani reddedilme olasiliginin varligidir. Embriyonik kok hiicreler; hiicre ve gen tedavi
caligmalarinda, ilag endiistrisi ve embriyoloji alanlarinda kullanilmaktadir. Ozellikle yapilan
hayvan c¢aligmalarindaki basarilarin yani1 sira kullanimlarinda ciddi tibbi, etik ve dinsel

tartigmalar vardir (46).

Kok hiicrelerin bir bolimii ise fetiisten elde edilir ve saklanir hale gelmistir. Bu
hiicrelere fetiis kok hiicreleri denebilir. Cesitli yonleriyle embriyon ve yetiskin kaynakli kok
hiicreler arasinda cogalma ve farklilasma kapasitesine sahiptir. Amniyon sivisindaki kok
hiicreler, plasenta kaynakli kok hiicreler, gobek kordonu stromasi kaynakli kok hiicreler bu
grupta sayilabilir. Bu hiicrelerin diger bir ortak 6zelligi de fetiise zarar vermeden gebelik
siiresince veya dogum esnasinda kolaylikla ve etik problemlere yol agmadan elde edilebilir
olmalaridir. Bu hiicrelerin yiizey isaretleyicileri agisindan sS hem embriyon, hem de yetiskin

kok hiicre 6zellikleri barindirdiklari ortaya ¢ikarilmastir.

En iyi tanimlanmig eriskin kok hiicreler hematopoetik kok hiicreler(HKH) ve
mezenkimal kokhiicrelerdir(MKH). Mezenkimal kok hiicreler preklinik ve klinik ¢calismalarda

Onem arzetmektedir.
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Erigkin kok hiicreler; kemik iligi, umblikal kord, ensefalon, epitelyum, dental pulpa ve
son zamanlarda adipoz doku gibi ¢esitli viicut dokularindan izole edilebilir. Erigkin kok
hiicreler maturasyon, yaslanma ve hasara bagli kayba ugrayan hiicreleri yenileyerek doku
homeostazinin korunmasindan sorumludur. Daha ¢ok elde edildikleri dokuya doniisme
potansiyelleri vardir (48). Yetiskinde her organ ve dokuda ayni say1 ve potansiyelde kok

hiicrelere rastlanmaz.

Mezenkimal kok hiicreler 1970’lerde Friedenstein ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir (49). Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kemik iligi mikro ¢evresinde kemik
homeostazisi ve hematopoezini destekleyen elementlerden biri olup; kemik, kas, kikirdak,
tendon ve yag hiicrelerine farklilagabilmeleri yaninda non-mezenkimal olarak ndron ve
astrositlere de farklilagsabilme yetenegine sahip olan mezodermal orijinli multipotent
hiicrelerdir. Kemik iligindeki her 10.000—100.000 ¢ekirdekli hiicreden birinin MKH oldugu
saptanmaktadir. Bu oran kordon kaninda 100.000.000 hiicrede 1’e diismektedir (50). MKH

icin Uluslar aras1 Hiicre Tedavileri Toplulugu (ISCT) 3 tanimlayict 6zellik dnermektedir:

1- Standart kiiltiir ortaminda plastige yapisabilmeleri

2- CD105 (SH2), CD73(SH3/SH4), CD90 gibi hiicre ylizey belirteglerini eksprese

etmeleri ancak CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19, HLA-DR (HLA-II) gibi

belirtecleri bulundurmamalari

3- In vitro kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilagsabilmeleri (51).

Mezenkimal kok hiicreler kiiltiir ortaminda morfolojik olarak 151k veya faz kontrast
mikroskobu ile incelendiginde fusiform sekilli, fibroblast benzeri bir goriiniimdedirler (52)

(Sekil 4 A-B)
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Sekil 4A

Sekil 4B

Sekil4: Mezenkimal kok  hiicrelerin 151k mikroskobundaki  goriiniimleri
A: (40X),B:(100X)

Mezenkimal kok hiicrelerin izolasyon teknikleri daha ¢ok onlarin yapisma o6zelligi
kullanilarak gelistirilmistir. Yapigsmayan hiicreler her kiiltiir degisiminde alinarak konsantre

MKH’ler elde edilir (53).
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Rodbell ve ark 1960°da yag (45) dokudan hiicre izole eden ilk metodu tanimlamistir. Bu
metod baslangigta laboratuar hayvanlarinin  (fare, tavsan) yag doku Orneklerinde

uygulanmistir. Sonra modifiye edilerek insan yag doku drneklerinde kullanilmigtir.

2000 yilina kadar eriskin kok hiicre alanindaki yayinlar sadece hematapoetik kok hiicre
ve kemik iligi mezenkimal kok hiicrelere odaklanmisti. Yag dokusu kaynakli kok hiicreler ilk
kez 2001 yilinda Zuc tarafindan elde edilmistir (54). Yag dokusu kaynakli kok hiicrelerin
izolasyonu lipoaspiratin iki farkli kismindan yapilmaktadir. Zuc ilk kez yiizeydeki yag
fraksiyonundan kok hiicre elde etmistir. 2006’da Yoshimura daha yogun olan sivi

fraksiyonundan kok hiicre elde etmistir (58).

Bu hiicrelerin sayisinin yag dokusundaki hiicrelerin 1/100 ile 1/1500’i kadar oldugu
tahmin edilmektedir ve kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerde bu oranin yiiz
binde bir oldugu diistiniilecek olursa bu oran oldukea yiiksektir (56). Yag doku kaynakli kok
hiicreler yag dokudan hastada agriya neden olmadan ve diger multipotent mezenkimal kdk
hiicrelere gore(kemik iligi, plasenta, umblikal kord, amniyon sivisi)bol miktarda elde

edilebilir. Bu nedenle yag doku otolog hiicre replasmaninda ideal bir donordiir(57).

Yag doku kaynakli kok hiicreler, eriskin kok hiicrelerin karakteristik 6zelliklerine
sahiptir. Bu hiicreler fenotipik ve genotipik olarak mezenkimal kok hiicrelere ¢ok
benzemesine, hatta bazi yaymlarda yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicre olarak

adlandirilmasina ragmen, iki hiicre arasinda bazi farklar vardir.

Mezenkimal kok hiicre ile yag doku kaynakli kok hiicre arasindaki en belirgin fark
mezenkimal kok hiicreler CD 106+ 1igi gosterirken yag doku kaynakli kok hiicreler CD49d +
dir. Diger bir yapisal farklilikta mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik diferansiasyonunun

daha iyi olmasidir (56).

20



Monoklonal ve poliklonal kiiltiir ¢alismalar1 liposuction aspiratlarindan elde edilen
YDKH’nin mezodermal ve ektodermal menseli hiicre serilerine farklilasabilme 6zelliginde
oldugunu  gostermistir.  Bunlar  adipojenik, kondrojenik, osteojenik, myojenik,
kardiomyojenik, norojenik, angiojenik ve hepatik hiicre serileridir (58). YDKH’ nin in vitro
matur adipositlere farklilagmas1 insulin, izobutylmetilksantin, deksamethazone ve

indomethazin etkisi altinda gergeklesmektedir (7,43,57).

Beyaz yag dokudaki eriskin kok hiicrelerin farklilagma potansiyeli daha yiiksektir ve
esmer yag dokudan izole edilen hiicrelerden daha hizli biiyiirler. YDKH angiogenez ve
antiapoptotik olaylar1 destekleyen VEGF, HGF, IL-6, IL-7, TNFa, M-CSF ve TGFB1 gibi

¢ok sayida sitokin ve bilylime faktorii sekresyonu yapabilme 6zelligine sahiptir.

Yag Dokusu Kaynakh Kok Hiicrelerin Klinik Uygulamalari:

Kok hiicre biyolojisi ve klinikte kullanilabilirlikleri iizerindeki ¢alismalar hizla
artmaktadir. Yag doku kaynakli kok hiicre kullanilarak yapilan ilk klinik faz 1 ¢alismalar
Chron hastalarina aittir. Geleneksel tedavilerle iyilesmeyen fistiillerin %75’1 yag doku
kaynakl1 kok hiicre tedavisi ile tamamen iyilesmistir. Perianal fistiilii olan 50 hastada yapilan
bir calismada trombosit fakir plazma ile kombine edilen yag doku kaynakli kok hiicre tedavisi
ile %71 oraninda iyilesme goézlemlenmistir (59,63). Yedi yasindaki bir kiz ¢gocugunun kritik
bliytikliikte kalvarial defekti yag doku kaynakli kok hiicre ile kombine edilen kansel6z iliak

kemik grefti ile basariyla tedavi edildigini bildiren yaym mevcuttur (59-60).

Farmakolojik ve klinik c¢aligmalarda, ozellikle dejeneratif hastaliklarin tedavisinde
uygulanmalart diistiniilmektedir. Doku miihendisliginde YDKH farelerde X’e bagli muskiiler

distrofi tedavisinde kullanilmigtir (24, 45). Herediter ya da kazanilmis lipoatrofi tedavisinde
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de timit vaat etmektedir (25, 26,45). Yoshimura lipoaspirati SVF hiicreleri ile kombine ederek

memede voliim augmentasyonu igin kullanmigtir (55).

Meme kanseri hastalarinda mastektomi sonrasi aksillaya radyoterapi uygulamasi cilt ve
dermisin ekspoze oldugu progresiv fibrotik lezyonlarla komplike olarak {ist extremitede
hareket kisitliligina neden olabilir. Bu durumun subkutan otolog yag transplantasyonu ile
diizeldigini gosteren klinik ¢alismalar mevcuttur (93). Siddetli kombine immun yetmezligi
olan (SCID) farelere farkli tiplerde insan meme kanseri hiicresi ile birlikte YDKH implante
edildiginde timoér olusumunu uyarmadigr gosterilmistir. Bu calismalar 1s18inda YDKH

tedavisinin giivenli oldugu sdylenebilir.
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma GATA Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Bagkanligi’nin 30.12.2010 tarih ve
10/75 K sayili izni ile GATA Arastirma ve Gelistirme Merkezi’nde gerceklestirildi.
Calismada agirliklar1 200-350 gr arasinda degisen 46 adet inbred Fisher 344 sican (Charles
River Labaratories) kullanildi. Siganlar ikiserli veya iigerli olarak uygun kafeslerde, 22+/-2
sicaklikta ve 12 saat karanlik—12 saat aydinlik ortamin saglandigi kosullarda barmndirildi.
Deneklerin beslenme ihtiyaglar1 standart laboratuar yemi ve su verilerek diizenli olarak
karsilandi.Aragtirmada ilk olarak yag doku kaynakli kok hiicreler elde edildi. Trombosit
zengin plazma hazirlandi. Elde edilen kok hiicreler ve trombosit zengin plazma daha sonraki

asamada yag greftinde kullanildi.

Kok Hiicrelerin Elde Edilmesi:

Siganlarda Intraperitoneal ksilazin(Rompun,%?2 solution; Bayer, Leverkusen, Germany)
ve ketamin (Ketalar 30 mg; Parke-Davis, Morris Plains, NJ) ile anestezi saglandi. Inguinal
bolgeleri tiras edildi. Povidone iodine ile antisepsi saglandiktan sonra yaklasik 1-1,5 cm

uzunlugunda oblik insizyonla girilerek inguinal yag yastiklar1 eksize edildi (Sekil SA-B).

Sekil 5A: Inguinal bélgede planlanan oblik insizyon
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Sekil 5-B:Sicandan inguinal yag yastiginin eksize edilmesi

Kanama denetimi uygulandiktan sonra cilt 5/0 monokril ile siitiire edildi.(Sekil 5-C).

Sekil 5-C:Insizyonun siitiirasyonu
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Cerrahi olarak eksize edilen sican yag dokusunun 15 ml’lik konik tiipte antibiyotikli media
icinde laboratuara transferi saglandi. Izole edilen yag dokusu 100 mm’lik petriye konarak kan
hiicrelerinden arindirilmak iizere steril PBS (phosphate-buffered saline) ile birkag kez yikandi.

Makas ve bistiiri yardimi ile homojen bir sekilde kiiglik pargalara ayrildi(Sekil 5-D).

Sekil 5 D:Eksize edilen yag dokunun pargalanmasi

Parcalanan dokular 15 ml’lik tiiplere alinarak %0.075’lik kollejenazla igleme tabi
tutuldu(Sigma, St. Louis, MO).Daha sonra kollajenazli tiipler 37 derecede 30 dakika dokular
lyice pargalanip, tliplerin icerigi bulanik bir renk alana kadar calkalamali su banyosunda

tutuldu.

Kollajenazi nétralize etmek igin esit hacimde %10 FBS(fetal bovin serum) igeren

DMEM(Dulbecco’s modified Eagle medium) eklendi.
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Hiicre siispansiyonu 1800 rpm de 10 dakika santrifuj edildi. Hiicre peletinin tekrar
siispansiyonu yapildi ve kiiltiir kaplarina yerlestirildi. Bu hiicreler kontrol mediumunda(%10
FBS ve %] antibiyotik/antimikotik iceren DMEM)37 derece ve %5 karbondioksitli ortamda
inkiibe edildi.48-72 saatte bir flask icerigi yenilenerek taze komplet medium (Mesencult
MSC Basal Medium) eklendi ve bu isleme flask zemini %80-90 konfluent hale gelene kadar

devam edildi(Sekil 6).

Sekil 6: Komplet media iceren 25 ml’lik flask

14.giin inverted mikroskopta incelenen hiicrelerin flaskin tiim zeminini kaplayarak
flaskin zemin goriintiisiinii konfluent hale getirdigi saptandi ve flaskin tiim medium igerigi

ortamdan uzaklastirildi

Flasktaki yapisan hiicrelerin ayrilmasini saglamak igin tripsinizasyon iglemine gegildi.
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Tripsinizasyon:
Flasklardaki yapisan hiicre tabakasi’phosphate-buffer-saline’(PBS) ile iki kez yikandi.
%0,25°1ik tripsin 5 ml ilave edildi.37 derecede 10 dakika siireyle inkiibe edildi.

Bu asamada yapisan hiicreler ayrildi, ancak hala kalabilecek hiicre kiimeleri olasiligi

nedeni ile pipetle karigtirilarak kalan hiicre kiimelerinin de kolaylikla ayrilmasi saglandi.

Hiicrelerin tam olarak ayrildigindan emin olmak i¢in flask inverted mikroskopta kontrol

edildi. Daha sonra tripsini inaktive etmek i¢in ‘FBS’ ilave edildi.

Elde edilen hiicre suspansiyonu 800 G’ de 10 dakika siireyle santrfiij edildi ve ‘komplet

medium’ ile iki kez yikandi.

Kok Hiicrelerin Pasaj:

Elde edilen hiicre peleti 25 ml’lik flasklarda 10 ml ‘komplet medium’ i¢inde tekrar
kiiltiire edildi(1. Pasaj).Birinci pasajdan sonra her dort giinde bir, pasaj islemleri 2 kez daha
tekrarlandi. Ucgiincii pasajin dordiincii giinii tripsinizasyon isleminde tamimlandigi gibi
hiicreler tripsinizasyon ile flasktan alinip yikandiktan sonra 10pl DMEM i¢inde 5x10%adet
konsantrasyonda olacak sekilde 0,5 ml’lik insiilin ignelerine konularak kullanima hazir hale

getirildi.
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Boyama:

Kok hiicrelerin yag dokusundaki varliginin gdsterilmesi icin hiicrelerin stoplazma
membranlari CM-Dil(1,1’-dioctadecyl-3,3,3°,3’-tetramethylindocarbocyanin)(Molecular
Probes, Invitrogen, Eugene, Ore) ile boyandi. Ureticinin uygulama talimatlari
dogrultusunda(Molecular Probes)l milyon/ml hiicre suspansiyonu igeren normal kiiltiir
vasatina ml bagma 5 ul olacak sekilde “CM-Dil cell-labeling solution” eklendi. Pipetle
nazik¢e karismasi saglandiktan sonra, 37 derecede 20 dakika inkiibasyon gergeklestirildi.
isaretli siispansiyon tiipleri 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra, 37 derecede tekrar siispansiyon gergeklestirildi. Bu yikama islemi 2

kez daha tekrarland1 ve igaretli hiicreler 10 dakika sonra kullanima hazir geldi(Sekil7).

Sekil 7:CM-Dil ile isaretlenerek kullanima hazir hale getirilen kok hiicre peleti.
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Trombosit Zengin Plazma Hazirlanmasi:
Trombosit Zengin Plazma hazirlamak i¢in gerekli olan kan dietileter anestezisi verilen 4
adet donor inbred F344 si¢candan intrakardiak kaniilizasyon ile tiim viicut kanlar1 alinarak elde

edildi(Sekil 8A).

Sekil 8A: TZP eldesi i¢in intrakardiak kaniilizasyonla tiim viicut kaninin alinmasi.

Almnan kan antikoagiilan olarak 1 ml %10 sodyum sitrat igeren tiiplere kondu. Oda

sicakliginda santrifiij cihazinda 1000 rpm devirde 10 dakika siireyle santrifiij edildi(Sekil 8B)

Sekil 8B:Tiiplerin santrifiij cithazina yerlestirilmesi
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Santrifiij sonrasi eritrositlerin tiipiin en alt kisminda toplandig1 goriildii. Ustte toplanan agik
sar1 renkli plazma ile en alt tabakada olan eritrositlerin arasinda trombosit ve beyaz kiireler

tarafindan olusturulan ince bir ara tabaka (buffy coat) izlendi (Sekil 9).

Plazmanin alt kismindan interfaz zonuna kadar pipet yardimiyla aspire edilerek ayri bir tiipe
yerlestirildi. Bu sekilde 10 ml kandan 1 ml TZP elde edilmis oldu. TZP deki trombosit sayim1
i¢in standart homositometri kullanildi. Yapilan sayimda TZP’deki trombosit konsantrasyonu

12+/- 2x10°/ul olarak tespit edildi.

CERRAHI TEKNIK:

Calismanin 2. asamasinda 40 adet Fisher 344 inbred sican kullanildi. Her grupta 10 adet
olacak sekilde 4 grup olusturuldu. Deneklerde ksilazintketamin anestezisi ile uyutuldu.
Inguinal bolgeleri tiras edilerek %10’luk ‘povidon iodine’ solusyonu ile antisepsi sonrasi
planlanan oblik insizyonla girilerek inguinal yag yastiklar1 eksize edildi. Kanama denetimi

uygulandiktan sonra cilt 5/0 monokril ile siitiire edildi.
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Deneklerin kafa derisi enseden alina kadar tiras edildi. Antisepsi saglandiktan sonra orta
hatta yaklasik 1 cm uzunlugunda longtitunal bir deri insizyonu yapildi. Daha sonra makas

yardimut ile yag enjeksiyonu yapilabilmesi i¢in gerekli pos olusturuldu(Sekil 10 A-B).

Sekil 10-A Sekil 10-B

Sekil 10A:Longtitunal insizyon 10B: pos olusturulmasi

Eksize edilen yag petri kabinda bistiiri ve makas yardimiyla kii¢iik pargalara ayrilarak
enjektore dolduruldu.2 cc’lik enjektoriin hassas terazide Once darasi alindi. Daha sonra
pargalanmis yag, enjeksiyon yapilmak iizere enjektore doldurularak hassas terazide tekrar

tartildi (Sekilll).

Sekil 11:Enjeksiyon dncesi yag greftinin hassas terazide yapilan agirlik 6l¢iimii.
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15 ml’lik konik tiipler PBS solusyonu ile dolduruldu. Eksize edilen yag konik tiipiin

icine atilarak ‘sivi tasirma metodu’ na gore voliim 6l¢iimii yapildi(Sekil 12A-B).

Sekil 12-A

Sekil 12-B

Sekil 12 :Enjeksiyon Oncesi yag greftinin sivi tasirma prensibine gore yapilan voliim
Ol¢timii. A:Tiip icindeki sivi seviyesi 10 cc’yi gostermektedir.B:Yag greftinin tiliplin i¢ine
atilmasindan sonra sivi seviyenin 11.5’a yiikseldigi goriilmektedir.Aradaki fark yag grefti
voliimiiniin 1.5 cc oldugunu gostermektedir.
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Grup A(Kontrol grubu-10 Adet):
Olusturulan posa 2 cc’lik enjector ile yag enjeksiyonu yapildi. Yag grefti uygulamasi
sonrast 0,5 ml’lik insiilin ignesi ile 0,2 ml DMEM enjeksiyonu yapildi. Islem sonunda cilt

insizyonu 5/0 monokril ile siitiire edildi.

Sekil 13-A Sekil 13-B

Sekil 13A: Skalpte olusturulan posa yag enjeksiyonu yapilmasi 13B:Enjeksiyon ve
sutlirasyon sonrasi goriniim

Grup B(Trombosit Zengin Plazma grubu-10 Adet):
Olusturulan posa 2 cc’lik enjector ile yag enjeksiyonu yapildi. Yag grefti uygulamasi
sonrast 0,5 ml’lik insiilin ignesi ile 0,2 ml TZP enjeksiyonu yapildi. Islem sonunda cilt

insizyonu 5/0 monokril ile siitlire edildi.
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Grup C (Yag Doku Kaynakh Kok Hiicre Grubu-10 Adet):

Olusturulan posa 2 cc’lik enjector ile yag enjeksiyonu yapildi. Yag grefti uygulamasi
sonrasi ¢aligmanin ilk asamasinda elde edilen yag dokusu kaynakli kok hiicreler 0,2
mIDMEM iginde 5x10° konsantrasyonda olacak sekilde 0,5 mI’lik insiilin ignesi yardimi ile

yag grefti icine enjekte edildi.

Grup D (Yag Doku Kaynakh Kok Hiicre+Trombosit Zengin Plazma Grubu-10

Adet):

Olusturulan posa 2 cc’lik enjector ile yag enjeksiyonu yapildi. Yag grefti uygulamasi
sonras1 ¢alismanin ilk asamasinda elde edilen yag dokusu kaynakli kok hiicreler 0,2 ml
DMEM ig¢inde 5x10° konsantrasyonda olacak sekilde 0,2ml TZP ile kombine edilerek 0,5

ml’lik insiilin ignesi yardimi ile yag grefti igine enjekte edildi(Sekil 14 A-B).

Sekil 14 A: 0,5 mI’lik insulin ignesi i¢inde kullanima hazir hale getirilmis kok hiicreler ve

TZP
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Sekil 14-B: Yag grefti icine kok hiicre uygulamasi

Deneyin 3. Ayinda her gruptaki sicanlardan anestezi altinda, skalp bdlgesi tiraglandiktan

sonra yag greftlerinin ekstirpasyonu yapildi (Sekil 15).

Sekil 15: Yag greftinin ekstirpasyonu
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Eksize edilen yag greftlerinin daha oOnce belirtildigi gibi hassas terazi ile agirlik

Olgtimleri tekrarland1 (Sekil 15 A-B).

Sekil 15-A Sekil 15-B
Sekil 15 A: Petri kabinin darasinin 1.4 gr oldugu goriilmekte B:Yag grefti ile birlikte agirligin

1.5 gr oldugu goriliyor.Ekstirpe edilen yag greftinin agirhgmin 0.1 gr oldugu

anlasilmaktadir.

Sivi tagirma metoduna gére voliim dlgtimleri tekrar yapildi (Sekil 16 A-B).

Sekil 16-A Sekil 16-B

Sekill6 A:Sivi seviyesi 1 cc’yi gostermekte B:Greftin siviya atilmasindan sonra seviye 1,3’e

yiikselmistir.
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DEGERLENDIRME:

1. Agirhik ve Voliim Degerlendirmesi:

Deney gruplarinin her birindeki siganlar i¢in inguinal bolgeden eksize edilen yag dokusu
hassas terazide tartild1 ve sivi tagirma prensibine gore voliim dl¢iimii yapildi. Her sigan igin
saptanan degerler kaydedildi. Yag grefti uygulamasinin 3. ayinda skalp bolgesinden
ekstirpasyonu yapilan yag dokularimin agirlik ve voliimleri yukarida belirtilen sekilde

Olciilerek her sigan i¢in elde edilen yeni degerler kaydedildi.

2. Histolojik Degerlendirme:

Biitiin materyaller %10 luk tamponlu formaldehid igerisinde 48 saat tespit edildikten uygun
alanlardan alinan doku 6rnekleri ototeknikon takibine alindi, parafine gomiildii ve mikrotom
ile kesitler alimarak Hematoksilen Eozin (HE) ve triple ile histokimyasal ve VEGF ile ise
immiinohistokimyasal olarak boyandi. Tiim boyali preparatlar Nikon Eclipse E400 1s1k

mikroskobu ile incelendi.

Degerlendirmede her bir olgu i¢in miimkiin oldugunca ayni alanlarin se¢ilmesine 6zen
gosterildi. Segilen alanlar, ayni mikroskop biiylitmesinde, mikroskoba monte Nikon
Coolpix5000 dijital fotograf makinesi ile goriintiilendi. Bu esnada kalibrasyon i¢in aymi
mikroskop biiylitmesinde Nikon Stage Mikrometer (MBM11100, Japonya) goriintiisii de
alindi. Tiim goriintiiler Clemex Vision Lite 3,5 (Canada) ile analiz yapilmak iizere PC
ortamina aktarildi. ilk olarak Nikon Stage Mikrometer (MBM11100, Japonya) ile uzunluk
kalibrasyonu yapildi. Kalibrasyonun yapilmasindan sonra incelemelerin yapilacagi alan

335076,3 um®olarak belirlendi(Sekil 17).
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Goriintiiler tizerinde segilen bu 335076,3 umz lik alandaki kist vakuoller, intakt
adipozitler ve lenfositler HE ile boyali preparatlarin fotograflarinda isaretlenerek,
fibroblastlar triple ile boyali preparatlarin fotograflarinda isaretlenerek, kapiller yapilari ise
VEGEF ile immiinohistokimyasal olarak boyanan preparatlarin fotograflarinda isaretlenerek
sOzii edilen goriintii analizi programina otomatik olarak saydirildi. Bu islemler gruplar ve

vakalarin ozellikleri bilinmeden gerc¢eklestirildi.

T
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File Edit Display Run Options Twain Setup Window Help
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Sekil 17: ClemexVision Lite 3,5 goriintii analizi programui ile kalibrasyon yapilmasi
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ELISA Testi ile Biiyiime Faktorii Konsantrasyonlarinin Degerlendirilmesi

TEST HAZIRLIGI:
Kullanim 6ncesi tiim reaktifler oda 1sina getirildi.

Test diliienti distile su ile 5 kat sulandirilarak ornekler test dilienti ile dilie edildi.

Standartlar1 hazirlamak i¢in C isaretli standart sisesinden homojen karisim saglandi.
Hazirlanan test diliientinden 400 mikrolitre alinarak standart sisesine kondu.

Elde edilen standarttan 4 mikro litre bir tiipe pipetlendi ve tizerine 996 mikrolitre test

diliienti pipetlendi. Elde edilen 200 pg/ml ile standart olusturuldu (Sekil 18).

4 ul standard
+996.0 ul 200ul 200l 200 200 2000 200 pl

O N TN (1N T TN (TN

BEEEEEE

200 32 12.8 9:12 2.05 0.82 0
pg/ml [)yn\l pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml

Sekil 18:Standart hazirlanmasi

39



TEST PROSEDURU

Her bir standarttan sirasiyla 100 mikrolitre pipetlendi ve ardindan orneklerden 100

mikrolitre pipetlenerek 2,5 saat oda 1sisinda shaker tizerinde inkiibe edildi.

Kuyucuklar aspire edildi ve 300 mikrolitre yikama solusyonu ile 4 kez yikandi. Her bir
kuyucuga 100 mikro litre anti rat VEGF solusyonundan (Raybiotech) pipetlendi ve 1 saat oda
isisinda shaker iizerinde inkiibe edildi. Kuyucuklar aspire edildi ve 300 mikrolitre yikama
soliisyonu ile 4 kez yikandi. Her bir kuyucuga 100 mikrolitre kit igerigine ait HRP
soliisyonundan pipetlendi ve 45 dakika oda 1sisinda shaker {iizerinde inkiibe edildi.
Kuyucuklar aspire edildi ve 300 mikrolitre yikama solusyonu ile 4 kez yikandi. Her bir
kuyucuga 100 mikrolitre kit icerigine ait TMB pipetlendi ve oda 1sisinda karanlik ortamda
shaker tizerinde inkiibe edildi. Her bir kuyucuga 50 mikrolitre stop solusyonu pipetlendi.450
nm dalga boyu filtreli mikroeliza okuyucuda okutuldu. Karsilik gelen konsantrasyon degerleri

kaydedildi.

Ayni prosediir tretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda FGF(USCN life) ve

TGFB(Invitrogen) i¢inde tekrarlanarak elde edilen konsantrasyon degerleri kaydedildi.

3. Florosan Mikroskop ile Degerlendirme.

CM-Dil(Invitrogen, Molecular Probes, USA) ile isaretlenmis olan hiicreler flérosan

mikroskop ile goriintiilendi.

4. Tstatistiksel Degerlendirme.

Elde edilen veriler SPSS 13,0(Statistical package for the social sciences, Chicago; IL)

istatistik paket programina aktarilarak bir istatistik¢i tarafindan analiz edildi.
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Her bir grup i¢in deneyin baslangicindaki ve 3 ay sonraki agirlik ve voliim degerleri

ortalama +/- SD cinsinden sunuldu.

Histolojik verilerin analizinde her bir grup i¢in kist vakuol, intakt adiposit, fibroblast ve
kapiller degerleri ortalama +/- SD cinsinden sunuldu. Belirtilen parametreler ig¢in gruplar
arasindaki farka Kruskal-Wallis varyans analizi testi ile bakilarak p degerinin 0.05’ten kiigiik
olmasi(p<0.05) istatiksel olarak anlamli seklinde degerlendirildi. Fark saptanan durumlarda
(p<0.05 oldugunda) gruplar arasindaki farki belirlemek i¢in Bonferoni diizeltmeli Mann

Whitney U testi kullanilarak ikiserli karsilastirmalar yapilda.
P<0.05/6 degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak farkli kabul edildi.

ELISA testi ile 1-3-5-7 ve 10. Giinlerde 6lgiilen biiyiime faktdrlerinin(VEGF, FGF,
TGFp) konsantrasyonlari ortalama +/- SD cinsinden sunuldu. Her iki grup i¢in(Kdok hiicre,

Kok hiicre+TZP) her biiylime faktorii 5 zaman dilimi icin karsilastirildi(Friedman testi,

p<0.05).
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BULGULAR

Agirhik ve Voliim Degerlendirme Bulgulari:

Tiim deneklerde deneyin baslangicinda enjekte edilen yag greftlerinin agirhik ve
voliimleri ile 3 ay sonra eksize edilen yag greftlerinin agirlik ve voliim degerleri olgiilerek
kaydedildi(Tablo 2,3,4,5) ve sonraki analizlerde bu veriler tanimlayict istatistikler olarak

ortalama +/- SD kullanild1 (Tablo 6).

Grup D’de greft retansiyonu daha fazlaydi (Sekil 19)

R R R AL R naaad A AR AL '
. b B . o
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Sekil 19: Makroskopik olarak greft retansiyonunun Grup D de daha fazla oldugu
goriilmektedir.
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Tablo 2: Grup A deneklerinin yag greftlerinin enjeksiyon dncesi ve sonrasi agirlik ve voliim
degerleri

Grup A (Kontrol)

Baslangi¢ 3 ay Sonraki

Agirlik ve Volum Agirlik ve Volum
Denek 1 llgr lcc 0.3 gr. 0.3cc
Denek 2 1.0 gr. lcc 0.5 gr. 0.5 cc
Denek 3 1.0. 1lcc 0.7 gr. 0.7 cc
Denek 4 1.1gr. 1lcc 0.7 gr. 0.7 cc
Denek 5 1.2 gr. 1lcc 0.5 gr. 0.5 cc
Denek 6 1.8 gr. 1.5cc 0.6 gr. 0.6 cc
Denek 7 2.2 gr. 2cc 0.4 gr. 0.4 cc
Denek 8 1.3 gr. 1lcc 0.9 gr. lcc
Denek 9 1.1 gr. 1cc 0.6 gr. 0.6 cc
Denek 10 |0.7 gr lcc 0.5 gr. 0.5 cc

Tablo 3: Grup B deneklerinin yag greftlerinin enjeksiyon dncesi ve sonrasi agirlik ve voliim
degerleri

Grup B Trombosit Zengin Plazma (TZP)

Baslangig 3 ay Sonraki

Agirlik ve Volum Agirlik ve Volum
Denek 1 1.1gr lcc 0.5gr. 0.4 cc
Denek 2 1.3gr. lcc 0.1 gr. 0.1cc
Denek 3 1.4 gr. 1,5 cc 0.2 gr. 0.1cc
Denek 4 1.3 gr. 1lcc 0.3gr. 0.3 cc
Denek 5 1.7 gr. 1,5cc 0.3gr. 0.4 cc
Denek 6 1.6 gr. 1,5cc 0.2 gr. 0.1cc
Denek 7 2.1gr. 2cc 0.3 gr. 0.2 cc
Denek 8 1.2 gr. 1cc 0.4 gr. 0.4 cc
Denek 9 1.4 gr. 1cc 0.5 gr. 0.5cc
Denek10 |1.1gr lcc 0.4 gr. 0.4 cc
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Tablo 4: Grup C deneklerinin yag greftlerinin enjeksiyon dncesi ve sonrasi agirlik ve voliim

degerleri

Grup C (Kok Hiicre Grubu)

Baslangic 3 ay Sonraki

Agirlik ve Volum Agirlik ve Volum
Denek1l |1.1gr lcc 0.3 gr. 0.3 cc
Denek 2 1.0gr. lcc 0.5 gr. 0.5cc
Denek3 |1.0gr. 1cc 0.7 gr. 0.7 cc
Denek 4 1.1gr. lcc 0.7 gr. 0.7 cc
Denek5 |1.2gr. 1cc 0.5 gr. 0.5 cc
Denek 6 1.8 gr. 1.5cc 0.6 gr. 0.6 cc
Denek?7 |2.2gr. 2cc 0.4 gr. 0.4 cc
Denek8 |1.3gr. 1cc 0.9 gr. l.cc
Denek 9 1.1gr. 1cc 0.6 gr. 0.6 cc
Denekl10 |0.7 gr lcc 0.5 gr. 0.5 cc

Tablo 5: Grup D deneklerinin yag greftlerinin enjeksiyon dncesi ve sonrast agirlik ve voliim

degerleri

Grup D (K6k Hiicre Grubu+TZP Grubu)

Baslangic 3 ay Sonraki

Agirlik ve Volum Agirlik ve Volum
Denek 1 1.1gr lcc 0.3 gr. 0.3cc
Denek 2 1.0 gr. lcc 0.5gr. 0.5cc
Denek 3 1.0gr. 1lcc 0.7 gr. 0.7 cc
Denek 4 1.1gr. 1lcc 0.7 gr. 0.7 cc
Denek 5 1.2 gr. 1lcc 0.5 gr. 0.5cc
Denek 6 1.8 gr. 1.5cc 0.6 gr. 0.6 cc
Denek 7 2.2 gr. 2cc 0.4 gr. 0.4 cc
Denek 8 1.3 gr. 1lcc 0.9gr. lcc
Denek 9 1.1gr. 1lcc 0.6 gr. 0.6 cc
Denek 10 |0.7 gr lcc 0.5 gr. 0.5cc
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Tablo 6: Tim gruplarin baslangi¢ ve 3 ay sonraki agirlik ve volum degerlerinin ortalama ve

standart sapmalari.

GRUP AGIRLIK VOLUM
(gr.) (cc)

A Ortalama 0.14 0.14
St. Sapma 0.096 0.05

B Ortalama 0.32 0.29
St. Sapma 0.131 0.15

C Ortalama 0.57 0.58
St. Sapma 0.17 0.193

D Ortalama 0.78 0.8
St. Sapma 0.122 0.258

Gruplar arasinda baglangic ve 3 ay sonraki degerler karsilastirildiginda kontrol

grubunda agirlik ve voliim kaybi diger 3 gruptan daha yiiksekti(Tablo 7).

Tablo 7: Tiim gruplarin baslangi¢ ve 3 ay sonraki agirlik ve volum farklarinin ortalama ve

standart sapmalari.

GRUP AGIRLIK VOLUM
(sr.) (cc)
A Ortalama 1.37 1.11
St. Sapma 0.271 0.499
B Ortalama 1.1 0.96
St. Sapma 0.371 0.445
c Ortalama 0.68 0.57
St. Sapma 0.487 0.434
D Ortalama 0.63 0.52
St. Sapma 0.386 0.509
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3 ay sonraki agirlik (A ve B p=0.05, C-D p<0.001 Mann Whitney U testi) ve voliim
degerleri karsilastirildiginda grup A ile diger gruplar arasinda(A ve B p=0.03, A ve C-D

p<0.001, Mann Whitney U testi) anlamli fark mevcuttu.

Histoloji Degerlendirme Bulgulari:

Histolojik degerlendirme i¢in belirlenen birim alanda HE ile boyali preparatlarin
fotograflarinda isaretlenerek sayimi yapilan kist vakuol ve intakt adipositler (Sekil 20,21,22),
triple ile boyali preparatlarin fotograflarinda isaretlenerek(Sekil 23) sayimi yapilan
fibroblastlar, VEGF ile immunohistokimyasal olarak boyanan preparatlarin fotograflarinda
isaretlenerek(Sekil 24) sayimi yapilan kapiller yapilari veri olarak “SPSS 13.0 for Windows”
programina istatistiksel olarak analiz edilmek tizere aktarildi(Tablo 8-9-10,11). Tanimlayic1

istatistikler olarak ortalama +/- SD kullanildi(Tablo 12).

Tablo8: Grup A i¢in saptanan kist vakuol, intaktadiposit, fibroblast ve kapiller sayilari

Grup A Kist Vakuol Intakt Adiposit Fibroblast Kapiller
Denek 1 11 42 108 6
Denek 2 6 19 80 7
Denek 3 7 20 85 8
Denek 4 10 31 97 6
Denek 5 9 20 98 5
Denek 6 8 21 85 3
Denek 7 11 35 100 3
Denek 8 10 38 95 5
Denek 9 8 25 90 12
Denek 10 9 30 100 7

46



Tablo 9:Grup B igin saptanan kist vakuol, intakt adiposit, fibroblast ve kapillerlerin
sayisal degerleri

Grup B Kist Vakuol Intakt Adiposit Fibroblast Kapiller
Denekl 7 45 88 14
Denek2 6 52 75 12
Denek3 5 38 68 15
Denek4 8 60 72 8
Denek5 7 33 84 7
Denek6 5 42 62 13
Denek? 2 74 56 16
Denek8 10 21 110 6
Denek9 7 63 77 9
Denek10 8 32 94 11

Tablo 10: Grup C i¢in saptanan kist vakuol, intakt adiposit, fibroblast ve kapillerlerin sayisal

degerleri

Grup C Kist Vakuol Intakt Adiposit Fibroblast | Kapiller
Denek 1 4 68 41 28
Denek 2 5 64 30 12
Denek 3 4 76 39 11
Denek 4 2 78 27 34
Denek 5 2 84 37 26
Denek 6 3 96 45 22
Denek 7 6 69 46 14
Denek8 7 72 54 16
Denek 9 4 88 32 26
Denek 10 3 94 33 24
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Tablo 11: Grup D i¢in saptanan kist vakuol, intakt adiposit, fibroblast ve kapillerlerin sayisal

degerleri
Grup D Kist Vakuol Intakt Adiposit Fibroblast | Kapiller
Denekl 2 102 27 39
Denek2 1 91 19 41
Denek3 2 89 38 23
Denek4 3 110 18 34
Denek5 4 78 33 32
Denek6 1 92 24 34
Denek?7 1 96 28 38
Denek8 2 84 30 29
Denek9 1 108 25 42
Denek10 2 99 22 14

Tablo 12: Tim gruplarin kist, vakuol, intakt adiposit, fibroblast ve kapiller yapilarinin
ortalama ve standart sapmalari

Grup Grup Grup Grup
A B C D
Kist
Vakuol Ortalama 8,9 6.4 4
SD 1.663 2.271 1.633 0.994
intakt
Adiposit Ortalama 28.1 46 78.9 94.9
SD 8.333 16.248 11.18 10.17
Fibroblast | ortalama 93.8 78.6 38.4 26.4
SD 8.613 15.981 8.329 6.204
Kapiller Ortalama 6.2 11.1 21.3 32.6
SD 2.6 3.479 7.689 8.72
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Sekil 20: HE ile boyali preparatlarin fotograflarinda goriilen kist vakuol ve intakt adipositler,

Sekil 21:Histolojik degerlendirmede Grup A’da oldukga genis fibrotik alanlar izlenmekte
Grup B’de kist ve vakuollerin yan1 sira normal adipositlerede rastlanmaktadir
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Sekill 22: Histolojik degerlendirmede Grup C ve Grup D’de yag dokusunun normal
yapisinin daha 1yi korunmus oldugu goriilmektedir.

Sekil 23: Triple ile boyal1 preparatlarin fotograflarinda goriilen fibroblastlar
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Sekil 24: VEGF ile immunohistokimyasal olarak boyanan preparatlarin fotograflarinda
goriilen damar yapilar

Grup D de saptanan yeni kapiller olusumu diger gruplarla karsilastirildiginda(A-B ve D
p<0.001, C ve D p=0.007,Mann Whitney U testi) istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksekti.

Grup A da kist vakuol olusumu diger gruplarla karsilastirildiginda(A ve B p=0.015, A

ve C-D p<0.001, Mann Whitney U testi) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti.

Grup D de intakt adiposit sayis1 diger gruplarla karsilastirildiginda(D ve A-B p<0.001,C

ve D p=0.007, Mann Whitney U testi) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti.

Grup A da fibroblast sayis1 diger gruplarla karsilastirildiginda (A ve B p=0.015, A ve C-

D p<0.001, Mann Whitney U testi) istatistiksel olarak anlamli sekilde ytiksekti.
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ELISA Testi Degerlendirme Bulgulari:

Hiicre kiiltiirii medias1 1.3.5.7 ve 10. Giinlerde toplanarak her giin i¢in hem kok hiicre
grubunda hem kok hiicre+TZP grubunda biiylime faktorlerinin (VEGF, FGF, TGFp) toplam

konsantrasyonlar1 6lgtildii (Tablo13).

Tablo 13: Giinlere gore 6lgiilen VEGF toplam konsantrasyon degerleri

GUN VEGF pg/ml
1.GUN 197.93
3.GUN 391.73
5.GUN 831.19
7.GUN 1.142.15
10.GUN 742.01
1,200.00
1,000.00 /\
B 800.00 // \.
§ 600.00
400.00 /
200.00 /
0.00 T
0 2 4 6 8 10 12
GUN

Sekil 25: Revaskiilarizasyon i¢in kritik donem olan ilk 7 giinliik siirede VEGF
konsantrasyonunun giderek arttig1 ve 7.giin pik yaptig1 goriilmektedir.

Her iki grup i¢in tiim biiyiime faktorlerinin her giline karsilik gelen konsantrasyon

ortalamalari ve standart sapmalari belirlendi (Tablo14).
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Tablo 14: Biiyiime faktorlerinin 1,3,5,7 ve 10. giinlerde dlgiilen konsantrasyon degerlerinin
ortalama ve standart sapmalari

Grup Faktor - Gin N Ortalama Std Sapma
Kok VEGF-1 4 12.7525 0.532439355
Hucre | vEGE-3 4 30.16.75 2.43586227
VEGF-5 4 85.7325 1.657254255
VEGF-7 4 119.3925 2.577975627
VEGF-10 4 74.8675 2.183901326
FGF-1 4 45.3775 5.02248838
FGF-3 4 89.17 6.12488181
FGF-5 4 78.6225 92.19336251
FGF-7 4 168.025 207.0571201
FGF-10 4 238.4225 212.8781009
Kok VEGF-1 4 36.73 7.411374142
Hicre +|yvEGF-3 4 67.765 9.127155453
TZp VEGF-5 4 122.065 6.869082908
VEGF-7 4 166.145 0.702068373
VEGF-10 4 110.635 6.676268918
FGF-1 4 746.815 135.0436484
FGF-3 4 446.24 123.0535664
FGF-5 4 783.955 161.6243935
FGF -7 4 752.7075 210.8697869
FGF -10 4 810.225 122.2694719
Kok TGFb -1 8 925.17875 517.463625
Hicre  [1GFp -3 8 647.83625 317.5677717
TGFb -5 8 479.24875 248.3751636
TGFb -7 8 859.1175 356.8065137
TGFb -10 8 943.78 279.250503
Kok TGFb -1 7 2057.9457 1486.231343
Hicre +[1GFp -3 8 1154.29125 523.3017055
TZP TGFb -5 8 640.745 275.6556506
TGFb -7 8 1101.89 536.4199348
TGFb -10 8 1564.61125 | 798.039812

VEGF; her iki gruptada 5 zaman dilimi i¢inde farkli bulundu (Friedman testi, p=0.003).

VEGF, FGF, TGFp konsantrasyonlar1 5 zaman dilimi i¢inde kok hiicre+TZP grubunda

daha yiiksekti(p<0.05).
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Florosan Mikroskopi Goriintiileme Bulgular:

Yag greftine enjeksiyon Oncesi hiicre kiiltiiriinde tretimi yapilarak CM-Dil ile
isaretlenen yag dokusu kaynakli kok hiicrelerin florosan mikroskobundaki goriintiileri elde

edildi (Sekil 26-27).

Sekil 26: D1l ile isaretli kok hiicrelerin floresan mikroskobundakigoriiniimleri.

Sekil 27: D1l ve citoks blue ile isaretli kok hiicrenin floresan mikroskobundaki goriiniimii.
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TARTISMA

Yag dokunun ototransplantasyonda ilk kullanimi1 1889 yilinda van der Meulen
tarafindan bildirilmistir (60). 1893’te Neuber hemifasyal atrofi tedavisinde normal kontur
restorasyonu amaciyla yag transferini basariyla gergeklestirmistir.  Kiigiik yag doku
pargaciklari ile yumusak doku depresyonunu doldurmustur (61). Neuber yag transplantasyonu
ile ilgili bildirisini Alman Cerrahi Derneginin 22. kongresinde sunmustur. Bunu Cherny,
Lexer ve Rehn’in galismalar: takip etmistir (62). Neuber’in ilk denemesinden sonra serbest
yag ototransplantasyonunun sonuglart hayal kirikligi olmustur. 1911 de Bruning yumusak
doku augmentasyonu amaciyla subkutan dokuya otolog yag enjeksiyonunu gerceklestirmisti
(62). 1980’ de Illouz yagin dolgu materyali olarak kullanimini tarif etmistir.1988’de de 167

vakaya uyguladigi yag enjeksiyonlarinin uzun donem sonuglarinit sunmustur(63).

Insan yag dokusunda pluripotent kok hiicrenin varligiin gdsterilmesinden beri bu hiicre
popiilasyonu kemik iligi kaynakli stromal hiicrelerle birlikte hiicre tedavisi ve doku
miithendisligi i¢in ideal hiicre kaynagi olusturmaktadir. En 6nemli avantajlari; viicuttaki yag
doku miktarmin fazla olmasi, bu dokudaki kok hiicre yogunlugunun yiiksek olmasi ve in vitro
oldukca hizli cogaltilabilmeleridir. YDKH’ler ile in vitro calismalar, Zuk ve ark.’nin,
“indiiktif” media kullanarak yag, kemik, kikirdak ve kasa farklilagmalarini gostermeleriyle
baslamistir(54). Dokuya spesifik fenotip, histokimyasal boyama ile dogrulanmistir. Daha
sonra yapilan klonal ve molekiiler ¢alismalar, bu hiicre popiildsyonunun kok hiicre kimligini

ve farklilasma silirecinin ayrintilarini gostermistir(64).
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Kok hiicreler istenilen hedef dokuya farklilasabilmek icin spesifik biiylime faktorlerine
ihtiya¢ duyarlar. Son ¢alismalar mezenkimal kok hiicrelerin VEGF varliginda in vitro tiip
benzeri yapilar olusturdugu ve endotel hiicrelerine farklilasabildigi gosterilmistir(28,
65).Oksijen destegi ile birlikte metabolitlerin hiicrelerden elimine edilmesi igin yeterli doku

perflizyonu sarttir. Transplantasyon sonrasi doku yasayabilirligi buna baglidir.

Yag dokusu yiiksek metabolik aktivesi olan genis hacimli bir dokudur. Histolojik
calismalar otolog yag transplantlarinda revaskiilarizasyonun 48 saat i¢inde gerceklestigini
gostermektedir. Dokuya olan kan desteginin gecikmesi iskemiye duyarli olan adipositler igin
kritik Oneme sahiptir. Bu asamadaki bir gecikme yag hiicrelerinin ¢ekirdek ve hiicre
membraninda harabiyeti iceren dejeneratif degisikliklere neden olur. Adipositlerde nekroz
goriiliir. Bu hiicre harabiyetinden sonra yag doku yavas yavas rezorbe olmaya baslar, yerini
fibroz doku ve yag kistleri alir. Revaskularize olmayan bolgelerde yag kistleri ve vakuoller
olusur. Erken ve yeterli neovaskiilarizasyon serbest yag transplantlarinin yasayabilirliginde
anahtar role sahiptir(66). Nishimura yag greftindeki voliim kaybinin yag hiicresindeki apoptoz

nedeniyle oldugunu bildirmistir(15).

Yag greftlerinin neovaskularizasyon fazi deri greftlerine benzer ve greftleme sonrasi 4.
giinde baglar. Deri greftlerinde oldugu gibi transplante edilen yag hiicrelerinin de ilk 4 giin
plazmatik imbibisyon ile yasadigina inanilmaktadir. Son ¢alismalar greftin tam olarak
revaskularize olmasmmin 7 ile 21. gilinler arasinda oldugunu gostermektedir. Nishmura
caligmasinda transplantasyon sonrasit 7.giinde yeni olusan mikro damarlarin bariz olarak

arttigin1 30 giin i¢inde ise plato yaptigini saptamustir (15, 67).
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Bu doneme kadar olan zamanda greftin rolatif bir iskemiye maruz kaldig: diisiiniilebilir.
Bu iskemi ve takip eden enflamasyon yag greftinde ki histolojik olarak goriilen nekroz,
fibrozis, kist ve vakuol olusumundan sorumludur. Bazi c¢alismalarda lokal kan destegi
kazanarak yasayabilen en bliylik yag partikiiliiniin ¢apinin 1.5+/-0.5 mm arasinda degismekte
oldugu vurgulanmaktadir. Daha genis yag partikiilleri merkeze olan revaskiilarizasyonun
yetersiz olmasi sonucu santral nekroz nedeniyle 6lmektedir(68, 69, 91). Bu nedenle greftin
boyutunun kiiciiltiilmesi santral kisminin maruz kalacagi iskemik periyodu azaltarak takip

eden enflamatuar degisiklikleri de azaltacaktir(70).

Neovaskularizasyon  iki  farkli  mekanizma ile  olusmaktadir.  Birincisi
angiogenez(dnceden var olan kapiller agdan mikrodamarlarin yayilmasi). ikinci mekanizma
vaskulogenez olarak adlandirilan yeni damar olusumudur(In situ farklilasma gosteren
endotelyal progenitér hiicrelerden kan damarlarmin olusmasi).Onceleri vaskulogenezin
sadece embriyolojik gelisim boyunca olustuguna inanilirdi ancak son arastirmalar erigkin

vaskiiler sistemde de olusabilecegine dair ipuglar1 vermektedir(71, 89).

Kok hiicre ¢aligmalarinin hiz kazanmasindan oOnce yag grefti yasayabilirliginin
arttirilmas1 amaciyla bazi biiylime faktorleri(91), sitokinler, hormon ve ilaglarin yag doku
tizerindeki etkileri arastirilmistir. 1992° de Eppley yag grefti surveyini arttirmak igin grefte
FGF eklemistir(21). Insulinin asetil coA karboksilaz induksiyonu ile yag sentezini arttirarak
yag dokusuna enjekte edildiginde yag dokuda hipertrofi gelisimine katkida bulunmaktadir.
Insulin ve IGF-1’in in vitro adiposit ¢ogalma, farklilasma ve trofik aktiviteleri stimiile ettigi
gosterilmistir(72, 73). Adipojenik aktivitesi oldugu igin otolog yag transplantlarinin

yasayabilirligini arttirmak i¢in insiilin de denenmistir (72, 73).
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Selektif beta blokerler adiposit membraninda adenilat siklazi bloke ederek lipolizi
onlemektedir. Selektif betal blokerlerin de yag grefti yasayabilirligini arttirdig1 gosterilmistir
(74).Lidokain adrenalin, eritropoetin de greft retansiyonunu arttirmak i¢in kullanilan ajanlar
arasindadir(75, 86). Yag greftinin tutmasini arttirmak i¢in IL8 kullanimu sitokinlerin; hiicresel
proliferasyonu stimiile eden mitojen olarak etki gOstermesi ve angiogenezi stimule etmesi
Ozelliklerine dayanir(76). Yag grefti viabilitesini arttirmada hiperbarik oksijen tedavisinin de

etkili oldugu bildirilmistir(77).

Yagin alinma metodu, enjekte edilen yagin miktar1 ve enjeksiyon bdlgesi gibi
faktorlerde yag greftinin tutmasini etkilemektedir(78, 84). 2002°de Baran tavsanlarda yaptigi
calismada vaskularitesi yliksek bolgelere yag grefti uygulandiginda rezorbsiyon oraninin daha
diisiik oldugunu gostermistir(79).Bu ¢alismada iki nedenden &tiirii alic1 bolge olarak skalpte
subkutan bosluk tercih edilmistir. Birincisi skalpte endojen yag olmamasidir. Alict bolge
olarak sirt, abdomen, skalp ve bacak kaslar1 karsilastirildiginda bu bolgenin diisiik kan
destegine bagli olarak yag retansiyonu en diisiik skalpte bulunmustur. Ayrica skalp bolgesinde
subkutan yag doku olmamasmin ¢alisma sonunda yag greftlerinin diseksiyonunu

kolaylagtiracag diistliniilerek yag enjeksiyonu icin bu bolge se¢ildi.

Kok hiicre arastirmalarindaki son gelismeler mezenkimal kok hiicre, yag doku kaynakli
kok hiicre ve endotelyal progenitor hiicrelerin iskemik dokularda revaskiilarizasyonu
arttirdigim1 kanitlamistir. Yag doku kaynakli kok hiicreler topikal olarak uygulandiginda

random fleplerin yasayabilirligini arttirmaktadir(71).
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Otolog yag transferinde YDKH’ ler klinik 6neme sahiptir ¢iinkii YDKH akut fazda
endotelyal progenitdr hiicre ya da angiogenik faktor serbestleyici hiicre olarak etkiyerek
neoangiogeneze katkida bulunur (90). YDKH proangiogenik, antiapoptotik ve proadipojenik
etkileri olan VEGF, HGF ve IGF-1sekrete edebilir (88). Yag hiicresi viabilitesi ve
adipogenezi arttirmada gerekli olan faktérler VEGF, FGF, PDGF ve IGF-1’dir. Yag greftine
eklendiginde YDKH; revaskularizasyonu arttirmak, apoptozu azaltmak ve preadiposit
farklilasmasini arttirmak suretiyle yag grefti yasayabilirligini arttirir(87, 92). GFP transgenic
farelerin inguinal yag yastiklarindan izole edilen YDKH’nin in vivo adipogenezi indukledigi
gosterilmistir(94). Yag doku kaynakli kok hiicre ilavesi yag greftinin uzun donem
retansiyonunun yani sira kalitesini de arttirmaktadir. Arastirmamiz sirasinda makroskopik
olarak kok hiicre uygulanan gruplardan eksize edilen yag greftlerinin vaskularitesinin daha iyi

oldugu gozlemlenmistir.

Angiogenez terimi ilk kez plasentadaki yeni damar olusumunu tarif etmek i¢in 1953’te
kullanima girmis ve daha sonra tiim yeni damar olusumlart i¢in kullanilir olmustur.
Angiogenez cesitli angiogenik faktorler tarafindan baglatilip yonlendirildigi bilinen kompleks
bir mekanizmadir Angiogenez sirasinda endotel hiicreleri matriks proteinazlari gibi proteazlar
iireterek hiicre gocli ve cogalma yeteneklerini arttirmaktadir. Bu olay VEGF, FGF, TGFp ve

PDGF gibi biiyiime faktorlerinin aktivitesine baglidir.

Trombosit kaynakli biiyiime faktorleri fibroblast, osteoblast ve endotel hiicreleri gibi
mezenkimal hiicrelerin replikasyonunu uyararak yag greftindeki prekiirsor adipositlerin matiir
formlarma farklilagsmasinda rol oynarlar(80). VEGF angiogenez ve endotel hiicre ¢cogalmasini
uyararak damar gecirgenligini arttirir. Angiogenik etkisinin yani1 sira VEGF iskemik hasara

kars1 endotel hiicrelerini korur(65, 85).
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Onceleri vaskiiler permeabilite faktorii olarak bilinen VEGF bu giine kadar tanimlanmis

en spesifik endotelyal angiogenik faktordiir(61, 81).

Angiogenezin ilk basamaklarinda vaskiiler bazal membranlarin yikilmasi i¢in gerekli
olan kollejenaz ve jelatinazin indiiksiyonuna, daha sonra yine angiogenez i¢in gerekli olan o
integrinlerin ekspresyonuna neden olarak dokuda angiogenezi baslatir. Dogrudan mitotik
etkisinin yaninda, VEGF bir taraftan kismen nitrik oksit sentezini uyararak vazodilatasyona
neden olurken, diger taraftan hiicre gogiinii ve apoptozu inhibe eder(96).Yag hiicresi apoptoz
oraninin azalmasi greft revaskiilarizasyonu i¢in son derece 6nemlidir. Kendi salinimindan
sonra diger proteoglikan bagimli salinimi olan biiylime faktorlerinin(FGF) saliniminida
uyarir. VEGF topikal ya da intravendz enjeksiyon yoluyla uygulandiginda cilt flepleri gibi

iskemik dokularda revaskiilarizasyonu arttirmaktadir(82, 83).

In vitro ELISA testi ile yaptigimiz degerlendirmede TZP ile kombine edilen yag doku
kaynakli kok hiicrelerin hiicre kiiltiirii mediasia salgiladigt VEGF seviyeleri sadece kok
hiicrelerin salgiladigindan daha yiliksek bulunmugstur. Yag grefti revaskiilarizasyonunda kritik
donem olan ilk 47 giinliik siirede VEGF konsantrasyonunda anlamli bir artis goriilmiistiir.
TZP ile kombine edilen kok hiicre grubundan eksize edilen yag greftlerinde daha fazla sayida
kapiller yapilarin saptanmis olmasi artmis VEGF konsantrasyonuna baghdir. Yag doku
kaynakli kok hiicrelerin TZP ile kombine edilerek yara modeline uygulandiginda yara
iyilesmesinin hizlandig1 saptanmistir(98). Tek bir angiogenik faktdr angiogenezi stimiile
etmede yetersiz kalabilir. Bu nedenle yag doku kaynakli kok hiicrelerin TZP ile
kombineedilerek uygulanmasi daha yiiksek konsantrasyonda biiyiime faktorii salinimina yol

acarak yag grefti yasayabilirligini arttirmaktadir
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SONUC

Revaskiilarizasyon greft yasayabilirliginde olduk¢a 6nemlidir. Yag doku kaynakli kdk
hiicrelerin trombosit zengin plazma ile kombine edilerek yag greftine uygulanmasi sinerjistik

etkiyle revaskiilarizasyonu ve buna bagli olarakta yag grefti yasayabilirligini arttirmaktadir.

Hiicresel tedavi ile birden fazla biliylime faktoriiniin uygulanmasi yag greftinin
volliimiiniin korunmasi ve surveyinin uzatilmasinda etkili bir yoldur. Yag doku kaynakli kdk
hiicrelerin trombosit zengin plazma ile kombine edilmesi tamamen otolog bir tedavi sekli

olarak yag grefti uygulamalarinin etkinligini arttiracaktir.

61



OZET

Bu caligmanin amaci yag doku kaynakli kok hiicre ve trombosit zengin plazmanin

kombine edilerek kullanilmasinin yag grefti yasayabilirligi tizerine etkilerini arastirmaktir.

Deneyimizde izojen transplantasyon i¢in inbred Fisher 344 siganlar kullanildi. Denekler
4 gruba ayrildi(n=10)Yag greftlerine Grup A’da DMEM(Dulbecco’s modified Eagle
Medium),Grup B’de trombosit zengin plazma, Grup C’ de yag doku kaynakli kok hiicre, Grup
D’de YDKH ve TZP kombinasyonu uygulandi.3 ay sonra sonra yag greftlerinin ekstirpasyonu

yapildi. Agirlik ve voliim dlgtimleri ile gruplar arasinda yag retansiyonu karsilagtirildi.

Histolojik incelemede her gruptan alinan orneklerde kist, vakuol, fibroblast, intakt
adiposit ve kapiller sayilar1 karsilastirildi. Hiicre kiiltliri siipernatanti ile in-vitro yapilan
ELISA testinde kok hiicre ve trombosit zengin plazma ile kombine k&k hiicre gruplari

arasinda biiyiime faktorlerinin(VEGF, TGFB,FGF) seviyeleri karsilastirildi.

Yag greftlerinin 3 ay sonra yapilan ekstirpasyonlarinda greft retansiyonunun diger
gruplarla karsilagtirildiginda en fazla Grup D’ de oldugu goriildii. Grup A’ da agirlik ve
voliim kayb1 diger gruplardan daha fazlaydi.Intakt adiposit ve kapiller sayilarida Grup D’de
diger gruplara gore anlamli olarak yiiksekti. TZP ile kombine edilen kok hiicre grubunda

biiyiime faktorii konsantrasyonlar1 daha yiiksekti.

Sonug olarak yag doku kaynakli kok hiicrelerin trombosit zengin plazma ile kombine
kullanim1 sinerjistik etkiyle revaskiilarizasyonu ve buna baghh olarak yag grefti

yasayabilirligini arttirmistir.
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ABSTRACT
The purpose of this study is to evaluate the effect of combined use of adipose derived

stem cell and platelet rich plasma on fat graft survival.

In the experiment, inbred Ficher 344 rats were used for isogenous form of
transplantation. Rats were seperated into 4 groups(n=10).Group A was the operative control
group, 1n group B platelet rich plasma, in group C D1l labeled adipose derived stem cell and
in group D the combination of platelet rich plasma and D1l labeled adipose derived stem cell

were applied to the fat grafts.

In histologic examination the number of capillary structures, cyst vacuoles, fibroblasts
and intact adipocytes were compared between groups. In vitro growth factor(VEGF,
TGFB,FGF)levels of supernatant were compared between stem cell and stem cell plus platelet

rich plasma group using the enzyme- linked immunosorbent assay method.

In group D there was more grafted fat retained 3 months later. The loss of graft mass
was more significant in group A than the other groups. The number of capillary structures and
intact adipocytes were significantly higher in group D.The level of growth factors were

significantly higer in stem cell plus platelet rich plasma group.

In conclusion, the combined use of adipose derived stem cells and platelet rich plasma

synergistically increase revascularization and fat graft survival.
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