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OZET

Stromal Vaskiiler Fraksiyon ile Takviye Edilmis Enjekte Edilebilir Yag,
Kikirdak ve Dermis Matrikslerin Rejeneratif Potansiyellerinin Immiin
Baskilanmis Sican Modelinde Arastirilmasi

Giris: Ideal dolgu materyali arayis1 calismalar giiniimiizde devam etmektedir.
Bu alanda ekstraseliiler matriksin (ECM) deseliilerizasyon ve reseliilerizasyon
uygulamalar1 biyomiihendislik alaninda dikkat cekmektedir. Deseliilerize matrikslerin
rezorpsiyon gibi istenmeyen ve ongoriilemeyen dezavantajlarini SVF gibi anjiogenik
ve biliylime faktorlerinden zengin olan bir hiicresel tedavi ile desteklenebilir miyiz?
SVF tedavisi laboratuvar kosullarinda izole edilen, zaman gerektiren kok hiicre
izolasyon yontemlerine cerrahi esnasinda akut bir alternatif olabilir mi? Sorularinin
cevabi aragtirildu.

Materyal ve Metot: Deney igin 3 farkli doku (yag, kikirdak, dermis)
kullanildi. Her doku ayr1 ayr1 deseliilerize edildi. Ardindan liyofilizasyon uygulanarak
enjekte edilebilir toz forma doniistiiriiliip muhafaza edildi. Her doku igin farkli 2 grup
olusturuldu. Gruplardan birinde ECM’ler serum fizyolojik ile sulandirilirken diger
grupta ise stromal vaskiiler fraksiyon ile sulandirildi. Hayvanlara 2 ay boyunca
belirlenen dozda siklosporin ile immiinsiipresyon uygulandi. Postoperatif 2. ayda
hayvanlar sakrifiye edilerek histopatolojik bulgular degerlendirildi.

Bulgular: Yag ECM SVF grubunun integrite ve kollajen remodeling
sonuglarinda SF grubuna gére anlamli diizeyde iistiin oldugu izlendi. Inflamasyon
bulgularinda ise SVF grubu anlamli olarak daha az inflame olarak saptandi. Her iki
grup arasinda vakuol/kist olusumu bulgular1 arasinda anlamli fark bulunmad.
Kikirdak grubunda SVF grubunun yeniden ¢ekirdek olusumu, kollajen remodeling ve
neovaskiilarizasyon sonuglarinda SF grubuna goére anlamli diizeyde iistiin oldugu
izlendi. Inflamasyon bulgularinda ise her iki grup arasinda anlaml fark bulunmad.
Dermis grubunda ise SVF grubunun fibroblast infiltrasyonu ve kollajen remodeling
sonuclarinda SF  grubuna gore anlamli diizeyde {stiin oldugu izlendi.
Immunohistokimyasal olarak ise her {i¢ grupta SVF grubu neovaskiilarizasyon
acisindan anlamli diizeyde SF grubuna gore {istiin izlendi.

Tartisma ve Sonu¢: Herhangi bir avaskiiler organik materyal otolog olsa dahi
beslenme yetersizligi sebebiyle yiiksek oranda rezorbe olmakta ve viabilitesi
azalmaktadir. Erken revaskiilarizasyon ve erken kapiller ag destegi ile bu avaskiiler
dolgu materyallerinde rezorbsiyon oranimi azaltmak miimkiin olmaktadir. Bizim
calismamizda da SVF grubunda daha iyi kollajen remodelingi olmasi ve absorbsiyon
oranlarinin daha diisiik olmasin1 ADSC lerin sekrete etmis oldugu anjiogenik
faktorlere baglamaktayiz. Erken vaskiilarizasyon, beslenmenin erken baglamasi
implante edilen materyalde rezorbsiyon oranlarini azaltmatadir. Bu sebeple igerisinde
ADSC ler ve parakrin faktorler iceren SVF kolay elde edilebilme ozelligi ile
deseliilerize ekstraseliiler matrikslerle es zamanli uygulananarak rejeneratif
potansiyele pozitif katki saglayabilen bir kombinasyon olarak karsimiza ¢ikmistir.

Anahtar Kelimeler: Ekstraseliller matriks, hiicresizlestirme, stromal vaskiiler
fraksiyon



SUMMARY

Investigation of the Regenerative Potentials of Injectable Fat, Cartilage and
Dermis Matrixes Supplemented with Stromal Vascular Fraction in an Immune
Suppressed Rat Model

Introduction: The search for the ideal filling material continues today.
Decellularization and recellularization applications of the extracellular matrix (ECM)
attract attention in the field of bioengineering. Can we support the undesirable
disadvantages of decellularized matrices with a cellular therapy such as SVF that is
angiogenic and rich in growth factors? Can SVF treatment be an acute alternative to
stem cell isolation methods during surgery? The answers to the questions were
searched.

Material and Method: Three different tissues (fat, cartilage, dermis) were
used for the experiment. Each tissue was decellularized separately. Then converted
into an injectable powder form by lyophilization and preserved. Two different groups
were created for each tissue. ECMs were diluted with saline in one of the groups, while
in the other group, they were diluted with the stromal vascular fraction. The animals
were immunosuppressed with cyclosporine at the determined dose for 2 months. Two
months later animals were sacrificed histopathological findings were evaluated.

Results: It was observed that the fat ECM SVF group was significantly
superior to the SF group in integrity and collagen remodeling results. In the findings
of inflammation, the SVF group was found to be significantly less inflamed. There
was no significant difference in vacuole/cyst formation findings between the two
groups. In the cartilage group, it was observed that the SVF group was significantly
superior to the SF group in terms of renucleation, collagen remodeling and
neovascularization results. In the dermis group, it was observed that the SVF group
was significantly superior to the SF group in fibroblast infiltration and collagen
remodeling results. In all three materials, the SVF group was significantly superior to
the SF group in terms of neovascularization in staining with CD34.

Discussion and Conclusion: Any avascular organic material is highly
resorbed due to nutritional deficiency and its viability decreases. With early
revascularization and early capillary network support, it is possible to reduce the rate
of resorption in these avascular filling materials. In our study, we attribute the better
collagen remodeling and lower absorption rates in the SVF group because of the
angiogenic factors secreted by ADSCs. SVF applied simultaneously with
decellularized extracellular matrices contributed positively to the regenerative
potential.

Key Words: Decellularization, extracelular matrix, stromal vascular fraction
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1. GIRIS VE AMAC

Plastik cerrahlar yasliligin etkilerini geri dondiirmek amaci ile insizyon
yapilmayan bir¢ok metod uygulamaktadir. Bunlardan biride yumusak doku dolgu
materyalleridir. Cok sayida bulunan dolgu materyallerinin her birinin kendine has

kimyasal bileseni, etki siireleri ve endikasyonlar1 vardir.

Amerikan Plastik Cerrahi Dernegi verilerine gore yumusak doku dolgu
materyalleri kullanim1 2000-2016 yillar1 arasinda %298 oraninda artmigtir. Ayni yillar
arasinda uygulanan kozmetik cerrahi uygulamalari ise tersine %6 oraninda azalma
gdstermistir’. Istatistik verilerinin gosterdigi iizere insanlar artik cerrahi gibi riskli ve

radikal degisimler yerine minimal invaziv ¢dzlimleri tercih etmektedir.

Estetik cerrahide FDA tarafindan onaylanmis yumusak dolgu materyali olarak
kullanilan hyaluronik asit, kollajen, kalsiyum hidroksiapatit ve poly-L-laktik asit
igeren bir ¢ok iirtin bulunmaktadir. Bu dolgu materyallerinin inflamasyon, yabanci
cisim reaksiyonu, kisa siirede emilmeleri, sik enjeksiyon tekrari gerektirmeleri,
biyolojik doku o6zelligi gdstermemeleri, pahali olmalar1 gibi bir¢ok dezavantajlar
vardir?. Bu dezavantajlarin 6niine gegmek amaci ile ideal bir dolgu materyali arayis
caligmalar1 hizla devam etmekte ve bu alanda biyomiihendislik ve deseliilerize matriks

irlin calismalar1 dikkat ¢ekmektedir.

Deseliilerizasyon temel olarak bir doku veya organda mevcut olan hiicre ve
niikleer bilesenlerin basariyla ¢ikarilmasi ve dogal 3 boyutlu bir hiicre iskelesi elde
etme yontemidir. ECM’nin biyomekanik 6zelliklerinin, kollajen yapisinin ve ECM
yapisinda mevcut olan biiylime faktorlerinin (VEGF, FGF, TGF beta) olabildigince en
iist seviyede korunmas1 gerekmektedir®. Bu yontemin gelistirilmesinde, giiniimiizde
kullanilan dogal olmayan, sentetik dolgu driinlerinin varligi ve bu frinlerin
yetersizligi etkili olmustur. Dogal olan, sentetik olmayan, doku uyumu yiiksek ve
biyoaktif mediatorler igeren bir iskele iiretebilmek amaciyla doku miihendisleri bu

alana yonelmistir.

Giliniimiizde ince bagirsak submukozasi, kalp kapagi, kikirdak, deri, kemik,

tendon, mesane duvari, damar, kas, yag gibi dokular basta olmak tizere birgok doku



tipi klinik oncesi doku miihendisligi calismalarinda basari ile kullanilmistir. Bu

basarili calismalar 15181nda gelistirilen bazi iiriinler klinik kullanimda yerini almistir®,

Doku miihendisligi gelistirilen hiicre iskeleleri, kok hiicreler ve hiicre
diferansiasyonuna yon veren sinyallerin kullanildig1 disiplinlerarasi bir yaklagimdir.
Ozel sartlar altinda hiicrelerin farklilastirilarak ¢ogaltilmasi ve sonug olarak biyolojik
olarak aktif bir doku ya da organ olusturulmasi amaclanmaktadir®. Yeni doku veya
organ olusturulmasi asamalarinda ekstraseliiler matriks {riinleri, kok hiicreler ve
diferensiasyon saglayan mediatdrlerin kombinasyonu sikca uygulanmaktadir. Bu
asamalar kisaca donor dokunun deseliilerizasyonu, reseliilerizasyon ve hasarli dokuda

kullanim1 olarak 6zetlenebilir.

Giintimiizde abdominoplasti, liposuction, viicut sekillendirme gibi bir¢ok
operasyon sonrasi ¢ok fazla miktarda yag ve deri dokusu atik olarak elde edilmektedir.
Bu elde edilen fazla atik dokular yag grefti uygulamar ile ilgili ¢ok fazla bilimsel
arastirma yapilmasina olanak saglamistir. Bu arastirmalarla yag grefti konsepti belli
standartlara ulasmis ayrica yag greftinin hiicresel komponenti olan SVF {izerine de
bilgi dagarcig gittikce genislemistir. Diger yandan yag dokunun hiicresiz komponenti
olan ekstraseliiler matrikside son donemde gittikge artan sekilde ilgi odag1 olmaktadir®.
Deseliilerizasyon uygulanan ekstraseliiler matriksin tek basina veya hiicre kiiltiirt,
SVF, yag grefti ile zenginlestirilip uygulamalarini igeren biyomiihendislik ¢alismalari

ile daha biyoaktif, uzun 6miirlii ve stabil bir dolgu materyali arayisi siirmektedir.

Calismamizda insan abdominoplasti materyalinden elde edilen deri, yag
dokular1 ile sigir diz ekleminden elde edilen hyalin kikirdak dokularina
deseliilerizasyon islemi uygulayarak elde edilen deseliilerize ekstraseliiler matriksleri
liyofilize ederek uzun Omiirlii saklanabilir toz forma donistiirmektir. Elde edilen
enjekte edilebilir deseliilerize materyallerin rezorpsiyon ve nekrozdan dolay1 olusan
handikaplarini gidermek i¢in hem ucuz hem pratik ve vakit tasarrufu saglayan mekanik

yontem ile elde edilen SVF ile zenginlestirme islemi planlanladi.

Bu c¢alismanin amaci olarak su sorulara cevap aramaktayiz; giiniimiiz
sartlarinda kullanilan dolgu materyallerine alternatif olabilecek, dolgu materyallerinin
eksik yonlerini giderebilecek, biyoaktif, ucuz maliyetli daha tstiin bir dolgu materyali

iretilebilir mi? Aym1 zamanda dolgu materyali olarak kullanilan deseliilerize



matrikslerin rezorpsiyon gibi istenmeyen ve dngoriilemeyen dezavantajlarint SVF gibi
anjiogenik ve biiylime faktorlerinden zengin olan bir hiicresel tedavi ile desteklenebilir
mi? SVF tedavisi laboratuvar kosullarinda izole edilen, zaman gerektiren kok hiicre

izolasyon yontemlerine cerrahi esnasinda akut bir alternatif olabilir mi?



2. GENEL BIiLGILER

Giincel plastik cerrahi tedavi yaklasiminda yumusak doku defektleri ve onarimi
¢ok biiytik bir yer tutmaktadir. Bu tedavi yontemleri bir tarafta cilt, ciltalt1 yag doku,
kas, kemik ve kikirdak dokularin genis defektlerini onarmakta kullanildig: gibi diger
tarafta kozmetik bir yaklasimla dudak voliimiinii arttirmak amaciyla da
kullanilmaktadir. Cok genis bir hasta yelpazesine sahip olan plastik cerrahi boliimii bu

farkli hasta gruplarina farkli tedavi yontemleri ile yaklasimi gerektirmektedir.

Olaya rekonstriiktif agidan bakacak olursak konjenital defetkli hastalar,
travma, timor rezeksiyon sonrasi, 3. derece yanik hastalari, hemifasiyal atrofi ve
meme kanseri sonrasi mastektomi uygulanan hastalar gibi genis bir hasta grubuyla
karsilasilmaktadir. Bu grup hastalarda rekonstriiktif merdiven izlenerek basitten
karmasiga dogru giden tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Bu yaklasim basit primer
stitiirasyon ile baslayip, bir ¢cok farkli dokunun avaskiiler greftleri (yag, deri, kemik,
kikirdak), serbest flepler, kompozit doku nakilleri gibi kompleks tedavileri

icermektedir. Bunun yaninda protezler ve implantlarda kullanilan yontemlerdendir.

Estetik tarafta ise gelisen saglik hizmetleri sonucu toplumdaki saglikli yash
birey sayisi gittikce artmaktadir. Daha saglikli ve uzun yasam siirmeye baslayan
bireyler yaslanmanin gozle goriiliir belirtilerini azaltmak amaciyla plastik cerrahlara
basvurmaktadirlar’. Yaslanma siireci kompleks bir siire¢ olup 3 énemli komponente
sahiptir. Bunlar yiizde voliim kaybi, fasiyal kaslarin hareketleri olusan statik ve
dinamik ¢izgiler ve yercekimi etkisi ile olusan laksisitedir®. Geleneksel olarak fasiyal
rejuvenasyon cerrahi olarak cilt eksizyonu ve yiizeysel cilt yenileme iizerine
odaklanmistir. Fakat son yillarda bu yaklasim degiserek gerek hastalarin istekleri
gerekse dondr saha morbiditesi yaratmamak amaciyla yerini gittikge artan sayidaki

minimal invaziv islemlere birakmaktadir®.

Amerikan Plastik cerrahi Dernegi verilerine gore yumusak doku dolgu
materyalleri kullanim1 2000-2016 yillart arasinda %298 oraninda artmistir. Ayni yillar
arasinda uygulanan kozmetik cerrahi uygulamalari ise tersine %6 oraninda azalma

gostermistir’.



2.1. Yumusak Doku Dolgu Materyalleri

Plastik cerrahlar yasliligin etkilerini geri dondiirmek amagli insizyon
yapilmayan bir¢ok methot uygulamaktadir. Bunlardan biride yumusak doku dolgu
materyalleridir. Cok sayida bulunan dolgu materyallerinin herbirinin kendine has

kimyasal bileseni, etki siireleri ve endikasyonlar1 vardir.

Ideal dolgu materyalini bulma calismalar1 yaklasik yiizy1l once basladi.
Yumusak doku agumentasyonu 1893°te ilk Neuber tarafindan fasiyal defektlere
uygulanan otolog yag tranferi ile tammlandi'®. Ardindan 1940 lara gelindiginde estetik
amacl siv1 silikon kullanimi Almanya ve Japonya’da basladi. 1960 11 yillara kadar
Amerika dahil bir¢ok iilkede basarili bir sekilde kullanildi. Basarili kullanimlara
ragmen artan sayida bildirilen yan etkiler ve komplikasyonlar nedeniyle FDA

tarafindan kozmetik amacl kullanimlar i¢in onaylanmadi*.,

1980 lere gelindiginde ise yumugak doku dolgu materyali olarak si1gir kollajeni
kullanimi1 yeni bir alan agti. 1981 de Zyderm 1985 te ise Zyplast FDA onay1 aldi.
Zyderm %3,5 sigir dermal kollajeni igerirken Zyplast ise %3,5 glutaraldehit ile capraz
baglanmis sigir dermal kollajeni icermektedir. Her iki materyalde siir kollajeni
icerdigi i¢in alerjik reaksiyona karsi islemden 1 ay oncesinde 2 hafta arayla 2 adet cilt
testi uygulanmasi dezavantajina sahiptir. Bu teste ragmen %3 hastada hiprsensitivite

reaksiyonlar1 gelismektedir'?.

Sigir kollajeni sonrasinda insan kadavralarindan deseliilerizasyon ile elde
edilen allojenik kollajen iizerine yogunlasilmistir. Alloderm rekonstriiktif ve estetik
cerrahide bircok endikasyonda kullanilan bir allojenik aseliiler dermal matrikstir.
Cymetra ise 2000 yilinda FDA tarafindan onaylanmis Alloderm’in mikronize
formudur. Zyderm ve Zyplast’tan avantajt MHC 1 ve 2 ortadan kalktig1 i¢in herhangi

bir immiin yanit olusturmamakta ve islem Oncesi cilt testine ihtiyag duyulmamaktadir.

2003 yilinda ise Cosmoderm ve Cosmoplast FDA den onay almistir. Bu iki
materyalde insan dermal fibroblastlarinin kiiltiirde cogaltilip dogal kollajenin elde

edilip saflastirilmasindan olugmaktadir.

2000’11 yillarin baglarinda allojenik ve zenojenik kollajenler yerlerini

hyaliironik asit bazli dolgu {iriinlerine birakti.



1981’de Zyderm’in FDA den aldigi onay sonrasi alloplastik ve implante
edilebilir dolgu materyalleri tizerine gittik¢e artan sayida ¢alisma yapilmigtir. Hatta bu
donemde otolog yag greftlerine de yeniden bir ilgi olusmustur’®. Artan sayida
calismaya ragmen 2000 yilina kadar sigir kollajeni FDA tarafindan onayli tek dolgu
materyaliydi. Bu durum taki 2003 yilinda ilk hyaluronik asit dolgu (Restylane;
Galderma) FDA tarafindan onaylanana kadar devam etti. Bu onay sonrasit minimal

invaziv iglemler dramatik bir sekilde artis gostermistir.

Hyaluronik asitin biyolojik ve immiinolojik 6zelliklerinin anlasilip dermal
dolgu olarak ilk kullanilmas1 1989 yilinda Endre Balazs tarafindan gerceklestirildi. Bu
donemde orataya ¢ikan zorluk ise katabolizmasinin ¢ok hizli olmasi 24 saatten kisa bir

siirede ciltte etkisini kaybetmesi idi%*.

Restylane ilk olarak 1996’da hayvansal kaynakli olamayan streptokok
tirlerinden fermantasyon ile elde edilerek {iiretilmistir. Fermete edilmis materyal
glikozaminoglikan zincirlerinin capraz baglanmasi ile daha stabilize bir forma
dontstiiriilmektedir. Bunun sonucu olarak ise hyaluronik asit immiin veya alerjik
reaksiyonlara nadiren yol agmaktadir’®. Hyaluronik asit enjeksiyon dncesinde cilt testi
gerektirmemesi, hipersensitivite reaksiyonlarinin minimal izlenmesi, kalici olmamasi

ve 6-12 ay gibi bir siire boyunca kalicilik saglamasi gibi avantajlar1 vardir®®,

Hyaluronik asitler disinda bahsedilebilecek bir baska grup dolgu materyalide
alloplastik dolgu materyali grubudur. Dolgu materyallerinin kalicilik = siiresini
arttirmak amaciyla yapilan ¢aligmalarda gelistirilmis {irlinlerdir. Bu amagla rezorbe

olabilen veya rezorbe olamayan sentetik bazli maddeler kullanilmaktadir.

Radiesse sentetik kalsiyum hidroksiapatit kristallerinin akigkan bir jel ile
karistirilmasi ile elde edilmis bir tirlindiir. Kalsiyum hidroksi apatit diisiik ¢oziinme

stiresi ve yiiksek dansitesi nedeniyle ortalama 2 y1l kalicilik saglamaktadir.

Sculptra ise bir baska alloplastik materyaldir. Biyo¢oziiniir sentetik bir polimer
olan poly-L-Lactic asitten olusmaktadir. Poly-L-lactic acid gilinimiizde bir¢ok
eriyebilen siitliir materyalinde kullanilmaktadir.2004 yilinda HIV’e bagh yiiz

bolgesindeki lipoatrofilerde kullanilmak amaciyla FDA tarafindan onaylanmustir.

Artecoll ise polimetilmetakrilat ve sigir kollajeni igeren kalict bir dolgu

materyalidir.



Yukarida Bahsedildigi gibi estetik cerrahide FDA tarafindan onaylanmis
yumusak dolgu materyali olarak kullanilan hyaluronik asit, kollajen, kalsiyum
hidroksiapatit ve poly-L-laktik asit igeren birgok iiriin bulunmaktadir. Bu triinlerin
bir¢cogu yiiz bolgesinde olusan cilt ¢okiintiileri ve katlantilar1 diizeltmek amagli 1-2 ml
civarinda kullanilmaktadir. Bu iirlinleri pahaliliklar1 nedeniyle yiiksek voliimlerde
defekt iceren meme rekonstriikksiyonu gibi durumlarda kullanmak mantikli
gozilkkmemektedir. Zira 1 ml hyaluronik asitin ortalama uygulama fiyat1 350-700€
civarindadir. Bu iirlinden meme rekonstriikksiyonu amacli 350 ml kullanilma
durumunda 245000€ kadar ulasan c¢ok yiiksek maliyetler ortaya ¢ikmaktadir!’.Bu
dolgu materyallerinin inflamasyon, yabanci cisim reaksiyonu, kisa siirede emilmeleri,
sik enjeksiyon tekrar1 gerektirmeleri, biyolojik doku 6zelligi gostermemeleri, pahali

olmalari gibi birgok dezavantajlar1 vardir?,

2.2. Yag Grefti Uygulamasi

1893’te ilk Neuber tarafindan fasiyal defektlere uygulanan otolog yag tranferi
ile baslayan otolog yag greft uygulamasi uzun yillar kullanilmasina kargin yontemin
standardize olmamasi ve yiliksek rezorbsiyon nedeniyle gereken Oneme sahip
olamamistir. Bu durum 1980’lerde liposuction yonteminin bulunmasi ile boyut
degistirmistir. 1980 ‘lerin sonunda ise ilk olarak uzun dénem sonuglarda Abel Chajchir
tarafindan basar1 saglanmistir'’®. 1990’lara gelindiginde ise Sydney Coleman
tarafindan yontem sistematiklestirilmistir. Diisiik negatif basingla aspirasyon, santrifiij
ile saflastirma, diisiik basingla ve tiineller olusturacak sekilde enjeksiyon uygulanarak
basarili sonuglar alindi.® Bu tiinellere diisik basing altinda sinirhi miktarda
enjeksiyonlarla yag greftlerinin sagkalim orani artmaktave fibrozis, Kist, kalsifikasyon
gibi istenmeyen iskemi sonuglar1 azalmaktadir. 20001i yillara gelindiginde Coleman
onciiliigiindeki yag grefti uygulamalar1 sonucu artan oranda basarilt sonuglar islemi
tekrar popiilerize etmistir.Gilinlimiizde yag grefti uygulamalar1 diisiik maliyeti, kolay
elde edilebilmesi, biyolojik olmasi, yan etklerinin az olmasi sebebiyle sentetik
dolgulara tercih edilmektedir®®. Bu basarili uygulama ve sonuglara ragmen otolog yag
grefti uygulamasinda en biiyiik problemlerden biri dngoriilemeyen greft rezorbsiyon
ve nekroz oranlaridir. Rezorbsiyon 4-6 ay arasinda gergeklesmektedir?t. %90°a varan

rezorbsiyon oran1 bildiren deneysel c¢alismalar bulunmaktadir®®??4,  Klinik



calismalarda ise bu oran %40-60 arasindadir®. Bu tahmin edilemeyen rezorbsiyon ve
nekroz oranlart yetersiz doku agumentasyonuna ve sonug olarakta ikincil cerrahi
girisimlere sebebiyet vermektedir. Giinlimiizde sik olarak kullanilan dolgu

materyallerinin igerik ve markalarinin tablolastirilmis hali asagida goziikmektedir.

Tablo 1. Gliniimiizde kullanilan dolgu materyallerinin i¢erik ve markalari

FF P T P FDA Onay
Dolgu Tipi Uriin Ismi Etki Siiresi Durumu
Otolog Dolgu . . Aylar ve yillar arasi
Materyalleri Yag Greft degisken FDA onay1 yok
L Zyderm 2-4 ay FDA Onayl
Sigir Kollajeni
Zyplast(%3.5 capraz bagl) 2-6 ay FDA Onayli
Kadavra Kaynakl: éllodirnEAH S — 6-12 ay FDA Onayl
Kolla'en ymetral oderm 1 mikronize _

) enjektabil formu) 3-6ay FDA Onayl:
Hiicre Kiiltiitii ile Cosmoderm 3-4ay FDA Onayl
Uretilen Kollajen Cosmoplast (35mg/ml ¢apraz bagli) 3-4 ay FDA Onayl

Restylane 6-12 ay FDA Onayh
. . Perlane 6-12 ay FDA Onayh
Hyaluronik Asitler =
Captique 3-6 ay FDA Onayh
juvederm 3-6 ay FDA Onaylt
S Lipoatrofide FDA
Sculptra(Poly-L-Laktik asit) 1-2 yil Onayl FDA Onayl:
. Radiesse(Kalsiyum Hidroksi Apatit) ) -
Sentetik Dolgular Artecoll(Polimetilmetakrilat) 1-2 yil FDA On onayli
5 :
S1v1 Silikon i3l (e FDA Onay1 Yok

sonrasi kalici

2.3. ADSC (Adipoz Doku Kaynakh Kok Hiicre) ve SVF (Stromal Vaskiiler
Fraksiyon)

Milenyum baslangicinda Pittsburg Universitesi’nden bir grup arastirmaci
onemli bir bulusa imza atti. Adipoz dokunun viicuttaki en biiyilkk mezenkimal kok
hiicre kaynagi oldugu ve bu kok hiicrelerin mezenkimal kokenli adiposit, kondrosit,
osteoblast ve myoblast gibi hiicrelere diferansiye olabildigi gosterildi. Bu kok
hiicrelere adipoz doku kaynakli kok hiicre (ADSC) ad1 verildi®®?’. Bu kesif sonrasi
ADSC’lerin parakrin etkileri, rejeneratif potasiyelleri ve multipotent 6zellikleri genis
bir sekilde arastirilmistir?®.Bu gelisme sonrasinda yag doku plastik cerrahinin ilgi
alanindan 6te rejeneratif tip ve doku miihendisligi gibi bir¢ok alanin ilgi odagi
olmustur. Ayni zamanda yag doku kemik iligine alternatif bir kok hiicre kaynagi olarak
dikkat ¢ekmistir. Kemik iligi kayitlara gecen ilk mezenkimal kok hiicre (MSC)

kaynagidir. Fakat klinik olarak fazla invaziv bir prosediir olmasi, artan yas ile



diferensiasyon potensiyelinin azalmas1 gibi handikaplar1 vardir®®. Adipoz doku
kaynakli kok hiicreler kemik iligine kiyasla hem daha invaziv olmayan bir sekilde elde
edilmesi hem de daha yiiksek miktarlarda hiicre izolasyonu saglamasi ile {istiin
goziikmektedir?’. Yapilan ¢alismalarda yag dokudan kemik iligine oranla daha yiiksek
miktarda kok hiicre elde edildigi izlenmistir. Elde edilen kok hiicrelerin diferensiasyon

ve kiiltiir ortaminda ¢cogalma potansiyellerinin ise esit oldugu gézlemlenmistir®®,

Zuk ve arkadaslarimin c¢alismalari sonrasinda ADSC ve SVF tedavilari ve
kullanimlart hiz kazanmigtir. Rejeneratif 6zelliklerin sadece ADSC’lere ait olmadigi
ADSC’lerin izole edildigi stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) ad1 verilen karisik hiicre

grubunun da bu 6zelliklere sahip oldugu anlasilmistir.

Lipoaspirattan enzimatik ya da mekanik yolla elde edilen SVF mezenkimal kok
hiicreler, endoteliyal progenitor hiicreler, preadipositler, diiz kas hiicreleri, perisitler,
T regiilatuar hiicreler, antiinflamatuar M2 makrofajlar ve stromal komponentler i¢eren
bir rejeneratif karisimdir?®. SVF enzimatik ya da mekanik yolla elde edilirken manuel
veya otomatize kapali sistemler ile elde edilebilir. En sik kullanilan yontem lipoaspirati
yikama, kollajenaz enzimi ile muamele ve sonrasinda santrifiij ile svf eldesidir.
Enzimatik yontem zenojenik enzim kullanimi sebebiyle enfeksiyona ve immiin
reaksiyona yol agma riski icermektedir®®. Mekanik yontemde ise alinan lipoaspiratin

cesitli yontemlerle par¢alanmasi sonrasinda santrifiijleme ile SVF izole edilmektedir.

Mekanik yol kisa siirede elde edilmesi, ekonomik olmasi, operasyon siiresini
uzatmamasi gibi avantajlara sahiptir®-®2, Enzimatik yontemin daha ¢ok SVF hiicresi
izole ettigi bilinsede mekanik yontemlede benzer popiilasyonda yiiksek hiicre
viabilitesine ve pluripotentense sahip SVF hiicresi elde edilebilmektedir®®.Domenis ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢aligmada ticari olarak ulasilabilir mekanik ve enzimatik
SVF izole etme preparatlar1 karsilastirilmis. Elde edilen SVF yag grefti ile meme
rekonstriiksiyonu uygulanan hastalarda kullanilmistir. Mekanik yontemin daha az
oranda CD45, CD31 ve CD34 hiicreler igerdigi tespit edilmis. Bu durumdan mekanik
yontemin adipojenik, myojenik ve vaskiilojenik diferansiasyonunun daha diisiik
oldugu anlagilmigtir. 1 yil sonunda hem enzimatik hem mekanik yontemde sade
lipoenjeksiyon yapilan gruba gore anlamli voliim devamliligi saglandig1 gozlenmis.

Meme ciltalt1 kalinliginda ise enziamtik ve mekanik yontemler arasinda anlamli fark



saptanmamustir®*. Burdan yola ¢ikarak calismamizda hem ucuz hem pratik ve vakit

tasarrufu saglayan mekanik yontem ile SVF eldesi kullanildi.

Gilinimiizde ADSC ve SVF tedavileri multiple skleroz, Crohn hastaligi,
periferik néropati, osteoartrit, diabetik ayak, sinir iyilesmesi, iskemik kalp hastaliklart,
yara iyilesmesi gibi birgok farkli alanda deneysel ve klinik olarak

incelenmektedir?®35:36,

Otolog yag greftinin rezorbsiyon ve nekrozdan dolayr olusan handikapim
gidermek icin arastirmacilar yag greftini ¢esitli kok hiicreler ile zenginlestirip greft
tutulum oranmi yiikseltmeyi amaglamiglardir. Bu platformda ADSC ile
zenginlestirme, SVF ile zenginlestirme gibi teknikler uygulanmis ve basarili sonuglar
alimmstir. 2006 yilinda ilk olarak Matsumoto hiicre ile zenginlestirilmis lipotransfer
konseptini fare modelinde ortaya koymustur®’. Bu ¢calismada SVF ile zenginlestirilmis
yag grefti grubunun %35 daha fazla yag grefti sagkalimi sagladig1 ve daha fazla
mikrovaskiilariteye sahip oldugu izlenmistir®’. ADSC ve SVF ile zenginlestirilmis yag
grefti uygulamasinin izole yag grefti uygulamasina gore daha yiiksek greft sagkalimi

sagladig1 sonrasinda da bircok galisma ile gosterilmistir®® 0,

6 kisilik kii¢iik bir hasta grubunun incelendigi klinik ¢alismada ise Charles-de-
Sa SVF ve ADSC ile zenginlestirilmis yag Greftlerini ayn1 hastanin sag ve sol
preaurikuler bolgelerine enjekte etmistir. Histolojik ve klinik olarak iki grup arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. Hem SVF grubunda hem de ADSC grubunda
yaslanma bulgularinin geri dondiigii, yeni elastik lif olusumu izlendigi, vaskiilaritenin
arttig1 ve kollajen remodelingi olustugu histolojik olarak gézlenmistir. Klinik olarak
ise her iki grupta da hasta ciltlerinin daha hidrate oldugu izlenmistir. Yazar bu
durumun kozmetik cerrahi acisindan umut vaad eden bir gelisme oldugunu
vurgulamistir®®, Zira SVF eldesi ADSC eldesine gore ¢ok daha ucuz, kolay, hizli ve
basit olarak gerceklesmektedir

2.4. Doku Miihendisligi

Giliniimiizde doku ya da organ nakilleri birgok yontem kullanilarak tedavi
edilmektedir. Bu tedavi sirasinda karsilasilan en biiyiik problem ise dondr sayilarinin

yetersiz olmasi, donér saha morbiditeleri, immiin cevap olusumu, doku reddi gelismesi
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gibi problemler gosterilebilir. Sik¢a uygulanmakta olan bu tedavi modellerinin bir {ist
basamagi ise doku miihendisligi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Doku miihendisligi
gelistirilen hiicre iskeleleri, kok hiicreler ve hiicre diferensiasyonuna yon veren
sinyallerin kullanildig1 disiplinlerarasi bir yaklasimdir. Ozel sartlar altinda hiicrelerin
farklilagtirilarak gogaltilmasi ve sonug olarak biyolojik olarak aktif bir doku ya da

organ olusturulmasi amaglanmaktadir®.

Hedeflenen doku veya organ iiretiminde biyoiskeleler iskelet yapisi fonksiyonu
gortip hiicrelerin proliferasyonu, adezyonu, kontak inhibisyonu gibi bircok asamada
etkin bir 6neme sahiptir*2. Ideal bir biyoiskelenin iiretilecek dokuya uygun bir iig
boyutlu bir mikrogevre olusturmasi, biyo¢dziiniir olmasi, uygun mekanik 6zelliklere
sahip olmasi, hiicreler arasi etkilesimleri organize edebilmesi ve hiicre dis1 ortami

laboratuvar kosullarinda taklit edebilmesi istenmektedir*:.

Doku mithendisligi ¢alismalart ECM(Ekstraseliiler Matriks)’nin essiz biyoaktif
icerigini, li¢ boyutlu yapisini ve mekanik oOzelliklerini simiile etmede yetersiz
kalmaktadir. Bu probemi ¢ézmek i¢in gelistirilen deseliilerizasyon yontemlerinde
organlar ya da dokular hiicresizlestirilerek korunmus yapida bir ECM eldesi
saglanabilmektedir. Fakat bu yonteminde uygun doku teminindeki zorluklar, immiin
yanit gelismesi, 3 boyutlu yapinin devam ettirilememesi gibi zorluklardan dolayi etkin

bir sekilde kullanim1 halen smurlidir®,

2.5. Hiicre Dis1 Matriks (Ekstraseliiler Matriks; ECM)

Hiicreler biyolojik ortamlarinda nanolif formdaki proteinlerden olusan
mekanik ve yapisal destek saglayan bir ekstraseliiler matriks igerisinde
yasamaktadirlar. Ekstraseliiler matriks baglangigta bir iskelet olarak diisiiniilmiissede
aslinda hiicreler ve dokular aras1 madde aligverisini saglayan, hiicre yapismasi, gogii,
cogalmasi ve farklilagmasini diizenleyen dinamik bir ii¢ boyutlu ortam olarak kabul

edilmektedir®.

ECM, temel olarak kollajen, fibronektin, elastin,  laminin,
glikozaminoglikanlar ve diger glikozillenmis proteinler gibi yapisal ve fonksiyonel
biyomolekiillerden olusan essiz bir yapidir. Doku gelisimleri sirasinda hiicreler arasi

etkilesimler sonucu her dokuda farkli topoloji, kompozisyon ve 6zelliklere sahip olur.
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Kemik ve diste kalsifiye, korneada seffaf tendonlarda ise lifli ve ¢ok saglam bir
yapidadir. Bu 6zelliklere dikkat edildiginde ECM, hiicre niginin anahtar bileseni olup

etkilesimler, sinyal yolaklari ile hiicresel yanitlari etkiler ve diizenler®.

ECM yapisinda baslica 2 tip protein vardir. Bunlar fibréz proteinler ve

glikozaminoglikanlardir.

Fibroz Proteinler: Kollajen, elastin, fibronektin, laminin, integrin, tenaskin
Glikozaminoglikanlar: Hyaluronik asit, Kondroitin siilfat, heparan siilfat, dermatan

siilfattan olusmaktadir.

Glinlimiizde yaygin bir sekilde dolgu materyali olarak kullanilan hyaluronik

asit ECM’de en yiiksek oranda bulunan siilfatlanmamis glikozaminoglikandir.

Blood vessel

Ground substance

[Extracellular —
matrix Protein fibers

Elastic fiber
Collagen fiber ——=

| Reticular fiber ——

Resident cells
Mesenchymal cell —
Macrophage
Adipocyte
Fibroblast

Resim 1. ECM bilesenlerinin sematik goriiniimii (Basic Histology Text and Atlas Mc
Grow Hill 2013)

2.6. Deseliilerizasyon

Deseliilerizasyon temel olarak bir doku veya organda mevcut olan hiicre ve
niikleer bilesenlerin basariyla ¢ikarilmasi ve dogal 3 boyutlu bir hiicre iskelesi elde
etme yontemidir. ECM’nin biyomekanik 6zelliklerinin, kollajen yapisinin ve ECM
yapisinda mevcut olan biiylime faktorlerinin (VEGF, FGF, TGF-B) olabildigince en
{ist seviyede korunmasi gerekmektedir®. Bu yontemin gelistirilmesinde, giiniimiizde

kullanilan dogal olmayan, sentetik iiriinlerin varligi ve bu iriinlerin yetersizligi etkili
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olmustur. Dogal, sentetik olmayan doku uyumu yiiksek ve biyoaktif mediatorler igeren

bir iskele iiretebilmek amaciyla doku miihendisleri bu alana yonelmistir.

Deseliilerizasyon sonrasi elde edilen hiicre iskelesinin; ECM igerigi olan
kollajen tiplerini, glikozaminoglikanlari, TGF-B(Transforming Growth Factor Beta),
VEGF(Vasculer Endotelial Growth Factor), FGF(Fibrobalst Growth Factor),
PDGF(Platelet Derive Growth Factor) gibi bir¢ok biiyiime faktoriinii koruyarak
icerdigi tespit edilmistir®’.

Gilbert ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada materyallerdeki tiim
hiicresel komponentlerin  deseliilerizasyon islemleri ile tamamiyle ortadan
kaldirlmadigir gozlenmis. Olgiilebilen miktarda DNA materyali ticari olarak

ulagilabilen iiriinlerde histolojik olarak ve jel elektroforezi ile gosterilmistire.

Giintimiizde ince barsak submukozasi, kalp kapagi, kikirdak, deri, kemik,
tendon, mesane duvari, damar, kas, yag gibi dokular basta olmak tizere birgok doku
tipt klinik oncesi doku miihendisligi calismalarinda basari ile kullanilmistir. Bu
basarili ¢aligmalar 1s18inda gelistirilen bazi iiriinler klinik kullanimda yerini almistir.
Klinikte aktif olarak kullanilmakta olan bazi ECM-temelli ticari iriinler asagida

listelenmisgtir?.

Tablo 2. Klinikte aktif olarak kullanilmakta olan bazi ECM temelli ticari uiriinler

Uriin Doku Kaynag Uygulama Alani

Alloderm Insan Derisi Yumusak Doku, Doku Ortiisii
Zimmer Collagen Repair Patch Domuz Derisi Yumusak Doku

Tissue Mend S1gir Derisi Yumusak Doku

Matristem Domuz idrar Kesesi Yumusak Doku

Oasis, Sugisis Domuz ince Bagirsak ~ Yumusak Doku

IOPatch Insan Perikardi Oftalmoloji

OrthAdapt, Unite At Perikardi Yumusak Doku, Kronik Yaralar
CopiOs S1gir Perikardi Dis Hekimligi

Hancock, Mosaic Domuz Kalp Kapak¢igi Kalp ve Damar Cerrahisi
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Resim 3. Onkol 3.Derece yamgi sonrast Alloderm ile rekonstriiksiyon®

2.7. Deseliilerizasyon Yontemleri

Doku deseliilerizasyonu igin kullanilan yontemler; fiziksel, kimyasal ve
enzimatik yontemler olmak {izere {i¢ ana baslik altinda toparlanabilir. Bu ii¢ yontemin

kombinasyonu ise deseliilerizasyon yontemlerinden en sik tercih edilenidir.

Fiziksel yontemler; ajitasyon, sonikasyon, mekanik masaj, basing, donma ve
¢Oziilme islemlerini igermektedir. Bu yontemler, ECM hiicre igeriginin sonradan
durulama ve ¢ikarilmasini kolaylastirmak i¢in hiicre zarin1 bozar. Bu fiziksel islemler
tam deseliilerize elde etmek icin genellikle yetersizdir ve bir kimyasal islem ile
kombine edilmelidir. Enzimatik yontemler ise hiicre membraninin, hiicreler arasi ve

hiicre dis1 baglarin1 bozmaktadir®.
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Tablo 3. Deseliilerizasyon yontemleri ve siiflandirilmasi

KIMYASAL FiZIKSEL BIYOLOJIK

Iyonik Deterjanlar Dondurma-Cozdiirme  Proteolitik Enzimler
Noniyonik Deterjanlar Sonikasyon Kalsiyum Selatlayict Ajanlar
Selatlayici Deterjanlar Agitasyon

Alkalin-Asit Uygulamas1  Mekanik Kuvvet

Tribiitil Fosfat

Hipotonik ve Hipertonik
Uygulamalari

Alkoller ve diger Ajanlar

2.7.1. Fiziksel Yontemler

Deseliilerizasyon isleminde fiziksel yontemler arasinda en sik tercih edilen
dondurma ve ¢ozdiirmedir. Dogal dokularin hiicresizlestirilmesi i¢in ilk basamak
olarak bircok c¢alismada dondurma-cozdiirme asamas: kullaniimaktadir®®S?,
Dondurma derecesi -80C, ¢6zdiirme derecesi ise +37 C tercih edilmektedir. Bu sekilde
hiicre membran: lizisi ve hiicresel materyalin dis ortama ¢ikarilmasi saglanmaya

calisilmaktadir. Bazi dokularda tek bir dondurma ve ¢dzme sirkiilasyonu yeterli

gelmemekte ¢oklu tekrarlara ihtiya¢ olusmaktadir?,

Sonikasyon, ajitasyon ve hidrostatik basing uygulama islemleri; tek baslarina
kullanilmaktansa enzimler, hipertonik soliisyonlar ve selatlayici ajanlarla kombine
edildiginde daha etkin olmaktadirlar®. Sonikasyon ses dalgas: titresimleri génderme

yoluyla hiicre zarlarini parcalamay1 saglar.

Mekanik kuvvet uygulama yontemi ise basing uygulama yolu ile hiicre lizisi
saglamaktadir. Akciger ve karaciger gibi yogun ECM igerigi olmayan dokularda

efektif olarak kullamlmaktadir. ECM yapisina minimal hasar veren bir yontemdir®.
2.7.2. Kimyasal Yontemler

2.7.2.1. Iyonik Deterjanlar

Iyonik deterjanlar, sitoplazmik ve niikleer hiicre zarmin ¢oziinmesinde etkili

bir yontemdir, ancak protein-protein etkilesimini bozarak protein denatiirasyonuna
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neden olurlar. En yaygin kullanilan iyonik deterjanlar; sodyum dodesil siilfat (SDS)
ve sodyum deoksikolat ile Triton X-200’diir.

SDS, dokudan hiicresel igerigin uzaklastirilmasinda ¢ok efektif bir yontem
olarak dikkat ¢ekmektedir. SDS’yi diger deterjanlardan ayiran ozellik, sitoplazmik
proteinlerden vimentin dahil tiim niikleer kalintilarin tamamen ortadan kaldirilmasini

saglamasidir>t

. SDS, ECM’nin dogal doku yapisim1 bozarak glikozaminoglikan
konsantrasyonunda azalmaya ve kollajen birlikteliginin bozulmasina neden

olmaktadir. Fakat SDS ile dokudan kollajen uzaklastirilmas: gerceklesmemektedir®®.

2.7.2.2. Noniyonik Deterjanlar

Iyonik olmayan deterjanlar deseliilerizasyon protokollerinde sik olarak tercih
edilen bir yontemdir. Bunun en 6nemli nedeni goreceli olarak diger yontemlere gore
doku yapisi iizerine daha hafif bir etkisi olmasidir. Iyonik olmayan deterjanlarm lipid-
lipid ve lipid-protein etkilesimini bozdugu ancak protein-protein baglantilarin
korudugu bilinmektedir. Bu sebeple doku ya da organdaki proteinin fonksiyonel

yapilarmi bozmadig: bildirilmistir®®.

Triton X-100 deseliilerizasyon islemlerinde sik olarak kullanilan iyonik
deterjanlar arasindadir. Dokunun Triton X-100’e maruz birakilma siiresi birkag saatten

14 giine kadar degismektedir®*®’.

Triton X-100 ile deseliilerizasyon ¢aligmalarinda, glikozaminoglikan bilesimi
arasinda farkli sonuglar bildirilmistir. Kalp kapak¢iginda 24 saat muamele sonrasinda
glikozaminoglikanlar tamamen uzaklastirilirken, 6n capraz baglar iizerine dort giinliik
uygulama sonucunda stilfat glikozaminoglikanlarin iceriginde herhangi bir degisiklik
olmadigr bildirilmistir. Triton X-100 etkili bir deseliilerizasyon yontemi olmakla
birlikte etkili olmasindaki en 6nemli nokta deseliilerizasyon protokoliindeki diger

yardimci metotlarla desteklenmesidir®®,

2.7.2.3. Asit ve Alkalin Uygulamalari

Asetik asit, perasetik asit (PAA), hidroklorik asit, siilfiirik asit ve amonyum
hidroksit hiicre zarin1 ve hiicrei¢i organelleri etkili bir sekilde lizise ugratan alkalin ve

asit Ornekleridir®. Asit ve alkalin uygulamalar1 deseliilerizasyon protokollerinde
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hiicrenin sitoplazmik bilesenlerini ¢6zmek ve es zamanli olarak RNA ve DNA gibi

niikleik asitleri uzaklastirmak igin kullanilmaktadir8,

Yapilan ¢alismalarda, domuz ince bagirsak submukozasi ve mesane tabakalari
yaklagik %0.10-0.15 konsantrasyondaki PAA ile deseliilerize edilmistir. Bu
deseliilerizasyon yonteminin bu tiir ince ECM yapilarinda hiicre materyallerinin
ortadan kaldirilmasinda yiiksek bir etkinlie sahip oldugu, bunun yam sira
mikroorganizmalar1 etkileyerek ve mikrobiyal enzimleri okside ederek materyalin
dezenfeksiyonunu da sagladigi bildirilmistir®®. Farkli calismalarda ise PAA
uygulamasi sonrasinda glikozaminoglikanlardan laminin ve fibronektinin ECM doku
yapisinda kaldig1 gosterilmistir®. Transforme edici bilyiime faktorii beta, fibroblast
biiylime faktorii ve vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii gibi ECM’de yer alan biiyiime
faktorlerinin yapisal ve fonksiyonel yapilarinin bozulmadan kaldig1 da diger ¢alisma
gruplari tarafindan bildirilmistir®2. Ince bagirsak submukozasi ve mesane tabakalari ile
yapilan in vitro hiicre kiiltiirii calismalar1 da bu sekilde elde edilen materyallerin
kullanim acisindan miikemmele yakin bir yap1 iskelesi olduklarini tekrarli caligmalar

ile gostermistir®.

2.7.2.4. Hipotonik ve Hipertonik Soliisyonlar

Distile su ya da hipotonik ve hipertonik soliisyonlarla yapilan osmotik sok
uygulamas1 organ ve dokularda hiicre lizisine neden olmaktadir®*®’. 11 saatlik
hipotonik soliisyon ve 11 saatlik hipertonik soliisyon dongiileri sonucunda hiicre
lizisinin gergeklestigi ancak dokulardan ortaya ¢ikan hiicre kalintilarinin tamamen

uzaklastirilamadig bildirilmistir®’

. Ayn1 ¢alismada hipotonik ve hipertonik soliisyon
dongiisiinlin hiicresel elemanlarin tamamen uzaklastirilmasinda yetersiz kaldig i¢in

biyolojik ve kimyasal uygulamalar ile desteklenmesi gerekliligine deginilmistir.

2.7.2.5. Selatlayic1 Deterjanlar

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ve etilen glikol bistetraasetik asit (EGTA)
gibi selatlayic1 ajanlar halka seklinde kompleks bir molekiiler yapiya sahiptirler.
Merkezi metal iyonlara kararli bir sekilde baglanarak bu iyonlarin izolasyonunu
saglamaktadirlar.  Hiicre-ECM  adezyonunda gorevli divalent katyonlarin

baglanmasiyla, bu ajanlar dokudan hiicresel materyallerin uzaklastirilmasini
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saglamaktadir’®, EDTA nin sik olarak tripsin ile kombine edilerek kullanilmasi tercih

edilmektedir®,

2.7.2.6. Alkoller ve Diger Ajanlar

Izopropanol, aseton, etanol, metanol ve gliserol gibi ajanlar hiicrelerde
dehidrasyon ve liziz yaparak etkilidir. Ozellikle dokunun kalsifikasyonuna sebep olan
fosfolipidlerin uzaklastirilmasinda alkoller lipaz gibi enzimatik ajanlardan daha g¢ok
etkilidir. Dikkat edilmesi gereken husus alkollerin proteinlerde ¢okmeye sebep

olmasindan dolayr ECM yapisinda hasara yol agmasidir®,

Aseton Ozellikle lipidlerin ECM yapisindan uzaklastirilmasinda kullanilabilir

ancak alkollere benzer sekilde dokunun protein yapisinda bozulmaya sebep olabilir®.

2.7.3. Enzimatik Yontemler

Niikleaz, tripsin, kollajenaz, lipaz, dispaz, termolizin ve a-galaktozidaz
hiicresizlestirme isleminde kullanilan enzimlerdir. Ozellikle hiicre artiklarinin ve
istenmeyen ECM yap1 elemanlarinin segici olarak temizlenmesinde faydalidir. Ancak
sadece enzimatik yontem hiicrenin tamamen temizlenmesinde tam etkili olmadig: gibi
kullanilan enzim artiklar1 da tekrar hiicrelendirme isleminde sorun yaratabilir veya
kendileri immiin sistemi aktive edebilir. DNaz ve RNaz gibi niikleazlar hiicre lizisi
sonrasinda ortaya c¢ikan DNA ve RNA nikleik asitlerinin ve niikleotidlerinin

pargalanmasini saglar®®,

Deseliilerizasyon protokollerinde proteolitik enzimlerden en ¢ok kullanilani
tripsindir. Tripsin, prolinin yan kalintis1 oldugu durumlarda arjinin ve lizinin karbon
tarafindan peptid baglantilarini ikiye ayirma 6zelligi tasir. Serin proteaz olan Tripsin,
enzimatik hiicresizlestirmede sik¢a kullanilan enzimatik ajandir. Tripsin ile yapilan
hiicresizlestirmede ECM yapisinda bulunan GAG’larin korunmasina ragmen kollajen
ve elastinin tripsine direnglerinin az olmasi, tripsinin dikkatli kullanilmasini
gerektirir®”. Diger bir dezavantaji ise etki siiresinin uzun olmasidir. Ozellikle kalin
dokularda bu siire cok daha fazla artar’. Ancak bu sekilde kalin dokularin
hiicresizlestirilmesinde, diger ajanlarin daha derine penetre olabilmeleri i¢in tripsin

kullanimi1 kaginilmaz olmaktadir.
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Biyolojik uygulamalarin  hiicresel materyallerin  uzaklastirilmas:  ve
ayrilmasindaki etkinligi bir¢ok farkli dokuda calisilmistir. Bazi ¢aligmalar domuz
pulmoner kapakg¢iklarindan 24 saatlik agitasyon yontemi ile birlikte %0.05 tripsin ve
%0.02 EDTA muamelesi sonrasinda hiicresel kalintilarin uzaklastirilmasindaki
basarisim1  gdsterirken®®, bazi calismalar etkinlik derecesinin daha az oldugunu
bildirmistir®®. Bu ¢alismalardan domuz aortik kapakgiklarinda yapilan calismada,
%0.5 tripsin, %0.05 EDTA, %0.02 mg/ml deoksiriboniikleaz ve 20 pg/ml riboniikleaz
ile yaklasik 17 saat 37°C’de agitasyon yontemi ile yapilan deseliilerizasyon denemesi
sonucunda hiicrelerin tamamen ortamdan uzaklastirildigi ancak hiicresel kalintilarin

dokudan uzaklastirilamadig1 bildirilmistir®,

Enzimatik yontemler, doku ve organlardaki ECM bilesenlerine zarar veren bir
etkiye sahiptir. Uzun siireli tripsin uygulamasinin normal pulmoner kapakg¢iklardaki
ECM yapisina zarar verdigi ancak dokudaki kollajen miktarinda herhangi bir
degisiklige yol agmadig1 gsterilmistir’®. Ayn1 zamanda tripsin uygulamasindan sonra
ECM’deki laminin ve fibronektin bilesenlerinin biiyiik dlgiide azaldigi, elastin ve
glikozaminoglikanlar {izerinde de zamana bagl olarak 6nemli derecede bir azalma
oldugu bildirilmistir®. Her iki calismada da enzimatik deseliilerizasyon protokolleri
sonrasinda elde edilen ECM’in in vitro ortamda endoteliyal hiicre biiylimesini

destekledigi tespit edilmistir>>%8,

Sonug olarak etkili bir deseliilerizasyon yapabilmek i¢in farkli yontemlerin
kombine edilmesi ortak bir diisiince olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu kombinasyonu
asagidaki gibi siralayabiliriz:

1. Fiziksel yontemlerden biri ile birlikte iyonik soliisyonlar kullanilarak hiicre

membraninin lizisi gergeklestirilir.

2. Ekstraseliiler matriksden niikleer komponentlerin uzaklastirilmasi igin

enzimatik yontemler uygulanir.

3. Deterjanlar; sitoplazmik ve niikleer komponentlerin ¢oziilmesi igin

kullanilir.

4, Hicresel artiklar dokudan tamamen arindirilir.

19



Bu dort basamagin kombinasyonu ile efektif ve ekstraseliiler matriks
elemanlarin1  koruyucu bir deseliilerizasyon islemi gergeklestirmek miimkiin

olmaktadir.

2.8. Aseliiler Dermal Matriks

Aselliiler Dermal Matriks (ADM) 1990’larin basinda ilk olarak gelistirildikten
sonra farkli bir¢ok alanda kullanilmig ve farkli bir¢ok iiriin gelistirilmis bir
biyomateryaldir. ADM’ler allojenik(kadavra kaynakli) ve zenojenik (hayvan
kaynakli) formda iiretilebilmektedir. Elde edilen allojenik veya zenojenik derinin
hiicre iliskili rejeksiyonda antijenik hedef olan epidermal ve dermal hiicreleri
uzaklastirilip immunolojik agidan etkisiz hale getirilerek dermal matriks yapisi
tamamiyle korunmus biyomateryallerdir. iceriginde esas olarak tip 1 kollajen, elastin,
laminin, glikozaminoglikanlar ve farkli birgok ¢esit biiytime faktorleri yer

almaktadir®®.

Allogreft deriler kadavra derisinden elde edilir. American Assosiation of
Tissue Banks kurallarina uygun olarak FDA tarafindan onaylanarak doku
bankalarindan saglanir. Medikal ve sosyal dykiileri incelenen donérlerin RPR, VDRL,
HbsAg, Anti-HIV 2, Anti- HCV, Anti-HTLV 1 gibi serolojik tarama testleri
yapilmaktadir. AlloDerm, BellaDerm, Cymetra, Zyplast ve Zyderm halen kullanimda

olan bazi markalardir®®.

ADM’ler dermis yerine kullanilmaktadir ve epidermis fonksiyonu
gostermezler. Acik yara ya da yanik rekonstriiksiyonunda kullanildiginda kismi
kalinlikta deri grefti veya kiiltiire edilmis keratinositlerle ortiilmesi gereklidir. ADM,
implantasyonundan sonra alicinin fibroblastlar1 ve endotel hiicreleri implant igine

integre olur ve greftin revaskiilarizasyonu gerceklesir®.

Son 20 yildir, meme kanseri cerrahisi sonrast meme rekonstriiksiyonu’?, karmn
on duvar1 defektlerinin rekonstriiksiyonu’®, yanik bélgelerinin tedavisi ve
rekonstriiksiyonu, dudak augmentasyonu’®, nazolabial oluk derinliginin azaltilmast,
deprese skar revizyonlari, nazal septal perforasyon tedavisi ve rinoplasti sonrasi burun
dorsal bélge konturunun diizeltilmesi, yarik damak onarimlari™ gibi birgok plastik

cerrahi alaninda kullanilmustir.

20



2.9. Deseliilerize Adipoz Matriks

Adipoz doku giiniimiizde siklikla yag enjeksiyonu ve kolay ulasilabilir
diferensiasyon yetenegi yiiksek bir mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda icerdigi ekstraseliiler matriksi nedeniylede bir¢ok

kompleks ve fonksiyonel protein, biiyiime faktorii, kollajen gibi yapitaslarina sahiptir.

Deseliilerizasyon islemi ilk olarak yanik hastalarinda bariyer olarak
kullanilmak amacli 1973 yilinda tanimlanmistir™. Deseliilerize materyallerin hiicre
iskelesi olarak kullanimi ise ilk olarak 1989 yilinda ince bagirsak submukozasinin
vaskiiler uygulamalarda kullanilmasi ile gerceklesmistir’®

matriks (DAM) ise ilk olarak 2009 yilinda Choi vd. tarafindan sadece fiziksel

. Deseliilerize adipoz

deseliilerizasyon yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir’’. Basaril bir sekilde tiim
hiicre komponentleri kaldirilarak yapilan ilk deseliilerizasyon ise 2010 yilinda Flynn

tarafindan yapilmistir’®,

Deseliilerizasyon iglemi sonrasinda elde edilen matriks icerigi bir ¢ok farkl
caligma ile test edilmis ve birgok farkli tipte kollajen (tip1, 2, 3, 4, 6, 7), proteoglikanlar
(laminin ve fibronektin), Biiytime faktorleri (VEGF, FGF, PDGF, HGF, IGF, EGF)
icerdigi tespit edilmistir’®®. Bahsedilen yapilardan zengin olan ECM igerigi
hiicrelerin biiyiimesi ve diferensiasyonu i¢in ¢ok uygun bir ortam olusturmaktadir.
Ayrica igerdigi biiylime faktorleri anjiyogenez ve vaskiilarizasyon asamalarinin
gelisimine olanak saglamaktadir. Hiicre biliylime ve diferensiasyonundaki pozitif
etkiler, anjiyogenez potansiyelleri géz oniine alindiginda deseliilerize adipoz matriks
karsimiza doku miihendisligine ¢cok uygun bir hiicre iskelesi olarak ¢ikmaktadir. Bu
sebeple bircok in vivo ve invitro deneyde kullanilmis ayn1 zamanda yara iyilesmesi,
kikirdak ve kemik rejenerasyonu, sinir iyilesmesi gibi birgok alanda denemeler

yapilmaktadir.

Kochhar vd. DAM’in viskoelastik ve reolojik &zelliklerini lipoaspirat
materyali, c¢apraz bagli hyaluronik asit dolgu ve kalsiyum hidroksiapatit ile
karsilagtirmis. Sonugta lipoaspirata en yakin viskoelsatik 6zelliklege DAM’in sahip
oldugu gozlenmistir. Bu durum DAM’in yumusak doku rekonstriiksiyonunda uygun
bir dolgu materyali oldugunu ve yag enjeksiyonuna alternatif olabilecegini

gostermektedir®?.
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2.10. Deseliilerize Kartilaj Doku

Kikirdak doku sferik ve oval yapida kondrositler ve bunlar1 ¢evreleyen dens
yapida ekstraseliiler matriksten olusmaktadir. Eklem kikirdaklarinin %80°1 su geri
kalan matriks kismi ise kollajen, preoteoglikan ve glikoproteinlerden zengin bir yap1
icermektedir. Kompleks iskeletsel yapilardan olusan bu iyi organize olmus doku,
icerisinde kan damarlari, sinirler ve lenfatik dokular igcermemektedir. Avaskiiler bir
yapida olmasi sebebiyle kikirdak doku rejeneratif potansiyeli ¢ok diisiikk bir doku
olarak bilinmektedir®2. Bu problemleri ortadan kaldirmak amagli otologreftler ve
allogreftler kullanilmigtir. Otogreftler donor saha morbiditeleri allogreftlerde gelisen
immiin cevap ve integrasyon problemleri nedeniyle dezavantajli goriinmektedir.
Kikirdak doku miihendisligi ise kikirdak onariminda umut veren bir alan olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Immiinojenik olmayan, dondr saha morbiditesi yaratmayan ve
yiiksek miktarlarda ulagilabilir bir materyal olmasi nedeniyle iyi bir alternatif
sunmaktadir. Bu alanda ise siklikla deseliilerize hiicre iskeleleri kullanilmaktadir. Bu
islem genellikle 3 asamada gerceklesmektedir. Donér dokunun deseliilerizasyonu,

reseliilerizasyon ve hasarli dokuda kullanimi olarak 6zetlenebilir.

Icermis oldugu bioaktif faktdrler sebebiyle deseliilerize ECM hiicre adezyonu
ve migrasyonunu regiile ederek kondrositler i¢in uygun bir mikrogevre olusturmakta

ve yeni matriks iiretimi ile remodelling saglanmaktadir.

2.11. Deseliilerize Materyallerin Hiicresel Tedaviler ile Kombine Edilmesi

Deseliilerizasyon islemi ilk olarak yanik hastalarinda bariyer olarak
kullanilmak amagli 1973 yilinda tamimlandi1”. Deseliilerize materyallerin hiicre
iskelesi olarak kullanimi ise ilk olarak 1989 yilinda ince bagirsak submukozasinin
vaskiiler uygulamalarda kullanilmasi ile gergeklesti’®. Deseliilerize adipoz matriks ise
ilk olarak 2009 yilinda Choi vd. tarafindan sadece fiziksel deseliilerizasyon yontemleri
kullanilarak gergeklestirilmistir’’ Basarili bir sekilde tiim hiicre komponentleri
kaldirilarak yapilan ilk deseliilerizasyon ise 2010 yilinda Flynn tarafindan

yapilmustir’®,

Deseliilerize adipoz matrikslerle ilgili ilk in vitro ¢alisma Flynn tarafindan

gergeklestirilmistir. Bu calismada deseliilerize adipoz matriks hiicre iskelesi {izerine
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ADSC ekimi yapilmis ve herhangi bir diferensiasyon faktorii kullanilmadan
peroxisome proliferative activated receptor gamma (PPAR gama), glycerol-3-
phosphate  dehydrogenase = (GPDH) aktivitelerinde ve adipojenik  gen
ekspresyonlarinda artis tespit edilmistir®. Farkli in vitro ¢alismalarla da ADSC’lerin
deseliilerize adipoz matriks icinde biiyiiylip gelistigi ve diferansiye olabildigi

gdsterilmistir-®84,

Hayvan deneylerinde ise DAM hayvanlarin subkutan dokularina kok
hiicre®®8+8°  FGF® ve SVF® ile zenginlestirilerek enjekte edilmis ya da
yerlestirilmistir. Aragtirmacilar DAM hiicre iskelelerinin voliimlerini koruyabildigini,
anjiogenez ve neovaskiilarizasyonu giiclii bir sekilde destekledigini ve biyouyumlu bir

materyal olup minimal inflamatuvar reaksiyonlara yol agtigin1 tespit etmislerdir®®.

Kim vd. yapmis oldugu bir ¢alismada deseliilerize adipoz matriks ve metil
seliiloz karisim1 hidrojel forma doniistiiriilmiis. Bu hidrojel karisimi1 herhangi bir hiicre
ekilmeden in vivo olarak incelenmis. Konak ADSC ve adipoz doku makrofaj
hiicrelerinin hidrojel iskeleye go¢ii izlenmis. Hidrojel iskelenin disardan herhangi bir
hiicre yada bioaktif molekiil uygulamadan konak kaynakli adipogenez ve anjiyogenezi

anlamli sekilde stimiile ettigi izlenmistir®.

Aseliiler dermal matriksler kullanom sonrasi belli oranda rezorbsiyona
ugramaktadirlar. Rezorbsiyon oranini azaltmak ve daha biyoaktif bir materyal elde
etmek amagli ¢esitli kok hiicrelerle zenginlestirilerek kullanilmis ve pozitif sonuglar
elde edilmistir. Bu ¢aligsmalara 6rnek vermek gerekirse ilk olarak Altman vd. aseliiler
dermal matriksleri yara iyilesmesinde ADSC ile kombine ederek kullanmistir®. Orbay
vd. ise aseliiler dermal matriksleri subkutan implant olarak ADSC ile zenginlestirerek
uygulamis.8 hafta sonra ADSC ile zenginlestirilmis grup sadece dermal matriks
verilen gruba gore implant kalinligi, vaskiiler dansitesi ve kollajen formu olugumu

acisindan iistiin bulunmustur®.

Mezenkimal kok hiicreler bilindigi iizere kikirdak, kemik ve adipoz doku gibi
bir¢ok farkli konektif dokuya diferensiye olabilme potansiyeline sahiptir. Fickert vd.
2004 yilinda ilk olarak osteoartritik bir kikirdak dokusundan progenitor kikirdak

hiicreleri izole etmislerdir. Ardindan bu progenitor kikirdak hiicrelerin osteojenik,
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kondrojenik ve adipojenik hiicrelere doniisme potansiyellerini degerlendirmis ve her

doku i¢in saglanan uygun kiiltiir ortamu ile bu diferensiayonu saglamislardir®?.

Suan ticari kullanimda Chondrofix® (Zimmer Biomet, Warsaw, IN) tam kat
kikirdak ve kemik defektlerinde deseliilerize osteokondral allogreft olarak
kullanilmaktadir. Ayrica BioCartilage (Arthrex Inc., Naples, FL) ticari olarak
ulagilabilir bir bagka iirlindiir. Bu ise deseliilerize mikronize allojenik kartilajdir.
Liyofilize ve toz formdadir. Sulandirilarak kullanilmaktadir. PRP ile sulandirilip bes
adet atin diz kikirdak tam defektinde kullanilmistir. Mikrofraktiir ile karsilastirilmis
ve 13 ay sonunda International Cartilage Repair Society (ICRS) skoruna gore daha

basarili olarak goriilmiistiir®.

Yag, kikirdak ve dermis dokularinda elde edilen ECM’ler bir ¢ok calismada
hiicre kiiltiirii sonucu elde edilen kok hiicreler ile kombine edilmis ve viabilitelerinde,
diferensiasyonlarinda, sag kalimlarinda basarili sonuglar alinmistir. Literatiirde detayli
arastirma yapildiginda mevcut deseliilerize matrikslerin yukarida bahsetmis
oldugumuz kolay, hizli ve ekonomik bir kok hiicre elde etme yontemi olan SVF ile

uygulamas1 sadece tek bir makalede incelenmistir®’

. Bu c¢alisgmada domuz yag
dokusundan elde edilen ECM tozu SVF ile zenginlestirilip farelerin sirt bolgesine
enjekte edilmis ve 6 hafta takip edilmis. ECM+SVF verilen grup ECM+DMEM
verilen grup ile karsilastirilmis. SVF ile zenginlestirilmis grubun kollajen dagiliminin
daha organize oldugu, remodeling mekanizmalarinin daha iyi gerceklestigi izlenmis.
CD 31 ile yapilan immiin boyamalarda her iki gruptada neovaskiilarizasyon izlenmis
ancak SVF verilen grupta daha belirgin oldugu gozlemlenmistir. Ayni zamanda

yapilan PCR ile PPARgama, aP2, adipo- nectin ve leptin ekspresyonlari incelenmis

gene SVF grubunun anlamli diizeyde daha biyoaktif oldugu anlagilmistir.

Yaptigimiz literatiir taramasmna gore deseliilerize dermis ve kikirdak
matrikslerinin liyofilize toz formlarinin ekonomik ve hizli bir kok hiicre elde etme
metodu olan SVF ile zenginlestirilerek yumusak doku dolgu materyali olarak

kullanimlarini kiyaslayan bir ¢caligmaya rastlayamadik.

Burdan yola ¢ikarak c¢alismamizda deri,yag ve kikirdak dokularindan elde
ettigimiz deseliilerize ECM tozlarinin in vivo kosulda davraniglarini,dolgu malzemesi

olarak kullanilma potansiyellerini makroskopik ve patolojik olarak inceledik. Bu
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inceleme yapilirken uygulanan immiinbaskilama ile pahali ve 6zel bakim gerektiren
atimik hayvan kullanimina alternatif bir yontem olusturuldu. Ayni1 zamanda klinik
pratikte ¢ok rahat uygulanan bir kok hiicre yontemi olan SVF ile zenginlestirilerek;
kompleks pahali, laboratuvar kosullar1 gerektiren kok hiicre izolasyon yontemlerine

alternatif sunmay1 planliyoruz.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu c¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 08.07.2021 tarih ve 06/03 karar sayili onayr ile Siileyman Demirel
Universitesi Deney Hayvanlar1 ve Tip Arastirmalar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi

Laboratuvarinda gerceklestirildi.
Deney Diizeni

Deney i¢in 3 farkli doku (yag, kikirdak, dermis) kullanildi. Her doku ayr1 ayr1
deseliilerize edildi. Ardindan liyofilizasyon uygulanarak enjekte edilebilir toz forma
doniistiiriilip muhafaza edildi. Her materyal i¢in farkli 2 grup olusturuldu. Gruplardan
birinde ECM’ler serum fizyolojik ile sulandirilirken diger grupta ise stromal vaskiiler
fraksiyon ile sulandirildi. Hayvanlarin scalp bolgesine SF ile sulandirilmig, dorsal orta
hatta ise SVF ile sulandirilmis ECM enjeksiyonu gerceklestirildi. Hayvanlara 2 ay
boyunca belirlenen dozda siklosporin ile immiinsiipresyon uygulandi. Postoperatif 2.

ayda hayvanlar sakrifiye edilerek drnekler toplandi.

Tablo 4. Deney diizeninin sematize edilmis hali

Dokularin
Eldesi

. | == = 1
Dermis: insan Yag: insan Abdominoplasti Kikirdak :Sigir Diz ve Kalgca
Abdominoplasti Materyali ‘ Materyali Eklemi Hyalin Kikirdadi

Agik Labaratuvar Ortaminda Deseliilerizasyon
Isleminin Gergeklestirilmesi

|

l Deseliilerize Materyallerin Liyofilizasyon ile

Kurutulmasi ve Toz Haline Getirilmesi

Siklosproin ile Immunsipresyon Uygulanan Hayvanlara ECM
Enjeksiyonu total hayvan sayisi n=36
1

[ T 1
Dermis ECM n=12 Yag ECM n=12 Kikirdak ECM n=12
y |
[ 1
Scalp Serum fizyolojik ile Dorsum Orta Hat Stromal Vaskiiler |
Sulandirilmis Fraksiyon ile Zenginlestirilmis \

2 Ay immiinsiipresyon Protokolii Altinda
Takip

Sakrifikasyon Histopatolojik ve
Makroskopik incelemeler
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3.1. Deseliilerizasyon Islemi

Deseliilerizasyon isleminin amaci hiicre membranini lizise ugratip tiim
hiicresel yap1 ve niikleer materyalin ortadan kaldirilmasidir. Bu antijenik yapilar
ortadan kaldirilirken en 6nemli unsur ECM’nin minimal zarar gorecek sekilde

korunmasidir.

Adipoz ECM diretimi igin ¢alismamizda Wang vd. adipoz doku
deseliilerizasyon yontemi®, dermis ECM iiretimi i¢in Ventura vd. deseliilerizasyon
yontemi®*, kikirdak ECM iiretimi igin ise Pati vd. deseliilerizasyon y6temi®® kullanilds.

Deseliilerizasyon ¢alismalarinin tamami agik laboratuar ortaminda gergeklestirildi.

3.2. Adipoz Doku Deseliilerizasyonu

Universite hastanemizde abdominoplasti operasyonu gergeklestirilen bir
hastadan alinan atik yag doku materyali hasta onami alinarak kullanildi. Abdominal

bolgeden alinan subkutan yag dokusuna sirasiyla asagidaki islemler uygulandi.

1. Yag doku materyali dncelikle -80°C’ye donduruldu. Ardindan 4x2x1 cm
boyutlarinda parcalara kesildi.

2. Orneklere 3 kez -80°C’den 37°C’ye donma ve ¢oziilme tepkimesi
uygulandi.

3. Ornekler saf su igine yerlestirilerek 2 giin boyunca 120 rpm’de calkalayici
kullanilarak oda sicakliginda takip edildi. Saf su giinliik olarak degistirildi.

4. Ornekler 0,5 M NaCl soliisyonunun igerisinde 4 saat, 1 M NaCl
soliisyonun igerisinde 4 saat boyunca 120 rpm ¢alkalayici igerisinde takip
edildi. Sonrasinda saf su ile gece boyunca yikama islemi uygulandi. Bu
tuzlu su ve saf su ile yitkama prosediirii toplamda 2 defa gerceklestirildi.

5. Ardindan 37°C’de 2 saat 0,25 tripsin/EDTA igerisinde inkiibe edildi.

6. Safsuile 1 saat yikanan drnekler 1 gece izopropanol igerisinde bekletildi.

7. Saf su ile yikanan ornekler %1 triton X-100 kimyasali icerisinde 3 giin
bekletildi. Kimyasal giinliik olarak degistirildi.

8. Triton X-100 kalintilarin1 uzaklastirmak igin 6rnekler 2 giin boyunca saf
su ile yikandi. Saf su giinde 3 kez degistirildi.
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9. Ardindan 6rnekler 1 giin PBS soliisyonu igerisinde bekletildi.

10. Son asamada oOrnekler %1°lik penisilin-streptomisin igeren PBS

soliisyonunda 4 °C’de muhafaza edildi.

11. Ardindan liyofilizasyon ile kurutulan materyaller doku parcalayici ile
enjektabil toz forma doniistiiriiliip -20°C’de muhafaza edildi.

Resim 4. A. Hastadan alinan taze yag dokusu 4x2x1cm boyutlarinda

B. NaCl uygulamasi sonrast yag dokularin gériintimii
C. Tripsin ile enzimatik inkiibasyon sonrasi goriiniim

D. Deseliilarizasyon iglemi tamamlanmis yag doku ECM goriiniimii
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Resim 5. Deseliilerizasyonun farkli asamalarindaki yag dokularin gériiniimii

3.3. Kikirdak Doku Deseliilerizasyonu

Kikirdak ECM iiretimi igin ise Pati vd. deseliilerizasyon yontemi kullanildi.
Bunun i¢in kasaplardan temin edilen sigir femur eklem yiizeylerinde bulunan hyalin

kikirdaklar toplandi.
1. Toplanan kikirdaklar oncelikle doku pargalayici ile pargalanarak piire
haline getirildi.
2. Sonrasinda par¢alanmis kikirdaklar hipotonik 10mM Tris-HCI (ph:8.0)
soliisyonu ile karistirildi.

3. Kikirdak Tris-HCI karisimina 6 kez -80°C’den 37°C’ye donma ve ¢6ziilme
islemi uygulandi.
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10.

Saf'su ile yikama ve santrifiij ile sivi kismi uzaklastirilan kikirdaklar %0,25
tripsin PBS soliisyonu ile karistirildi ve 24 saat 37°C’de ¢alkaland1. Tripsin
sollisyonu her 4 saatte bir degistirildi.

Ardindan Tripsinli kikirdak soliisyonu hipertonik Tris-HCl Soliisyonu
(50mM Tris-HCl igerisinde 1.5 M NaCl Ph:7,6) ile yikandi.

Sonrasinda 10mM Tris-HCI soliisyonu igerisinde 50 U ML DNAse ve 1U
ml RNAse A niikleazlari ile 37°C’de 4 saat inkiibe edildi.

Tiim enzimleri kaldirabilmek i¢in hipotonik Tris-HCI soliisyonu ile 20 saat
yikanma uygulandi.

Ardindan yikanan ornekler %1 triton X-100 kimyasali icerisinde 1 giin
bekletildi.

Triton X-100 kalintilarin1 uzaklagtirmak i¢in 6rnekler 3 giin boyunca saf su
ile yikandi1. Saf su giinde 3 kez degistirildi.

Ardindan liyofilizasyon ile kurutulan materyaller doku parcalayict ile

enjektabil toz forma dontistiiriiliip -20°C de muhafaza edildi.

Resim 6. Kikirdak deseliilerizasyon isleminin ¢esitli asamalarda gortinimii

3.4. Dermis Deseliilerizasyonu

Dermis ECM iiretimi i¢in Ventura vd. deseliilerizasyon yontemi baz alindu.

Universite hastanemizde abdominoplasti operasyonu gerceklestirilen bir hastadan

alinan atik karin derisi hasta onami alinarak kullanildi. Uygulanan islemler asagidaki

gibidir;

1.

Alinan deri ilk olarak batikon ve serum fizyolojik ile yikandiktan sonra

epidermis tabakasi bistiiri ile cerrahi olarak elemine edildi. Ardindan Smm
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boyutunda parcalara kesildi. Kesilen par¢alar doku parcalayici ile muamele
edlip daha homojenize hale getirildi.

2. Ardindan distile su ile yikanip 3000 rpm 5 dakika santrifiij edilerek atik
kisimlar ve kalan yag dokudan temizlendi.

3. Materyal %0,25 Tripsin-EDTA soliisyonu ile karistirildi ve 6 saat boyunca
37°C’de muamele edildi. Ardindan distile su ile yikandi.

4. Ardindan %0.1 SDS, %70’lik izopropanol ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek
elde edilen soliisyonda 6 saat boyunca 37°C’de bekletildi. Ardindan distile
su ile yikandi.

5. %21 Triton-x 100, %70’lik izopropanol ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek elde
edilen soliisyonda 12 saat boyunca 37°C’de bekletildi. Deterjan etkisini
ortadan kaldirmak i¢in distile su ile 5 defa yikand.

6. Ardindan %100 izopropanol igerisinde 12 saat 37°C’de bekletildi.
[zopropanol 4 satte bir degistirildi.

7. Distile su ile ornekler 6 kere yikanarak tiim enzim ve kimyasallardan
arindirild.

8. Ardindan 3 giin boyunca liyofilize edilen materyaller doku pargalayici ile

enjektabil toz forma doniistiiriiliip -20°C de muhafaza edildi.

Resim 7. A. Abdominoplasti operasyonu sonrasi iistte hastadan alinan taze tam kat
deri goriiniim{l, altta ise dezepitelize hali goriilmekte

B. Smm boyutlarinda kesilmis dermis goriiniimii
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Resim 9. A. Deseliilerize yag ECM nin liyofilizasyon sonras1 gérniimii ve toz formu
B. Deseliilerize dermis ECM nin liyofilizasyon sonrasi gorniimii ve toz formu

C. Deseliilerize kikirdak ECM nin liyofilizasyon sonras1 gorniimii ve toz formu

D. Her 3 materyalin liyofilize formlarinin toplu gériiniimii
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Stromal Vaskiiler Fraksiyon Eldesi

Klinigimizde elektif liposuction operasyonu planlanan hastalardan genel
anestezi altinda ayni cerrah tarafindan yag greftleri elde edildi. Klasik manuel
liposuction yontemi kullanilacak, infiltrasyon soliisyonu kiint uclu kaniil ile cilt altina
ciltte portakal kabugu manzaras1 gériinene kadar infiltre edildi. Infiltrasyon soliisyonu
1000 ml serum fizyolojik %0,9, 1:1000 epinefrin 1 ml, %8.4 sodyum bikarbonat 12.5
ml ihtiva etmektedir. Daha sonra 3 mm ¢apinda kiint kaniiller 0.75 atmosfer basincinda
50 ml kilitli enjektorlere baglanarak manuel olarak yag dokusu aspire edildi. Elde

edilen yag greftleri ringer laktat solusyonu ile yikanarak siiziildii.

Klinik pratigimize uygun olarak liposuction ile elde edilen yikanmis yag
greftleri 10 ml kilitli enjektorlere yerlestirildi. Agz1 kapatilan enjektorler santrifuj
cihazinda 3 dakika 1200 g’de santrifuj edilip tistte kalan oil ve altta biriken infiltrasyon
stvist atildi. Kalan yag dokusuna Coleman yagi denilmektedir. SVF eldesi igin
Coleman yaglari filtreden gegirilerek 10 ml’lik 2 enjektor arasinda mekanik olarak 10
ml/ saniye hizla transfer edilerek emulsifiye edildi. Siit kivamina gelen yag greftleri
2000 G*‘de 3 dakika daha santrifuj yapilip enjektor altinda kalan yapiskan tabaka SVF
olarak kabul edildi.

Resim 10. SVF’nin 10 ve 20 cc enjektorlerde elde edilmis goriiniimii. Mavi ok oil
tabaka, kirmizi ok stromal vaskiiler fraksiyon.
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Hayvanlar

Calismamizda ortalama 300(£45) gram agirliginda ve ortalama 16 haftalik disi
Wistar sigan (n=36) kullanildi. Cerrahi sonrasi anestezi tesiri sona eren sicanlarin her
biri tekli Tip 2 kafeslere alindi ve sakrifikasyon giinlerine dek tekli kafeslerde
tutuldular. Hayvanlar deney siiresince 21£1 C sicaklikta, %55 bagil nem orani; 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik 11k dongiisii standartlarinin saglandigi odalarda gozlendi ve
standart pelet formundaki sican yemi (Korkutelim Yem® S-2, Korkuteli/Antalya,
Tiirkiye) ve musluk suyuna ad libitum olarak ulagmalarina olanak saglandi. Kafes
temizlikleri haftada iki giin rutin olarak, buna ek olarak ise lizum gorildigi

zamanlarda yapildi.
Sican Modeline Enjekte edilecek Deseliilerize Ekstraseliiler Matriksler

Elde edilen toz haldeki yag, kikirdak ve dermis ekstraseliiler matriksleri kuru
hali 0,15 gr olacak sekilde ayrildi. Ardindan mevcut materyal bir grupta 0,5 cc serum
fizyolojik ile diger grupta ise 0,5cc stromal vaskiiler fraksiyon ile sulandirilip
enjektabil forma dondstiiriildii. Sulandirma sonrasi elde edilen her enjeksiyon
materyali 0,5 cc olacak sekilde 6l¢iildii. Enjeksiyonlar yayma teknigi ile(fan-like
pattern) tarzda gerceklestirildi.

Resim 11. A. Serum Fizyolojik ve stromal vaskiiler fraksiyon ile zenginlestirilmis
ECM’lerin instiliin enjektdriinde enjeksiyon dncesi goriiniimleri

B. ve C. ECM’nin kaniilden gecis goriinlimii
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Sican Modeline Anestezi

Tiim sicanlar 0. glinde cerrahi islemler dncesinde ve sakrifiye edilecekleri ilgili
giinlerde islemler 6ncesinde intraperitoneal ketamin&ksilazin anestezisi (35-50&5-10
mg/kg) ile sorunsuz anestezi saglandi. Anestezi derinligi korneal refleks ile monitdrize
edildi. Cerrahi islemler sonrasinda 37°C ayarlanmis battaniyeler iizerinde uyanma

gerceklestikten sonra hayvanlar kafeslerine aktarildi.
Cerrahi islemler

Cerrahi iglemleri tiim hayvanlara 0.glinde aymi sekilde gergeklestirildi.
Hayvanlara cerrahi 6ncesi 30mg/kg dozunda sefazolin sodyum antibiyotik profilaksisi

intramuskiiler olarak uyguladi.

Her hayvanin dorsumunda ense bolgesine serum fizyolojikle sulandirilmig
ekstraseliiler matriks, dorsum orta hatta ise stromal vaskiiler fraksiyon ile

zenginlestirilmis 0,5 cc ECM enjeksiyonu gerceklestirildi.

Dorsum bolgesinin enjeksiyon alani olarak se¢ilmesinin nedeni olarak; bu
bolgelerde alict hayvana ait yag dokusunun bulunmamasi, deri Ortiisiiniin gevsek
olmas, altta kapillerlerden zengin bir fasiyal yatak olmas1 gosterilebilir. Enjekte edilen
greft miktarlari biiyiik oranda hacimsel olarak belirlenmekte ve yine ilgili literatiirlerde
0,2-2 cc arasinda degismektedir. Dorsum orta hatta bir noktasal insizyonu takiben, 2,2
mm kalinliginda kaniiliin ilerletilmesi ile deri ve derin fasya arasinda olusturulacak
tinellere yayma tarzinda 0,5 cc’lik enjeksiyonlar gergeklestirildi. 1 cc’lik
enjektorlerdeki greftler tartilarak bos enjektoriin agirliginin darasi alinmak suretiyle

enjekte edilecek greftlerin net agirliklar kaydedildi.
Sican modeline Siklosporin Enjeksiyonu ile immiinsiipresyon Olusturma

Siklosporin A gii¢lii bir immiinsupresan ajan olup solid organlarin ve kompozit
dokularin  klinik ve deneysel transplantasyon c¢alismalarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Y ontemimizde klinigimizde daha 6nceden uzmanlik tezi olarak yapilan insan
deri ve yag zenogreftlerinin, siganlara transferleri sonrasi alict immun yanitindan

korunabildigi diisiik doz siklosporin tedavi protokolii tercih edildi®®. Diisiik doz
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siklosporin tedavisinde Towpik vd. sigan allo deri greftlerinin 6 aydan fazla sag

kalimin1 gergeklestiren doz esas alindi®’.

0. glindeki cerrahi islemleri takiben 16mg/kg/giin siklosporin 3 giin boyunca
intramuskiiler olarak uygulandi. 3. giinden sonra giin asir1 olmak iizere 16mg/kg idame

dozuna gegilerek devam edildi.
Sican Modelinde Deney Siiresi

Deseliilerize ekstraseliiler matrikslerin enjeksiyonu ve remodelling siirecinin
incelendigi bir ¢ok calismada orneklemeler 1-3.ay arasinda yapilmustir®85, Bu
referanslar dogrultusunda calismamizin enjeksiyonlar: takiben nihai siiresi 60 giin

olarak belirlendi.
Verilerin Toplanmasi ve Gros Degerlendirmeler

Uyutulan siganlar trag edilip, antisepsinin saglanilmasinin  ardindan
ekstraseliiler matrikslerin olas1 lokalizasyonlar: elle belirlenmeye calisilip isaretlendi
ve ardindan bu bdlgelerden uzak kalinarak genis bir cilt ve panniculus carnosus
insizyonu yapilarak fasiyal diizlemler arasindan ince diseksiyonlarla isaretli bolgelere
ulasildi ve fasiyal dokular arasindan diseke edilerek ¢ikarildi. Toplanan ekstraseliiler
matrikslerin hassas mikrotartt (AND GR-200) ile agirlik 6l¢timleri yapildi. Ayrica elde
edilen greftlerin gros goriiniimlerinde dikkat ¢eken 6zellikleri kaydedildi ve gerekli
goriilen biitiin basamaklarda fotograflamalar yapildi. Ardindan yiiksek doz anestezik

ile sakrifikasyon gerceklestirildi.

Sakrifiye edilen hayvanlardan toplanan 6rnekler; literatiirde agirlik ve/veya
hacim Ol¢iimleri yapilarak karsilastirilmaktadir. Enjekte edilecek materyalin kuru
materyal olmast ve enjeksiyon icin sulandirilacak olmasi hacim Olgiimii ile
degerlendirmeyi anlamsiz kilmaktadir. Dolayisiyla greftlerin son agirliklarinin
oOl¢iilerek baslangic agirliklart ile karsilastirilmasinin daha yerinde olacagi 6ngoriildii.

Bunun yaninda materyalleri nihai halinin son halleri fotograflanarak kayit altina alindi.

3.5. Histopatolojik Analizler

Histopatolojik analizler Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner
Fakiiltesi ~ Patoloji ~ Anabilim  Dali’nda  gergeklestirildi.  Histopatolojik
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degerlendirmelerde ilk olarak deseliilerize edilen yag, kikirdak ve dermis ECM’leri
Hematoksilen &Eozin (H & E) ve Masson Trikrom (MTK) ile boyandi. Matrikslerdeki
kalintt hiicreler, kollajen lif goriintimleri, hiicre ¢ekirdekleri incelenerek
deseliilerizasyon isleminin etkinligi ortaya kondu. Ardindan siganlardan elde edilen

materyaller ayni sekilde H & E ve Masson Trikrom ile boyanda.

Nekropsi sirasinda alinan ve %10’luk formaldehit soliisyonunda 48 saat fikse
(tespit) edildi. Iki giin siire ile formaldehit soliisyonunda tutulan dokularin bir kez
sollisyonlar1 degistirildi ve bu siire sonunda trimlemeler yapilarak doku takip
kasetlerine yerlestirildi. Orneklerin karilmasini énlemek i¢in her bir doku 6rnegi takip
kasetinin tizerine ait oldugu gruplar ve hayvan numaralari yazilarak tekrar formaldehit
icerisine alindi. Ertesi glin aksam tiim kasetler rutin histopatolojik doku takibi
amaciyla tam otomatik doku takip cihazinin (Leica ASP300S; Leica Microsystem,
Nussloch, Almanya) sepetlerine dizilerek cihaza takildi. Giinliik vakumlu doku takip
programina ayarlanarak sollisyonlarin dokular i¢ine daha penetre olmasi saglandi.
Doku takibi sirasinda kasetler gece boyunca diisiik alkollerden yiiksek alkollere
(%70°den %100°’¢) gegirilerek dokular iginde bulunan suyun g¢ekilmesi, ardindan iKi
seri ksilolden gegcirilerek doku yaginin alinmasi ve sicak parafinden gegirilerek su ve
yagdan bosalan alanlara parafinin gegmesi saglandi. Ertesi sabah takip islemi bitirilen
doku 6rnekleri sicak parafine gémiilerek blokaj islemleri gergeklestirildi. Bu islem igin
takibi tamamlanmis doku ornekleri doku takip cihazindan ¢ikarilarak blokaj islemi igin
doku gémme cihazinin sicak haznesine alindi ve sicak tabla {izerinde sicak parafin
cesmesi altinda (Leica Histocore Arcadia H) parafine blokajlar1 yapildi. Ardindan
bloklar ayni cihazin soguk tabla boliimiine alinarak yaklasik bir saat burada
bekletilerek parafinin donmasi saglandi. Bu iglemler ardindan parafin bloklar 4-5 saat
kadar buzdolabinda sogutuldu. Ardindan tam otomatik Leica 2155 rotary mikrotomda
(Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) 5 mikron kalinliginda seri kesitler alind1 ve

kesitlerin kurumasi amaciyla 1 gece boyunca oda 1sisinda bekletildi.

Ertesi giin kesitler H&E boyama i¢in 6zel boyama kab1 kopriilerine dizilerek
boyama prosediiriine alindi. Bu islem igin 6ncelikle parafinin eritilmesi ve kesitlerin
lam iizerine daha iyi yapismasi igin 60°C’de 2 saat siireyle etiivde bekletildi. Ardindan
kesitler tizerinde kalan parafin artiklarinin uzaklastirilmasi amaciyla 45’er dakika stire

ile 3 ayr1 seri ksilolde bekletildi. Bu islemden sonra sirasiyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik
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alkollerden gecirilerek bu sefer kesitlere su verilmesi islemi gerceklestirildi. Daha
sonra hematoksilenle 10 dakika boyandi, distile su ile yikandi ve ardindan eozinle 3
dakika siire ile boyamalar1 gergeklestirildi. Boyama isleminden sonra kesitler sirasiyla
%70, 80, 90, 96 ve 100’likk alkollerden gegirilerek kesitlerdeki suyun alinmasi
saglandi. Ardindan ksilolde seffaflastirilan (parlatilan) Kkesitlerin iistiine 6zel
yapistirma materyali (entellan) konularak lamel yapistirildi. Bu islemin ardindan bir
giin siire ile entellanin Kurumasi i¢in oda sicakliginda tutuldu ve Kesitler 1s1k
mikroskobunda incelenip degerlendirmeye hazir hale getirildi. Zeiss-Axioscope 5
model 151k mikroskobunda incelenen preparatlar Zeiss Axiocam 208 model kamera ile

mikroskobik dijital fotograflar ¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarildi.

Ayrica fibrozis gibi bag doku bilesenlerini ve kollajen lifleri ilgilendiren
degisiklikleri daha spesifik inceleme amagli biitiin parafin kesitlere Masson’s
Trichrome (MTK) boyama yapildi. MTK boyama igin ksilen ile deparafinize edilen 5
um kalinhigindaki kesitler Boin’s soliisyonu (#BNF 125, ScyTek, Utah, USA) ile
muamele edildi ve ardindan Trichrome Stain Kit’indeki (ScyTek, Utah, USA)

yonergeler takip edilerek boyamalar gergeklestirildi.

Deseliilerize Ekstraseliiler Matrikslerin Canhliklarinin Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Yag ECM’lerinin H&E ve MTK degerlendirmesi bir ¢cok yag grefti ¢alismasi
tarafindan da referans gosterilen Yi vd. ¢alismasindaki®® puanlama skalasi baz alinarak

yapildi.

Buna gore asagidaki 4 parametre belirtilen kriterlerin varligina gore 0-5
arasinda semikantitatif olarak puanlandi (O=yok, 1=minimal derecede var, 2=minimal-
orta derecede var, 3=orta derecede var, 4=orta-yogun derecede var, 5=yogun derecede

var).
A) Intakt ve ¢ekirdekli yag hiicrelerinin varlig: (integrite)
B) Kist ve vakuol varligi
C) Kollajen Remodeling/Fibrozis (elastik fibril ve kollojen gibi) varligi

D) Lenfosit ve makrofaj yogunlugunun isaret ettigi inflamasyon
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Kikirdak ECM’lerin H&E ve MTK degerlendirlmesinde referans gosterilen
herhangi bir skala olmamas iizerine Rutgers vd.*® ve Yin vd.1® calismalar1 incelendi.
Belirlenen 4 parametre, belirtilen kriterlerin varligina gore 0-5 arasinda semikantitatif
olarak puanlandi (0=yok, 1=minimal derecede var, 2=minimal-orta derecede var,
3=orta derecede var, 4=orta-yogun derecede var, 5=yogun derecede var).

A) Cekirdek Olusumu

B) Kollajen Remodeling/Fibrozis

C) Neovaskiilarizasyon

D) Lenfosit ve makrofaj yogunlugunun isaret ettigi inflamasyon,

Dermis ECM’lerin H&E ve MTK degerlendirlmesinde referans gosterilen
herhangi bir skala olmamas: iizerine Sclafani vd. calismalarindal®>%? incelenen
kriterler ve toplamda belirtilen 3 parametre varligina gore 0-5 arasinda semikantitatif
olarak puanlandi. (O=yok, 1=minimal derecede var, 2=minimal-orta derecede var,
3=orta derecede var, 4=orta-yogun derecede var, 5=yogun derecede var).

A) Fibroblast Infiltrasyonu

B) Kollajen Remodeling/Fibrozis

C) Lenfosit ve makrofaj yogunlugunun isaret ettigi inflamasyon,

Immiinohistokimyasal Degerlendirmeler

Anti-CD34  monoklonal antikoru  dokulardaki  neovaskiilarizasyonu
mikrovaskiiler diizeyde 6l¢gmede yayginca kullanilan bir antikor olup, ¢alismamizda

siganlardan postoperatif elde edilen matrikslerin kapiller yogunlugu o6lgmede

kullanilmistir. Bu immiin antikor canlilik gostermede 6nemli bir 6l¢iittiir.

Neovaskiilarizasyon Olimpus Bx53 mikroskopta damarlarin yogun oldugu 5

biyiik biiytitme(400X) alani segilerek sayildi ve ortalamalari alinarak;
0= Hi¢ damar goriilmedi
1=20 veya daha az damar sayildi
2=21-50 damar sayildi.
3=50'den fazla damar sayildi

ol¢eklendirmesine gore semikantitatif olarak puanlandi.
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Anti-CD34 immiin boyamalart su sekilde gerceklestirilmisdi. Parafin
bloklardan 5 pm kalinhiginda alinmis olan Kesitler pozitif sarjli lamlar iizerine
yerlestirildi ve bir gece 37°C’lik etiivde bekletildi. Ksilenle deparafinize edilen
kesitler 20 dakika saf alkolde bekletilip, distile sudan gegirilmelerinin ardindan antijen
retrievel islemi i¢in Biocare Medical Decloaking Chamber cihazinda sitrat tampon
icerisinde 110°C’de 15 dakika 1sitildi. Islem sonras1 20 dakika oda 1sisinda sitrat
tampon igerisinde sogutulan kesitler tekrar distile sudan gegirilip H,O, (hidrojen
peroksit) damlatilarak 20 dakika inkiibe edildi. pH: 7,6 olan PBS (Phosphfat Buffered
Saline) soliisyonuyla yikamanin ardindan Ultra V bloklama yapilan kesitler 5 dakika
daha inkiibe edildikten sonra RabMab anti-CD34 (klon:EO373Y; Kat.No:abh81289
Abcam-Cambridge-MA-USA) igin 1/100 dilisyonda 60 dakika oda 1sisinda
inkiibasyona birakildi. Sekonder antikor olarak Biotinyloted Goat Anti-Polyvalent
(TP-125-BN Labvision Freemont, CA-USA) damlatilmasinin ardindan 20 dakika daha
inkiibasyona devam edildi ve ardindan PBS yikama yapildi. Strepavidin Peroxidase
(TS-125-HR Labvision Freemont, CA-USA) ile 20 dakika daha inkiibe edilen kesitlere
DAB Substrat Kit (kat.no:ab64238; Abcam-Cambridge-MA-USA) ile kromojen
eklendi ve uygun inkiibasyonun ardindan tekrar distile su ile yikanip, alkolden
gegirilerek havada kurutulan kesitler entelen ile kapatilarak degerlendirmeye hazir

hale getirildi.

Biitiin histolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler iki farkl: gruplara

kor uzman patolog tarafindan gergeklestirildi.
Istatistik analiz

Histopatolojik ve immunhistokimyasal skorlarin istatistik analizi i¢in SPSS-
22.00 paket program kullanildi. Gruplar arasi farklar Student t testi ile belirlendi.

P<0.05 olan degerler istatistik olarak 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya katilan 36 sicandan 2 tanesi 6ldii. Oliim gergeklesen hayvanlarin
ishal tablosunu takiben hizli kilo verdigi izlendi. Izole edilen hayvanlar siv1 destegi
tedavisine ragmen kaybedildi. Bir grup hayvanda ise post operatif 1. Ayda verilen
orneklerin kist formasyonu olusumu sonrasi cilde fistiilize olarak abselestigi izlendi.
Abselesme gergeklesen orneklerin daha c¢ok siklosporin enjeksiyonu yapilan bolgeye
yakin Orneklerde oldugu dikkat ¢ekti. Bu sekilde kaybedilen Orneklerden sonra

incelemeye alinan 6rneklerin tablosu asagidaki gibidir.

Resim 12. Kirmiz1 ok abselesen 6rnegin disardan goriiniimii, mavi ok yabanci cisim
reaksiyonu gostermemis 6rnegin 2 ay sonraki goriiniimii

Resim 13. A. Enjeksiyondan hemen sonraki goriiniim
B. Postoperatif 2. Ay sonrasi 6rnekler alinmadan 6nceki goriiniim

41



Tablo 5. Postoperatif 2. ayda herbir gruptan elde edilen 6rnek sayilarinin dagilim

Gruplar Calisma Sonunda Ahnan Ornek Sayis1 | Total Hayvan Sayisi
Yag SF 10 12

Yag SVF 10

Kikirdak SF 10 12
Kikirdak SVF 10

Dermis SF 10 12

Dermis SVF 10

Tablo 6. Deseliilerize yag ECM SF grubunun agirlik ve histopatolojik verileri

. . Kollajen
Ag‘gfhk Azlol'le V':El.t(/)l Remodél_ing/ integrite | inflamasyon | CD34
Fibrosis
Yag
SF

1 0,151 | 0,280 2 2 2 4 2
2 0,162 | 0,180 3 2 2 4 2
3 0,149 | 0,450 2 2 2 3 2
4 0,142 | 0,103 2 1 3 3 1
5 0,154 | 0,172 2 1 3 4 1
6 0,165 | 0,430 1 1 2 3 1
7 0,150 | 0,860 1 2 3 3 2
8 0,159 | 0,203 1 1 1 4 2
9 0,143 | 0,600 2 2 1 3 2
10 0,144 | 0,300 2 1 1 4 1

Tablo 7. Deseliilerize yag ECM SVF grubunun agirlik ve histopatolojik verileri

Tk

Agirlik

Son

Kist/

Agirlik | vakiiol

Kollejen
Remodeling/
Fibrosis

integrite

inflamasyon

CD34

Yag SVF

0,144 | 0,202

0,152 | 0,206

0,156 | 0,110

0,140 | 0,137

0,169

0,261

0,146

0,442

0,142

0,320

0,150

0,160

OO NOD|O B W|IN|F

0,149

0,241

[EY
o

0,152

0,760

WL FPINEFPIRPWINIDNIDN
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Wwr WA PP OWO®
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Tablo 8. Descliilerize kikirdak ECM SF grubunun agirlik ve histopatolojik verileri

Tk
Agirlik

Son
Agirlik

Cekirdek
Olusumu

Kollajen
remodeling/Fibrozis

Neo
vaskiilarizasyon

Inflamasyon

CD34

Kikirdak
SF

0,167

0,130

0,157

1,5

0,154

1,2

0,165

3,1

0,150

0,608

0,159

0,720

0,143

0,600

0,144

0,120

O O | N OO ||l wW | N|F

0,144

0,200

[ERY
o

0,142

0,300

P IN NP PINDNDNDNIDN PPN
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Tablo 9. Deseliilerize kikirdak ECM SVF grubunun agirlik ve histopatolojik verileri

Tk
Agirlik

Son
Agirlik

Cekirdek
Olusumu

Kollajen
remodeling/Fibrozis

Neo
vaskdilarizasyon

Inflamasyon

CD34

Kikirdak
SVF

-

0,154

0,750

0,165

0,450

0,150

1,300

0,159

0,800

0,143

0,721

0,144

0,320

0,166

1,200

0,143

0,721
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Tablo 10. Deseliilerize dermis ECM SF grubunun agirlik ve histopatolojik verileri

vilk §on _Fibroblast Kollajen inflamasyon | CD34
Agirlik | Agirlik | Infiltrasyonu | Remodeling/Fibrosis
Dermis

SF

1 0,144 | 0,112 1 2 3 2
2 0,152 | 0,160 2 2 3 2
3 0,144 | 0,400 1 2 4 1
4 0,152 | 0,221 1 3 2 1
5 0,156 | 0,113 2 1 2 2
6 0,140 | 0,621 2 1 3 1
7 0,169 | 1,100 3 3 4 2
8 0,156 | 0,200 3 3 4 1
9 0,140 | 0,720 3 1 4 2
10 | 0,169 | 0,262 2 2 5 2

Tablo 11. Deseliilerize dermis ECM SVF grubunun agirlik ve histopatolojik verileri

Vilk %on _Fibroblast Kollajen inflamasyon | CD34
Agirhik | Agirlik | Infiltrasyonu | Remodeling/Fibrosis

Dermis

SVF
1 0,144 | 0,300 4 4 2 3
2 0,152 | 0,401 3 4 2 3
3 0,156 | 1,200 4 4 2 3
4 0,140 | 0,600 3 4 4 4
5 0,169 | 0,201 2 3 3 4
6 0,154 | 0,101 3 3 3 4
7 0,165 | 0,203 3 3 4 3
8 0,150 | 0,316 3 5 2 3
9 0,159 | 0,202 2 3 5 2
10 0,143 | 0,800 2 4 5 2
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Gross Degerlendirmeler

Postoperatif 2. Ayda materyaller uygun insizyon yapilarak fasiyal diizlemler

arasindan ince diseksiyonlarla isaretli bolgelerden cikarildi.

Resim 14. Pre-operatif 6rneklerin isaretlenmesi ve goriiniimii
Yag ECM

Toplanan ornekler yag SVF ve yag SF gruplarmin her ikisi i¢inde cevre
dokulardan rahatlikla ayrilabilir 6zellikteydi. Yag SF grubunda orneklerin daha
kapsiiler yapida oldugu yag SVF grubunda ise daha homojen bir dagilim goéstermis
oldugu ve doku uyumunun daha iistiin oldugu dikkat ¢ekti. Yag SVF grubuna ait
orneklerin morfolojik olarak insan adipoz dokusuna benzerligi dikkat ¢ekti. SF
grubunda ise deseliilerize materyalin daha seffaf ve beyazimsi rengini muhafaza ettigi,
daha ¢ok fibrotik ve yara iyilesmesi benzeri bir goriiniimde oldugu izlendi. Hacimsel
olarak SF grubunun bazi 6rneklerinde litik bir goriintim saptanirken SVF grubunda ise

orneklerin hacimlerini daha iyi muhataza ettikleri gozlemlenmekteydi.
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Resim 15. A. Resim {iist bolgesinde izlenen SF grubu materyali daha litik olarak
gozlenmekte B. Resim alt tarafinda goriinen SVF grubu materyalinin daha homojen
SF grubu ise kapsiiler yapida izlenmekte

Resim 16. Dorsum posteriora enjekte edilen SVF grubunun morfolojik olarak insan
adipoz dokusuna benzerligi

Kikirdak ECM

Toplanan ornekler kikirdak SVF ve kikirdak SF gruplarinin her ikisi i¢inde
cevre dokulardan rahatlikla ayirilabilir 6zellikteydi. Kikirdak grubu drneklerinin en
dikkat ceken Ozelligi yag ve dermis grubuna gore ¢ok daha kapsiiler bir yapida
izlenmesiydi. Yag ve dermis gruplarina goére doku ile aralarinda belirgin kapsiiler
bariyer dikkat cekmekteydi. Kikirdak SVF ve kikirdak SF gruplar arasinda morfolojik
olarak bir fark izlenmemekteydi.
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Resim 18. Kikirdak Matrikslerde homojen ve viabilitesi yliksek 6rneklerden goriintim
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Resim 19. Kikirdak Matrikslerin daha kapsiiler olan gériiniimleri

Dermis ECM

Toplanan 6rnekler dermis SF ve dermis SVF gruplarinin her ikisi iginde ¢evre
dokulardan rahatlikla ayirilabilir 6zellikteydi. Kikirdak grubundaki kadar yiliksek
oranda olmasa bile dermis gruplarinda da kapsiiler olusumlar dikkat c¢ekti. SF
grubunda orneklerin daha kapsiiler yapida oldugu SVF grubunda ise daha homojen bir
dagilim gostermis oldugu ve doku uyumunun daha iistiin oldugu dikkat c¢ekti. SVF
grubuna ait 6rneklerin kismi nekrozlar igersede, nekroze alanlarin SF grubuna gore
daha az oldugu izlendi. SVF grubunda 6rneklerin daha seffaf ve beyazimsi rengini

muhafaza ettigi, SF grubunda ise daha nekrotik ve seffaf goriinimii kayip ettigi izlendi.

Resim 20. A ve B. SF grubundan 6rneklerin daha litik ve nekrotik goriiniim C. SVF
grubu 6rneginin yakindan goriiniimii
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Resim 21. Dermis Orneklerinin Gorinimi

Histopatolojik Bulgular
Yag Doku Deseliilerizasyon Bulgular:

Yapilan deseliilarizasyon isleminden sonra Ornekler rutin patoloji doku
takibinden gegirilerek parafine gomiilerek kesit alindi. Daha sonra kesitler H&E ve
MTK ile boyanarak hiicre c¢ekirdeklerinin varligi incelendi. Yag ECM’nin

mikroskobik incelemesinde yaygin kollajen lifler izlendi. Higcbir alanda niikleer

materyal izlenmedi. (Resim 22).

£5/ VUSRI N
Resim 22. Yag greftinin deseliilerize olmus mikroskobik gériiniimii, (A) H&E ve (B)
MTK, Barlar= 100pm.

Kikirdak Doku Deseliilerizasyon Bulgular:

Deseliilerize edilen kikirdak dokuda kikirdak lakiinlerinin bosalmis oldugu ve
yaygin kollajen lifler gozlendi (Resim23).
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Resim 23. Kikirdak ECM’nin deseliilerize olmus mikroskobik goriiniimii, (A) H&E
ve (B) MTK, Barlar= 50um.

Dermis Deseliilarizasyon Bulgulari

Dermiste deseliilarizasyon isleminden sonra hiicrelerde ¢ekirdek bulunmadigi

sadece kollajen liflerin bulundugu saptandi (Resim24).

Resim 24. Deseliilerize olmusg dermis Kesitlerinde kollajen liflerin (oklar) mikroskobik
goriiniimii, (A) H&E ve (B) MTK, Barlar=50pum.

Yag ECM H&E Bulgularn

Gruplara gore yag ECM reaksiyonlari incelendiginde SF grubunda belirgin bir
yangisal reaksiyon gozlendi. Kollajen gelisimi bu grupta yok denecek kadar azdi. SVF
grubunda yangisal reaksiyon az, kollajen gelisimi ise daha belirgin olarak gorildi
(Resim25-26).
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Resim 25. Yag ECM’nin mikroskobik goriiniimii. (A) SF grubunda belirgin yangisal
reaksiyon (kalin ok), (B) SVF grubunda daha hafif yangisal reaksiyon (kalin ok),
artmis kollajen reaksiyonu (ince ok), HE, Bar=100pum.
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Resim 26. Yag ECM nin mikroskobik goriiniimlerinin bityiik biiytitmedeki goriinimii.
(A) SF grubunda belirgin yangisal reaksiyon (kalin ok) ve hafif kolllajen gelisimi (ince
ok), (B) SVF grubunda daha hafif yangisal reaksiyon (kalin ok), artmig kollajen
gelisimi (ince ok), HE, Bar=100um.

Yag ECM Massons Trikrom Boyamasi Bulgular

Gruplarda sekillenen kollajen miktar1 i¢in yapilan boyamada SF grubunda
hafif, SVF grubunda ise belirgin kollajen gelisimi dikkati ¢ekti (Resim27-28).

51



i G i gt Gl Ph ’!" o ;‘1
Resim 27. Gruplara gore yag ECM’nin kollajen miktarlarinin goriiniimii. (A) SF
grubunda az miktarda olgunlagsmis mavi kolajen (oklar) boyamasi, (B) SVF grubunda
belirgin sekilde artmis kollajenin (oklar) goriinimii, MTK Boyamasi, Barlar= 100 pm.
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Resim 28. Gruplara gére yag ECM’nin kollajen miktarlariin yakindan gériiniimii (A)
SF grubunda az miktarda olgunlagsmis mavi kolajen (oklar) boyamasi, (B) SVF
grubunda belirgin sekilde artmis kollajenin (oklar) goriintimii, MTK Boyamasi,
Barlar= 100 um.

Yag ECM CD34 Immunohistokimya bulgular:

Gruplara gore yag dokularmin CD34 immunohistokimyasal bulgular
incelendiginde SF grubunda damarlagsmanin daha az SVF grubunda ise belirgin
damarlasma dikkati ¢ekti (Resim29-30).
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Resim 29. Gruplara gore yag dokusunun CD34 immuno reaksiyonlari. (A) SF
grubunda az sayida yeni damar gelisimi (oklar), (B) SVF grubunda ¢ok sayida CD34
pozitif immunoekspresyonlar1 (oklar), Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu,
Barlar= 100um.

Resim 30. Gruplara gore yag dokusunun CD34 immunoekspresyonlarinin bilyiitiilmiis
goriiniimii. (A) SF grubunda az sayida yeni damar gelisimi (oklar), (B) SVF grubunda
damarlasma ve damarlarda belirgin CD34 pozitif immunoekspresyonlart (oklar),
Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 100um.

Kikirdak ECM H&E Bulgular:

Kikirdak ECM’de gruplar karsilagtirildiginda her iki grupta da kikirdak
dokusunun canliligin1 devam ettirdigi ve yangisal reaksiyonun bulundugu gozlendi.
SF grubuna goére SVF grubunda damarlagsmanin daha belirgin olarak sekillendigi
saptandi. Ayrica SVF grubunda kikirdak lakiinleri i¢inde yeniden ¢ekirdek olusumlari
gozlendi (Resim31-32).
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Resim 31. Gruplara gore kikirdak ECM goriintimii. (A) SF grubunda kikirdak grefti
(kalin oklar) ve orta diizeyde damarlagsma (ince oklar). (B) SVF grubunda biiyiik ve
canli kikirdak greft materyali (kalin oklar) ve belirgin sekilde artmis damarlasma (ince
oklar), H&E, Barlar =100um.
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Resim 32. Gruplara gore kikirdak ECM yakindan goriiniimii. (A) SF grubunda
kikirdak lakiinlerinin bos goriiniimii. (B) SVF grubunda biiyiik ve canli kikirdak greft
materyalinin lakiinlerinde ¢ekirdek olusumlari (oklar), H&E, Barlar =100pum.

Kikirdak Massons Trikrom Boyamasi Bulgular

Gruplarda kikirdak ECM MTK boyamasi incelendiginde SF grubunda hafif,
SVF grubunda ise belirgin kollajen gelisimi dikkati ¢ekti (Resim33-34).
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Resim 33. Kikirdak ECM gruplara gore goriiniimii. (A) SF grubunda az sayida
olgunlagmis kollajen (ok). (B) SVF grubunda belirgin sekilde artmis olgun kollajenin
goriiniimii (oklar), MTC, Barlar =100pm.

Resim 34. Kikirdak ECM biiyiitiilmiis goriiniimii. (A) SF grubunda az sayida
olgunlagmis agik mavi kollajen (ok). (B) SVF grubunda belirgin sekilde artmis olgun
koyu mavi kollajenin goriiniimii (oklar), MTC, Barlar= 50pum.

Kikirdak ECM CD34 Immunohistokimya bulgular:

Kikirdak ECM CD34 immunohistokimyasal bulgular1 incelendiginde SF
grubunda damarlasmanin daha az SVF grubunda ise belirgin damarlagma dikkati ¢ekti
(Resim35-36).
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Resim 35. Gruplara gore kikirdak ECM CD34 immunoreaksiyonu. (A) SF grubunda
kikirdak greftinde (ok basi) orta siddette ekspresyon (oklar). (B) SVF grubunda
kikirdak greftinde belirgin ekspresyon (oklar), Streptavidin Biyotin Peroksidaz
Metodu, Barlar= 100um.

goriintlisii. (A) SF grubunda orta siddette ekspresyon (oklar). (B) SVF grubunda
belirgin ekspresyon (oklar), Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50pum.

Dermis ECM H&E Bulgulan

Gruplara gore histopatolojik goriiniimler incelendiginde, SF grubu ile
kiyaslandiginda SVF grubunda damarlagmanin ve kollajen miktarinin daha belirgin

sekilde arttig1 dikkati ¢ekti (Resim 37-38).
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Resim 37. Gruplarin histopatolojik goriinimleri (A) SF grubunda az sayida
damarlasma (kalin ok), belirgin inflammatuar reaksiyon (ince ok) ve az miktarda
kollajen olusumu (ok basi), (B) SVF grubunda belirgin damarlagma (kalin oklar), hafif
siddette inflamatuar reaksiyon (ince ok) ve belirgin kollajen olusumu (ince oklar), HE,
Barlar=200um.

Resim 38. Gruplarin histopatolojik goriiniimleri biiyiitiilmiis goriintiileri (A) SF
grubunda az sayida damarlagsma (kalin ok) az miktarda fibroblast infiltrasyonu ve
kollajen olusumu (ok basi), (B) SVF grubunda belirgin damarlasma (kalin oklar)
belirgin kollajen olusumu Ve fibroblast infiltrasyonu (ince oklar), HE, Barlar=50pum.

Dermis ECM Massons Trikrom Boyamasi Bulgular:

Gruplara gore MTK bulgulan karsilastirildiginda SF grubunda sekillenen
kollajenin olgunlagmis mavi kollajen miktarinin SVF grubuna gore belirgin sekilde az
miktarda sekillendigi gbzlendi. SVF grubunda olgunlasmis mavi kollajen miktarinin

belirgin sekilde arttig1 dikkati ¢ekti (Resim39-40).
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Resim 39. Gruplara gore kollajen miktarlarinin goriiniimii. (A) SF grubunda az
miktarda olgunlasmis mavi kolajen (oklar) boyamasi, (B) SVF grubunda belirgin
sekilde artmis kollajenin (oklar) gériinimii, MTK Boyamasi, Barlar= 100 pm.

Resim 40. Gruplara gore kollajen miktarlarinin biyiitilmis goriinimi. (A) SF
grubunda az miktarda olgunlasmis mavi kolajen (oklar) boyamasi, (B) SVF grubunda
belirgin sekilde artmis kollajenin (oklar) goriiniimii, MTK Boyamasi, Barlar= 100 um.

Dermis ECM CD34 Immunohistokimya bulgular:

Dermis greftinde SF ve SVF gruplan karsilastirildiginda damarlagsmanin her
iki grupta da sekillendigi ancak SVF grubunda damarlasmanin daha belirgin oldugu
ve CD34 ekspresyonlarinin daha siddetli oldugu dikkati ¢ekti (Resim41-42).
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Resim 41. Gruplarmin CD34 immunohistokimya bulgulari.(A) SF grubunda yeni
sekillenen damarlarda pozitif immunoreaksiyon (oklar), (B) SVF grubunda yeni
sekillenen damarlarda artmis pozitif immunoekspresyonlar (oklar), Streptavidin
biyotin peroksidaz metodu, Barlar= 100pm.

Resim 42. CD34 immunohistokimya bulgularin biiyiik biiyiitmedeki goriiniimii (A)
SF grubunda yeni sekillenen damarlarda orta siddette immunopozitif reaksiyon
(oklar), (B) SVF grubunda yeni sekillenen damarlarda siddetli immunoekspresyonlar
(oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar= 50um.

istatistik Analiz
Yag ECM

Yag ECM ornekleri istatiksel olarak incelendiginde SVF grubunun integrite ve
kollajen remodeling sonuglarinda SF grubuna gore anlamli diizeyde {istiin oldugu
izlendi. inflamasyon bulgularinda ise SVF grubu anlamli olarak daha az inflame olarak

saptand1. Her iki grup arasinda vakuol/kist olusumu bulgular1 arasinda anlamli fark
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bulunmadi. Immunohistokimyasal olarak ise SVF grubu neovaskiilarizasyon agisindan

anlamli diizeyde SF grubuna gore iistiin izlendi.

Tablo 12. Yag ECM’nin gruplara gore histopatolojik ve immunohistokimyasal
sonuclarinin istatistik analizi. Student t testi, veriler ortalama+tstandart sapma olarak

verilmistir.
SF SVF P degeri
Integrite 2.00+0.81 3.50+0.52 <0.001
Vakuol/Kist olusumu 1.80+0.63 1.80+0.78 >0.05
Kollajen Remodeling/Fibrozis 1.50+0.52 3.60£1.17 <0.001
Inflamasyon 3.50+0.52 2.40+0.51 <0.001
CD34 1.60+0.51 3.00+0.81 <0.001
Kikirdak ECM

Kikirdak ECM ornekleri istatiksel olarak incelendiginde SVF grubunun
yeniden ¢ekirdek olusumu, kollajen remodeling ve neovaskiilarizasyon sonuglarinda
SF grubuna gore anlamli diizeyde iistiin oldugu izlendi. Inflamasyon bulgularinda ise
her iki grup arasinda anlamli fark bulunmadi. Immunohistokimyasal olarak ise SVF

grubu neovaskiilarizasyon agisindan anlamli diizeyde SF grubuna gore tistiin izlendi.

Tablo 13. Kikirdak ECM’nin gruplara gore histopatolojik ve immunohistokimyasal
sonuglarin istatistik analizi. Student t testi, veriler ortalama+tstandart sapma olarak

verilmistir.

SF SVF P degeri
Cekirdek Olusumu 1.60+0.51 3.00£1.05 <0.001
Kollajen Remodeling/Fibrozis 1.60+0.69 3.70+0.82 <0.001
Neovaskiilarizasyon 2.40+0.51 4.30+0.67 <0.001
Inflamasyon 2.50+0.52 2.40+0.51 >0.05
CD34 2.4040.51 3.70+0.48 <0.001

Dermis ECM

Dermis ECM ornekleri istatiksel olarak incelendiginde SVF grubunun

fibroblast infiltrasyonu ve kollajen remodeling sonuglarinda SF grubuna gére anlamli
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diizeyde iistiin oldugu izlendi. Inflamasyon bulgularinda ise her iki grup arasinda
anlamli  fark bulunmadi. Immunohistokimyasal olarak ise SVF grubu

neovaskiilarizasyon agisindan anlamli diizeyde SF grubuna gore iistiin izlendi.

Tablo 14. Dermis ECM’nin gruplara gore histopatolojik ve immunohistokimyasal
sonuglarin istatistik analizi. Student t testi, veriler ortalama+standart sapma olarak
verilmistir.

SF SVF P degeri
Fibroblast Infiltrasyonu 2.0040.81 2.90+0.73 <0.05
Kollajen Remodeling/Fibrosis 2.00+0.81 3.70+0.67 <0.001
Inflamasyon 3.40+0.96 3.20+1.22 >0.05
CD34 1.60+0.51 3.10+0.73 <0.001

Tablo 15. ECM agirliklarinin istatistik analizleri. Student t testi, veriler

ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.

SF SVF P degeri
Dermis 0.38+0.32 0.43+0.34 >0.05
Yag 0.35+0.23 0.28+0.19 >0.05
Kikirdak 0.84+0.91 0.93+0.56 >0.05

Yag, dermis ve kikirdak her iic ECM materyalinde SF ve SVF gruplar
arasinda istatiksel olarak postoperatif 2. ayda anlamli fark bulunmamistir. Fakat
materyallerin ilk enjeksiyon voliimii olan 0,15 gr’a gére her iki grupta istatiksel olarak

anlamli derecede agirlik kazanmistir.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde estetik cerrahide FDA tarafindan onaylanmis yumusak dolgu
materyali olarak kullanilan hyaluronik asit, kollajen, kalsiyum hidroksiapatit ve poly-
L-laktik asit igeren birgok tirtin bulunmaktadir. Bu dolgu materyallerinin; inflamasyon
ve yabanci cisim reaksiyonu olusturmalari, kisa siirede rezorbe olmalari, sik
enjeksiyon tekrar1 gerektirmeleri, biyolojik doku oOzelligi gOstermemeleri, pahali
olmalar1 gibi bircok dezavantajlar1 vardir?. Bu dezavantajlarin oniine gegmek amaci
ile ideal bir dolgu materyali arayis ¢caligmalart hizla devam etmektedir. Bu alanda doku

mithendisligi ve deseliilerize matriks iiriin ¢aligmalar1 dikkat ¢ekmektedir.

Calisma plani yapilirken deseliilerize matriks tiriinlerinin bir ¢ok hiicresel
zenginlestirme yontemleri (ADSC, SVF, PRP, MSC vb.) ile kombine edildigini
gozlemlendi. Fakat deseliilerize dermis ve kikirdak matrikslerinin liyofilize toz
formlarinin  SVF ile zenginlestirilerek yumusak doku dolgu materyali olarak

kullanimlarini kiyaslayan bir caligmaya rastlayamadik.

Burdan yola ¢ikarak ¢alismamizda deri, yag ve kikirdak dokularindan elde
ettigimiz deseliilerize ECM tozlarinin in vivo kosulda davraniglarini, dolgu malzemesi
olarak kullanilma potansiyellerini makroskopik ve patolojik olarak inceledik. Bu
inceleme yapilirken klinik pratikte ¢ok rahat uygulanan bir kok hiicre yontemi olan
SVF ile zenginlestirilerek; kompleks pahali, laboratuvar kosullar1 gerektiren kok hiicre
izolasyon yoOntemlerine alternatif sunmayi1 planladik. Ayni zamanda uygulanan
immiinbaskilama ile pahali ve 6zel bakim gerektiren atimik hayvan kullanimina

alternatif olusturmay diisiindiik.

Doku miihendisligi ve rejeneratif tipta hiicre dis1 matriks, deseliilerizasyon
isleminden tiiretilmis bir biyolojik iskele olarak doku ve organlarda kullanilabilir.
Deseliilerizasyonun asil amaci, ECM'in yapisal ve fonksiyonel proteinler,
glikozaminoglikanlar, biiylime faktorleri vb. yer alan {ii¢ boyutlu yapisinin
korunmasidir.  Deseliilerizasyon silirecinin  etkinligi, doku yogunlugu ve
organizasyonu, hiicre giderme yontemi, biyolojik bilesenler ve hedef klinik
uygulamalar gibi ¢esitli faktorlere baglidir. Deseliilerizasyon yontemlerinde sadece tek

tip yontem kullanmak uygun olmayip; fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemlerin
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kombinasyonu ile daha iyi bir sonu¢ saglamaktadir. Optimal deseliilerizasyon
yonteminin gelistirilmesi biiyiik cabalar gerektirir ve hala doku miihendisligi ve
rejeneratif tipta ¢alismalar devam etmektedir. Calismamizda deseliilerizasyon yontemi
olarak fiziksel, enzimatik ve kimyasal yontemlerin kombinasyonu uygulandi.
Deseliilerizasyon histopatolojik olarak kanitlandi. Hiicre cekirdeklerinden arinmis
kollajen liflerce zengin ECM yapisi elde edildi. Elde edilen materyalde GAG, VEGF,
kollajen lif vb. biyoaktif maddelerin kantitatif olarak tespit edilmemesi bir elestiri

olarak degerlendirilebilir.

Elde edilen ECM’lerin alicida basarili bir sekilde tutulumunu etkileyen
faktorler uygun vaskiilerize bir alana verilmesi ve verilen materyalin vaskiilerize
yatakla maksimum etkilesimde olmasidir. Bu noktada temas yiizeyini arttirmak ve
enjekte edilebilir form amaciyla materyali toz hale getirdik. Literatiirdeki
eksikliklerden biri olarakta uygulanan ECM miktarinin standardize olmamasi
gosterilebilir. Birgok ¢alismada sadece hacim olarak bilgi verilmis fakat igerdigi ECM
miktar1 belirtilmemistir. Bu noktada yapilacak ileri ¢alismalar ile enjeksiyon

miktarinin standardize olmasi fayda saglayacakdir.

Toz formdaki ECM’ye alternatif olarak pepsin ve hidroklorik asit uygulamalari
sonrasi deseliilerize matriksler hidrojel formuna getirilmektedir'®. Bu ¢ozelti formu
hem enjeksiyonu kolaylastirma hem de 3 boyutlu yazici teknolojisinde biomiirekkep
olarak kullanimda kolaylik saglamaktadir. Son donemde yapilan bazi ¢aligmalar ile

biomiirekkep formdaki deseliilerize matrikslere 3 boyutlu sekillendirme saglanmigtir.

Pati vd. deseliilerize yag ve kikirdak dokudan elde edilen biomiirekkep ile
olusturduklar1 3 boyutlu materyali ADSC ve mezenkimal kok hiicreler hiicre kiiltiirii
ortaminda in vitro olarak izlemisler. Uretilen 3 boyutlu materyaller adipojenik ve
kikirdak doku benzeri diferensiasyon gosterdigi ve hiicreler i¢in uygun bir platform
oldugu tespit edilmistir®™. Ayni ¢alismanin benzeri deseliilerize dermis dokusunda
Won vd. tarafindan uygulanmis. Elde edilen biomiirekkep ile 3 boyutlu yazicida
tiretilen deseliilerize matriks platformunun dermal fibroblast hiicrelerinin iiremesi i¢in

104

uygun bir iklim olusturdugu saptanmistir Uzerinde ¢ok fazla calisilmasi

gerekmesine ve asilacak ¢ok fazla problem olmasina ragmen doku miihendisliginin

63



multidisipliner yaklasimla gelecekte bir¢cok tedavi alaninda gelismelere sebep

olacagini 6ngérmekteyiz.

Bilindigi tizere ADSC ler VEGF, PDGF, IGF, TGF beta gibi bircok parakrin
faktorler sekrete etmektedirler. ilk olarak Altman vd. aseliiler dermal matriksleri yara
iyilesmesinde ADSC ile kombine ederek kullanmistir®. Kim vd. yapmus olduklari iki
calismada ADSC’lerin sekrete ettikleri parakrin faktorler ve fibroblastlar iizerinden
kollajen sekresyonunu stimiile ettigi gosterilmistir. Bu sekilde yara iyilesmesini
hizlandirdig1, kollajen sentezi ve remodelingde artis yaparak kirigikliklarda azalma

sagladigi tespit edilmistirt®1%,

Orbay ve arkadaglari ise aseliiler dermal matriksleri subkutan implant olarak
ADSC ile zenginlestirerek uygulamis. 8 hafta sonra ADSC ile zenginlestirilmis grup
sadece dermal matriks verilen gruba gore implant kalinligi, vaskiiler dansitesi ve

kollajen formu olusumu agisindan {istiin bulunmustur®.

Calismamizda SVF ile zenginlestirilen dermis ECM’lerin SF grubuna gore;
kollajen remodeling, neovaskiilarizasyon ve fibroblast infiltrasyonu bakimindan

istatiksel agidan {istiin bulunmustur. Bu bulgular literatiirle uyumludur.

Aseliiler dermal matrikslerle SVF kombinasyonunun potansiyel olarak
kullanilabilecegi  bir diger alanda postmastektomi silikon implantlarla
gergeklestirilmis meme rekonstriiksiyonlaridir. Bu hasta grubunda ince yumusak doku
zarfi nedeniyle implantlar ekspoze olabilmekte ve estetik olarak yetersiz sonuglar
ortaya c¢ikabilmektedir. Dermal matriksler bu komplikasyonlarin 6niine ge¢cmek
amaciyla sik¢a kullanilmaktadir. Matrikslerin SVF ile kombinasyonu igerdikleri ve
sekrete ettikleri parakrin faktorler nedeniyle matriks remodeling ve integrasyonuna
yardim edebilecegi goriisiindeyiz. Ayni zamanda aseliiler matriksin yeniden go¢ eden

hiicrelerle remodeling sonucunda lizis oranlarini azaltabilecegi goriistindeyiz.

Fiziksel, enzimatik ve kimyasal ii¢ yonteminde beraber kullanilarak
gergeklestirilen ilk deseliilerize adipoz matriks tiretimi 2010 yilinda Flynn tarafindan
gerceklestirilmistir®. Deseliilerize adipoz matrikslerle ilgili ilk in vitro ¢aligma Flynn
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada deseliilerize adipoz matriks hiicre iskelesi
tizerine ADSC ekimi yapilmis ve herhangi bir diferensiasyon faktorii kullanilmadan

peroxisome proliferative activated receptor gamma (PPAR gama), glycerol-3-
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phosphate  dehydrogenase (GPDH) aktivitelerinde ve adipojenik  gen
ekspresyonlarinda artis tespit edilmistir®. Farkli in vitro ¢alismalarla da ADSC’lerin
deseliilerize adipoz matriks i¢inde biiyiiylip gelistigi ve diferansiye olabildigi

gosterilmistir-®®,

Ayni zamanda deseliilerize adipoz matriksler ADSC®08485107 EGF86 ye S\VVF®7
ile zenginlestirilerek enjekte edilmis ya da yerlestirilmistir. Arastirmacilar DAM hiicre
iskelelerinin voliimlerini koruyabildigini, anjiogenez ve neovaskiilarizasyonu giicli
bir sekilde destekledigini ve biyouyumlu bir materyal olup minimal inflamatuvar

reaksiyonlara yol agtigini tespit etmislerdir®1%7,

Literatiirde detayli arastirma yapildiginda mevcut deseliilerize matrikslerin
yukarida bahsetmis oldugumuz kolay, hizli ve ekonomik bir kok hiicre elde etme
yontemi olan SVF ile uygulamasi sadece tek bir makalede incelenmistir®’. Bu
calismada domuz yag dokusundan elde edilen ECM tozu, SVF ile zenginlestirilip
farelerin sirt bolgesine enjekte edilmis ve 6 hafta takip edilmis. ECM+SVF verilen
grup ECM+DMEM(Dulbecco's Modified Eagle Media) verilen grup ile
karsilagtiritlmis. SVF ile zenginlestirilmis grubun kollajen dagiliminin daha organize
oldugu, remodeling mekanizmalarimin daha i1yi gerceklestigi izlenmis. CD 31 ile
yapilan immiin boyamalarda her iki gruptada neovaskiilarizasyon izlenmis ancak SVF
verilen grupta daha belirgin oldugu gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda yapilan PCR ile
PPARgama, aP2, adipo- nectin ve leptin ekspresyonlart incelenmis gene SVF

grubunun anlamli diizeyde daha biyoaktif oldugu anlagilmistir.

Kokai vd. yapmis olduklar1 bir ¢alismada kadavra kaynakli yag dokusu
deseliilerize matriks olarak insan deneklerde el dorsaline enjekte edilip 4 ay boyunca
takip edilmis®®. Deneklere ortalama 2,5cc-5,5cc araliginda deseliilerize adipoz
matriks serum fizyolojik ile sulandirilarak enjekte edilmis. Matriksin subkutandz
enjeksiyondan sonra herhangi bir yabanci cisim reaksiyonuna, enfeksiyona, alerjik
reaksiyona yol agmadigi ve biyolojik olarak uyumlu bir materyal oldugu izlenmis.
Enjeksiyon yapilan el dorsalinde cilt kalinliginda ve kalitesinde artis oldugu tespit
edilmis. Aym1 zamanda 4. Ay sonunda deneklerden birinden alinan biyopsi
materyalinin Perilipin A ile pozitif boyandigi ve kiimeler seklinde adipoz doku

depozitleri izlenmis. Sonug olarak insan deneklerde yapilan bu 6n ¢alisma ile allogreft

65



deseliilerize adipoz matriksin i¢erdigi adipojenik ve anjiyogenik 6zellikler ile yumusak

doku rejenerasyonu sagladigi kanitlanmistir.

SVF ile zenginlestirilmis deseliilerize adipoz matriks grubunun histopatolojik
olarak integrite, kollajen remodeling ve neovaskiilarizasyon bakimindan SF grubuna
gore anlamli diizeyde iistiin bulduk. Bulgular literatiirle uyumlu goziitkmektedir. Kist
ve vakuol olusumu bulgularinda ise iki grup arasinda anlamli fark bulunamamustir.
Buna sebep olarak verilen matriksin hiicresiz, avaskiiler ve cansiz bir bilesen olmasi
diisiiniilmistiir. Her iki gruptada kist ve vakuol goriintimleri dikkat cekmistir. Calisma
stiresinin 60 giin ile sinirl olmasi sebebiyle lipogenez siireci ve akabinde olusabilecek

kist/vakuol bulgular1 daha uzun siireli ¢calismalar ile arastiralabilir.

Deseliilerize kikirdak matriksler rejenerasyon potansiyellerini arttirmak amacl
farkli hiicre tipleri ile zenginlestirilmistir. Bu zenginlestirme islemleri in vitro
kondrogenezisi indiiklemekte in vivo olarakta iyilesme siirecini desteklemektedir.
Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri® !, sinovium koékenli mezenkimal kok
hiicreler!?, infrapatellar yag yastikcig1 kok hiicreleri’, kondrositler ve ADSC!411°
ler kikirdak matriks reseliilerizasyonunda kullanilan hiicrelere 6rnek gosterilebilir. Bu
hiicrelerden literatiirde en sik kullanilmis olan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerdir. Kemik 1iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile zenginlestirme

sonrasinda glikozaminoglikan, tip 2 kollajen ve kondrogeneziste artis dikkati

cekmistir!!.

Yin vd. drettikleri deseliilerize kikirdak matriksleri in vitro olarak artikiiler
kondrositler ve ADSC hiicreleri ile kombine etmis. Ardindan in vivo olarak kikirdak
defekt modeline implante edip 3 ve 6. aylarda sonuglari incelemistir. In vitro olarak
kondrositlerin ve ADSC hiicrelerinin ECM yiizeyine hizlica tutunduklar1i uygun
sekilde cogalabildikleri ve yiiksek viabilite gosterdikleri tespit edilmistir. Ayni
zamanda mikrogravite uygulanan Kkiiltiir ortaminda disardan biiyiime faktori
uygulanmadan ADSC hiicrelerinin kondrojenik fenotip gelisimi gosterdigi izlenmis.
Ardindan in vivo olarak tavsan ekleminde olusturulan osteokondral defekte hiicre
kiiltiirleri ile zenginlestirilmis deseliilerize matriksler implante edilmis. Artikiiler
kondrosit grubu ve ADSC grubunda 6 ay sonunda esit diizeyde kikirdak onarimi

bulgular izlenmis. Her iki grupta deseliilerize matriksin tek basina verildigi kontrol
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grubuna gore anlamli olarak daha iistiin kikirdak iyilesmesi gostermistir. Bu bulgular
ile ADSC hiicrelerinin kondrositler ile esit diizeyde iyilesme gostermeleri ve ek olarak
bliylime faktorii kullanilmadan kondrojenik diferensiasyon gostermesi kikirdak doku
miihendisliginde iimit vaad etmektedir. ADSC lerin liposuction gibi kolay bir
uygulama ile elde edilmesi, minimal donér saha morbiditesi olusturmasi dikkat ¢eken

avantajlandir.

SVF ile zenginlestirilmis kikirdak ECM grubunun histopatolojik olarak,
kollajen remodeling, neovaskiilarizasyon ve niikleer materyal olusumu bakimindan SF
grubuna gore anlamli diizeyde istiin bulduk. Bulgular literatiirle uyumlu
goziikmektedir. Kikirdak doku difiizyonla beslenen kapiller ag destegi olmayan ve
rejenerasyon kabiliyeti ¢cok diisiik bir dokudur. Histopatolojide deseliilerize olan bos
kikirdak lakiinalariin 2 ay sonunda niikleer materyal icermesi umut vericidir. Bu
durumu yag ve kikirdak dokunun ortak mezenkimal kokenden gelmesine
baglamaktayiz. Bu durum SVF’in igerdigi ADSC ‘lerin kondrojenik degisim
gecirebildigini ortaya koymaktadir.

Deseliilerize kikirdak matriksler incelendiginde literatiirdeki bir¢ok ¢alismanin
osteoartrit modellerinde ve ortopedik cerrahi alaninda oldugu dikkat ¢ekmektedir.
Kikirdak matriksin dolgu materyali olarak denendigi bir ¢alisma ile karsilasmadik. Bu
noktada deseliilerize kikirdak matriksin dolgu materyali olarak rinoplasti sonrasi
olusan saddle nose deformitesi gibi durumlarda ya da 3 boyutlu olarak sekillendirilip
revizyon rinoplasti  operasyonlarinda  kullamim  sahasi  olusturabilecegini
diistinmekteyiz. Ayn1 zamanda reolojik Ozellikleri ve sag kalim stiresi ile ilgili
yapilacak ileri calismalardan sonra kalsiyum hidroksiapatit bazli dolgularin kullanim

alanlarinda denenme potansiyeli oldugunu diisiiniiyoruz.

Her ii¢ dokunun inflamasyon sonuglari incelendiginde sadece yag ECM
grubunda SVF iceren Orneklerin SF grubuna goére daha az oranda inflame oldugu
izlendi. Kikirdak ve dermis materyallerinde gruplar arasinda inflamasyon bakimindan
anlaml fark yoktu. Materyaller makroskopik olarak degerlendirildiginde ise kikirdak
grubunda kistik, inlame ve kapsiiler olusumlar ¢ok daha fazla dikkat cekmekteydi. Bu

durum kikirdak dokunun daha dens ve yogun bir doku olmasina ve deseliilerizasyon
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islemi basarisinin en diisiik olan dokulardan biri olmasina baglanabilir. Ayni1 zamanda

daha dens olmas1 yumusak doku ile adaptasyonda zorlandigini diistindiirtmektedir.

Insan kaynakli SVF kullanimi zenogreft uygulamasi oldugu icin deney
planinda ratlara siklosporin ile immiinbaskilama uygulandi. Klinigimizde daha
onceden uzmanlik tezi olarak yapilan insan deri ve yag zenogreftlerinin, siganlara
transferleri sonrasi alici immun yanitindan korundugu diisiikk doz siklosporin tedavi
protokolii tercih edildi®®. Diisiik doz siklosporin tedavisinde Towpik vd. sigan allo deri

greftlerinin 6 aydan fazla sag kalimimi gerceklestiren doz esas alindi®’.

.Hayvanlarda ECM reddi olugsmamasi verilen 6rneklerde kismi kist bulgular
geligse bile totalde verilen 36 6rnekten 30’unun deney sonunda patolojik inceleme
asamasina ulagmasi anlaml goéziikmektedir. Dezavantaj olarak hayvanlardan iki
tanesinin ilk bir ay igerisinde kilo kaybi1 sonrasi gerg¢eklesen Oliimleri siklosporin
tedavisi ile iliskili olabilir. Bu durumun 6niine gegmek amacli aralikli kan siklosporin

diizeylerinin ol¢iimii ileri ¢alismalarda gozoniinde bulundurulabilir.

Bilindigi gibi atimik ve imminsiiprese hayvanlarda T hiicre aracili yanit
engellenmekte yara iyilesme mekanizmalar1 bozulmaktadir. Bu sebeple elde ettigimiz
deseliilerize matrikslerin native davraniglarini incelemek amacli normal immiin cevab1
olan deneysel modellerde de deneme gereksinimi oldugunu diisiiniiyoruz. Kadavra
kaynakli materyallere erisim orami kisith oldugu i¢in zenojenik iiriinlerin dolgu
materyali potansiyellerini test etmek amacgli normal immiin cevabi olan hayvanlarla

gerceklestirilen in vivo ¢alismalarin literatiire kazandirilmasi gerektigini diisiintiyoruz.

Atimik hayvanlar pahali, 6zel bakim kosullar1 gerektiren ve lilkemizde temini
zor olan canlilardir. Uyguladigimiz diisiik doz immiinbaskilama (16mg/kg) ile

alternatif ve ekonomik bir ¢6ziim yontemi ortaya konulmustur.
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SONUC

Giincel pratikte hyaluronik asitler, yag enjeksiyonu, sigir ve insan kollajenleri
yumusak doku dolgu materyali olarak sik kullanilan iirlinlerdir. Bu iiriinlerin tiimiinde
yiiksek rezorbsiyon oranlar1 ve uzun dénem sonuglarda instabilite en sik karsilagilan

problemlerdendir” 16,

Herhangi bir avaskiiler organik materyal otolog olsa dahi beslenme yetersizligi
sebebiyle yiiksek oranda rezorbe olmakta ve viabilitesi azalmaktadir. Erken
revaskiilarizasyon ve erken kapiller ag destegi ile bu avaskiiler dolgu materyallerinde
rezorbsiyon oranini azaltmak miimkiin olmaktadir. Bizim c¢alismamizda da SVF
grubunda daha iyi kollajen remodelingi olmasi1 ve absorbsiyon oranlarinin daha diisiik
olmasini ADSC lerin sekrete etmis oldugu anjiogenik faktorlere baglamaktayiz'’,
Erken vaskiilarizasyon, beslenmenin erken baslamasi implante edilen materyalde
rezorbsiyon oranlarini azaltmatadir. Bu sebeple icerisinde ADSC ler ve parakrin
faktorler iceren SVF kolay elde edilebilme ozelligi ile deseliilerize ekstraseliiler
matrikslerle es zamanli uygulananarak rejeneratif potansiyele pozitif katki

saglayabilen bir kombinasyon olarak karsimiza ¢ikmustir.

SVF ile kombine edilen ekstraseliiler matriks uygulamalarinin icermis
olduklart ADSC’ler ve parakrin faktorler nedeniyle izole matriks uygulamalarina
istin  oldugu sonucuna varmis bulunuyoruz. Hiicre iskelelerinin SVF ile
zenginlestirilerek verilmesi yanik rekonstriiksiyonu®®, dudak agumentasyonu,
postmastektomi meme rekonstriiksiyonu’?, yara iyilesmesil*®, dolgu materyali olarak
kullanim gibi bir ¢ok alanda klinik sonuglar1 pozitif yonde -etkileyecegini

diistinmekteyiz.

Deseliilerize ekstraseliiler matriks uygalamarini i¢eren bir¢cok deneysel ¢alisma
modelinde atimik hayvan kullanimi dikkati g¢ekmistir. Uygulamis oldugumuz
immiinbaskilama protokolii ile bakimi 6zel kosullar isteyen ve pahali olan atimik

hayvan kullanimina alternatif ekonomik bir ¢6ziim olusturulmustur.

Allojenik ya da zenojenik adipoz doku ekstraseliiler matriks iirtinlerini alicida
dokuda sagladig1 rejenerasyon ve hiicre gogii ile yumusak doku defektlerinde {imit

vaad eden bir materyal olarak karsimiza ¢ikmaktadr. ileri alismalar ile iiretilebilecek
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ticari Uriinler maksillofasial operasyonlar, rekonstriiktif iglemler, kontiir diizeltme
islemleri gibi bir¢ok alanda kullanim potansiyeli igermektedir. Bu sekilde otolog doku
transfreri operasyonlarinin birgok komplikasyonun 6niine gegilebilir. Yumusak doku

rekonstriiksiyon islemlerine ideal bir alternatif yontem olarak degerlendirilebilir.

SVF ile zenginlestirme; kolay bir sekilde elde edilmesi, birgok farkli operasyon
ile kombine edilebilmesi, zaman ve ekonomik tasarruf saglamasi, operasyon siiresini
uzatmamasi gibi kok hiicre izolasyon yontemlerine gore bir cok avantaj icermektedir.
Bu noktada yapilacak ileri ¢alismalarla SVF ve ADSC tedavileri arasinda anlamli fark
olup olmayacaginin arastirilmasi gerektigini diisiiniiyoruz. Kok hiicrelerin sinyal
molekiilleri ile 6zellestirme g¢alismalarmin klinik kullanima girmesi igin bilimsel
diinya hizla gelismektedir. Bu siire¢ igerisinde daha ilkel olmasina karsin pozitif
etkilerinden ve pratik yonlerinden dolayr SVF tedavilerinin kullanilmasi mantikli

goriilmektedir.
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