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OZET

Diyabet (DM) ve kronik bobrek hastaligi (KBH) goriilme sikligi giderek artan epidemik
hastaliklardir. Mikroanjiopati ve makroanjiopati zemininde gelisen yaralar kronikleserek
ekstremite ampiitasyonlarina varan ciddi morbiditelere neden olur. Bu yaralarin
rekonstriiksiyonunda kullanilan fleplerde ise yiiksek nekroz oranlari bildirilmistir. Yapilan
caligmalarda adipoz kokenli stromal vaskiiler fraksiyonun (SVF) deri flebi yasayabilirligini
arttirict etkileri gosterilmistir, ancak KBH ve DM ve KBH’nin birlikte goriildiigii hasta grubunda
deri flebi yasayabilirligine etkisine yonelik bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.
Calismamizda 48 adet Sprague Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Diyabet modeli
intraperitoneal 65mg/kg streptozosin ile yapildi. Kronik bobrek hastaligi modeli olarak 5/6
nefrektomi tercih edildi. Her grupta 12 sigan olacak sekilde 4 grup olusturuldu, her gruptan 2
hastalik gelismis sigan inguinal boélgelerinden SVF elde etmek amagl kullanildi. Grup | (kontrol
grubu): Siganlarin sirt bolgesinden iki adet flep kaldirildi, fleplere fosfat tamponlu salin (PBS)
verildi. Grup 1l (DM), Grup Il (KBH), Grup IV (DM+KBH): Hastalik olusturulduktan sonra
uygun siire beklenildi, iki adet flep kaldirilarak soldaki flebe SVF enjekte edildi diger flebe PBS
verildi. 7 giin sonra deney sonlandirilarak flepler makroskopik ve histopatolojik incelemeye
alindi. Makroskopik degerlendirme canli alan yiizdesi Olglimii ve mikroanjiografi ile yapildi.
Histopatolojik degerlendirmede; hematoksilen-eozin ve CD31 boyanmis kesitlerde kapiller
dansite dl¢limii yapildi. Biitiin siganlarda, 1. ve 7. giinlerde, kanda VEGF diizeyi ¢alisildi.
Hastalik gruplarina SVF, flep canliligini anlamli arttirdigt gézlendi (p<0,05). SVF verilen
fleplerde PBS grubuna gore kapiller dansite istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05). Bu
sonu¢ mikroanjiografik damar sayimiyla uyumluydu. Dil igaretli kok hiicrelerin endotel hiicresine
dontistimii gosterildi. VEGF kan seviyeleri ise kontrol grubuna gére anlamli artis gozlenirken 1.
ve 7. giinler arasindaki fark bir tek Grup II (DM)’de anlamliydi (p<0.05).

Calisma sonucunda; DM ve KBH nin flep yasayabilirligini azalttigin1 ve bu iki hastaligin birlikte
goriildiiklerinde flep yasayabilirliginin en az oldugu gésterildi. SVF’nin flep yasayabilirligini
endotele doniiserek ve neovaskiilarizasyonla arttirdigr goriildii. Flep canli alan yiizdesinin ise
kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu gozlendi. Bu bulgular sonunda DM ve KBH’nin
yarattig1 mikrogevre degisikliklerinin iiremi daha fazla olmak {izere in vivo olarak kok hiicre

fonksiyonlarini olumsuz etkiledigini diistiniildii.



Anahtar kelimeler: Diyabet, kronik bobrek hastaligi, stromal vaskiiler fraksiyon, flep canliligi,

adipoz kokenli kok hiicre



ABSTRACT

Effect of Adipose Stromal Vascular Fraction on Random Pattern Flap Viability in Rats

with Diabetes and Chronic Renal Disease Rats: An experimental study

Diabetes (DM) and chronic renal disease (CRD) are epidemic diseases with increasing

prevalence.. Wounds due to microangiopathy and macroangiopathy tend to heal slowly which
can lead to severe morbidites such as amputations. High flap failure rates reported in the
reconstruction of these wounds. Studies have shown increased flap viability by adipose derived
stromal vascular fraction (SVF). However; there is no study in the literature about the effect of
adipose stromal vascular fraction on skin flap viability in chronic renal disease and diabetes with
chronic renal disease
48 male Sprague Dawley rats were used. Diabetes was induced by 65mg/kg intraperitoneal
streptozocin administiration. Chronic renal disease was induced by 5/6 nephrectomy. Four groups
consisting of 12 rats were formed. 2 rats were used for obtaining adipose tissue from the inguinal
regions for stromal vascular fraction preparation in each group. Group | (Control group): Two
dorsal flaps were elevated, phosphate buffered saline (PBS) were injected to the flaps. Group 1l
(DM), Group II(CRD), Group IV(DM+CRD): After disease induction and period;, two dorsal
flaps were elevated, SVF were injected to the left flap, PBS were injected to the right flap. Flaps
were harvested for macroscopic and histopathological assesments at postoperative 7th day.
Percentage of flap viability measurement and microangiography were performed for macroscopic
assesment. Capillary density assesment were evaluated in both hemotoxylin-eosin and CD31
stained specimens for microscopic assesment. Plasma levels of VEGF were studied in all rats at
day 1 and day 7.
SVF was improved flap viability significantly (p<0,05). New capillary formation found
signficantly more in SVF groups in capillary dansity assesment (p<0,05). This result was
compatible with the scarcity of the vasculature in microangiography. When blood VEGF levels
were compared, increase in day 1 and day 7 were significant according to control group (p<0,05).
When groups were compared each other there were not significant difference except Group
[1(diabetes)



The result of the study has shown that DM and CRD impaired flap viability. Diabetes with
chronic renal disease detoriated the flap viability much more. It has shown that SVF were
increased flap viability via neovascularization by endothelial diffentiation. Flap viability
percentage was found lower in diabetic and uremic groups when compared with healthy control
group. Blood VEGF levels were not elevated in uremic groups. This results were indicated that
in vivo function of stem cells were possibly impared by uremia dominantly and diabetes due to

microenviromental changings.

Key words: Diabetes, chronic renal disease, stromal vascular fraction, flap viability, adipose
derived stem cell
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SEKILLER

Derinin makrosirkiiler ve mikrosirkiiler dolasima.
Iskemi reperfiizyon hasari.

Bazi dorsal deri flebi modelleri
Diinyadaki diyabet niifiisunun 2025 yil1 tahmini degerleri.
Mikrovaskiilopati etiyolojisi.
Polyol yolu

Diyabetik nefropatinin patogenezi
Diyabette endotel hasar1 ve aterosklerozis gelisme mekanizmasi
STZ’nin pankreas hiicrelerindeki hasar mekanizmasi.
KBH risk degerlendirilmesi.

L-arjininden NO sentezi.

5/6 Nefrektomi.

Embriyojenik kok hiicreler

Kemik iligi kokenli kok hiicrelerin farklilagma tirtinleri
Hematopoetik hiicrelerin degisimi.

Kil folikiilii gevresinde kok hiicreler.

Umblikal kord kokenli kok hiicreler

Noral kok hiicrelerin kiiltiire sekli
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1. GIRIS ve AMAC

Diyabet ve kronik bobrek yetmezligi giiniimiizde onemli toplumsal saglik sorunlaridir. Bu
hastaliklarin neden oldugu komplikasyonlar hastalarin hayat kalitesini ciddi sekilde azaltarak,
morbidite ve mortalitelere neden olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda bu iki hastaligin da yara
iyilesme mekanizmalarinda bozulmaya yol acarak kroniklesen ve iilserlesen yaralara zemin
hazirladig1 gosterilmistir. Epidemiyolojik calismalarda bu iki hastaligin birlikte gorildiigi
hasta gruplarinda, ekstremite kayiplarina yol agan yara oranlarinin daha fazla oldugu ve klinik
seyrin daha dramatik oldugu bildirilmistir. Plastik Cerrahi pratiginde diyabet ve kronik bobrek
yetmezligi olan hastalarda gelisen kronik yaralarin iyilestirilmesi ve rekonstriiksiyonu gii¢ ve
zorlayicidir. Yiiksek flep kaybi oranlari, bu yaralarin kapatilmasi asamasinda cerrahi
rekonstrilkksiyon segenekleri icerisinde daha secici dikkatli veya konservatif olmaya
zorlamaktadir. Bu hasta gruplarinda cerrahi basariy1 arttiracak veya alternatif olabilecek
bliylime faktér uygulamalari, hiicresel tedavilerle ilgili ¢alismalar devam etmektedir. Flep
yasayabilirliginin arttirilmasina yonelik ¢aligmalar ise plastik cerrahi alanindaki aragtirmalarda
on siralarda yer almaktadir. Son yillarda flep yasayabilirligini arttirdigr gosterilmis ve

popiilerligi artan bir alan kok hiicre calismalaridir.

Kok hiicre, bir canlinin viicudunda ¢ok uzun bir siire bdliinmeye devam ederek kendini
yenileyebilen ve bu sayede farklilasmis hiicreler olusturabilen hiicrelere verilen addir. Kok
hiicreler aldiklar1 sinyallere gore farkli hiicre tiplerine doniisebilirler. Bunu belirleyen en
onemli etkenler genler ve dis uyaranlardir. Kok hiicreler mezenkimal ve embriyonel olarak 2
gruba ayrilir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH), erigkin kok hiicre tipidir. Bir¢ok dokudan elde
edilebilen, sayica ¢ogaltilmaya elverisli dayanikli hiicrelerdir. Salgiladiklar1 ¢6ziiniir faktorler,
hiicreler arasit veya hiicre dis1 matriks ile yakin iligki halinde bulunmalar1 nedeniyle i¢inde
bulunduklar1 dokuya 6zel hiicrelerin fonksiyonlarina énemli katki saglarlar. MKH kaynaklar1
kemik iligi ve adipdz dokulardir. Yapilan son ¢aligmalarda kemik iliginden elde edilen kdk
hiicreler ile yag hiicrelerinden elde edilen kok hiicrelerden zengin stromal vaskiiler

fraksiyonun differansiasyon kapasitelerinde fark olmadigi gésterilmistir.



Literatiirde, kok hiicrelerin neovaskiilarizasyonu arttirarak flep yasayabilirligini arttirdigi
gosterilmistir. Diyabetik farelerde flep yasayabilirliginin arttirildigini gosteren caligmalar
mevcuttur. Kok hiicrelerin diyabet ve liremi ortamlarindaki etkisi {izerine deneysel ¢caligmalar
bulunmaktadir. Fakat klinikte 6nemli sayida hasta grubunu olusturan ve yiiksek flep kayip
oranlarinin goriildiigii kronik bobrek yetmezlikli ve diyabet ile kronik bobrek yetmezliginin
beraber goriildiigi hastalardaki flep canliligi tlizerine bir kok hiicre c¢aligmasi

bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada; diyabetik, kronik bobrek hastaligi ve her iki hastaligi olan siganlarda adipoz
dokudan hazirlanan stromal vaskiiler fraksiyonun deri flepleri yasabilirligi tizerine etkisinin

arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 FLEPLER
Dolasimini saglayan vaskiiler pedikiiliiyle birlikte alict sahaya transfer edilen doku segmentine

flep denir. Plastik cerrahinin temel prensiplerinden olan flep cerrahisinde hedef, primer
onarilamayacak vaskiilaritesi yetersiz bir alandaki defekti, giivenilir bir kanlanmayla
kapatmak, ekspoze norovaskiiler yapilar1 ve alloplastik materyalleri 6rtmek, fonksiyonel doku
aktarimi saglamak (fonksiyonel kas transferi) ve estetik biitiinliigii korumaktir [1]. Flepler
kanlanma sekillerine, i¢erdikleri dokulara, bulunduklari yere ve aktarilma hareketlerine gore
siniflandirilabilirler (Tablo 1.1). Simiflamalar farklilik gosterse de esas hedef dogru
planlamayla, rekonstriiksiyon hedeflenen alanin kapatilmasidir. Planlamalarin ise en dnemli
dayanaklarindan bir tanesi, flebi yasayabilir kilan flep dolasimidir. Bu baglamda flep dolasimi

ve fizyolojisinin anlagilmasi gerekmektedir.

Tablo 1.1 Deri Fleplerin Siniflandirilmasi

. L. .. Hareketine Bulundugu
Dolasima Gore Icerigine Gore Gire Yere
Random Kutandz [lerletme Lokal
Pivot Nokta
Aksiyel Fasiyokutandz (Riﬁziggn, Bolgesel
transpozisyon)
Muskulokutanz Interpolasyon
N Uzak-direk-
Osteomuskulokutanoz L
indirek

2.1.1 Flep Dolasim
Flep dolasimi, flebe kan getiren ana arteriyel sistem (makrosirkiilasyon) ve flebin intrinsik kan

dolagim1 (mikrosirkiilasyon) olarak iki ana baglikta incelenebilir.



Makrosirkiilasyon

Taylor’un kadavralar iizerinde yaptig1 caligmalar neticesinde, ana kaynak arter ve bu arterden
cikan perforatdrlerin besledigi cilt ve cilt alti derin dokular1 igeren ii¢ boyutlu kompozit
anjiozom kavrami tanimlanmustir [2]. Bu kavrama gore biitiin cilt anjizomlardan olusan bir
damar agiyla beslenir. Flepler tek bir anjiozomdan beslenebilecegi gibi siklikla birkag
anjiozom alanini igerirler. Anjizomlar arasinda gercek arteriyel anostomozlarin yaninda iskemi
gibi durumlarda devreye giren daha diisiik kalibreli damarlar (choke damarlar) da mevcuttur.

Cilt, bu kavram ¢ercevesinde direk ve indirek kutanoz damarlarla beslenir (Sekil 2.1).

PLEKSUSLAR A
.\69
e S o \
5 g
Deri RIS &
Subkutan doku
Fasya
Kas
Muskulokutan Arter
Septokutan Arter 2
Internal Arter

Sekil 2.1 Derinin makrosirkiiler ve mikrosirkiiler dolagimi

Direk Kutan6z Damarlar: Kaynak arterden ¢ikan veya kaynak arterin kasa uzanan
dallarindan kasa girmeden ayrilarak cilde direk olarak uzanan perforan septokutandz
damarlardir Cildin esas beslenmesini saglar. Septokutan6z perforatdr flepler bu damarlar

temel alinarak kaldirilir.

Indirek Kutan6z Damarlar: Kaynak arterin kas icerisinde bulunan ve kas fasyasini deldikten

sonra cilde uzanan perforatorleridir. Siklikla sirt ve gogiis 6n duvart gibi genis kasi yiizey



alani olan bolgelerde bulunurlar. Muskulakutantz perforator flepler bu damarlar baz alinarak

planlanirlar.
Mikrosirkiilasyon

Direk ve indirek deri perforatorleri cilt ve cilt altinda bulunan subepidermal, dermal,
subdermal, subkutandz damar aglarinda dagilirlar. Mikrodolasimda, arteriol, kapiller,
arteriovendz anostomoz ve veniiller vardir [3]. Flebin perfiizyonu ve metabolik temizlenmesi
bu seviyede gerceklesir. Arterioller kan akiminin regiile edildigi seviyedir. Igerdigi diiz kas
dokusu sayesinde norojenik ve vazoaktif mediatorlere duyarhidir. Bir flep besleyici artere ne
kadar yakinsa mikrodolasimi o kadar iyi olur. Bu nedenle bilinen bir arterle beslenen aksiyel

flepler, random fleplere gére daha giivenilirdir ve daha uzun planlanabilir.

2.1.2 Flep Kan Akiminin Diizenlenmesi

Flep kan akiminda sistemik ve lokal faktorler etkilidir. Sistemik faktorler, sempatik sinir
sistemi ve vazoaktif mediyatorlerdir. Sempatik tonus artis1 oldugunda flepte kan akimi artar ve
prekapiller sfinkterler kasilarak kan akimini arteriovendz anostomozlara yonlendirerek
kapilleri bypass etmesine sebep olur. Flep kaldirildiginda flep sempatik tonusunu kaybeder,
damarlardan vazokonstriktif ajanlar salinir ve perfiizyon basinci da diiserek flep iskemik hale
gelir [4]. Arteriovendz shunt sonrasi gelisen kapiller dolasim yetersizligi, flep distalindeki
iskemi ve nekrozlarda etkilidir [5]. Lokal faktorleri ise flebin sicakligi, asidoz, hipoksi gibi

nedenlerdir.

2.1.3 Flep Nekrozu

Flebin iskemiye direnci, kaybedilecek flep miktarini belirler ve bu diren¢ multifaktoryeldir.
Ornegin kas dokusunun metobolik ihtiyaci daha fazla oldugu igin iskemiye tolerans: deri
fleplerinden azdir. Yapilan caligmalarda flep nekrozuna neden olan gosterilmis faktorler; flep
perfiizyon basincinda diisme [5], vendz yetmezlik [6] yavaslamis mikrosirkiilasyon sonrasi
intravaskiiler trombozlar [7], oksijen radikal hasari ve iskemi reperfiizyon hasar1 olarak

Ozetlenebilir.



2.1.4 Serbest Radikaller ve Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Flepteki iskemik bolge, metabolik ihtiyaglarini karsilamak i¢in anaerobik metabolizmaya gecis
yapacak ve bunun neticesinde, flepteki oksijen, glukoz ve ATP seviyesi diiserek laktik asit,
karbon dioksit ve toksik oksijen radikalleri artacaktir [8]. Serbest oksijen radikalleri, hiicre
membraninda lipid peroksidasyonu yaparak hiicre permeabilitesini bozar. Direk etkiyle
sitotoksik hasar yapabildigi gibi nétrofilleri bolgeye c¢eken bir kemoatraktan olarak mevcut
hasar1 daha da arttiran enflamatuvar bir faz baslatirlar. Bu tabloya neden olan siiperoksit
anyonu, reoksijenizasyon sonrasinda ATP iirlinii olan hipoksantinin ksantin oksidazla
oksidasyonu sonrasinda olusmaktadir (Sekil 2.2). Yapilan c¢alismalarda iskemik fleplerde
ksantin oksidaz seviyesi yiiksek bulunurken, hiicrenin serbest oksijen radikallerinden
korunmasini saglayan siiperoksit dismutaz azalmis gosterilmistir [9]. Ratlarda yapilmis baska
bir ¢alismada siiperoksit dismutazin flep nekrozunu azalttigi gosterilmistir [10] Iskemi
reperfiizyon hasarinda etkili olan diger bir yolak ise lipooksijenaz yoludur. Bu yolun {iriinleri
olan arasidonik asit tlirevleri kemoatraktantir ve notrofil hasarina katkida bulunurlar. Bu yolun
inhibisyonuna yonelik ¢alismalarda (Prostosiklin analoglar1 verilmesi) , flep yasayabilirliginin

artmis oldugu gosterilmistir. [11]

ATP
ADP
AMP
% Adenozin Ksantin Dehidrogenaz
=1 ¥
~ Inozin
Hipoksantin T’ Ksa.minT) Urnik Asit
O 0: Q2. .02
v ¢ 50D * 50D
H:0: H:20:
>
Reperfiizyon

Sekil 2.2 Iskemi reperfiizyon hasari



2.1.5 Iskemik On kosullandirma ve Flep Yasabilirliginin Arttiriimasi

Iskemik 6n kosullandirma, flepte nekroza neden olmayacak bir iskemi yaratarak flebin
iskemiye direncini arttirma felsefesine dayanir. Bu prensibin cerrahi uygulamasi ’Delay
Fenomeni’’dir. Flepte cerrahi oncesinde yaratilan 3 saatlik iskeminin, Taylor’un tanimladigi
kalibresi diisiik veya kapali choke damarlarda vazodilatasyon yaratarak flebin beslenmesine
katkida bulundugu gosterilmistir. Sempatik liflerin kesilmesine bagli sempatik tonus
vazodilatasyona katikida bulunur. Flepte yaratilan iskemi ayn1 zamanda anjiogenezi tetikler.
Siklikla kan dolagiminin flep alanini beslemesinden siiphe edilen durumlarda yapilan delay
fenomeninde nihai operasyon i¢in bekleme siiresi klinik pratikte 2 ile 3 hafta arasinda
degigsmektedir [12].

Bir baska hipotez ise K-ATP kanallari1 fosforilasyon yapan protein kinaz C yoluyla 6n
kosullandirmanin gergeklestigi yoniindedir. Bu aktivasyonu gergeklestiren Adenozin’in flepte

iskemi benzeri durum yarattigi ve flep sagkalimini anlamli dlgiide arttirdigr gosterilmistir [13].

Flep yasayabilirligini arttirmay1 hedefleyen calismalar, plastik cerrahide popiilerligini hig
kaybetmemistir. Literatiirdeki bu zengin bilgi, 6n kosullandirmay1 saglayacak olan
yontemlerin mekanizmalarina gore smiflandirabilir. Konvansiyonel cerrahi geciktirme
yontemindeki hedef; mevcut choke damarlarda vazodilatasyon reoryantasyon ve yeni damar
olusumu saglamaktir. Genel olarak farmakolojik ajanlar iskemi reperfiizyon hasari 6nlenmesi,
iskeminin taklit edilmesi i¢in kullanilmigken, biiyiime faktorii ve hiicresel tedaviler ise flepte
yeni damar olusumunun saglanmasi hedefli kullanilmig ve denenmistir. Tanimlanan birgok

yontemden 6nemli olanlari ve etki mekanizmalar1 Tablo 2.2 de gosterilmistir.



Tablo 2.2 Flep Yasayabilirliginin Arttirilmasina Yénelik Farmakolojik ve Cerrahi Yontemler [14]

YONTEM

ETKi MEKANIZMASI

Cerrahi Geciktirme

Mikrodolagimin artmasi, yeni damar olusumu

Dekstran .

Heparin Mikrodolasimin artmasi
Verapamil

Isoksuprin Vazodilatasyon

PG analoglari
Deksametazon

Adenozin

Ksantin analoglari
Ksantinoksidaz inhibitorleri
Kalsitonin iligkili peptid

Antienflamatuvar

Monofosforil Lipid A

Hafif enflamasyon olusturulmasi

Eritropoietin

Antienflamatuvar, antiapopitotik

Indometazin,

Lokotrien B4 antagonisti
Tromboksan A2 sentaz
inhibitori

Antienflamatuvar

Siklosporin A
Takrolimus (FK 506)

Notrofil kemotaksisinin engellenmesi

Hipotermi

Metabolizmanin diisiiriilmesi

Hipertermi

Is1 Sok Proteinleri

VEGF

Yeni damar olusumu

Hiicresel Tedaviler

Yeni damar olusumu




2.1.6 Sicanda Deneysel Random Flep Modelleri

Deneysel flep modelleri siganlarda flep fizyolojisinin daha 1iyi anlasilmasi, flep
yasayabilirliginin cerrahi farmakolojik ve hiicresel yontemlerle arttirilabilmesine yonelik
bircok c¢alismaya imkan saglamistir. Anlamli ve tutarli nekroz oranlarimin saglanmasi igin
bircok model tanimlanmis olsa da insan anatomisi ile arasindaki farkliliklar nedeniyle standart

sonug elde edilebilecek bir flep modeli yoktur.

Siganlarda ilk flep modeli 1965 yilinda Mc Farlane tarafindan yaymlanmistir. Bu flep kranyal
tabanli pannikulus karnozusu igeren, derin fasya seviyesinde kaldirilan dorsal deri flebidir.
Boyutlar1 10x4 cm olan flebin sinirlar1 yukarida alt skapular agi, asagida krista iliaka olarak
belirlenmistir. Mc Farlane’nin bu yaymindan sonra birgok deneysel dorsal deri flepleri
tanimlanmustir. Bu flepler boyutlar1 2x7 cm ile 5x10 cm arasinda degisen kranyal ya da kaudal
tabanl fleplerdir. Conoyer ve Toomey fleplerdeki Ongoriilemeyen nekrozlari arastirmak
amactyla yaptiklar1 ¢alismada nekrozun sigan boyutuyla iligkili olmadigint gostermislerdir.
Khouri taban genisligi 3 ve 4 cm olmak tizere, kranyal ve kaudal tabanli flepler hazirlamistir
[15]. Ichioka ve ark. kontrol grubunu ayni hayvan iizerinde olmasina firsat taniyan ¢ift dorsal
flebi tammlanuslardir [16] (Sekil 2.3). istatiksel analizler dar kaudal bazli fleplerde nekrozun

standart sapmasinin daha diisiik oldugunu gostermistir [17].

Sekil 2.3 Baz1 dorsal deri flep modelleri. A. Mc Farlane Khouri modifikasyonu B.Ichioka ¢ift dorsal deri flebi



2.2 YENI DAMAR OLUSMASI (NEOVASKULARIZASYON)

Neovaskiilarizasyon i¢in esas uyaran, dokuya taginan besin maddesi ve oksijen miktari ile
dokunun metabolik ihtiyaci arasindaki uyumsuzluktur. Bu uyumsuzluk, anabolik aktivite artisi
(6r. anabolik steroid kullanimi), katabolik aktivite artis1 (6r. hipertiroidi) ve hipoksi
durumlarinda yeni damar olusumuna sebep olur. Yeni damar olusumu iizerinde mekanik
gerilimin (shear forces) etkisi de vardir. Mekanik gerilim uygulamasinin kapiller yatakta artisa
neden oldugu gozlenmistir. Egzersiz ile ¢izgili kaslarda yeni damar olusumu, doku genisletici

uygulamasindan sonra goriilen damarlanma artig1 buna 6rnektir [18].

Yeni damar olusumu sirasinda endotel hiicre gogalmasit ve gogii, en temel rolii oynar. Endotel
hiicreleri, endotelyal progenitor hiicrelerden (EPH) farklilasarak, bazi biiylime faktorleri ve
onlarin reseptorleri tarafindan kontrol edilen bir mekanizmayla ihtiya¢ olan alana gog
ederler.[19] Intrauterin dénemde bu programlanmis bir olayken, dogum sonrasi hayatta
hipoksi, vaskiilogenezisin en 6nemli uyaranidir. Yapilmis ¢alismalarda neovaskiilarizasyonla
ilgili birgok faktor tanimlanmigtir (Tablo 2.3). Bu faktorlerden en iyi tariflenmis olani vaskiiler
endotelyal growth faktordiir (VEGF) [20].

Tablo 2.3 Neovaskiilarizasyondan sorumlu bazi sinyal proteinleri

Aktive Eden Etkisi
) ) EPH gogii, damar olusumu, mitojenik,
VEGF Hipoksi ) )
monosit aktlvasyonu
Anjiopoetin Hipoksi EPH damar matriksine yapigmasi
Hipoksi Induced Faktor . .
Hipoksi EPH gogii, VEGF salinmasi
HIF-1a
Nitrik Oksit(NO) Mekanik giicler Damar aginin sekillenmesi
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2.2.1 Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor (VEGF)
Embriyolojik ¢aligmalarda vaskiiler sistemin ve organlarin olusumunda, anjiyoblast gogiiniin

VEGF tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. VEGF’nin 2 reseptorii vardir; VEGF
Reseptorii 1 (VEGFR-1) ve VEGF Reseptorii 2 (VEGFR-2). Bunlardan, sinyal yolunda gorev
alan esas reseptor VEGFR-2’dir. Eriskin donemde, EPH’nin gbd¢ etmesi ve tiip yapilari
meydana getirmesinde, embriyoda oldugu sekilde, VEGFR-2 ve VEGFR-1 reseptorleriyle
birlikte VEGF nin temel gorevi tistlendigi gosterilmistir [21].

Tablo 2.4 VEGF sentezini etkileyen faktorler [14]

VEGEF Sentezini Etkiledigi Gosterilmis Faktorler

e Hipoksi / Iskemi
e Hiperbarik oksijen tedavisi

e VAC tedavisi
e Biiylime faktorleri
o EGF, TGF-a, TGF-B, KGF, IGF-I, FGF, PDGF
e Sitokinler
e |L-1,IL-6
e Hormonlar
e TSH, ACTH, gonadotropinler, strojen, testosteron
e Oksidanlar
o H,0,

Mekanik gerilim

VEGF, monosit aktivasyonu yaparak immun sistemi aktive edici rol oynar [22]. Monosit ve
notrofil kemotaksisini arttirir. Damarlarda vazodilatasyona neden olur .Bazi biiylime
faktorleri, VEGF sentezini artirmaktadir, bunlarin 6nemli olanlari: EGF, TGF-a, TGF-
keratinosit biiylime faktorii (KGF), insiilin benzeri bityiime faktorii (IGF-I), FGF ve PDGF dir.
IL-1 ve IL-6, VEGF gen ekspresyonunu artiran enflamatuvar sitokinlerdir. Bu durum,
VEGF’nin enflamatuvar durumlarda, damar gegirgenligindeki ve anjiyogenezdeki artigtan
sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir [23]. VEGF sentezini etkileyen faktorler Tablo 2.4’de

gosterilmistir.
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2.3 DIiYABET

2.3.1 Tanim
Diyabetes Mellitus (DM), insiilin direnci, insiilinin etki mekanizmasindaki bir bozukluk ya da

bunlarin birlikteligi neticesinde goriilen, hiperglisemi ve glikoz intoleransiyla seyreden bir
sendromdur [24]. Hiperglisemik ¢evrede karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinin
bozulmasi ve ara triinlerin yol agtigi patolojiler, bu hastalig1 ciddi bir saglik sorunu haline
getirmektedir. Tiim diinyada diyabetli yaklagik 250 milyon hasta oldugu tahmin edilmektedir.
Yanlis beslenme ve sedanter yasamin yol agtigi artan obeziteye sekonder gelisen insiilin
direnci ile bu rakamin 2025 yilinda 300 milyon olmas1 beklenmektedir [25] (Sekil 2.4).

350 +

300 -

250 -

200 - = 1995

= 2000
m 2025

150 -

100 -

Yetigkin diyabetli niifusu (milyon)

50 -

Gelismis Geligsmekte Olan Diinya

Sekil 2.4: Diinyadaki diyabetli niifusun 2025 y1li tahmini gostergesi [25]
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2.3.2 Diyabet Simiflandirmasi

Hastalik normoglisemik durumdan hiperglisemik duruma kadar bir ¢ergevede etiyolojisine

gore smiflandirilabilir. Hastalarda hiperglisemik durum bagslamamasina ragmen hastalik

mevcut olabilir. Ornegin normoglisemik bir kiside otoantikorlar bulunmasi otoimmun diyabet

icin bir tani1 nedenidir. Bu baglamda etiyolojik siniflandirma daha genis bir yelpazeyi

kapsayacaktir. (Tablo 2.5)

Tablo 2.5 Hipergliseminin etiyolojik nedenleri

Tip 1 (B-hiicre hasart, insiilin yetmezligi)
Otoimmun

Idiyopatik

direnci)

Tip 2 (insulin direnci veya sekretuar defektle seyreden insulin

Diger Tipler

B-hiicre fonksiyonlarinda genetik hasar

Insulin aktivitesinde genetik hasar

Egzokrin pankreas hastaliklari
Endokrinopatiler

Maglar ve kimyasal ajanlar

Enfeksiyonlar

Immuniteyle iliskili diyabet

Diyabetle seyreden genetik endokrin hastaliklar
Gestasyonel diyabet
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Tip 1 Diyabet

Pankreas B-hiicrelerinde yikima baglh insiilin yetersizligiyle karakterize bir hastaliktir. Insiilin
bagimli bu hastalikta, insiilin yetmezligi sonucunda ketoasidoz, koma ve 6liim gibi cok ciddi
komplikasyonlar goriilebilir. Siklikla pediatrik ve addlasan yas grubunda goriilmeye baslanan
Tip 1 diyabette otoimmun etiyolojiden, pankreas ada hiicreleri antikoru (ICA) ve glutamat
dekarboksiaz antikorlar1 (anti-GAD) sorumludur [26].

Tip 2 Diyabet

Diyabetin en sik goriilen bu formunda sorumlu patoloji, periferik insiilin direnci veya insiilin
sekresyonundaki yetersizliktir. Tip 1 diyabetin aksine hastalik insiilin bagimli degildir ve
yaklagik ylizde 50’sinde insiilin tedavisi gerekmez. Tip 1 diyabetten farkli olarak hastalar
siklikla orta veya ileri yasta, santral obezitesi olan sedanter yasayan hastalardir [27].
Hastalardaki mevcut insiilin, normoglisemi saglanmasi icin yeterli olmamaktadir.
Hipergliseminin farkedilebilir belirtileri ortaya ¢ikana kadar hastalar yillarca tam
almayabilirler [28]. Bu hastalarda diyabetin mikrovaskiiler ve makrovaskiiler

komplikasyonlar1 gériilme ihtimali yiiksektir.

Tan1 kan sekeri 6lglimii, glukoz tolerans testi ve seker yiikleme testleriyle koyulur. Son veriler
1s181inda normoglisemi seviyesi (plasma aclik glukozu) 140 mg/dL ‘den 110mg/dL’ye
cekilmistir [29]. Diinya Saglik Orgiitii diyabet tamisi igin son yillarda HbAlc dlgiimiinii
onermektedir. HbAlc, glukozun baglandigi bir hemoglobin varyantidir. Kandaki 3-4 aylik
glisemik diizeyi gostermesi acisindan yiikleme testlerine gore degerlidir. HbAlc seviyesi
% 6. 5’dan fazla olmas1 diyabet tanisin1 koydurur. %5.7-6.5 artmis risk, %6.0-6.5 yiiksek
risk olarak degerlendirilir [30].
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2.3.3 Diyabetin Mikrovaskiiler Komplikasyonlari

Diyabetik hastalarda yaygin goriillen bobrek hasari, gorme kayiplari, ekstremite
ampiitasyonlar1 gibi ciddi komplikasyonlarin sebebi mikrovaskiiler hasardir. Glisemik kontrol
ve mikrovaskiiler komplikasyonlar arasinda siki bir bag vardir. Bozulmus kan sekeri
regililasyonunda end organ hasar1 goriilme riski artar. Hipergliseminin tetikledigi metabolik
yollar her end organ veya dokuda ayni degildir [31]. Bu yollarin bilinmesi mikrovaskiiler

komplikasyonlar1 anlamak i¢in faydali olacaktir.

Genis hasta gruplu klinik ¢alismalarda, uzun siire bozulmus kan sekerine maruz kalmis
hastalarin seker diizenlenmesi basarilmis olsa da komplikasyonlarin gerilemesinde veya
ilerlemesinde yeterli diizelme olmadigi tespit edilmistir. Bunun sonucunda ’metabolik
hafiza’’ terimi giindeme gelmistir. Metabolik hafiza, hayvan deneylerinde de gosterilmis ve
glisemik hayvanlardaki retinopati progresyonunun ada hiicre transplantasyonuna ragmen
diizelmedigi gosterilmistir [32]. Epigenetik diizeyde hipergliseminin histon proteinleri
tizerinde degisikliklere neden olarak vaskiiler gen ekspresyonunu degistirmesi, bu hafizadan
sorumlu gosterilmistir [33]. Mikrovaskiiler komplikasyonlarin sebeplerini genetik, metabolik
ve hemodinamik degisiklikler olarak inceleyebiliriz (Sekil 2.5).

\

Genetik Hemodinamik
degisiklikler degisiklikler

\ !

Metabolik
Degisiklikler

Sekil 2.5 Mikrovaskiilopati etiyolojisi.

Genetik degisiklikler: Hiperglisemik ortamda DNA ve protein katlanmasinda gdrevli olan

histon proteinlerinin metilasyonlarinda bozulma oldugunu gosterilmistir ve bu patolojinin

15



metabolik hafizada rolii oldugu distiniilmektedir [34]. Gen ekspresyonunda goérev alan Mikro
RNA’lardaki degisiklikler neticesinde artmis kollajen I ve fibronektin birikimi ve azalmig
VEGF ekspresyonu diyabetik bobreklerde gosterilmistir [35].

Glukoz Metabolizmasindaki Degisiklikler: Glukoz hiicre i¢ine girdiginde glikolizle
metabolize edilir. Glikolizde gerceklesen glukoz-6-fostat, friiktoz-6-fosfat doniisiimii, kan
sekeri yiiksek konsantrasyonda oldugunda son iiriinler olan N-asetilglukozamin artmasina ve
post translasyonel protein degisikliklerinde sebep olur. ileri glikolizasyon iiriinleri post
translasyonel protein modifikasyonlar1 yaparak, hiicre i¢i ve disinda proteinlerle ¢apraz baglar
kurabilirler, hiicre reseptdrlerine baglanabilir, hiicrede oksidatif hasarda gorev olan enzimlerin

yapisini bozabilirler, bazal membranlarda kollajen yapisina katilabilirler [36].

Aldoz rediiktaz normoglisemide aldehitlerin detoksifikasyonunda gorev alir. Hiperglisemide
ise aldoz rediiktaz; glukozu sorbitole pentoz fostat yolundan NADP-H 1 katalizlegi bir
reaksiyonla doniistiiriir (Polyol yolu). Bu islem esnasinda hiicrenin anti oksidan gérevi olan
glutatyon peroksidaz tiiketilir. Hiicrede biriken sorbitol hiicre ozmolaritesini degistirir.
Deneysel olarak aldoz rediiktaz kullanimimin diyabetik mikroanjiopatide faydali olabilecegi
gosterilmistir [37] (Sekil 2.6).

(Oksidatif '?‘tres) (Protein Glikoz'f‘ilasyonu)

AR ' SDH |
Diyabet Glukoz W Sorbitol WFruktoz
(Hiperglisemi) ~ ———> NADPH NADP N,:D NADH
NADPH / NADP NADH/ NAD
.\I{.
(Oksidatif Stres)

Sekil 2.6 Polyol yolu. (AR:Aldoz rediiktaz, SDH:Sorbitol Dehidrogenaz
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Diger bir 6nemli yol Protein Kinaz C (PKC) yoludur. Hiicre i¢i hiperglisemide glikoliz ara
tirtinlerinden olan gliseraldehit 3-fosfat, gliserol 3-fosfata indirgenir ve agillenir. Diagilgliserol
(DAG), PKC’nin aktivatorii oldugundan konsantrasyonunun artmasi enzimin aktivasyonuna
yol agar. DAG primer olarak PKC’nin beta ve alfa izoformlarini aktive eder. PKC aktivasyonu
sonucunda damar gegirgenligi artar, vazoaktif hormonlar salinir, kan akimi degisiklikleri olur

ve bazal membran sentezi artar.

2.3.3.1 Diyabetik Nefropati

Diyabetik Nefropati; bati toplumundaki son dénem bobrek hastaliginin yaklasik yarisinin
nedenidir. Tip 1 ve Tip 2 diyabet olan hastalarin yaklagik 1/3’ iinde karsilagilmaktadir.
Diyabet nedenli son déonem bobrek yetmezliginin yiizde 90’1 Tip 2 diyabet nedenlidir. Bu oran
artan obezite nedeniyle ylikselme egilimi gostermektedir. Glisemik kontrol, hastaligin
Oonlenmesinde 6nemli olsa da son c¢alismalar ilerlemis evrelerdeki DM vakalarinda pek etkisi
olmadigint gdstermistir. Diyabetik bobrek hastaligi, alblimin atilim hizinda yiikselme,

glomeriiler filtrasyon hizinda (GFH) azalma ile tanimlanir [38].

Diyabetin siiresi, yarattigi hemodinamik ve metabolik stres hastaligin baslangi¢ siiresini
etkileyen en Onemli faktorlerdendir. Son c¢alismalar beslenmenin, genetik ve epigenetik
faktorlerin diyabetik bobrek hastaliginin gelismesi ve ilerlemesinde etkili olabilecegini
gostermistir [39]. Bu hasari saglayan bir major gen defekti bulunamamis olsa da Tip 1
diyabetik bobrek hastalarinda matriks metalloproteinazlari ve endotelyal nitrik oksit sentazla
(eNQS) ile ilgili, Tip 2 diyabetik bobrek hastaliginda ise proenflamatuvar sitokin (IL-6)
kodlayan genlerle ilgili varyantlar tespit edilmistir. Epigenetik faktorler hastaligin ve ¢evre
kosullarinin etkisiyle degisen genetik tiriinlerdir. Hiperglisemik ortamda DNA metilasyonunda
ki degismeler epigenetik bir faktordiir. Artmis glikolizasyon ve lipit peroksidasyon son
tirlinleri de renal hasara neden olmaktadir [40]. Hiicre hasarindan protein kinaz C, niikleer
faktor kappa B, Transforming growth factor-p gibi enflamatuvar sitokinlerin artis1 sorumludur.
Bu artis neticesinde sitoplazmik ve mitokondriyal siiperoksit tiretimiyle gelisen oksidatif
stressin renal tiibiiler hiicrelerde epitelyal-mezenkimal degisime yol acarak intertisyel fibrozis

yaptigi, glomeriiler matrikste proliferasyona sebep oldugu gosterilmistir [41] (Sekil 2.7).
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Diyabetik Nefropati hiperglisemi ve hipertansiyonla ilerleme gosterir ve hastaligin kontrolii
bobrek koruyu etki renin-anjiotensin sistemini inhibe eden antihipertansif ilaglarla saglanir.

Cogu hastada birden fazla antihipertansif ilag gerekebilmektedir.

Hemodinamik

Metabolik

Glukoz Akim/basing
L. Vazoaktif
- / Protein Kinaz C
Hormonlar
- N\
Ileri glikozilasyon

urinleri

Sitokinler

Ekstra seliiler
matriks (ESM)
capraz baglari

Vaskiiler T
permeabilite

TGF-B VEGF

Proteintiri

Sekil 2.7 Diyabetik Nefropatinin patogenezi

18



Hemodinamik Degisiklikler

Hemodinamik degisiklikler 6zellikle mikroalbliminiiri ve hipertansiyon gelistirmis diyabetik
nefropati hastalari igin 6nem arz eder. Bu mekanizmanin Renin-Anjiotensin-Aldostreon (RAS)
sistemi ile kontrol edilir. RAS, hipovolemi, hiponatremi veya renal iskemide aktive olarak kan
hacmi, kan basinci, kan sodyum degerleri ve intraglomeriiler basincin yiikselmesini saglayan

Onemli bir homoeostatik mekanizmadir.

2.3.4 Diyabetik Noropati

Diyabette Onemli bir morbidite nedenidir. Alt ekstremite {ilserleri en ciddi ve sik
komplikasyonudur ve bu yaralarin agilmasindaki mekanizma; sudomotor disfonksiyon, agriya
sekonder vazodilatasyon olugmamasi, azalmis agr1 ve 1st hissinin kaybedilmesidir [42-44].
Hissizlik, agri, kegelenme semptomlari olan hastalarda tani sinir biyopsisi ile konur. Son
yillardaki ¢aligmalarda deri biyopsileriyle de noropati tanisinin konulabildigini gosterilmistir
[45]. Sinir biyopsilerine alt ekstremitede sural sinir siklikla biyopsi i¢in kullanilan sinirdir.
Patolojik goriiniimii  aksonal dejerenasyon ve demyelinzasyonla karakterizedir. Sinir
beslenmesini saglayan epindral, endondral kapiller damarlarda perisit kaybi, bazal membran

kalinlagmasi ile seyreden mikroanjiopati mevcuttur.

Diyabet, periferik sinir sisteminde hasara yol ac¢tig1 gibi otonom sinir sisteminde de hasara
neden olabilmektedir. Otonom noéropati adi verilen bu komplikasyon siklikla asemptomatik
seyreder. Kardiyovaskiiler otonom noéropati, mortaliteyle en iliskili komponentidir [46]. Vagus
hasarinda ilk olarak parasempatik innervasyonda azalmaya bagli sempatik sistem aktivasyonu
artar. Istirahat tasikardisi, ortostatik hipotansiyon, post prandiyal hipotansiyon,
kardiyomyopati, QT uzamas: gibi bulgulara rastlanabilir [47]. Gastrointestinal otonomik
noropatide motilite bozukluklari, lirogenital otonom noropati sonrasinda erektil disfonksiyon,

mesane disfonksiyonu goriilebilir.
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2.3.5 Diyabetin Makrovaskiiler Komplikasyonlari

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) koroner damar hastaligi ve serebrovaskiiler hastalik
diyabet hastalarinin  %20-30‘unu tehdit etmektedir [48]. Epidemiyolojik ¢aligmalar
arterosklerozisin diyabet hastalarinda mortalite ve morbiditenin en sik sebebi oldugunu
gostermistir [49]. Glisemik kontroliin derecesi periferik damar hastaligi (PAH) i¢in bagimsiz
bir risk faktoriidiir. Glikolize Hb’de her %1°lik artis PAH riskini %28 arttirmaktadir [50].

Endotel hasari, diyabetik hastalarda gelisen aterosklerozisin temelini olusturmaktadir.
Hipergliseminin sebep oldugu yan glikoz metabolizma yolaklart (polyol yolu) neticesinde
hiicre iginde NO gibi antioksidanlarin tiiketilir. NADPH oksidaz artig1 sonucu oksidatif stress
ve reaktif oksijen radikalleri artar. Protein Kinaz C artisi sonunda hiicre permeabilitesi
bozulur. Bunlara ek olarak enflamatuvar sitokinler, ileri glikolizasyon firiinleri, bozulmus yag
metabolizmasi sonucu azalmis HDL ve artmis LDL’nin endotelde oksidatif hasari, damar

endotelindeki patofizyolojiyi 6zetler (Sekil 2.8).

Hiperglisemi

Diagil gliserol =% PKC aktivasyonu
Polyol yolu == Sorbitol
fleri glikolizasayon iiriinleri

Lipit peroksidasyon tirtinleri

Pro-enflamatuvar Oksidatif Transkripsiyon

Sitokinler Stress Faktorleri

IL-6, MCP-1 \ / NF-xB
Endotel Hasar1

Aterosklerozis

Trombiis

Sekil 2.8 Diyabetteki endotel hasar1 ve aterosklerozisin olus mekanizmasi.
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Aterosklerozis, diyabette daha distal damarlar1 tutma egilimindedir. Tipik diyabetik stenotik
lezyonlar popliteal arter ve distalindeki anterior tibial, posterior tibial ve peroneal arterlerde
goriilir [51]. Bu distali tutma egilimi neticesinde ekstremitenin kollaterallerle beslenme
olasiligr diiser endovaskiiler revaskiilarizasyon basarisinin, diyabetik olmayan stenotik

hastalara gore diisiik olmasina sebep olur [52].

Glisemik kontrol, lipid seviyelerinin kontrolii, sigara birakilmasi, egzersiz gibi hayat tarzi
degisiklikleri, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler komplikasyonlardan kag¢inilmasi igin

onerilmektedir.

2.3.6 Diyabet ve Yara iyilesmesi

Yara iyilesmesi bircok hiicre tipi, matriks birleseni ve ¢ok sayida hiicreler arasi salgi ve
sinyalin kusursuz programlandigi bir kaskattir. Enflamatuvar hiicreler, granulasyon dokusu ve
anjiogenezin ger¢eklesmesi, fibroblast proliferasyonu, keratinosit migrasyonu, anatomik ve
fonksiyonel biitiinliigiin yeniden saglanmasi igin, uyum igerisinde caligmaktadir [53]. Bu
basamak ve faktorler arasinda eksiklikler, yetersizlikler ve diizensizlikler yara iyilesmesinde
gecikmeye neden olacaktir. Baska bir deyisle azalmis enflamatuvar hiicre migrasyonu, azalmis
biiylime faktorleri salgisi, azalmig kollajen sentezi yara iyilesmesinin bozulmasinda rol

oynamaktadir [54].

Diyabette enflamatuvar hiicrelerin kemotaksisi azalmis ve enflamatuvar yanit zayiflamistir
[54]. Biiytime faktorlerinin salinmimindaki azalma (VEGF azalir) anjiogenezi etkilerken,
endotelyal progenitor hiicrelerin proliferasyon ve farklilasmasini bozar [55]. Kollajen matriks

remodellinginin bozulmasi yaralarda niikslerin ve relapslarin nedeni olmaktadir [56].

Diyabetik yara iyilesmesi alanindaki ¢alismalar, eksik veya bozulmus olan bu basamaklarin
diizeltilmesine yoneliktir. Egzojen olarak epidermal biiyiime faktorii (EGF), transforming
growth faktor-f, fibroblast biiyiime faktorii (FGF) tedavilerinin yara iyilesmesini hizlandirdig:
gosterilmistir. Bu tedavilerin genel uygulanabilirliginin zor ve maliyetinin yiiksek olusu,

kullanimlarini sinirlandirmistir [57, 58].

Diyabetik yaralar siklikla alt ekstremite kendini gostermektedir. Etiyopatogenezinde arterioler

hyalinozis ve bazal membran kalinlasmasiyla goriilen mikroanjiopatiler, femoro-popliteal,
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infra-popliteal arterosklerotik tutulumlariyla seyreden makroanjiopatilere sekonder alt
eksremite perfiizyonunun bozulmasi, periferik noropatiye sekonder alt ekstremite agri ve

proprioseptif duyunun kaybi sayilabilir.

Diyabetik bir hastanin yasami boyunca bir alt ekstremite yarasinin olma ihtimali %85 tir.
Diyabet hastalarinin %2-4’i aktif alt ekstremite kronik yarasina sahiptirler ve bunlarin
yarisinin da enfekte olmasi beklenir. Enfekte iilserlerin 5 y1l igerisinde %85 oraninda herhangi

bir seviyeden ampiitasyon olabilecegi bildirilmistir [59, 60].

Diyabetik nefropatinin eslik etmesi klinigi daha dramatik hale getirmektedir. Mikroalbuminiiri
asamasindaki bobrek hasar1 baslangincinda bile {ilser gelisme ihtimalinin artmis oldugu
bildirilmistir [61]. Game ve arkadaslar1 yaptiklari retrospektif bir ¢alismada hemodiyaliz ve
ilser gelisme riski arasinda kuvvetli bir iliski oldugunu ve diyalizin gii¢lii bir amputasyon

prediktorii oldugunu bildirmislerdir [62].

Gelecek vadeden ve iizerinde calismalar yapilan diger bir konu kok hiicre tedavisidir.
Diyabetik yara iyilesmesinde kemik iligi ve adipoz dokudan tiretilmis kok hiicrelerle basarili

sonuglar bildirilmistir [63, 64].

2.3.7 Deneysel Diyabet Modelleri

Cesitli hastaliklara tan1 konmasi, patogenezlerinin aydinlatilmasi, hastaliktan korunma ve
tedavi olanaklarinin incelenebilmesi i¢in deneysel hayvan modellerinin kullanimi oldukga
yaygindir. Giinlimiize kadar tanimlanmis bir¢ok hayvan diyabet modeli bulunmaktadir. Fare,

sican, tavsan, kobay, hamster, maymun, domuz, kdpek ve kedi gibi deney hayvanlari, deneysel

diyabet olusturmak amaciyla kullanilabilmektedir [65].

Tip-1 Diyabet Modelleri

1. Kimyasal modeller: Alloksan, streptozosin, ¢inko selatorleri (dithizone, 8-hidroksikinolin),

Rodentisid-Vacor, diet nitrozaminleri vb. maddeler ile olusturulur.
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Streptozosin (STZ)

Streptomyces achromogenes kiiltiirlerinden tiiretilen streptozosin antibiotik, antitiimoral,
mutajenik  ve diyabetojenik bir ajandir. Kimyasal yapist1 2-deoksi-2-(3-Metil-3—
Nitrozoiireido)-D Glukopiranozdur [66]. Streptozosin pankreatik beta hiicrelerinde nekroz
yaratarak insulin sekresyonunu inhibe eder ve insiilin bagimli diyabet olusturur [67].
Yapisindaki N-metil N-nitroziire ve glikoz pargasi sayesinde beta hiicrelerindeki GLUT 2
reseptorlerine baglanarak bu hiicrelerde birikir, boylece toksik etkiyi meydana getirir. Ayn
zamanda bu reseptorleri tasiyan renal ve karaciger hiicrelerinde de degisik derecelerde hasara
neden olur. Streptozosin’in toksisitesinden hiicre membraninda yarattigi hasar ve biiyiik
ol¢tide DNA alkalizasyonu sorumludur [68] (Sekil 2.9).

Sicanlarda 50- 100 mg/kg dozunda 1.V ya da I.P uygulanabilir. Kan glikozunu en yiiksek
degere ¢ikaran Streptozosin dozu 65mg/kg’dir. Streptozosin verilmis hayvanlarda genellikle
24 saatten sonra kalic1 bir diyabet meydana gelmektedir. Streptozosin verilmesinden sonra kan
glukozunda ii¢ fazli bir yanit olusmaktadir. Ilk iki saat sonunda hiperglisemi goriiliirken, 6 ile
12 saatleri arasinda hipoglisemi ve 18 ile 24 saatleri arasinda ise kalici bir hiperglisemi

olustugu belirlenmistir [67].

[DNA alkalizasyonu \

STZ Hiicre Nekrozu

Membran Hasar1

N\ J

Sekil 2.9 STZ’nin Pankreas B hiirelerindeki hasar mekanizmasi
Alloksan

Kimyasal yapis1 2,4,5,6 Tetraokzohekzahidropirimidin olan iirik asit tiirevi, antineoplastik bir
ajandir. Toksik etkisi 6zellikle pankreas f hiicreleri iizerinedir. Yiiksek dozlarda B hiicre
nekrozu yapar. Glukoz transport mekanizmasi ve glukoreseptorler tizerinden etkili oldugu igin

etkisi bu reseptor i¢in yarisan kan glukozuyla bloke edilebilir [67]. Toksisitesi fazladir ve
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diyabet gelistirme dozlar1 genis bir aralikta seyretmektedir. diyabetojenik dozu IV.40-
50mg/kg’dir.

2. Spontan tip-1 diyabet modelleri: BB (Bio-Breeding) sican, NOD (non-obez diyabetik)
fare ve digerleri (Macaca nigra maymunu, Keeshand kdpegi, ¢in hamsteri, kobay, Yeni

Zelanda beyaz tavsani, KDP (Komedo Diabetes Prone) sicanda olusur.

3. Viriisle olusturulan modeller: En sik kullanilan pikornoviriis ailesinden EMC viriisiiniin
M varyantidir. Virus enjeksiyonu sonrasinda %40 hayvanda diyabet gelisimi bildirilmistir.
Sitomegaloviriis, Rubella, Reoviriis diyabete neden oldugu diistinlisen diger virlislerdendir

[69].

4. Transgenik tip-1 diyabet modelleri: Transgenik fare, fertilize fare yumurtasinin
proniikleusuna yabanci bir DNA’nin agilanmasi ile olusur. Ekzojen genin ekspresyonu igin, bu
genler insiilin geni promotoruna baglanir ve oray1 etkiler. Otoimmun hastaliklarin anlagilmasi

icin faydali modellerdir [70].

Tip-2 Diyabet Modelleri

1. Kimyasal Modeller: Streptozosin ve alloksan siklikla kullanilmaktadir. . Rezidiiel B hiicresi
kalabilmesi icin Tip 1 DM gelistirmek i¢in kullanilan dozlardan daha az verilmesi
gerekmektedir. STZ doz ayarlanmasi1 daha kolay ve daha az toksik oldugu i¢in alloksana gore

daha ¢ok tercih edilir.

2. Cerrahi Modeller: Parsiyel pankreatektomi ve hipotalamik lezyon ydntemleri
tanimlanmustir. Pankreas kitlesinin %90’ min en az eksizyonu sonrasi sabit hiperglisemi gelisir.
Parsiyel pankreatektomi cerrahi morbiditesinin fazla olmasi ve teknigin zor olmasi nedeniyle

tercih edilmemektedir.
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Hipotalamik lezyonlar ise, hipotalamusun ventromedial ve paraventrikiiler c¢ekirdeklerinin
elektrolizisle hasarlandirilmasit sonucu olusur. Verilen hasar sonunda farede, hiperfaji,

hiperglisemi, obezite ve glukoz tolerans bozuklugu gelisir [70].
3. Diyet: Doymus yag ve siikroz gibi basit sekerlerden zengin diyet glukoz toleransini bozmak

icin verilebilir. Total enerjimi alim1 arttirilirsa bu etki desteklenir. Neonatal donemde protein

malniitrisyonunun 3 hiicre sayisinda azalma yarattig1 bildirilmistir.
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2.4 KRONIiK BOBREK HASTALIGI

2.4.1 Tamim

Bobregin anatomik yapist ve fonksiyonunda geri doniissiiz ve ilerleyici bozulmayla
karakterize son donem bobrek yetmezligine yol agan yiiksek mortalite ve morbiditeye sahip
bir hastaliktir. Kronik bobrek hastaligi (KBH) ciddi bir toplumsal saglik problemidir. ABD’de
20 yag ustii nifusun %16,8’inin KBH oldugu bildirilmistir [71]. Diinyada 2013 yilinda
yaklasik 950.000 kisi KBH nedeniyle hayatin1 kaybetmistir [72]. Diyabet ve hipertansiyon
gibi goriilme orani yiiksek hastaliklarin etiyolojide yer aldigi diistiniiliirse, KBH goriilme
sikliginin artmas1 asikardir. Tim etiyolojik nedenler igerisinde diyabet ilk sirada yer

almaktadir. Kronik bobrek hastaligina sebep olan hastaliklar Tablo 2.6’da verilmistir.

Tablo 2.6 KBH etiyolojisi

Etiyoloji Insidans

Diyabet %39

Hipertansiyon %28

Glomeriilonefrit %11
Polikistik Bobrek Hastaligi %3.5
Pyelonefit %4.4

Altta yatan etiyolojilerden bagimsiz tan1 kriteri bobrek hasarina ait bir bulguyla beraber 3

aydan uzun siiren glomeriiker filtrasyon hizindaki diististiir (Tablo 2.7) [73].

Tablo 2.7 KBH i¢in tan1 kriterleri

Albuminiiri (>30 mg/giin)
Elektrolit Bozukluklar:
Bobrek biyopsisinde bobrek hasari
Goriintiilemede bobrek hasari

Glomeriiler Filtrasyon Hiz1 GFH (<60 ml/dk/1.73 m?)

Bobrek hasari bulgusu
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Bobrek hastaligi tanist biyopsi ve objektif bulgular diginda, glomeriiler filtrasyon hiz1 (GFH)
ve albumiiriye gore degerlendirilir. 2012 yilinda Kidney Disease Global Improving Outcomes
(KDGIO) grubun yayiladig1 kilavuzda GFH ‘nin diislistiniin ve albuminiiri artisinin hastalgin
ciddiyeti ve diyalize gidisle iliskili oldugunu yayinlamistir. Buna gore 3 aydan uzun siireli
GFH’nin 30ml/dk altina diisiisii yiiksek KBH riski arz etmektedir [73] (Sekil 2.10).

Persistan albuminiiri seviyeleri
Al A2 A3
Normal veya Orta derece Ciddi derece
hafif yiikselme yiikselme yiikselme
<30mg/g 30-300mg/g >300mg/g
<3mg/mmol 3-30mg/mmol >30mg/mmol
G1 Normal veya yiiksek >90
q:) ~ G2 Hafifce azalma 60-89
= E
g R G3a Hafif-orta azalma 45-59
L 4
g X G3b Orta-ciddi azalma 30-34
T =2
L £ G4 Ciddi azalma 15-29
o
G5 Bobrek yetmezligi <15

Sekil 2.10: Yesil: Diisiik risk Sar1:Orta Risk Turuncu:Yiiksek Risk, Kirmiz1 :Cok yiiksek risk

2.4.2 Bobrek Fonksiyonlari ve Glomeriiler Filtrasyon Hizi

Bobrekler viicutta homeostazdan sorumludur. Iki ana gorevi katabolik artiklarin
uzaklastirilmast ve elektrolit dengesinin saglanmasidir. Bunlarin yaninda eritropoetin
senteziyle eritropoezde rol alir ve kemik kalsiyum-fosfor dengesinin saglanmastyla ilgili
endokrin gorev istlenir. Proteinlerin ve bazi besinlerin reabsorbsiyonu gibi goérevleri de

bulunmaktadir.
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Bobregin fonksiyonu glomeriiler filtrasyon hizi ile degerlendirilir. GFH, birim zamanda
plazmada ¢Oziilmiis bir metabolitin bobrekler tarafindan temizlenmesi demektir. Normal
degerleri eriskinde 118-127mL/dk/1.73m* dir. GFH’nin 60ml/1.73m?/dk altina diismesi
kronik bobrek hastaligi olarak degerlendirilir ve 5 evrede incelenir [73] (Tablo 2.8).

Tablo 2.8 KBH evreleri

Glomeriiler Filtrasyon Hiz1

ml/dk/1.73m?

Normal veya Yiksek

Hafif azalma

Orta derece azalma

Agir azalma

Bobrek yetmezligi

GFH egzojen veya endojen filtrasyon belirtegleriyle hesaplanabilir. Egzojen hesaplama,
verilen bir maddenin idrar ve kandaki klirensi hesaplanmak suretiyle yapilir. Iniilin klirensi,
bobrek fonksiyonlarini en iyi gosteren belirtegleriyle biridir. Endojen hesaplama ise simdiye
kadar serum Kreatinin, kan iire nitrojeni (BUN), sistatin C, B, mikroglobulin kullanilmistir.
Serum Kreatinin, tubuler sekrete edilebilmesi ve kas kitlesiyle iligkili degisik sonuglar vermesi
acisindan c¢ok giivenli bir parametre degildir. Serum kreatinindeki her iki kat artisin GFH’de
%50 azalma oldugu varsayilir [74]. Serum BUN degeri ise beslenmeyle, kas kitlesiyle bireysel
farkliliklar gostermesi agisindan objektif degerler tasimaz. Serum BUN, kreatinin oraninin

yiikselmesi hipovolemi gibi prerenal yetmezlikler i¢in degerlidir.

Renal dokunun %75’e varan kayiplart kompanzatuar glomeriiler hiperfiltrasyon sayesinde
asemptomatik olur. GFH, 15ml/dk’ nin altina diismesi sonunda iiremik semptomlar ¢ikmaya

baslar.
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2.4.3 Kronik Bobrek Hastaliginin Komplikasyonlari

Patofizyoloji

Bobrek fonksiyonlarindaki azalma neticesinde, bobregin homestatik etkisinin bozulmasi,
metabolik artiklarin yarattigi toksisite iremik sendrom denilen multisistemik tutulum ve

dejenerasyona neden olur (Tablo 2.9).

Tablo 2.9 Uremik Sendrom’un Multisistemik Etkileri.

_ _ ) ) ) Hematolojik
Sistemik | Gastrointestinal | Norolojik ve Kardiyovaskiiler

Immunolojik
- . Biling : . ,
Halsizlik Istahsizlik Anemi Hipertansiyon
degisiklikleri

Periferik Platelet Sol ventrikiil

Hipotermi Bulant1 ) ] ] ] o
noropati disfonksiyonu hipertrofisi

Insiilin Huzursuz Azalmig o
] ) Sol kalp yetmezligi
resistansi bacak antikor yaniti

Periferik arter

Inflamasyon Koma

hastalig1

Nobet Perikardit

KBH viicutta yaygm kronik bir enflamasyona neden olur. Gupta ve arkadaslar1 pro
enflamatuvar sitokinlerin ve akut faz proteinlerinin bdbrek fonksiyonu daha bozulmus
hastalarda yiiksek oldugunu gostermistir [75]. Artmis enflamatuvar sitokinler, anoreksiye ve
albuminiiriye ek olarak azalmig protein alimi sonucu gelisen protein enerji azligina katikida
bulunur. Hayvan c¢aligmalarinda deneklere 1L-6, TNF-a verilmesinin kas katabolizmasina ve
kaseksiye neden oldugu gosterilmistir [76]. Artmis enflamatuvar sitokinler biiyiime faktorleri,

insiilin ve insiilin benzeri biiylime faktorii direncine neden olurlar.
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Kronik subklinik enfeksiyonlar, volim yiiklenmesi, sempatik aktivite, protein enerji kaybi
kronik enflamasyonun diger sebeplerinden olabilir [77]. Uremik toksinlerin graniilosit ve
monosit hiicre siralarinda fonskiyon bozuklugu yaparak inflamasyonun uzamasina sebep
olurlar. Kronik inflamasyon neticesinde oksidatif stres artmistir. Benzer sekilde oksidatif stres
kronik inflamasyonu tetikler ayrica artmis lipid peroksidasyonu da oksidatif stresse katkida
bulunur.

Endotel Hasar1 ve Anjiopati

KBH hastalarinda 6zellikle hemodiyaliz hastalarinda ateroskleroz gelisimi yiiksektir [78].
Endotel hasart KBH’da kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler komplikasyonlar igin artmis risk

faktorudiir [79].

E.ndotelden salgilanan nitrik oksit (NO) diiz kaslar gevsemeye neden olarak vazodilatasyon
yapar. NO’nun vaskiiler permeabilitenin ayarlanmasinda, 16kosit adezyonunda, diiz kas
proliferasyonunda &nemli etkileri vardir [80]. KBH hastalarinda yapilmis pletismografik

caligmalar, endotel hasarinin erken evrelerde baslayabildigini gostermistir [81].

L-arjinin
l

Uremik Toksinler _)|

L-arjinin

NO
>ONNO'
o*

Sekil 2.10 L- arjininden NO sentezi ve {ireminin etkisi

Serbest oksijen radikal hasar1 endotel hasarindaki temel mekanizmalardandir. NAPDH oksidaz

tarafindan tretilen stiperoksit anyonlar1 endotelde hasara neden olarak NO ‘dan peroksinitrit
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gibi nitrojen tiirevlerini olustururlar [81]. Peroksinitrit, NO‘nun etkisini bozarak hiicre

hasarina neden olur (Sekil 2.11).

Diger bir mekanizma NO sentezinde gérev alan bobrek proksimal tiibiillerinden sentezlenen
amino asit L-arjininin eksikligidir [82]. Uremik toksinler de L-Arjininle yarisarak hiicre igine

transportu aksatip NO sentezini olumsuz etkilerler [83] (Sekil 2.10).

2.4.4 Kronik Bobrek Hastahg ve Yara lyilesmesi

KBH hastalarinda yaralar kroniklesme egilimindedir. KBH hastalarinda goriilen kronik alt
ekstremite llserleri, cerrahi yara alanlarindaki ayrilmalar yara iyilesme bozuklugunu klinik
pratikte en sik karsilasilan 6rnekleridir. KBH’de endotel hasari neticesinde gelisen mikro ve
makrovaskiilopati neticesinde bozulmus doku perfiizyonu yara iyilesmesini olumsuz etkiler.
Sistemik enflamatuvar yanit, iiremik toksinler ve protein-enerji kaybi, yara iyilesme

asamalarinda hiicresel ve substrat diizeyinde olumsuz etkilere neden olur.

Literatiirdeki KBH ve yara iyilesmesine yonelik ¢alismalar, uzun yillar 6nce yapilmistir ve bu
konu ilgili giincel veriler ¢cok kisithdir. 1966 yilinda Nayman, tiremik kdpeklerde laparotomi
yaralarinda erken agilmalar bildirmistir [84]. Kursh ve ark. iireminin yaranin gerilime karsi
direncini diisiirdigiinii ve kollajen diizenlenmesini bozdugunu géstermistir [85]. Yue ve ark.
KBH’li sicanlarda kontrol grubundaki saglikli siganlara gére daha fazla yara yeri enfeksiyonu
gelistigini sdylemislerdir [86]. Son yillarda yapilmis bir ¢alismada, 6 haftalik deneysel KBH
modelinde yara iyilesmesi incelenmis ve liremik siganlarda graniilasyon dokusu olusumunun
ve reepitelizasyonun azalmis oldugu, anjiogenezisin daha az gergeklestigi, VEGEF’in
saliniminin belirgin azaldig1 ve sistemik enflamatuvar sitokinlerden IL-1f saliniminin arttig

gosterilmistir [87].

KBH’ nin deride yaptig1 degisiklikler hastaligin tiim evrelerinde (erken bobrek hastaligindan
hemodiyaliz, transplant hasta gruplarina) yapilmis deri biyopsilerinde incelenmistir. Deride
kuruluk dokiintii kasintt koyulasma gibi morfolojik farklilasmalarin yaninda ve kalsiflaksi,
mikroanjiopati gibi histopatolojik degisiklikler gosterilmistir [88].
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2.4.5 Deneysel Kronik Bobrek Hastaligi Modelleri

Insan KBH patofizyolojisinin daha iyi anlasiimasi ve tedavi segeneklerinin arttirilmasi icin
deneysel modellere ihtiya¢ vardir. KBH modelini secerken hedeflenen patogenez ve
etiyolojinin taklit edilmesi Onemlidir. Deneysel yontemlerle KBH daha hizli gelisirken,
farmakolojik yontemler belli bir maruziyet siiresi gerektirirler fakat daha fazla etiyolojiyi taklit
ederler. Yiiksek mortalite oranlari bu hayvanlar i¢in dezavantajlidir. Modeller cerrahi ve

farmakolojik olarak iki ana baslikta incelenebilir.

2.4.5.1 Cerrahi Yontemler

Subtotal Nefrektomi (5/6 Nefrektomi): 5/6 nefrektomi modeli olarak da adlandirilir. En stk
kullanilan ilerleyici bobrek yetmezligi modellerinden birisidir. Teknik olarak ligasyon ya da
ablasyon ydntemleri kullanilabilir. Tlk kez 1932 yilinda ratlar iizerinde tanimlanmis ve modern
sekillenmesi Gagnon ve ark. tarafindan fareler tizerinde yayimlanmistir [89]. Bu yontemde sol
bobrek iist ve alt pollerini ablasyon veya ligasyonla uzaklastirdiktan 1 hafta sonra ikinci bir
operasyonda sag nefrektomi yapilmasini tariflemislerdir [90] (Sekil 2.12). Bu yontemin
avantaji kompanzasyon mekanizmasini aktive ederek, mortalitenin oniine gegmektir. Kan iire
azotu kontrol grubuna gore 1,5-4,8 kat artmis bulunurken glomerulosklerozis %80 oraninda
gortliir. 2 seanshi bu teknigi Seth ve ark modifiye ederek tek seansa indirmisler olasi

komplikasyonlart minimalize etmek i¢in inhale anestezi kullanmiglardir [87].

b 4
A
g

Sekil 2.12.Sag nefrektomi ve sol 2/3 nefrektomi
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Bu modelde KBH, glomeriil kayb1 ya da interstisyel fibrozis nedeniyle bobrek fonksiyonlart
stirekli ve ilerleyici olarak bozulmaktadir. Kren ve ark farelerde sag nefrektomi ardindan 1
hafta sonra renal polleri baglamak yerine renal arterin dallarina ligasyon uygulamislardir.

Serum Kreatinin ortalama 2 kattan fazla artarak 0,85ml/dl bulunmustur.

Tek Tarafli Uriner Obstriiksiyon: Abdominal insizyonla girildikten sonra iireterlerden
birine dikis konarak {ireter liimenin kapatilmasidir. Ligasyonun oldugu taraftaki bobrek renal

kaliksinde hidronefroz gelisir. intertisyel fibrozis calismalari igin uygundur [91].

2.4.5.2 Farmakolojik Yontemler

Adenin: Oral yolla yem igerisine karistirilarak verilen adeninin 2 hafta uzun siireden fazla
alinmas1 durumunda bobrekte interstisyel infiltrasyon, fibrozis, tiibiillerde dilatasyon ve tiibiil
bazal membraninda kalsifikasyon izlenir. 4 haftadan sonra agir anemi, hiperfosfatemi,

hipokalsemi goriiliir [92].

Siklosporin:15-25 mg/kg/giin dozunda intraperitoneal olarak 28 giin boyunca ya da
Takrolimus 1-6 mg/kg/glin dozunda 4-8 hafta siireyle uygulanir. Serum kreatinin seviyeleri
anlamli olarak yiikselir, tiibiil epitel hiicrelerinde vakiiolizasyon ve sisme, dilatasyon,
apoptozis, nekroz ve atrofi ile interstisyel alanda band seklinde fibrozis gelisir. Damarlarda ise

arteriolar hyalinoz izlenir [93].

Sisplatin: Letal dozda olmayan Sisplatin 2 mg/kg/hafta dozunda, 7-10 hafta siireyle

uygulanmas1 sonucu bobreklerde tiibiil gevresinde fibrozis gelisir.
Puromisin: Tek tarafli nefrektomi, ardindan 100 —150 mg/kg i.p, 4-6 hafta sonra 40-45 mg/kg

I.p 2-3 kez haftalik tekrarlanir. Bobrekte, lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu, glomeriiloskleroz,

interstisyel fibrozi ve proteiniiri goriliir.
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Adriamisin: Tek tarafli nefrektomi ve ardindan siganlarda 2 mg/kg 3 hafta aralikla toplamda 2
kez uygulama; farelerde 10-11 mg/kg i.v yapilir. Bobrekte, lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu,

glomeriiloskleroz, interstisyel fibrozi ve proteiniiri goriiliir [94].
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2.5 KOK HUCRELER

2.5.1 Genel Bilgiler

Kok hiicreler, sinirsizca kendilerini yenileyebilme ve 6zellesmis fonksiyonu olan daha olgun
hiicrelere doniisebilme kapasitesi olan hiicrelerdir. Kok hiicre arastirmalarindaki ilginin
temelinde, hasar gérmiis, hastalikli organ ve dokular i¢in yeni saglikli bir kaynak arama
ihtiyact ve kok hiicrelerin kesfedilmis yetenekleri yatmaktadir. Bu baglamda miyokart
enfarktiisii, Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi dejeneretif ve fonksiyon kaybiyla seyreden

veya yaniklar gibi genis doku kaybinin oldugu genis hasta gruplari olan hastaliklarin tedavisi

i¢in umut vadetmektedir.

Tablo 2.10 Farklilagsma yeteneklerine gore kok hiicrelerin siniflandirilmasi.

Totipotent

Tek basina tiim organizmayr meydana
getirebilecek genetik bilgiye ve giice sahip

hicrelerdir.

Pleuriopotent

Blastokist asamasi akabinde c¢ok genis

hiicre gruplarini olusturabilen hiicrelerdir.

Multipotent

Farkli organ sistemlerinde, farkli doku
tiplerine  donilisebilme  yetenegi olan

hicrelerdir.

Oligopotent

Lenfoid myeloid hiicreler gibi birkag hiicre

tipine doniisebilen hiicrelerdir.

Unipotent

Insanda k&k hiicreler, embriyonun erken dénemindeki i¢ hiicre tabakasinda (embriyonik kok
hiicreler), fetiisteki umblikal kord ve plasentada (fetal kok hiicreler) ve erigkin donemde
organlarda tanimlanmiglardir (yetiskin kok hiicreler). Bu organlarda kok hiicreler birden fazla

Ozellesmis hiicre tipine doniigebilirler (6rnegin noéral kok hiicreler beyindeki noronlar glial

Tek bir doku tipinde gogalabilen hiicreler.




hiicrelere, astrositlere doniigebilirler) bulunmuslardir. Bir kok hiicre farkli organ sistemlerinde,
farkli doku tiplerine doniisebilme yeteneginde olmasina multipotentlik denir. Diferansiyasyon

yetenegine hiicreler adlandirilabilirler (Tablo 2.10).

2.5.2 Embriyonik kok hiicreler

Embriyonik kok hiicreler, blastokist agsamasinda i¢ hiicre tabakasinda bulunan pleuripotent
hiicrelerdir. Endoderm, ektoderm ve mezoderm adi verilen ii¢ ana doku katmanini olusturmak
tizere farklilagirlar. Bu hiicrelerin kiiltiire edilmesi basarilmistir (Sekil 2.13) [95]. Embriyonel
kok hiicreler yiiksek seviyede telomeraz aktivitesi igerirler. Hiicre replikasyonu ile
aktivasyonda azalma gozlenmez, bu nedenle sinirsiz proliferasyon kapasitesine sahiptirler. Bu
asamada hiicreler embriyon disina c¢ikarildiklarinda, deneysel yolla farklilasabildikleri ve
dokulardaki hiicrelere benzer hiicrelere doniisebildikleri birgok kez gosterilmistir. Ancak
hiicrelerin yiiksek telomeraz enzimi etkinligi sonucunda kontrolsiiz ¢ogalmalari ile timor

hiicresine doniisme olasilig1 da yiiksektir.

Fetal kok hiicreler, fetal donemdeki primitif hiicrelerdir. Fetiis iizerindeki ¢alismalar su ana
kadar fetal kok hiicreleri ii¢ ana hiicre gurubunda gosterebilmistir. Hematopoetik kok hiicreler,
noral kok hiicreleri, pankreas ada kok hiicreleri. Noral kok hiicreler diferansiye olmamisken
kiiltire edilip farkli hiicre gruplarma (glia, astrosit) farklilasabildigi gosterilmistir [96].
Hematopoetikpetik kok hiicreler ise fetal karaciger ve kemil iliginde veya umblikal kord ile
plasentada, izole edilmislerdir. Embriyonel ve fetal kok hiicrelerin kiiltiire edilmesi ve tedavi

icin kullanilmasiyla ilgili medikolegal tartismalar devam etmektedir.
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Blastokist i¢ membran hiicreleri

Embriyonel kok hiicreler
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Sekil 2.13:Embriyonik kok hiicreler

2.5.3 Yetiskin kok hiicreler

Yetigkin kok hiicreler, kemik 1iligi veya beyin gibi diferansiye olmus dokulardaki
farklilasmamis kok hiicrelerdir. Organizmanin hayati boyunca, kendilerini yenileyebilir,
kopyalayabilir ve ilgili dokuya ait bir hiicreye doniisebilirler. Yetiskin kok hiicre kaynaklari,
kemik iligi, beyin, pankreas, gastrointestinal traktus, karaciger, iskelet kasi, deri, géz ve
kandir. Tim kok hiicreler igin bulunmasi gereken iki 6zellik vardir. Birincisi sekansiyel
kendini yenileyebilme ikincisi ise gerektiginde baska 6zellesmis bir hiicreye doniisebilmedir.
Sekansiyel kendini yenileyebilme ya da simetrik boliinme, mitoz sonucu olusan kardes
hiicrenin ayni boliinebilme ve Ozellesebilme yeteneginin olmasidir. Kok hiicre cesitli
sinyallerle 6zellesen bir hiicreye dondiigiinde (asimetrik boliinme) bu multipotentlik 6zelligini
yitirir. *’Plastisite’” adi verilen kavram ise multipotentlik 6zelligini kaybetmeyen 6zellesmis

eriskin kok hiicreler i¢in kullanilmaktadir.
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2.5.4. Yetiskin Kok Hiicre Plastisitesi

Dokuya 6zgiin kok hiicrelerin, kaynak dokudan daha farkli bir hiicre tipine farklilasabilme
yetenegi “yetiskin kok hiicre plastisitesi” dir [97]. Calismalarda bazi yetiskin kok hiicrelerin
multipotent olabilecegi gosterilmistir. Bjornson ve arkadaglari beyin kok hiicrelerinin kan
hiicrelerine ve iskelet kasi hiicrelerine doniigebildigini gostermistir [98]. Plastisiteyle ilgili en
¢ok calismanin yapildigi yer hematopoetik kok hiicrelerdir. Kemik iliginden elde edilmis
hematopoetik kok hiicrelerin de iskelet kasi, myokart, beyin hiicrelerine doniilebildigi

gosterilmistir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14 Kemik iligi kok hiicrelerinin farklilasma tirtinleri.

Kok hiicrelerin plastisiteni agiklayan dort adet mekanizma teorisi mevcuttur.

1) Transdetermination: Bazi hiicre dizilerini(lineage) olusturmaya programlanmis olan kok
hiicre bir diger kok hiicreye degisir ve bu prekiirsor hiicrelerin hiicre tiplerini meydana getirir.
2) Trandiferansiyasyon; Bu olayda farklilagsmis hiicre bir diger farklilagmis hiicrenin fenotipini
kazanir.

3) Dediferansiyasyon; Bir progenitér veya prekiirsor hiicrenin dediferansiyasyonu; bunu
takiben bir diger hiicre dizine farklilagmasidir.

4) Hiicre fiizyonu; Kok hiicre veya daha olgun hiicrelerin yonlenmis hiicre dizileriyle fiizyonu,

yeni yonlenmis hiicre dizilerinin olusumuna yol agar.
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Bu doniigiimiin gerceklestigini kanitlamak i¢in yani plastisiteden bahsedebilmek i¢in 3 kosul
gerceklesmelidir:

1) Degisen hiicrenin orijini hiicre belirtegleri ile belirlenmelidir

2) Degisen hiicrenin bulundugu dokunun morfolojik pargasi oldugu gosterilmelidir

3) Degisen hiicre bulundugu dokunun ya da organin fonksiyonlarini edinmelidir.

2.5.5 KoK hiicrelerin gosterilmesi

Erigkin kok hiicre plastisitesini bildiren ¢aligmalarin %80’den fazlasi bugiine dek kemik iligi
(K1) ya da hematopoetik kok hiicrelerle gerceklestirilmistir. Her hiicrenin yiizeyinde o hiicreye
0zgl ylizey reseptorleri vardir. Bu durum kok hiicrelerde de ayni sekildedir. Bu ylizey
reseptorlerinin floresan isaretleyicilerle isaretlenip ardindan sayilmasi (floresan yardimli hiicre
sayimi (FACS) ile mevcut kok hiicre sayisi belirlenebilmektedir. Kisa siireli deneysel
calismalarda karboksifloresein diasetat stiksinimidil ester (CFSE),
1,1’-Dioktadesil-3,3,3”,3’-tetrametilindokarbosiyanin (Dil) gibi ge¢ici floresan isaretlemeler
de kullanilabilir. Ancak bu tip uygulamalarda hiicre boliinmesi ile floresansda azalma olacagi
g6z oOniinde bulundurulmalidir. Kemik iligi iki ana kok hiicre grubu ylizey belirtegleri iyi

tanimlanmaistir.

Hematopoetik Kok Hiicreler ; Kemik iligindeki ana plueropotent kok hiicre grubudur.
Yiizey belirtegleri siklikla CD34, "Vaskiiler endotelial Growth Factor Receptor-2 (VEGF R-
2)" veya "Kinase insent domain receptor (KDR)", CD90 (Thy-1), CD-117 (c-Kit), CD164,
CxC-Chemokin receptor 4 (CxCR-4). Pglycoprotein, rhodamine 123, Hoechst 33342, Stem
cell antigen (Sca-1)", AA4, CDA45, Bcerpl/ATP binding casette (ABC)G2’dir. Prekiirsor
hiicrelerin bir kismi DNA boyasi olan Hoechsti tutmaz ve flow sitometrede uzaklasan cogalma
gosterirler. Bunlara side population (SP) hiicreleri denir. SP hiicreleri kordon kaninda, kemik

iliginde, iskelet kasinda bulunabilir.

Mezenkimal Kok hiicreler: Kemik iligindeki diger kok hiicre grubudur. Yiizey belirtegleri
CD 29, CD79, CD105, CD45-, CD 133 + dir [99].
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Kok Hiicrelerin Fonksiyonel Gosterilmesi

Kok hiicreleri izole etmek, kiiltiire etmek ve verildikleri alanlardaki fonksiyonlari tespit
etmek zordur. Plastisite sonrasi hiicre fonksiyonlarinin degerlendirilebildigi smirli sayida
calisma vardir. Bunlardan en basarili olanlardan biri hayvanda fumaril asetoasetathidrolaz
(FAH) enzimini kodlayan genin delesyonu sonucunda meydana gelen deneysel herediter

tirozinemi modelinde gosterilmistir [100].

Orlic ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger 6nemli ¢alismada arastirmacilar, fare myokart
iskemisi modelinde infarktiise ugramis olan alana verdikleri KH’lerin kardiyomyosite

dontigerek kardiak fonksiyonlari diizelttigini gostermistir [101].

2.5.6 Kok Hiicre Kaynaklari

Tablo 2.11 Kok hiicre kaynagi dokular

Kok Hiicre Uretilen

] Kan, endotel, hepatosit, kas
Hematopoetik Kemik iligi )
hiicreleri

Noronlar, astrositler,
Beyin oligodendrositler, kan

hiicreleri

. ] ] Epidermal katlardaki tiim
Epitelyal Barsak, epidermis
hiicreler

Kemik, kikirdak, tendon, kas,
Mezenkimal Kemik iligi, yag, kikirdak ilik stromasi, ndral hiicreler,

endotelyal hiicreler

o Primordial germ hiicreleri,
Embriyonik Biitiin hiicreler
blastokist hiicreleri

40



2.5.6.1. Kemik iligi

Kemik iligi {i¢ ana hiicre grubundan olusur:
1.Hematopoetik Kok hiicreler
2.Mezenkimal Kok Hiicreler

3. Endotelyal Prekiirsor Hiicreler

Kemik iligi Kokenli Hematopoetik Hiicreler

Hematopoetik kok hiicrelerin kesfi Till ve McCulloch 1960’larda yaptiklar1 6limciil dozda

radyasyona maruz kalan farelerin dalaklarindaki nodiillerin diger deneklere aktarildiginda da

goriilmesi tlizerine olmustur [102]. O dénemde bu hiicreler izole edilmemisken gilinlimiizde

bir¢cok progenitor hiicre tanimlanmis durumdadir. Her progenitor farklilastiracagi koloniye

gore isimlendirilir. Lenfoid hiicreler i¢in bunlar lenfoid kolonisi olusturucu tinite (CFU-L) ,

Graniilosit ve monositler i¢in graniilomonositik koloni olusturucu tinite (CFU-GM) olarak

adlandirtlirlar (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15 Kemik iligi kok hiicre gruplar1 ve Hematopoetik kok hiicrelerin kan hiicrelerine degisimi
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Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok hiicreler .

Kemik iligi stromasindaki multipotent hiicrelerdir. Bu stromal yapi hematopoetik kok
hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagmasi icin destek gérevi goriir [103]. ik kez 1966 yilinda
Friedenstein tarafindan fibroblastlara benzemelerinden dolay1 fibroblast kolonize olusturucu
tinite( CFU-F) olarak tanimlanmis, mezenkimal kok hiicre ismini daha sonra almiglardir [104].
MKH’ler kemik iliginin kiigiik bir kismini olusturmaktadirlar. Calismalarda kemik iligi
aspirasyonunda 1x10° mononiikleer hiicreye karsi ortalama 2 ile 100 arasinda degisen sayida

MKH mevcut oldugu gosterilmistir.
MKH'nin karakteristik fenotipik ve immiinolojik 6zellikleri vardir.
Mezenkimal Kok Hiicrelerin Fenotipik Ozellikleri

MKH’nin plastige afinitesi vardir. Kiiltiir petri kaplarinda tabana yapisirlar. Bu 6zellikleri in
vitro kiiltiirde izole edilmelerini kolaylastirir. Diisiik dansitedeki kemik iligi mononiikleer
hiicreleri %10’luk basal media olarak adlandirilan fetal calf serum (FCS) veya fetal bovine
serumda (FBS) 2-3 giin bekletildiklerinde petri kabi ylizeyinde hiicreler goriinmeye baslar.
Petriye yapismamis hiicreler bu asamada uzaklastirilir ve hiicreler birlesip bir tabaka
olusturana kadar fresh media eklenir. MKH tripsin verildikten ve ileri pasajlarla sayisi

cogaltildiktan sonra toplanabilirler.

Bu hiicrelerin mikroskobik bakisinda hiicrelerin ig seklinde oldugu ve fibroblast benzeri hiicre
topluluklart olusturduklar1 dikkati ¢ekmektedir. Hiicreler, diisiik yogunluklarda Kkiiltiir
edildiginde koloni olusturmaya meyil ederken, daha yiiksek hiicre yogunlugunda ise koloni

olusturmak yerine yan yana dizilmis hiicre gruplar1 halinde ¢ogaldiklar1 g6zlenmektedir [105].
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Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immiinolojik Ozellikleri

MKH’ler allojenik transplantasyon i¢in ideal adaylardir. T hiicre kaynakli immiin yanit i¢in
gerekli olan ko-stimulatér mediyatorler, MHC class II ve ICAM ekspresyonunu ¢ok az
yaparlar. T hiicre proliferasyonunu inhibe ederek ciddi immiin diizenleyici rol oynarlar [106].
Bu ozellikleriyle graft versus host hastaligint (GVHD) azalttigi ve deri allogreftinin sag

kalimini uzattiklar1 gosterilmistir [107]. .

Son calisgmalarda MKH’nin dentrik hiicrelerde, T hiicrelerinde ve natural killer hiicrelerinde
sitokin salgist profilini degistirdigi gosterilmistir. Proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IFN-y)
salgisin1 azalttigi ve baskilayici sitokinlerin (IL-10) salgisini arttirdigi gosterilmistir [108].

MKH’ler pek ¢ok hiicre tipine farklilasma yetenegine sahip multipotent kok hiicrelerdir.
Immiin fenotiplendirilmesi yapilmamisken, Uluslararasi Hiicre Tedavileri Dernegi (ISCT)
calisma grubu, MKH taninmasi i¢in gerekli minimum kistaslarla ilgili bir bildiri yayinlamigtir

[109].

1.Plastige afinite
2. Yiizey belirtegleri icin CD105,CD703, CD35 pozitifligi; CD 34, CD 45, CDI11b, CD19,
CDI11b, CD14, CD73a negatifligi

3.In vitro kondrosite, osteoblasta, adiposite farklilasabilme

Kemik iligi disinda deride, amniyon sivisi, kordon kani, kordon stromasi ve plasentada, adipoz
dokuda, kemik/periost, kas dokusu, dis pulpasi ve maksillofasial dokular, karaciger,

lipoaspirasyon materyalleri, sinovial sivida bulunur (Tablo 2.12).
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Tablo 2.12 MKH kaynaklari

MKH Kaynag Farkhlasabildikleri Hiicreler

Adiposit
Astrosit, ndron
Kardiyomiyosit
Kemik iligi Kondrosit, Osteoblast, Kas
Hepatosit
Endotel hiicresi
Stroma Hiicresi (fibroblast)

Adiposit
Kas dokusu Endote"l hiicresi
Noron
Kondrosit, Osteosit
Spongiy6z kemik Adiposit, Kondrosit, Osteoblast
Dermis Adiposit, Kondrosit, Kas, Osteoblast
Adipoz doku Kondrosit, Kas, Osteoblast, Stroma
P Hiicresi (fibroblast), Endotel hiicresi
Periosteum Kondrosit, Osteoblast
Perisit Kondrosit, Osteoblast
Periferik kan Adiposit, Fibroblast, Osteoblast,
Osteoklast

2.5.6.2. Epidermis

Deri viicudumuzun en biiyiik organidir. Epidermis ektodermal, dermis mezodermal kokenlidir.
Bu kok hiicreler epidermisin bazal katmaninda ve sa¢ folikiillerinin altinda bulunurlar

(Sekil 2. 16)

Epidermal kok hiicreleri basal tabakada ve kil folikiiliniin dis kilifinda bulunarak
keratinositleri meydana getirirlerken, folikiiler kok hiicreleri hem sa¢ folikiillerini, sebase
hiicreleri hem de epidermisi meydana getirirler. Keratinositler genis yiizey yanikli hastalarin
tedavisi i¢in 1970°li yillarda, alinan deri greftlerinin kiiltiire edilebilmesi ve igerisindeki

keratinositlerin seri pasajlarla ¢ogaltilmasi sonrasinda kiiltiirlerle tabakalar iizerine yayilarak
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greftlemeler yapilmistir [110]. Daha sonralar1 yiizey belirteci olan CD71 kesfiyle
keratinositlerin izole kiiltiirii bagarilmigtir [111].

/
—_——— e———
--PW". 16" = ’\-" e k

Bazal hiicreler

Farklilasan
keratinositler

Bazal keratinositler

Sebase bez

Matrix hiicreleri

Dermal Papilla

Sekil 2.16 Kl folikiilii dis ve i¢ kilifi igerisindeki kok hiicreler [112]

Dermisten multipotent 6zellikli kok hiicrelerin néronlara, glial hiicrelere, diiz kaslara ve yag

hiicrelerine doniistiigii gosterilmistir [113].

2.5.6.3. Amniyotik Sivi

Tiim ekstra embriyonik kaynaklar icerisinde dogum oOncesi elde edilebilen tek kaynak
amniyon sividir. Amniyon sivisi igerisinde fetal deri, solunum ve gastrointestinal trakt epitel
agirlikli hiicreler vardir. Gebeligin ilerleyen haftalarina gére sivinin ihtiva ettigi hiicrelerin
kompozisyonu degisir [114]. Amniyon sivinda HKH ilk tespit edilmisler, mezenkimal kok
hiicrelerin kesfi daha sonra olmustur [115]. Bu hiicrelerle yapilmis incelemelerde MKH’lerin

farkl hiicrelere degisebildigi gosterilmistir [116].
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2.5.6.4 Umblikal Kord

Umblikal korddan ilk elde edilmis kok hiicreler hematopoetik kdok hiicrelerdir. Bu hiicreler
embriyonik kok hiicre ile yetiskin kok hiicre arasinda bir niste seyretmekte olup iiretilmesi
tedavi acisindan embriyonik kok hiicrelere gore daha az etik problemler arz etmektedir.
Yapilan c¢alismalarda umblikal kordun mezenkimal hiicreler agisindan da zengin oldugu
gosterilmistir [114]. Umblikal kordun hem kanindan, hem de Wartin jelinden kok hiicre elde
etmek miimkiindiir (Sekil 2.17). Umblikal kord kani hem pluripotent kok hiicreler, hem de
hematopoetik kok hiicreler i¢in kaynaktir [117, 118].

Kordon kani1 kokenli

KH Wharton Jeli kokenli KH

Kordon kani
Progenitor hiicreler

Sekil 2.17 Umblikal kord ve kok hiicre elde edilebilecek alanlar[119]

2.5.6.5 Adipoz Doku

Adipoz doku embriyoda mezodermden gelisir. Lokalizasyon ve fonksiyonlarina gére birkac
tip yag doku mevcuttur. Beyaz, mekanik, kahverengi, kemik iligi ve meme yag dokusu. Beyaz
adipoz doku, enerji kaynagi olarak ve leptin, adiponektin, resistini osteopontin, lipokalin gibi
adipokin faktorleri salgilayarak endokrin organ gibi gorev yapar. Kahverengi yag dokusunun
gorevi termoregiilasyondur. Yenidoganda aorta, kalp, bobrekler etrafinda yogun olarak

bulunurken ilerleyen yasla birlikte miktar1 azalir. Mekanik adipoz doku avug i¢i, retroorbital
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bolge gibi 6zellesmis bolgelerdeki destek hiicreleridir. Memedeki adipoz doku ise laktasyon
sirasinda meme glandlarina destek ve enerji kaynagidir. Kemik iligindeki adipoz doku ise

hematopoetik kok ve progenitor hiicreler i¢in diizenleyici sinyaller saglar.

1960 larda Rodbell adipoz dokuda, adipositler progenitor hiicreler fibroblastlar, kan ve endotel
hiicrelerinden olusan heterojen “’stromal vaskiiler fraksiyonu’’(SVF) tanimlamistir [120]..
Sonrasinda yapilan caligmalar SVF hiicrelerinin, adipoz hiicreleri in vitro iiretebilecek
prekiirsor hiicreleri barindiran fibroblast benzeri morfolojide oldugunu goéstermistir [121].
SVF sadece igerdigi kok hiicre yoniiyle degil gesitli biiylime faktorii sentezleme yetenegi olan
preadiposit, adipoblast ve endotelyal hiicreler agisindan da olduk¢a onemlidir. Zuk yaptigi
calismada adipoz dokunun mezenkimal kok hiicreleri i¢in bir kaynak teskil ettigini ve bu
hiicrelerin yag, kikirdak, kemik dokularina diferansiyasyonunu gostermistir. Ayni1 yazar
adipoz kokenli kok hiicrelerin kemik iligi kok hiicreleri ile ayni yiizey belirteglerine(CD29+
CD44+, CD71+, CD90+,CD105+, SH3+, CD31-, CD34—, CD45-) sahip oldugunu
gostermistir [122]. Adipoz kokenli kok hiicreler SVF i¢inde %2-10’luk kismi olusturmaktadir

ve bu oran alinma teknigine gore degisiklik gostermektedir

Adipoz doku lipektomi ile elde edilir. Lipektomi cerrahi eksizyon veya liposuctionla
yapilabilir. Liposuction, plastik cerrahinin temel ameliyatlarindan biri olup, medikolegal
sorunlara veya ek morbiditelere neden olmadan kemik iligine kiyasla 100-1000 kat arasinda
kok hiicre elde edilmesine imkan verir [123]. Liposuction teknigi tiimesan, 1slak, ultrasound
yardimli olabilir. Cerrahi eksizyon tekniginin ve ilk 24 saat i¢inde verilmesinin en verimli
sonucu elde etmek i¢in 6nemli oldugu laser ve ultrasound liposuction ydnteminde hiicre

6liimiiniin daha fazla oldugu bazi otorlerce diigiiniilmektedir [124].

Toplanan dokulardan kok hiicre elde edilmesi igin birka¢ protokol tanimlanmistir. Bu
protokollerin ortak mantig1 kollajenaz veya tripsin gibi enzimlerle hiicreler arasi ayrismay1

saglamak ve santrifiij yontemiyle yogunluklarina gore hiicreleri ayrimaktir [125, 126].

Adipoz kokenli kok hiicreler kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerle benzer yiizey

belirteglerine sahiptir. Her ikisinde de multipotentlik potansiyelini gésteren STRO-1, CD105,
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CD166 yiizey belirtegleri mevcuttur [127, 128]. Diger belirteclerle ilgili tablo asagidadir
(Tablo 2.13).

AKKH dogal olarak olgun adipositlere farklilasma egilimindedirler. Bir¢ok arastirmaci bu
hiicrelerin multipotensini gostermeyi basarmislardir. Osteojenik farklilasma Ascorbat,
betaglycerophosphat, dexamethazon ve vitamin D(3) kullanarak AKKH’nin in vitro ortamda

degistigi, ekstraselliiler matrikste kalsium fosfat toplandigi gosterilmistir [129].

Tablo 2.13 AKKH yiizey belirtegleri ve gorevleri [122]

Yiizey Belirteci Gorev
CD29 ( beta-1-integrin) Anjiogenezis
Interseliiler adezyon molekiil-1 (ICAM-1:CD54) Immunglobulin siiper gen ailesi
CD44 (Hyaluronat reseptor) Ekstraseliiler Matriks gelisimi
HLDR-, MHC class 1 + Immiin modiilasyon, azalmis rejeksiyon
CD105 CD73 CD90 pozitifligi
CD45, CD34ve CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 Mezenkimal stromal kok hiicre kriterleri
negatifligi

Hepatosit growth faktor, fibroblast growth fakotr transferrin nikotinamid verilmesi sonrasinda
hepatositlere farklilagsma gosterilmistir. Farklilasan AKKH hepatositlere benzer sekilde

albumin ve diger fraksiyonlarda proteinler tirettigi gortildii [130].

Safford ve arkadaglari 2002 yilinda yaymladiklar1 ¢alismada AKKH leri valproik asit,
butillestirilmis  hidroksiyanizol, insulin ve hidrokortizon etkisiyle sinir dokusuna
farklilastirmis ve immunhistokimyasal yontemlerle sinir dokusuna ait filament M, netsin ve

NeuN maddeleri gostermistir [131].
Kondrojenik farklilasma in vitro ortamda aljinat makriks iizerinde kondrojenik medyum

kullanilarak kikirdak matriks sentezledigi goriilmistiir [132]. Baska bir ¢alismada ise TGFb1,

askorbik asit, insulin ve transferin etkisiyle kondrojenik farklilagsma saglanmstir [133].

48



2.5.7 Mezenkimal Kok hiicreler ve Rejeneratif Tip

Rejeneretif tip, teknolojik yeniliklerle dogru orantili olarak hizla ilerleyen multidisipliner bir
arastirma alamidir. Kok hiicre, biiylime faktorleri, biyomateryallerin kullanilarak, hasar
gormiis, yaslanmisg, hastalikli hiicre, doku ve organlar1 onarip yerine koyarak ve rejenere ve
rejlivene ederek fonksiyonlarini isler hale getirmeyi hedefler. Yetiskin kok hiicre arastirmalari
hastalikli ve hasarli organlari yenileyici etme yetenegi bakimindan gelecegin rejeneratif
tibbinin temelini olusturacaktir. Kok hiicreler hakkinda giinlimiize kadar yapilmis ¢alismalar
bize doku ve organlarin olusumu ve gelisimi hakkinda 6nemli bilgiler vererek, onarimin ve

rejenerasyonun kapisini agmustir.

MKH’lerin basta hiicresel tedaviler, doku miihendisligi, bagisiklik baskilayici tedaviler ve gen
tedavileri olmak iizere bir¢ok alanda klinik kullanim potansiyeli olmasi bu hiicrelere olan

ilgiyi giderek arttirmaktadir.

Mezenkimal kok hiicrelerin, ozellikle rejeneratif tip uygulamalar i¢in en ¢ok ilgi c¢eken
6zelligi bu hiicrelerin uygun mikrogevre kosullarinda basta bag doku olmak {izere ¢ok ¢esitli
hiicre tiplerine farklilagabilme potansiyeli varligiin gosterilmis olmasidir. Cesitli arastirmalar
in vitro kosullarda uygun uyaranlar ile osteojenik, adipojenik, kondrojenik, miyojenik
farklilasma kapasitelerini ve hematopoetik stroma olusturabildiklerini  gostermistir.
Mezenkimal kok hiicreler, in vitro ortamda kolaylikla farklilagsmaya yonlendirilebilmektedir.
Adipojenik, osteojenik, kondrojenik farklilasma 6zelliklerinin in vitro gosterilmesinin, MKH
tanimlamas1 i¢in sart oldugu bildirilmistir. Cesitli konsantrasyonlarda benzer veya farkli
uyaranlara maruz birakilarak giinler igerisinde ¢ok sayida hiicrenin farkli tipte hiicreye

dontigiim gosterdigi bircok calismada gdsterilmistir.

Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu; kok hiicrelerin  kaynaklandigi dokudan
ayristirtlmasi, hazirlanmasi1 ve elde edilmesini takiben, uygun sartlarda kiiltiire edilerek
istenilen hiicre ¢esidine farklilastirilmast ve sadece farklilastirdiklar: tipteki hiicrelerin
cogaltilmasi islemidir. Mezenkimal kok hiicrelerin in vitro karakterizasyonunda kullanilan

baslica farklilasma protokolleri Tablo 2.14°te gosterilmistir
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Tablo 2.14 Mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonunda kullanilan baslica farklilasma protokolleri.

Farkhlasma ]
Medya Serum I¢cerik
Protokolii

0.5mM IBMX,
1 mikroM deksametazon,
Adipojenik DMEM FBS(%10) 10 mikroM insiilin,
200 mikroM indometazin,
%7J1antibiyotik/antimikotik

0.1 mikroM deksametazon,
50 mikroM askorbat-2-fosfat,
10 mM B- gliserofosfat,
%1 antibiyotik/antimikotik

Osteojenik DMEM FBS(%10)

6.25 mikrog/ml insiilin,
10 ng/ml TGFB1,
50nM askorbat-2-fosfat,
%1 antibiyotik/antimikotik

Kondrojenik DMEM FBS(%10)

50 mikroM hidrokortizon,

Miyojenik DMEM FBS(%10) HS(%5) %1 antibiyotik/antimikotik
0

Norojenik DMEM Yok 5-10 mM B-merkaptoetanol

(DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, FBS: Fetal bovine serum (Fetal buzagi serumu), HS: Human

serum (Insan serumu))

2.5.8 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanim

2.5.8.1 Kemik Onarim

Osteopeni ve osteoporoz birgok insani ilgilendiren kemik hastaliklaridir. Devam etmekte olan

caligmalar kemik defektlerinin onarimi i¢in farmakoloji, gen ve hiicre tedavileri yogun olmak
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tizere devam etmektedir. Doku miihendisligi i¢cin uygun hiicrelerin kendilerini yenileyebilmeli
ve bagisiklik sistemiyle uyumlu olmalidirlar. Osteoblast farklilasmasi iskelet dokusunun
olusmasi ve kemik remodellinginde 6nemli bir asamadir [134]. Mezenkimal hiicrelerin in vitro
osteojenik potansiyeli gosterilmistir. Bu calismalar sonrasinda kemik defektlerinin in vivo
olarak onarilabilecegi fikri dogmustur. Bunun {izerine birgok labaratuarda osteojenik
farklilastirilmis MKH’leri skafold ve biyomateryallere ekmiglerdir. En dikkat c¢ekici
biyomateryaller atelokollajen [135], hidroksiapatit tirikalsiyum fosfat (HA-TCP) ve PGA dir
[136].

Literatiirde umut verici ¢alismalar mevcuttur. Klinik bir vakada AKKH ile kalvarial kemik
defekt onarimi yapilmistir. Siganda deneysel yarik damak modelinde poliaktik asit skafolda
emdirilmis AKKH’lerle defekt basarili bir sekilde defekt kapatilirken, kok hiicre olmayan
skafoldla defekt kapatilamamistir [137].

2.5.8.2 Yumusak Doku Onarim

Genis yumusak doku defektleri travma yanik onkolojik rezeksiyonlar sonrasi yaygin goriilen
bir durumdur. Yaslanmaya sekonder gelisen kirisiklarin diizeltilmesi ve diger kozmetik dolgu
islemleri ise giderek daha fazla hasta ihtiya¢ duymaktadir. Yumusak doku rejenerasyonu igin
kollajen, hiyaliironik asit, silikon kullanilmistir. Bu malzemelerin maliyet, allerji,
biyouyumluluk sorunlari gibi dezavantajlar1 vardir. Otojen yag greftleri klinikte kullaniyor
olsa da kisa greft sag kalimi gibi dezavantajlar1 vardir. Yag greftinin sag kalimini arttirmak
icin de novo adipoz doku skafoldu olusturulmasi igin ¢aligmalar yapilmistir. Min ve
arkadaslar1 fareler {izerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda kiiltiire edilmemis AKKH ile 9 aya varan
yag grefti sag kalimi bildirmislerdir. AKKH salgiladiklar1 proanjiogenik faktdrlerin sorumlu
oldugu distintilmistiir [138].

Yoshimura ve ark. yag hiicre kaynakli stromal vaskiiler fraksiyonu yiizde lipoatrofide ve

meme agumentasyonunda kullanmislardir. Bu calismalarda yag grefti sag kalimi artarken

lipoenjeksiyon yapilan sahalarda fibrozise rastlanmamustir [139, 140].
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2.5.8.3 Kikirdak Onarmm

Mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilagsmasi deneysel calismalarda gosterilmistir.
Histolojik incelemede alginata ekilmis kok hiicrelerin Tip II kollajen ve proteoglikandan
zengin ekstraseliiler matriks sentezleyerek nodiiller seklinde birikim gdstermistir. Kemik iligi
ve adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilasmasi arasinda ise bir
farklilik saptanmamigsitir [141]. AKKH kullanilarak yapilmig in vivo ¢alismalarda kikirdak
benzeri dokunun ftretildigi gosterilmistir. Kok hiicre emdirilmis kiireler kas dokular arasina
saklanmig ve 6 hafta sonra kikirdak olustugu gozlemlenmistir [142]. Baska bir ¢alismada
AKKH emdirilmis skafoldlar tizerinde oksijen basinci, media kompozisyonunun {izerinde
etkisi oldugunu gostermistir. Eklem tizerindeki biyomekanik stresse dayanikli kikirdak tiretimi

igin in vivo ve in vitro miithendislik ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.5.8.4 Sinir Onarimi

Kok hiicrelerin néronal diferansiyasyonunun gosterilmesi uzun yillardir rejenerasyon yetenegi
olmadig1 bilinen sinir dokusu onarimi i¢in biiyiikk bir ilgi olusturmustur. AKKH yiiksek
yogunlukta kiiltiire edildiklerinde nérosfer seklini alirlar (Sekil 2.18).

. —_ @» Norosfer

E@E—)l_m‘l

Sekil 2.18 Noral kok hiicrenin norosfer seklinde kiiltiire olmasi [143]

Laminin iizerindeki sferoid govdelerin sirali kiiltiirleri sonucuda noéral farklilasma gerceklesir
[144]. Bu hiicreler noral prekiirsorler seklinde mikroskobik goriintiisii veya yiizey
belirteglerini gostermesiyle taninirlar. Elektriksel aktivitesi ve fonksiyonu olgun merkezi sinir
sistemi karakteristiginde hiicrelerin olugmasi hala miiphemdir. Bunun yaninda serebral iskemi,
spinal kord hasar1 ve norolojik hastaliklarla ilgili umut verici ¢aligmalar mevcuttur.

AKKH’lerin inme sonrasina serebral hasarli alanlara gog ettigi ve motor fonksiyonlar diizelme
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gosterilmistir. Dilizelmenin kok hiicrelerin hasarli hiicrelerin yerine gecerek mi yoksa hali
hazirdaki kok hiicrelere destek rolii saglayarak mi oldugu agiklanamamistir. Kang ve
arkadaslarinin ¢alismasi1 destek hipotezi lehinedir. AKKH ile kapli hiicre kiiltiirlerinin 14
giinden fazla canli kalabildigini gostermislerdir [145].

2.5.8.5 Kardiyak Onarim

Akut iskemik olaylar sonucu gelisen miyokardiyal kas kaybinin neden oldugu konjestif kalp
yetmezligi sik karsilasilan bir klinik durumdur. Farmakolojik tedaviler kalan miyokardiyal kas
dokusunun yiikiinii azaltsada nihai hasarlanmis dokunun tamiri miimkiin olmamaktadir. Kok
hiicrelerin in vitro kardiyojenik farklilasmasi gosterilmesi sonrasinda miyokardiyal
rejenerasyonun teminine yonelik c¢aligmalar yapilmistir. Deneysel miyokardial hasar
modelinde infarkt ¢evresine verilmis AKKH’lerin kardiyak fonksiyonlarda diizelme sagladigi
gozlemlenmistir. Bir bagka ¢alismada intramiyokardiyak implante edilen AKKH’lerin diiz kas
hiicresine dondstiigii  fakat myokardiyositlere farklilasmadigi bulunmustur [146]. Bu
caligmalarda kok hiicrelerin neovaskiilarizasyonu arttirarak kardiyoprotektif faktorlerle bunu
basardigi ve miyokardiyal fonksiyonlar iizerinde ilk 72 saat bir diizelme saglamadigi

bulunmustur [147].

2.5.8.6 Neovaskiilarizyasyon

Mezenkimal kok hiicrelerin 6nemli bir terapotik potansiyeli de neovaskiilarizasyon iizerindeki
etkisidir. Kiiltiirdeki AKKH’lerin VEGF, hepatosit growth faktor ve transforming growth
faktor-p salgiladiklar1 bilinmektedir [148]. Hipoksik kosullarda VEGF salgisi artmakta ve
endotelyal degisime ugramaktadirlar. Diferansiye olmus AKKH’lerin CD31, Flk-1 + ve Von
Willebrand faktor sunmaya basladigi gosterilmistir [149]. In vivo ekstremite iskemi modeli
calismalarinda artmis kapiller dansite ve perfiizyon AKKH’lerin anjiogenik potansiyelini
destekler niteliktedir [150]. AKKH’lerin bu nitelikleri miyokardiyal hasarin diizeltilmesi, yara

tyilesmesi ve flep yasayabilirligi gibi diger disiplinler i¢inde 6nem arz etmektedir.
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2.5.8.7 Yara Iyilesmesi

Bir¢ok ¢alisma mezenkimal kok hiicrelerin yara iyilesmesi konusunda terapdtik etkileri
oldugunu gostermistir. AKKH’lerin lokal implantasyonunun epidermisdeki tam kat yaralarda
iyilesmeyi hizlandirdigr gosterilmistir [151]. Rigotti ve arkadaslari mastektomi sonrasi post
radyasyon nekrozu ve yarasi goriilen yerlere AKKH igeren lipoaspirat vermis ve iyilesen
yaralarda yaptigi doku analizinde 3 boyutlu biitinligin saghkli cilt alti yag dokusu
gorlntiisiiyle saglanmis oldugunu gostermistir. Bunu saglayan mekanizma olarak da AKKH
lerin salgiladiklar1 anjiogenik faktorler oldugunu belirtmislerdir [152]. Klinik uygulama olarak
Crohn hastaligi kronik fistiillerine AKKH verilmesi sonrasinda anlamli olarak fistiillerin

iyilestigi bulunmustur [153].

2.5.8.8 Flep Yasayabilirliginin Arttirilmasi

Kok hiicrelerin daha 6nce terapdtik anjiyogenez yapict etkileri bir¢ok ¢aligmada gosterilmis
olup flep cerrahisinde kullanimina ait ilk ¢alisma ise Ichioka ve ark. tarafindan yapilmistir.
Siganlarda yaptiklari bu ¢alismada, kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin dorsal cilt fleplerindeki
revaskiilarizasyon {lizerine etkisi arastirilmis ve kapiller dansitede iskemi reperflizyon hasarim

azaltic1 yonde belirgin artis tespit etmislerdir [16].

Mezenkimal hiicrelerin vaskiiler endotelyal hiicrelere farklilasma yetenekleri oldugu
bilinmektedir. Zheng ve ark.’nin yaptiklari ¢aligmada, VEGF ve mezenkimal kok hiicrelerin

birlikte iskemik fleplerde neovaskiilarizasyonu arttirdigi gosterilmistir [154].

Lu ve ark.’nin si¢anlarda yaptig1 baska bir calismada adipoz doku kokenli kok hiicrelerin
random kaliplt cilt fleplerinin yasayabilirligini arttirdigint gostermislerdir [155]. Kemik iligi
kokenli kok hiicrelerin de sigan cilt fleplerinde neovaskiilarizasyonu arttirip flep dolagimina
olumlu etkisi oldugu gosterilmistir. Uysal C. ve ark. yaptig1 ¢alismada ise sigan dorsal cilt
fleplerinde olusturulan iskemi reperfiizyon hasarinin ADKKH uygulanmasi ve bir takim
biiyiime faktorlerinin regiile edilmesi sonucu iskemi reperfiizyon hasarinin onlenebilecegi

gosterilmistir [155].
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3. GEREC VE YONTEM

Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun arastirma projemizi
(DA14/17) onaylamas1 ardindan deney baslatildi. Deney icin, Baskent Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma Merkezi’nden temin edilen, agirliklar1 400 ile 450 gram arasinda degisen
sayis1 biyoistatistik 6n degerlendirme ile tespit edilmis 46 adet Sprague Dawley cinsi saglikli
erkek sigan kullamldi. Deneyler Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Unitesi

Labratuarinda gergeklestirildi.

3.1 Deney Hayvanlarinin Bakim

Tiim deney hayvanlarina 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik olacak sekilde standart oda sartlar
saglandi. Oda 1sis1 18-20° C arasinda tutuldu. Siganlar yem ve musluk suyu ile beslendi.
Operasyon Oncesi 24 saat hayvanlara aclik uygulandi. Hipotermi olusmasini engellemek amaci
ile siganlar 1g1k kaynagi altinda ameliyat edildi ve uyanma esnasinda da bu uygulama

surdiruldu.

Tim siganlarin  kuyruklari gruplarini ve hangi hayvan oldugunu belirtecek sekilde
numaralandirildi. Kafeslere hayvanlar dorder dagitildilar Tiim hayvanlara cerrahi sonrasi
donemlerde cilt alt1 0,02 mg/kg fentanil (Sufenta 5 mcg, Janssen Cilag inc.) ile analjezi
uygulandi. Calisma sonunda tiim siganlar, periton icine 150 mg/kg ketamin hidrokloriir

enjekte edilerek sakrifiye edildi.

3.2 Deneylerde Kullanilan Malzemeler

Kulanilan malzeme ve farmakolojik ajanlar Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3’de gosterilmistir.
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Anestezi, Cerrahi ve Sakrifikasyonda Kullanilan Farmakolojik Maddeler

Tablo 3.1. Anestezi, cerrahi ve sakrifikasyonda kullanilan farmakolojik maddeler.

Farmakolojik ajanlar Uygulama Yolu Uygulama Dozu-Amaci
Ketamin hidrokloriir Periton i¢i 150?2&?8&52;?&?228;()”
Ksilazin hidrokloriir Periton igi 5mg/kg-anestezi

Fentanil Cilt alt1 0,02mg/kg-agr1 kesici
Hipoklordz Haricen Antisepsi
Streptozosin Periton igi 70mg/kg-diyabet

Pyedif NG deri spreyi Haricen 1kez piiskiirtme-antisepsi

Tablo 3.2 SVF elde edilmesinde kullanilan kimyasal maddeler.( *Gibco-invitrogen, **Santa Crus, inc. )

Stromal Vaskiiler Fraksiyon Elde Etmek

Uygulama Amaci
icin Gerekli Kimyasal Maddeler

Fetal bovine serumu (FBS)* Kok hiicre eldesi

. . *
Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) Yikama, PH ayari

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)* Kok hiicre eldesi

Kollajenaz, tip 1* Hiicrelerin birbirinden ayrilmasi

1,1’-Dioktadesil-3,3,3°,3’-

tetrametilindokarbosiyanin (Dil)** Kok hiicrelerin isaretlenmesi amagli

3.3 Cerrahi Method

3.3.1 Dorsal Deri Flebinin Hazirlanmasi
Flep modeli olarak Ichioka ve ark. tarifledigi, kontrol grubunun kendi i¢inde olmasi avantajina

sahip “’¢ift dorsal deri flebi’’ tercih edildi [16]. Ichioka modelinden farkli olarak ada flep
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yerine kaudal bazli random flep olarak kaldirildi. Anlamli nekroz oranlari bildirilmis olmasi
nedeniyle dar tabanli kaudal bazli flep tasarimi tercih edildi [156]. Denekler arasinda farklilik
olmamasi i¢in her iki posterior superior iliak ¢ikint1 arasinda ve kolumna vertebralisin her iki

yaninda olacak sekilde tabani 1 cm ve uzunlugu 5 cm sekilde tasarlandi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 iki flebin her iki posterior iliak spine arasinda 1x5 cm lik tasarimu.

Flep, pannikulus karnozus tabakasi dahil edilerek derin fasya tizerinden keskin diseksiyon ile
kaldirildi (Sekil 3.2). Soldaki 1x5 cm olarak hazirlanmis flebe stromal vaskiiler fraksiyon
verilmesi planlandi, sagdaki flep kontrol grubu olarak belirlendi ve bu flebe fosfat tamponlu

salin (PBS) enjeksiyonu yapilmasi planlandi.

Sekil 3.2 Fleplerin pannikiiliis karnozus dahil edilecek sekilde kaldirilmasi
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Flep, tabandan beslenmeleri engellenmesi ig¢in donér alanin primer kapatilmasini takiben flep
cildin tizerine 3/0 ipek dikis (Dogsan Itd) ile tespit edildi (Sekil 3.3). Fleplerin iizerine

antiseptik ve kannibalizasyonu engelleyici 6zelligi olan sprey yara pansuman tatbik edildi.

Sekil 3.3 Cilt kapatildiktan sonra fleplerin ayrilarak deri iistiine tespit edilmesi

3.3.2 Diyabet Olusturulmasi

+4°C’de serum fizyolojik i¢inde ¢oziilmiis streptozosin (Sigma Chemical Co. St. Louis
Missouri, ABD), 65 mg/kg periton igine (intraperitonal) olarak verildi. Bu islemden 48 saat
sonra sicanlarin kuyruk venlerinden kan ornekleri alinarak, kan glikoz degerleri glukometre
cihaz1 (Wellion, Austria) ile dlciildii (Sekil 3.4). Olgiim sonucu kan sekeri 200mg/dl ve iizeri

olan sicanlar diyabetik olarak kabul edildi.

~Soe03

K

Sekil 3.4 STZ sonras1 48. Saat glukometriyle kuyruk kanindan kan sekeri 6l¢iimii
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3.3.3 Kronik Bobrek Hastalig1 Olusturulmasi ( 5/6 Nefrektomi)

Seth ve ark. tanimladiklar1 tek seansli yontemle 5/6 nefrektomi yapildi [87]. Cerrahiye
baslamadan 6nce sicanlarin periton i¢ine 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer inc)
ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer inc.) enjekte edilerek anestezi saglandi.
Anestezi derinligi ekstremite ¢ekme yaniti ile degerlendirildi. Idame anestezi baslangig
dozunun %50’si ile saglandi. KBH modeli i¢in karin 6n duvari, flep cerrahisi igin sirt derisi
tiyleri elektrikli trag makinesi yardimi ile kesildi. Siganlar ameliyat masasina sirt iistii
yatirilarak dort ekstremiteden ve kuyruklarindan flasterlenerek tespitlendi. Ameliyat sahasi

%10 Polividon iyotla temizlendi.

Dorsal flepleri etkilememesi i¢in her iki lomber insizyon yerine vertikal abdominal insizyon
tercih edildi. Ksifoid ¢ikint1 ve suprapubik bolge arasindaki vertikal planda 4 cm uzunlugunda
insizyon yapildi. Cilt gecildikten sonra takiben her iki rektus abdominis kasi arasindan
girilerek, rektus kilifi ve periton gegildi sag nefrektomi igin cilt, barsak anslar1 ve karaciger

ekarte edildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 a) 4 cm lik orta hat insizyonu b) Sag bobrek igin cilt, barsak anslari ve karacigerin ekarte edilmesi
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Mikroskop altinda bobrek kapsiilii soyuldu, siirrenal bez korundu ve renal hilus ortaya
koyulduktan sonra renal hiliis (renal arter + ven + {ireter) 0,5 cm proksimalinden 6.0 Vikrille
(Ethicon Inc) baglanarak sag bobrek eksize edildi (Sekil 3.6). Eksize edilen bobrek tartildi.

Sekil 3.6 a) Sag bobrek kapsiiliiniin mikrodiseksiyonla soyulmasi b) Nefrektomi
Sol 2/3 nefrektomi igin, cilt, barsak anslar1 ve dalak ekarte edildi. Mikroskop altinda bobrek

kapsiilii eksize edildi, siirrenal bez korundu. Bobregin renal hilusu (renal arter, ven ve iireter)

mikrodiseksiyonlarla ortaya konuldu ve hasarlanmamasina 6zen gosterildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 a) Sol bobrek igin barsak anslari, cilt ve dalagin ekartasyonu b) Bobrek kapsiiliiniin mikrodiseksiyonla

soyulmasi
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Sol bobregin iist ve alt polii 4.0 ipek dikisle renal korteks rengi solacak ama renal korteksi
kesmeyecek sikilikta baglama yapildi.  Baglamalar esnasinda renal pedikiiliin hasar
gormemesine Ozen gosterildi. Baglamalarin distalleri 11 numara bisturiyle kesilip, ¢ikan
parcalar tartild1 ve sag bobrek agirliginin 2/3 i olacak sekilde kontrol edildi. Tart1 eksikligi
varsa az alinan polden reeksizyon yapildi. Ekspoze olan renal mediilla bipolar yardimiyla

hemostaz saglandi (Sekil 3.8).

pollerin uzaklastirilmasi ve bipolarla hemostaz yapilmasi

kanama kontrolii tekrar yapildiktan sonra barsak anslart dogal pozisyonlarina alindi, kapama
oncesinde sivi kayiplarmin replasmani igin 2 cc intraperitoneal serum fizyolojik verildi.
Periton, rektus abdominis kas1 4.0 yuvarlak vikrille kilitli devamli dikisle onarildiktan sonra

cilt, 3.0 ipekle kilitli devamli teknik kullanilarak onarildi.

3.3.4 Stromal Vaskiiler Fraksiyonun Hazirlanmasi

Sicanlarin  kasik bolgeleri tiras edildi ve cilt temiziligi ardindan kasik bolgesindeki yag
dokusu eksize edildi. Eksize edildikten sonra tartildi. Gruptaki tiim hayvanlardan 3 gr yag
alind1 (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 ingiinal bolgeden fibroadipoz doku alinarak petri kabinda tartiimasi

Alinan adipoz doku PBS ile yikandi. Yikama ardindan yag dokusu igindeki vaskiiler yapilar
mikropenset ve mikromakas yardimiyla temizlendi. Tim yag dokusu kiigiik parcalara

ayrilacak sekilde kesildi (Sekil 3.10).

Sekil 3.10 Petri kabinda doku makasiyla pargalama islemi ve pipetle transferi

Yikama islemini takiben dokular 50 cc’lik konik santrifiij tiiplerine alindi. %0,15 oraninda
kollajenaz tip I eklendi ve yaklasik 30 dk vortekste (Biyosan vorteks V-1 Plus) karistirildi.
Kollajenazin nétralizasyonu i¢in %10 PBS ve DMEM?’ den olusan kontrol medium eklendi ve
tekrar vortekste karistirildi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 a) Kollajenaz sonrasi vortekste ¢alkalama b) Kontrol medium eklenmesi

Takiben hiicre siispansiyonlarini igeren tiipler 260 G’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda tiim tliplerin st kisminda kalan yag ve dokular sivilar ile birlikte uzaklastirildi.
Santrifiij sonunda tiip dibinde toplanmis hiicreden zengin stromal vaskiiler fraksiyon

mikropipetle topland: (Sekil 3.12).

Sekil 3.12 Santrifiij sonrasinda tiip lizerindeki serumun uzaklastirilarak tiip dibinde SVF’nin birakilmasi

Toplanan SVF’ye PBS eklenerek 10cc’ye tamamlandi. Hiicre sayimi i¢in mikropipet

kullanilarak 0.1 ml alindi metilen mavisiyle boyandi ve Thoma lamu {izerinde yaklasik 5 hiicre
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sayildi ve sayilan hiicreler 10’ ile carpilarak hazirlanan kok hiicre sayisi hesaplandi (Sekil
3.13).

I8

Sekil 3.13 Thoma laminda goriilmekte olan biiyiik nukleuslu biiyiik sitoplazmali kok hiicreler

Hiicre sayimmini takiben 10 cc’lik hiicre slispansiyonu 260 G’de 5 dakika tekrar santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi tiipiin alt kisminda birikmis olan kok hiicrelerden zengin kisim tiiplere alindu.

Kok hiicre isaretlemesi igin sitoplazmik boya olan 1,1’-Dioktadesil-3,3,3",3’-
tetrametilindokarbosiyanin (Dil) kullanildi. Dil %99’luk etanol ¢6zeltisinde ¢oziilerek %25°lik
konsantrasyonda soliisyon hazirlandi. Kullanilmadan 6nce PBS ile 1/100 oraninda diliie edildi.
Dil soguk ortamda sitoplazmaya baglandigi ve in vivo kosullarda birakmadig: bilindigi i¢in
hazirlanan tiipler buzlu suda bekletildi ve 20 dakika bekleme ardindan 200 p Di eklenerek
beklemeye alindi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14 Dil sitoplazmik boya ¢dzeltisinin hazirlandiktan sonra +4°C’de tiiplere aktarilmasi

Inkiibasyon periyodunun sonrasinda, Dil sitoplazma baglantisinin fiksasyonu i¢in 7 ml PBS
konuldu ve karistirildi. Hiicre Dil fiksasyonu saglandiktan sonra bu siispansiyon 1300 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiip dibindeki stromal vaskiiler fraksiyon iizerine 5
cc PBS eklendikten sonra 1 cc’lik enjektorlere gekildi.

Kaldirilan fleplerde soldaki flebin altina intradermal flep distali ve proksimali arasindaki 5
noktaya sigan basina 0.5 cc SVF ( 5x10” kok hiicre ) (Sekil 3.15), sagdaki kontrol flebine ise
flep altindan intradermal 5 ayr1 noktaya 0.5 cc PBS verildi.
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Sekil 3.15 Stromal vaskiiler fraksiyonun sol flep altindan intradermal yapilmasi.

3.4 Deney Protokolii

Grup | (Kontrol grubu): 10 adet sicanda iki adet cilt flebi kaldirildi. Sag ve sol flepler
arasinda fark olup olmadigimi gostermek igin her iki flebe fosfat tamponlu salin (PBS) enjekte
edilip, flepler yerine iade edildi. 1 hafta sonra hayvanlar sakrifiye edildiler ve flepler

makroskopik, biyokimyasal ve histopatolojik incelendi.

Grup Il (Diyabet grubu): 12 sigcan hayvanlara intaperitoneal 65 mg/kg dozunda Streptozosin
yapildi. 2 giin sonrasinda glukometreyle kan sekeri dl¢iildii. Kan sekeri seviyesi 200mg/dl olan
hayvanlar diyabetik kabul edildiler. 3 hafta sonunda hayatta kalan 10 hayvanin 2 si kok hiicre
eldesinde kullanilirken, 8 hayvanin sirtdan iki adet cilt flebi kaldirildi. Hazirlanmis SVF
soldaki flebe verildi. Sagdaki flebe PBS verildi. 1 hafta sonra hayvanlar sakrifiye edildiler ve

flepler makroskopik, biyokimyasal ve histopatolojik incelendi.

Grup Il (Kronik bobrek hastaligi grubu):12 adet siganda 5/6 nefrektomi yapilmasini
takiben 6 hafta hayvanlar takip edildi. 6. hafta sonunda hayatta kalan 10 hayvanin 2 si kdk
hiicre eldesinde kullanilirken, 8 hayvanin sirtdan iki adet cilt flebi kaldirildi. Soldaki flebe
hazirlanan stromal vaskiiler fraksiyon enjekte edilirken, sagdaki flebe PBS verildi. 1 hafta
sonra hayvanlar sakrifiye edildiler ve flepler makroskopik, biyokimyasal ve histopatolojik

incelendi.
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Grup IV (Kronik bobrek hastahig1 ve Diyabet Grubu): 12 adet siganda 5/6 nefrektomi
yapildi. 3 hafta beklendikten sonra hayvanlara intaperitoneal 65 mg/kg dozunda Streptozosin
yapildi. 2 giin sonrasinda glukometreyle kan sekeri 6l¢iildii. Kan sekeri seviyesi 200mg/dl olan
hayvanlar diyabetik kabul edildiler. 3 hafta sonra hayatta kalan 10 hayvanin 2 si kok hiicre
eldesinde kullanilirken, 8 hayvanin sirtdan iki adet cilt flebi kaldirildi. Soldaki flebe hazirlanan
stromal vaskiiler fraksiyon enjekte edilirken, sagdaki flebe PBS verildi. 1 hafta sonra

hayvanlar sakrifiye edildiler ve flepler makroskopik, biyokimyasal ve histopatolojik incelendi.

3.5 Makroskopik Degerlendirme

3.5.1 Canh Alan Yiizdesinin Olciilmesi

Tiim siganlarda,flep kaldirilmasindan sonraki 7. giinde canli/nekrotik alan dl¢timleri yapildr .
Bu islem i¢in siganlar, periton i¢ine 150 mg/kg ketamin hidroklériir (Ketalar, Pfizer inc) ile
sakrifiye edildi Siganlar yiiziistii yerlestirildi. Siganlarin yanina kalibrasyon igin bir adet cetvel
konuldu.Fotograflar yaklasik 50 cm mesafeden Sony-a Nex-6 SLR fotograf makinasiyla 3.5-
5.6/16-50 lensle ¢ekildi.

Alan Ol¢limii i¢gin Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Inc) programi kullanildi. Sigan yanima
yerlestirilmis cetvel yardimiyla 1 cm?lik alandaki piksel sayist “measurement log” araci ile
bulundu ve canli alan orani flep alanina oranlanarak canli alan yiizdesi hesaplandi (Sekil 3.16).
Canl1 alan yiizdesi asagidaki formiil ile hesaplanmistir: Canli Alan Yiizdesi: (Canli Alan/ Flep
Alani) x 100
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Sekil 3.16 Adobe Photoshop 7.0 programinda canli alan yiizdesi hesaplanmasi

3.5.2 Mikroanjiografi Cekilmesi

Tiim deney asamalarii bitirmis her gruptan bir hayvana flep damarlanmasini tespit etmek igin
mikroanjiografi yapilmasi planlandi. Mikroanjiografi i¢in baryum enjeksiyonu deneyin
sonlandirildig1 hayvanlarin sakrifiye edilerek fleplerin alindig1 post operatif 7. Giinde yapildi.
15 cc baryum (R-X baryum soliisyon %100, 240ml, Yenisehir Lab Ltd) ve 45 cc serum
fizyolojik bir kaba bosaltildi ve %25“lik 60 cc baryum ¢ozeltisi elde edildi. Bu ¢ozeltiye
yaklagik 5 cc kursun oksit eklendi. Cozelti, 20cc“lik enjektorlere ¢ekildi. Cozeltinin
hazirlanmasi ardindan baryumun enjekte edilecegi sol ventrikiile ulagsmak i¢in. sol subkostal
bolgeden yapilan dik bir kesi ile karin i¢i bosluga girildi. Diseksiyona sefalik yonde devam
edildi. Kalbin sol ventrikiilii, 22 gauge kelebek set ile kaniilize edildi (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17 Sol ventrikiiliin kanalize edilerek Baryum enjeksiyonuna baglanmasi

Baryumun viicutta dagilimindan emin olmak igin siganin kuyrugu kesildi ve ardindan baryum
cozeltisi diisiik basingta verilmeye baslandi. Baryum ¢ozeltisi sol karinciga verildik¢e Once
koroner damarlarin ¢6zelti ile doldugu, sonra karacigerin siserek beyaz beneklenme gosterdigi

izlendi Kesilen kuyruk bolgesinden baryumlu ¢ozeltinin geldigi gozlendi (Sekil 3.18 ).

Sekil 3.18 Enjeksiyon sonunda karacigerdeki beneklenme

Sicanin dolagim sisteminde kanin yerini baryum ¢ozeltisi almasi sebebi ile islem
baslangicindan 60-90 saniye sonra deney hayvani sakrifiye oldu. Stvinin geri gelmemesi i¢in
birka¢ dakika daha kalbe bas1 uygulandi, ardindan eksizyon hatt1 dikildi. Sican, plastik torba

icine konuldu ve diiz bir zemin {izerine yatirilarak -20°Cdeki dondurucuda bir giin bekletildi.
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Mikroanjiografi 6ncesinde -20°C ‘den cikartilarak +4°C ye alindi. Sigandan flepler eksize
edildi ve flepler petri kabina sarilarak mikroanjiografinin ¢ekilecegi mamografi {initesine
getirildi. Damar sayimi, Adobe Photoshop programinda Uysal ve ark. tanimladigr 1mm’lik
dikey ve yatay ¢izgileri kesen damarlarin sayimi yontemiyle degerlendirildi (Sekil 3.19)[155]
[157].
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Sekil 3.19 Adobe Photoshop programinda 1mm’lik karelere boliinen flepte kareleri kesen damarlarin sayilmasi

3.5.3 Kanda VEGF Seviyesinin Ol¢iilmesi

Tiim gruplardaki siganlarda, VEGF seviyelerine fleplerin kaldirilmasindan 6nce flep cerrahisi
gecirdikten 7 giin sonra post operatif 7. giinde bakildi. Ol¢iim igin siganlar 12-16 saat ag
birakildi. Siganlara, periton i¢ine 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer inc), 5 mg/kg
ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer inc) uygulanarak anestezi verildi. Sicanin, kuyruk
proksimalinin ventral yiizii, Crystalin antiseptic soliisyonla temizlendi.. Kuyruk venine, 22
gauge (G) damaryolu ile girilerek, 1 ml kan biyokimya tiipiine alindi. Kan 6rnekleri, 4000
devir/dk hizinda, 10 dakika santrifiij edilerek serumu ayrildi. Serum 6rnekleri analiz gliniine
kadar (yaklasik 10-90 giin arasi) -20°C’de saklandi. Kanda VEGF diizeyinin belirlenmesi igin,
kat1 sandvi¢ metoduyla ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) yontemi kullanildi.
Ticari olarak temin edilen Human VEGF Immunoassay kiti (BIOSOURCE, California
A.B.D.) VEGF konsantrasyon analizi i¢in kullanildi ve VEGF165 izoformunun analizi yapildi.
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Kati faz sandvi¢ ELISA: ELISA kiti tabakasimnin (ELISA kit plate) iizerindeki kuyucuklar,
VEGF’ye spesifik antikorlarla kaplidir. Sigcan kanindan elde edilen serum, kuyucuklara
eklenir, boylece ortamda bulunan VEGF molekiilleri, kuyucuk duvarlarina yapisik
antikorlarca tutulur. Ortama, VEGF’ye kars1 bir antikor olan biyotinle isaretlenmis konjugat
eklenir ve 1 saat inkiibasyona birakilir. Biyotin, dolayisiyla konjugat, VEGF molekiillerine
baglanir ve sandvi¢ yapisini olusturur. Avidinle isaretli peroksidaz enzimi ortama eklenir ve

45 dakika inkiibasyona birakilir. Peroksidaz, konjugata yani VEGF sandvigine baglanir.

Peroksidazin substrati olan 3,3°,5,5° Tetrametilbenzidin’in (TMB) eklenmesiyle reaksiyon
olusur ve kuyucuklarda, 6rnek i¢cindeki VEGF konsantrasyonu ile dogru orantili yogunlukta
mavi renk meydana getirir. 30 dakikalik bekleme siiresinin ardindan son basamakta
kuyucuklara eklenen stop ¢ozeltisi ortam pH’sini diistirerek peroksidazin katalizledigi
reaksiyonu durdurur. Ayni zamanda kuyucuk igindeki ¢ozeltinin rengini de maviden sariya
dondistiirtir. Olusan bu rengin yogunlugu, tabaka okuyucu (plate reader) ile 450 nm’de ol¢iiliir.

Mevcut olan VEGF nin diizeyi pg/ml cinsinden belirlenir

3.5.4 Kanda Bobrek Fonksiyon Testleri ve Hemoglobin Olgiilmesi

Kronik bobrek hastaliginin biyokimyasal takibi degerlendirilmesi igin 0, 3 ve 6. haftalarda
Grup 11 (KBH) ve Grup IV (KBH+DM)’deki si¢anlarda kanda BUN, kreatinin ve hemoglobin
bakildi. Kuyrik veninden periton i¢ine 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer inc), 5
mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer inc) uygulanarak anestezi verilmesi ardindan,
yaklasik 300 mikrolitresi kan EDTA’l1 hemogram tiiplerine alind1. Baskent Universitesi Klinik
Biyokimya Laboratuarinda serum BUN diizeyleri Architect c8000 (Abbott Diagnostics) iireaz
metoduyla kinetik olarak Olgilildii. Serum kreatinin diizeyleri Architect c¢8000 (Abbott
Diagnostics) cihazinda kinetik alkalin pikrat metoduyla kolorimetrik olarak o6l¢iildii. Kan
hemoglobin seviyesi EDTA’ll kandan fotometrik-kinetik yontemle otomatize sedim cihazi
olan TEST-1(Alifax) cihazinda &lgiildii.. Bu gruplardaki hayvanlarda mevcut hastalik hali

nedeniyle (KBH ve DM) anestezinin olusturacagi yan etkiler diisiiniilerek kan alma islemleri
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yiikksek hacimlerde ve sik araliklarda tekrarlanamadi. Kan alinmasi ardindan 1 cc serum

fizyolojik intraperitoneal olarak verildi.

3.6 Histopatolojik Incelemeler

3.6.1 Vaskiiler Dansite Olgiilmesi

Vaskiiler dansite immunhistokimyasal CD31 ve hemotoksilen eozin boyamada degerlendirildi.
Biyopsi ornekleri %10’luk ndtral formaldehid soliisyonu igersine konularak fikse edildi ve
4°C’de 24 saat bekletildi. Materyallerin tamamina flep ortasindan enine kesit uygulandi ve
doku takibine alindi. Parafin bloga gomiilen dokulardan 5 pm kalinliginda seri kesitler
hazirlanarak hematoksilen-eozin (H&E) ile boyandi. Bu biyopsilerin histopatolojik
incelemeleri Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji A.D.’da aymi patolog tarafindan,
orneklerin hangi gruba ait oldugu bilinmeksizin 151k mikroskopta incelendi. H&E ile boyali
kesitlerde, 40x biiyiitme altinda 20 farkli alandaki kapillerler sayilarak vaskiiler dansite
degerlendirildi.

3.6.2 Bobrek Glomeriiler Analizi

KBH gelisiminin histopatolojik dokiimentasyonu ve gosterilmesi i¢in Grup IlIl ve Grup
IV’deki hayvanlarin kalan 1/6 bobrekleri, kontrol grubundan sakrifikasyon sonrasi eksize
edilen saglikli bobreklerle H&E boyali 5 pm kalinliktaki kesitlerde, glomeriiler alana 40x
biiyiitmede digital fotograflama yapildi. 20 alanda Adobe Photoshop programinda
glomeriillerde alan Ol¢iimii yapildi ve mesengial ekspansiyon, glomeriiler hipertrofi gibi

degisiklikler agisindan degerlendirildi.
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3.6.3 Immunohistokimyasal inceleme

Immunhistokimyasal boyama i¢in lizinli lamlara 5 pm kalinlikta uygun kesitler hazirlanmustir.
Endotel yapisim1 gosteren CD31 (1:100, DAKO, Denmark) proteinine karsi gelistirilmis
primer antikor kullanilarak streptavidin-biotin-immunperoksidaz yontemiyle boyama

yapilmustir.

Kesitler ksilolde deparafinize edildi ve inen alkol serilerilerinden gegirilerek (%96, %90, %80,
%70) rehidrate edildi. Daha sonra %3’liikk HO, 5 dakika uygulanarak, endojen peroksidaz
aktivitesi bloke edildi. CD31 antikoru uygulanacak kesitler mikrodalga firinda 15 dakika
EDTA Buffer soliisyonda 3 kez 5’er dakika kaynatildi. Kesitler sogumaya birakildi. Daha
sonra kesitler lizerine CD31 antikorlar1 damlatilarak oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Tris
soliisyonunda (pH=7.2) 5 dakika yikandi. Biotinize antikordan damlatildi ve 10 dakika
bekletildi. 5 dakika Tris soliisyonda yikandi. Streptavidin peroksidaz soliisyonu kesitler
tizerine damlatilarak 10 dakika beklendi. 5 dakika Tris soliisyonunda yikandi. DAKO
soliisyonundan iizerine damlatildi, kahverengi renklenme gozlendikten sonra zit boyama
saglanmak i¢cin Mayer’in hematoksilen boyasinda 2 dakika bekletildi. Cesme suyunda yikandi,
yiikselen alkolden serisinden gecirilerek ksilolde 20 dk bekletildi ve lamelle kapatildi. 20X,
40X biiyiitmelerde endotel 20 alanda sayilarak kapiller dansite ol¢iildii.

1,1'-Dioctadecyl-3,3,3'3'-Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate (Dil) Tsaretli Kok
Hiicrelerin izlenmesi ve Degerlendirme

Bu degerlendirme sadece Dil isaretli kok hiicre calisma grubu icin yapildi. Parafine gomiili
dokulardan 5 pm kalinlikta uygun kesitler hazirlanarak sadece hematoksilen ile boyandi.
Bunun sebebi floresan mikroskopta, eosin boyasindaki kirmizi renk ile Dil isaretli
hiicrelerdeki kirmizi, mor rengin gorlintii acisindan karigiklik yaratmasidir. Takip eden
kesitlerde H&E boyamalar1 da yapildi. Dolayisiyla immiinfloresan mikroskopta hematoksilen
boyali kesitlerde bakilan endotelyal hiicreler, takip eden H&E boyali kesitlerde teyit edildi. Bu
endotelyal hiicrelerden mezenkimal kok hiicre kaynakli olanlarin (Dil ile isaretli olanlar) 565

nm dalga boyundaki floresan mikroskopta kirmizi-mor renkte géziikmesi beklenir. Preperatlar
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tarafimizca Bagkent Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’nda degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal incelemeler icin Nikon Eclipse E600 floresan mikroskop kullanilds.
Preperatlar 20x, 40x, 60x ve 100x biiyiitmelerde incelendi. Goriintiiler, renkli dijital video
kamera (Nikon CCD) ile bilgisayar ortamina aktarildi ve bilgisayar programi olarak

Cytovision Genus Software kullanildi.

3.7 Biyoistatiksel Degerlendirme

Canli flep alanm1 ortalamalar (ylizde olarak), kapiller damar sayilar (kapiller dansite),
giinlere gore kan VEGF diizeyleri, agrilik degisimleri, kan bobrek fonksiyon testleri
degisimleri acisindan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak degerlendirildi. Oncelikle
stirekli degerlerin tanitici istatistikleri verildi. Degerler, ortalama =+ standart sapma ve medyan
(min.-max.) olarak ifade edildi. Varyans analizi 6n sartlarinin saglanip saglanmadigina bakildu.
Stirekli degiskenlerin normal dagilima uyumu Shapiro-Wilk Testi ile kontrol edildi. Grup
varyanslarinin homojen olup olmadig1 Levene Testi ile degerlendirildi. Daha sonra ii¢ grup
olan degiskenler varyans analizi on sartlar1 saglaniyorsa Tek Yonlii Varyans Analizi (One
Way ANOVA) ile analiz edildi. Varyans analizi 6n sartlari saglanmiyorsa Kruskal-Wallis
Testi kullanildi. Takibinde hangi gruplar arasinda fark oldugunun belirlenmesi i¢in ¢oklu
karsilastirma testlerinden Bonferroni Dunn testi yapildi. Giinler ile gruplar arasinda
degerlendirme yapilirken Iki Faktorlii Faktorlerden Biri Tekrarlayan Varyans Analizi (Mixed
Design (Repeated Measures)) kullanildi. Tekrarli 6lgiim varyans analizi i¢in gerekli olan
onsartlardan Mauchly’s kiiresellik testi sonucu Grup*Giin etkilesimi kiiresellik varsayiminin
saglandig1 belirlendi. Dolayisiyla kan VEGF seviyelerinin degerlendirilmesinde gruplarin
kendi i¢inde olan giinlere bagli degisimlerinden ¢ikan sonuglarin gruplarin karsilagtirilmasi
acisindan yeterli oldugu, ek olarak ayni giin i¢indeki gruplar arasindaki degerlerin
karsilagtirilmasina gerek olmadigi belirlendi. Canli alan yiizdesi ve kapiller dansite,
glomeriiler alan degerlendirilmesi i¢in One Way ANOVA, agirlik degisimleri ve bobrek
fonksiyon degisimleri igin student t-test kullanild1. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul
edildi. Veriler SPSS paket programinda (SPSS Ver. 17.0, SSPS Inc, Chicago IL, USA)
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Agirhik Degerlendirilmesi

Deney baslangic1 ve sonundaki agirliklar1 degerlendirilen Grup 11, Il ve 1V’deki agirlik
degisimi anlamli bulundu (p<0.05) (Tablo 4.1) (Sekil 4.1). En fazla agirlik kaybi KBH’nin

oldugu Grup III ve Grup IV’de gozlendi.

Tablo 4.1 Gruplardaki hayvanlarin deney baslangicindaki (D.B) ve Deney sonundaki (D.S) agirliklar

Denek Kontrol Grubu Grup Il (DM) " Gruip III(KBH) GruplV(KBH+DM)

Numaralary D.B D.S D.B D.S Il D.B D.S D.B D.S
1 450 440 420 386 425 252 420 238
2 443 432 412 337 404 272 412 300
3 456 450 434 344 434 283 386 277
4 423 432 446 321 446 261 390 304
5 452 440 423 302 437 314 423 278
6 430 430 452 383 452 267 452 285
7 405 400 380 355 454 314 421 250
8 400 385 400 350 436 241 405 287

Ortalama 432321 4262422 420.8+75 3472428 436£16 | 280.4+26 413.6£20 277.3422

500 -

400

300

200

Agirlik (gr.)

100

*
m Deney
Baslangici
0 n T T T
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Grup 1l
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Grup IV

Sekil 4.1 Gruplardaki hayvanlarin deney baslangicindaki ve deney sonundaki agirlik degisimleri (* p<0.05)
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4.2 Canh Alan Yiizdesinin Degerlendirilmesi

Grup | (Kontrol Grubu)
Bu grupta her iki flebe fosfat tamponlu salin (PBS) verilmis ve sag ve sol flepler arasinda
anatomik farkliligin flep yasayabilirliginde etkisi olmadig1 gosterilmistir. Ortalama canli alan

yiizdesi %69 bulunmustur.

Tablo 4.2 Kontrol grubundaki siganlarin fleplerindeki canli alan yiizdesi

Denek 1. Flep 2. Flep
Numaralar (PBS) (PBS)
1 %74 %72

2 %70 %75

3 %70 %68

4 %71 %69

5 %70 %70

6 %69 %68

7 %65 %65

8 %69 %67

9 %73 %68

10 %65 %69

Ortalama %69,5+2.4 | %69,1+2,3

Sekil 4.2 Grup I deki iki siganin fleplerinin post operatf 7. giin goriintiisii
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Grup Il (Diyabet Grubu)

Bu gruptaki siganlarin flep canli alan Slgtimleri Tablo 4.3’de gosterilmistir. (1 hayvanda

diyabet gelismedigi i¢in ¢alismadan ¢ikartilmistir)

Tablo 4.3 Grup 1l (DM) olan hayvanlarimn fleplerindeki canli alan yiizdesi

Denek

Numaralar: Flep(SVF) Flep (PBS)

2 %60 %42

3 %70 %59

4 %71 %62

5 %67 %50

6 %64 %50

7 %60 %40

8 %62 %43

9 %71 %60
Ortalama %65+7 %50,7+8.7

: _ Il.’{?”lth’{ig?lnpnz

Sekil 4.3 Grup II” deki siganin post operatif 7. giinde flebin 6nden ve arkadan gériiniisii( Sol SVF, Sag PBS)
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Grup III (Kronik bobrek hastahigr)

Bu gruptaki siganlari flep canli alan 6lgtimleri Tablo 4.4’ de gosterilmistir.

Tablo 4.4 Grup Il (KBH) deki siganlarin fleplerindeki canli alan yiizdesi

Denek
Flep(SVF) Flep (PBS)
Numaralan
1 %055 %50
2 %53 %48
3 %57 %41
4 %55 %36
5 %59 %39
6 %50 %40
7 %54 %44
8 %52 %43
Ortalama %054.34+2.8 %42+4.6

Sekil 4.4 Grup 11’ deki iki siganin fleplerinin post operatf 7. gilin goriintiisii (Sol SVF, Sag PBS)
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Grup IV (Kronik Bobrek Hastalhigi ve Diyabet Grubu)
Bu gruptaki sigcanlari flep canli alan 6l¢iimleri Tablo 4.5°de gdsterilmistir.

Tablo 4.5. Grup IV (KBH+DM) deki siganlarin fleplerindeki canli alan yiizdesi

Denek
Numaralart Flep(SVF) | Flep (PBS)
- 1 | w6 | %49 |

2 %54 %47

3 %46 %35

4 %57 %53

5 %53 %43

6 %50 %44

7 %50 %44

8 %51 %40
Ortalama %53+5.8 %44.3+£5.5

a 1 - a sa  da aa ua

Sekil 4.5 Grup IV’deki bir sicanin flebinin post op 7. giinde dnden ve arkadan goriiniisii (Sol SVF, sag PBS)
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Canli alanlarin aritmetik ortalamasi, grup I’de %69.5, Grup II’de PBS verilen fleplerde
canlilik %50.7, SVF verilen fleplerde %65°tir. Grup 11I’de PBS verilen fleplerde %44 ve SVF
verilen grupta %54, grup IV’de PBS verilen fleplerde %45, SVF verilen fleplerde canlilik
orant %54 bulunmustur (Sekil 4.6) (p<0,05). Grup 11, III ve IV’de SVF verilen fleplerle PBS
verilen flepler arasindaki fark anlamliyd: (p<0,05). Gruplarda PBS verilen flepler arasindaki
fark anlamli bulundu (p<0,05). Gruplar arasinda SVF verilen flepler arasindaki fark
anlamliydi (p<0,05).

100 ~
90 -
80 - *
70 -

60 -
mSVF
mPBS

50 -
40 -
30 -

20 -

Kontrol Grup 11(DM) Grup II(KBH)  Grup IV(DM+KBH)

Sekil 4.6 Gruplarin canli alan yiizdelerinin karsilagtirmali grafigi. (* p<0,05)
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4.3 Kan Sekeri Sonuclari

Grup II ve Grup IV’deki hayvanlarin STZ o6ncesi ve sonrasi 48. saat kuyruk kani kan sekeri

Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°de gosterilmistir. Grup II’de 1 siganda diyabet gelismedi ve ¢alismadan

c¢ikartildi. (Tablo 4.6’da koyu isaretlenmistir)

Grup 11 (Diyabet Grubu)

Tablo 4.6 Grup II’deki si¢canlarin STZ 6nce ve 48. Saat kuyruk kani kan sekerleri.

Denek Numaralari STZ oncesi STZ sonrasi 48 saat
1 100 210
2 81 251
3 80 272
4 83 276
5 112 266
6 100 276
7 87 180
8 93 172
9 125 320
10 91 315
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Grup 1V (Kronik Bobrek Hastahg ve Diyabet Grubu)

Tablo 4.7 Grup IV’deki siganlarin STZ 6nce ve 48. Saat kuyruk kani kan sekerleri.

Denek
STZ oncesi STZ sonrasi 48 saat
Numaralar
1 110 207
2 150 220
3 89 210
4 92 321
5 95 274
6 120 289
7 98 251
8 130 256

4.4 Bobrek Fonksiyon Testlerinin Degerlendirilmesi

Grup III ve Grup IV’deki siganlarin 0. 3.ve 6. hafta serum BUN, kreatinin, hemoglobin
degerlerini gosteren degerler Tablo 4.8 ve Tablo 4.9’de gosterilmistir. Grup 111 ve Grup IV de
deney baslangi¢ giiniiyle karsilastirildiginda, 3. ve 6. haftalardaki kan BUN, kreatinin
seviyesindeki ylikselme ve hemoglobin seviyesindeki diisiis, anlamli bulundu (p<0.05) (Sekil
4.7). Degisim baslangi¢ ve {iglincii hafta arasinda belirgin olmusken ii¢iincii ve altinci hafta
arasindaki degisim daha az belirgin olmustur. Bu bulgular ile Grup III ve Grup IV’deki
hayvanlarda kronik bobrek hastaligi gelistigi biyokimyasal olarak gdsterilmistir.
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Grup Il (Kronik Bobrek Hastalig)

Tablo 4.8 Grup II'iin 5/6 nefrektomi dncesi, 3. Hafta ve 6. Hafta BUN, Kreatinin ve Hb Degerleri.

Baslangic 3. hafta 6.hafta
— |

Denek BUN | Kre Hb | BUN | Kre | Hb BUN | Kre | Hb
Numaralar1 | mg/dl mg/dI g/dl mg/dl | mg/dl g/dl mg/dI mg/dl g/dl
1 19 0.4 17 42 0.6 15 62 1 12.1

2 19 0.4 17 54 0.8 10 60 0,9 9.9

3 15 0,3 16 30 0.6 15 65 0,9 13

4 18 0.3 18 34 0.6 14 73 0,9 13.2

5 18 0.4 16 48 0.7 14.3 56 1 12.7

6 18 0.3 16 70 0.9 11.1 90 1 10

7 17 0.4 17 46 0.8 115 75 11 11.2

8 17 0.4 18 91 1,02 12 92 13 12

Ortalama 17.6£1.3 | 0.36+0.05 | 16.8+0.8 | 51,820 | 0,8+0.1 | 12,75+0.8 | 71,6+13.5 | 1,02+0.1 | 11,7+1.2

100 20
/ 15 \\\‘
% 10 expmeBUN 10
£ =g Hemoglobin
el Kreatinin s
g
0.hafta 6 a 6. hafta
0 T .
O.hafta 3. 6.
0,1 Hafta Hafta

Sekil 4.7 Grup III’deki siganlarin kanlarindaki BUN, Kreatinin ve Hb degigimini gosteren grafik. Baglangig, 3 ve
6. hafta arasindaki degisimler anlamlidir (p<0.05).
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Grup IV (Kronik bobrek hastahg ve Diyabet Grubu)

Tablo 4.9 Grup 1V’iin 5/6 nefrektomi 6ncesi, 3. hafta ve 6. hafta BUN, Kreatinin ve Hb degerleri

Baslangi¢ 3. hafta 6.hafta

Denek e ———

Numarala | BUN Kre Hb BUN Kre Hb BUN Kre Hb
rn mg/dl mg/dl g/dl mg/dl mg/dl g/dl mg/dl mg/dl g/dl
%
2 18 0,4 17 39 0,8 154 80 15 13,2
3 18 0,4 17 56 0,9 151 62 1,2 12,5
4 14 0,5 18,6 39 0,6 149 72 1 14
5 14 0,4 171 51 0,8 134 70 1 12,8
6 13 0,4 18,2 96 1,45 12 102 1,6 111
7 14 0,4 17 51 0,7 12,9 70 1,01 11
8 14 0,4 18 55 0,9 15,2 70 1,2 12,4
Ortalama 155+2.3 | 0,4+0.03 | 17,5£0.6 | 54,6£17.9 | 0,802 | 14,1£1.2 | 77,6£13.8 | 1,240.2 | 12,5£1.05

100 20
15 %

10 o
e BUN -
el K reatinin 5 ==¢==Hemoglobin

ini
1 -
Ba, - hafta 6. hafta 0 .
\%QO\Q \2{&? ‘2{&,‘}
O 1 ‘b‘}a - o

Sekil 4.8 Grup 1V’deki siganlarin kanlarindaki BUN, Kreatinin ve Hb seviyelerinin degisimini gosteren grafik.
Bagslangig, 3ve 6. hafta arasindaki degisimler anlamlidir (p<0.05).
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4.5 Kan VEGF Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Glinlere ve gruplara gore VEGF kan seviyelerinin tanitici istatistikleri Tablo 4.10 ve
sekil 4.9°da gosterilmistir. Diyabet gelisimi ve nefrektomi islemlerinden 6nce alinan kandaki
VEGEF seviyesi ile deney baslangicindaki VEGF seviyeleri arasinda artis gozlenmistir. Diyabet
grubunda O ve 7. giin arasindaki degisim anlamlidir (p<0.05). KBH gruplarinda anlamli bir

degisim gozlenmemistir.

Tablo 4.10 Gruplarin kan VEGF seviyeleri ortalamasi

Kan VEGF Sevileri (pg/ml)

Gruplar/Giinler | (5/6 nefrektomi ve STZ oncesi) | 0.giin | 7.giin

Grup |
(Kontrol grubu)

- 19,6411 | 12,1+8

Grup Il

(DM grubu) 19,2+0.45 21,948 36,3+14
Grup I 17,2+ 0,337 26,8 +9,8 | 28,5 +£6,9
(KBH grubu)
Grup IV 20,2 + 0,527 41,4+ 36 | 44,1+£7,6
(KBH+ DM grubu)
Kan VEGF seviyeleri

*

41 '

— 31 m Grup | (Kontrol)
%, [ [ [ [ u Grup 11(DM)
221

Grup 111 (KBH)
u Grup IV (KBH +DM)

Bazal 0. glin 7. glin

Sekil 4 .9 Kan VEGF seviyelerinin 0. ve 7. Giin degerleri (*p<0,05).
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4.6 Histopatolojik ve immunohistokimyasal Degerlendirme

4.6.1 Kapiller Dansitenin Degerlendirilmesi
H&E ve CD31 boyali kesitlerde endotel alanlari sayildi (Sekil 4.10). Grup I’de kapiller dansite

ortalamasi 4,5+0,7, Grup II’de SVF verilen fleplerde ortalama kapiller sayis1 5,6+1.1, PBS
verilen fleplerde ise 3,3+0.6 Grup III’de SVF verilen fleplerde ortalama kapiller sayis1 6,1
+1,2, PBS verilen fleplerde ortalama 4.1+0.8dir. Grup IV’de SVF verilen fleplerde ortalama
kapiller sayis1 3,4+0,5, PBS verilen fleplerde 2,4 +0.2 olarak bulundu. SVF verilen fleplerdeki
kapiller dansite PBS verilen gruplara gore anlamli bulundu (p<0.05) (Sekil 4.11).

S

Sekil.4.10 a) Grup Il1°te SVF verilen flepte kapillerler b) Grup 111’te PBS verilen flepte kapillerler c) Grup IV
SVF verilen flepte CD31 boyanan kapillerler d) Grup 1VV’de PBS verilen grupta CD31 boyanan kapillerler (Bar

50 um)
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Kapiller Dansite

uSVF
mPBS

Damar sayisi ortalamasi
D
1

Grup | (Kontrol Grup Il (DM grubu) Grup Il (KBH Grubu) Grup IV (KBH+DM
Grubu) Grubu)

Sekil 4.11 Gruplarin ortalama kapiller dansitelerini gosteren grafik. (*p<0.05)

4.6.2 Dil boyali endotellerin gosterilmesi
Adipoz kaynakli kok hiicrelerden endotel hiicresi dontisiimii gosterildi (Sekil 4.12, 4.13).

,.“.‘ z —‘ A\ \ » "
! e 2 : ' N

! N LT
Y-\ \\. oy
195 “\|~ 5

'\

Sekil 4.12 Grup II ‘de ve Dil + endotel hiicrelerinin (ok) 151k mikroskobisi ve immunflorasan goriintiisti (100X)

87



Sekil 4.13 Grup II “‘de ve Dil + endotel hiicresinin (0k) 151k mikroskobisi ve immunflorasan goriintiisii (100X)

4.6.3 Glomeriiler Analiz

Grup III ve Grup IV’deki bobreklerin glomeriiler alani, kontrol grubuna gore artmis gozlendi.

Mezengiumda ekspansiyon gelismisti (Sekil 4.16). Kontrol grubunda 3264+122 pm? Grup
[II’de glomerul alam 87464250 pm?, Grup IV’de 82344456 um? bulundu (Sekil 4.17).

Sekil 4.16 Grup I (Kontrol) ve Grup II (KBH) deki siganlarin H&E boyamada karsilatirilmasi. KBH grubundaki
bobrekte glomeriiler hipertrofi ve intraglomeriiler fibrozis goriilmekte (bar 50p1m)
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um?

10000 +

9000 -

8000 -

7000 -

6000 -

5000 -

4000 -

3000 -

2000 -

1000 -

Glomeriil Alani

*
I |
T | T T

Kontrol Grup lII(KBH)  Grup IV(KBH+DM)

Sekil 4.17 KBH I1 gruplarda glomeriil alan artis1 (*p<0.05)
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4.7 Mikroanjiografinin Degerlendirilmesi

Tim gruplardan birer sigana damarlanmanin radyolojik gosterilmesi i¢in mikroanjiografi
cekildi. Damar sayimi, Adobe Photoshop programinda Uysal ve ark. tanimladigi 1mm’lik
dikey ve yatay c¢izgileri kesen damarlarin sayimi1 yontemiyle degerlendirildi [155]. Anjiografi
sonuclart Sekil 4.14’de ve damar sayimi sonuglar1 Sekil 4.15° de gosterilmistir, istatistiksel

analiz yapilmamustir.

Sekil 4.14 Her gruptan bir siganin fleplerindeki damarlanmanin mikroanjiografik goriintiisii(L:sol SVF, sag PBS)
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30
25
20
15
10

Grup | (Kontrol) Grup Il (DM) Grup 11 (KBH)  Grup IV(KBH+DM)

mSVF
mPBS

Sekil 4.15 Mikroanjiografide sayilan damarlarin gruplara gore dagilimi
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5 TARTISMA

Diyabet ve kronik bobrek hastaligi diinya ¢apinda yiikselen sayida hasta sayisi ile epidemik
boyuta ulasmis sistemik hastaliklardir. 2030 yilinda diinyada 300 milyon kisinin diyabet
hastas1 olmasi1 beklenmektedir. Kronik bobrek hastaliginin ABD’de erigkin niifusun %11 ini
etkiledigi tahmin edilmektedir [25, 158]. Kronik bobrek hastaliginin en sik nedenlerinden biri
olan diyabetik nefropati g6z oniine alindiginda bu iki hastaligin birlikte ve ayri ayr1 olarak
yiikselme egilimi devam edecektir. Bu iki hastalik yarattig1 mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
temelli komplikasyonlarla ciddi morbidite ve mortalitelere neden olurken, iyilesmeyen yaralar
ve hemodiyaliz gibi kroniklesen tedaviler, hasta ve iilke ekonomisi iizerinde ciddi bir yiik

olusturmaktadir.

Diyabet ve bobrek hastaliginin viicutta yarattigi multisistemik mikrogevresel degisiklikler ve
inflamasyon halinin en 6nemli patolojik sonuglarindan biri mikroanjiopati ve bozulmus yara
tyilesmesidir. Bu iki patoloji en ¢ok kendini perfiizyonun bozuldugu alt ekstremitede gosterir.
Periferik noropatinin de etiyolojide yer aldigi bir siirecte deri biitiinliigiiniin bozulmasi
neticesinde 1yilesme siiresi 6 haftayr gegen kronik yaralar olusur. Diyabetik hasta niifusunun
yaklasik %12’sini olusturan bu durum alt ekstremite ampiitasyonlarinin ise en dnemli sebebi
olarak gosterilmektedir.  Kemik veya tendonlarin ekspoze oldugu hasta gruplarinda
ampiitasyon orani yaklagik %55 olarak bulunmustur [159]. Bobrek hastaliginin eklenmesinin
prognozu dramatiklestirdigi ve bobrek yetmezligi olan hasta gruplarinda ampiitasyon
oranlarmin yiiksek seyrettigi calismalarda gosterilmistir [160]. Attinger ve ark.
revaskiilarizasyona ragmen diyabetik renal yetmezlik hastalarinda ampiitasyon oranlarim
yaklasik %37 olarak bildirmistir. Bobrek hastaliginin evresi hastada yara gelisimi ve olasi
ampiitasyon i¢in prognostik deger tasimaktadir. Yapilan calismalarda diyabetik hemodiyaliz
hastalarinda daha sik alt ekstremite iilseri gelistigi gosterilmistir. [56] Bununla uyumlu olarak
diyaliz tedavisinin alt ekstemitede iilser gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktdri oldugu
bildirilmistir [161]. Nynberg ve arkadaslart diyabetik renal transplant hastalarindaki
ampiitasyon gelisimi oranini %22 olarak bildirmistir. [162] Bu yiiksek komplikasyon

oranlarinda ekstremite kurtarict cerrahi prensipleri igerisinde yarayr en kisa siirede
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rekonstriikte etmek gerekmektedir. Flep cerrahisi, plastik cerrahinin yara ve defekt kapatilmasi

icin en temel ilgi alanlardan biridir.

Diyabet ve bobrek hastaligi olanlarda flep yasayabilirligi bir sorun teskil etmektedir. Flep
nekroz oranlarinin yiiksek olmasinda diyabet i¢in One siiriilmiis teoriler vardir. Bunlar ileri
glikolizasyon iiriinleri, oksidatif stres ve lipid peroksidasyon iriinlerinin yarattigi lokal ve
sistemik inflamasyon sonucu gelisen endotel hasari, artmis plazma vizkozitesi sonucu
mikrotrombiisler gibi nedenlerdir [163]. Literatirde KBH ve flep yasabilirligi hakkinda
yapilmis bir deneysel ¢alisma yoktur. KBH’nin yara iyilesmesini iizerinde etkisi hakkinda
caligmalar mevcutken flep yasayabilirligi lizerinde etkisi klinik tecriibelerle bilinmekte olup
deneysel calismalar literatiirde bulunmamaktadir. Bobrek hastaliginda ise iiremi ve iiremik
toksinlerin yarattig1 oksidan peroksinitrite bagli hiicre hasarina ek olarak protein enerji
malnutrisyonu ve metabolik asidoza sekonder bir¢ok hiicre ve hiicreler arasi yolaklarin
bozulmasi neden gosterilmektedir [164]. Bunun neticesinde azalmis immiin yanit, sistemik
inflamasyon ve enfeksiyona yatkinlik bozulmus yara iyilesmesinden ve flep nekrozundan
sorumlu gosterilmektedir [165]. Bu hasta grubunda flep nekrozundan son yillarda en gok
suglanan faktor iskeminin tetikledigi neovaskiilarizasyon mekanizmasinin hiperglisemik

ortamda bozulmasidir [166].

Yan ve ark. diyabete sekonder gelisen (¢alisma igindeki ek morbiditeler grubunda KBH da
vardir) kronik alt ekstremite yaralarmin rekonstriiksiyonunda kullanilan fleplerle ilgili
yayinladig: literatiir derlemesinde en fazla komplikasyon oranlariin lokal deri fleplerinde
(%36 parsiyel ve/veya tam kayip) goriildiigiinii en az ise serbest flep teknigiyle aktarilan deri,
fasyokutandz ve perforator fleplerinde goriildiiglinii bildirmislerdir. Son doénem bdbrek
yetmezligi olan diyaliz hastalarinin ekstremite kurtarici cerrahisi i¢in lokal random ve aksiyel
deri fleplerine alternatif olarak serbest fleple rekonstriiksiyonla ilgili basarili bir seri Chien ve
ark. tarafindan bildirilmistir. Bu calismada bu hasta gruplarinda sikca karsilasilan
makronjiopatiler = nedeniyle  operasyon Oncesi  revaskiilarizasyon  gereksiniminin
degerlendirilmesi gerekliligine vurgu yapilmistir. Bunun yaninda, Stokes ve ark. distal
anjiopatinin yaygin goriildiigii diyabet ve diyaliz hastalarinda revaskiilarizasyonun c¢ogu

zaman miimkiin olmadigini bildirmislerdir [52]. Uzun siireli iskemik ¢evredeki ekstremitede
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revaskiilarizasyon sonrast gelisebilecek iskemi reperfiizyon hasari1 da géz Oniinde
bulundurulmasi gereken bir durumdur [155]. Uzun ameliyat siiresi ise sistemik komorbiditesi
olan bu hastalar i¢in 6nemli bir dezavantaj arz etmektedir. Bu gibi dezavantajlardan dolayi
lokal deri ve fasyokutandz fleplerle rekonstriiksiyona her zaman ihtiya¢ vardir. Bu fleplerin

basarisinin arttirilmasi hedeflenmelidir.

Flep yasayabilirliginin arttirilmasina yonelik calismalar plastik cerrahinin temel arastirma
alanlarindan biridir. Flep kaybina neden olan etiyolojilerin anlasilmasi ve nedenlerin ortadan
kaldirilmasi ve uzaklastirilmasi problemin ¢6ziim igin izlenmesi gereken yoldur. Diyabetik ve
renal yetmezlik hastalarinda yiiksek nekroz oranlarinin temelinde azalmig pro-anjiogenik
faktorler sonucu azalmis neovaskiilarizasyon yatmaktadir. Azalmis unsurlarin diizeltilmesine

yonelik ¢caligmalar anjiogenezin mekanizmasinin anlagilmasiyla miimkiin olmustur.

Anjiogenezin en dnemli tetikleyicisi iskemidir. iskemi neticesinde hipoksi inducible factor-1a
gibi transkripsiyon faktorleri ve VEGF, PDGF, bFGF gibi stimiilan faktorlerin salinmasin
arttirarak ve endotelyal Oncii hiicreleri harekete gegirerek anjiogenezis mekanizmasini
baglatirlar. Diyabette, damar olusumu mekanizmasinda ©6nemli rol oynayan HIF-la
fonksiyonu bozulmus oldugu, VEGF seviyesinin azaldigi ve endotelyal onciil hiicrelerin
fonksiyonlariin bozuldugunu gosteren ¢alismalar vardir [167, 168]. Literatiirde bFGF, PDGF,
VEGF gibi anjiogenik faktorlerin flep yasayabilirliginin arttirildigi gosterilmistir [169, 170].
Son yillarda iizerinde ¢alismalarin arttig1 ve literatiirde flep yasabilirligini arttirdigi gosterilmis
diger bir tedavisi ise kok hiicre tedavisidir [171]. Bu calismada; flep kayiplarinin sik olarak
karsilagildigt KBH ve diyabetli hasta gruplarinda, kok hiicrelerden zengin stromal vaskiiler

fraksiyonun flep yasayabilirligine etkisini arastirildi.

Kok hiicreler, degisik hiicre gruplarina farkililasma potansiyeli olan ve sinirsiz ¢ogalabilen
hiicrelerdir. Etik sorunlardan dolay1 klinik arastirma ve tedaviler mezenkimal dokulardan elde
edilen kok hiicreler lizerinde yogunlasmistir. Mezenkimal kok hiicreler bir¢ok dokuda
bulunurlar fakat {izerinde en ¢ok arastirma yapilmis dokular kemik iligi ve adipoz dokudur.
Adipoz dokunun kemik iligine gore daha zengin kok hiicre kaynagi oldugu ve buradan elde

edilen kok hiicrelerin kemik iligi kokenli kok hiicreler gibi farklilasma yetenekleri oldugu
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gosterilmistir. Uysal ve ark. kemik iligi kokenli ve adipoz doku kokenli kdok hiicrelerin
etkilerini karsilastirdig1 bir ¢alismada; kapiller dansite artisinin adipoz kokenli kok hiicrelerde
daha fazla oldugunu bildirmistir [157]. Anjiogenetik faktorler sayesinde flep yasayabilirligini
arttirdiklar1 gosterilmistir. Adipoz kokenli kok hiicrelerin kiiltiirii edilerek ya da kiiltiire
edilmeden stromal vaskiiler fraksiyon halinde dokuya verilmesi arasinda bir fark
gosterilmemistir. Bu ¢aligmada bu avantajlarindan dolay:r ve daha az sayida donér hayvan
kullanarak daha fazla kok hiicre elde edebilmek igin adipoz doku tercih edildi. Stromal
vaskiiler fraksiyonu her gruba 6zel, o gruptaki hasta hayvanlardan elde ederek, hastalik
zemininde SVF etkisinin arastirilmasi hedeflendi. Tanimlanmis modellerle iyatrojenik olarak

hayvanlar diyabet, kronik bobrek hastalig1 ve diyabetik kronik bobrek hastaligi olusturuldu.

SVF inbred hayvanlardan elde edildi. Literatiirde inbred hayvanlardan elde edilen adipoz
kokenli kok hiicrelerin  immiinolojik redde ugramadan farklilasabildigini ve doku

rejenerasyonu yapabildigi gosterilmistir [172].

Iyatrojenik diyabet i¢in tamimlanmis yontemlerden en yaygin olarak kullanilan, dozu ve
mekanizmasi en iyi tarif edilmis yontemlerden intraperiotoneal 60mg/kg STZ enjeksiyon
yontemini tercih edildi. Diger yontemlerden pankreatektomi uygulanabilirligi zor ve
morbiditesi yiiksek bir metod oldugu i¢in, genetik hayvan modelleri ve viriisle indiiklenmis
diyabet modellerini maliyetinin yiiksekligi ve otomimmuniteyle ilgili diyabet gelisimini taklit
eden caligmalarda anlamli olmasi acisindan tercih edilmedi. En sik kullanilan kimyasal
ajanlardan Alloksan’1 ise yan etkilerinin fazla olmasi, hastalik gelistirici dozlar arasinda
farkhiliklar nedeniyle tercih edilmedi. Literatiirde STZ siklikla 20 mM sodyum sitrat tamponu
(pH: 4,5) icerisinde hazirlandigr bildirilmistir. Sodyum sitratin nefrotoksik etkileri nedeniyle
Grup IV teki KBH’li hayvanlarda sorun teskil edebileceginden STZ’yi %0.9 NaCl ¢ozeltisi
icerisinde hazirlandi. Diyabetle ilgili patolojik degisikliklerin gozlemlenebilmesi, flep
caligmasinda anlamli sonuglar elde edilebilmesi igin diyabetik slirenin ne kadar olmasi
gerektigi ile ilgili literatlirde farkli goriisler mevcuttur. Rendell ve ark. 3. Hafta itibariyle
fleplerde %40°a varan nekroz gelisimi tariflemistir [173]. Isken ve ark. ideal diyabetik siirenin
ne kadar olmasi gerektigi ile ilgili yaptig1 flep c¢alismasinda 4 haftanin yeterli oldugunu, 8

haftanin ise en ciddi bulgular1 gormek igin anlamli oldugunu belirtmislerdir [174]. Bu
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calismada diyabetik sicanlarda 3 hafta diyabetik beklendikten sonra 4. hafta basinda flep
cerrahisini gergeklestirildi. Grup IV’deki KBH ve diyabetik hayvanlarda, kayip sayisini

artabileceginden dolay1 daha uzun siireli bekleme tercih edilmedi.

Iyatrojenik KBH modeli olarak, progresif renal kitle ve fonksiyon kaybm ve KBH
semptomlarin1  gosterebilecek yontem olan 5/6 nefrektomi modeli tercih edildi [175].
Kimyasal modeller nefrotoksik ilaglarin hayvanlarin diyetine katilarak ilagla belli bir siire
maruziyet gerektirdigi igin, cerrahi modellerden {ireter obstriikksiyon modeli hidronefroz
temelli KBH ¢alismalarina uygun oldugu i¢in tercih edilmedi. Gagnon ve ark. cerrahi modeli
iki ayr1 seansta olacak sekilde tariflemistir [90]. Seth ve ark. tek seans olarak modifiye etmistir
[87]. Bu ¢alismada, deney siirecinin uzun olmasi ve ek cerrahi komplikasyonlardan kaginmak
icin tek seansli 5/6 nefrektomi modeli tercih edildi. Seth ve ark. flank bolgeden iki ayri
insizyonla nefrektomileri gergeklestirmislerdir. Sirt fleplerinde herhangi bir tesirinin olmamasi
icin abdominal orta hat vertikal insizyonu, flank insizyonuna tercih edildi. Bu cerrahi
yaklasimin dezavantaji, barsaklarin ekartasyonu sirasinda yapilacak manuplasyonlara
sekonder brid ileus gibi komplikasyonlardir. Nitekim KBH cerrahisi geciren ve kaybedilmis 2
siganda yapilan otopside 1 sicanda barsak anslarinda 6dem, distansiyon ve nekroz
gorilmiistiir.

Literatiirde KBH’nin flep yasayabilirligi iizerinde etkisi ile ilgili bir ¢alisma mevcut degildir.
KBH ve yara iyilesmesi ile ilgili yapilan caligmalarda deneysel modelin en az 6 hafta
beklenmesi onerilmistir [87]. Literatiirle uyumlu olarak bu caligmadaki KBH siiresi 6 hafta
olarak belirlenmistir. KBH tanisi, birgok yayinda agirlik, kan iire kreatinin hemoglobin ve
elektrolit degerlerinin takibiyle konmustur. Insan KBH takibinde 24 saatlik idrarda glomeriiler
filtrasyon hesab1 altin standart olarak degerlendirilse de hayvan modellerinde 24 saatlik
idrarda takip yapmak metabolik kafeslerde miimkiin olabilmektedir. Deney laboratuvarinda
metabolik kafes olmamasi nedeniyle KBH takibi kanda iire kreatinin hemoglobin ve agirlik
takibi ve patolojik glomeriiler analiz olarak yapilmistir. Shobeiri ve ark. yaptiklar literatiir
derlemesinde 5/6 nefrektomi sonrast serum kreatinin yaklasgitk 2.2 katina ulastigini
gostermislerdir [176]. Gagnon ve ark. 5/6 nefrektomi sonrasinda serum BUN seviyesinin 1.5-
4.8 katina c¢iktigin1 bildirmis. Bu ¢alismada literatiirle uyumlu olarak serum Kkreatinin

seviyeleri yaklasik olarak 3 katina, BUN seviyesi ise 4 katina yiikselmistir. KBH’da
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eritropoetin sentezinin azalmasina sekonder anemi goriilmektedir. Bu ¢aligmada kan Hb
seviyesi Grup Il ve Grup llI’de anlamli diisiis gosternistir (p<0.05). Kalan bobrekte
kompanzatuar hipertrofi ve sonrasinda gelisen progresif kayip kendini patolojik olarak
mezengial ekspansiyon ve glomeriiler hiperfrofi ile gosterir. H&E kesitlerde artmis mezengial
alanin hesaplanmasi ile bdbrekteki bu degisim kantitatif olarak degerlendirilebilir. Bu
calismada KBH’li Grup III ve Grup IV’de glomeriiler alan Olglimiinde anlamli artis

bulunmustur.

Flep modeli olarak Ichioka’nin tanimladigi cift dorsal flep, daha az sayida hayvan
kullanilmasina izin vererek, flep iizerinde tek degiskenin calisilmasina olanak saglamasi
nedeniyle tercih edildi [16]. Sag ve sol flepler arasindaki anatomik farkliligin, flep canliligina
etkisini gostermek i¢in kontrol grubunda her iki flebe fosfat tamponlu salin (PBS) enjeksiyonu
yapild1 ve sag ve sol flepler arasinda fark bulunamadi. Kontrol grubunda diger gruplarda
oldugu gibi sol flebe SVF enjeksiyonu yapilmamis olmasimin diger bir sebebi ise, SVF’nin
literatiirde saglikli hayvanlarda flep yasayabilirliginin arttirilldiginin gosterilmis olmasidir
[171]. Kontrol grubunda flep yasayabilirligi %69’dur. Grup II ‘de (DM) PBS verilen fleplerde
canli alan %45, SVF verilen fleplerde ise canli alan yiizdesi ise %62’dir. SVF Grup 11’de flep
canliligini anlaml arttirmisken, Grup I ile karsilastirildiginda flep canliligi anlamli derecede
azalmustir. Grup III” de (kronik bobrek hastaligi) flep yasabilirligi PBS verilen grupta %44,7
olmustur. SVF verilen fleplerde yasayabilirlik %54,3 olarak bulunmustur. KBH’l1 hayvanlarda
SVF, flep yasayabilirligini anlamli derecede arttirmistir. Grup I’le karsilasitirildiginda KBH,
flep yasayabilirligini SVF ve PBS gruplarinda anlamli derece azalttigi goriilmektedir. Grup
IV’de ( KBH ve DM) PBS verilen fleplerde canli alan1 %43’diir. SVF verilen grupta canli alan
%53 bulunmustur ve PBS verilen fleplere gore artis anlamlidir. Grup I ile karsilastirildiginda
KBH ve DM flep canli alan1 PBS ve SVF verilen fleplerde anlamli azalmistir. Ozetle SVF tiim
gruplarda PBS verilen fleplere gore flep canliligini arttirmisken, KBH, DM ve KBH ile DM
flep yasayabilirligini anlamli 6lgiide azaltirlar. Bu hasta gruplardaki SVF verilen fleplerde

canlilik, hastalig1 olmayan Grup I ‘e gore azalmis bulundu.

Literatiirde mezenkimal kok hiicrelerin flep yasayabilirligini arttirdigini gosteren ¢alismalar

mevcuttur. Simman ve ark. kemik iligi kokenli kok hiicrelerle flep canliligini arttirmiglardir
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[177]. Lu ve ark. ilk kez random paternli bir sirt flebinde adipoz kokenli kok hiicrelerde flep
nekroz oranmi azalmistir [171.] Yapilmis yayinlarda diyabetik sicanlarda ortalama random
flep canliligi %45 olarak bildirilmistir. Grup IV ‘de PBS grubunun flep canliligi oran1 %45’ dir
ve literatiirle uyumludur [178]. Gao ve ark. diyabetik farelerde kaldirdiklari random dorsal
deri flebinde adipoz kokenli kok hiicrelerle flep canliligimin %45°ten %80’e ulagtigim
bildirmislerdir [179]. Bu g¢alismada kok hiicreler saglikli insanlardan elde edilmistir ve flep
modeli ise 3 c¢cm uzunlugunda 1 cm genisliginde random patern dorsal deri flebidir. Bu
calismada ise uzunluk en porsiyonu 5:1 olan flep modelinde hasta hayvanlardan elde edilen
SVF ile flep canliliginda anlamli artis bulunmustur. Bu agidan klinik uygulanabilirligini
gosterilmistir. Hasta hayvanlarin oldugu Grup II, Grup III ve Grup IV’de ise SVF flep
canliligin1 saglikli flep seviyelerine getirememistir. Buna sebep olan nedeni agiklayabilmek
icin diyabet ve kronik bobrek hastaliginin kok hiicreler iizerinde etkisini incelemek

gerekmektedir.

Hipergliseminin VEGF iretimini azalttigi, diyabetik insan ve hayvan yara iyilesmesi
modellerinde gosterilmistir [168]. Lerman ve ark. AKKH’lerin diyabetin yara iyilesmesi
lizerine yaptig1 ¢alismada, damar olusumu i¢in ¢ok Onemli bir asama olan kok hiicrelerin
kapiller gociiniin hiperglisemik ortamda azaldigini gostermislerdir. Bagka bir caligmada
diyabetin AKKH nisini in situ etkiledigini ve in vitro ,in vivo vaskiiler ag yapabilme
yeteneklerini azaltarak yara iyilesmedeki etkisini kaybettigi gosterilmistir. Gao ve ark.
hipoksik hiicre kiiltiir kosullarinda azalmis vaskiilogenik yeteneklerin hipoksi neticesinde
arttirilabilecegini  gostermistir. Literatiirdeki bilginin aksine diyabetik farelerde VEGF
sentezini artmis olarak bulduklar1 ve Dil ile isaretli AKKH’leri endotel yapisinda
goremedikleri ¢calismada, hiperglisemik ortamda artmis neoanjiogenezin kok hiicre gogiiyle ve
direk endotele doniismeyle degil hipoksiyle indiiklenmis olabilecegini bildirmislerdir. Bunu
destekler bagka bir ¢alismada azaltilmis oksijen seviyesinin oldugu kok hiicre kiiltiirlerinde
hipoksi indiiklemesiyle VEGF, IGF, kemokin ligand 12 saliniminda artis1 bildirmislerdir
[180].

Kronik bobrek hastaliginin kok hiicreler lizerindeki etkisi literatiirde renal iskemik hasarin

Onlenmesine yonelik arastirmalarda incelenmistir. Kemik iliginin non mezenkimal kok hiicre
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kismindaki hematopoetik ve endotelyal oncii hiicreler tizerinde yapilmis bir ¢calismada, kronik
bobrek yetmezliginin bu hiicrelerin proliferasyonunu azalttigi gosterilmistir [181]. Fonksiyon
kayb1 kemik iligi transplanti yapilan siganlar iizerinde de gosterilmis, KBH olan donor
siganlardan alinan iligin daha az faydali oldugu gosterilmistir [182]. Kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicreler iizerindekinin etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada farelerdeki 6
haftalik KBH’nin mezenkimal kok hiicrele fonksiyonlarini bozdugu gosterilmistir [183].
KBH’nin kemik iligi MKH farklilasmas1 ve ¢ogalma fonksiyonlarinin gdésterildigi bir
caligmada, tiremik toksinlerin, proenflamatuvar molekiillerin, reaktif oksijen radikallerinin kok
hiicre fonksiyonlarin1 bozmakta etken olabilecegi bildirilmistir. Ayn1 c¢alismada diyalizin
onemine vurgu yaparak, Indoksik siilfat ve p-kresol gibi MKH proliferasyonunu azaltan
toksinlerin etkili diyalizle uzaklastirilmasinin faydali olabilecegini bildirilmistir [184]. Insan
MKH’lerin lizerinde yapilmis baska bir ¢alismada ise saglikli insanlarda, BH olan insanlarin
adipoz dokularindan alinan AKKH’lerin arasindaki farkililasma, ¢ogalabilme ve
immumodiilasyon kapasiteleri in vitro ortamda karsilastirilmistir. Bu g¢alisma neticesinde
kronik bobrek hastalarindan elde edilen AKKH’lerin farkililagma, immun modiilasyon ve
farklilagsma agisindan saglikli insanlardaki AKKH’lere gore farkli olmadigi ve AKKH’lerin
yiiksek tiremik seviyelere direngli oldugunu bildirilmistir [185].

Yeni kapiller olusumu, H&E boyamaya ek olarak CD31 immiinohistokimyasal boyama
yontemi ile tespit edildi. Boylece liimeni a¢ilmamis yeni olusan kapillerleri, endotelleri CD31
ile boyandig i¢in tespit edebilebildi. Kapiller dansite SVF verilen fleplerde PBS verilenlere
gore anlamli yiiksekti. Bu yiikseklik, SVF verilen fleplerdeki artmis yasayabilirlikle
uyumludur. SVF verilen fleplerdeki damarlanma artisi, mikroanjiografilerde de artmis
bulundu. Kontrol grubuna gore ise damar sayisinin daha diisiik ¢ikmasini tiremi ile diyabetin

neovaskiilarizisyonu olumsuz yoniinde etkiledigi seklinde yorumlanabilir.

Damarlanmanin direk endotelyal doniisiimle mi yoksa proanjiogenik sitokinlerle mi oldugunu
anlamak icin Dil ile isaretlenen SVF icindeki kok hiicreler immiinflorasan mikroskopta
incelendi. CD31 boyali preparatlarda damar endoteline doniisen kok hiicreler gosterildi.
Boylece bu endotelyal hiicrelerin eksojen olarak transplante edilen adipoz kékenli mezenkimal

kok hiicrelerden gelistigi sonucuna varildi. Bu hiicrelerin dokuda gosterilmesi, uygulama
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sirasinda hiicrelerde herhangi bir canlilik kaybi1 olmadigimni gostermesinin yani sira, adipoz
kokenli MKH’lerin endotel hiicresine farklilasarak vaskiilogeneze direkt etkisini
kanitlamaktadir. Bir¢cok c¢alismada benzer sekilde kok hiicrelerin dokuda damar yapisina
katildig1  gosterilmisken, bazi arastirmacilar, damar yapisina katilmig kok hiicre

gosterememislerdir.

Kan VEGEF seviyeleri incelendiginde iiremik olan Grup III ve Grup IV’de 0. ve 7. giinler
arasinda anlamli artis gdzlenememistir. Diyabetik Grup II’de ise artis anlamlidir. Ureminin
VEGF salinimini etkilemesinde, lireminin kok hiicre fonksiyonlari diyabete gore in vivo
olarak daha fazla etkiledigini destekler niteliktedir. Diyabetteki anlamli VEGF artis1, kapiller
dansite ve diyabetik hayvan fleplerinin diger iremik gruplara gore fazla olmasiyla uyumludur.
Kapiller dansitedeki artis, anjiografide SVF verilen fleplerdeki damarlanma artisiyla uyumlu

gozlemlendi.
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6. SONUC

Calismamizda; diyabet ve kronik bobrek hastaliginin flep yasayabilirligini azalttigini ve bu iki
hastaligin birlikte goriildiiklerinde flep yasayabilirliginin en az oldugu gosterildi.

Stromal vaskiiler fraksiyonun, flep yasayabilirligini arttirdigini bulundu. Bu etkiyi endotele
farklilasan kok hiicreler araciligiyla gergeklesen neovaskiilarizasyonla sagladigi sonucuna

varildi.

Flep canli alan yiizdesi ve kapiller dansite degerleri, kontrol grubuna goére daha diisiik
bulundu. Benzer sekilde kan VEGF seviyeleri diyabet grubu disindaki gruplarda anlamli
degisim gostermezken, kontrol grubuna gore anlamli artis gostermistir. Bu farklilik
sonucunda; in vivo hiperglisemik ve tiremik ortamin, SVF fonksiyonlarinda bozulma
yaratabilecegi sonucuna vardik In vivo ortamda stromal vaskiiler fraksiyonun diyabet ve
tiremik ortamda fonksiyonel degisiklikleri ileri ¢alismalarda gosterilebilir. Diyabet siiresi ve
kronik bobrek hastalig: siiresi uzatilmis hayvanlarda yapilacak calismalarda, stromal vaskiiler

fraksiyonun ve flep yasayabilirliginin etkisi arastirilabilir.

Sonug olarak stromal vaskiiler fraksiyon; elde edilmesi, hazirlanmasi ve uygulamasi kolay,
maliyetinin diisiik ve etkinliklerinin yliksek olmasi gibi ciddi avantajlar1 gdz Oniinde
bulunduruldugunda, flep yasayabilirliginin azalmis olarak goriildiigli diyabet, kronik bobrek
hastalig1 ve diyabet ile kronik bobrek hastaliginin beraber goriildiigli hasta grubunda, flep

canliligini arttirmak i¢in kullanilabilir.

101



10.

11.

12.

13.

KAYNAKLAR

Thorne, C.H. Techiques and Principles in Plastic Surgery. Grabb and Smith's Plastic
Surgery. (C.H. Thorne, ed). Seventh edition. Lippincott Williams & Wilkins. 1-12,
2014.

Taylor GI, Palmer J. The Vascular Territories( angiosomes ) of the body: experimental
study and clinical applications. Br J Plast Surg 40:113-141, 1987.

Vedder NB. Flap Physiology. Plastic Surgery (Mathes SJ, ed.) Elsevier 483-506, 2006.

Daniel RK, Kerrigan CL, Principles and physiology of skin flap surgery. Plastic
Surgery. (McCarthy JG, ed.). WB Saunders 275-328, 1990.

Kerrigan CL, Skin Flap failure: pathophysiology. Plast Reconstr Surg 72: 766-777,
1983.

Kerrigan CL, Hjortdal VE, Sampalis J. Global flap ischemia: a comparison of arterial
versus venous etiology. Plast Reconstr Surg 93: 366-374, 1994.

Hjortdal VE, Sinclair T., Kerrigan CL. Venous ischemia in skin flaps:microcirculatory
intravascular thrombosis. Plast Reconstr Surg 93: 366-374, 1994.

Im MJ, Su CT, Hoopes JE, Anthenelli RM. Skin flap metabolism in rats: oxygen
consumption and lactate production. Plast Reconstr Surg 71: 685-688, 1983.

Wilkins EG, Rees R, Smith D. Identification of xanthine oxidase activity following
reperfusion in human tissue. Ann Plast Surg 31: 60-65, 1993.

Angel MF, Narayanan K, Swarts WM. Improved survival in free skin flap transfers in
rats. Br J Plast Surg 39: 469-472, 1986.

Sasaki GH, Pang C. Experimental evidence for involvement of prostoglandins in
viability and acute skin flaps: effects of viability and mode of action. Plast Reconstr
Surg 67: 335-340, 1981.

Taylor GI, Corlett RJ, Caddy CM, Zelt RG. An anatomic review of the delay
phenomenon. Il. Clinical applications. Plast Reconstr Surg 89: 408-416, 1992.

Matsumara H, Yoshizawa N, Vedder NB, Watanabe K. Preconditioning of the distal
portion of a rat random-pattern skin flap. Br J Plast Surg 58-61, 2001.

102



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Caglar B. Lokal Hipoterminin Random Paternli Deri Fleplerinde Yeni Damar Olusumu
ve Flep Canliligi Uzerine Etkisi. Uzmanlik tezi. Baskent Universitesi:Plastik,
Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali. sayfa 3-11. Ankara, 2012.

Khouri RK, Edstrom L, Angel MF. The dorsal rat flap: An apprasial of the model.
Surg 38: 598, 1987.

Ichioka S, Kudo S, Shibata M, Ando J, Sekiya N, Nakatsuka T. Bone marrow cell
implantation improves flap viability after ischemia-reperfusion injury. Ann Plast Surg.
52 (4): 414-418, 2004.

Angel, MF.The dorsal skin-flap model in the rat. Plast Reconstr Surg 92: 1203, 1993.

Lloyd PG, Prior B, Yang HT, Terjung RL. Am J Physiol Heart Circ Physiol 284(5):.
1668-1678, 2003.

Risau W. Mechanism of angiogenesis. Nature 386: 671-674, 1997.

Tam BY, Wei K, Rudge JS, Hoffman J, Holash J, Park SK, Yuan J, Hefner C, Chartier
C, Lee JS, Jiang S, Niyak NR, Kuypers FA, Ma L, Sundram U, Wu G, Garcia JA,
Schrier SL, Mabher JJ, Johnson RS, Yancopoulos GD, Mulligan RC, Kuo CJ. VEGF
modulates erythropoiesis through regulation of adult hepatic erythropoietin synthesis.
Nat Med 12: 793-800, 2006.

Li B, Sharpe E, Maupin AB, Teleron AA, Pyle AL, Carmeliet P, Young PP. VEGF and
PGF promote adult vasculogenesis by enhancing EPC recruitment and vessel
formation at the site of tumor neovascularization. FASEB J 20: 1495-1497, 2006.

Broxmeyer HE, CooperS, Li ZH, Lu L, Song HY, Kwon BS, Warren RE, Donner DB.
Myeloid progenitor cell regulatory effects of vascular endothelial cell growth factor.
Int J Hemato. 62: 203-215, 1995.

Ben-Av P, Crofford L, Wilder RL, Hla T. Induction of vascular endothelial growth
factor expression in synovial fibroblasts. FEBS Lett 372: 83-87, 1995.

Dianna JM, Zimmet P. Classification of diabetes mellitus and other categories of
glucose intolerance. International Textbook of Diabetes Mellitus. (DeFronzo RA, ed.).,
Wiley Blackwell. Vol. 1, 3-16, 2015

King H, Aubert R, Herman WH. Global burden of diabetes, 1995-2025: prevalence,
numerical estimates, and projections. Diabetes Care 21:1414-1431, 1998.

Tuomi T, Groop L, Zimmet P. Antibodies to glutamic acid decarboxylase reveal latent
autoimmune diabetes mellitus in adults with a non-insulin dependent onset of disease.
Diabetes 42: 359-362, 1993.

103



217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Kissebah A, Vydelingum N, Murray R. Relation of body fat distribution to metabolic
complications of obesity. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 54: 254-
260, 1982.

Harris MI, Klein R, Welborn TA, Knuiman MW. Onset of NIDDM occurs at least 4-7
year before clinical diagnosis. Diabetes Care 15: 815-819, 1992.

American Diabetes Association (ADA). Diagnosis and classification of diabetes
mellitius. Diabetes Care 34: 62-69, 2011.

World Health Organisation (WHO). Definition and diagnosis of diabetes mellitus and
intermediate hyperglycemia. Report of a WHO/IDF consultation. WHO:Geneva,.
2006.

Forbes JM, Cooper ME. Mechanisms of diabetic complications. Physiological Reviews
93(1): 137-188, 2003.

Kowluru RA. Effect of reinstitution of good glycemic control on retinal oxidative
stress and nitrative stress in diabetic rats. Diabetes 52(3): 818-823, 2003.

El-Osta A, Brasacchio D, Yao D. Transient high glucose causes persistent epigenetic
changes and altered gene expression during subsequent normoglycemia. Journal of
Experimental Medicine 205(10): 2409-2417, 2008

Cooper ME, E.-O.A., Epigenetics: mechanisms and implications for diabetic
complications. Circulation Research 107(12): 1403-1413, 2010

Long J, Wang Y, Wang W. Identification of microRNA-93 as a novel regulator of
vascular endothelial growth factor in hyperglycemic conditions. The Journal of
Biological Chemistry, 285(30): 23457-23465, 2010.

Forbes JM, Coughlan MT, Cooper ME. Oxidative stress as a major culprit in kidney
disease in diabetes. Diabetes 57(6): 1446-1454, 2008

Suzen S, Buyukbingdl E. Recent studies of aldose reductase enzyme inhibition for
diabetic complications. Current Medicinal Chemistry 10(15): 1329-1352, 2003.

Levey AS, Coresh J. Chronic kidney disease. Lancet 379 (9811): 165-180, 2012.

Seaquist ER, Goetz FC, Rich S, Barbosa J. Familial clustering of diabetic kidney
disease. Evidence for genetic susceptibility to diabetic nephropathy. New England
Journal of Medicine 320(18): 1161-1165, 1989.

Vlassara H, Uribarri J. Glycoxidation and diabetic complications: modern lessons and
a warning? Reviews in Endocrine and Metabolic Disorders 5(3):181-188, 2004.

104



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Coughlan MT, Thorburn D, Penfold SA. RAGE-induced cytosolic ROS promote
mitochondrial superoxide generation in diabetes. Journal of the American Society of
Nephrology 20 (4): 742-752, 2009.

Gibbons CH. Quantification of sudomotor innervation: a comparison of three methods.
Muscle & Nerve 42 (1): 112-119, 2010.

Koitka A. Impaired pressure-induced vasodilation at the foot in young adults with type
1 diabetes. Diabetes 53(3): 721-725, 2004

Kuhtz-Buschbeck JP. Thermoreception and nociception of the skin: a classic paper of
Bessou and Perl and analyses of thermal sensitivity during a student laboratory
exercise. Advances in Physiology Education 34(2): 25-34, 2010.

Lauria G, Lombardi R. Small fiber neuropathy: is skin biopsy the holy grail? Current
Diabetes Reports 124:384-392, 2012.

Kuehl M, Stevens MJ. Cardiovascular autonomic neuropathies as complications of
diabetes mellitus. Nature Reviews Endocrinology 8(7): 405-416, 2012.

Low PA, Walsch.JC, Huang CY, McLeod JG. The sympathetic nervous systemin
diabetic neuropathy. A clinical and pathological study. Brain 98(3):341-356, 1975.

Marso SP, Hiatt WR. Peripheral arterial disease in patients with diabetes. Journal of
the American College of Cardiology 475: 921-929, 2006.

Beckman JA, Creager M, Libby P. Diabetes and atherosclerosis: epidemiology,
pathophysiology, and management. JAMA 287(19): 2570-2581, 2002.

Selvin E, Marinopoulos S, Berkenblit G. Meta-analysis: glycosylated hemoglobin and
cardiovascular disease in diabetes mellitus. Annals of Internal Medicine 141(6): 421-
431, 2004.

Mozes G, Keresztury G, Kadar A. Atherosclerosis in amputated legs of patients with
and without diabetes mellitus. International Angiology 17(4): 282-286, 1998.

Stokes KR, Strunk HM, Campbell DR. Five-year results of iliac and femoropopliteal
angioplasty in diabetic patients. Radiology 174:977-982, 1990.

Bullard KM, Longaker M, Lorenz HP. Fetal wound healing: current biology. World J
Surg 27: 54-61, 2003.

Medina A, Scott PG, Ghahary A, Tredget EE. Pathophysiology of chronic nonhealing
wounds. J Burn Care Rehabil 26: 306-19, 2005.

Conrad C, Huss R. Adult stem cell lines in regenerative medicine and reconstructive
surgery J Surg Res 124:201-208, 2005.

105



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Spanheimer RG, Umpierrez G, Stumpf V. Decreased collagen production in diabetic
rats. Diabetes. 37: 371-6, 1988.

Robson MC, Phillips T, Falanga V, Odenheimer DJ, Parish LC, Jensen JL, Steed DL.
Randomized trial of topically applied repifermin (recombinant human keratinocyte
growth factor-2) to accelerate wound healing in venous ulcers. Wound Repair Regen.
9: 347-52, 2001.

Tsang MW, Wong WK, Hung CS, Lai KM, Tang W, Cheung EY, Kam G, Leung L,
Chan CW, Chu CM, Lam EK. Human epidermal growth factor enhances healing of
diabetic foot ulcers. Diabetes Care 26: 1856-1861, 2003.

Bhara M, Milles JL, Suresh K. Diabetes and landmine related amputation: a call to
arms to save limbs. International Wound Journal 6;(1): 2- 3, 20009.

Singh N, Armstrong D, Lipsky BA. Preventing foot ulcers in patients with diabetes.
JAMA 293: 217-228, 2005.

Fernando DJS, Hutchinson A, Veves A. Risk factors for non-ischaemic foot ulceration
in diabetic nephropathy. Diabetic Medicine 8:223-225, 1991.

Game FL, Chipchase S, Hubbard R. Temporal association between the incidence of
foot ulceration and the start of dialysis in diabetes mellitus. Nephrology Dialysis
Transplantation 21: 3207-3210, 2006.

Kwon DS, Gao X, Liu YB, Dulchavsky DS, Danyluk AL, Bansal M, Chopp M,
Mclintosh K, Arbab AS, Dulchavsky SA, Gautam SC. Treatment with bone marrow-
derived stromal cells accelerates wound healing in diabetic rats. Int Wound J 5: 453-
463, 2008.

Maharlooei,MK, Bagheri M, Solhjou Z, Jahromi B, Akrami M, Rohani L, Monabati A,
Noorafshan A, Omrani G. Adipose tissue derived mesenchymal stem cell (AD-MSC)
promotes skin wound healing in diabetic rats. Diabetes Res Clin Pract. 93(2): 228-34,
2011.

Aygoren BH. Diyabetik Sicanlarda Kaptopril ve Anjiotensin II Kombine Tedavisinin
Random Patern Deri Flepleri Yasayabilirligi Uzerine Etkisi. Uzmanlik Tezi. Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi AD. Bursa, 2012.

Herr RR, Jahnke HK, Argoudelis AD. The structure of streptozotocin. J Amer Chem
Soc 89:4808, 1967.

Bell RH, Hye RJ. Animal Models of Diabetes Mellitus: Physiology and Pathology.
Journal of surgical Research, 35: 433-460; 1983.

106



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Hosokawa, M, Dolci W, Thorens B. Differential sensitivity of GLUT1 and GLUT2-
expressing beta cells to streptozotocin. Biochem Biophys Res Commun 1114-1117,
2001

Jun HS, Yoon JW. The role of viruses in type | diabetes:two distinct cellular and
molecular pathogenic mechanisms of virus induced diabetes in animals. Diabetologia
44(3):271-85, 2001.

Irer VS, Alper G. Deneysel Diyabet Modelleri. Tiirk Klinik Biokimya Derg. 2(3):127-
136, 2004

Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Prevalence of chronic kidney
disease and associated risk factors-United States 1999-2004 MMWR Morb. Mortal.
WKly. Rep. 56(8):161-16, 2006.

Global Burden of Disease 2013, Global, regional, and national age-sex specific all-
cause and cause-specific mortality for 240 causes of death, 1990-2013: a systematic
analysis for the. Lancet 385(9963): 117-171, 2014.

KDIGO 2012, KDIGO clinical practice guideline for the evaluation and management
of chronic kidney disease. Kidney Int 3: 1-150, 2013.

Delanaye P, Cohen EP. Formula-based estimates of the GFR: equations variable and
uncertain. Nephron Clin Pract 110(1):48-53, 2008.

Gupta J, Mitra N, Kanetsky PA, Devaney J, Wing MR, Reilly M. Association between
albuminuria, kidney function and inflammatory biomarker profile. Clin J Am Soc
Nephrol 7: 1938-46, 2012.

Cheung WW, Paik K, Mak RH, Inflammation and cachexia in chronic kidney disease.
Pediatr Nephrol 25(4): 711-24, 2010.

Goncalves S, Pecoits-Filho R, Perreto S, Barberato SH, Stinghen AE, Lima EG.
Associations between renal function, volume status and endotoxaemia in chronic
kidney disease patients. Nephrol Dial Transplant 21: 2788-94, 2006.

Wheeler DC. Cardiovascular disease in patients with chronic renal failure. Lancet 348:
1673-1674, 1996.

Fischer D, Rossa S, Landmesser U. Endothelial dysfunction in patients with chronic
heart failure is independently associated with increased incidence of hospitalization,
cardiac transplantation, or death. European Heart Journal26(1):65-69, 2005.

P. Kubes, Suzuki M, Granger DN. Nitric oxide: an endogenous modulator of leukocyte
adhesion. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 88(1):4651-4655, 1991.

107



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

M. Annuk, Zilmer M, Lind L, Linde T, Fellstrom B. Oxidative stress and endothelial
function in chronic renal failure. Journal of the American Society of Nephrology. 12:
2747-2752, 2001,

Reyes AA, Karl AA, Klahr S. Role of arginine in health and in renal disease.
American Journal of Physiology 267(3):331-346, 1994.

Xiao S, Wagner L, Mahaney J, Baylis C., Uremic levels of urea inhibit L-arginine
transport in cultured endothelial cells. American Journal of Physiology 280(6): 989-
995, 2001..

Nayman J. Effect of renal failure on wound healing in dogs. Response to hemodialysis
following uremia induced by uranium nitrate. Ann Surg 164: 227-235, 1966.

Kursh ED, Klein L, Schmitt J, Kayal S, Persky L, The effect of uremia on wound
tensile strength and collagen formation. J Surg Res 23: 37-42, 1977.

Yue DK, McLennan S, Marsh M, Mai YW, Spaliviero J. Effects of experimental
diabetes, uremia and malnutrition on wound healing. Diabetes 36: 295-299, 1987.

Seth AK, De La Garza M, Fang RC, Hong SJ, Galiano RD Excisional wound healing
is delayed in a murine model of chronic kidney disease. PL0oS One. 8(3):59979 , 2013

Gilchrest BA, Rowe JW, Mihm MC. Clinical and histological skin changings in
chronic renal failure: evidence for a dialysis-resistant, transplant-responsive
microangiopathy. Lancet 2(8207):1271-1275, 1980.

Chauntin A, Ferris EB. Experimental renal insufficiency produced by partial
nephrectomy. Arch Intern Med 49:767-787, 1932.

Gagnon RF, Gallimore B, Characterization of a mouse model of chronic uremia. Urol
Res16:119-126, 1988.

Vielhauer V, Anders HJ, Mack M, Cihak J, Strutz F, Stangassinger M, Luckow B,
Grone HJ, Schlondorff D. Obstructive nephropathy in the mouse: progressive fibrosis
correlates with tubulointerstitial chemokine expression and accumulation of CC
chemokine receptor 2- and 5-positive leukocytes. J Am Soc Nephrol 12(6):1173-1187,
2001.

Hamada Y, Kono TN, Moriguchi Y, Higuchi M, Fukagawa M. Alteration of mRNA
expression of molecules related to iron metabolism in adenine-induced renal failure
rats: a possible mechanism of iron deficiency in chronic kidney disease patients on
treatment. Nephrol Dial Transplant 23(6):1886-1891, 2008.

Capasso G, Di Gennaro ClI, Della Ragione F, Manna C, Ciarcia R, Florio S, Perna A,
Pollastro RM, Damiano S, Mazzoni O, Galletti P, Zappia V. In vivo effect of the
natural antioxidant hydroxytyrosol on cyclosporine nephrotoxicity in rats. Nephrol
Dial Transplant 23: 1186-1195, 2008.

108



94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

Wang Y, Wang YP, Tay YC, Harris DC, Progressive adriamycin nephropathy in mice:
sequence of histologic and immunohistochemical events. Kidney Int 58(4): 1797-1804,
2000.

Odorico JS, Kaufman DS, Thomson JA. Multilineage differentiation from human
embryonic stem cell lines. Stem Cells 19(3):193-204, 2001.

Briistle O, Jones KN, Learish RD, Karram K, Choudhary K, Wiestler OD, Duncan ID,
McKay RD. Embryonic stem cell-derived glial precursors: a source of myelinating
transplants. Science285(5428): 754-756, 1999.

Howell JC, Yoder.CM. Adult Stem Cell Plasticity Defined. NeoReviews 4(5):181-
186, 2003.

Bjornson CR, Rietze RL, Reynolds BA, Magli MC, Vescovi AL. Turning brain into
blood: a hematopoietic fate adopted by adult neural stem cells in vivo. Science
283(5401): 534-537, 1999.

Jones E, English A, Kinsey SE. Optimization of a flow cytometry- based protocol for
detection and phenotypic characterization of multipotent mesenchymal stromal cells
from human bone marrow. Cytometry B Clin Cytom 70: 391-399, 2006.

Lagasse E, Connors H, Al-Dhalimy M. Purified hematopoietic stem cells can
differentiate into hepatocytes in vivo. Nat Med 6: 1229-1234, 2000.

Orlic D, Kajstura J, Chimenti ., Bone marrow cells regenerate infarcted myocardium.
Nature 410: 701-705, 2001.

McCulloch EA, Till JE. Perspectives on the properties of stem cells. Nat Med 11.:
1026-1028, 2005

Dexter TM. Stromal cell associated haemopoiesis. J Cell Physiol Suppll: 87, 1982.

Friedenstein AJ, Piatetzky S, Petrakova KV. Osteogenesis in transplants of bone
marrow cells. J Embryol Exp Morp (16):381-390, 1966.

Bianco P, Riminucci M. Marrow stromal cell culture: The bone marrow stroma in vivo:
ontogeny,structure, cellular composition and changes in disease. Handbooks in
practical animal cell biology, (Beresford JN, ed.) Cambridge University Press
Cambridge, UK, 1998

Lazarus HM, Koc ON, Devine SM. Cotransplantation of HLA-identical sibling
culture-expanded mesenchymal stem cells and hematopoietic stem cells in hematologic
malignancy patients. Biol Blood Marrow Transplant 11(5): 389-398, 2005.

Bartholomew A, Sturgeon C, Siatskas M. Mesenchymal stem cells suppress

lymphocyte proliferation in vitro and prolong skin graft survival in vivo. Exp Hematol.
30(1): 42-48, 2002.

109



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

Aggarwal S, Pittenger MF. Human mesenchymal stem cells modulate allogeneic
immune cell responses. Blood 105(4): 1815-1822, 2005.

Dominici M, Le Blanc K, Muellar 1. Minaimal criteria for defining multipotent
mesenchymal stromal cells. The international society for celular therapy position
statement. Cytotherapy 8: 315-317, 2006.

Rheinwald JG, Green H. Serial cultivation of strains of human epidermal
keratinocytes: the formation of keratinizing colonies from single cells. Cell 6(3): 331-
43, 1975.

Jeschke MG, Richter W, Ruf SG. Cultured autologous outer root sheath cells: a new
therapeutic alternative for chronic decubitus ulcers. Plast Reconstr Surg 107(7): 1803-
1806, 2001.

Gat U, Das Gupta R, Degenstein L,Fuchs E. De novo hair follicle morphogenesis and
hair tumors in mice expressing a truncated B-catenin in skin. Cell 95(5): 605-614,
1998.

Toma JG, McKenzie IA, Bagli D, Miller FD. Isolation and characterization of
multipotent skin-derived precursors from human skin. Stem Cells 23(6): 727-737,
2005.

Erices A, Conget P, Minguell JJ. Mesenchymal progenitor cells in human umbilical
cord blood. Br J Haematol 109(1): 235-242, 2000.

In ’t Anker PS. Amniotic fluid as a novel source of mesenchymal stem cells for
therapeutic transplantation. Blood 102(4): 1548-1549, 2003.

Bossolasco P. Molecular and phenotypic characterization of human amniotic fluid cells
and their differentiation potential. Cell Res 16(4): 329-36, 2006.

Kogler G. A new human somatic stem cell from placental cord blood with intrinsic
pluripotent differentiation potential. J Exp Med 200: 123-135, 2004.

McGuckin CP. Umbilical cord blood stem cells can expand hematopoietic and
neuroglial progenitors in vitro. Exp Cell Res 295(2): 350-359, 2004.

Habibollah S, Forraz N, McGuckin CP. Application of Umbilical Cord and Cord
Blood as Alternative Modes for Liver Therapy in Regenerative Medicine Using Non-
Fetal Sources of Stem Cells (Bhattacharya N, ed.). London, Springer-Verlag, 223-242,
2015.

Rodbell M. The metabolism of isolated fat cells. IV. Regulation of release of protein
by lipolytic hormones and insulin. J Biol Chem 24(1): 3909-3917, 1966.

Hollenberg CH, Vost A. Regulation of DNA synthesis in fat cells and stromal elements
from rat adipose tissue. J Clin Invest 47:2485-2498, 1969.

110



122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

Zuk PA, Zhu M, Ashjian P, De Ugarte DA, Huang JI, Mizuno H, Alfonso ZC, Fraser
JK, Benhaim P, Hedrick MH. Human adipose tissue is a source of multipotent stem
cells. Mol Biol Cell 13: 4279-4295, 2002.

De Ugarte DA, Morizona K, Elbarbary A, Alfonso Z, Zuk PA, Zhu M, Dragoo JL,
Ashjian P, Thomas B, Benhaim P, Chen |, Fraser J, Hedrick MH. Comparison of
multi-lineage cells from human adipose tissue and bone marrow. Cells Tissues Organs
174:101-119, 2003.

Pojda Z. Adipose-Derived Stem Cells for Therapeutic Applications, in Regenerative
Medicine: Using Non-Fetal Sources of Stem Cells, (Bhattacharya N, ed). London,
Springer-Verlag, 77-91, 2015:

Lin K, Matsubara Y, Masuda Y, Togashi K, Ohno T, Tamura T, Toyoshima Y,
Sugimachi K, Toyoda M, Marc H, Douglas A. Characterization of adipose tissue-
derived cells isolated with the CelutionTM system. Cytotherapy 10: 417-426, 2008.

Katz AJ, Hedrick M, Llull R, Futrell JW. A novel device for the simple and efficient
refinement of liposuctioned tissue. Plast Reconstr Surg 107: 595-597, 2001.

Dennis JE, Carbillet JP, Caplan A, Charbord P. The STRO-1f marrow cell population
is multipotential Cells Tissues Organs 170: 73-82, 2002.

Gronthos S, Franklin DM, Leddy HA, Robey PG, Storms RW, Gimble JM. Surface
protein characterization of human adipose tissue-derived stromal cells. J Cell Physiol
Suppll 89: 54-63, 2001.

Halvorsen YD, Franklin D, Bond AL, Hitt DC. Extracellular matrix mineralization and
osteoblast gene expression by human adipose tissue-derived stromal cells. Tissue Eng
7(6): 729-741, 2001.

Talens-Visconti R, Bonora A, Jover R. Human mesenchymal stem cells from adipose
tissue: differentiation into hepatic lineage. Toxicol In Vitro 21: 324-329, 2007.

Safford KM, Hicok KC, Safford SD, Halvorsen YD. Neurogenic differentiation of
murine and human adipose-derived stromal cells. Biochem Biophys Res Commun
294(2): 371-379, 2002.

Erickson GR, Gimble JM, Franklin DM, Rice HE. Chondrogenic potential of adipose
tissue-derived stromal cells in vitro and in vivo. Biochem Biophys Res Commun
290(2): 763-769, 2002.

Huang JI, Zuk PA, Jones NF, Zhu M et al., Chondrogenic potential of multipotential
cells from human adipose tissue. Plast Reconstr Surg 113(2): 585-594, 2004.

Kartsogiannis V, Ng KW. Cell lines and primary cell cultures in thestudy of bone cell
biology. Mol Cell Endocrinol 228: 79-102, 2004.

111



135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

Hattori H, Sato M, Masuoka K. Osteogenic potential of human adipose tissue-derived
stromal cells as an alternative stem cell source. Cells Tissues Organs178(1): 2-12,
2004.

Hicok KC, Du Laney TV, Zhou YS. Human adipose-derived adult stem cells produce
osteoid in vivo. Tissue Eng 10(3-4): 371-380, 2004.

Conejero J, Lee J, Parrett B. Repair of palatal bone defects using osteogenically
differentiated fat-derived stem cells. Plast Reconstr Surg 117(3): 857-863, 2006.

Minn KW, Min KH, Chang H. Effects of fat preparation methods on the viabilities of
autologous fat grafts. Aesthetic Plast Surg 34(5): 626-631, 2010.

Yoshimura K, Sato K, Aoi N. Cell-assisted lipotransfer for cosmetic breast
augmentation: supportive use of Stem Cell. Rev Rep 32: 48-55, 2008.

Yoshimura K, Sato K, Aoi N. Cell-assisted lipotransfer for facial lipoatrophy: efficacy
of clinical use of adipose-derived stem cells. Dermatol Surg 34: 1178-1185, 2008.

Dragoo JL, Samimi B, Zhu M. Tissue-engineered cartilage and bone using stem cells
from human infrapatellar fat pads. J Bone Joint Surg Br85(5): 740-747, 2003.

Awad HA, Wickham MQ, Leddy HA. Chondrogenic differentiation of adipose-derived
adult stem cells in agarose, alginate, and gelatin scaffolds. Biomaterials 25(16): 3211-
3222, 2004.

Grandbarbe L, Bouissac J, Rand M, Hrabé de Angelis M, Artavanis-Tsakonas S,
Mohier E. Delta-Notch signaling controls the generation of neurons/glia from neural
stem cells in a stepwise process. Development 130(7): 1391-1402, 2003.

Goldman S. Stem and progenitor cell-based therapy of the human central nervous
system. Nat Biotechnol 23: 862-871, 2005.

Kang SK, Putnam LA, Ylostalo J. Neurogenesis of rhesus adipose stromal cells. J Cell
Sci. 117: 4289-4299, 2004.

Cai L, Johnstone BH, Cook TG, Tan J, Fishbein MC, Chen P-S, March KL. IFATS
collection: human adipose tissue-derived stem cells induce angiogenesis and nerve
sprouting following myocardial infarction, in conjunction with potent preservation of
cardiac function. Stem Cells 27(1): 230-237, 2009.

Bai X, Alt E. Myocardial regeneration potential of adipose tissuederived stem cells.
Biochem Biophys Res Commun 401(3): 321-326, 2010.

Rehman J, Traktuev D, Li J. Secretion of angiogenic and antiapoptotic factors by
human adipose stromal cells. Circulation 109(10): 1292-1298, 2004.

112



149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

Planat-Benard V, Js S, Cousin B. Plasticity of human adipose lineage cells toward
endothelial cells: physiological and therapeutic perspectives. Circulation Research
109(5): 656-663, 2004.

Miranville A, Heeschen C, Sengenes C. Improvement of postnatal neovascularization
by human adipose tissue-derived stem cells. Circulation Research 10(3): 349-55, 2004.

Hanson SE, Bentz ML, Hematti P. Mesenchymal system cell therapy for non-healing
cutaneous wounds. Plast Reconstr Surg. 125(2): 510-516, 2010.

Rigotti G, Marchi A, Galie N. Clinical treatment of radiotherapy tissue damage by
lipoaspirate transplant: a healing process mediated by adipose-derived adult stem cells.
Plast Reconstr Surg 119(5): 1409-1422, 2007.

Garcia-Olmo D, Herreros D, Pascual I, Pascual J, Del-Valle E, Zorrilla J, De-La-
Quintana P, Garcia-Arranz M, Pascual M. Expanded adipose-derived stem cellsfor the
treatment of complex perianal fistula: a phase Il clinical trial. Dis Colon Rectum 52(1):
79-86, 2009.

Zheng Y, Yi C, Xia W, Ding T, Zhou Z, Han Y. Mesenchymal stem cells transduced
by vascular endothelial growth factor gene for ischemic random skin flaps. Plast
Reconstr Surg 121(1): 59-69, 2008.

Uysal AC , Mizuno H, Tobita M, Ogawa R, Hyakusoku H, The effect of Adipose-
Derived Stem Cells on Ischemia-Reperfusion Injury: Immunohistochemical and
Ultrastructural Evaluation. Plast Reconstr Surg 124: 804-815, 2009.

Khouri RK, Angel MF, Edstrom LE. Standardizing the dorsal rat flap. Surg Forum 37:
510, 1986.

Uysal CA, Ogawa R, Lu F, Hyakusoku H, Mizuno H. Effect of mesenchymal stem
cells on skin graft to flap prefabrication: an experimental study. Ann Plast Surg 65(2):
237-244, 2010.

El Nahas AM, Bella K. Chronic kidney disease: the global challenge. Lancet 365: 331-
340, 2005.

Malmstedt J, Leander K, Wahlberg E. Outcome after leg bypass surgery for critical
limb ischemia is poor in patients with diabetes: a population-basedcohort study.
Diabetes Care 31: 887- 892, 2008.

Wolf G, Muller N, Busch M. Diabetic foot syndrome and renal function in type 1 and
2 diabetes mellitus show close association. Nephrology Dialysis Transplantation 6:
1896-1901, 2009.

Ndip A, Rutter MK, Vileikyte L. Dialysis treatment is an independent risk factor for

foot ulceration in patients with diabetesand stage 4 or 5 chronic kidney disease.
Diabetes Care 33(b)1811-1816, 2010.

113



162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

Nyberg G, Hartso M, Mjornstedt L. Type 2 diabetic patients with nephropathy in a
Scandinavian kidney-transplant population. Scandinavian Journal of Urology and
Nephrology 30: 317-322, 1996.

Shore AC, Tooke JE. Microvascular function and hemodynamic disturbances in
diabetes mellitus and its complications. Textbook of diabetes ( W.G. Pickup JC, ed)
Cambridge, Blackwell Science, 1997.

Haag-Weber M, Dumann H. Effect of malnutrition and uremia on impaired cellular
host defence. Miner Electrolyte Metab 18: 174-185, 1992.

Vanholder R, Van Loo A, Dhondt AM, De Smet R, Ringoir S. Influence of uremia and
haemodialysis on host defense and infection. Nephrol Dial Transplant 11: 593-598,
1996.

Capla JM, Grogan RH, Callaghan MJ. Diabetes impairs endothelial progenitor cell-
mediated blood vessel formation in response to hypoxia. Plast Reconstr Surg 119: 59-
70, 2007.

Botusan IR, Sunkari VG, Savu O. Stabilization of HIF-1alpha is critical to improve
wound healing in diabetic mice. Proc Natl Acad Sci USA 105: 19426-19431, 2008.

Thangarajah H. The molecular basis for impaired hypoxia-induced VEGF expression
in diabetic tissues. Proc Natl Acad Sci USA 106(32): 13505-13510, 2009.

Taub PJ, Marmur JD, Zhang WX, Senderoff D, Nhat PD, Phelps R. Locally
administered vascular endothelial growth factor cDNA increases survival of ischemic
experimental skin flaps. Plast Reconstr Surg.. 102: 2033-2039, 1998.

Khouri RK, Brown DM, Leal-Khouri SM, Tark KC, Shaw WW. The effect of basic
fibroblast growth factor on the neovascularisation process: skin flap survival and
staged flap transfers. Br J Plast Surg 44(8): 585-588, 1991

Lu F, Mizuno H, Uysal CA. Improved viability of random pattern skin flaps through
the use of adipose-derived stem cells. Plast Reconstr Surg 121:50-58, 2008.

Tobita M, Uysal CA, Ogawa R, Hyakusoku H, Mizuno H. Periodontal Tissue
Regeneration with Adipose-Derived Stem Cells. Tissue Eng Part A. 6:945-953, 2008.

Rendell MS, Kelly.ST, Finney D. Decreased skin blood flow early in the course of
streptozotocin-induced diabetes mellitus in the rat. Diabetologia 36: 907-911, 1993.

Isken T, Ozgentas E, Gulkesen KH, Ciftcioglu A. A random-pattern skin-flap model in
streptozotocin diabetic rats. Ann Plast Surg 57: 323-329, 2006.

Yang HC, Zuo Y, Fogo BA. Models of chronic kidney disease. Drug Discov Today
Dis Models 7(1-2): 13-19, 2010.

114



176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

Shobeiri N, Adams M, Holden RM. Vascular Calcification in Animal Models of CKD:
A Review. Am J Nephrol31(6): 471-481, 2010.

Simman R, Craft C, McKinney B. Improved Survival of Ischemic Random Skin Flaps
Through the Use of Bone Marrow Nonhematopoietic Stem Cells and Angiogenic
Growth Factors. Annals of Plastic Surgery 54(5): 546-552, 2005.

Emekli, U. The effect of short- versus long-term administration of alpha tocopherol on
the survival of random flaps in experimental diabetes mellitus. J Diabetes
Complications 18(5): 249-257, 2004.

Gao W. Adipose-derived stem cells accelerate neovascularization in ischaemic diabetic
skin flap via expression of hypoxia-inducible factor-lalpha. J Cell Mol Med 15(12):
2575-2585, 2011.

Rasmussen JG, Frobert O, Pilgaard L. Prolonged hypoxic culture and trypsinization
increase the proangiogenic potential of human adipose tissue-derived stem cells.
Cytotherapy 13: 318-328, 2010.

de Groot K, Bahlmann F, Sowa J, Koenig J, Menne J. Uremia causes endothelial
progenitor cell deficiency. Kidney Int 66: 641-646, 2004.

Van Koppen A, Joles JA, Bongartz LG, Van Den Brandt J, Reichardt HM. Healthy
Bone Marrow Cells Reduce Progression Of Kidney Failure Better Than Ckd Bone
Marrow Cells In Rats With Established Chronic Kidney Disease. Cell Transplant
21(10): 2299-2312, 2012.

Noh H, Yu MR, Kim HJ, Jeon JS, Kwon SH. Uremia induces functional
incompetence of bone marrow-derived stromal cells. Nephrol Dial Transplant27(1):
218-225, 2012.

Klinkhammer BM. Mesenchymal stem cells from rats with chronic kidney disease
exhibit premature senescence and loss of regenerative potential. PLoS One 9(3): p.
€92115, 2014.

Roemeling-van Rhijn M. Mesenchymal stem cells derived from adipose tissue are not
affected by renal disease. Kidney Int 82(7): 748-758, 2012.

115



