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1. GIRIS
Otolog yag grefti uygulamalari hem estetik hem de rekonstriiktif amaglarla kullanilmakta olup
plastik cerrahi pratigindeki en sik uygulamalarin basinda gelir. (1, 2) Otolog yag grefti ilk olarak
1893 yilinda Neuber tarafindan fasiyal atrofi, Romberg hastaligi, atrofik skar ve meme
operasyonlarinda mass greft olarak kullanilmistir. (3) 1911°de Brunning yag dokuyu alic1 subkutan
dokuya yerlestirerek yumusak doku dolgunlugu saglayan metodu gelistirmistir. (4) Yag greftinin
giiniimiizdeki kullanimi1 ise 1986°da Illouz’un liposuction ile yag eldesi yontemine dayanmaktadir.

()

Giliniimiizde yag greftleri sadece yiiz ve viicut sekillendirme ameliyatlarinda degil ayn1 zamanda
yanik skarlari, velofaringeal yetmezlik, travma, konjenital deformiteler ve tiimor cerrahisi sonucu
olusan doku defektlerinin doldurulmasinda kullanilmaktadir. (6, 7) Rekonstriiktif cerrahide ¢ok
yonlii bir arag olan otolog yag dokunun, meme rekonstriiksiyonlarinda da kullanimi
yayginlasmaktadir. (8) Meme kanseri sonrasi total ve parsiyal meme rekonstriikksiyonunda yag grefti
kullaniminin sonuglari iyilestirdigine dair yaymlar giderek artmaktadir.(9, 10) Yag dokusu
implantlar gibi inert olmamasi, aksine metabolik olarak aktif, birgok hormon, sitokin ve growt
faktor salgilayan, radyasyona maruz kalmig dokuda dahi rejeneratif fonksiyonlari olan bir doku
olmas1 yoniiyle 6n plana ¢ikmaktadir.(11, 12) Otolog yag greftinin restoratif ve rekonstriiktif
kalitesi i¢erdigi yag dokusuyla birlikte transfer edilen (6)Adiposit-derived mesenchymal stem
cells(ASCs) bulunmasiyla iliskilidir. (11) Ote yandan, Radyoterapi, kemoterapi ve hormonal terapi
gibi kanser tedavisi alan hastalardaki kotii yara iyilesmesi, ASCs’nin hiicresel fonksiyonlarin

siirlamaktadir. (13)

Tamoxifen(TAM), 6strojen reseptor (ER) antagonistidir. Hormon reseptorii pozitif meme
kanseri hastalarinda yaygin kullanim1 olan ve meme kanseri insidansini azaltan hormonal
terapilerdendir. (14) Mastektomi sonrasi klinik takipte hastalar selektif dstrojen reseptér modiilator
(SERM)lerini 5 yila kadar kullanirlar. TAM’in endotel hiicre proliferasyonunu engelledigi, vascular
endotelial growt factor(VEGF) salinmini azalttigi, mikrovaskiiler flep komplikasyonlarini arttirdigi
daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir. (15-17) Buna ek olarak in vitro ¢aligmalarda TAM’1n
ASCslerde apoptozise neden oldugu, ASCs prolifereasyonunu, ASCs multipotent hiicre

farklilasmasini engelledigi gosterilmistir.(18)



Ote yandan, otolog yag grefti i¢indeki adipositlerin, ASCslerin cogu serbest yag doku
etrafindaki vaskiiler destegin azalmasina bagli olarak hipoksi ve iskemi sonucu apopitoza ugrar.
Greft kayb1 vakalarin %40-60’inda meydana gelir. (19, 20) Otolog yag greftlerinin tahmin
edilemeyen nekroz orani, tekrar eden greft uygulamalarina, nekroza bagli kist formasyonu
olusumuna neden olabilir ve bu durumlar otolog yag greftlerinin en dnemli dezavantajlaridir. (7, 19,
20) Yag grefti yasayabilirligini arttirmak amaciyla Platelet Riched Plasma (PRP), kok hiicre
uygulamalari gibi birgok metod kullanilmistir ve bu yontemlerin basart oranlar1 degiskenlik
gostermektedir. (21-23) Maalesef, yag grefti hazirlanmasinda bir ¢ok farkli teknikler tanimlanmis

olmasina ragmen, yag grefti hazirlanmasinda da ideal bir yontem tanimlanmamustir. (21, 22, 24)

Deferoxamine (DFO), bir demir selatoriidiir ayn1 zamanda anti-oksidan, antiviral, kok hiicre
aktivatorii ve immiin modiilatuar 6zellikler gostermektedir. (25, 26) Buna ek olarak hypoxia-
inducible factor 1 alpha (HIF-1a) aktivitesini arttirarak anjiojenik growt factorlerin ekspresyonunu
artirdi@1 gosterilmistir. (27, 28) Daha da 6nemlisi DFO anjiogenic ve antioksidan 6zellikleriyle yag
grefti sag kalimini arttirdigi gosterilmistir. (29)

Biz bu ¢alismamizda yag grefti sag kaliminda en 6nemli faktoriin yag grefti vaskiileritesi
oldugunu g6z 6nitinde bulundurarak DFO’in TAM verilen ratlardaki yag grefti yasayabilirligine
olan etkisini arastirmay1 amagladik. Endotel hiicre proliferasyonunu azaltan, VEGF salinimini
azaltan, in vitro ¢alismalarda ASCs’de apoptozise neden olan TAM 1 bu etkilerini DFO ile geriye
cevirilebilecegini bunun sonucunda DFO’nun TAM’a ragmen yag grefti yasayabilirligi arttiracagi

hipotezini kurduk.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Yag Dokusu

Yag dokusu mezenkimal kaynaklidir. Temel olarak adipositlerden olusur. Adipositler ile birlikte
stromal vaskiiler komponent adi verilen hiicre grubu bulunmaktadir. Bu hiicre grubunda nétrofil,
makrofaj, fibroblast, perisit, endotel hiicreleri ve kok hiicreler bulunmaktadir.(30) Bu kok hiicreler
mezenkimal kaynakli kok hiicreler ADSCs’ lerdir.(31) Bu hiicreler, her ii¢ embriyonik tabaka
hiicrelerine doniisme potansiyeline sahiptir. Yapilan ¢alismalarda bu kok hiicrelerinin hem in vitro hem
de in vivo olarak kemik, kikirdak, kas ve sinir dokusuna doniistiigii gosterilmistir.(32, 33) Yag dokusu
beyaz ve kahverengi olmak iizere iki ¢esittir. Insan viicudunda esas olarak beyaz yag dokusu
bulunmaktadir. Kahverengi yag dokusu yeni dogan déneminde viicudun belli bolgelerinde bulunur ve
yas ilerledikge miktar1 azalmaktadir. (34) Beyaz yag dokusunun temel gorevleri mekanik travmalara
kars1 i¢ organlari, iskelet sistemini korumak ve yag depolamaktir. Bunun yaninda endokrin ve metabolik
olaylarda gorev aldig1 ortaya cikmistir. Leptin, adipositlerden salinan bir hormondur ve beyin ile
periferal organlara etki eder. Salinim1 tokluk durumunda artar, aglik durumunda azalir. (35) Beyindeki
reseptorlere baglanarak beyne tokluk sinyalini iletir. Farelerde yapilan ¢alismalarda leptin veya leptin
reseptor eksikligi durumunda obezite goriildiigii ortaya konmustur. Yag dokusundan peptit yapida bir
takim medyatorler de salinmaktadir. Bunlarin ortak adi adipokinlerdir. Bunlar metabolik ve enflamatuar
olaylarda gorev almaktadir. Adipokinlerin en 6nemlilerinden olan adiponektin kas dokusunda ve
karacigerde reseptorlere sahiptir. Glukoz ve yag metabolizmasinda gorev alir. Yapilan calismalarda
diistik adiponektin diizeyinin obezite, insiilin rezistansi, diyabet, yiiksek kan basinci, proenflamatuar
durum ve koroner arter hastalig: ile iliskili oldugu ortaya konmustur. (35) Yag dokusu zengin bir
damarsal aga sahiptir. Her bir yag hiicresi bir kapiller ag ile temas halindedir. Yag hiicresinin ¢ap1 50-
150 mikrometredir ve yasam siiresi birka¢ yildan 10 yila kadar degismektedir. Kok hiicreler perivaskiiler
olarak yerlesim gosterir ve perisit ile adiposit arasinda yer alir. Bu hiicreler iskemiye sekonder
anjiyojenik faktor salgilar ve fizyolojik olarak vaskiiler endoltelyal hiicrelere doniistirler.(36) Yaslilarda
yag dokusunun azalmasi ile bu kok hiicrelerin sayis1 da azalmaktadir ve dolayisiyla fizyolojik
“turnover” bozularak yikim yapimin oniine ge¢mektedir. Yag dokusu viicutta en yliksek doku
parsiyel oksijen basincina sahip dokudur. Bunun sebebi zengin kapiller aginin olmasi ve diistik
oksijen tiikketimi olmasidir. Yag dokusunda iskemiye en hassas hiicreler adipositlerdir. Kok hiicreler
ise ciddi iskemide {i¢ giin siire ile canli kalabilirler. (37) Doku hasarinda olusan enflamatuar siiregte
ortaya c¢ikan medyatorler nedeni ile yikim devam eder. Ancak hasarli hiicrelerden salinan
medyatorler kok hiicreleri aktive ederek, hem proliferasyonu tetikler hem de kok hiicrelerinin

salgiladig1 biiyiime faktorler ile fibrogenez bastirilmaya calisilir.



Yag dokusunun son zamanlarda kesfedilen ve lizerinde halen calisilan metabolik, hormonal
ozellikleri ile igerdigi kok hiicreleri bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Yag dokusunun greft
olarak yaygin olarak kullanimi, kok hiicrelerin bagka farkli hiicrelere donlismesi ve bu 6zelligin de
cok sayida saglik sorunlarinin tedavisi olma ihtimalinden dolay1 bu ilgi zamanla artmakta ve yapilan

caligmalarin yogunlugu da artmaktadir.

2.2. Yag Greftinin Tarihcesi ve Ozellikleri

Yag grefti diger doku greftleri gibi kan dolasimi kesilerek viicudun bir bolgesinden baska bir
bolgesine aktarilan yag dokusudur. Aktarilan yag dokusunun en fazla kullanildigi amag tarihte de
ilk olarak kullanildig1 amag gibi hacim kazandirmaktir. Bunun yaninda deri kalitesini artirmak ve

kronik agrilarda agrinin azaltilmasi gibi hedeflerle de kullanilmaktadir.

Tarihgce

Gustav Neuber 1893’ te deprese skar dokularmnin altina uygulanabilirligini gostermis ve hastanin
kolundan aldig1 yag dokusunu, orbital bolgedeki osteomyelite bagl skar dokusu altina yerlestirmistir. (3)
Bundan kisa bir stire sonra Viktor Czerny 1895’ te parsiyel mastektomi yapilan hastanin doku eksikligi
onarimint hastanin uylugunda bulunan lipomu eksize edip memeye yerlestirerek yapmustir.(38)
Ondokuzuncu yiizy1l sonlarinda dolgu maddesi olarak kontur deformitelerinin diizeltilmesi amaci ile
parafin kullanilmistir. Ancak parafin uygulamasinda goriilen yan etkilerin fazla ve ciddi olmasindan
dolay1 dogal bir dolgu maddesi aranmis ve yag dokusu iizerine ¢alismalar yogunlagsmistir. Eugene
Hollander 1910 ve 1912 yillarindaki yayinlarinda kontur deformiteleri, depresyonlar,
postmastektomi skarlari i¢in insan yag dokusu ile ko¢ yag dokusunu karistirdigini ve sivilagincaya
kadar 1sittigin1 belirtmistir. Islem sonras1 2-3 giin kizarikligin oldugunu ancak sonuglarin tatmin
edici oldugunu belirtmistir.(39) Erich Lexer 1919 yilinda “Die freien Transplantationen” adli 2
ciltlik kitabinda 300’ den fazla sayfa yag grefti i¢in ayirmistir. Soket rekonstriiksiyonu, meme
asimetrisi, hemifasyal atrofi, deprese skar, mikrognati, tendon onarimi sonrasi yapisiklik azaltilmasi
gibi konular tizerine ¢alismalar yapmustir. Uyluk laterali en sik kullandigir donor saha olmustur.(40)
1930’ larda yag greftinin erken sonuglari tatmin edici olsa da uzun dénemde rezorpsiyona bagl
sonuglarin iyi olmamasi nedeni ile tartisilir hale gelmistir. 1950° lerde Lyndon Peer yag grefti
uygulandiktan 1 yil sonra yaptig1 incelemelerde greft hiicrelerinin %50’ sinin riiptiire oldugu ve
canliligimi yitirdigine dikkat ¢ekmis ve bu riiptiire olan kismin yerini fibr6z dokunun aldigim

belirtmistir. Canli kalan hiicrelerin kalan yag dokusunu olusturdugunu gostermistir. Illouz 1980’
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lerde liposaksinin yayginlagsmasi ile aspire edilen yag dokusunun greft olarak enjekte edilebilecegini
gostermis ve uygulamistir.(5) Abel Chajchir aspire edilen yag dokusunu serum fizyolojik ile
yikayarak ol hiicreleri ve debrisleri elimine ederek sag kalimi arttirdigini 6ne siirmiistiir.(41) 1990’
larda Sydney Coleman yag grefti uygulamalarini sistematize etmis ve greft sag kalimim
maksimumda tutmustur. U¢ mm’lik kiint kaniilii 10 ml’ lik enjektdre baglayarak diisiik negatif
basingla yag hiicrelerinin daha az travmatize edilerek aspire edilmesi gerektigini belirtmistir. Alinan
yag greftinin santrifiij edilerek yag komponentini ayristirip alict alana ¢ok sayida tiinel agilmasi ile
18-G kaniil ile enjekte edilmesi gerektigini belirtmistir. Bu teknige ‘Lipostructure’ ismini

vermistir.(12, 42)
Yag Greftinin Ozellikleri

Yag greftinin kendine 6zgii baz1 6zellikleri vardir. Diger greft olarak kullanilan dokulara nazaran
yasayabilirligi 6nemli 6l¢lide az olan bir dokudur. Kolay travmatize olur, enfeksiyona olan direnci
azdir. Alic1 sahada olusan ufak bir hematom bile yag greftinin yasayabilirligini azaltmaktadir. Yag
greftinin yasayabilirligi konusu tartismalidir. Kimi arastirmaci optimum sartlarda tutma oraninin
%80-90 olabilecegini sdylese de bazi arastirmacilar ise optimum sartlar saglansa dahi bu oranin

%25-50 olacagin1 savunmaktadir. (19, 20)

Greft alic1 alana yerlestirildikten sonra ilk birka¢ giin revaskiilarizasyon baslayana kadar cevre
dokulardan plazmatik imbibisyon ile beslenmektedir. Bu donemde ¢ok sayida adiposit canliligini
yitirir. Olii hiicrelerden, iskemiye maruz kalan hiicrelerden ve travmatize olan alic1 alandan bir ok
faktor salinarak enflamatuar hiicre gogiline sebep olur. Enflamatuar hiicrelerin infiltre olmasi ile de
bu hiicrelerden interlokin gibi enflamatuar sitokinler salinir. Ciddi iskemi olsa dahi kok hiicreler 3
giin silire ile gorevlerini yerine getirmeye devam eder ve hasarli dokularin onarimina yardimei
olur.(43) Yapilan son ¢aligmalarda greft alici alana yerlestirildikten sonraki ilk {i¢ ay ‘yeniden
yapilanma donemi’ olarak adlandirip bu donemden sonra adipogenez gerceklesmektedir. Yag grefti ii¢
bolge ile kategorize edilmektedir. Distan ice dogru yiizeyel, rejenerasyon ve santral yani nekroz bdlgesi
olarak isimlendirilmistir.(44) Demarkasyon hatlar1 yiizeyel ile rejenerasyon bolgesi arasinda 1. haftada,
rejenerasyon ile nekroz bolgesi arasindaki ise 2-4 haftada belirginlesir. Greft yerlestirildikten sonraki ilk
24 saatte rejenerasyon ile nekroz bolgesindeki adipositler canliligini yitirirler. Yiizeyel bolgedekiler ise
canliligii devam ettirirler. Olii hiicrelerin yikimi fagositler tarafindan yapilir ve bu islem haftalar veya
aylar alir. Hiicre 6liimlerine ragmen greft hacminde ilk 4 haftada bir degisiklik olmaz. Kok hiicreler
rejenerasyon ve nekroz bdlgesinde aktive olur ve onarim islemlerine baslarlar. Yeni kiiclik
preadipositler rejenerasyon bolgesinde ilk 1-2 haftada 6l hiicrelerin etrafini sararlar. Ancak adipogenez
nekroz bolgesinde gbozlenmez. Rejenerasyon bolgesinde ilk 3 giin i¢cinde damarlanma olustugu i¢in kok

hiicreler canliligin1 devam ettirir ve yeni adipositlere doniistirler. Bu doniistim 2-3 ay siire ile devam
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eder. Nekroz bolgesinde damarlanma olugsamadigi i¢in ii¢ giinden sonra kdok hiicreler yasayamaz ve
doniisiim gergeklesmediginden adipogenez gézlenmez. Bu 6lii alan fibroz doku ile yer degistirir veya
yag kistleri olusur. Nekroz bolgesi ile yiizeyel/rejenerasyon bolgelerinin birbirlerine orani kalan yag
greftinin hacmini belirler. Rejenerasyon bolgesinde adipogenez 4. haftada pik yapar ve azalarak 3. ayda
sonlanir. Stabilizasyon ile bir ka¢ ay daha devam eder ancak klinik gézlemde hacmin azalmasi 1 yila
kadar siirer.(44)

Yag grefti uygulamalarinin en 6nemli dezavantaji yasayabilirliginin net olarak bilinememesidir. Bu
konu {izerinde ¢ok sayida ¢aligmalar yapilmis ve teknik olarak Coleman tarafindan standardize bir
teknik ortaya konmustur. Bu teknikle yapilsa dahi yasayabilirlik halen Ongoriilememekte ve
yerlestirilen greftin cogunun kaybi ihtimali mevcuttur. Bu nedenle son zamanlarda teknikten ziyade
yag grefti ile birlikte ¢esitli biiylime faktorleri, organik sivilar, kok hiicreler, kimyasal ajanlar
kullanilarak yasayabilirlik arttirilmaya ¢aligilmistir.(21-23) Ayrica alici sahanin da 6nemi bilindigi
icin alic1 saha hazirlig1 hakkinda da ¢alismalar yapilmaktadir.(34)

2.3. Desferioksamin Hakkinda Genel Bilgiler

) NOVARTIS

Desferal 0,5g
Desféral

Resim 1. Desferrioksamin

Desferioksamin demir selatoriidiir. Hemolitik anemilerde, akut demir zehirlenmesi ve transfiizyona

sekonder serum demirinin artti§1 durumlarda demir baglayici olarak kullanilmaktadir.

Neovaskiilarizayonun en Onemli uyarani doku hipoksisidir. Hipoksik kalan dokuda HIF salinimi
gerceklesir. Bu faktor de VEGF araciligiyla vaskiilarizasyonu tetikler. Bu faktorii ortamdan uzaklastiran
enzim grubu PHDs’ dir.(45) Bu enzim grubunun kofaktorii demir iyonudur. Yapilan g¢alismalarda
iskemik dokulara uygulanan desferioksaminin demir iyon selasyon etkisi ile ortamdaki HIF ve VEGF
seviyesini arttirarak dokularin sag kalimini arttirdigi gosterilmistir.(45) Wang ve arkadaslar iskemik

diyabetik random flep olusturduklar farelerde desferioksaminle yiiksek HIF ve VEGF seviyeleri ile
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neovaskiilarizayonu arttirmislardir.(46) Mericli ve arkadaslari radyasyona maruz kalmis “Tranvsers
Rectus Abdominis Myocutaneous” (TRAM) flebinde desferioksaminin sag kalimi arttirdigini ve flepteki
VEGF diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla oldugunu ortaya koymuslardir.(47)
Flacco ve arkadaglari yaptiklar1 ¢alismada, DFO 6n kosullandirmasinin radyasyona maruz kalmig

dokuda perflizyonu ve yag grefti yasayabilirligini artirdigini1 gostermislerdir. (48)

2.4. Tamoksifen Hakkinda Genel Bilgiler

Resim 2. Tamoxifen citrate

Tamoxifen(TAM), ostrojen reseptor (ER) antagonistidir. Hormon reseptorii pozitif meme
kanseri hastalarinda yaygin kullanim1 olan ve meme kanseri insidansini azaltan hormonal
terapilerdendir. (14) Mastektomi sonrasi klinik takipte hastalar selektif Gstrojen reseptér modiilator
(SERM)lerini 5 yila kadar kullanirlar. TAM’in endotel hiicre proliferasyonunu engelledigi, vascular
endotelial growt factor(VEGF) salinmini azalttig1, mikrovaskiiler flep komplikasyonlarini arttirdigi
daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir. (15-17) Buna ek olarak in vitro ¢alismalarda TAM’in
ASCslerde apoptozise neden oldugu, ASCs prolifereasyonunu, ASCs multipotent hiicre
farklilagmasini engelledigi gosterilmistir.(18)
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3. GEREC VE YONTEM

Saglk Bilimleri Universitesi tarafindan incelenerek tez olarak onaylanmis olan bu calisma, Saglik
Bilimleri Universitesi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Hayvan Calismalar1 Etik Kurulu
Tarafindan onaylanmustir. Saglhk Bilimleri Universitesi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
“Deneysel ve Klinik Arastirmalar Laboratuari”’nda gergeklestirilmistir. Calismada, ortalama
agirliklar1 200 (= 20) gr olan, Wistar tiirii disi sigan kullanilmis olup her grupta 8' er denek olmak
tizere 4 grupta toplam 32 deney hayvani kullanilmistir.

Gruplar

Grup 1 (Yasayabilirlik - kontrol grubu) : Yag grefti konulan alana serum fizyolojik enjekte edilip,
intraperitoneal serum fizyolojik verildigi, 8 hafta sonra yasayabilirligin degerlendirildigi 8 sicandan

olusan grup

Grup 2 (Yasayabilirlik — tamoksifen grubu) : Yag grefti konulan alana serum fizyolojik enjekte
edilip, intraperitoneal serum fizyolojik verildigi, ayn1 zamanda giinde oral gavaj ile 0.3 mg/kg

tamoxifen citrate verilen grup, 8 hafta sonra yasayabilirligin degerlendirildigi 8 sigandan olusan
grup

Grup 3 (Yasayabilirlik — tamoksifen+ lokal desferioksamin grubu) : Yag grefti konulan
alana deferroksamin lokal (100mg/kg/giin) enjekte edilip, intraperitoneal serum fizyolojik verildigi,
ayni zamanda giinde oral gavaj ile 0.3 mg/kg tamoxifen citrate verilen grup, 8 hafta sonra

yasayabilirligin degerlendirildigi 8 sicandan olusan grup

Grup 4 (Yasayabilirlik — tamoksifen+ intraperitoneal desferioksamin grubu) : Yag grefti
konulan alana serum fizyolojik enjekte edilip, intraperitoneal deferroksamin (100mg/kg/giin)
verildigi, ayn1 zamanda giinde oral gavaj ile 0.3 mg/kg tamoxifen citrate verilen grup, 8 hafta sonra

yasayabilirligin degerlendirildigi 8 sigandan olusan grup
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Calismada tamoksifen verilen ratlarda yag greftinin yasayabilirliginin etkisi ayni1 zamanda
tamoksifen verilen ratlarda desferioksaminin, lokal ve sistemik uygulanmasinin yag grefti
yasayabilirligi iizerine etkisi ve bu siirecte yag greftinde VEGF diizeyi gozlendi. Deney hayvanlari
randomize olarak 4 gruba ayrildi. Her grup 8 hayvandan olustu. Yag greftleri deney hayvanlarinin
sag inguinal bolgelerinden alindi. Alici alan, paraskapular olarak belirlendi. Alic1 alanin biiytikligi

hazirlanan 1 cm? ‘lik silikon tabaka ile standardize edildi. Supramuskuler alana greftler yerlestirildi.

Desferioksamin uygulamasi

Desferioksaminin iskemik dokularda uygulandigi calismalarda kullanilan doz farklilik gosterse de
ozellikle flep yasayabilirligi iizerine yapilan deneylerde flebe enjekte edilen doz 100 mg/kg’dir.
Bununla birlikte deferroksaminin yag grefti yasayabilirligine olan etkisini arastiran ¢aligmalarda da
dozlama 100 mg/kg/giin olarak belirlenmistir. Cozelti, igerisinde toz halinde 500 mg desferioksamin

bulunan flakona 5 cc serum fizyolojik enjekte edilerek hazirlandi.

Biz de bu ¢alismada Grup 3’deki deney hayvanlarina, alinan greft dokusunun siganlarin paraskapular
alanina yerlestirilmesini takiben greftin yerlestirildigi alana 100 mg/kg’ lik ¢ozeltiyi giinliik olarak
enjekte ettik. Desferioksaminin iskemik kalan dokularin yasayabilirligi {lizerine yapilan bazi
caligmalarda ise desferioksamin sistemik olarak uygulanmis. Bu calismalarda sistemik
enjeksiyonlar intraperitoneal olarak yapilmis ve 100mg/kg’ lik ¢ozeltiler kullanilmistir. Biz de bu 4.

Gruptaki 100mg/kg’ lik ¢ozeltileri intraperitoneal olarak uyguladik.

Tamoksifen uygulamasi

Tamoksifen uygulamas: literatiirdeki uygulamar1 da g6z oniinde bulundurularak oral gavaj ile 0,3
mg/kg/giin dozunda uygulandi. 1500 ml’de 112,5 mg tamoksifen olacak sekilde soliisyon
hazirland1 ve giinliik olarak 1 ml soliisyon oral gavaj ile verildi. Kontrol grubuna SF olarak sekilde

oral gavajla 2. 3. 4. Gruplara tamoksifen uygulamasi ¢alisma boyunca yapildu.

Cerrahi Yontem

Tiim gruptaki hayvanlara intramuskuler 50 mg/kg Ketamine HCL (Ketalar, Eczacibasi Istanbul,
Tiirkiye) and 10 mg/kg of Xylazine HCL (Rompun 23.32 mg/ml, Bayer Korea) enjeksiyonu ile
genel anestezi uygulanarak gergeklestirildi. Anestezi sonrasi inguinal bolgeleri ve paraskapular alan
tiraglanarak deney tablasinda pozisyon verildi. (Resim 1).
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Resim 3. Siganlara deney tablasinda pozisyon verilerek ayaklarinin tespit edilmesi

Povidon iyot ile antisepsi saglandiktan sonra yag grefti almak amaci ile inguinal bolgeye 2-3 cm’ lik
insizyon yapildi (Resim 2). Diseksiyon ile ndrovaskiiler yapilar korunarak yag grefti alindi ve

hemostaz saglandi (Resim 3).
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Resim 5. Kiint diseksiyon sonrasi yag dokusunun ¢evre dokulardan serbestlestirilmesi ve eksize edilmesi
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Alman yag dokusu hassas tartida steril olarak tartilip tasirma yontemi ile greftin hacmi 6l¢iildii.

Daha sonra greft alinan alan 3/0 prolen ile primer onarildi (Resim 4,5).

Resim 6. Hassas tart1

Resim 7. Tagirma yontemi
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Ratlarin paraskapuler alanina yag greftini yerlestirmek amaci ile rata yeniden pozisyon verilip 6n ve
arka ayaklar1 tespit edildi. Antisepsi saglandi. Yapilan 1 cm’ lik insizyon sonrasi diseksiyon ile

uygun alan hazirlandi. Alan tiim gruplarda daha 6nce hazirlanan silikon tabaka ile standardize edildi

(

1. grupta yag grefti, hazirlanan alana yerlestirildi ve alana 1 ml/ kg hacimde serum fizyolojik
enjekte edilerek insizyon 3/0 ipek ile primer olarak kapatildi (Resim 6).
2. Grupta yag grefti hazirlanana alana yerlestirilip, lokal ve inraperitoneal serum fizyolojik

enjeksiyonlar1 yapildi.

3. grupta yag grefti, hazirlanan alana yerlestirip sonrasinda alana 100 mg/kg ‘ lik desferioksamin
¢ozeltisi enjekte edildi. Takiben insizyon 3/0 prolen ile primer olarak kapatildi. 4. grupta yag grefti,
hazirlanan alana yerlestirilerek insizyon hattt 3/0 ipek ile primer olarak kapatildi. Takiben
intraperitoneal olarak 100mg/kg’ lik desferioksamin ¢ozeltisi enjekte edildi. Deney hayvanlar
Saghk Bilimleri Universitesi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi “Deneysel ve Klinik

Arastirmalar Laboratuari”nda uygun ortam saglanip giinliik bakimlart yapildi.

Resim 8. Yag greftinin hazirlanan alana yerlestirilmesi

Ratlar 8 hafta siireyle takip edildi. Takip siiresince si¢anlarin genel durumunda, verici saha ya da

alict sahada problem yasanmadi. Belirlenen siirelerin sonunda genel anestezi altinda sicanlarin
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paraskapular alana supramuskiiler plana yerlestirilen yag greftleri eksize edildi (Resim 9). Eksizyon
sonrasinda sicanlar yiiksek doz anestezi ile sakrifiye edildi. Eksize edilen yag greftlerinin, hassas

terazide agirligi olgiildiikten sonra tagirma yontemiyle hacimleri 6l¢iildii.

Resim 9. Yag greftinin eksizyonu

Histolojik Yontem

Isik Mikroskobu (IM) incelemeleri I¢in Yapilan Calismalar

Kontrol ve deney gruplarindan alinan yag dokusu ornekleri %10’luk fosfat tamponlu formalin
soliisyonunda 72 saat tespit edildi. Tespit islemi sonras1 formalin soliisyonu i¢inden aliman doku
ornekleri ¢esme suyu altinda yikandi ve sirasiyla %75, %96 ve %100 etanol serisinden gegirilerek
suyunu giderme islemi uygulandi. Bundan sonra ksilen ile seffaflastirilan dokular iki degisim sivi

parafinle 60°C’lik etiivde 3 saat inkiibe edilerek parafin bloklara gémiildii. Parafin bloklardan Leica

20



RM 2125RT model “sliding” mikrotom ile 5 um kalinhiginda kesitler alindi. Doku kesitlerine

Hematoksilen-Eozin boyasi uygulandi.

Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyama Protokolii
Ksilen ile deparafinizasyon

%100, %96 ve %75 etanol serisi ile hidratasyon
Yikama (¢cesme suyunda)

Hematoksilen soliisyonu, 1 dakika

Yikama (¢cesme suyunda)

Eozin soliisyonu, 1 dakika

Yikama (¢cesme suyunda)

%75, %96 ve %100 etanol serisi ile dehidratasyon
Ksilen ile seffaflandirma

Entellan kullanarak lamelle kapama

Immiinhistokimya incelemeleri i¢cin Yapilan Calismalar

Immunhistokimyasal inceleme i¢in parafin bloklardan 4 um kalinliginda poli-lizin kapli lamlar iizerine
alinan kesitler gece boyunca 60C”” lik etiivde ksilen ile deparafinize edildi. Dereceli alkol serilerinden
gecirilerek hidrasyonu takiben tripsin ile antijenik maskelenme giderildi. PBS (phosphate buffered
saline) ile yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesinin dnlenmesi i¢in methanol i¢inde ¢oziindiirtilen %0.1
H202 ile 15 dakika igleme tabi tutuldu. PBS ile yikanarak 1 saat , 37°C’de bloking soliisyon (Histostain
Plus Kit, 85-9043, USA) ile inkiibe edildi. Primer antikor (primary anti-VEGF ( 1:200,
ab171828,ABCAM) ) ile 37°C de bir saat inkiibe edildi, sonras1 dokular PBS ile yikandi ve oda 1sisinda

1saat sekonder antikor ile inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak primer antikor yerine PBS sivisi
kullanildi. Kesitler 30 dakika avidin—biotin kompleks (ABC) ile inkiibe edildikten sonra PBS ile yikand1
ve kromojen olarak kesitlerin iizerine 3,3- diaminobenzidine (DAB) soliisyonu damlatilarak bir dakika
beklendi. Harris Hematoksilin ile ters boyama yapilarak kesitler dehidrate edildi entellan ile

kapatildi.
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H-E ve immiinhistokimya prosediirlerine uygun olarak boyanan preparatlar, Zeiss Axio Scope Al

marka 151k mikroskobuyla incelendi ve fotografland.

Yag dokusu;
1) adiposit yasayabilirligi ,
2) yag nekrozu,
3) kist-vakuol olusumu,
4) fibrozis,
5) enflamasyon,
6) Apopitoz Orani (Tunnel metoduyla)
7) yag dokusu biitiinliigli (integrity)

8) Neovaskiilerizasyon (20 alanda kapiller sayilarak elde edilen ortalama kapiller sayisi ile)
parametreleri agisindan skorlandi.

Skorlama i¢in degerler %0 ; (-) Yok, %1-20; (+1) az, %21-40; (+2) azdan ortaya, %41-60 ; (+3) orta,
%61-80; (+4) ortadan siddetliye ve %81-100; (+5) siddetli olarak belirlendi.

Yag dokusu greftinden aliman Orneklerde damarlanmanin degerlendirilmesi i¢in kan damarlari,
Gundersen ve arkadaglar tarafinda gelistirilen yontemle, 100 nokta ve 50 ¢izgiden olusan tablo
tizerinde nokta sayim teknigi kullanilarak sayildi.(49) Buna gore her bir preparat x400 biiyiitme ile
birbirinden bagimsiz 10 farkli alanda incelendi. Her bir 6rnek igin toplamda 1000 noktada, 81 225
umz alan i¢inde sayim yapildi. Noktalar ile ¢akisan damarlar sayildi ve Pi degeri olarak kaydedildi.

Alanda parankima boélgesine karsilik gelen alanlarla Ortiisen noktalar da sayilarak P parankima
degeri olarak kaydedildi. Diizeltilmis P degerini bulmak i¢in elde edilen degerler P nokta = (Pi x

100) / P parankima formiiliinde belirlenen yerlere konarak P nokta degeri elde edildi.
Immiinohistokimya boyanmasi icin degerlendirme

VEGF i¢in immiinoreaktivite gosteren ve kahverengi boyanan hiicreler her bir 6rnek i¢in x1000

biiylitmede ii¢ farkli alanda sayildi.
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Istatistiksel Analiz

Ratlarinlarin ve greftlerin ¢alisma Oncesi ve sonrast agirlik degisimleri, varyanslarin homojen
dagilmasi ve normallik testlerinin saglanmasi nedenleriyle “One Way ANOVA” testiyle
karsilastirildi. Gruplar arasinda farkin anlamliligini arastirmak amaciyla Post Hoc test olarak Tukey
testi kullanildu.

Karsilastirilan grup sayist dort oldugundan dolayr Kruskal-Wallis testi kullanilmastir.
Farkliliklarin  hangi gruplardan kaynaklandigin1 belirlemek amaciyla da Dunn’s Z Coklu

Karsilagtirma Testinden yararlanilmistir.

4. BULGULAR

Makroskopik bulgular

Greftlerin, siganlarin interskapular alana yerlestirilmesini takiben 8. Haftada greftler eksize edildi.
Bu siire igerisinde herhangi bir komplikasyon gelismedi. Greftleme 6ncesi ve 8 hafta sonra greftler
alindiginda siganlarin agirliklari, greftlerin hacim ve agirliklart kaydedildi. Sicanlarin agirlik

degisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Sican agirligi (gr) Sican agirligi (gr)
Sigan No
Deney baglangici Deney bitimi
1 215 195
2 206 188
3 194 180
4 186 172
5 205 180
6 195 186
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198

184

215

186

Tablo 1. 1. gruptaki (Kontrol grubu) siganlarin deney baslangicindaki ve bitimindeki agirliklar:

Tablo 2. 2. gruptaki (Sadece tamoksifen verilen

bitimindeki agirliklar

grup) siganlarin deney baslangicindaki ve

Sican agirlig: (gr) Sican agirligi (gr)
Sican No
Deney baslangici Deney bitimi
1 205 177
2 204 176
3 206 178
4 194 166
5 190 162
6 198 168
7 210 176
8 204 180
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Tablo 3. 3. gruptaki (Tamoxifen+Lokal desferioksamin grubu) siganlarin deney baslangicindaki ve
bitimindeki agirliklar

Sican agirligi (gr) Sican agirligi (gr)
Si¢an No
Deney baglangici Deney bitimi
1 206 194
2 208 186
3 186 174
4 194 172
5 200 186
6 196 192
7 202 190
8 204 180

Tablo 4. 4. gruptaki (Tamoksifen+Sistemik desferioksamin grubu) siganlarin deney baslangicindaki
ve bitimindeki agirliklar

Sican agirligi (gr) Sican agirligt (gr)
Sigan No
Deney baglangici Deney bitimi
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1 206 184
2 198 176
3 194 176
4 200 178
5 205 178
6 195 172
7 201 176
8 188 170

Her grupta greftlerin hacim ve agirliklarinin deney 6ncesi ve sonrasindaki 6lgtimleri yapildi. Tiim
ratlarda deney sonrasi agirliklarinda azalma meydana geldigi bu azalmanin%20°den daha az oldugu izlendi.
(Tablo 4). Sadece Tamoksifen verilen grupta (Grup 2) agirlikta meydana gelen azalma, kontrol ve
Tamoksifen+Lokal deferroksamin verilen gruplara gére anlamli olarak farkli oldugu(p<0,05), oral
tamoksifen+ intraperitoneal Deferroksamin verilen grup (Grup 4) arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadig1 saptandi.

Yag greftlerinin implant dncesi ve harvest sonras1 agirliklarinin karsilastirilmasinda ise; ortalama
implant edilen greft agirlig1 0,388 g (SD 0,121) olarak bulundu. Harvest edilen greftlerin ortalama agirlig
ise 0,426 g (SD 0,165) olarak bulundu. Varyanslarin homojen dagilmasi iizerine yapilan One-Way ANOVA
testine gore greftlerin implantasyon oncesi ve sonrasi agirliklarinin karsilastiritlmasinda Kontrol grubuna
gore TAM+Lokal DFO ve TAM+ IP DFO gruplari arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
izlendi. (p<0,05) Kontrol grubu ile TAM grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
izlendi.

Yag greftlerinin hacimsel olarak degisimlerinde ise, kontrol grubunda greft hacminde azalma
meydana geldigi, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’te ise yag grefti hacimlerinde artmanin meydana geldigi izlendi.
Yapilan istatistiksel analizde Kontrol ve Grup 2 arasinda anlamli bir fark olmadigi, TAM grubunda hacimsel
olarak artigin oldugu izlendi. Kontrol ve Grup 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak belirgin farkin oldugu
izlendi. Grup 2(Tamoksifen) grubu ile Lokak ve sistemik DFO gruplari arasinda (Grup 3-4) istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig: izlendi.

Tablo 5. Greftlerin hacim ve agirlik degisimleri
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Baslangig Son

Grup [ n| Ortalama |Std. Hata | Min.| Maks. [n | Ortalama | Std. Hata | Min. | Maks.

1 8 403,8 94 270 | 560 (8| 273,3 10,3 110 | 430

Agirhik | 2 |8 335 7,8 230 [ 440 8| 3813 8,1 260 | 500

3 |8 435 18 260 [ 780 (8| 562,5 19,8 380 | 960

4 |8 381 10,7 190 | 490 |8 490 16,5 190 | 780

1 |8 350 7,5 200 | 400 |8 293 8,6 200 | 400

Hacim 2 |8 287 8,3 200 | 400 |8 337 8,7 250 | 500

3 |8 368 17,1 200 | 700 |8 456 18,9 300 | 900

4 |8 387 115 200 [ 500 (8 483 9,8 320 | 600
Eksizyon esnasinda desferioksamin uygulanan tiim gruplardaki greftlerde ve ¢evre dokuda

damarlanmanin daha fazla oldugu, 2 ve 3. Gruptaki greftlerde doku biitlinliigliniin daha 1yi oldugu

gozlendi.

Histolojik bulgular

Gruplar arasinda yapilan histolojik analizde, adiposit yasayabilirligi, yag nekrozu, kist-vakuol
olusumu, fibrozis, inflamasyon, biitiinliik(integrity), neovaskiilerizasyon agisindan degerlendirildi.

Adiposit yasayabilirligi agisindan yapilan analizde; adiposit yasayabilirligi agisindan TAM+Lokal
DFO ve kontrol grubu arasinda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi. (p<0,05) Adiposit
yasayabilirligi TAM ve TAM+ intraperitoneal DFO gruplarinda artmis olarak izlense de bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi izlendi.

Yag nekrozu agisindan yapilan degerlendirmede, kontrol grubuna gére TAM, TAM+ lokal DFO ve
TAM+ IP DFO gruplarinda yag nekrozunun azalmis oldugu izlendi. Bu farkin kontrol grubu ve TAM+ IP
DFO grubunda anlamli oldugu izlendi. (p<0,05)

Kist/vakuol olusumu agisindan yapilan degerlendirmede ise kist/vakuol olusumunun TAM,
TAM-+lokal DFO ve TAM+ IP DFO gruplarinda azalmis oldugu bu azalmanin kontrol grubuna gore
TAM+Lokal DFO ve TAM+ IP DFO gruplarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi. (p<0,05)

Yapilan degerlendirme sonucunda: kontrol grubuna gore, TAM, TAM+ lokal DFO, TAM+
intraperitoneal DFO gruplarinda fibrozisin azalmis oldugu izlendi. Bu azalma TAM+intraperitoneal DFO
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulundu. (p<0,05)

Inflamasyon agisindan yapilan degerlendirmede ise, Tiim gruplarda inflamasyonun kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli olacak sekilde azalmis oldugu izlendi. (p<0,05)

Yag doku biitiinliigii(integrity) tiim gruplarda kontrol grubuna gore daha iyi olarak izlenirken,
TAM-+Lokal DFO ve TAM+ intraperitoneal DFO gruplarinda istatistiksel olarak anlamli dl¢iide 1yi bulundu.
(p<0,05)
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Resim 10: TAM ve lokal DFO verilen grupta, 2 diizeyinde fibrozis ve inflamasyon
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S5

TAM ve sistemik DFO verilen Agru'f)t;, 1 duieyind fibrozis ve vakuol olusumu
. ’ -, ‘/‘ Cn . - > -

S — =

Resim 12: TAM ve lokal DFO verilen grupta neovaskﬁlrizasyon bulgular
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Resim 13: TAM grubunda izlenen vakuol olusumu.

5. TARTISMA

Gilinlimiizde yag greftleri sadece yiiz ve viicut sekillendirme ameliyatlarinda degil ayn1 zamanda
yanik skarlari, velofaringeal yetmezlik, travma, konjenital deformiteler ve timdr cerrahisi sonucu
olusan doku defektlerinin doldurulmasinda kullanilmaktadir. (6, 7) Rekonstriiktif cerrahide ¢ok
yonlii bir ara¢ olan otolog yag dokunun, meme rekonstriiksiyonlarinda da kullanimi
yayginlagmaktadir. (8) Meme kanseri sonrasi total ve parsiyal meme rekonstriiksiyonunda yag
grefti kullaniminin sonuglari iyilestirdigine dair yayinlar giderek artmaktadir.(9, 10) Tamoksifen
hormon reseptori pozitif meme kanseri hastalarinda yaygin kullanimi1 olan hormonal
terapilerdendir. (14) Mastektomi sonrasi klinik takipte hastalar selektif Gstrojen reseptor modiilator
(SERM)lerini 5 yila kadar kullanirlar. TAM’in endotel hiicre proliferasyonunu engelledigi, vascular
endotelial growt factor(VEGF) salinmini azalttigi, mikrovaskiiler flep komplikasyonlarini arttirdig
daha onceki galigmalarda gosterilmistir. (15-17) Buna ek olarak in vitro ¢aligmalarda TAM’1n
ASCslerde apoptozise neden oldugu, ASCs prolifereasyonunu, ASCs multipotent hiicre
farklilagmasini engelledigi gosterilmistir.(18) C57/BL56 fareler lizerinde yapilan TAM
Oonkosullanmas1 sonucu yag dokusunun bej adipositlere doniistiigli ve bej adipositlerle yapilan
greftlemede yag grefti retansiyonunun ve VEGF ekspresyonunun arttigi, TAM 6nkosullanmasi
olmayan, yag grefti sonras1t TAM verilmeye baslayan grupta ise yag grefti retansiyonunun kontrol

grubuyla benzer oldugu ve VEGF ekspresyonunun azalmis oldugu bildirilmistir. (50) Bununla
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birlikte TAM’in VEGF diizeylerini azalttig1, mikrovaskiiler gelisimini azalttigi, VEGF bagiml

endotelyal hiicre gociinii inhibe ettigi calismalar bulunmaktadir. (16)

Mevcut ¢calismamizda TAM verilen grupla yag grefti retansiyonunun kontrol grubuyla hacim ve
agirlik agisindan benzer oldugu bulundu. Ayni sekilde VEGF ekspresyonunun TAM grubu ve
Kontrol grubu arasinda benzer 6zellikler gosterdigi, hatta TAM grubunda VEGF ekspresyonunun
azalmis oldugu izlendi. Calismamizdaki bu bulgular mevcut literatiirii destekler niteliktedir. Silva
ve ark. yaptig1 ¢aligmada TAM verilen ratlardan 21. Gilinde alinan 6rneklerde yag grefti
retansiyonunun kontrol grubuna gore daha fazla oldugu fakat bunun istatistiksel olarak anlamli
olmadigi izlenmistir.(51) Mevcut ¢calismamizda da benzer olarak TAM verilen grupta yag grefti
retansiyonunu oldugu fakat kontrol grubu ile TAM grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak

anlamli olmadig izlenmistir. (p=0,35)

Calismamizda ayrica TAM + lokal DFO uygulamasi yapilan grup ve TAM+sistemik DFO
uygulamasi yapilan gruplar bulunmaktadir. Bu gruplarda yag grefti retansiyonu hacim ve agirlik
olarak kontrol grubuna goére anlamli olarak fazla bulunmustur. (p<0,05) Literatiirde DFO’nun lokal
ve sistemik uygulamalarinin yag grefti survive’in arttirdigi gosterilmis olmasina ragmen DFO’nun
tamoksifen ile birlikte kullaniminin yag grefti sagkalimi iizerine etkisini degerlendiren bir ¢alisma
literatliirde bulunmamaktadir. (48, 52) Bu yoniiyle ¢alismamiz TAM’in yag grefti sag kalimi
tizerine olumsuz etkisinin DFO ile geriye ¢evrilebildigini, hatta TAM’a ragmen yag grefti sag
kaliminin lokal ve sistemik DFO uygulamasiyla arttirilabildigini gostermis olmas1 yoniinden
Onemlidir. Literatiirde DFO’in ADSCs’de HIF-o aktivitesini arttirarak ADSCs’de VEGF, stromal
cell-derived factor 1 (SDF-1), fibroblast growth factor-2 (FGF-2) gibi anjiogenetik faktorlerin
salgilanmasini sagladigi gosterilmistir.(53) Calismamizda da TAM+Lokal DFO ve TAM+IP DFO
verilen gruplarda VEGF ekspresyonunun artmis olarak bulunmasi literatiirdeki bu bulguyu
desteklemektedir. Buna ek olarak ¢alismamizda TAM+Lokal DFO ve TAM+IP DFO verilen
gruplarda neovaskiilerizasyonun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmas1 (p<0,05)

da bu bulguyu destekleyen ¢alismamizdaki diger bir unsurdur.

Calismamizda yag nekrozunun TAM+sistemik DFO grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olarak daha az bulumustur. Bununla birlikte yag nekrozunun énemli bir
gostergesi olan kist/vakuol olusumunun TAM+Lokal DFO ve TAM+ IP DFO uygulanan gruplarda
kontrol grubuna gore anlamli olarak(p<0,05) daha az bulunmustur. DFO’nun lokal ve sistemik
uygulamasinin yag greftinde bulunan, yag grefti sag kaliminda énemli etkilere sahip olan

ADSCs’de HIF-a tizerinden VEGF salgilanmasini arttirarak yag greftinin daha hizli vaskiilerize
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olmasini sagladig diisiiniilmiistiir ADSCs ile zenginlestirilmis yag grefti uygulamalarinda bir stem
cell aktivatorii gibi davranan, VEGF, SDF-1 ve FGF-2 gibi anjiogenetik faktorlerin salgilanmasini
saglayan DFO’nun kullanilmasinin yag grefti sag kalimini belirgin olarak arttiracagi

diisiiniilmektedir ve bu alanda yeni ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Calismamizda fibrozis gelisimi ve inflamasyon kontrol grubuna gore TAM, TAM+ Lokal
DFO, TAM+IP DFO gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulunmustur. (p<0,05)
Temiz ve arkadaslarinin yaptig1 calismada intraperitoneal uygulamayla ilgili bir degerlendirme
olmamasina ragmen lokal DFO uygulamasiyla elde ettikleri sonuglar calismamizin sonuglariyla
benzerlik gostermektedir.(29) DFO’nun anti-inflamatuar 6zelliklerini hiicresel yolaklarda etkin rol
oynayan glycogen synthase kinase-3p (GSK-3p)nin inaktivasyonu lizerinden oldugu
diistiniilmektedir. Literatiirde DFO’in GSK-3f inhibisyonuyla anti-inflamatuar ve néroprotektif

etkiler gosterdigi ortaya konmustur. (54)

Yag grefti uygulamasi yapilan alana DFO’nun seri enjeksiyonlar1 hasta konforu ve
tolerasyonu agisindan rahatsiz edici olabilir. Son zamanlarda ortaya konan DFO i¢in “transdermal
drug delivery system’”’in diyabetik farelerde yara iyilesmesini olumlu etkiledigi ve basi yarasi
olusumunu enfelledigi gosterilmistir. Benzer sistemin hastalar iizerinde kullaniminin hastalar
tarafindan daha iyi tolere edilebilecegi diisiiniilmistiir. (55) Alternatif olarak gelistirilmis olan
DFO’in nanopartikiil formiilasyonlarinin ge¢ uzun salinimli formlariin yag greftiyle eszamanh

uygulamasi da erken vaskiilerizasyon gelisimini ve yag grefti sagkalimini arttirabilir. (56)

Calismamizda bazi kisitlamalar mevcuttu. Etik komitenin iznini alamadigimiz igin
Intraperitoneal ve lokal DFO uygulamalar1 i¢in ayr1 ayr1 sham gruplari olusturamadik. Dolayisiyla
ilag verilen ratlara benzer stresi uygulamak amaciyla DFO lokal uygulamasi yapilan gruba ayni
zamanda intraperitoneal SF enjeksiyonu, IP DFO verilen gruba ise lokal SF enjeksiyonu yaptik. Bu
durum ratlarin maruz kaldig: stresi arttirarak sonuglari etkilemis olabilir. Daha biiyiik kontrol
gruplartyla yeni ¢aligmalar dizayn edilebilir. Caligmamizda yag grefti eksizyon yontemiyle elde
edilmistir, yag greftinin aspirasyonla elde edildigi durumlarda yag dokusu farkli klinik 6zelliklere
sahiptir. (57) Eksizyon yontemiyle elde edilen yag dokuda stromal fazlalik lokal uygulanan
DFO’nun hiicreler arasina gegisini engellemis olabilir. DFO’nun aspire edilmis yag greftinin
DFO’lu soliisyonlarla yikanmasinin yag grefti sag kalimini arttiracag diisiiniilmektedir.
Calisgmamizda yag grefti mevcut klinik uygulamaya paralel olarak suprafasyal plana uygulanmaigstir.

Subfasyal, intramusculer yag grefti uygulamalarinda farkli sonuglar elde edilebilir.
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6. SONUC

Calismamiz TAM verilen ratlarda yag grefti alic1 sahasina lokal DFO uygulamalarinin ve sistemik
DFO uygulamalariin yag grefti sagkalimini arttirdigini gostermistir. TAM’in VEGF iizerine olumsuz
etkilerinin DFO’nun lokal ve sistemik uygulamasiyla asilabildigi izlenmistir. Boylece TAM kullanmakta
olan meme rekonstriiksiyonu hastalarinda yag grefti sag kaliminin arttirilmasinda DFO kullanimi umut
vadetmektedir. Klinik yag grefti uygulamalari rutinine DFO’nun girmesi i¢in ek Klinik ¢alismalara

gereksinim duyulmaktadir.

7. TURKCE OZET

Giris: Otolog yag grefti sagkalim1 vaskiilerizasyon, inflamasyon gibi bir¢ok degiskene baglidir. Meme

rekonstriiksiyonlarinda da yag greftleri sik¢a kullanilmaktadir.

Amag¢: Meme kanseri sonrasinda hormonal terapide sik¢a kullanilmakta olan Tamoksifen’in Yag Grefti Sag
kalimi tizerine etkisinin arastirilmasi ve tamoksifen ile birlikte lokal ve sistemik DFO uygulamalarinin olasi

faydalarinin belirlenmesi

Metod: 32 disi Wistar Albino rat rastgele olarak 4 gruba ayrildi. Inguinal bdlgeden alinan yag grefti, ratlarin
sirtina Sol sub skapular alana, suprafasyal plana transfer edildi. Kontrol grubuna yag grefti sonrasi herhangi
bir uygulama yapilmadi. 2. Gruba oral gavajla tamoksifen(TAM), 3. Gruba TAM+yag grefti alanina
lokal(L) desferroksamin(DFO) uygulamasi, 4. Gruba tamoksifen+intraperitoneal(IP) DFO uygulamasi

yapildi. Cerrahiden 2 ay sonra greftlenen yag dokusu eksize edildi ve histopatolojik analiz yapildu.

Bulgular: Postoperatif 2. Ayda TAM+L DFO ve TAM+IP DFO uygulamasi yapilan gruplarda, kontrol

grubuna gore belirgin olarak yag greftlarinin agirlik ve hacimsel olarak daha fazla oldugu, sadece TAM
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verilen grupta ise istatistiksel olarak anlaml1 bir fark olmadig1 saptandi. Otesinde TAM+L DFO ve TAM+IP
DFO gruplarinda vaskiilerizasyonun ve VEGF ekspresyonunun kontrol ve TAM grubuna gore belirgin

olarak artmis oldugu izlendi.

Sonuglar: TAM verilen ratlarda yag grefti alic1 sahasina lokal DFO uygulamalarinin ve sistemik DFO
uygulamalarinin yag grefti sagkalimini arttirdigini gostermistir. TAM’in VEGF iizerine olumsuz etkilerinin
DFO’nun lokal ve sistemik uygulamasiyla asilabildigi izlenmistir. Boylece TAM kullanmakta olan meme

rekonstriiksiyonu hastalarinda yag grefti sag kaliminin arttirilmasinda DFO kullanimi umut vadetmektedir.

8. INGILIiZCE OZET

Introduction: Autologous fat graft survival depends on various factors such as vascularization and

inflammation. Fat grafts are frequently used in breast reconstructions.

Objective: To investigate the effect of tamoxifen on the survival of fat graft which is frequently used in
hormonal therapy after breast cancer and to determine the possible benefits of local and systemic DFO

applications with tamoxifen.

Methods: 32 female Wistar Albino rats were randomly divided into 4 groups. Fat graft harvested from
inguinal region was transferred to left sub scapular area, suprafasial plan on rats' back. No treatment was
performed in the control group after fat grafting procedure. Group 2 received tamoxifen (TAM) by oral
gavage, and Group 3 recieved TAM + Local (L) desferroxamine (DFO) application to fat graft area. Group 4
recieved TAM+Intraperitoneal(IP) desferroxamine application respectively. The graft tissue was excised 2

months after surgery and histopathological analysis was performed.
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Results: In postoperative 2nd month TAM + L DFO and TAM + IP DFO treated groups, fat grafts were
significantly higher in weight and volume than in the control group. It was observed that vascularization and
VEGF expression were significantly increased compared to control and TAM groups in TAM + L DFO and
TAM + IP DFO groups.

Conclusions: Local DFO applications to recipient site and systemic use of DFO increased fat graft survival.
It was observed that the negative effects of TAM on VEGF could be overcome by local and systemic
application of DFO. Thus, the use of DFO is promising for increasing fat graft survival in breast

reconstruction patients who are using TAM.
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