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ONSOZ:

Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi egitimim sirasinda verdikleri tiim destek ve
ozverilerden dolay1 Oncelikle esim ve aileme, bana plastik cerrahiyi 6greten ve sevdiren tiim
hocalarima ve yeri geldiginde ailemden ¢ok zaman gecirdigim asistan arkadaslarima sonsuz
siikran ve minnetlerimi sunarim.

Sevgili babacigim, biliyorum beni gururla izliyorsiin!

Dr. Alpaslan Topgu



OZET:

Sican Otolog Yag Greftlerinde Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktoriiniin
Greft Yasayabilirligine Etkisi

Otolog yag grefti bircok cerrahi uygulamada ideal dolgu maddesi olarak
tanimlanmaktadir. Otolog ve tamamen biyolojik uyumlu olmasi, bir¢ok hastada yeterli
miktarda olmasi, son yillarda yag greftinin estetik ve rekonstriiktif cerrahinin birincil ve
yardimci uygulamalarinda kullanimi artmustir. Yag greftinin avantajlarinin yaninda, aktarim
sonrasi olusan, dnceden belirlenemeyen oranda nekroz ve kist olusumu gibi istenmeyen
komplikasyonlart vardir. Ayrica uzun donem takiplerde 6nceden belirlenemeyen, % 20 - 50
arasinda hacim kayb1 goriilmektedir. Bu nedenle olusan kontur yetersizlikleri, tekrar
operasyon ihtiyaci gerektirebilir. Yag greftinin yasayabilirligi ve dayaniklilig1 hala tartisma
konusudur.

Bu calismada sican otolog yag grefti uygulamalarinda Vaskiiler Endotelyal Biiylime
Faktorii (VEGF) etkinligi arastirildi. 11k grupta, dnceden VEGF igeren kalsiyum aljinat
mikrokiirecikler ile prefabrike ederek, alic1 alanin damarlanmasinin arttirilmasi yoluyla
greftlerin yasayabilirligini arttirmak, ikinci grupta, greft ile es zamanli verilen VEGF igeren
kalsiyum aljinat mikrokiirecikler ile VEGF nin kontrollii salimmmi saglanarak, yag greftinin
damarlanma siirecini hizlandirmak yoluyla otolog yag greftlerinin en sik ve en istenmeyen
komplikasyonu olan emiliminin engellenmesi amag¢lanmustir.

Calisma dort grupta toplam 24 denek iizerinde yapildi. islem oncesi deneklerin agirliklar
Olciildii. Birinci gruba, yag grefti alict alanina hazirlanan VEGF i¢eren kalsiyum aljinat
mikrokiirecikler 2 ug/ 0.1 ml olarak enjekte edildi. Enjeksiyon sonras1 21. giin inguinal
bolgeden alinan 0.5 gr. yag grefti 2-4 mm. lik pargalara ayrilarak sirtta hazirlanmis alici
alanda cilt-ciltalt ve pannikulus karnosus gegilerek olusturulan posa yerlestirildi. Ikinci
grupta yag grefti + VEGF igeren kalsiyum aljinat mikrokiirecikler, {iclincii grupta (sham
grubu) ise yag grefti + serum fizyolojik ile hazirlanmis bos mikrokiirecikler es zamanl
yerlestirildi. Dordiincii gruba ( kontrol grubu) ise yag grefti uygulamasi disinda ek bir girisim
yapilmadi. Islem sonrasi yasayan tiim deneklere agirliklan olciildiikten sonra 90. giin yiiksek
doz anestezik madde ile yasam sonlandirma planlandi.

Cikartilan yag greftlerinin agirhiklart Olgiilerek, islem Oncesi agirliklarina oranlan
belirlendi. Bu oran greft yasayabilirlik oran1 olarak degerlendirildi. Birinci, ikinci ve licilincii
gruplarin greft yasayabilirlik oranlar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulundu. Ikinci degerlendirme parametresi olarak yapilan morfolojik degerlendirmede,

adiposit membranlar icinde kalan, lipid ekstraksiyonuna ugramis parlak alanin, tiim dokuya



olan oranm hesaplandi. Bu oran greftin goreceli adiposit iceriginin indeksi olarak kabul
edilmigtir. Sonu¢ olarak VEGF + yag grefti ve VEGF prefabrikasyonu sonrasi yag grefti
uygulanan gruplar ile kontrol ve bos mikrokiirecik grubu ile karsilastirildiginda goreceli
adiposit indekslerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.

Sonu¢ olarak bu calismamiz, literatiirdeki bilgilerle uyumlu olarak, VEGF
prefabrikasyonu ile hazirlanmis alana yerlestirilen yag greftlerinin yasayabilirliklerinin ve
goreceli adiposit indeksinin arttgim gostermistir. VEGF prefabrikasyonu yapilmaksizin, yag
greftleri ile eszamanli uygulanan VEGF yag greftlerinin yasayabilirlikleri ve goreceli adiposit
indeksi de artmistir. Bu ¢alisma,VEGF nin yag greftinin yasayabilirligine, damarlanmasim

arttirma yoluyla etkisini gostermistir.

.



Summary

Influence Of Vascular Endothelial Growth Factor On Fat Graft Survival

Autogenous fat grafts are considered as an ideal filler in many surgical procedures. Being
self originated and biologically compatible, plenty amount, fat grafting is gaining popularity
in plastic surgical applications. Beside these positive features, it may lead to some
complications, like unpredictable necrosis and cyst formation. Long term follow-up reveals
20-50 % volume loss. This postoperative phenomenon frequently results in the need for initial
overcorrection, and/or multiple operations, to meet the recipient site volume and contour
requirements. Viability and longevity of fat grafts is still of debate.

The efficiency of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) was assesed in rat
autogenous fat graft model. The aim of the study is, increasing the viability of fat grafts and
preventing the most common complication of fat grafting, prefabricating the recepient area
using VEGF in calcium alginate micropheres; and in the second group, shortening the
revascularisation time of fat grafts, by grafting fat at the same with VEGF containing calcium
alginate microspheres.

24 rats were randomized in 4 groups. All animals were weighed before the procedures. 2
ug/ 0.1 ml VEGF containing microspheres were injected to subdermal area in dorsal region in
first group. 21 days after the injection, 0.5 gr fat grafts were harvested from inguinal region
and minced into 2-4 mm particles and grafted into the prefabricated pouch. In second group
VEGF containing microspheres + fat graft and in the 3. group % 0.9 NaCl containing
microspheres + fat grafts were grafted at the same time. Fourth group (Control group) was
grafted with only fat graft with no other intervention. At 90th day of initial grafting all the
animals were sacrificed with high dose anesthetic.

Explanted fat grafts were weighed and compared to preimplantation weights. This ratio
was defined as “Graft Viability Ratio”. Graft Viability Ratio of the first 3 groups were
significantly higher than the control group. As a second parameter, lipid extraction area (The
bright area within the adipocyte membrane) was compared to whole visual area at same
magnifaction. This ratio was defined as relative adipocyte index. Latter index was
significantly higher in prefabricated and VEGF + fat graft groups compared with control and

empty microsphere groups.



To sum up, consistent with the current data, prefabrication of the recipient bed using
VEGTF increased the graft viabilty ratio and relative adipocyte index. VEGF given at the same
time with the grafting procedure also increased the graft viabilty ratio and relative adipocyte
index. This study suggests that, VEGF improves fat graft viablity via increased

revascularisation.



GIRiS

Otolog yag dokusu, Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahinin pek c¢ok
uygulamasinda, ideal yumusak doku dolgu maddesi olarak tanimlanmaktadir'. Serbest yag
dokusu ile onarim uygulamalar1 19. yilizyilin sonlarinda baslamis ve 1970’lerde vakumla yag
alma (liposuction) uygulamalarinin tanimlanmasi ile daha kolay ve sik uygulanabilir bir
yontem olmustur. Otolog yag dokusunun dogal yapisi, sinirsiz sayilacak kaynak ve uygulama
pratikligi gibi avantajlarinin yaninda, en onemli dezavantaji ve ge¢ donem komplikasyonu
greft geri emilimidir’™. Yag greftlerinin, onceden belirlenemeyen kisa yasam siireleri ile
iligkili, aktarimi sonrasi istenen hacmi saglayamamasi, sik sik ortaya ¢ikan bir sorundur.

Yag greftlerinin yasayabilirligini aciklamada Peer’in® 1955’de 6ne siirdiigii
adipositlerde hiicre yasam teorisi halen gecerliligini korumaktadir. Bu teoriye gore; yag
greftlerinde transfer edilen adipositlerin bir kisminin emildigi, bir kisminin da yasamaya
devam ederek yumusak doku kiitlesi olusturdugunu ileri stirmiistiir.

Yag greftlerinin yasayabilirligini artirmaya yonelik bircok ¢alisma yapilmistir ancak,
bunlarin klinik uygulamalardaki yansimalari pek olumlu degildir. Deneysel olarak greft
yasayabilirlik oranlarini arttirma yolunda ¢ok sayida calisma yapilmistir. Yag konsantrasyon
prosediiriinde yasayan adipoz hiicre transplantasyonunu arttirma’, inflamatuar mediatorleri
yikama teknigi ile uzaklastirma’, greft dokusundaki mekanik travmayi azaltmak i¢in vakumla
yag alma sirasinda negatif basinci azaltma® ve ek olarak E vitamini ve steroid gibi
biyokimyasal ortamu destekleyici ajanlar ekleme seklinde calismalar yapilmustir”'°.

Yapilan baz1 calismalarda, yag greftinin yiliksek damarlanmasi olan alanlara naklinde
yasayabilirliginin arttig1 ve bu artisin damar zenginligine bagh oldugu gosterilmistir' ">, Alici
alandaki damarlanmay1 arttirmak amaciyla farkli yontemler denenmistir. Guarrerosantos ve
ark.", sicanlarda yaptiklar1 deneysel calismalarinda, otolog yag dokusunun, damarlanmasi
yiiksek olan kas icine injeksiyonu sonrasi, uzun donemde mikroskobik ve makroskobik
diizeyde yasayabilirliklerini arttirdigini belirtmislerdir'. Baran CN. ve ark.'', yag transferi
oncesi alic1 alana silikon blok yerlestirerek alici alan damarsal yataginmi arttirmislardir. Bu
islem, genelde flep cerrahisinde kullanilan prefabrikasyon yontemi olarak adlandirilabilir.

Yag grefti, aktarim sonrasi ilk dort giin beslenmesini hiicreler aras1 akimdan saglar.
Bu zaman siirecinde, elde edilen oksijen ve besin miktar yag grefti yasayabilirligi i¢in yeterli

degildir. Oksijen yetersizligi sonucunda olusan hipoksi, anjiogenik faktorlerin salinimini



arttirir. Apopitozis, genetik sinyal sonucu olusan programli hiicre slimiidiir®. Nishimura ve
ark.® yeniden damarlanma olustuktan sonra yag hiicre sayisimin azaldigmi tespit etmislerdir.
Erken donemdeki yag grefti hacim kaybimi akut nekroz, ge¢ donemde olusan hacim kaybim
ise apopitozise bagli yag hiicre azalmasina baglamislardir. Bu durum, yeniden damarlanma
olustuktan sonra bile devam eden yag grefti hacim azalmasini agiklar.

VEGF bilinen en kuvvetli anjiogenik ajanlardandir. VEGF, 06zellikle endotel
hiicrelerine 0zgii etkilere sahip olan bir biiyiime faktorii ailesidir. Endotel hiicresinin
cogalma'®, goc ve farklilasmasii uyarir. VEGF, hem embriyogenez sirasinda hem de
yetiskinde anjiogenez i¢in onemlidir. Bu biiyiime faktorii, 6zellikle damar olusumunda kritik
rol oynarken, endotel hiicrelerinin yaptig1 bir ¢ok fonksiyonda da gerekli oldugu goriilmiistiir.
Bunlar embriyogenez, yara iyilesmesi, tiimor biiylimesi, miyokardial iskemi, okiiler
neovaskiiler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 da kapsayan

fizyolojik ve fizyopatolojik olaylardir'.



GENEL BILGILER:

Greft Tipleri ve Tarihgesi

Viicuttaki bir alict alana yerlestirmek i¢in bir organizmadan alinan ve belli bir
besleyici damar1 olmayan doku parcalarina greft denir.

Klinik doku aktarimlarinin bilimsel temelleri biiylik oranda son 50 yilda icinde
atilmakla birlikte, daha ©nceleri yapilan uygulamalara da rastlanmaktadir. Ilk serbest
greftlemenin M.O. 800 yilinda hintliler tarafindan yapildig bilinmektedir'®. Hem allojen hem
otolog deri greftleri 19. yilizyilda tanimlanmistir. Baronio 1804 yilinda koyunlar iizerinde tam
kat der1 grefti uygulamistir. Von Walther 1820 yilinda ilk insan kemik grefti uygulamasim
yapmistr.

Greftler kaynaklarina gore dorde ayrilir:

1. Otogreftler: Verici ile alicinin ayni canli iizerinde oldugu durumda aktwarnlan doku
parcalarina “otogreft” denir. Immiinolojik uygunsuzluk sdzkonusu olmadigi igin
yasam sansi en yiiksek olan ve en sik uygulanan greftlerdir.

2. lzogreftler: Tek yumurta ikizlerinde oldugu gibi aym genetik yapiy: tasiyan bireyler
arasinda aktarilan greftlere “izogreft” denir. Yasam sansi otogreftler kadar yiiksektir.

3. Allogreftler: Ayni tiirden, farkli bireyler arasinda doku aktarimina “allogreft”
(homogreft) denir.

4. Heterogreftler: Farkli tiirler arasinda yapilan doku aktarimina ‘“heterogreft
(ksenogreft)” denir.

Deri, kemik, kikirdak, tendon,sinir, yag, fasya ve bazi kompozit dokular greft olarak

tasinabilirler.

Bireyin kendisinden alinan yag grefti (otolog) bircok ozelliginden dolay: ideal dolgu
maddesi olarak kabul edilir. Yag dokusu, gelisimsel, anatomik ve fonksiyonel ozellikler
olarak metabolik aktif olan bir dokudur. Yag dokusu cesitli cerrahi uygulamalarda greft olarak
kullanilmaktadir'’. Yag greftinin yasayabilirligi ve dayanikliligs hala tartisma konusudur.

Yag Matiirasyonu

Yag dokusu mezensim kokenlidir. /nvitro ¢alismalardan elde edilen verilere gore
multipotent kok hiicre ( mezensimal kok hiicre), gestasyonun gec¢ asamalarinda molekiiler
yonlendiriciler ile kondroblast, osteoblast ve adipoblast gibi mezensim kokenli dokularin
onciil hiicrelerine farklilagirlar. Bu olay determinasyon diye tamimlanmaktadir. Farklilagan
adipoblastlar cevresel ve molekiiler faktorlerin etkisiyle preadiposite, bunlarda son
farklilasma ile adipositlere doniigiir. Matiir adipositler fiziksel travmaya direncli olmayan,

sitoplazmasinda yiiksek lipid konsatrasyonu (%90’dan fazla) bulunan, farklilasma ve boliinme



Ozelligi olmayan hiicrelerdir. Matiir adipositlerin sadece hacimlerinde artis olabilir, say1

17
olarak artamazlar '.

‘ Adipogenesis
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Cell
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Sekil I: Yag hiicrelerinin mezenkimal hiicreden farklilagsma siireci

Yag Grefti ve Tarihcesi

Otolog yag greftleri, plastik cerrahi, toraks cerrahisi, abdominal cerrahi, norocerrahi,
ortopedik cerrahi ve meme cerrahisinde, farkh cerrahi yontemlerle kullanilmistir'®.

Ik yag dokusu aktariminin, 1889 yilinda Van der Meulen tarafindan diafram ile
karaciger arasina omentum ve yag dokusundan olusan bir greft yerlestirerek
gerceklestirilmistir. Plastik Cerrahide yag grefti hakkindaki ilk bildiri Neuber tarafindan 1893
yilinda 22. Alman Cerrahi Toplantisinda yapilmistir. Neuber, koldan aldigi serbest yag
bloklarim1 deprese fasyal defektlerin onariminda, kullanmistir. Daha sonra Czerny 1895
yilinda yag dokusunu meme onariminda kullanmistir. Bu calismalart Lexer ve Rehn’in
calismalan takip etmistir. Lexer 1910 yilinda modifiye Neuber teknigiyle tek bir yag blogunu
¢cokiik yanak ve ceneyi doldurmak amaciyla kullanmis, kisa ve uzun donem sonuclarinin ¢ok
1y1 oldugunu bildirmistir. Bruning 1911 yilinda yumusak doku doldurulmasi amaciyla otolog
yag greftinin subkutan olarak injeksiyonunu yapmistir.

Peer 1950’lerin sonunda deneysel olarak, serbest yag transferinden bir yil sonra,
greftinin %50’sinden fazlasinin yasadigin1 gostermistir. Bununla beraber kaybolan yaklasik

%50’1ik kisim, serbest yag transferinin etkisinin yetersizligi savim giiclendirmistir.



Yag transplantasyonunun ger¢cek anlamda gelisimi 1970’lerin sonunda Fischer ile
baslar. Fischer tanimladig1 yontem ile giinlimiizde uygulanan vakumla yag alma yOnteminin
onciisii olmustur. 1970’lerin sonunda ve 1980’lerde Yves-Gerard Illouz giiniimiiz vakumla
yag alma teknigini, yag cikarilmasi ve yasayan yag hiicrelerinin transplantasyonunu
tariflemistir. Vakumla yag alma cerrahisinin ilerlemesiyle birlikte yag enjeksiyonu dramatik
sekilde tekrar farkedildi. 1986 yilinda Amerikan Dermatolojik Cerrahi Kongresinde Pierre
Fournier “’Mikrolipoenjeksiyon’” adimi verdigi, 13 gauge’lik igne ile yaptigi modifiye yag
grefti teknigini sunmustur.

Klein 1987°de, tlimesan anesteziyi tanimlamistir. Bu teknik, seyreltilmis anestezik
soliisyon ile genis hacimli alanlara direkt infiltrasyonu hedefliyordu. Bu yaklasim vakumla
yag alma cerrahisinde yeni yapilanma ve taze yag greftine ulasabilmeyi sagliyordu. Klein’nin
teknigi ile anlamh derecede daha az kan kaybi, anestezi riskinde azalma ve postoperatif
aneljezi ihtiyacinda azalma saglandi.

Fournier mikrokaniil kullanarak yag transferi fikrini giiclendirerek yeniden popiilarize
etmigtir. Bu teknik Asken tarafindan modifiye edilerek, vakumla yag almada kullanilmak
suretiyle yag ile yumusak doku augmentasyonu yapilmistir. Daha kiiclik kaniiller
kullamlmasi, hasta tarafindan daha 1yi tolere edilebilirlik ve daha 1yi estetik sonuglar
dogurdugu One siiriilmiistiir. Bu gelismelerden sonra otolog yag greftleri Plastik Cerrahinin
pekcok uygulamasinda, ideal yumusak doku maddesi olarak kullanilmigtir'®".

Otolog yag grefti, pekcok yazar tarafindan “ideal yumusak doku maddesi” olarak
tantmlanmistir. Tanimlanmis birgok avantaji ve dezavantayr viidn.

Avantajlari:

Siirsiz sayilacak kaynak

Kolay uygulanabilirlik

Giivenli

Dogal

Stabil (Hareketli degil)

Dezavantajlari:

Verici alan morbiditesi

Postop Odem

Emilim

Yag greftinin elde edilmesinde tariflenmis lic ana yontem vardir. Bunlardan birincisi
eksizyon yontemiyle elde edilen yag dokusunun herhangi ek bir islem yapilmadan direkt alici

alana yerlestirilmesi. Bu yontem, yag greftinin yerlestirilmesi sonrasi damarlanma siirecinin



periferden baslamasi ve merkezdeki yag hiicrelerinin daha hizli nekroza ugramasi nedeniyle
giiniimiizde tercih edilmemektedir’®. ikinci yontem, eksizyon yontemiyle elde edilen yag
dokusunun dermal yapilarla birlikte veya yalniz olarak kiiciik parcalara ayrilarak alici alana
yerlestirilmesidir. Bu yontemde amag, yag greftinin damarlanma siirecini hizlandirarak

% Uciincii ve en popiiler

yasayabilirligini arttirmak ve yag greftinin emilimini azaltmaktir
yontem ise kontur deformitelerinde kullanilan vakumla yag alma tekniginden sonra elde
edilen yag dokusu igeren sivimin dogrudan yada santiirfiij uygulanarak alict alana
enjeksiyonudur'®.

Yag grefti aktarim sirasinda damarlanmasi kaybolur ve kismi travmaya ugrar. Yag
grefti aktarnmindan bir giin sonra alici alana makrofaj, histiyosit ve multiniikleer dev
hiicrelerin gociinii takiben notrofil infiltrasyonu olur ve hiicresel artiklar temizlenir’’. Yag
greftlerinde aktarimdan 2-4 giin sonra yeniden damarlanmanin basladigi gozlenmistir*’>*°
Fakat bu yeniden damarlanma periferdeki hiicrelerle sinirli olarak gelisir’®. Yeni damarsal ag
yeterli diizeye gelene kadar yag hiicrelerinin 6liimii devam eder. ilerleyen donemlerde fibroz
doku artis1 kaybedilen hacmi tamamlayamaz.

Yag greftler1 alict alana yerlestirildikten sonra zaman iginde bir erime siirecine
girerler. Bunu onlemek amaciyla pekcok yazar tarafindan calismalar yapilmistir. Eppley"
tarafindan greftlerin modifiye edilmesi fikri ortaya atildiktan sonra, Baran C.N."" tarafindan,
greft alici alan damarlanmasim arttirmaya yonelik, alict alana silikon blok yerlestirilmesi
sonucu kapsiil olusumu ile alici alan damarlanmasim arttirmak uygulamasi yapilmistir. Bu
uygulama, greft alict alammm Onceden hazirlamak (prefabrikasyon) olarak tanimlanabilir.
Alict alan damarlanmasinin arttirilmasinda bir¢ok teknik ve ajanlar kullanilmistir.,

Elcin ve ark.'?, kalsiyum aljinat mikrokiireciklerle 165 aminoasitli insan Vaskiiler
Endotelyal Biiytime Faktori'nii (VEGF) sicanlarda ciltaltina uygulayarak, ciltalt
damarlanmasinin arttigini gi)‘stermislerdirlz.

Yeni damar olusumu siirecinde en 6nemli kofaktoriin VEGF oldugu bilinmektedir.
Invitro modellerde iskemik deri fleplerinin yasayabilirligi ile yeni endotelyal hiicre
olusumunun direkt iliskili oldugu ve bu siirecte VEGF’ nin primer mediatorlerden biri oldugu
tespit edilmistir®™. Bu ylizden de son yillarda ilgi odag: haline gelmekte ve bir¢ok arastirmaya

konu olmaktadir.

Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorleri (VEGF)

VEGF, ozellikle endotel hiicrelerine 6zgii etkilere sahip olan bir biiylime faktorii
ailesidir. Endotelin c¢ogalma, go¢ ve farklilasmasimi uyarir. VEGF, hem embriyogenez

doneminde hem de insanda anjiogenez icin onemlidir. Bu biiylime faktorii, hem yeni damar
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olusumunda hem de endotel hiicrelerinin yaptig1 diger bir ¢ok fonksiyonda rol almaktadir.
Bunlar embriyogenez, yara iyilesmesi, tiimor biiylimesi, miyokardial iskemi, okiiler
neovaskiiler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 da kapsayan
fizyolojik ve fizyopatolojik olaylardir. Bu yiizden de son yillarda ilgi odagi haline gelmis ve
bir¢ok arastirmaya konu olmustur.

VEGF ailesi ilk kesfedildiginde, kobay derisinde bir damarsal sizinti baslattigi igin
Vaskiiler Permeabilite Faktorii olarak isimlendirilmistir. Bu aileden ilk 6zel anjiogenik
bliyiime faktorii izole edilmis ve buna “vaskiilotropin” veya “vaskiiler endotelial biiylime

faktorii” adi verilmistir. 1980’ lerin sonunda digerleri bu aileye eklenmistir.

Son yillarda VEGF iizerine yapilan calismalar, bu ailenin Trombosit Kaynakli Biiyltime
Faktorleri (PDGF) siiperailesinin onemli bir tliyesi olduklarini ortaya koymustur. Aym
zamanda VEGF ailesinin VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E
ve Plasenta biiyiime faktorii (Placenta growth factor; PIGF) adlan verilen alti iiyeden
olustugunu gostermistir.

VEGF-A geni, kromozom 6p21.3’teki lokalizasyonda kodlanmistir. Ayni1 zamanda
Human-VEGF olarak bilinir. VEGF-A bazi makalelerde sadece VEGF olarak
adlandinilmaktadir. VEGF-A’nin su ana kadar bilinen alti adet izoformu vardir. Bunlar

VEGF,,,, VEGF, s, VEGF ., VEGF,,,, VEGF,., ve VEGF,, olarak adlandirilmiglardir ve
alttaki sayilar icerdikleri amino asit sayilarim gostermektedir. Bu izoformlardan VEGF,,,
harig, hepsi heparine baglanmaktadir. VEGF,,,, VEGF, ;s ve VEGF,, salgilandiginda kolayca
diffiize olur ve erimis formlar sivilarda saptanabilir. VEGF ¢y ve VEGF, ise salgilandig:
halde hiicre aracili olarak kalir ve varliklar testlerle kolayca saptanamaz. VEGE, ., VEGF’iin
orijinal karakteristik formu olup, yaklasik 34-46 kDa agirliginda homodimerik bir
glikoproteindir. VEGF,.;, VEGF,,,’in aksine hiicre yiizeyindeki veya ekstraselliiler
matriksteki proteoglikanlara ve heparine baglanan formdur. VEGF, ., heparin ve heparan
stilfat proteoglikanina baglanmayi tetikler ve arttirir.

VEGF-B, baslangicta VEGF-A ile %23'i homolog olan bir sinyal peptitinin
boliinmesinden sonra, 186 amino asitli bir protein olarak olusur. Daha sonra, alternatif
dilimlenme ile tamamen farkli terminal COOH- gruplar iceren 167 amino asitli bir proteine
doniisiir. VEGF-B, vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptorii-1 (VEGFR-1)'e baglanarak

monositlerin aktivasyonu ve farklilasmalarinda rol alir.

VEGF-C, VEGF-benzeri protein olarak da bilinir. VEGF-A ile %16's1 benzeyen 388

amino asitten olusmustur. Lenfatik damarlarin olusmasinda (lenfanjiogenez) rol



oynamaktadir. VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak damarsal ve lenfatik endoteliyal
hiicrelerde mitojenik etki yapar. Yapilan bir deneyde, transjenik farenin derisinde VEGF-
C’nin fazla salgilanmasinin endotel hiicre proliferasyonuna ve lenfatik damarlarda
genislemeye neden oldugu, bununla beraber damarsal doku olusmadigr rapor edilmistir.

VEGF-C’nin Kaposi sarkomunda énemli oranda rol aldig1 goriilmiistiir.

VEGF-D, 334 amino asitten olusan ve VEGF-A'ya %31 oraninda ayni amino asitler
igeren bir proteindir. C-terminal uc¢larinda zengin sistein domainleri igcerir. Bu da VEGFR-2

ve VEGFR-3'e baglanarak VEGF-C ile benzer islevler yapar.

VEGF-E, VEGF-A ile amino asit dizilimi %25 oraninda aynmi olan bir polipeptittir.
Giiglii bir mitojen ve permeabilite arttirict faktordiir. VEGFR-1'e baglanmay1 basaramaz ama
VEGFR-2' ye secici olarak baglanarak etkisini gosterir.

PIGF, VEGEF ailesinin tanimlanan ilk iiyesidir. Sinyal peptitlerinin boliinmesi sirasinda
once 131 amino asite sahiptir. Daha sonra yeni amino asitlerin eklenmesiyle VEGF-A ile %37
oraninda benzesen ve 152 amino asit igeren son sekli olusur. VEGF-B gibi VEGFR-1'e
baglanarak etki gosterir. Sentezi, endotel hiicreleri i¢cin 6nemli bir mitojen olan ve migrasyon
etkisine sahip bu faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen once ovaryum follikiillerinden
salgilanarak yeni damarlarin olusumunu arttirirken, ovulasyondan sonra bu salgilama gorevini
korpus luteum iistlenir. Erken implantasyon doneminde embriyo trofoblastlarinca salgilanir.
Embriyolojik gelisimin ilk donemlerinin sonuna dogru VEGF biraz azalirken, organogenez
doneminde oldukga yiikselir.

VEGF yetiskinde akciger alveolar hiicrelerde, bobrek glomeriillerinde, proksimal
tiibiillerde ve diisiik seviyede de olsa karaciger hepatositleri ve beyinde gosterilmistir. Ayrica,
adrenal korteksin tiim hiicrelerinde ve testiste testosteron lireten leydig hiicrelerinde VEGF
yapimina ait mRNA’larin sentezlendigi gosterilmistir. VEGF'nin demonstrasyonu i¢in yapilan
immunositokimyasal  calismalarda  aktive  makrofajlarda, arteriolleri  cevreleyen
fibroblastlarda, akciger bronsiyol epitelinde, koroid pleksus epitelinde ve renal glomeriil
visseral epitelinde varhigi gosterilmisti. VEGF mRNA’sinin transkripsiyonu; trombosit
kaynakli biiylime faktorii-BB (PDGF-BB), keratinosit biiyiime faktorii (FGF-7), epidermal
biliyiime faktorii (EGF), tiimor nekrosis faktor-o (TNF-a), transforming biiylime faktorii- B1
(TGF- B1) ve interlokin- B1 gibi ¢esitli faktorler tarafindan baslatilir. Ayrica protein biiyiime
faktorlerinin haricinde, forbol esterler1 ve prostaglandin E2 (PGE2) gibi bazi kiiciik
mediatorlerin de VEGF ekspresyonunu diizenledikleri goriilmiistiir.

Hipoksi, belki de, VEGF ve reseptorlerinin yapimini indiikleyerek anjiogenezi

baslatan en etkili stimuluslardan biridir. Buna Ornek olarak biiyiiyen tiimorlerin hipoksik
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merkezleri olusmasi ve bunu engellemek icin tiimor hiicrelerinden VEGF ekspresyonu ve yeni
damar yapimi gosterilebilir. Yine tikanmis kalp damarlarina baglh gelisen hipoksi sonrasinda
da VEGEF ekspresyonu artmaktadir. Hipoksinin VEGF’yi1 arttirma mekanizmasinin sadece bir
kismi ¢oziilebilmistir. VEGF yapimi hipoksi tarafindan tetiklenirken, CO tarafindan da inhibe
edilmektedir. Hipoksinin yaninda azalan pH ve sitokinler ile de VEGF ekspresyonu
artmaktadir.'>"

Bir¢ok biiylime faktoriinde oldugu gibi, goreceli olarak kisa biyolojik yar1 dmriinden
dolayr VEGF nin hizli yikimi nedeniyle disardan verilmesi simrlidir’’. Sistemik uygulama ile
verildiginde, hedef organda etkin miktara ulasilamamaktadir. Yiiksek dozlarda sistemik
uygulandiginda ise tekrarlayan hipotansiyon ataklari gibi istenmeyen yan etkiler ortaya
cikmaktadir™.

Elcin ve ark.'' VEGF’ nin kalsiyum aljinat mikrokiireciklerinden in-vitro salinim
davranisi ve sicanlarda ciltalti dokuda kontrollii salinim sisteminin lokalize damarlanma
tizerine etkisini incelemislerdir. VEGF’ yi, kisa yar1 omrii ve sistemik olarak kullanildiginda
istenmeyen yan etkileri bulundugundan, lokal ve yavas salinimimi saglamak icin kalsiyum
aljinat mikrokiirecikler i¢inde ¢oziindiirerek kullanmislardir. VEGF mikrokiireciklere verilen
anjiogenetik cevap, histolojik, histopatolojik ve immiinboyama ile  kamtlanmistir.
Kiireciklerle ciltalti doku arayiiziindeki yiiksek yogunluktaki immiin boyanma VEGF
salimmminin gostergesi olarak degerlendirilmistir. Birinci ve ikinci hafta 6rneklerinde immiin
boyanmada gozlenen belirgin artis in vivo salimmin, in-vitrodan daha uzun siirdiigiinii

gostermektedir.



Bu calismada, sican otolog yag grefti uygulamalarinda, iki farkli grupta greft ile es
zamanh verilen VEGF igeren kalsiyum aljinat mikrokiirecikler ile VEGF’nin kontrollii
salinim1 saglanarak yag greftinin damarlanma siirecini hizlandirmak ve onceden VEGF iceren
kalsiyum aljinat mikrokiirecikler ile prefabrike ederek, alici alanin damarlanmasinin
arttirilmasi yoluyla, greftlerin yasayabilirligini arttirmak ve otolog yag greftlerinin en sik ve

en istenmeyen komplikasyonu olan geri emilimin engellenmesi amaglanmustir.



GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlan
Laboratuvari’nda yapildi. Calismada, agirliklan ortalama 340 (£ 20 ) gr., 24 adet, erkek,
Wistar cinsi sican kullanildi. Tiim deney hayvanlarina National Institute of Health tarafindan
yayinlanmis olan (NIH Publication No.86-23, revisited 1985) Institute of Laboratory Animal
Resources tarafindan hazirlanan “Laboratuar Hayvanlart Kullammmi ve Bakim Klavuzu” ve
“National Society for Medical Research” tarafindan diizenlenen laboratuar hayvanlarinin
bakim prensiplerine uygun olarak gerekli bakim uygulanmastir.

Tiim cerrahi girisimler 0.5 ml anestezik karisim (ketamin100 mg/ml + ksilazine 20
mg/ml) anestezisi altinda, steril kosullar altinda gerceklestirildi.

Denekler her grupta 6 hayvan olacak sekilde, 4 gruba ayrild.

Mikrokiireciklerin Hazirlanmasi

ARLAB (Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Ogrenme Kaynaklari Merkezi
Arastirma Laboratuar1) imkanlar1 kullanilarak mikrokiirecikler hazirlandi. Sodyum aljinat
(SIGMA A0682, San Diego, CA, U.S.A.) kuru tozu hassas terazi ile tartilarak 20 ml % 2’lik
sodyum aljinat ¢ozeltisi i¢in gerekli miktar tartildi ve 20 ml % 0.9 NaCl (Eczacibasi)
igerisinde ¢oziildii. Coziinmenin tamamen gerceklesmesi i¢in 24 saat raf {izerinde oda
sicakliginda bekletildi. Olusan viskoz sivi 20,000x g hizla 3 saat santrifiije edildi. Siipernatan
topland1 ve c¢okelti atildi. Siipernatan, steril tiiplerde alikatland1 ve gece boyu (12 saat)
ARLAB hiicre kiiltiir odasinda, raf iizerinde, ultraviyole 1sikta bekletilerek sterilizasyon
saglandi.

Her sican icin, 2.5 ug VEGF 45 (SIGMA V7259) 0.4 ml % 0.9 NaCl i¢inde ¢oziilerek
hazirlandi. Hazirlanan soliisyonlar, 4°C’ de, 3 ml sodyum aljinat igeren steril cam kaplarda
karistirildi. El ile hafif¢e kanistirildiktan sonra karisim 23 gauge hipodermik igne ile kaptan
alindi.

Elli ml, 0.1 M kalsiyum kloriir (Sigma-Aldrich C1016) oda sicakliginda hazirlandi.
Cozelti manyetik karistirici tizerinde kirilmis buz igeren cam kaba damlalar halinde katilda.

Karisim manyetik karistiricida 4° C” de bir gece karistirildi. Karisim santrifiije edilerek
kiirecikler elde edildi. Kiireciklerin ¢aplar1 150-700 um arasindaydi.

Kontrol grubunda kullanilacak kiirecikler, % 0.9 NaCl ile hazirlandi.



Kureciklerin hazirlanmasi
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Resim I-II-IIT: Mikrokiireciklerin elektron mikroskop goriintiisii

Gruplar

Grup I ( Prefabrikasyon grubu, n=6 )

Hazirlanan 2 pg /0,1 ml VEGF iceren kalsiyum aljinath mikrokiirecikler, 23 gauge
1gne kullanilarak deneklerin sirtinda tras edilerek hazirlanan alana subdermal olarak enjekte
edildi. Enjeksiyon alanma 5/0 prolen ile isaret siitiirii konuldu. 21 giinliik bekleme siiresi
sonrasinda isaretli alana yag grefti uygulamasi yapildi.

Grup II (VEGF Grubu, n = 6)

Bu gruptaki hayvanlara, greftleme ve 2 pg/ 0.1 ml VEGF igeren kalsiyum aljinat
mikrokiirecikler eszamanl olarak verildi.

Grup III (Bos Mikrokiirecik Grubu (sham), n=6)

SF iceren bos mikrokiirecikler, yag grefti ile eszamanh olarak verildi.

Grup IV ( Kontrol Grubu, n=6)

Bu gruba ek bir cerrahi girisim yapilmadan, diger gruplarla eszamanh yag grefti

uygulamasi yapildi.



Gruplar ve Grup I (n=6) Grup II (n=6) Grup III (n=6) Grup IV (n=6)
Zaman Prefabrikasyon VEGF grubu Bos mikrokiirecik | Kontrol grubu
grubu grubu
Baslangi¢c | Subdermal VEGF | Greftleme islemi + |Greftleme islemi + Greftleme islemi
enjeksiyonu VEGF Ros kiirecik
21. giin Greftleme islemi
90. giin
- Orneklerin Orneklerin Orneklerin
toplanmasi toplanmasi toplanmasi
111. giin Orneklerin
toplanmasi

Tablo I: Gruplar, islem zamani ve siralamasi

Cerrahi islem

Intraperitoneal olarak verilen, 0.5 ml anestetik karisim (ketamin 100 mg/ml + ksilazine
20 mg/ml) indiiksiyonu ile anestezi saglandi. Sirtiistii tespit edilen sicanin sag inguinal
bolgesine yaklasik dort santimlik oblik insizyonla cilt ve pannikulus karnosus yapilar
gecilerek inguinal adipofasyal flebe ulasildi. Flep elevasyonunun ardindan inferior epigastrik
arter ve ven baglanarak, inguinal adipofasyal doku cikarildi. Elde edilen yag kiitlesi, 2-4
milimetrelik parcalara kesilerek ayrildi. Iki-dért mm. lik greft haline getirilen yag dokusu %
0.09 NaCl ile yikandiktan sonra, steril kagitlar ile kurutuldu. Hazirlanan yag greftlerinin
agirhiklarn ortalama 0.5 gram (+/- 0.1 gram) olacak sekilde hazirlandi. Greftlerin
boliinmesinde amag, aktarilacak yag dokusunun agirligim tam olarak tespit edebilme
zorunlulugu ve vakumla yag alma tekniginin sicanlarda zor olmasidir. Greft verici alan1 4/0

ipek ile primer siitiire edildi.

Resim IV: Inguinal adipofasyal dokunun elevasyonu




Resim V: Cikartilan greft

Resim VI: 2-4 mm. lik parcalara ayrilii: iehi

Her sicanin sol dorsolumbar bolgede 2x2 santimetrelik alanlart tras edildi. Bu alan,
yag dokusundan fakir olmasi ve islem sonrasi yag greftine kolay ulasilabilmek hedeflendigi
i¢in secildi. Trasli alaminin medialininden yapilan insizyonla cilt ve pannikulus karnosus
gecilerek alttaki gevsek areolar dokuya hazirlanmis yag grefti ve grup 2 de VEGF iceren
mikrokiirecikler ve grup 3 te bos mikrokiirecikler karistirilarak yerlestirildi. Grup 1
(prefabrikasyon grubu) ve grup 4 (kontrol grubu)’e eszamanli mikrokiirecik uygulamasi
yapilmadi. Pannikulus karnosus tabakasi, greft c¢ikarilmasi esnasinda yag greftinin
lokalizasyonunun bulunmasini kolaylastirmak amaciyla 5/0 prolen siitiir ile siitiire edildi.

Greft alict alaminin cildi 4/0 ipek ile siitiire edildi.



Resim VIII: Greftin alici alana yerlestinihne:a

POSTOPERATIF DEGERLENDIRME

1) Klinik takip ve gozlem:

Postoperatif bakim siiresince tiim denekler lokal ve sistemik enfeksiyon, seroma
olusumu, abse formasyonu, doku nekrozu acisindan takip edildi. Tiim deneklerin toplam
viicut agirliklant kaydedilerek, operasyon oncesi viicut agirliklar ile karsilastirildi.

2) Greftlerin Toplanmasi, Agwrhklarimin Olgiilmesi ve Data Analizi:

Yag grefti agirh@nin degerlendirilmesi, giincel literatiirde hacim stabilitesinin

21 Yag grefti uygulamasindan 90 giin sonra tiim

gostergesi olarak kullanilmaktadir
deneklerin yasamlar sonlandirilarak, greftler ¢ikarildi. Cikarilan greftler, yikamip kurutularak
agirhiklart olgiildii. Cikarillan greft doku agirhigi, islem Oncesi Olgiilen greft doku agirligina
boliinerek greft yasayabilirlik oranlar belirlendi. Tiim gruplarin greft yasayabilirlik oram
ortalamas1 hesaplandi. Sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildi.

3) Histolojik ve Histomorfometrik Degerlendirme:

Tim gruplarda ¢ikarilan yag greftleri, %10 formol soliisyonu icinde fiske edilerek,

parafin bloklara gomiildii. sekiz um lik kesitler alinarak hemotoksilen ve eozin ile boyandi.



Orneklerin her bir kesitinde bir¢ok alan gdzlemlenerek yag doku histolojisi degerlendirildi.
Her gruptan, rastgele secilen ilic denekten alinan ii¢ kesit, kiiciik biiyiitme altinda 151k
mikroskobisinde incelendi. Incelenen kesitlerin 151tk mikroskobu altinda dijital fotograflama
ornekleri yapildi.

Elde edilen dijital resimler, bilgisayar yardimli imaj analiz programi; Image Pro Plus
(Media Cybernetics) yardimiyla morfometrik olarak degerlendirilerek adiposit alan yiizdeleri
hesaplandi. Morfolojik degerlendirmede, adiposit membranlart icinde kalan, lipid
ekstraksiyonuna ugramis parlak alanin, tiim dokuya olan oram hesaplandi. Bu oran greftin
goreceli adiposit iceriginin indeksi olarak kabul edilmistir™. Elde edilen sonuclar istatistiksel
olarak degerlendirildi.

4) Istatistiksel Degerlendirme:

Tiim veriler bilgisayar ortamina aktarilarak SPSS 11.0 for Windows® istatistik
programina yiiklenerek degerlendirildi. Gruplar arasindaki fark tek yonlic ANOVA post-hoc
LSD testi ile belirlendi. Ikili grup karsilastirmalan icin Student’s ¢ testinden yararlamldi.
Anlamlilik  seviyesi parametrik degerlendirmede p<0.05 olarak, nonparametrik

degerlendirmede ise p<0.01 kabul edildi.



BULGULAR

1) Klinik Takip ve Gozlem:

Greftleme islemi sonras1 denekler 90 giin takip edildi. Tiim denekler, cerrahi islemi
komplikasyon olmadan tolere ettiler. Deneklerin cerrahi sonrasi takiplerinde; akut
inflamasyon, abse formasyonu, seroma, doku nekrozu gibi komplikasyonlar gelismedi.

Tim deneklerin toplam viicut agirliklart kaydedilerek, operasyon oOncesi viicut
agirliklan ile karsilastirlldi. Toplam viicut agirliklarinin artis1 karsilastirlldiginda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi.

Tim deneklerde, yasam sonlandirma islemi sonrasinda alici alan iizerinden yapilan
insizyonla cilt ve pannikiil dokusu gecilerek yag greftine ulasildi. Yag grefti simirlar belirgin,

kolaylikla disseke olabilen, ¢cevre dokudan gevsek bag dokusu ile sinirlanmusti.

Resim IX: Postoperatif ¢ikarilan yag grefti

2) Greftlerin Toplanmasi, Agirliklarinin Olgiilmesi ve Data Analizi:

Yag grefti uygulamasindan 90 giin sonra tiim denekler sakrifiye edilerek, greftler
cikarildi. Cikarillan greftler, yikamp kurutularak agirliklan olgiildii. Cikarilan greft doku
agirhigl, islem Oncesi Olgiilen greft doku agirh@ina boliinerek greft yasayabilirlik oranlar
belirlendi. Tiim gruplarin greft yasayabilirlik oran1 ortalamasi hesaplandi. Sonuglar ortalama
+ standart hata (SH) olarak gosterildi. Yapilan analizler sonucunda gruplar arasinda anlamli
fark olustugu gozlendi. Tedavi (Grup I ve II) ve bos mikrokiirecik (Grup III) gruplarinin
ortalama canlilik oranlarinin kontrol grubuna (Grup IV) gore anlamh olarak daha yiiksek
oldugu belirlendi (p<0,05). Grup ortalamalar1 (ortalama + SH) sirasiyla; kontrol grubu (Grup
IV): % 44+2,9, bos mikrokiirecik grubu (Grup III): % 107+26 , greft + VEGF grubu (Grup
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I): %141,6+12,8, prefabrikasyon grubu (Grup I): %125,3+9,9 olarak hesapland1 (Sekil I). Her
iki tedavi grubunun agirhik ortalamalarmin t-testi ile karsilastirilmasi sonucu aralarinda

istatistiksel olarak anlamli fark olmadig belirlendi (p=0,340)

@ kontrol
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Tablo II: Tiim gruplarin greft postoperative agirliklarinin, preoperative agirliklarina

orant.

3) Histolojik ve Histomorfometrik Degerlendirme :

Morfolojik degerlendirmede, adiposit membranlari i¢cinde kalan, lipid ekstraksiyonuna
ugramis parlak alanin, tiim dokuya olan orani hesaplandi. Bu oran greftin goreceli adiposit
iceriginin indeksi olarak kabul edilmistir’.

Yapilan analizler sonucunda gruplar arasinda anlamh fark olustugu goézlendi.
Prefabrikasyon grubunun total fibrotik alan yiizdesinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak
daha diisiik oldugu (p=0,018), bos mikrokiirecik grubunun total fibrotik alan yiizdesinin ise
kontrole gore anlaml olarak daha yiiksek oldugu belirlendi (p=0,001). Grup goreceli adiposit
indeks ortalamalarn (ortalama + SH) sirasiyla; kontrol grubu: % 80,6+4,0, prefabrikasyon
grubu: % 94,5+1,5, bos mikrokiirecik grubu: % 61,3+5,7, greft + VEGF grubu % 88,6+2,2
olarak hesaplandi. Greft + VEGF grubunun kontrol grubu ile karsilastirillmasi sonucunda
aralarinda anlamli fark olustugu go6zlendi. Tedavi (prefabrikasyon ve greft + VEGF)
gruplarinin karsilastiritlmasi1 sonucu aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadigi
belirlendi (p=0,1). Sonu¢ olarak VEGF + yag grefti ve VEGF prefabrikasyonu sonrasi1 yag
grefti uygulanan gruplar kontrol ve bos mikrokiirecik grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli fark bulundu.



Resim X-XI: Kontrol grubu, yag nekrozu, artmis mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve

fibrozic

Resim XII-XIII: Bos mikrokiirecik grubu, yogun fibrozis ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu

Resim XIV-XV: Prefabrikasyon grubu, normal yag dokusu ve damarlanma artisi




Resim XVI-XVII: Greft + VEGF grubu, normal yag doku: 11
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Tablo III: Tiim gruplarda greft goreceli adiposit indeksi oi:inl:i1
Grup I Grup 11 Grup III Grup IV
Greft
Yasayabilirlik % 125,3 % 141,6 % 107 % 44
Oram
Greft Adiposit
Orany/Greft % 94,5 % 88,6 % 61,3 % 80,6
Toplam Oram

Tablo IV: Gruplarin ortalama greft yasayabilirlik ve goreceli adiposit indeksi oranlari
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TARTISMA:

Gelisimsel, anatomik ve fonksiyonel ozellikler olarak yag dokusu, metabolik aktif
olan, genis ve diffiiz bagimsiz bir dokudur.

Otolog yag grefti, bircok ozelliginden dolay1 ideal dolgu maddesi olarak kabul edilir.
Son yillarda yag greftinin  estetik ve rekonstriiktif cerrahinin birincil ve yardimci
uygulamalarinda kullanimi artmustir.

Otolog yag dokusu disinda, dolgu maddesi olarak kullanilan materyaller mevcuttur.
Bunlar icinde daha sik olarak kollajen ve teflon, yumusak doku dolgu maddesi olarak
kullamilmaktadir. Enjekte edilen kollajenin erken emilimi ve teflonun yabanci cisim
graniilamatoz reaksiyonuna yol acmasi™, bu sentetik greft materyallerinin kullanim alanlarini
kisitlamaktadir.

Plastik cerrahi disinda, baska cerrahi uygulamalarda da yag grefti kullanilmaktadir.
Shafik®™, 14 sfinkterik inkontinans hastasina, perianal submukozal yag enjeksiyonu
uygulamistir. 18 aylik takip siiresi sonucunda, 14 hastanin iiciinde yeterli miktarda hacim
artisi, yedisinde bir defa daha yag enjeksiyonu ile yeterli hacim artisi, dordiinde ise iki
enjeksiyon sonrasi yeterli hacim artis1 sagladigini  bildirmistir. Weber'’, frontal siniis
obliterasyonu tedavisinde yag enjeksiyonu kullandigi olgularinin sekiz tanesinin besinde, alti
-24 ayhk takip siireleri sonucunda, yag yasayabilirliginin yeterli miktarda olmadigim
bildirmistir. Mikus ve ark.’ kopek vokal kordlarina yaptiklar enjeksiyon sonrasinda, kord
haciminin 12 haftada % 20 arttigim bildirmislerdir. Chairman®, yag aktarimim ayak sirtinda
kullanmistir. Alti aylik takip sonucunda 50 hastanin 48’ inde plantar yag yastiginda artis
saptamistir, yag enjeksiyonu tekrari sadece bir hastada gerekmistir. Gubner ve ark’, kalp pili
ile lizerindeki cilt arasindaki yetersiz ciltalti yag dokusuna bagli gelisen noraljiyi tedavi etmek
amaciyla ciltaltina yag grefti enjeksiyonu uygulamislardir.

Yag greftinin olumlu Ozelliklerinin yaninda, aktarim sonrast olusan, Onceden
belirlenemiyen oranda nekroz ve kist olusumu gibi istenmiyen komplikasyonlar1 vardir™>>>
Ayrica uzun donem takiplerde onceden belirlenemeyen, % 20 - 50 arasinda hacim kaybi
goriilmektedir™*

Yag greftinin yasayabilirligi ve dayanikliligi hala tartisma konusudur.



Yag grefti uygulamalar ile 1lgili asagidaki sorular agikliga kavusturulmalidir:
<+ Anestezinin rolii
+ Toplama sonras1 yag hiicrelerinin gordiigii hasar- yasayan hiicre
<+ Yag greftini alirken ve enjekte ederken kullanilan kaniiliin veya ignenin rolii
<+ Nakledilen yagdaki kanin rolii
<+ Aynstirma sirasindaki travma
=+ Havaile temas
<+ QGreftin kontaminasyonu
<+ Enjekte edilen greftin histolojik sonuglari
<+ Diizeltmenin dayaniklilig1
<+ Doldurma etkisinin devamhilig1 ve yag grefti yasayabilirligi arasindaki iligki
Farkli yazarlar, farkli teknikler kullandigindan (yag grefti alma, reenjeksiyon ve
sonuclari degerlendirme ) calismalarin karsilagtirilmasi zordur'®.
Yag Greft Yasamin Etkileyen Faktorler
I) Verici Alan Anestezisi
Her ne kadar pek ¢ok yazar lokal anestezinin olumsuz etkilerinden sozetse de '#***°
literatiirde lokal anestezi uygulanmis ve uygulanmamis durumlarda, alinan yag hiicrelerinin
yasayabilirlikleri i¢in benzer oranlar Verilmistirlg. Lokal epinefrin uygulamasinin kan akimini
azaltarak greft yasayabilirligi ilizerine olumsuz etkileri olacagi savunulsa bile hicbir klinik
calismanin sonucu bunu desteklememektedir. Aksine, greft almadan once vazokonstriiksiyon,
azalmig kanama nedeniyle doku yasayabilirligini korumaya katkida bulunacaktir. Lokal
epinefrin uygulamasina bagh doku nekrozu basit eksizyonlarin hi¢birinde goriilmemektedir ve
tiimesan teknigi uygulanan hastalarda cerrahi sonrasinda adiposit Oliimii gézlenmemistir.
Moore ve arkadaslar®, lidokainin adipositlerde glikoz transportunu ve lipolizi kuvvetli bir
sekilde baskiladigimi kiiltiir ortaminda gostermistir. Ancak bu etki, ortamda lidokain
bulundugu siirece  goriilmektedir.  /nvivo lidokain maruziyetinin  benzer etkisi
gosterilememistir. Bu nedenle metabolik ¢alismalar i¢in lokal anestezi altinda yag grefti
alinabilmektedir”’. Son olarak amid grubu lokal anestetiklerin yara iyilesmesine olumlu

etkileri oldugu gosterilmistir’™".



II) Toplama Sonras1 Yag Hiicrelerinin Yasayakb:iliili--i

Vakum yada eksizyon ile yag toplama arasinda yag hiicresi hasar1 agisindan fark
yoktur. Bu veri, Glukoz 3 Fosfat Dehidrogenaz enzim tayini ile her iki yontemle toplanan yag
hiicrelerinin canliliginin degerlendirildigi bir ¢calismada elde edilmistir32. Bu lipojenik enzimin
plazma membranindan sizmasi, yag hiicre hasarinin potansiyel bir belirtisi olabilir. Schuller-
Petrovic™ buz ¢6zme sonrasinda bile Trypan Blue boyama ile sadece birkag olii hiicre
gostermistir. Pek ¢ok cerrah tarafindan kabul goren yag hiicrelerinin aktarim ile canliligim
koruyamadigr ve bu nedenle yag grefti uygulamalarinin yetersiz oldugu goriisii bu yeni
bulgular 1s1g1nda degismelidir.

Enjektor veya makine ile aspirasyon yOntemi ile toplanan yag hiicrelerinin canlilig
arasinda fark yoktur. Enjektor igerisinde -0.6 atm., makine ile aspirasyonda maksimum -0.95
atm. basing iiretilir. Negatif basing iiretildiginde kismi yikim ve yag dokusunda parcalanma
goriilebilir’.

III) Yag greftini alirken ve enjekte ederken kullanilan kaniiliin veya ignenin rolii

Yag alma kaniilii veya 14 gauge lik igne arasinda yag grefti yasayabilirligi acisindan
fark bulunamamistir. U¢ mm lik bir kaniil ile toplanan izole adipositlerin canliligini korudugu
glukoz transport testleri ile kamtlanmistir ve bu hiicreler metabolik calismalar i¢in
kullanilabilir™.

IV) Nakledilen Yagdaki Kan

Tiim yazarlar nakledilen yagdaki kanin, yag yikimim hizlandirdig1 goriisiindedirler.
Biz de eksizyon yontemiyle elde ettigimiz yag greftini % 0.09 NaCl ile yikandiktan sonra alici
alana yerlestirdik.

V) Temizlik Islemi Sirasindaki Travma

Yag hiicreleri pek cok cerrahin diisiindiigii gibi kirillgan degildir. Her tiirlii toplama
yontemine dayanabilir. Santriifiij, asi1 yikama veya hi¢ yikamama arasinda fark
gosterilmemistir. Ideal teknik hala tanimlanmamustr.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, yag dokusunun kiint kaniille ¢ikarilmasi ve
santriifiij edilmesi, yag greftinin yasayabilirligini arttirmis ve normale yakin adipoz hiicresel

enzim aktivitesini gostermistir*’™*

. Biz, deneysel modelimizde eksizyon sonrasi yag greftini
kiicilik pargalara ayirmak yontemiyle tavma etkisini en aza indirgedigimize inanmaktayiz.

VI) Hava ile Temas ve Greftin Kontaminasyonu

Pek cok yazar kapali bir teknigi benimsemistir. Avantajlar sterilitenin korunmasi ve
hava ile temasin Onlenmesidir. Yag grefti tamamen kurumaya birakilmamalidir, ¢linkii bu

adipositlerin Oliimiine yol acar. Ancak, a¢ik teknik, greft icerisindeki lifleri ve biiyiik parcalar



temizleyerek enjeksiyonu kolay bir greft hazirlama olanag sunar”. Hava ile temas
kontaminasyon riski getirmektedir. Her ne kadar heniiz yayinlannms bir veri yoksa da
enfeksiyonun oldukc¢a nadir goriildiigii kapali teknikten daha fazla risk tastmamaktadir’®. Biz
deneysel modelimizde acik modeli kullandik ve higbir denekte enfeksiyon bulgusuna
rastlamadik.

VII) Adipositlerin Dondurulmasi

Alindiktan hemen sonra dokunun -20°C de yavas dondurulmasi adipositler iizerinde
zararli etkiler gostermez™. Calismalar buzun ¢oziilmesinden sonra bile yiiksek sayida canl
hiicre varhigim gostermektedir. Alti aya kadar saklama onerilmektedir’®. Yavas dondurma
canli adipositler elde etmek acisindan onerilirken, hizli dondurma adipositlerin yok olmasina
yol acmaktadir’’.

VIII) Yag Enjeksiyonu

Genelde 14-25 gaugelik igneler kullanmaktadir. Coleman, yiizde, 17 gaugelik igneyi
tercih etmektedir, gozkapaginda ise daha ince igne kullanmaktadir. Igne capi ile etkinin siiresi
arasinda bir 1ligki yoktur3 ’,

IX) Doldurma etkisinin devamlihigi

Amaclanan diizeltmenin devamliligi tekniklerin gelistirilme ¢abalarina ragmen halen
tahmin edilememektedir. En uzun siiren etki skleroderma (Hemiatrofi), cerrahi veya travma
sonrasi atrofi ve deprese skarlarda beklenmektedir. Yaslilik degisiklikleri i¢in erken sonuclar
miikemmel olsa da yiiksek oranda hacim kayiplarn ikincil girisim gerektirmektedir. Otolog
yag transplantasyonunun 8 yil ve daha fazla yasadigi belgelenmis olgular mevcuttur™.

Enjekte Edilen Greftin Histolojik Sonuclari

Schuller-Petrovic™ enjeksiyondan  iki hafta sonrasinda, bazilari kollaps olmus,
yasayan yag hiicreleri bulmuslardir. Carpaneda™, abdominoplasti ©ncesi hastalarin
abdominal subkutan yag i¢ine adipoz doku otogreftlerinde kollajen degisimlerini ¢alismistir.
Abdominoplasti oncesi 5-8-12-15-21-30-60. giinlerde greftler incelenmistir. Tip I kollajenin
grefti kapsiil i¢cine sarmasina ilaveten, Tip I ve Tip III kollajenin transplante doku ig¢inde
sentez, degradasyon ve yeniden yapilanmasinda bir¢ok degisimler bulmustur. Zamanla
inflamatuar cevapta artma ve azalmanin yani sira, inflamatuar olayin yerlesimi agisindan
periferdeki canli bolgeden santraldeki canli olmayan kiigiik psodokistler ve cekirdeksiz
adipositlerin varoldugu bolgeye kayma gosterilmistir.

7 mekanik olarak biitiinliigii bozulmus adipositleri transplante etmis ve

Coleman
birinci hafta sonunda enjeksiyon bolgesinde yuvarlak vakuoller bulmustur. Acik bir sekilde

hi¢ saglam adiposit izlenmemistir. Birinci ayda damarlar aras1 bosluklar genislemis ve seyrek



lenfositik infiltrat, retikiiler dermis ve subkutan yag arasinda gelisen yeni bir bagdoku bolgesi
gelismistir.

Yag grefti yasamindaki belirsizlik ve memnuniyetsizlik, greftin aktarim islemi
sirasinda adipositlerin biitlinliiglinii korumaya yoOnelik yeni manevralarin arastirilmasina
yéneltmistir6. Bu manevralar, yag hiicresi konsantrasyon tekniklerini, grefte insiilin, steroid ve
E vitamini gibi farmakolojik ajanlarin eklenmesini igermektedirg’g. Insiilinin adipojenik etkisi,
insiilin enjekte edilen hayvanlarda enjeksiyon yerinde yag hipertrofisine ait bulgularin
bulunmasi, yag asidi sentezini kisitlayan Asetil CoA karboksilaz enzimini insiilinin stimiile
edici etkisi ile 1lgili kanitlar igeren tarihsel gozlemler sonucu greftin insiilin i¢inde 1slatilmasi,
cok iyi bir teorik goriis noktasim olusturmaktadir'®. Grefte yonelik bu manipiilasyonlarin
klinik bir yararinin gosterilmesi basarilamadig i¢in dikkatler aktarim islemi sirasinda adiposit
hiicresinin biyolojik 6zelligi {lizerine yonelmistir. Yiiksel ve ark.* poli (laktik-ko-glikolik-
asit)-polietilen gllikol (PLGA/PEG) mikrokiirecik salinim sistemi kullanarak, yag grefti
yasayabilirligi lizerinde insiilin, insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 ( IGF-1) ve bazik fibroblast
biiyiime faktoriiniin (bFGF) uzun donem etkisini incelemisler. Kontrol ve bos mikrokiirecik
grubuna gore tiim biiylime faktorii i¢eren gruplarin haciminin anlamli olarak arttigini
bildirmiglerdir. IGF-1 ve insiilin, dogrudan preadipositin adiposite farklilasmasim
uyarmasindan dolayi, bFGF ise dogrudan mezensimal kokenli hiicreler ilizerinde mitojen
etkisi, dolayli olarak anjiogenezisi uyarmasindan dolayr kullanmislardir. Yag greftindeki
agirhk artisinin, kullanilan biiylime faktorlerinin uyarisiyla yag grefti icinde bulunan
preadipositlerin adipositlere farklilasmasiyla oldugunu belirtmislerdir. Bizim c¢alismamizda
greftin modifikasyonu fikrinden yola ¢ikarak, erken donemde yag greftinin damarlanmasini
hizlandirmak amaciyla, yag greftini VEGF iceren kalsiyum aljinat mikrokiirecikler ile es
zamanh verdik. Sonu¢ olarak bu grupta greft yasayabilirligi ve goreceli adiposit indeksini
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulduk.

Alici Bolgenin Kanlanmasi
Yag greftinin yasayabilirligini arttirmak ve emilimini azaltmak i¢in bircok degisik

teknik de:nenlllistir43'47

. Yag dokusunun iskemiye olan diisiik toleransi c¢alismalarla
gosterilmistir™®. Adipoz dokunun iskemiye toleransini arttirmak yoluyla yasayabilirligini
artirmak icin, yag greftini 1y1i damarlanmasi olan bir alana yerlestirmenin olumlu

12,48-50 12 . :
. Guerrorosantos ve ark. uzun donem takipte

sonuclandigi  gosterilmistir
yasayabilirligini arttirmak ic¢in, yag greftini kas icine enjekte etmislerdir. Bu ¢alismalirinin
sonucunda, diger deneysel ¢alismalara gore yag greftinin yasayabilirlik orani1 agik bir sekilde

artmistir. Bu ¢alismaya benzer klinik bir calismada, gluteal bolgeye uygulanan yag greftinin



yasayabilirlik oraninda anlaml artis bulunmusturSI. Karacaoglu ve ark. cilt alti, kas {istii ve
kas alti olmak {iizere lic degisik bolgeye uyguladiklan yag greftlerinde, yasayabilirligi en
yiiksek grubun kas iistii grubu oldugu belirtmislerdir’?.

Heimburg” yag greftlerinin aktarilmadan 6nce ekspanse edilmesinin greftin yasama
sansim arttirdigini ortaya koymustur. Ekspansiyonun damarlanmay1 ve adipozitin iskemiye
direncini arttirdigini ve erken yeniden damarlanmanin 6nemini savunmustur.

Eppley ve ark.” flep olarak aktarilan yag dokusunda hacimin korundugunu
bildirmislerdir, ancak insanda kontur deformitelerini diizeltebilecek kiiciikliikte giivenilir bir
damar pedikiilii olan ve serbest damarli flep olarak aktarilabilecek bir yag dokusu yoktur.

Yag greftinin yasayabilirligini arttirmak i¢in kas dokusu gibi kanlanmasi fazla olan bir
alana yag enjeksiyonu yapilmasi disinda, alici alanin damarlanmasimi arttirmanin sonuglart da
arastirlmistir. Baran ve ark.'” yag grefti alici alana 6nceden yerlestirdikleri silikon blok ile
olusturduklart kapsiil icine yag grefti yerlestirerek, damarlanmasi artmis alanda greft
yasayabilirliginin arttigin1 gostermislerdir.

Biz de bu ¢alismamizda yeni damar olusumunda en 6nemli kofaktor oldugu bilinen
VEGF’ yi yavas salinimini saglamak ic¢in kalsiyum aljinat mikrokiirecikler i¢inde greft alici
alanina 21 giin onceden enjekte ederek alict alanin damarlanmasimi arttirdik. Damarlanmasi
arttirllmis ciltaltina yerlestirilen yag greftlerinin yasayabilirliklerini ve goreceli adiposit
indeksini kontrol grubuna gore anlamli oldugunu bulduk.

Yag Greftinin Aktarim Sonrasi Akibeti

Serbest yag grefti aktarimi sonrasi, greftin hacim kaybi ile ilgili bircok degisik
mekanizma One siirlilmiistiir. Bunlardan ilki, bazi adipositlerin travmatik riiptiir ve/veya
avaskiiler nekroza maruz kalmasidir. Ikinci mekanizma, inflamasyona baglh hiicresel 6liim
veya hiicre dist lipid aciga ¢ikmasina bagh greftte olusan fibrozis ve kontraksiyondur’””.
Serbest yag grefti aktarimi sonras1 hacim kaybr ile ilgili {iclincii olas1 mekanizma, nekrotik
olmayan hacim kaybina bagh gelisen adiposit delipidasyon veya dediferansiasyonudur. Bu
hipotez, deneysel calismalarla kesinlesmis olan “adipoz atrofisi” teorisine benzerdir’**°.

Yag grefti aktarim sirasinda damarlanmasi kaybolur ve kismi travmaya ugrar. Yag
grefti aktarnmindan bir giin sonra alici alana makrofaj, histiyosit ve multiniikleer dev
hiicrelerin gociinii takiben nétrofil infiltrasyonu olur ve hiicresel artiklar temizlenir’’. Yag
greftlerinde aktarimdan 2-4 giin sonra yeniden damarlanmanin basladigi gozlenmistir’*’>*°
Fakat bu yeniden damarlanma periferdeki hiicrelerle simirli olarak gelisir’®. Yeni damarsal ag

yeterli diizeye gelene kadar yag hiicrelerinin 6liimii devam eder. ilerleyen donemlerde fibroz

doku artisi, kaybedilen hacmi tamamlayamaz.



Yag grefti hiicrelerinin uygun doku perfiizyonunu saglamak i¢in, bu hiicrelerin oksijen
ve besin ihtiyaclarinin yeterli miktarda karsilanmasi gereklidir'>>*. Otolog yag greftindeki
adipositlerin yasayabilirligi, erken yeniden damarlanmanin olusmasina baghdir. Greft
aktarimi sonras1 yag greftinde, yeni damar olusumunun siirli oldugu bilinmektedir”.
Nishimura ve ark.” yeni mikrodamar olusumunda en 6nemli kofaktdr olan VEGF nin, aktarim
sonras1t yedinci giinde belirgin sekilde artti@imm ve sonraki 30 giinde sabit kaldigim
gostermislerdir. Langer ve ark.” in-situ yag dokusunda, fonksiyonel damar yogunlugunun,
aktarim sonrast 12. giin anlamli yiikseklige ulastigin1 ve 21. giin en yiiksek seviyeye ulastigini
bulmuslardir. Giincel calismalarda, fonksiyonel damar yogunlugunun 15. giin 0Olciilebilir
yiikseklige ulastigi, fonksiyonel damar yogunlugunun artisinin 60. giine kadar devam ettigi,
90-120. giinlerde % 50 azaldig1 belirtilmektedir.

Giincel calismalar sonucu olusan genel kani, serbest yag greftinin yasayabilirliginin
alici alandaki yeniden damarlanmanin miktarina bagh oldugudur. Nishimura ve ark. S
calismalarinda yag grefti aktarimi sonrasi yedinci giin hiicreler arasi alandaki mononiikleer
hiicrelerden salinan VEGF’ nin yedinci giin anlaml diizeye geldigini gostermislerdir. Yag
grefti aktarim sonrasi ilk dort giin beslenmesini hiicreler arast akimdan saglar. Bu zaman
stirecinde, elde edilen oksijen ve besin miktar1 yag grefti yasayabilirligi i¢in yeterli degildir.
Oksijen yetersizligi sonucunda olusan hipoksi, anjiogenik faktorlerin salimmini arttirir.
Apopitozis, genetik sinyal sonucu olusan programl hiicre Slimiidiit®. Nishimura ve ark.
yeniden damarlanma olustuktan sonra yag hiicre sayisinin azaldigini tespit etmislerdir. Erken
donemdeki yag grefti hacim kaybini akut nekroz, ge¢ donemde olusan hacim kaybini ise
apopitozise bagh yag hiicre azalmasina baglamislardir. Bu durum, yeniden damarlanma
olustuktan sonra bile devam eden yag grefti hacim azalmasini agiklar.

VEGF

Ge¢misteki yeni damar olusumun embriyonik siirecte simirli kaldigr diisiincesinin
aksine kemik iligi veya periferik dolasimdaki kok hiicre, endotelyal hiicre Onciillerininin
iskemik dokularda yeni damar olusumu yaptig1, bir cok calisma ile gosterilmistir® ®*.

Giinlimiizde yeni damar olusumu ile ilgili iki teori vardir. Birincisi anjiogenezis,
ikincisi ise vaskiilogenezisdir®. Anjiogenezis var olan kapiller agin uzantis1 olarak yeni
mikrodamarlarin olusumudur. Vaskiilogenezis ise endotelyal Oncii hiicreler tarafindan yeni
damar olusumudur. Shigeru® kemik iligi kaynakli onciil hiicre enjeksiyonu sonrasi flep
yasayabilirliginde artis saptamis, immunohistokimyasal yontemle damar kesitlerinde enjekte

ettigi oncii hiicrelerin damar endotelyal hiicresine doniistiigiinii gostermistir.



Ozellikleri

Iskemik dokulara kan akiminin diizenlenmesinde aktif rolii olan anjiogenezis ve
kollateral damar olusumu, cesitli vazoaktif ajanlara baghdir. Bir¢cok calismada disardan
anjiogenik biiyiime faktorleri verilmesinin, endotelyal hiicre proliferasyonu ve migrasyonunun
uyarimt ile yeni damar olusumu ve kollaterallerin artisina neden oldugu gosterilmistir’**.

Anjiogenezis, bircok aktive eden veya inhibe eden biiylime faktorleri ile diizenlenir.
Bu biiyiime faktorleri i¢cinde en 6nemlisi ve encok calisilant VEGF dir*. VEGF, endotelyal
hiicrelerde mitojenik etkisi oldugu bilinen tek sitokindir ve hem fizyolojik hem de patolojik
anjiogenezisin 6nemli bir baslaticisidir. VEGF”°! tiimér hiicreleri, makrofaj, keratinosit ve
diiz kas hiicreleri gibi 6zel hiicrelerden de salimir. VEGF ekspresyonu, embriyolojik gelisim,
yara iyilesmesi, kadin iireme dongiisii ve ayn1 zamanda tliimor gelisimi ile iliskilidir.

Bircok biiyiime faktoriinde oldugu gibi, goreceli olarak kisa biyolojik yart 6mriinden
dolay1 VEGF nin hizli yikimi nedeniyle disardan verilmesi sinirlidir’’. Sistemik uygulama ile
verildiginde, hedef organda etkin ve etkili miktara ulasilamamaktadir. Yiiksek dozlarda
sistemik uygulandiginda ise tekrarlayan hipotansiyon ataklari gibi istenmeyen yan etkiler
ortaya ¢cikmaktadir’™.

Kullamim Alanlar:

VEGF, anjiogenezisi uyarict etkisinden dolayr Plastik Cerrahide 0ozellikle flep
cerrahisi basta olmak lizere pekcok deneysel calismada arastirlmistir. Ayrica patolojik
anjiogenezisdeki roliinden dolayr onkolojik arastirmalarda ve molekiiler biyolojik
arastirmalarda siklikla calisilmistir.

In-vitro modellerde iskemik deri fleplerinin yasayabilirligi ile yeni endotelyal hiicre
olusumunun direkt iligskili oldugu ve bu siire¢te VEGF’nin birincil araci oldugu tespit
edilmistir®. Ge¢miste endotelyal oncii hiicrelerin intravendz infiizyonu ile iskemik dokularda
yeni damar olusumu saglanmistir®, ancak lokal enjeksiyonun intravendz infiizyona gére bazi
avantajlann vardir. Hedef dokudaki endotelyal Oncii hiicrelerin lokal yogunlugu arttirilabilir,
hiicrelerin sistemik yan etkilerinden (anjiogenik hastaliklardan diabetes mellitus, romatoid
artrit hatta kanser gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasini kolaylastirici etkilerinden) korunur. Biz
de calismamizda lokal enjeksiyon yontemini kullandik. Bunun yamsira Rehman ve ark. ©
yaptiklar bir ¢alismada insan ciltalti yag dokusundan izole ettikleri stromal hiicrelerin VEGF
, Hepatosit Biiylime Faktorii , ve Degistirici Bliylime Faktorii -B sentezledigini ve VEGF
sentezinin iskemik kosullarda 5 kat arttigini géstermislerdir.

VEGF nin doku genisletme ve flep iskemi alanlarindaki olumlu etkisi son
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zamanlardaki calismalarla goOsterilmistir Lantieri ve ark. '°, doku genisletme



alanlarindan alinan insan deri Orneklerinde artmis VEGF seviyeleri tespit etmigslerdir.
Ekspanse olmayan deri ile karsilastirildiginda, ekspanse deride VEGF salgilayan hiicre
sayisinin yaklasik bes kat fazla oldugunu bulmuslardir. Ekspanse dokularda VEGF artisinin
sebebinin, damarlanma ihtiyacini karsilamaya yonelik oldugunu diisiinmiiglerdir.

Takeshita ve ark.”, tavsanlarda yaptiklari cahsmalarinda, VEGF nin iskemik arka
bacak modelinde hem intramuskuler hem de intravendz enjeksiyonunda, iskemik ekstremiteye
olan kan akimim arttirdigini bildirmislerdir.Bu calismada VEGF nin intramuskuler olarak
verildigi hayvanlarda, femoral arter ligasyonundan sonra, kontrollere gore bacak sistolik
basinct ve kapiller dansitesi daha yiiksek ve daha dramatik bir klinik 1yilesme gostermistir.
Benzer sonuclar, intraarteriyal uygulamadan sonra da goriilmiistiir.

Kullanim Sekli ve Doz

Klinikte cilt flebi yasayabilirligini artirmak i¢in cerrahi geciktirme gibi ek cerrahi
protokoller kullamlmaktadir. Hisham ve ark.'®™ sicanlarda TRAM flebinde cerrahi geciktirme
ile kas icine VEGF enjeksiyonu yaptiklart gruplarin karsilastirmasinda, geciktirme yaptiklar
grupta % 83 yasayabilirlik saptarken, VEGF enjeksiyonu yaptiklar1 grupta ortalama % 96,6
yasayabilirlik saptamislardir. Her iki grubun sonucu kontrol grubuna gore anlamh
bulunmustur. VEGF nin, topikal”' veya intravendz™ uygulandigi takdirde de cilt flepleri dahil
olmak iizere iskemik dokulardaki yeniden damarlanmay1 arttirdig1 gosterilmistir.

VEGF nin doku iskemisinde tedavi etkinligi de incelenmistir. Siganlarda abdominal
iskemi olusturulup, 5 ug VEGF nin femoral damar i¢ine uygulamasi ile deney grubunda flep
yasaminin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 bildirilmistir’.

Feng ve ark.” sicanlarda vendz flepte VEGF ekspresyonu ve vendz fleplerin
yasayabilirliginde disaridan VEGF verilmesinin etkilerini ¢alismislardir. Flep elevasyonunun
0-6-12-24 ve 48. saatlerinde flepten biyopsi alinmis ve VEGF gen ekspresyonu Olgiilmiis,
ikinci asamada 10 sigana flep yerlestirilmesinden 6nce subdermal olarak 1 wg/ml VEGF
verilmis. Kontrol grubuna ise serum enjeksiyonu yapilmis. Cilt yasayabilirligi postoperatif
yedinci giinde Olciilmiis. 24 ve 48 saat sonra yapilan oOl¢iimlerde VEGF ekspresyonunun
anlamli olarak arttig1 gosterilmistir. Ekzojen VEGF verilen grubun flep yasayabilirligi kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bu ¢alismada sadece bir doz enjeksiyon
kullanilmas1 ve VEGF nin yar1 Oomriiniin kisa olmasina ragmen bu sonuglarin alinmasi,
VEGF nin anjiogenezisi baslatilmasinda onemli bir rolii oldugunu gostermektedir. VEGF nin
venoz fleplerin yasayabilirligini arttirma mekanizmalarindan biri de vazodilatasyon etkisiyle

arteriyovenoz sfinkterleri agmasi olabilecegi bildirilmistir.



Kryger ve ark.”, sicanlarda sirttan kaldirilan Mc Farlane kas-deri flebinin
yasayabilirligine VEGF nin sistemik, lokal (subdermal ve subfasyal) ve topikal
uygulamalarinin flep yasayabilirligine etkisini incelemislerdir. VEGF’ nin ¢esitli yontemler
denenerek cilt flebinde en uygun uygulama yonteminin belirlenmesinin amaclandigr bu
calismada, flep yasayabilirliginin, 0-24 ve 48. saat sistemik VEGF uygulanan sicanlarda %
91, tek doz sistemik VEGF uygulanan sicanlarda % 88, subdermal VEGF uygulanan
sicanlarda % 88, subfasyal VEGF uygulanan sicanlarda % 86 oldugunu gostermislerdir. Bu
calisma VEGF nin bir¢ok uygulama yoluyla etkili olabilecegini gostermistir.

Basarili hayvan calismalarindan sonra insanlarda da gen terapisi ile VEGF
uygulamalar1 yapilmistir. Ekstremite iskemisi olan hastalarda VEGF kodlayan DNA nin
ciplak plasmidi ile perkutandz anjiyoplasti uygulanmis, dort haftalik tedavi sonrasinda diz,
tibia ortas1 ve ayak bileginde anjiyogenezise ait anlamli anjiyografik ve histolojik bulgular
ortaya ¢cikmistir. Bu etkiler, 12. haftada halen devam etmistir’ .

Biiytime faktorlerinin kontrollii salinimi i¢in, bircok biyolojik yikilabilen, kontrollii
salinim sistemi gelistirilmistir. Bu sistemler ile Endotelyal Hiicre Biiylime Faktorii, Uterin
Anjiogenik Faktor, insan Biiyiime Faktorii, Kemik Morfogenetik Protein-2, Temel Fibroblast
Biiyiime Faktorii ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii icin kullanilmigtir™”'%.

Hopkins ve ark”> VEGF nin ozmotik pompa yardimiyla kontrollii saliniminin
anjiyogenezis ve damarsal akimin anlamli derecede arttigini belirtmislerdir.

Elcin ve ark."" VEGF nin kalsiyum aljinat mikrokiireciklerinden in-vitro salinim
davramis1  ve siganlarda ciltaln  dokuda kontrolli  salinim  sisteminin  lokalize
neovaskiilarizasyon iizerine etkisini incelemislerdir. VEGF’ yi, kisa yar omrii ve sistemik
olarak kullanildiginda istenmeyen yan etkileri bulundugundan, lokal ve yavas salinimini
saglamak 1icin kalsiyum aljinat mikrokiirecikler icinde c¢oziindiirerek kullanmislardir.
Kalsiyum aljinat mikrokiirecikler i¢inde ortalama 2-4 ug/ml VEGF icerecek sekilde
hazirlamiglardir. In-vitro olarak VEGF nin kalsiyum aljinat mikrokiireciklerden salinim
davramis1  incelendiginde, 21 giinlik arastirmanin sonucunda kalsiyum aljinat
mikrokiireciklerden VEGF saliniminin erken donemde diger tekniklerle (Kalsiyum aljinat,
albumin- chitosan, poly lactik asid, kaprolakton ) kiyaslandiginda daha yavas oldugu
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. U¢-21 giin arasinda diizenli ve sabit doku diizeyleri izlenmistir. Erken
donemlerdeki diisiik diizeyler uygulanan prosediirlere (yikama basamaklari gibi), kullanilan
polimere (Sodyum aljinatin molekiiler agirligi ve mannuronat/guluronat oranina) bagh olarak

aciklanabilir. Diger yontemlerde goriilen erken donem patlayici salinim, absorbe olan



proteinin salinmasi ile ac¢iklanmaktadir. VEGF ‘nin salinmmi ( % 80 den fazla) aljinat agdan
zamana baglh difiizyon seklinde olmaktadir.

In vitro ortamda kalsiyum aljinat mirokiireciklerden VEGF salinimi ii¢ hafta siireyle
takip edilmistir. Deneye 21. giinde son verilmesinin nedeni VEGF konsantrasyonunun 15 ng/
10 ml'nin altina diismesi olmustur (Ol¢iim tekniginin hassashik sinirlarmm altna inmesi
nedeniyle). Ikinci olarak da ii¢ hafta iginde faktor etkinligini kaybederek, calismaya devam
anlamsiz hale getirmistir. /nvivo calismalarda iic hafta yiiksek anjiyogenez elde edebilmek
icin yeterli VEGF igermektedir. In vivo calisma sirasinda, kiireciklerin yerlestirildigi bolge ve
cevresinden hicbir inflamatuar, allerjik reaksiyon gelismemistir. Bu da aljinatin biyouyumlu
oldugunu kanmtlamaktadir. Bu calismada bir diger gozlem ise, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda VEGF igeren mikrokiirecik grubunda yara iyilesmesi daha hizh
gerceklesmistir.

VEGF mikrokiireciklere verilen anjiogenetik cevap, histolojik, histopatolojik ve
immiinboyama ile olarak kamtlanmistir. Kiireciklerle ciltalti doku arayiiziindeki yiiksek
yogunluktaki immiin boyanma VEGF salimminin gostergesi olarak degerlendirilmistir.
Birinci ve ikinci hafta oOrneklerinde immiin boyanmada gozlenen belirgin artis in vivo
saliniimin in-vitrodan daha uzun siirdiiglinii gostermektedir.

Biz bu calismamizda Elcin’in"'

tanitmladigi avantajlarindan dolayr, VEGF nin
kontrollii salintm1 amaciyla kalsiyum aljinat mikrokiirecik sistemini kullandik. Calismamizda
VEGF nin damarlanmay1 arttirdigin1 histomorfolojik incelemeler sonucunda subjektif olarak
degerlendirdik. Ozellikle prefabrikasyon grubunda daha fazla alanlarda olmak iizere, her iki
tedavi grubumuzda damarlanmamn arttig1 gozlenmistir. Elgin ve ark.'" larmin calismasindaki
invitro sonuclart calismamiza referans olarak aldik. Elde ettigimiz sonuclar Elgin’in''
calismasi ile uyumlu olarak bulunmustur.

Calismamizin amaci, literatiir bilgileri 1s181inda yag greftinin alici alan damarlanmasin
arttirmak yontemiyle yag greftlerinin en istenmiyen etkisi olan hacim azalmasi ve emilimini
engellemektir. Yag greftinin yasayabilirligini arttirmak i¢in denenmis bircok yOntem
bulunmaktadir. Giincel calismalar sonucu olusan genel kani, serbest yag greftinin
yasayabilirliginin, alict alandaki yeniden damarlanmanin miktarina bagli oldugudur.
Guerrorosantos ve ark. lari'* uzun dénem takipte yasayabilirligini arttirmak icin, yag greftini
kas icine enjekte etmislerdir. Bu ¢alismalirinin sonucunda, diger deneysel calismalara gore
yag greftinin yasayabilirlik orani agik bir sekilde artmustir.

Baran CN." otolog yag greftini kas gibi damarlanmasi yiiksek bir alana transferinin

yerine, yag greftini aktaracagi alana o©nceden bir silikon blok koyarak, o alanin
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damarlanmasini arttirmistir. Bu bir prefabrikasyon yontemidir. Biz de calismamizda alici
alani, 21 giin Onceden verdigimiz bilinen en giiclii anjiogenetik ajan olan VEGF ile prefabrike
ettik. VEGF’yi kalsiyum aljinat mikrokiirecik salinim sistemi icinde ¢Ozerek lokal olarak
verdik. Bu yontemi, VEGF’ nin, kisa yarnt omrii ve sistemik olarak kullanildiginda
istenmeyen yan etkileri bulundugundan, lokal ve yavas salinimini saglamak amaciyla tercih
ettik. Prefabrikasyon sonrasi yag greftleme islemi yaptigimiz grupta greft yasayabilirlik
oranint % 125.3, goreceli adiposit i¢eriginin indeksini ise % 94.5 olarak hesapladik. Her iki
degerde kontrol grubuyla istatistiksel olarak anlamliyda.

Ayni zamanda Eppley’in' ortaya attign ve pekcok yazar tarafindan kabul gormiis
“greftlerin modifiye edilmesi” fikrinden yola ¢ikarak bir grubumuzda yag grefti ile VEGF yi1
eszamanl olarak verdik. Bu grupta amacimiz, aktarim sirasinda damarlanmasi kaybolan yag
greftinin damarlanma siirecini en 6nemli anjiogenezis uyaricist olan VEGF ile kisaltmakti.
VEGEF + yag grefti uygulamasi yaptigimiz grupta greft yasayabilirlik oranin1 %141.6, goreceli
adiposit i¢eriginin indeksini ise %88.6 olarak hesapladik. Her iki degerde kontrol grubuyla
istatistiksel olarak anlamliydi.

Yag grefti ve SF iceren bos mikrokiirecik uygulamasi yaptigimiz grupta, greft
yasayabilirlik oram1 % 107, goreceli adiposit igeriginin indeksini ise % 61.3 olarak
hesapladik. Greft yasayabilirlik oram1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli iken,
goreceli adiposit iceriginin indeksi en az olan grup, bu gruptu. Greft yasayabilirlik oraninin
anlamli olarak yiikselmesini, bu grubun histolojik kesitlerinde goriilen yogun fibrozise ve
Kawada ve ark."” tarafindan aljinat oligosakkaritlerinin VEGF etkinligini artirdigini gosteren
calismaya baglayabiliriz.

Sonug

Bu calismamiz, literatiirdeki bilgilerle uyumlu olarak, VEGF iceren kalsiyum aljinat
mikrokiireciklerinin alict alana Onceden prefabrikasyonu ile yerlestirilen yag greftlerinin
yasayabilirlikleri ve goreceli adiposit indeksi arttirnnlmistir.  VEGF  prefabrikasyonu
yapilmaksizin, yag greftleri ile eszamanh olarak yerlestirilen VEGF iceren kalsiyum aljinat
mikrokiireciklerinin de uygulanmasi yag greftlerinin yasayabilirlikleri ve goreceli adiposit
indeksini artirmistir. Bu calismanin bir ileriki basamaginda, zaten literatiirde gosterilmis
olan'' VEGF nin damarlanmayi arttiric: etkisinin yag greftinde invitro olarak da gosterilmesi
olabilir.

Bu sonuglar 1s1ginda, yag greftlerinin tasimasi sonrasi erken donemde damardan yoksun
olmasi ve alici1 alanin damarlanmasinin arttirilmasi, greft emilimi ve hacim kaybini anlaml

diizeyde azaltmaktadir. VEGF, yag grefti damarlanmasinda da etkin bir rol almaktadir.



Calismamizin ~ sonuglart g6z  Oniine  alindiginda  literatirde daha  Once
karsilasmadigimiz, VEGF nin yag greftinin hacmi ve yasayabilirligine olumlu etkisini
gosterdik. Klinikte, VEGF’ nin patolojik anjiogenezisin de en Onemli uyaricist olmasi ve
sistemik kullanimda olusabilecek ciddi komplikasyonlar1 nedeniyle kullanimi kisithidir. Ancak
insanlarda da gen terapisi ile VEGF uygulamalar1 yapilmas: ve olumlu sonuglar alinmasi bu
konuda daha fazla sayida ve daha uzun takip siiresi olan ¢alismalarin gerekliligi ortaya

cikarmustir.
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