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OZET

TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA VE YAG DOKUSU KAYNAKLI STROMAL
VASKULER FRAKSIYONUN FLEP YASAYABILIRLIGI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

Ibrahim Saglam
Uzmanlik Tezi, Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilm Dali
Tez Danigsmani: Yrd. Dog. Dr. Furkan E. Karabekmez
Bolu, Ekim 2012.

Flep cerrahisi plastik cerrahide defekt kapamada en sik kullanilan doku onarim
tekniklerindendir. Flep cerrahisinin basaris1 flep yasayabilirligi ile paralel
seyretmektedir. Bu nedenle bir¢ok ¢alismada flep yasayabilirligini arttiran ajanlar ve
yontemler denenmistir. Plateletten zengin plazma ve adipoz doku kaynakli stromal
vaskiiler fraksiyon da iceriklerindeki ¢ok sayida biiylime faktorii ve pluripotent hiicreler
nedeni ile tibbin her alaninda oldugu gibi plastik cerrahide de giderek artan siklikta
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada amacimiz flep yasayabilirligini arttrmada, ayr1 ayri ve
birlikte kullanildiklarinda, PRP ve SVF’nin random paternli deri flepleri lizerindeki

etkilerini degerlendirmek ve karsilagtirmakt.

Bu amagla 24 adet 250-350 gr. disi sican rastgele 4 guruba ayrildi. Donor olarak segilen
10 adet baska sicandan PRP ve SVF hazirlanmasi amaci ile tiim viicut kanlar1 ve
bilateral inguinal yag yastiklar1 toplandi. Alinan dokulardan hazirlanan triinler flep
yapilmasi planlanan alanlara deri altina enjekte edildi (Gurup 1:Kontrol, Gurupll:PRP,
Guruplll:SVF, GuruplV:PRP+SVF). Degerlendirme amaci ile postoperatif 3. giinde ve
7. giinde doku Ornekleri toplandi. Ayrica flep alanlar1 fotograflanarak nekroza giden

alanlar hesaplandu.

Tim denekler prosediirleri iy1 tolere etti. Tiim tedavi guruplarinda flep yasayan oranlari,
notrofil invazyonu, yeni olusan damar sayisi, VEGF ve bFGF ekspresyonu diizeyleri
bakimindan kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlendi. Tedavi

guruplarinin arasinda ise anlamli fark bulunamadi.

Vi



PRP ve SVF kolay elde edilen, yan etki profilleri diisiik otolog triinlerdir. Etkilerini
icerdikleri biiyiime faktorleri ve proaktif hiicreler yolu ile gosterirler. Calismamizda, bu
iki iiriiniin flep yasayabilirligini anlamli derecede arttirdigmi gosterdik. Iki iiriiniin flep
yasammi arttirmada birbirlerine iistiinliigiinii saptayamadik. 1Iki iiriin birlikte
kullanildiginda ise yasayabilen flep oraninda artis olsa da bu artis istatistiki olarak
anlamli bulunamadi. Yapilacak daha ileri aragtirmalar ile kolay elde edilebilen bu iki
otolog iirliniin flep yasayabilirligini arttirmada daha giivenle kullanilabilecegini

diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler : Flep yasayabilirligi,Plateletten zengin plazma, Stromal vaskiiler

fraksiyon
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ABSTRACT

EVALUATION OF EFFECTS OF PLATELET RICH PLASMA AND ADIPOSE
TISSUE DERIVED STROMAL VASCULAR FRACTION ON FLAP VIABILITY

Flap surgery is main tissue reconstruction technique in plastic surgery and its success is
paralel to flap viability. There are numerous study in literature aimed to enhance flap
viability. Due to their rich growth factor and pluripotent cell contents, platelet rich
plasma (PRP) and adipose tissue derived stromal vascular fraction (SVF) are being used
increasingly in all areas of medicine as well as plastic surgery. In this study, we aimed
to evaluate and compare the effects of PRP and SVF on flap viability when used
seperately and together.

Twenty-four, 250-350 gr weighted female rat were divided into 4 groups randomly. For
preparation of PRP and SVF whole body blood and bilateral ingunal fat pads were
collected from 10 donor rats. Prepared products were injected subcutaneously to the flap
area (Group I: Control, Groupll:PRP, Grouplll:SVF, GrouplV:PRP+SVF). For
evaluation tissue samples were collected at 3. and 7. postoperative days. Digital photos

were taken at postoperative 7. day.

All subjects were well tolerated the surgical procedures. In all treatment groups, there
were statistically significant difference compared to the control group, according to
viable flap areas, neutrophil invasion, neoangiogenesis, VEGF and bFGF expressions.

There was no statistically significant difference between treatment groups.

PRP and SVF are autolog pruducts with easy preparation and low side effect profiles
and show their effects with growth factors and proactive cells. In this study we showed
that these two product enhanced flap viability significantly. There was no advantage of
thisproducts when compared to the other. We think that, with further investigations,

PRP and SVF will be used safely in enhancing flap viability.

Keywords: Flap viabilty, Platelet Rich Plasm, Stromal Vascular Fraction
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1.GIRIS VE AMAC

Plastik ve rekonstriiktif cerrahide yaygin olarak kullanilan, flep cerrahisinin basarisi flep
yasayabilirligi ile paralel gitmektedir ve bu nedenle kismi ya da tam kayiplar halen
plastik cerrahinin 6nemli bir problemi olmaya devam etmektedir. Bu istenmeyen
kayiplar1 azaltabilmek amaciyla hastanim, defektin, verici bélgenin durumlar1 ve cerrahi
sartlar ideale getirilmeye calisilmistir. Birgok ¢alismada farmakolojik ajanlar, lazerler

ve ¢esitli biilyime faktorleri flep yasayabilirligini arttirmak i¢in kullanilmastir.

Trombositten zengin plazma (Platelet Rich Plasm, PRP); Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii (VEGF), Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii (PDGF), Transforming Biiylime
Faktorii a ve B (TGF a ve B), Epidermal Biiylime Faktorii (EGF), Fibroblast Biiyiime
Faktorii (FGF), Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF) vb. bilyiime faktorlerini igeren
ve kanin farkli iki frekansta santrifiij edilmesiyle olusan bir maddedir. Bu {iriine trombin
ilavesiyle trombositlerin a- graniillerinden ¢ok sayida mediator salinir. Bunlarin hemen
hepsi yara ve kemik iyilesmesinde gorev alan ve anjiogenez lizerinde de etkili olan
mediatdrlerdir. Bunun yaninda otolog olarak iiretilebiliyor olmas1 son yillarda 6zellikle
kemik 1yilesmesinde ve zor iyilesen yaralarin tedavisinde klinik kullanim alani
bulmasima sebep olmustur. Yapilan klinik ¢alismalarda yara ve kemik iyilesmesini
hizlandirdigy; sisligi, agriyl, enfeksiyonu ve skari azalttigi, kanama kontrolii sagladigi

iddia edilmektedir.

Son yillarda, tibbin baska alanlarinda oldugu gibi, plastik ve rekonstriiktif cerrahide de
hiicresel tedaviler ilgi gormektedir. Adipoz doku kaynakli stromal vaskiiler fraksiyon
(SVF), igerisinde adipoz doku kaynakli kok hiicreler, progenitdr endotel hiicreleri,

hematopoetik 6ncii hiicreler, T hiicreleri ve anti-inflamatuar hiicreler iceren heterojen



bir otolog iirtindiir. Esas etkisi igerigindeki adip6z kaynakli kok hiicrelere baglidir. Daha
once yapilan ¢alismalarda bu kok hiicrelerin anjiogenez ve anti-apoptoz ile iligkili ¢esitli
bliylime faktorleri salgiladiklar1 ve hem in vivo hem de in vitro olarak endotel
hiicrelerine doniisebildikleri gosterilmistir. Kok hiicre tedavilerinin aksine SVF’nin
elde edilmesi olduk¢a kolay ve hizlidir. Ayrica SVF’nin lokal olarak uygulandiginda,
VEGF ve bFGF gibi proanjiogenetik faktorler araciligi ile flep yasabilirligini arttirdigi

gosterilmistir.

Hem PRP hem SVF, etkinlikleri kanitlanmis, bol miktarlarda elde edilebilen otolog
irlinler oldugu i¢in, hiicresel tedavilerde giderek artan sayida calismaya konu
olmaktadir. Buna ragmen literatiirde, bu iki iiriinlin flep yasayabilirligini arttirmadaki

rolii iizerine yeterli sayida ¢calisma yoktur.

Bu calismada rat dorsal derisinde kaldirilan McFarlane flebinde, lokal olarak uygulanan

PRP ve SVF’nin, flep yasayabilirligine olan etkisini arastirmay1 hedefledik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Derinin Yapisi

Insan viicudunu kaplayan en genis yiizeyli organ olan deri viicut agirhgmnm yaklasik
%16'sm1 teskil eder. Ektoderm ve mezodermden koken alan deri esas olarak epidermis
ve dermis adi verilen iki tabakadan olusur. Derinin kalnlhigi 1,5-4 mm arasinda
degisirken epidermis kalnhigi goz kapaginda 0,04 mm; ayak tabaninda ise 1,4 mm
olmak tizere degisir. Dermis ve epidermis birlesme yeri diizensizdir ve papilla denilen
uzantilar bulunur. Dermiste non-selliller bag doku elemanlar1 ve arasinda sinirler, kan
damarlar1, lenfatikler, kas iiniteleri, pilosebase, erkin ve apokrin iiniteleri bulunur.

Dermisin altinda ise i¢inde yag hiicreleri bulunduran gevsek bag dokusu bulunur (Sekil

).

] Papiller tabaka

Dermis
Retikiiler tabaka

: _ ]Suhkutantabaka

Sekil 1: Dermisin yapisi



2.2. Derinin Kanlanmasi

Cildin mikrovaskiiler c¢atisin1 arterioller, terminal arterioller, postkapiller veniiller,
kolektor veniiller ve muskiiler veniiller igermektedir (1). Arterioller direkt veya indirekt
olarak cildin arteryel dallarindan kdken almaktadir. Derinin kanlanmasi deriye sadece
oksijen saglamaz, bunun yaninda, bu kan akimi sayesinde, termoregiilatuar ve
immiinolojik bir dizi islev yerine getirilmis olur. Derinin damarsal ag1 bolgeden bolgeye
farklilik gosterir. Cormack ve Lamberty deri fleplerinin arteryel anatomisini,
fasyokutandz arterler, muskulokutandz perforator arterler ve direk kutandz arterler
seklinde smiflamistir (2). Insanda derinin kanlanmasi muskulokutandz arterler ve
septokutandz arterler aracilig ile olur. Muskulokutanoz arterler random patern fleplerin
kaldirilabilmesine olanak tanirken septokutandz arterler, aksiyel patern fleplerin
olugsmasimi saglarlar. Deri, kan destegini ii¢ farkli anatomik seviyede bulunan bes ayr1
katmanin birbiri ile kdprii olusturmasi ile meydana getirdigi damar ag1 ile saglar (2). Bu
anatomik seviyeleri fasya, subkutan yag dokusu ve deri olustururken, damar ag ise,
fasyal pleksus, subkutandz pleksus, subdermal pleksus, dermal pleksus ve subepidermal

pleksustan olusur (Sekil 2).

rﬂptjuhepidermilg
| g Dermal |

L Fubdermal
li-Subkutandz

Prefasyal wve
lg gubfanyal

Fasya

¥
Muskulokutan
arter

Bilgesel Septokutandz
arter artar

Sekil 2: Dermisin kanlanmasi



Fasyal pleksus: Kaynak arterden gelen damarlar derin fasya seviyesinden gecerek
pleksus olustururlar. Bu nedenle flep cerrahisi sirasinda derin fasyanin flebe dahil
edilmesi flep yasami agisindan giivenlidir. Fasyal pleksus iki sekildedir. Bunlar,
fasyanin altinda yer alan subfasyal pleksus ve fasyanmn iistiinde yer alan prefasyal
pleksustur. Subfasyal pleksus ise nispeten mindr karakterdedir. Flebin yasamini temin
etme kabiliyetinden yoksundur. Prefasyal pleksus baskin dagilim sistemidir.
Fasyokutan, muskulokutan ve septokutan arterlerden beslenir(3). Viicudun degisik
bolgelerinde bunlarin katk: oranlar degismektedir. Ornegin ekstremitelerde septokutan
sistem agirliktayken, govdede muskulokutaneal sistem dominant olmaktadir.

Subkutan pleksus: Subkutan yag dokusu icinde yer alan, derin ve ylizeyel olmak {izere
subkutan yag dokusunu ikiye bdlen, yiizeyel fasya i¢inde bulunan arterlerden ve
venlerden olugsmus horizontal ve lineer yerlesimli bir vaskiiler pleksustur.

Subdermal pleksus: Derinin primer kan akimini saglar. Subkutan pleksustan uzanan
dallar retikiiler dermisle alttaki subkutan yag dokusu arasinda bu pleksusu olusturur.
Buradan ¢ikan dallar altta ve iistte uzanarak deri, adipoz doku ve deri eklerini besler.
Dermal pleksusa verdigi dallar arasinda bulunan yaygin anastomozlar kanlanmayi
olaganiistii artirmaktadir. Bu pleksusun ana gorevi en iistte bulunan iki pleksusun
beslenmesidir. Vendz dolasim agma da sahip olmasma karsin hakim olan vaskiiler yap1
arterlerdir.

Dermal ve subepidermal pleksuslar: Bu pleksuslar gercek deri kan dolagimini saglarlar.
Dermal papiller ¢ikmtilarin alt sinirindan dermo-epidermal bdlgeye kadar mevcuttur.
Dermal pleksusta hakim olan yap1 arteriyollerdir. Bunlar izole kas alanlarina sahiptirler
ve termoregililasyon primer fonksiyonlaridir. Subepidermal pleksusta hakim olan

vaskiiler yap1 ise kapiller damarlardir ve bunlarin ana gorevleri beslenmedir (3).



Segmental damarlar derin dokulardan yilizeyel dokulara dogru ilerlerken her biri
viicudun belirli bolgesini besleyen damarlar verirler. Bu damarlar kaslar arasindaki
fibroz septalar1 izleyerek, bazilar1 direkt olarak deriye, cogu ise kas icine giden dallara
ayrilirlar.

Direkt olarak deriye giden dallara septokutan damarlar, kaslar icinden gecerek deriye
ulasan damarlara muskulokutan damarlar ad1 verilir. Septokutan damarlarin bir kismi
deri altinda yiizeyel olarak seyrederler. Direkt olarak deriyi besleyen bu damarlar, direkt
kutandz damarlar olarak adlandirilirlar. Deride derin pleksus, subkutanéz doku ile derin
dermis arasinda bulunur. Yiizeyel pleksus, papiller ve retikiiler dermis birlesiminde
bulunur. Mikrodolasim, kan akiminin lokal kontrolinii ve dokularin beslenmesini
saglayan damarlardan olusur (4). Derinin normal total kan akimi 20 ml/100 gr/dk’ dir.
Kan akimi, 1s1 artis1 ve akut sempatik blokajla artar. Artmis kan akimi, kapillerleri
atlayarak arteriyovendz anastomozlar yoluyla deriye ulasir (5).

Mikrodolasim, 300p’dan kiigiik arteriollerle baslar ve terminal arterioller, prekapiller
sfinkterler, kapiller, postkapiller veniiller, toplayici veniiller ve muskiiler veniillerle
devam eder (1, 6).

Dermis ve subkutan doku bileskesinde yer alan mikrodolasim sistemini yiizeyel, orta ve
derin olmak {izere ii¢ damar pleksusu olusturur. Yiizeyel ve derin pleksusta arterler ve
venler, orta pleksusta ise esas olarak venler bulunur. Yiizeyel pleksus 1s1 degisimi ve
beslenme, orta pleksus 1s1 de§isimi ve savunma mekanizmalari, derin pleksus 1s1
korunmasi ve sant mekanizmasi fonksiyonlarina sahiptir (1).

Arterioller; direkt kutandz, fasyokutan ve muskulokutan sistemin terminal
damarlarindan koken alir. Subkutan dokuda ilerleyerek liimen i¢i ¢aplar1 30u’ a diiser.

Dallanarak, ¢aplar1 10-30p olan terminal arteriolleri ve subdermal pleksusu olustururlar.



Prekapiller sfinkterde damar i¢i c¢aplar1 30pu’dan 10p’a diiser. Burasi, kan akimi
kontroliiniin sona erdigi bolgedir ve damar duvar1 innerve diiz kas igerir. Kapillerler 3-
71 ¢apa sahiptir ve endotel, bazal lamina ve perisitleri igerir. Kapillerlerden sonra
caplar1 8’den 30’ a degisen postkapiller veniiller baslar. Bunlar birleserek ¢aplar1 S50
olan toplayici veniilleri olusturur (2, 5). Arterioller, prekapiller sfinkterler ve
arteriyovendz  anastomozlarda sempatik innervasyon bulunur. arteriyovendz
anastomozlar, 50u ¢apinda arteryel ve vendz dolasimi birlestiren santlardir. Sinirsel
veya kimyasal uyarana cevap verme yetenegine sahip zengin bir sinir ag1 ile ¢evrilidir.
Bu santlar yoluyla kan akimi kapiller yatag: atlar ve bir kapillerden 600 kat fazla kan
akimma sahiptir (2, 6). Deri ve subkutan dokularin vendz drenaji iki sistemle
gerceklesir; birincisi genis kapasitesi olan yiizeyel subdermal vendz sistem, ikincisi ise
kutandz arterlere eslik eden vena komitanteslerdir (7). Derinin vendz drenaji, vena
kominikanlar ve vena komitanteslerden olusan perforator venler araciligi ile derin
venlere dogru yonlendirilir. Kominikan venler subkutandz vendz pleksusu derin venlere
baglayan biiyiik venlerdir. Beraberinde kutandz arter eslik edebilir. Vena komitantesler
subkutandz yag dokunun derin kismini drene eder, direkt veya indirekt yollarla derin
venlere dokiiliirler. Deri kapiller yogunlugu 16-55/mm2’dir. (Bu oran iskelet kasinda
1000-2000/mm?2°dir). Subdermal pleksus derinin primer kan kaynagi sayilmaktadir (8).
Lenfatik sistem; lenfatik kapiller, toplayici lenfatikler ve lenf kanallarindan olusur ve
mikrodolasimin bir alt yapisidir. Flep kaldirildiginda bu lenfatik kanallar hasara
ugrayarak flepte 6dem gelisimine yol agabilirler. Flep kaldirilmasi ile hiicre ici ve dis1
basinglardaki degisiklikler sonucu olusan 6dem, hiicrelerin beslenmesi i¢in gerekli

diffiizyonu ve dolagimi zorlastirir.



Deri dolasimmim sistemik kontrolii: En onemli etken sinir sistemidir. Hipotalamus
tarafindan kontrol edilir. Damar duvarlarindaki alfa-adrenerjik ve seratoninerjik
reseptorler vazokonstriksiyon, beta-adrenerjik reseptorler ise vazodilatasyona yol
acarlar. Sempatik tonusun azalmasi, Ozellikle arteriovendz anastomozlarda belirgin
vazodilatasyona, artmasi da vazokonstriksiyona neden olur. Humoral diizenleme sistemi
icerisinde adrenalin ve noreadrenalin dogrudan alfa-adrenerjik reseptorleri etkileyerek
vazokonstriksiyona neden olurlar. Seratonin vazokonstriktor, histamin ve bradikinin ise
vazodilator etki gosterir. Arasidonik asit metabolitlerinden tromboksan A2 ve PGF2-
alfa giiclii vazokonstriktor, PGE1 vazodilator etkilidir. Prostosiklin gii¢lii bir vazodilator
ve trombosit agregasyon inhibitoriidiir. Lokotrienlerin deri dolasimimni artirdiklar
gosterilmistir (5).

Deri dolasimmin lokal kontrolii: Metabolik diizenlemede deride fazla olmamakla
birlikte; hiperkapni, hipoksi, asidoz ve interstisyel potasyum artis1 vazodilatasyona
neden olur. Fiziksel diizenlemede perflizyon basincinin artis1t damarlarda gerilmeye yol
acarak vazokonstriksiyonu tetikler. Bu, miyojenik refleks sayesinde kapiller akim arter
basmcindan etkilenmeksizin sabit bir diizeyde tutulur. Lokal hipotermi kan akimini
azaltir, bu da vazodilatasyonu uyarir. Viskozite ise kan akimmi sadece ciddi iskemi

durumlarinda etkilemektedir (9).

2.3. Flepler

Fleplerin rekonstriiktif cerrahide kullanimlar1 M.O. 600’lu yillara dayanir. ilk kayith
flep kullanimi, Sushruta Samhita’nin nazal rekonstriiksiyon amacli pedikiillii flepleri
kullandigmi isaret etmektedir. Baslarda bas boyun ve alt ekstremitede yara

tyilesmesinde zorluklarla karsilasildig1 icin, bu bolgelerde random flepler denenmistir



(10). Tagliacozzi iki asamali olarak distal bazli kol fleplerini kullanmistir. Venice 1557
yilinda onun ¢aligmalarin1 yaymlamstir.

19. yy’a kadar bir siliregte bu bilgilerin hepsi unutulmus, duragan siire¢ baslamistir.
Carpue alin fleplerini basarili bir sekilde kullanmasi ile 20. yy’da yeniden ilerleme
donemine girilmis ve ilk kez random tiip flepler kullanilmaya baslanmistir. Yine bu
donemde fleplerde delay ile flep yasamini arttirma prosediirii yapilmaya baslanmistir.
Carl Manchot, bir Alman anatomist, 1889°da deride kanlanmay1 saglayan anatomik
bolgeleri tanimlamistir (11). Tansini 1906’da latissimus dorsi muskulokutan flebi
tanimlamistir (12).

1950-1975 wyillar1 arasinda donemin en Onemli gelismesi McGregor ve Morgan
tarafindan random ve aksiyel paternli flep kavramlarimin ortaya atilmasi ve tam olarak
aciklayamasalar dahi aralarinda bazi farklarm oldugunu belirtmeleridir. Fasya-deri ve
kas-deri fleplerindeki hizli gelismeye ek olarak ameliyat mikroskobunun kullanima
girmesiyle birlikte serbest doku aktarimlari giindeme gelmistir.

1977°de Ger Atlanta’da ilk kez kas ve kas-deri fleplerini, 1981°de Ponten fasyo-kutan
flepleri tarif etmistir. 1981°de Mathes ve Nahai kas fleplerini vaskiiler anatomiye gore
smiflamiglardir (13). 1987 de Taylor anjiozomlar: tarif etmistir (14). Deri fleplerini
greftlerden ayiran en onemli fark fleplerin perflizyonlarmi saglayacak kendilerine ait
kan damarlar1 olmasidir. Flebin kanlanmay1 saglayan boliimiine flebin pedikiilii denilir.
Deriye kan saglayan vaskiiler sistemde direk kutandz arterler, fasyokutan arterler,
muskulokutan arterler yer alir. Flepler genel olarak alic1 sahada yetersiz kanlanma olan
bolgelerde gereklidirler. Tam kat goéz kapagi, dudak, kulak, burun ve yanaklarda,
viicudun ¢ikimntilarinda bulunan defektler bu bolgelere ornektir. Spesifik doku olarak

kanlanmasi olmayan alanlar ise periosteumsuz kemik, perikondriumsuz kikirdak,



paratenonsuz tendondur. Bu boélgelerde de, greftin difiizyonla gerceklesen beslenmesi

saglanamadigindan, fleple rekonstriiksiyonu gerekli kilar (15, 16).

2.3.1. Deri Fleplerinin Simflandirilmasi

2.3.1.1. Vaskiiler Anatomiye Gore Siniflandirilmasi

2.3.1.1.1. Random Paternli Flepler

Random vaskiiler pedikiillii dizayn edilen fleplerdir. Lokal kutandz flepler olarak da
bilinen random paternli deri flepleri, muskulokutan veya perforator arterlerin dallarmin
olusturdugu subkutan pleksuslar ile beslenirler. Pedikiiliinden spesifik bir arter ve ven
gecmez. Viicudun herhangi bir bdlgesinden hazirlanabilir. Uzunluk ile genislik arasi
oran alt ekstremitede yaklasik 2:1 iken bu oran bas boyunda 4:1 olmalidir. Bu flep

oranlar1 genigletilecekse delay islemi uygulanmalidir (15-17).

2.3.1.1.2. Aksiyel Tasariml (Arteryel) Flepler

Angiozomu belli deri lokalizasyonlarindan dizayn edilirler. Arterleri ismi ile bilinen
arterlerdir, pedikiilden flebe arter ve ven girer ve bu arterler boyunca kaldirilirlar.
Random paternli fleplere gore daha saglam ve uzun fleplerdir. Flebin genisligi ve
uzunlugu arasindaki oran 1:5-6’ya kadar ¢ikabilir. Bu fleplerin proksimali direk kutandz
arter ile beslenirken distali random flepler gibi dermal subdermal pleksusla beslenirler.
Proksimalde direk kutandz arter fasya altinda seyrettigi i¢in daha kalinlagirlar. Direk
kutandz arter ve ven pedikiiliine sahipse, yarim ada flep “Peninsular axial pattern flap”,
pedikiiliinde vaskiiler sistem ve etrafindaki yumusak doku kalacak sekilde kaldirilmis
ise ada flep “Island axial patern flap” ve pedikiilii dondr alandan ayrilip alic1 sahadaki
vaskiiler sisteme anastomoz yapildi ise serbest flep “Free flap” adin1 alirlar (Sekil 3).

Derin ve yiizeyel venlerle drene olurlar (15-17).
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Sekil 3: Deri fleplerinin vaskiiler anatomiye gore siniflamasi

2.3.1.2. Hareketlerine gore Siniflandiriimast

2.3.1.2.1. Lokal Flepler

Defekt alanmna en benzer alanlarla onarim en uygun olandir. En ¢ok defekt alanina
benzeyen ise defekte komsu bolgelerdir. Lokal fleplerde bu komsu bolgeler kullanilir.
Lokal deri flepleri ikiye ayrilirlar. Bir pivot nokta etrafinda donen flepler (rotasyon,
transpozisyon ve interpolasyon flepleri) ve ilerletme flepleri (tek pedikiillii ilerletme
flepleri, V-Y ilerletme flepleri Y-V ilerletme flepleri ve ¢ift pedikiillii ilerletme flepleri).
Yaslilarda lokal flepleri uygulamak ve yeni yerlerine adapte etmek geng hastalara gore
daha kolaydr.

Donen ve transpoze olan fleplerde en fazla gerim kuvveti, pivot nokta ile flebin en distal
parcasi arasinda olusur. Planlama yapilirken bu gerim hattina dikkat edilmeli ve flep

uzunlugu yeterli planlanmalidir (16).
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2.3.1.2.1.1. Rotasyon Flebi

Rotasyon flepleri derinin ve subkutan dokunun “semisirkiiler flepler”dir. Bir pivot nokta
etrafinda defekt noktasina dogru donerler. Dondr alan deri grefti ile primer olarak
kapatilabilir. Flep eger cok gergin ise pivot nokta bolgesine “back-cut” kesi yapilir.
Boylece gerilim noktalar1 olan pivot bolge ve flep en distali arasindaki mesafe
uzatilmis, bu noktalar arasindaki gerim kuvveti azaltilmis olur. Bu islem yapilirken
pedikiil alan1 da daraltildigindan islemin miktar1 smirlidir. Ayrica skalpte aponevrotik
galea gibi kalm subkutan6z dokular var ise bu durumda da flebin “back cut”
noktasidan ilerlemesi zor olabilir. Bu gibi durumlarda pivot noktadan bir tiggen doku
eksize edilir. Bu islemde eksize edilen doku pargasina “Burow triangle” denir. Bilobe

fleplerde bu gruptadir (15-17).

2.3.1.2.1.2. Transpozisyon Flebi

Deri ve deri alt1 dokunun kare yada dikdortgen seklinde hazirlanip hemen yanmdaki
defekt alanina gevrilmesi ile elde edilirler. Flep planlanirken gerimi azaltmak i¢in defekt
alan1 uzunlugundan bir miktar daha uzun olarak planlanir. Bu da yetmezse “back cut”
yapilabilir. Verici alan deri grefti, primer onarim veya sekonder flep ile kapatilabilir. “Z

99 ¢¢

plasty”, “Limberg”, “Dufourmentel”, interpolasyon flepleri bu gruptadirlar (18).

2.3.1.2.1.3. Interpolasyon Flebi

Bu flepler raket seklinde planlanan transpozisyon fleplerine benzeyen fleplerdir.
Farklar1 hemen defekt alani yanindan planlanmazlar. Defekt ile aralarinda koprii olan
saglam deri dokusu bulunur. Bu koprii dokunun altindan ya da iistiinden pedikiil
gecirilir. pedikiil flep vaskiilarizasyonu sonrasinda flepten ayrilabilir. “Monk’s eye lid
flap” siiperfisyal temporal arter bazli bir alin flebidir. subkutandz olarak tiinelize edilip

alt g6z kapagina gelecek sekilde tiinelden cikarilir. Delto-pektoral (Bakamjian) flep,
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Littler norovaskiiler parmak pulpa flebi gibi ada flepleri ve subkutan pedikiillii flepler

diger flep 6rnekleridir. Bu tur flepler genelde kompozit ada flebi olarak bilinirler (18).

2.3.1.2.1.4. llerletme Flepleri

Biitiin ilerletme flepleri, laterale hareket etmeden, rotasyon hareketi yapmadan direk
olarak defekte yonelip ilerlerler. Modifikasyonlar1 tek pedikiillii ilerletme flebi ve V-Y
ilerletme flepleridir. Tek pedikiillii ilerletme flepleri dikdortgen veya kare olarak dizayn
edilirler. subkutandz dokunun ve derinin gerilmesi ile ilerlerler. Pedikiiliin her iki
yanindan Burow’s iiggenleri ¢ikarilarak ilerleme i¢i gerekli hareket alan1 saglanabilir.
V-Y ilerletme fleplerinde deriye V-seklinde insizyon uygulanir. V’nin her iki tarafindan
defekte dogru flep ilerletilir. Arkada kalan insizyon kapatilir. Nazal kolumella
olusturulmasi, dudakta kiigiik ¢entiklerin diizeltilmesi, deri fleplerinin dondr alanlarinin

kapatilmasinda siklikla kullanilirlar (15, 16).

2.3.1.2.2. Uzak Flepler

Alict alana uzak bir bélgeden hazirlanan fleplerdir.

2.3.1.2.2.1. Direkt Flepler

Ust ekstremite rekonstriiksiyonlarinda hala siklikla kullamlan fleplerdir. Genelde
“random flap”lardir. “cross finger flap”, “thenar flap”, “cross leg flap” bu fleplere birer
ornektir ancak serbest flepler bu fleplere alternatif olarak kullanima girmistir. Ust
ekstremite rekonstriiksiyonlarinda “groin flap” McGregor ve Jackson tarafindan
tanimlanmistir (19). Bu flep el rekonstriiksiyonlarinda siklikla kullanilan bir fleptir. 3

hafta kadar bir sure pedikiil yardimi ile alic1 sahada revaskiilarize olan flep pedikiilii

ayrilir. Sadece alic1 sahadan perfiize olabilecek hale gelir.
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2.3.1.2.2.2. Indirekt Flepler

Vasitali flepler olarak da bilinirler. Tiip pedikiilii vardir ve asamali olarak defekt alanina
transfer olurlar. Flep eleve edildikten sonra, eleve edilen kisim tiip hale getirilerek kola
nakledilir. Ug hafta sonra pedikiilii ayrilarak, kesilen uc¢ defekt alanma aktarilir. Ug
hafta sonra flebin kola aktarilan kismi kesilir ve tamamen defekt alanina aktarilir.

Gilintimiizde ¢ok nadir kullanilan fleplerdir.

2.3.1.2.2.3. Serbest Flepler
Uygun fleplerin besleyici vaskiiler veya norovaskiiler pedikiilii ile birlikte verici
alandan alinip, uzaktaki alic1 alan norovaskiiler sistemine mikrocerrahi teknikle

taginmasi prensibine dayanir.

2.3.2. Modifiye McFarlane Flebi

Deneysel arastirmalarda uygulanmak {izere tanimlanmis bircok flep modeli vardir.
Ancak bunlardan bir kism1 uygulama ve takip zorlugu diger bir kismi ise giivenilirlik
nedeni ile fazla ragbet gormemistir. McFarlane flebi plastik ve rekonstriiktif cerrahide,
flep yasayabilirligini arastirmada iyi tanimlanmis, kolay uygulanabilen, giivenilir ve sik
kullanilan bir flep modeli oldugu i¢in biz de ¢alismamiza bu flep modelini tercih ettik.
Flep, rat dorsal cildinde pannikulus karnosus kasmi da igerecek sekilde, 1965°te
McFarlane ve arkadaglarinin tanimladigi orijinal teknigin, 1986’da Khouri ve
arkadaslarinin modifiye ettigi teknik ile kaldirilmistir(20, 21). Flep yasayabilirligi
deneyleri i¢in uluslar arast1 kabul gormiis bir yontem oldugu icin c¢alismada

kullanilmastir.
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2.4. Flep Fizyolojisi

Pek ¢ok flep random pedikiillii olarak dizayn edilir ve dizayn edilirken uzunluk ve
genislik arasindaki denge ampirik olarak belirlenir. Bas ve boyun fleplerinde bu oran
4:1, 5:1 iken alt ekstremite fleplerinde giivenli oran 1:1, 1:2°dir. Derinin beslenme
alanlar ile ilgili topografik tasvir caligmalar: ilk olarak bir Alman anatomist Manchot
tarafindan 1889°da kadavralar iizerinde yapilmistir . Sonraki donemlerde Fransiz
cerrah-anatomist Salmon 1936°da gelistirmistir. Kadavralarda intraarteriyel radyografik
madde enjeksiyonlar1 yaparak deride arteriyel sisteme ait detaylar1 elde etmistir.
1983°de Spalteholz kaslar ve sonrasinda fasyal septalar arasindan deriye ulasan arteriyel
sistemleri tanimlamistir (9). Bu calisma da fasyakutanéz ve muskulokutandéz fleplerin
temelini olusturmustur. Bu calismalar anatomik temelde agiklayici, ancak potansiyel
bolgesel vaskiiler perflizyon hakkinda yetersizdi.

Periferik vaskiiler topografik calismalar1 Manchot ve Salmon, Taylor ve arkadaslar
yapmislar ve anjiyozom konseptini tanimlamiglardir. Kompozit doku bloklarinda
bolgesel perflizyonu saglamada arter ve ona ait ven sisteminin birlikte perflizyonu
sagladiginm1 gostermislerdir. Anjiyozom kavrami dinamik bir kavramdir. Her anjiyozom
alt tiplerine arteriyozom ve venozomlarmma ayrilirlar. Her anjiyozom yanindaki
anjiyozom ile ya baglant1 halindedir ve anastomoz yapar buna “true anastomoses” denir.
Ya da kalibrasyonu incelerek diger anastomoz ile baglanti kurar, buna da ‘“choke
anastomoses” ad1 verilir. Flep “delay” prosediirii uygulandiginda “choke anastomoses”,
“true anastomoses” kalibrasyonuna dilate olurlar. Bir sonraki asamada Taylor ve
Minabe vaskiiler bolgeleri tam olarak tanimlayabilmek icin Salmon’un “retiform
anastomoses” kavramini “choke anastomoses” kavrami ile birlestirmislerdir. Arteriyel

sisteme eslik eden vendz baglantilarin (“oscillating veins”) oldugunu séylemislerdir. Bu
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venlerin kapaksiz venler oldugu ve her iki yonde kan akimma olanak sagladigi
belirtilmistir. Bu sayede ters akimli flepler dizayn edilmis ve fizyolojileri

aciklanabilmistir (17, 18).

2.5. Deri Kan Akiminmin Regiilasyonu

Kutan6z kan akimi iki asamada regiile edilir. Sistemik kontrol néral ve humoral
regiilasyonun kontrolii altindadir. Bunlardan noral regiilasyon predominanttir ve primer
olarak sempatik fiberler ile o-adrenerjik reseptorler iizerinden vazokonstriksiyon
yaparak; B-adrenerjik reseptorler iizerinden vazodilatasyon yaparak etki ederler. Ek
olarak seratonerjik reseptorler arteriyovendz anastomozlar iizerinde bulunurlar ve
vazokonstriksiyon yaparlar.

Bu mekanizma sayesinde, arteriyol ve arteriyovendz anastomozlarda bulunan diiz
kaslarin tonusu degistirilerek regiilasyon saglanir (17). Humoral regiilasyonda sistemik
vazoaktif maddeler spesifik reseptorleri lizerinden etkilidirler. En Onemlilerinden
epinefrin ve norepinefrin (NE) a-adrenerjik reseptorler {lizerine etkir ve
vazokonstriksiyon yaparlar. Diger 6nemli vasokonstriiktorler seratonin, tromboksan A2
(TXA2), prostoglandin F2a (PGF2a) iken; vasodilatatorler prostoglandin E1 (PGE1)
prostoglandin 12 (prostosiklin), histamin, bradikinin, 16kotrien C4 ve D4’dur. Kan
akiminin lokal kontrolii baska deyisle otoregiilasyonu, viicudun pek c¢ok bdlgesinde
kontrol mekanizmasidir. Ozellikle metabolik hizin yiiksek oldugu kas iskelet sistemi bu
sekilde 1idare olunur. Hiperkapni, hipoksi, asidozis gibi metabolik faktorler
vazodilatasyon nedenidirler. Ek olarak fiziksel faktorlerin pek ¢ogu da kan akimi
regiilasyonunda etkilidir. Artmis doku perfiizyon basinci “myojenik refleks” 1 tetikler.
Buda vazokonstriksiyon ile sonuglanir. Lokal hipotermi lokal kan akimini azaltarak

direk vaskiiler diiz kaslara vazokonstriiktor etkide bulunur. Hipertermide bunun tersi
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etkidedir. Reolojik (akis bilim=maddenin sivi halini inceleyen bilim dali) faktorler
sadece anormal kondisyonlarda kan akimma etkilerler (17).

Derin anemide reolojik 6zellikler 6nem kazanir, kanda hemodiliisyon gerceklesir.
Boylece flep kan akimi artarken distal flep yasayabilirligi artar . Bagka calismalarda flep
yasayabilirligini ¢ok az etkiledigini ya da hi¢ etkilemedigini sdylemektedirler. Ciinkii
reolojik ilerleme oksijen sunumundaki azalmay1 dengelemektedir . Kas dokuda kapiller
dansitesi, deriye oranla daha ylksektir. arteriyovendz santlar yoktur. Kas dokular
yiiksek kan akisina ihtiyag duyarlar. Bu ylizden metabolik hadiselerden daha ¢ok
etkilenirler. Kaslar deri gibi termoregiilatuar organlar olmadigindan 1s1 degisimleri
kaslardaki kan akimini ¢ok az etkilerler. Kan hiicreleri ve plateletlerden direk olarak
salgilanan vazoaktif maddeler travma sonrasi salgilanarak kan akimim regiile ederler.
Uygulanan flep operasyonlari sonrasinda meydana gelen denge degisiklikleri ve
bozulmalar kan akmminin regiilasyonu ile birlikte yavas yavas diizelir. Sempatik
innervasyondaki ani kayip spontan olarak vazokonstriiktor norotransmitterlerin
salmimina neden olur. perflizyon basincit diiger. 24 saat icinde flep distalinde
mikrosirkiilasyon bozularak nekroz gozlenmeye baslar. Banbury ve arkadaslari
sempatektomi sonrast periferik mikrosirkulatuar dokunun cevabini cremaster kas
fleplerinde tanimlamislar (22). Anlik akut hiperadrenerjik fazi nonadrenerjik faz takip
etmis. Bu asamada belirgin vazodilatasyon olmus. Sonrasinda sensitize faz gelmis ki bu
fazda da kapiller perflizyon artmis vazoaktif maddeler salinmis.

Flep elevasyonu sonrasi flep yasamini belirleyen, elevasyonla birlikte meydana gelen
hemodinamik, anatomik, metabolik degisimlerdir. Hemodinamik degisimler ozellikle
onemlidir. Birgok ¢alisma, flep ucunda kan akiminin, elevasyon sonrasi 6-12 saat icinde

normal degerlerinin %?20’sine diistiigiinii gosterir. asamali olarak 1-2 hafta icinde
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normalin %75°1 geri donerken, % 100’u 3-4 hafta icinde doner. Akim geri doniisii
pedikiilden flep iskemik kismma dogru uzunlamasina dogrultuda gerceklesir. Diger
taraftan flep yatagindan da revaskiilarizasyonla yeni baslayan kan akimi1 da 6nemlidir.
Ince fleplerde yataktan doniis dogrultusu oldukca 6nemliyken, kalm fleplerde daha az
onemlidir. muskulokutandz fleplerde kutan6z komponentin perfiizyonu perforator
damarlar araciligi ile saglanirlar. muskulokutandz fleplerde erken donemde kan
akiminda devamli surette artan bir seyir gdzlenirken random fleplerde erken donemde
azalma mevcuttur. Random paternli fleplerde oksijen doygunlugu da, muskulokutan6z
fleplere gore daha az bulunur. 6. giinden sonra oksijen doygunlugu artar. Bu sebeple
enfekte bolgelerde oksijen doygunlugu yiiksek olan muskulokutanéz fleplerin tercih
edilmesi uygun olacaktir. Ciinkii oksijen doygunlugu yiiksek olan fleplerde bakteriyel
oldiirme fonksiyonlar1 daha etkilidir. Flepte 1-3 giin sirkiilasyonda hi¢ diizelme yoktur.
Longitudinal anastomozlarin sayis1 ve g¢ap1 artar, pedikiildeki kiigiik damarlarin sayisi
artar. 3-7 giin i¢inde dolasim progresif diizelir. 7. giinde plato yapar. 2-3. giinlerde
goriilmeye baslayan flep yatak arasindaki vaskiiler anastomozlar 5-7. giinlerde
fonksiyonel hale gelir. Fonksiyonel damarlarin say1 ve biiyiikliikleri artar. Damarlar
flebin uzun aksi1 boyunca ilerler. 1. hafta sonrasinda flep ile alict yatak arasindaki
dolasim diizelmistir. Pulsatil kan akimi preoperatif seviyelere ulasir. 7-14 giin i¢inde
vaskiilarizasyonda daha fazla dikkate deger artis olmaz. Arteriyel patern normale doner.
3 hafta sonunda vaskiiler yatak operasyon oncesi duruma yaklasir. Flep dolagiminin
%90’nin1 elde eder. Pedikiille alic1 saha arasindaki vaskiiler baglar tam olarak gelisir. 4

hafta sonunda biitiin damarlarin ¢capinda azalma olur.
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2.6. Geciktirme (Delay) Fenomeni

Geciktirme islemi distal flep canliligmi diizeltmede klinik olarak da uygulanabilen tek
gilivenilir metottur. Geciktirme prosediirii flebin her iki kenarmin insizyonu ve distal
kismmin yatagindan ayrilmasini takiben, iskemiye yol agan uygun bir bekleme donemi
sonrasi alic1 yataga transferidir. Etkinligi kanitlanmis en 6nemli yontemlerden biri olan
delay isleminde ya kan akimina paralel olarak deri insize edilir ya da flep alt1 disseke
edilir. Buna karar verirken muskulokutan perforatorlerin veya direk kutandz arterlerin
yogunluk oranima bakilir.

Muskulokutan damarlar yogun boélgede disseke edilirken, muskulokutan az ve direk
kutandz arterler fazla ise deri insize edilir. Bu sayede damar genisliginin, damar
sayisinin, kan akiminm arttigi; damarlarin flebin uzun aksi boyunca oryante oldugu
gosterilmistir (10). Bu sekilde flep bir defada kaldirilabilen boyundan daha fazla
uzunlukta nekroze olmadan hazirlanabilir. Braithwaite 1951°de delay isleminin flep
damar sayisini artirmadigmi ancak Ozellikle subdermal venlerin ¢apinda genigleme
oldugunu savunmustur (3). Bu sayede flep yasami artirilabilinir. Saglanan bu genisleme
geri doniisiimsiizdiir ve operasyon sonrast meydana gelen vazokonstriksiyon 3 saate
¢Oziilmektedir .

Yapilan bir ¢alismada genis ada deri flepleri abdominal organlardaki defektlerin
kapatilmasinda ratlarda uygulanmis. Vazodilatator ajanlarin bu fleplerdeki etkisi
incelenmis ve cerrahi geciktirme prosediirii ile benzer etkilere rastlanmistir (23). Myers
ve Cherry basarili bir delay islemi icin flebin aksiyel damarlarinmn bir kismmin
ayrilmast ve flebin hafif iskemiye sokulmasinin sonraki iskemilere dayanikliligi
artirabilecegini sdylemislerdir. Transvers rektus abdominis (TRAM) fleplerinde random

beslenen 4.bolgedeki kan akimi geciktirme islemi sayesinde artirilabilmistir (17).
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“Ischemic preconditioning” dokunun hafif derecede kisa sureli iskemiye maruz
birakilmast iglemidir. Flep yasamini artrmak amacli “mekanik ve farmakolojik
preconditioning” islemi uygulanabilir. Murry bu islemi ilk olarak sigan myokardinda
iskemiyi azaltmak amagli kullanmistir. Bu islem erken ve ge¢ faz olmak {izere iki
asamada etki etmektedir. Erken faz ilk 4 saate koruyuculuk saglarken ge¢ faz 24-72
saate kadar etkili koruma saglar . Baz1 yazarlar protein fosforilasyonunu saglayan
protein kinaz-c (PKC) aktivasyonu ile “Ischemic preconditioning” olaymnm
gerceklestigini iddia etmektedirler ancak tam olarak agiklanabilmis bir mekanizma
yoktur. Protein kinaz-c’nin K-ATP (Potasyum- Adenozintrifosfat) kanal sinyal iletim
yoluyla bu etkiyi olusturdugu tahmin edilmektedir (17). “Preconditioning” ile doku
metabolizmasi, serbest oksijen radikalleri azalmakta, vazodilatasyon gelismekte ve
distal kan akimini diizelmektedir. Endotel derive relaksasyon faktorlerinin salinimi da

vazokonstriksiyona engel olmaktadir (3).

2.7. Flep Nekrozu

Flepler kompozit dokular igerirler. Doku igeriklerine bagh olarak da iskemi reperfiizyon
dayanikliliklar1 degiskendir. Kas fleplerinde kapiller ag, doku kesitlerinde daha fazla
olmasmna ragmen iskemi dayamiklilik suresi fasyokutan fleplere gore daha azdir.
Fleplerde nekrozun flep distalinde gerceklesmesinin nedeni, elevasyon sonrasi
perfiizyon basmcinin en diisilk oldugu yerin flep distali olmasidir. Fleplerde distalde
arteriyollarda vazokonstriksiyon da bu siirece katkida bulunmaktadir. Flep yasamini
artirmada en 6nemli ¢alismalar geciktirme fenomeni lizerine kurulmustur. arteriyovenoz
santlar, oksijen yogunlugu yiiksek kanin flep distaline ulasamadan, proksimalde sant
dongiisiine girmesine neden olur. Arteriyel kan, kendisi ile arasindaki basing gradyeni

yilksek olan vendz kana karisir. Bu da flep distalinde nekroza yol agan
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mekanizmalardan biridir. Oysa geciktirme fenomeni uygulanan hastalarda bu santlar
geriler. Kerrigan ve arkadaglar1i ise ¢alismalarinda arteriyovendz santlarm etkili
olmadigmi savunmuslardir. perflizyon basinct ve vazokonstriksiyon fizyopatolojide
etken olarak savunulmustur (17).

Ozetle flep elevasyonu sonrasi besleyen damarlar ve sempatik sinirler flepten ayrilir. Ilk
12-18 saat i¢inde dramatik olarak flep distalinde kan akimi azalir. Kan akimi azalmasi
sonrasinda vazokonstriktor madde salinimlar1 nedeni ile akim daha da azalir. Sempatik
norotransmitterler 12-24 saat igerisinde tiikenirler. 2-3 giin sonra da flep yatagindan
revaskiilarizasyon meydana gelir. Flep distalinde bulunan iskemi 6-12 saat boyunca
devam ederse dolasim saglandiginda reperflizyon yaralanmasi nedeni ile mikrovaskiiler
kapanma meydana gelir ve genellikle dokularda nekroz gelisir (17).

Kihiabani ve Kerrigan yaptiklar1 calismada iskemi sonrasi reperfiizyon yaralanmasi
olayinda kas ve deri fleplerinde farkliliklar tespit etmislerdir. Kas fleplerinde
reperflizyon sonrasinda erken hiperemik fazda vazoaktif maddeler etkisi ile kan
akimmin arttigin1 gosterirken, yine bu vazoaktif maddeler nedeni ile deri fleplerinde
vazokonstriksiyon olmaktadir (17, 24).

Arteriyel yetmezlikler flep nekrozunda oldukca 6nemli olmasina ragmen vendz doniiste
oldukca onemlidir. Serbest doku nakillerinden sonra vendz okliizyona bagli flep
kayiplar1 daha on plana ¢ikmaktadir (14). Yapilan hayvan calismalarda sekonder
iskeminin primer iskemiye oranla flep kaybinda daha kotu sonuglar dogurdugu
bilinmektedir.

Kerrigan ve arkadaglar1 flebin herhangi bir yerinde gelisebilecek nekrozda ug teori
tanimlamislardir: Birincisi genis flep dizayn edilmesine bagli beslenme yetersizligi,

ikincisi arteriyel tromboz, {iclinclisii vendz trombozdur. Random ve aksiyel pedikiillii
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fleplerde vaskiiler sistemde tromboz; flep pedikiiliine basi, sepsis, hipotansiyon, sigara
kullanimi, vazokonstriktorler nedeni olur. Bu sayillan olaylar nedeni ile
mikrosirkiilasyonda kan akim debisi diismekte ve gollenme nedeni ile tromboz
olugsmaktadir. Serbest fleplerde ise tromboza neden olan anastomoz hattindaki endotel
ylizey bozukluklaridir. Antiplatelet ve antitrombotik tedavi bu sebeple yararli olabilir
(7).

Elevasyon sonrasi flepte, hemodinamik, anatomik, metabolik degisimler meydana gelir.
Bu degisikliklerden metabolik olanlar1 6zellikle flep distalinde daha yogun
yasanmaktadir. Iskemik dokularda karbondioksit (CO2), laktik asit seviyesi artarken;
oksijen (02), glukoz ve ATP seviyeleri diiser. Anaerobik metabolizma ile glikolizasyon
gerceklesmeye baslar. PGI2 ve TX gibi vazokonstriktér madde salimimlar1 ve seviyeleri
artar.

Glukoz ve glikojen tiiketimi artar; glukoz tiiketimi liclincii giinde pik yapar ve yedinci
giinde normale doner (17). Anaerobik glikolizasyonla birlikte reaktif oksijen
radikallerinde (ROS) artis meydana gelir. Artan radikaller direk olarak hiicre zarinda
lipit peroksidasyonuna neden olarak toksik etki gosterirler. Lokal olarak akut
inflamasyona, lokositlerin birikimine ve adezyona, sonugta mikrovaskiiler kapanmaya
yol acacak endotel hasarina neden olurlar. Antioksidan enzimlerden superoksit dismutaz
seviyeleri, superoksit oksijen radikalini oksijene ¢evirerek tiiketildigi i¢in flep distalinde
oldukca azalir (17, 25).

Iskemi reperfiizyon sonrast ATP, yikimi sonrasi, oksijenle birleserek ksantin oksidaz
enziminin katalizledigi bir reaksiyonla siirekli olarak hipoksantine (ksantin oksidaz)
doniisiir. Bu olusan urun bir superoksit anyonudur. Bu anyon diger oksijen

radikallerinin bir formudur ve onlarin olusmasmin onunu acar. Iskemik siiregte diisen
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enerji seviyeleri, iyon konsantrasyonunun bozulmasina neden olur. Sitoplazma ic¢ine
kalsiyum girigi artar. Kalsiyum sitozolik enzimleri aktive eder. Bdylece endotelde
bulunan ksantin dehidrogenaz ksantin oksidaza doniisiir. Bu enzim de normalde, ATP
yikimi sonrasinda olusan hipoksantini rediikte edecekken, iskemiyi takip eden
reperflizyon ile ortama gelen oksijenle reaksiyona sokarak, okside eder ve oksijen
radikalleri olusur (Sekil 4). Reperfiizyon ile birlikte primeri superoksit radikali olan
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri olusur. Invitro ortamda oksijen radikalleri veya
endotel hipoksisi notrofillere etki eden kemoatraktanlar: artirir. Boylece inflamatuar

notrofil gogii artar.
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Sekil 4: Reperflizyon sirasinda direkt olarak hiicresel hasar olusturabilen toksik oksijen

radikallerinin olusumu
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Iki mekanizma ile hiicresel hasar meydana gelir. Endotel membraninda bulunan lipidler
perokside olurken membran proteinleri pargalanir. Sitoplazma biitiinliigii bozulur. Ikinci
mekanizma da ise oksijen metabolitleri direkt kendileri kemoatraktandir. Reperfiize
alana nétrofil gocii olur. ndtrofil bu alanda doku pargalanmasina neden olur (17). Iskemi
reperflizyon hasar1 infarkt, vaskiiler hastalik, organ transplantasyonu ve sok gibi
hastaliklarin patogenezinde etkendir. Calismalarda dokularda bulunan nétrofil
kiimelenmesi ile doku hasar1 arasinda baglant1 oldugu gosterilmistir (26). Dolasimdaki
PMNL (polimorf niiveli lokosit)’ler yok edilerek iskemi sonrasi reperflizyon hasarinin
azaltildigr bilinmektedir. Hizli olarak dolasimda noétrofil artis1i perflizyonda ani
azalmaya neden olmaktadir (26). Notrofiller intravaskiiler yogunlasarak ya kiimeler
olusturmakta ve mikrovaskiiler okliizyona neden olmaktadir ya da direkt olarak

endotele zarar vermektedirler.

2.8. Flep Yasanuna Etki Eden Ajanlar

En yiiksek flep yasayabilirligini saglamak icin bilinen en 6nemli operatif faktorler; flep
seciminin ve dizaynmnin iyi yapilmasi, alic1 sahaya dikkatli debridman uygulanmasi,
flebin dikkatli elevasyonu ve yerlestirilmesi post operatif donemde de flebin takibinde

non invaziv monitdrizasyon metotlarinin uygulanmasidir (17).

2.8.1. Fiziksel Faktorler

Cevresel fiziksel faktorlerden nemli ortamin yara iyilesmesinde oldugu gibi flep
yasamini da artirict etkide oldugu gosterilmistir. Ciinkii nemli ortam iskemik dokunun
kurumaya bagli kaybini azaltmaktadir. Lokal 1s1 uygulamalar1 hipoterminin neden
oldugu vazokonstriksiyonu, kan viskozitesindeki artis1 engelleyerek flep yasamina
olumlu etkide bulunurlar. Diger taraftan hipoterminin metabolik hiz1 azaltarak

reperflizyon yaralanmasindan koruyucu etkide oldugu da bir gergektir (3, 17).
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Yapilan ¢aligmalarda hayvanlarin, viicut 1silarinin iizerinde 1siya maruz kaldiklarinda
stres durumuna gectikleri ve “is1 sok proteinleri” sentez ettikleri bilinir. Buna “is1 sok
cevab1” denilir. Is1 sok proteinleri endotele affinitesi yliksek olan proteinlerdir. Is1 sok
cevab1 hipoksi, hipoglisemi ve toksin maruziyeti durumlarinda da olusur. Flep canlilig1
bu cevapla artar (3).

Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi ise flep yasamini artiran diger bir faktordiir. Nemli
ortam gibi bu tedavi metodu da yara iyilesmesinde basar1 ile uygulanmaktadir.
Postkapiller veniillerde notrofil adezyonunu azaltarak, superoksit dismutaz enzim

etkisini artirarak etki eder (3).

2.8.2. Farmakolojik Faktorler

2.8.2.1. Antikoagulanlar

Dekstran bakterilerin siikrozdan sentezledigi bir makromolekiildiir. Dekstran flep
cerrahisinde uzun yillardir kullanilmaktadir. Dekstran 40 (40000 molekiiler agirlik) ve
70 (70000 molekiiler agirlik) olmak iizere iki formu Rothkopf ve arkadaslar1 tarafindan
denenmistir. Bu 6zelligi sebebi ile intravaskuler sivi voliimiinii artirmaktadir. Volim
genisletici olarak da kullanimi vardir. Anafilaksi, pulmoner 6dem, asir1 voliim
genislemesi, kanama, karaciger harabiyeti gibi yan etkileri vardir. Sure ve doz kisith
olarak dikkatli kullanilmalidir. Yasl hastalarda rolatif kontrendikedir. Kan viskozitesini
azaltir, trombosit agregasyonunu ve adezyonunu engeller, kanama zamanini uzatir,
iskemik flepte yarar1 tartigmalidir (3, 17).

Hydroxyethyl starch (HES) plazma hacim genisletici olarak kullanilan yeni bir diger
kolloiddir. Dekstrana ustun yami HES uygun dozlarda verildiginde kanama
komplikasyonu  olmamaktadwr.  Genis  klinikk  caligmalarda  etkili  oldugu

gosterilememistir.
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Heparin bir antifibrin ajandir. Antitrombin III’e baglanarak calisir. Bu sayede trombin
gibi bir¢ok pihtilasma faktorii inhibe olur. Anastomoz hatlarinda lokal irrige edici
olarak ya da sistemik olarak kullanimlar1 mevcuttur. Mikrocerrahide irrigasyonda 100
U/ml dozunda kullanilmaktadir. Kanama ve hematoma neden olabilir. Rumbolo ve
arkadaslar1 mikrovaskiiler prosediirlerde irrige soliisyonlara eklenen heparin ve
irokinazin etkilerini arastirmislardir. Giiclii antikoagulan etkilerine ragmen higbir ajan
serbest fleplerin canliliginda bir fark yaratmamustir (17).

Geleneksel tedavi metotlarindan siilikler de 1swrdiklar1 yerde vendz konjesyonu
onlemek, buna bagli dekompresyon yapmak, vazodilatator etkiler gostermek gibi
etkileri ile 6zellikle serbest fleplerde kullanilmislardir. Isirdiklar1 yere enjekte ettikleri
hirudin antikoagulan etkilere sahiptir ve aktive olmak i¢in heparin gibi anti-trombin
[Il’e ihtiya¢ duymaz. Vazodilatator etkilerini ise hyaluronidaz ile gosterirler. Ayrica
hyaluronidaz bag dokuda parcalanma saglar ve heparinin derin vendz dokulara
ulasmasmi saglar. Arteriyel yetmezlikte kontrendikedir. Kanama ve “Aeromonas
hydrophila” gibi bakteriyel enfeksiyonlara yol agabilecek komplikasyonlara neden
olabilir. Bu etkisini dnleyebilmek icin ikinci kusak sefalosporinlerin tedavi surecinde

verilmesi yeterli olacaktir (17).

2.8.2.2. Reseptir ve Akson Blokorleri

Flep elevasyonu ile birlikte cerrahi olarak sempatik sinir blokaji1 da gerceklestiginden
katekolamin desarj1 olur. NE, E, seratonin, PGF2, TXA2, endotelinler vazokonstriktor
olarak salgilanirlar. Alfa adrenerjik sistem sayesinde gerceklesen bu vazokonstriksiyon
flebin en fazla distal kisimlarinda iskemiye neden olur (18). Antiadrenerjik ilaglarmn
enjekte edilerek sican deri fleplerinin distal, orta ve proksimal bolgelerinde

norepinefrin, ATP, c-AMP (siklik adenozin monofosfat) ve laktat diizeyleri 6lciilerek
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flep canlilig1 degerlendirilmistir. Antiadrenerjik etkilerini ndrotransmitter salmimi ya da
adrenerjik sinire geri almimimi bozarak gosterirler. Rezerpin ve guanetidinin flep
canliligini1 artirrken norepinefrin diizeyini diistirdiigli, ATP ve c-AMP seviyelerini
artirdig1 gorilmiistiir (18, 27). Bas ve boyun fleplerinin yasayabilirligine fentolaminin
olumlu etkileri bildirilmistir (27).

Selliiler iskemik yaralanmada ve sonrasinda olusan oksijen radikalleri olusumunda
hiicre kalsiyum dengesi patogenezde siklikla tartisilan faktorlerdendir. Verapamilin
kalsiyum kanal blokorii etkisi ile oksijen radikallerine karsi 6zellikle kisa donemde
yasanan iskemide koruyucu etkisi bildirilmistir (28).

Nitrik oksit sentez inhibitorleri de McFarlene fleplerinde denenmis ve elevasyon sonrasi
24 saatte 6dem ve hiperemiyi azaltarak flep yasamini artrmiglardir (29). Beta adrenerjik
reseptor blokorii isoxuprine intraperitoneal olarak elevasyondan bir hafta Oncesinde
uygulandiginda abdominal ada deri fleplerinin yasayan alanlarini tama yakin artirmistir
(30).

Angel ve arkadaslar1 klorpromazinin flep yasayabilirliginde yararh etkileri oldugunu
bulmuslardir. Etki mekanizmasi norepinefrinin vazokonstriiktif etkisini azaltarak ve
vazodilatasyon yapan alfa adrenerjik blokaj yaparaktir (3).

Cordeiro ve arkadaglar1 fenilepinefrin ve dopaminin flep yasamina etki etmedigini,
dobutamin ile hem flep kan akimi hem de kardiyak out-putta artis oldugunu
aciklamiglardir (3).

Ichioka ve arkadaglar1 selektif fosfodiesteraz-3 inhibitérii olan amrinone’nun pozitif
inotropik ve vazodilator etkileri nedeniyle flep mikrosirkiilasyonunda artisa neden

oldugunu gézlemlemisler (3).
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2.8.2.3. Direkt diiz Kas Gevseticiler

Onemli sayida ¢aligmada diltiazem, nifedipin, nitrendipin, verapamil gibi damar duvari
kaslarinda vazodilatasyona neden olan kalsiyum kanal blokérleri ile tedavi edilen
siganlarda flep canliligmnin arttigin1  gostermislerdir. Bu ajanlarda baksa etki
mekanizmalar1 da mevcuttur. Diltiazem damar endotel hiicrelerde potent vazodilatordiir.
Trombositlerin agregasyonunu, prostosiklin salinimmi uyardigmi bilinmektedir.
Jernbeck ve arkadagslar1 dolagimi1 bozulmus fleplerin tedavisinde intravendz kalsitonin
geniyle iliskili peptidin klinitk uygulamasini tarif etmislerdir (3). Topikal
dimethylsulfoxide (DMSO), 88 hastada mastektomi sonras1 flep distalindeki nekrozu
azaltmada basarili bulunmustur (31).

Antioksidan ve demir selatéru olan “desferoxamine” siganlarda antioksidan etkileri ile
flep yasayabilirligini artwrmistir (32).

Rand-Luby ve arkadaglari DMSO’nun topikal uygulamasinin serbest radikal
yakalamay1 veya trombosit agregasyonunu azaltarak ve vazodilatasyonla deri iskemisini
kontrol ederek insanlarda flep canliligini artirdigin1 belirtmislerdir. DMSO’nun klinik
kullanim1 i¢in giivenli oldugunu bulmuslardir (3).

Damar diiz kaslarinda relaksasyonu inhibe ettigine inanilan lidokain ve pentobarbitalin
topikal etkileri Wadstrom ve Gerdin tarafindan calisiimistir. Mekanik olarak indiiklenen
vazospazmda etkili ¢oziilme olmasina ragmen; mikrovaskiiler tromboz gibi etkilerini de
saptamiglardir (3).

Saetzler ve Gala kronik periferal vaskiiler oblitere edici hastaliklarin tedavisinde
kullanilan vazoaktif bir ila¢ olan “buflomedil” in etkilerini degerlendirmislerdir. Bu ilag
eritrositlerin deforme olma 06zelligini artirarak, trombosit agregasyonunu azaltarak ve

Iokosit adezyonunu azaltarak etki etmektedir. Buflomedil’in iskemi-reperfiizyon
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hasarina maruz kalan flepleri korudugunu kesfetmislerdir. Alfa adrenerjik aktivasyonu
inhibe ettigi diisiiniilmesine ragmen Saetzler buflomedil’in intraselliiler ATP ve c-AMP
konsantrasyonlarini artirdigini diistinmektedir. Nieto ve arkadaslar1 hidralazine {izerine
calismiglardir. Bu ilacin intraselliiler c-AMP konsantrasyonlarini artirarak arteriyel diiz
kaslarda relaksasyona neden oldugu bu mekanizma ile flep canliligini énemli 6lciide
artirdigini tespit etmislerdir (3).

Vazoaktif ilaglardan buflomedil hydrochloride “mice” kulaklarindaki sagsiz alandan
kaldirilan fleplerde denenmis. Lokal olarak uygulanmis. mikrovaskiiler perflizyon flep
orta distal ve proksimali de dopler ile incelenmis. 1.giinde flebin tiim bolgelerinde flep

yasaminin arttigi gézlenmistir (33).

2.8.2.4. Kanmin Reolojik ozelligini Degistiren Ajanlar

Kanin reolojik 6zelligini degistiren ajanlardan fluorokarbonlar kanin oksijen tasima
kapasitesini artirip, kan viskozitesini azaltarak mikrosirkulasyonu diizeltirler. Bazi
yazarlar %20 fluosal-DA (Fluosol) verilen si¢anlarda, flep canliliginin arttigim
gostermiglerdir. Diger bazi arastirmacilar ise fluosol uygulamasi ile flep canliliginin
artmadigini belirtmislerdir. Pentoksifilin ise baska bir hemorajik ajandir. Eritrositlerin
deforme olma Ozelligini artirarak kan akimi O6zelligini degistirir. Pentoksifilin kan
viskozitesinde azalmayla sonuglanan fibrinojen seviyelerinde azalmaya neden
olmaktadir. Yapilan calismalarda oral verilen pentoksifilinin flep canliligmi artirdigi
goriilmiistiir. Eritrositlerin damar endoteline yapismasini azaltan ve eritrositlerin
deforme olma 6zelligini artiran piracetam verilerek sigan deri fleplerinde doza bagiml

olarak distal nekrozun azaldig1 goriilmiistiir (3).
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2.8.2.5. Iskemiye Toleranst Artiran Ajanlar

Steroidler iskemi toleransini artirmada kullanilmiglardir. Onlar1 etkileri membran
stabilizasyonunu artirmaktir. Non-spesifik anti inflamatuar etki gdosterirler. Erken
donemde antindtrofilik mekanizma ile bunu saglarlar. Ayrica doku 6demini azaltirlar.
Enfeksiyon riskini artrmalar1 ve sistemik yan etkileri nedeni ile dikkatli
kullanilmalidirlar (17). Bir¢ok yazar prednizolonun, allopurinol ile birlikte kullaniminin
tek kullanimima gore flep canliligini daha fazla artirdigini tespit etmislerdir. Prednizolon
daha etkili olmasi i¢cin operasyon Oncesi baslanmasi gerekmektedir. Steroide en az
operasyon sonrasi 48 saat devam edilmesi gerektigini ve prednizolonun random
paternlilere gore aksiyel paternli fleplerde daha etkili oldugunu savunmuslardir.(3)
Deksametazonun da flep yasamini artirdigina dair calismalar vardir (3, 13). Kargi ve
arkadaslarinin ¢aligmasinda deksametazon ile karnitinin birlikte kullanimi ile flep
yasamini artirmada sinerjistik etki elde edildigi bildirilmistir (34).

Hosnuter ve arkadaslar1 lokal deksametazon uygulamasi ve “ischemic preconditioning”
metodunu birlikte uygulamislar ve sadece deksametazon uygulanan ve sadece pedikiili
klemplenen gruplara gére anlamli diizeyde flep yasayabilirliginde artis tespit etmislerdir
(35). Desferroksamin serbest radikalleri baglama ve demir tutma o6zelliklerine sahiptir.
Bu ajanin da flep yasayabilirligini artirdig: tespit edilmistir (3).

Total vendz okliizyon yapilarak nekroz olusturulan deri fleplerinde mannitolun ve
anisodaminin etkileri arastirilmistir. Atropin analogu etkileri nedeni ile sican
modellerinde, toksik oksijen radikallerine bagli hasar1 Onledikleri ve kapiller
reperflizyonu artirdiklar1 tespit edilmistir (3).

Baz1 yazarlar sigan modellerinde antioksidan olarak bilinen koenzim-Q-on ‘nun

iskemiye baglh reperflizyon hasarindan dokuyu korudugunu gostermislerdir. Cesitli
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arastirmacilar ise iskemik hasarli deri flepleri i¢cin operasyon sonrasi fosfokreatinin
inflizyonu ile deri flebi yasayabilirligini artirdiklarini ileri stirmiislerdir (3).
Grantilositlerin ~ flep  nekrozunun  gelisiminde kapiller kapanmaya neden
olduklari,superoksit radikalleri sentezledikleri pek c¢ok c¢alismada gosterilmistir.
Adenozin ise iskemik hiicrelerden salgilanarak graniilositik superoksit radikallerin
sentezini bloklar. Bu verilerden hareketle “5-Aminoimidazole-4-carboxamide” ise
adenozinin iskemik hiicrelerden salmimini saglayarak indirekt olarak radikallerin
sentezini bloklar. Yiiksek dozlarda bu piirin analogunun flep distalinde nekrozu azalttig1
gosterilmistir (36).

Multiajan tedavilerde flep yasamini artirmak i¢in denenmistir. Antioksidan allopiirinolle
vazodilatator nitrogliserin hayvan deri fleplerinde calisilmistir. Transdermal olarak
uygulanan nitrogliserin, flep yasamini artrmada allopurinol ile additif olarak

etkilesmistir.

2.9. Trombositten Zengin Plazma

2.9.1. Trombositlerin Yapisi ve I¢erikleri

Trombositler kemik iligindeki megakaryositler tarafindan tretilen 2-4 pm c¢apinda,
mitokondri ve mRNA igermesine ragmen c¢ekirdek igermeyen sitoplazma
parcaciklaridir. Dinlenme halinde tipik olarak disk seklinde olmalarina ragmen aktive
olduklarinda 5 pm’ye kadar ulasabilen psddopodlar iceren globiiler bir sekil alirlar.
Viicutta herhangi bir zamanda dalakta lokalize olarak bulunur ve periferik dolasima
gectikten sonra ortalama 8-10 giin yasarlar. Periferik yaymada kiimeler halinde
gozlenen trombositler tek tek incelendiginde agik mavi boyanan periferal “hyalomer”,
mor graniiller ve mitokondrilerden olusan santral “graniilomer” kisimlarindan olustugu

goriiliir. Hem hiicre zarlariin sitoplazma igine parmak seklinde girmesi sonucu olusan
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ve yiizeye agilan “ag¢ik kanalikiiler sistem” olarak adlandirilan bir kanalikiil sistemine,
hem de hyalomer bdlgesinde trombosit aktivasyonu igin gerekli olan kalsiyum
iyonlarmi depolayan “yogun tiibiiler sistem” ad1 verilen ikinci bir kanalikiil sistemine
sahiptirler. Yiizeylerinde bulunan reseptdrleri, trombin, kollajen vb. molekiillerin
uyarmasiyla aktif hale gecen trombositler, sitoplazmalarindaki aktif molekiilleri igeren

graniilleri “acik kanalikiiler sistem” yoluyla disar1 atarlar (Sekil 5).

Surface connected
microtubules

Canalicular system

Glycogen Mitochondria

a-Granules <7 }— Microtubules

Dense
granule

Submembrane
filaments

Trilaminar unit
membrane

Dense tubular
system

Sekil 5: Trombosit yapisi

Yogunluk ve iceriklerine gore ii¢ degisik graniil tariflenmistir: (37)

1. Delta Graniiller (Yogun Cisimler): 250-300 nm ¢apinda kalsiyum, pirofosfat,
ADP, ATP gibi molekiilleri igerip, serotonin deposu olarak gdrev yapan

graniillerdir.
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2. Lambda Graniiller (Lizozomlar): 175-250 nm c¢apmda olup i¢inde asit
hidrolazlar gibi lizozomal enzimler olan graniillerdir. Bakterisidal etkisi olan
glikozidaz, proteaz gibi proteinleri de icerirler.

3. Alfa Graniiller: 200-400 nm ¢apinda tek kat membranlh biiyiik organeller olup
sayisal olarak trombositlerin major graniilleridir. Bu graniillerin koyu renkli
boyanan alanlarinda proteoglikanlar, agik renkli bolimlerinde vWF, albiimin
gibi proteinler ve tiibiiler yapilar vardir. Alfa graniillerin hemostaz, inflamasyon,
kemik ve yara iyilesmesinde gorevli pek ¢ok protein ve biiylime faktoriini
icermesi, trombositlerin yogunlastirilarak klinikte yara, kemik iyilesmesi gibi

alanlarda kullaniminin giindeme gelmesine neden olmustur.

Yara iyilesmesinde dnemli rol oynayan biiylime faktorlerinin yani sira, salman ADP ve
Tromboksan A2 gibi molekiiller diger trombositleri aktive ederek, vWF (von
Willebrand Faktorii) trombositlerin  birbirine yapismasmi saglayarak pihtilasma

mekanizmasinda gorev alirlar (37).

2.9.2. Biiyiime Faktorleri

Anjiogenez terimi ilk kez plasentadaki yeni damar olusumunu tarif etmek i¢in 1935°te
kullanima girmis ve daha sonra tiim yeni damar olusumlari i¢in kullanilir olmustur.
Dokularin normal biiyiime ve gelismesi i¢cin damar proliferasyonu gerekli bir islem
olmasma ragmen erigkinlerde anjiogenez nadir olarak gdzlenir. Ureme sisteminde
folikiil ve korpus luteumda, hamilelik sonrasi plasentada, yara ve kemik iyilesmesinde
normal olarak gergeklesirken; tiimorlerde, diyabetik retinopati gibi durumlarda
kontrolsiiz ve patolojiktir. Bu nedenle anjiogenezi uyaran ve durduran bir takim
faktorlerin arastirilip bulunmasi viicudun normal ve patolojik isleyis mekanizmalarinin
kismen de olsa aydinlanmasini saglamistir. (38).
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Anjiogenez ¢esitli anjiogenik faktorler tarafindan dogrudan ya da dolayli olarak
baglatilip yonlendirildigi bilinen kompleks bir mekanizmadir(39). Son yillarda biiytime
faktorlerinin yara iyilesmesini ve anjiogenezi olumlu yonde etkilediginin saptanip etki
mekanizmalarinin agikliga kavusturulmasi, arastirmacilarin kemik, yara, tendon, sinir
tyilesmesine yonelik deneysel ve klinik uygulamalarinda bu faktorleri daha biiyiik ilgi
ile kullanmalarina neden olmustur(40). Biliylime faktorleri polipeptid sitokinlerdir ve
tim viicutta kendilerine 6zgii reseptorler tlizerinden etkilerini gdstermektedirler (41).
Dolasimda bulunan trombositlerin a-graniillerinde VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), PDGF (Platelet Derived Growth Factor), TGF B1 ve B2 (Transforming Growth
Factor-B1 ve B2), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) gibi pek cok biiyiime faktorii
depolanmis durumdadir. Cesitli uyaranlara karsi trombosit aktivasyonu oldugunda bu

maddeler graniillerden salinirlar(42-45).

Trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF): Fibroblast ve diiz kas hiicreleri tizerinde
mitojendir ve yara iyilesmesinin erken donemlerinde ilk saptanan molekiillerden
birisidir. AA, AB ve BB seklinde ii¢ izoformu olan PDGF molekiilii hiicre
membranindaki reseptdrlere baglaninca sitoplazmadaki yiliksek enerjili fosfat bagi
iceren bir sinyal proteini aktive olur ve bu sinyal iyilesmede gorevli hiicrelerin
cogalmasina, anjiogeneze, kollajen, fibronektin, hyaluronik asit iiretilmesine, diger
bliylime faktorleri ve hiicrelerin fonksiyonlarinin artmasina aracilik eder. Boylece
fibroblastik ve osteoblastik faaliyetler artar, hiicreler farklilagir, biiylime faktorlerinin
makrofaj gibi hiicreler tizerindeki etkileri hizlanmis olur(46). PDGF insan mezenkimal
hiicreleri i¢in de primer mitojen olan bir bliyiime faktoriidiir. Bu etki plazmada diger
biiylime faktorlerinin bulunmasina bagli olup interferon-y sayesinde daha da artar(42,

47, 48). PDGF’nin nétrofil, monosit, makrofaj ve fibroblastlar i¢in kemotaktik
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olmasinin diger biiylime faktorlerinin varligindan bagimsiz olmasmin yani sira, yara
tyilesmesinin ileri sathalarinda kollajenaz aktivasyonu yaparak ‘remodelling’e katkida
bulunmasi gibi bir 6zelligi de vardir(47, 49-51). PDGF ve TGF- B yara iyilesmesinde
rol oynayan faktorler olup genellikle sinerjistik etki gosterir. Kollajen miktarini arttiran
bu iki proteinin de kemik, periodontium, tendon, sinir ve deri iyilesmesini stimiile ettigi,

yara kuvvetini arttirdig1 gosterilmistir(44, 49, 52, 53).

Deneysel hayvan ¢alismalarinda tendon, ligament ve kikirdak yaralanmalarinda tamiri
uyarici etkisi gosterilmistir(40, 54-56). Kalvaryal kemik defektlerine metilseliiloz i¢cinde
tek doz uygulanmasinin kemik ilerlemesini, mineralize dokuyu, kemik iligi miktarini,
yani kemiklesmeyi arttirdigi saptanmistir(57). Brown sigan epigastrik ada fleplerinin
pedikiillerinde 3-4 mm’lik defektler yaratip bu alana PDGF vermis ve aradaki bolgede 3
hafta i¢inde yeni bir damar olustugunu gormiistiir. Flep periferinde yeni damar
olusumlarmm arttigmi da gézlemlemesinin tizerine PDGF’nin flep alanina verilmesinin
erken pedikiil ayirmaya izin verdigini belirtmistir(58). Kas fleplerine uygulandiginda da
flep sagkalimini arttirdigi anlasilmistir(59). Hayvanlardaki deneysel yara iyilesmesi
calismalarinda graniilasyon dokusunun ve ekstraseliiler matriksin arttigi, iyilesmenin
hizland1g1 gosterilmistir(51). Yine diyabetik hale getirilen sicanlarda yapilmis olan bir
calismada, bozulmus olan yara iyilesmesini PDGF uygulamasmin normalde olmasi
gereken hale getirdigi, inflamatuar cevabi arttirmadigi, erken sathada DNA sentezi ve
kollajen miktarin1 arttirmasma ragmen 20. giin civarinda bu degisimlerin normale

dondiigl saptanmistir(47).

Klinikte diyabet ya da iskemi kaynakli kronik deri iilserlerinde yara iyilesmesini
arttirmak i¢in, maksillofasiyal cerrahide kemik grefti yerlestirilen bdlgede, oral ve nazal

fistiillerin cerrahi onariminda, kemik-integre implantlara destek olarak kullanilmistir(50,
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60). Rekombinant DNA teknolojisiyle iiretilmis olan PDGF (becaplermin 0,01 %-
Regranex OMP, Raritan, NJ) ile kronik yaralarda yapilmis olan iyilesme ¢aligmalar1 da

iimit vaat eden sonuglar sunmaktadir(50).

“Transforming” biiyiime faktori (TGF- B): TGF- B fibroblast ¢ogalmasini uyaran
plasenta kaynakli bir madde olarak 1983 yilinda kesfedilmistir. Fakat daha sonra tiim
viicutta yaygin olarak bulundugu, hiicre siklusu regiilasyonu, embriyogenez, organ
gelisimi gibi pek cok biyolojik aktivitede gorev aldigi fark edilip ¢esitli arastirmalarda

odak noktas1 olmustur.

Ug farkli izoformundan TGF- B1 ve B2 trombositlerde bulundugu ispatlanmis olan, bag
dokusu iyilesmesi ve kemik rejenerasyonunda gorev alan, TGF’iin en sik goriilen alt
gruplaridir. Hiicre bliylimesi, extraseliiler matriks liretimi, anjiogenezin uyarilmasi, yara
tyilesmesi ve farklilasmasi gibi cesitli biyolojik olaylarda rol alirlar(44, 48, 52).
Fibroblastlar1 prokollajen iiretimi i¢in aktive ederek yarada kollajen depolanmasina
neden olurlar(44). TGF- B lar parakrin olarak etkilerini fibroblast, kemik iligi kok
hiicresi ve preosteoblast gibi hiicreler ilizerinde gosterebilirler ve bu hedef hiicreler de
yine TGF- B salgilayabilirler. Boylece TGF- B yalnizca yumusak doku ve kemik
rejenerasyonunu baslatmakla kalmayip remodelling asamalar1 ve kemik grefti
olgunlasmasinda da etkili olur(60). Sicanlarda yapilan ¢aligmada insizyonlarin altina tek
doz TGF- B wuygulanmasinin ardindan yara gerim kuvvetini %51 arttirdigi

gosterilmistir(61). Rekombinant TGF- B uygulamasi da benzer sonuglar vermistir(41).

Cesitli caligmalarda epidermal rejenerasyonu, anjiogenezi, tendon ve ligament
tyilesmesini hizlandirdigr da gosterilmistir(49, 50, 54). TGF- B ile transfekte edilmis

adenoviriislerin sican epigastrik fleplerine enjeksiyonu sonucu flep yasayabilirliginin,
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damar yogunlugu ve caplarmin arttig1 saptanmis ve gen terapisinin iskemide

kullanilabileceginin gdstergesi olmustur(62).

Asir1 ve diizensiz kollajen depolanmasina neden olarak fibrozis ve skar formasyonunun
olusumunda 6nemli rol oynayan bir sitokin olmasi, uygulandig: bolgelerde hipertrofik
skar yaratabilecegi yoniinde endiselerin gelismesine neden olmustur; fakat TGF-
ailesinin liyelerinden olan BMP (Bone Morphogenetic Protein) ler ortopedik cerrahide

oncalisma niteliginde kullanima girmis durumdadir(50).

Bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF): Fibroblast biiylime faktorleri mitojenik
polipeptid ailesidirler. i¢lerinde en ¢ok incelenmis olan altgrup bFGF; fibroblastlar,
endotel hiicreleri, osteoblastlar, kondrositler ve keratmositler lizerinde mitozu arttirici
etki gosterir, anjiogenez ve endotelyal hiicre gogiinde rol oynar, TGF- B’nin dagilimini
arttirict etki yapar(48). VEGF ve TNF-a ile birlikte oldugunda maksimum anjiojenik
etkisini gosterir. Yara iyilesmesinde Ozellikle keratinositlerin proliferasyon ve gogiine
neden olur. Anjiogenezin baslamasi i¢in gerekli olan fibroblastlardan kollajenaz tiretimi
ve kapiller endotel hiicrelerinin proliferasyonunu saglar(63, 64). Graniilasyon dokusu
olusumunu baslatmaya da yardimci olur(47). Bazik fibroblast biiyiime faktorii ve
sucrose octasulfate (sucralfate)’ m ayr1 ayr1 gastrik iilserler iizerine olumlu etkisi oldugu
bilinmektedir(65). Rashid ve arkadaslar1 bu iki maddeyi birlikte kullanarak sigan dorsal
fleplerinde yasayabilirligi arttirdigini, bunun da anjiogenez sayesinde oldugunu
saptamislardir(65). Khouri fleplerin altina bFGF, Uhl ise rekombinant bFGF
uyguladiginda neovaskiilarizasyonun ve flep sagkaliminin arttigini1 rapor etmistir(33,
66). Fakat Hayward bFGF verdikten sonra opere ettigi fleplerin sagkaliminda anlamli
bir iyilesme saglayamamistir(67). Yara iyilesmesi lizerindeki etkilerini anlayabilmek

icin McGee ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada rekombinant bFGF’nin kollajen miktar,
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organizasyon ve maturasyonunu arttirdigmi, buna sebep olan faktoriin kollajen ve
fibroblastlarin yara yerinde daha erken birikmesi ve kollajen lifleri arasinda daha ¢ok
capraz bag olusmasi olabilecegini diisiinmiislerdir(68). Diyabetik, iskemik ve protein
eksikligi olan yaralarin iyilegsmesini arttirdigi ve tendon iyilesme modellerinde de
basaris1 gosterilmistir(48, 50). Kardiak enfarktiis sonrasi kollateral olusumunu arttirmak

icin bFGF ile caligmalar devam etmektedir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii I (IGF-I): Insan proinsiilinine benzerligi nedeniyle bu
ismi alan IGF-I, fibroblast, kondrosit, keratinosit, osteoblast, mezangial eritroid
progenitor hiicreler gibi pek ¢ok hiicre tipinin ¢ogalmasini arttirarak biiylimeyi uyarir.
PDGEF ile birlikte oldugunda daha 1yi bir etki gosterir. Dolasimdaki IGF-1’in protein
sentezini, periferal glukoz alimimni, glikojen sentezini, sinir sagkalimini, miyelin
sentezini, kemik olusumunu arttiran anabolik etkileri arttirdigi, kaslardaki protein
yikimi1 gibi katabolik etkileri azalttig1 bilinmektedir. Asil tendonunda travma
olusturarak yapilan c¢alismada diizeyinin arttig1 goriilip tendon iyilesmesinde

muhtemelen mitozu arttirarak etki gosterdigi diistiniilmiistiir.

Egzojen olarak verilen IGF-1’in DNA, kollajen ve proteoglikan1 arttirdigi
gosterilmistir(42, 43, 50). IGF’iin proteoglikan sentez ve yikimmi dengeleyerek
kikirdak homeostazinda 6nemli rol oynadig1 one siiriilmiis ve atlarda yapilan kikirdak
defekti modelinde fibrin pihtiya IGF ilave edilerek bu defekte uygulandiginda onarilan

dokunun kalite ve miktarini arttirdigi gézlenmistir(56, 69).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktori (VEGF): VEGF’iin, tiimor hiicrelerinden
salgilanan, damar gecirgenligini arttirarak asit olusumuna katkida bulunan bir madde

oldugu diisliniilmiis ve bu nedenle 1983°te “vascular permeability factor” olarak
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isimlendirilmistir. Daha sonra yapilan calismalar dogrultusunda VEGF olarak ismi
degistirilmis, en kuvvetli fizyolojik ve patolojik anjiogenezis uyaricisidir(39, 48, 55,
70). Bes adet izoformu bulunan VEGF kendi salinimindan sonra diger proteoglikan-
bagli salinimi olan biliylime faktorlerinin (bFGF) de salmimini uyarrr ve bFGF ile

sinerjistik anjiojenik etkisi gosterilmistir(63, 69).

Anjiogenezin ilk basamaklarinda vaskiiler bazal membranlarin yikilmas: i¢in gerekli
olan kollajenaz ve jelatinazin indiiksiyonuna, daha sonra yine anjiogenez i¢in gerekli
olan o integrinlerin ekspresyonuna neden olarak iyilesen dokuda anjiogenezi baglatir.
Diger biiyiime faktorleri ile kiyaslandiginda mitojenik etkisinin endotelyal hiicrelerle
sinirl1 olmas1 teorik olarak VEGF’in vaskiiler yetmezliklerde terapotik anjiogenez
saglamak icin avantajli oldugunu diistindiirmektedir(39, 63). Dogrudan mitotik etkisinin
yaninda, VEGF bir taraftan kismen nitrik oksit sentezini uyararak vazodilatasyona
neden olurken, diger taraftan hiicre gociinii ve apopitozu inhibe eder(71). Yara
iyilesmesinde 6nemli rol oynayan fibroblast, inflamatuar ve endotelyal hiicrelerin
proliferasyon ve gocliniin uyarilmasinda gorevlidir ve vaskiiler gecirgenligi arttirir(43,
69). Timorlerde kompresyon ve iskemiye bagli gelisen lokal hipoksiye yanit olarak
VEGF diizeylerinde artis oldugu Shweiki tarafindan gosterilmis ve Stavri kalpte
iskemiyi takiben aterosklerotik plaklarda yeni damar olusumlarinin uyarilmasinda
hipoksiye bagli VEGF artisinin rol oynayabilecegi tezini savunmustur. Deneysel
modellerde ekstremite iskemisinde egzojen verilen VEGF’in anjiogenezi baslatarak
vaskiiler kaynagi, bazi ¢aligmalarda da vaskiiler yaralanmanin ardindan uygulandiginda
yeniden endotel olusumunu arttirdigi gosterilmistir(50, 63). Zhang ve arkadaslariysa
sigan TRAM flep modelinde subkutan VEGF uygulamasinda flep yasayabilirliginde ve

anjiogeneziste anlamli artis saptamiglar; cerrahi geciktirme yapilan sigan TRAM
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fleplerinde sitokin diizeylerine baktiklarmda TGF-8 ve PDGF ekspresyonu
degismezken bFGF ve VEGF ekspresyonlarinin anlamli miktarda arttigmi belirleyerek
onceki ¢aligmalarini desteklemis ve farmakolojik olarak geciktirme etkisi yaratmak i¢in
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Ayni arastirmacilar baska bir ¢calismada da disaridan
uygulanan VEGF’in iskemik yaralarda anjiyogenezi uyardig1 ve tensil giicii arttirdigini
gostermislerdir(71). Kryger ve arkadaslar1 hem kas fleplerinde hem de muskulokiitan
fleplerde  VEGF uygulamasinin hem subdermal/subfasyal hem de intravaskiiler
oldugunda flep yasayabilirligi iizerinde olumlu etkileri oldugunu yayinlamiglardir(39).
Machens sican epigastrik fleplerinin altma VEGF uygulayip, flep yasayabilirliginde
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis saptayarak diger arastrmacilarin

sonuglariyla kismen ¢elismistir(72).

Petersen ve arkadaslar1 da 2002°de tendon anjiogenezinin ana belirleyicisinin VEGF

oldugunu bulmuslardir(55).

Epidermal biiytime faktorii (EGF): Epidermal biiytime faktorii, yara iyilesmesinin erken
safhalarinda fibronektin gibi proteinlerin iiretimini ve epitel hiicre gogiinii uyarir.
Kollajen {retimini arttirmadan fibroblastlarin ¢ogalmasii sagladigi diistiniilmiis
olmasimna ragmen Brown ve arkadaslar1 sicanlarda insizyon bdlgelerine biyosentetik
EGF uygulamalarmin ardindan yaptiklar1 elektron mikroskopik incelemede artmig
kollajen olusumu gostermisler ve 7-14 giin sonra yara gerim kuvvetinin % 200 arttigini
bildirmislerdir(61, 72). In vivo olarak anjiogenezi uyardigi bilinen EGF ile yapilan
klinik calismalarda giimiis siilfadiazin i¢ine koyularak kronik yaralara uygulandiginda

epitelizasyonu arttirdig1 saptanmistir(73).
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Biiyiime faktorlerine ilave olarak o-graniillerinden trombin, tromboksan A2 ve ADP
salinimi olur. Bu maddeler olusan pihtiya daha cok trombositin gelmesine ve

hemostatik cevabin artmasina neden olurlar(49).

2.9.3. Trombositten Zengin Plazma (PRP = TZP = trombosit jel = biiyiime faktorlerinden
zengin plazma)

Trombositlerin ¢esitli yontemlerle, antikoagiilan ilave edilmis vendz kandan santrifiij
edilerek ayristirilip, fibrinojen de iceren az miktar plazma igerisinde slispansiyon haline
getirilmesiyle TZP elde edilir. Ileri teknoloji aletler kullanilmasa da mantik olarak
minimum 45-60 cc kan, antikoagiilan soliisyon i¢ine alindiktan sonra seri santrifiij
islemlerinden gecirilip, kirmizi kan hiicreleri, fibrin yapistiric1 (trombosit fakir plazma)
ve trombosit konsantresi (TZP) olarak ayristirilabilmektedir. Trombosit sayis1 kandaki
normal degerinin 3-8 katina kadar konsantre edilebilir(52, 74) (60). Trombin ve
kalsiyum ilave edilerek TZP aktif hale getirilir, pihtilasarak jel halini alan bu maddedeki
trombositlerin a-graniillerindeki biiylime hormonlar1 ortama salmir(45, 74). Trombosit
zengin plazma ile fibrin yapistiricinin farki TZP’de trombosit konsantrasyonunun fazla,
fibrinojen konsantrasyonunun az olmasidir. Daha az fibrinojen igerdigi i¢in ¢ok kati bir
fibrin piht1 olusmadigi, bu nedenle yara iyilesmesini engellemeyip, bilakis i¢indeki

biiylime faktorleri sayesinde bu olay1 hizlandirdig: diisiiniilmiistiir(45, 52).

Yeterli deneysel calismalar1 yapilmadan once kullanima giren TZP nin genelde kontrol
gruplarmin olmamasi deneysel calismalara olan ihtiyact beraberinde getirmistir.
Yapilmis az sayidaki deneysel calismalardan birisi olan Partsafas’in ¢calismasinda FY
veya TZP’nin serbest flep modelinde olumlu ya da olumsuz etkisi saptanmamistir(75).
Yara bolgelerine TZP uygulayarak yapilan calismalarda amag, yara iyilesmesinin

baslaticilar1 olan biiyiime faktorlerini konsantre sekilde yara bolgesine vererek iyilesme
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siirecini hizlandirmaktir. Clinkii klinik olarak ciddi birer problem olan kronik yaralarda,
bu faktorlerin miktarlarinin azaldig1 gosterilmistir. Bu durum, tiretimde veya salinimda
azalma, yikimda artma ya da hepsine birden bagli olabilir. Venoz iilserler, diyabetik
yaralar vb. kronik durumlarda kullandiklarinda TZP’nin faydali oldugunu rapor etmis
olan pek ¢ok arastirmaci vardir(76, 77). Yara iyilesmesini arttiran proteinlerin yaninda
bakterisidal proteinleri de icermesi, enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasina ve

hastanede yatis siirelerinin kisalmasina, agr1 ve sislikte azalmaya neden olmustur(78).

Marx tek basma kemik grefti uygulamasi ile kemik grefti + TZP uygulamasmi
karsilastirdiginda ikili uygulamada kemik dansitesinde, kemik bi¢imlenmesinin hiz ve
derecesinde daha cok artis saptamis ve bunun PDGF ve TGF-B sayesinde oldugunu
belirtmistir(60). Anitua da dis ¢cekimi sonrasi olusan bosluga TZP uygulamis ve hem
epitelizasyon hem de kemik dansitesinde artig rapor etmistir. Trombosit zengin plazma
invitro ortamda fetal osteoblast benzeri hiicrelerin rejenerasyon ve fonksiyonelligini
arttirtp, mezenkimal kok hiicrelerin ortama goclnii saglamaktadir(42). Gruber de
trombositlerin periost kaynakli hiicrelere kemotaktik oldugunu gostermistir(79).
Aghaloo ve ark. ise kemik greftleriyle yaptiklar1 deneysel hayvan calismalarinda
TZP’nin istiinliigiinii gosterememislerdir(80). Fakat oral ve maksillofasiyal cerrahide,
osteointegrasyon i¢in kullanilan otojen greftlere kemik doku ilerlemesini hizlandirdigini
bildiren arastirmacilar mevcuttur ve maksiller antroplastide kemik greftleriyle birlikte
kullannminda basarili sonuglar bildirilmistir(74). Trombositlerin igerdigi biiyiime
faktorlerinin hem periost ve osteoblastlar, hem de osteoblast benzeri hiicreler lizerinde
mitojenik etkisi oldugu ve TZP’nin pordz hidroksiapatit i¢ine kemik ilerlemesini

arttirdig1 gosterilmistir(81).
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Kemiklesmeye ve yara iyilesmesine katkilar1i nedeniyle lumbar spinal fiizyon
hastalarinda otogreft ve hidroksiapatitle birlikte kullanilmis ve basarili sonuglar yaninda

olumsuz sonuglar da rapor edilmistir(42).

Kawase ve Okuda’nin 2003 yilinda TZP’nin periodontal ligamentte kollajen sentezini
ve 1n vitro osteoblastik aktiviteyi arttirdigmi gostermelerinden sonra Huang ve
arkadaslar1 gingival cekilmelerde koronal ilerletme flebine TZP uygulamas1 yapmislar
fakat istatistiksel olarak anlamli bir iyilesme artis1 saptayamamislardir(43, 82). Daha
onceden Siebrecht ile birlikte TZP nin pordz hidroksiapatit i¢ine kemik ilerlemesini ve
kemik olusumunu arttirdigini gosteren Aspenberg, sican asil tendonunda TZP
uygulanan tendon defektinin tendon kopma kuvvetinde ve tendon kallusunda artis
saptamustir. Ligamanlar tizerinde de benzer etkileri saptanmis ve artroskopik cerrahide

kullanimi Onerilmistir.

Oftalmolojik cerrahide makiiler deliklerin kapatilmasinda basarili sonuclar bildirilmis,
tavsanlarda yapilan deneysel bir calismada da retinal yaralanmalarda hiicresel cevabi

arttirdig1 gosterilmistir(42).

Man, hem TZP hem de fibrin yapistiriciyr yliz germe, boyun germe, meme kiiciiltme
gibi ameliyatlarda kullanmis ve operasyon siiresinde kisalma, dren koyma ihtiyacinda,
baskili pansuman kullaniminda, seroma olusumunda, hastanin postoperatif sislik ve agri

sikayetlerinde azalma rapor etmistir(45).

Teknolojik ilerlemeler sayesinde bazi cihazlar yardimiyla tiim kan hiicrelerini,
dolayisiyla trombositleri de steril sartlar altinda izole ve konsantre etmek miimkiindiir.
Celiskili sonuclar yeterli kontrollii caligmalarla aydinlatildigi takdirde, bireyin kendi

kanmdan elde edildigi i¢cin immiin reaksiyon goézlenmemesi, herhangi bir yan etki
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olusmamasi, ve gerektiginde ayni hastadan herhangi bir sorun ¢ikmadan tekrar elde
edilebilmesi, otolog olarak elde edildigi icin hastalik bulagtirma riski olmamasi

kullaniminin yaygilasmasini saglayacak en dnemli faktorlerdendir.

2.10. Kok Hiicreler

2.10.1. Genel Bilgiler

Kok hiicreler, uygun biyokimyasal sinyallerin varhiginda farkli hiicre tiplerine
dontisebilme o6zelligine sahip hiicrelerdir. Bugiin i¢in tedavisi miimkiin gériinmeyen
hastaliklarin bir¢ogu, yasam icin vazgecilmez olan bazi hiicre-doku ve organlarm, bir
daha asla normal yap1 ve islevlerine dondiiriilmeyecek sekilde hasarlanmis olmasi
sonucudur. Ornegin; tip 1 diyabet hastaliginda pankreasta Insiilin salgilayan beta
hiicrelerinin, Parkinson hastaliinda beyinde dopamin salgilayan sinir hiicrelerin hasari
s6z konusudur. Iste, bu tiir ve benzeri hastaliklarin (Alzheimer, Multiple skleroz, ALS,
omurilik zedelenmesi, Purkinje hiicre bozunumu hasarlanmasi- (PCD), Duchenn kas
distrofist ve diger bircok hastalik gibi) kesin tedavisini saglamak amaciyla
arastrmacilar hasar goren hiicre-doku veya organlarn biyolojik islevlerini yerine
koymak (rejeneratif tip) ya da tamir etmek (reparatif tip) ile miimkiin olabilecegini
disiinmektedirler. Bir hedef doku veya organa, o organmn islevlerini eski haline
getirmeye yetecek kadar sayida ve kalitede izole edilmis ve 6zellikleri belirlenmis olan
hiicrelerin nakledilmesiyle bu amaca ulasilabilir. Kok hiicreler, bu amaca hizmet
edebilecek yani hiicre tabanli tedavide kullanilabilecek baglica unsur olarak
goriiniiyor(83).

Ikinci Diinya Savasini takip eden yillarda bilim diinyas: radyasyonun neden oldugu
hastaliklarin tedavisi i¢in ¢ok ciddi ¢abalar harcamistir. Bu ¢alismalardan elde edilen ilk

gozlemler gosterdi ki; letal dozda radyasyona maruz kalmis hastalarda dalak veya
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kemik iligi hiicrelerinin nakli hiicresel iyilesmeye onemli katkilar saglamistir(84). Bu
dramatik kavramadan yaklasik 50 yil sonra, aslinda bu iyilesmelerin kemik iligimizde
var olan ve nadir sayidaki kok hiicrelere bagl olarak radyasyonu takiben hematopoezin
yeniden insa edilmesinden kaynaklandigini biliyoruz.

1983 yilinda Sale tarafindan allojenik hematopoetik kok hiicre nakli sonrasi, yaygin
akciger ossifikasyonlarin bagli olarak solunum yetmezliginin tespiti lizerine in vivo
plastisite kavrammin ilk disiinceleri dogmustur(85). Sonraki yillarda, basta kemik
iligimizde bulunan kok hiicrelerin in vitro ve in vivo kosullarda yalnizca
kaynaklandiklar1 doku ve organlarin hiicrelerini degil viicudumuzun diger islevsel
hiicrelerine de doniisebildiklerini (plastisite) gdsteren bir¢ok rapor yayimlanmistir.
Diger erigkin kok hiicre kaynaklarina oranla daha kolay elde edilebilir olmalar:
nedeniyle kemik iligi kok hiicre (KIKH)’leri 6ncelikli olmak iizere farkli kaynaklardan
elde edilen kok hiicreler rejeneratif ve reparatif tip’ta oldukg¢a Onemli bir kaynak
olmuslardir (83). Giinlimiizde, kok hiicre biyolojisindeki en tartigmali konulardan biri
kok hiicre plastisitesiyle iliskilidir. Dokuya 6zgiin kok hiicrelerinin, kaynak dokudan
daha farkli bir hiicre tipine farklilasabilme yetenegine “eriskin kok hiicre plastisitesi”
denmektedir. Transdifferensiasyon terimi ise, kok hiicrelerin plastisite potansiyeli
anlaminda siklikla kullanilmaktadir. Transdifferensiasyon, birkag 6zgilin tiirde doga
olarak meydana gelir. Ornegin, semender ve civcivlerde gdziin lensi ¢ikartildig1 zaman,
iris hiicreleri lens hiicrelerine dontistir(83).

Simdiye kadar, bir¢ok laboratuar kok hiicre plastisitesine iligkin kanitlar agikladi. Bu
calismalar kisaca su stratejileri kapsamaktadir:

In Vitro Yontemler;

1) Kiiltiir kosullarinin modifikasyonlarina yonelik girisimler.
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2) Genetik modifikasyonlar; genomu degistirmeye yonelik girigimler.

2a) Hiicrelerin farklilasmasinda onemli rol oynayan transkripsiyon faktorlerin
ektopik transfeksiyonu.

2b) RNAI1 vasitasiyla farklilasmanim yonlendirilmesi.

2¢) Cre/LoxP sistem.
3) Farkli hiicre serileri ya da dokular ile ko-kiiltiir.
In Vivo Yontemler;
Genotip (cinsiyet) uyumsuz bireyler arasindaki (XX’den XY’e) organ nakilleri
sonrasinda, alict kokenli(Y+) hiicrelerin nakledilen organda izlenmesi. Genotip
uyumsuz bireyler arasindaki (XY’ den XX’e) kemik iligi, periferik kan ve kordon kani
kok hiicre nakilleri sonrasinda, verici kokenli hiicrelerin (Y+) alicinin ¢esitli doku ya da
organlarinda izlenmesi.
In vitro isaretli (GFP+, LacZ+ gibi) ya da transgenik hayvanlardan (GFP veya LacZ
genini eksprese eden) elde edilen erigkin kok hiicrelerinin saglikli ya da hasar
olusturulmus alicilara nakli ve izlenmesi. Eriskin kok hiicrelerin mobilizasyonunun
saglanarak (6rnegin, kemik iligi kok hiicrelerinin), kaynaklandigi doku/organdan farkl
doku/organlardaki plastisitesinin izlenmesi.
Isaretli (GFP ve LacZ gibi) kok hiicreler ile kimerik yapilmis deney hayvanlarinda bu
hiicrelerin akibetinin izlenmesi.
Farkli tiirler arasinda nakil sonrasi (insan hiicresinin hayvana nakli gibi) verici hiicre
antijenik yapilarinin alici1 doku ve organlarinda aragtirilmasa.
Maternal doku ve organlarda genotip uyumsuz fetal hiicrelerin izlenmesi(83).
Biitiin bu denemeler, eriskin kok hiicrelerinin plastisitesini gosteren onemli kanitlari

saglamistir. Ancak, diger bazi bilim adamlari, kok hiicre plastisitesini agiklayan bu
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kanitlar1 yeterli bulmadi ve bu bulgulara oldukc¢a siipheci yaklastilar. Onlar, 6nceki
calismalarda plastisite ya da transdifferensiasyon olarak adlandirilan bu olay1 “hiicre

flizyonu” olarak yorumladilar(84).

2.10.2. Kok Hiicrelerin Simiflandirilmasi

Kok Hiicreler farklilasma 6zelliklerine gore:

Totipotent Hiicre: Erkegin spermi ile kadinin yumurtas: birlestiginde yani ddéllenme
meydana geldiginde olusan hiicre (zigot) tek basma tiim organizmayr meydana
getirebilecek genetik bilgiye ve giice sahiptir. Bu hiicrelere her seyi yapabilen anlamina
gelen totipotent hiicre denir(83).

Dollenmeden sonraki ilk 4 giin i¢inde olusan hiicrelerin her biri totipotent hiicredir ve
her bir hiicre ayr1 bir organizmay1 olusturabilecek giice sahiptir.

Pluripotent Hiicre: Dollenmeden sonraki 5. giinden itibaren meydana gelen hiicreler
blastosist denilen kiiresel bir sekil alir. Bu kiirenin i¢indeki hiicreler viicuttaki tiim
hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip olmalarina ragmen, artik tek baslarma tiim
organizmay1 olusturacak giice sahip degillerdir. Iste bu tiir hiicrelere pluripotent hiicre
denir. Asagida bahsedilecek olan embriyonel kok hiicreler, bu kiire igindeki hiicrelerden
olusturulur ve pluripotent 6zellige sahiptirler(83).

Multipotent Hiicre: Birbirine yakin hiicre gruplarmi olusturabilen kok hiicrelerdir. Kan
kok hiicreleri, kemik iliginde bulunur ve gerektiginde beyaz kan hiicrelerine, kirmizi
kan hiicrelerine ve trombositlere doniisebilir(83).

Oligopotent hiicre: Lenfoid ve myeloid hiicrelerde oldugu iizere sadece birkag hiicre
grubunu olusturan kok hiicrelerdir(83).

Unipotent hiicre: Kas ana hiicresinde oldugu {izere bir hiicre tipini olusturan kok

hiicrelerdir(83). (Sekil 6)

47



z T o Doéllenmis
oo tent L i
otipoten (4] ucre Yu urta

Pluripotent kok hiicre

o Embriyonik
Embriyonik o K&k Hiicre
Kok Hiicre

Hematopoietik kik hiicre

Hematopoetik
Kok Hiicre

/\A
/

I
7@ B gk

Kan Hiicresi immiin Slstem Hiicresi

o ]

T-Hiicresi B-Hiicresi

- | A

Kirmiz: Kiire

sistem hiicreleri

Olgun kan ve immiin °

Sekil 6: Kok hiicrelerin farklilagsma 6zelliklerine gore smiflandirilmasi

2.10.3. Mezenkimal Kok Hiicreler

Pek ¢ok hiicre tipine farklilagsma yetenegine sahip multipotent kok hiicrelerdir. Kemik
ilig1 hiicreleri kiiltiir kaplarinda kiiltiire edildikleri zaman hizla plastik kiiltiir kabina
yapisan (adhere olan) hiicrelerin kemik iligi stromal hiicreleri oldugu, yapismayan (non-
adherent) hiicrelerin ise hematopoetik hiicreler oldugu 1966’1 yillardan beri
bilinmektedir. Son yillarda ise, stromal hiicre sistemine duyulan ilgi giderek
artmaktadir. Onceleri, kemik iligi kokenli stromal hiicreler, dzellikle mezenkimal kok
hiicreler (MKH) hematopoezi indiiklemek amaciyla kullanima girerken daha sonralar1
in vivo ve in vitro ¢aligmalarla aralarinda kas, kikirdak, kemik, sinir, karaciger, kalp,
beyin, adipoz doku, bdbrek, akciger ve bagirsaklarin da oldugu cesitli hematopoetik

olmayan dokularin parankimal hiicrelerine farklilastiklar1 gosterilmistir(86). MKH’ler,
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ilk kez fetal buzag1 serumu iceren kemik iliginin ortama yayilmasi sonrasinda, kemik
hiicrelerine ve adipositlere farklilasan ve fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre
kolonilerinin gelistigini gosteren Fridenshtein tarafindan tanimlandi(87). Sonraki in
vivo ve in vitro ¢aligmalar, MKH’ leri her lic germ yapragindan koken alan hiicre
ve/veya dokular1 olusturan bir multipotent kdk hiicre kaynagi olarak belirlemislerdir.
MKH” lerin basta hematopoetik kok hiicre (HKH) nakilleri, doku miithendisligi ve gen
tedavileri olmak tizere bir¢cok alanda klinik kullanim potansiyeli olmast bu hiicrelere
olan ilgiyi giderek arttirmaktadir. Onceleri yalnizca kemik iliginden elde edilebilen
MKH’ler giiniimiizde viicut sivilarinin da dahil oldugu bir¢ok doku ve organimizdan
izole edilebilmektedir. Bu dokularin baslicalar1 kas, kemik, kikirdak ve yag dokulari, dis
pulpast ve periodontal ligament, karaciger, timus, paratiroid, tonsilla palatina akciger,
dalak gibi solit organlar, endometriyum, yumurtalik ve testis gibi liremeyle iligkin
organlar, amniyon sivisi, plasenta, kordon kani ve matriksi gibi fetal doku ve/veya
organlardir(83). Uluslar aras1 Hiicresel Tedavi Birligi (The International Society for
Cellular Therapy; ISCT) yakin zamanda yayimlandigi kilavuzda MKH’lerin
tanimlanmas1 i¢in 3 kriter Onermistir, 1) plastik hiicre kiiltiir kabina yapisabilme
ozelligi; 2) in vitro kosularda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasabilme
yetenegi ve 3) CD73, CD90 ve CD105 belirteglerini %95’in iizerinde ve CD14, CD34,
CD45 ve HLA-DR belirteclerini % 2’den az oranda eksprese etmeleri gerekmektedir.
MKH’ lerin basta hiicresel tedaviler, doku miihendisligi, bagisik baskilayic1 ve gen
tedavileri olmak tizere bircok alanda klinik kullanim potansiyeli olmast bu hiicrelere
olan ilgiyi giderek arttrmaktadir(88). MKH’ lerin hayvanlarda ve insanlarda
lenfositlerin ¢ogalmasini engelleyerek bagisiklik yanitlarmi diizenleyici etkileri oldugu

bildirilmistir. HLA 6zdes HKH’lerle birlikte nakledildiklerinde akut ve kronik GVHD’
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nin (Graft Versus Host Disease; Konagin karsi vericinin hiicrelerine reaksiyonu)
azalmasina neden olmustur. MKH ile ilgili klinik uygulamalarda son yillarda dikkat
ceken bir konu da kardiyak rejenerasyon caligmalaridir. MKH’ lerin kardiyak
rejenerasyonda iskemik kalp hastalarinda ventrikiiler yeniden diizenlenme ve diyastolik
fonksiyonlarmm yeniden diizenlenmesi gibi olumlu etkileri olusturabilecegi rapor
edilmektedir(89).

Bu olaylardan sorumlu olan molekiiler mekanizmalar ise; apoptozis direncinde artis,
VEGF salgilanmasinda artig, hiicresel diizeyde kan akiminda artig, mikrovaskiiler
yapida artis, gap junction iligkisi ve flizyon seklinde 6zetlenmektedir.

Son yillarda, otolog olarak farkli kaynaklardan elde edilen MKH’ler kullanilarak kemik,
kikirdak ve kornea gibi ii¢ boyutlu doku pargaciklarmin tiretilmesi gergeklestirilmis ve
bu iiretilen doku parcaciklarimin (6zellikle kemik ve kikirdak) klinik denemeler
kapsaminda insanlarda uygulanmasima baglanmastir.

Mezenkimal kok hiicre arastirmalarinda gergeklesen son 10-15 yildaki gelismeler
bircok hastalikta hiicresel tedavi ve doku miihendisligi uygulamalarmin 6nemli

biyolojik araglar1 olacagini gostermektedir.

2.10.4. Kok Hiicrelerin Potansiyel Kullanim Alanlar:

Kok hiicreler son yillarda tiim tip diinyasinin en ¢ok iizerinde durdugu ve her yil
yiizlerce yeni ¢alismanin yapildigi bir konu haline gelmistir. Doku miihendisligindeki
kullanimlarina ve hiicre bazli tedavilere ek olarak farkli bir¢ok sistemik ve lokal
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Kanser hastalarmin malign hiicrelerine
kemoterapoétik ilaclarin taginmasini saglayan genlerle modifiye edilmis mezenkimal kok

hiicrelerle yapilmig basarili calismalar mevcuttur.
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Kemik 1iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin, de novo myokard olusturdugu ve
miyokard enfarktlisi ve koroner arter hastaliklarinda intrakoroner kok hiicre
infiizyonunun kalp kasi rejenerasyonunda oldukca efektif oldugunu gdstermistir(90).
Bundan bagka oftalmolojide de arastirmacilar hasar gérmiis goze basarili bir sekilde
korneal kok hiicre transplante ederek gorme kabiliyetini restore etmislerdir(91).

Ayni hiicrelerin baska uyaranlarla noral hiicre serisine de doniisebildikleri gozlenmis ve
amyotrofik lateral skleroz gibi hastaliklarda spinal kordaki hasarli bolgeye verilen kok
hiicrelerin ablatif sinir hiicrelerini rejenere ettigi ve sonucgta lokomotor fonksiyonun
restore oldugu gosterilmistir(92). Yine en 6nemli metabolik hastaliklardan tip 1 diyabet
hastaliginda pankreasta insiilin salgilayan beta hiicrelerindeki hasar mekanizmasinin
molekiiler diizeyde anlagilmasi ile ilgili yiiz giildiiriicti calismalar yapilmistir(89).
Endotelyal progenitdr hiicre tedavisi ve terapotik vaskiilogenezin plastik cerrahide
cesitli uygulamalar1t vardir. Son zamanlarda problemli bolgelerde yeni damar
olusumunu arttirmak i¢in kok hiicre transplantasyonu uygulanmaktadir(93).

Sistemik dolasima enjekte edildikten sonra endotelyal progenitor hiicreler segici bir
sekilde iskemik dokulara yerlesir, boylece bu hiicreler iskemik flepleri kurtarmada
onemli rol oynayabilir. Bu nedenle terapdtik anjiyogenezin flep yasayabilirligini, yara
tyilesmesini gelistirme, doku cogalmasini hizlandirma potansiyeli olup tek basina
biiylime faktorlerinden daha cok, hiicreleri yenileyerek faydali olabilir.

Kok hiicrelerin daha once terapétik anjiyogenezis yapici etkileri birgok calismada
gosterilmis olup flep cerrahisinde kullanimma ait ilk ¢alisma ise Ichioka ve arkadaslar1
tarafindan yapilmistir(94). Sicanlarda yaptiklar: bu ¢aligmada, kemik iligi kaynakli kok

hiicrelerin dorsal cilt fleplerindeki revaskiilarizasyon iizerine etkisi arastirilmis ve
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kapiller dansitede iskemi reperflizyon hasarmi azaltici yonde belirgin artis tespit
etmislerdir.

Mezenkimal hiicrelerin vaskiiler endotelyal hiicrelere farklilasma kabiliyetleri oldugu
bilinmektedir. Zheng ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada VEGF-transduced
mezenkimal kok hiicrelerin iskemik fleplerde neovaskiilarizasyonu arttirdigi
gosterilmig(95).

Uysal C. ve arkadaslariin siganlarda yaptigi baska bir calismada adipoz doku kdkenli
kok hiicrelerin random patternli cilt fleplerinin  viabilitesini  arttirdigini
gostermislerdir(96). Kemik iligi kokenli kok hiicrelerin de sican cilt fleplerinde
neovaskiilarizasyonu arttirip flep dolasimia olumlu etkisi oldugu gosterilmistir(97).
Yine ayni ekibin bagka bir caligmasinda si¢an dorsal cilt fleplerinde olusturulan iskemi
reperflizyon hasarinin adipoz doku kdkenli kok hiicre uygulanmasi ve bir takim biiytime
faktorlerinin regiile edilmesi sonucu iskemi reperflizyon hasarmin Onlenebilecegi

gosterilmistir(96).

2.10.5. Adipoz Doku

Yag dokusu, baskim hiicre tipi yag hiicreleri (adiposit) olan bag dokusunun 6zel bir tipi
olup mezenkimal kokenlidir. Adipositler bag dokusunda tek basina olabilecekleri gibi
kii¢iik gruplar halinde de bulunabilir. Yag dokusu, zengin bir vaskiiler yatak ve sinir
agna sahip bir bag dokusu ile tam olmayan lobiillere boliinmiistiir. Adipositler, retikiiler
liflerden zengin ince ve ag seklinde bir yapi ile desteklenerek birbirlerine baglanirlar.

Yag dokusunda bulunan hiicrelerin yaklasik ticte ikisi adipositlerdir.

Diger hiicreler; ¢esitli kan hiicreleri, endotel hiicreleri, perisitler, fibroblastlar ve cesitli

farklilagsma evrelerinde olan onciil hiicrelerdir(98).
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Yag dokusu insanlarda ilk olarak embriyonel hayatin ii¢lincii ayindan itibaren viicudun
cesitli bolgelerinde (yanak, boyun, omuzlar, kalga, perirenal) goriilmeye baslar. Ilk
olarak i¢inde yag bulundurmayan yogun mezenkimal hiicre kiimeleri olusur ve bunlar
organize damar agiyla sarilir. Kapillerlerin ¢evresinde yogun yag igeren Oncli yag
hiicresi kiimeleri olusur. Yag dokusu gelisiminin son asamasinda yag hiicrelerinin
boyutu artarken bunlari ¢cevreleyen septalar olusur. Embriyogenez esnasinda yag dokusu
olusumu ile damar agi1 olusumunun siki bir iliksi i¢inde oldugu goriliir. Yag
hiicrelerinden salinan spesifik biiyiime faktorlerinin anjiogenezisi yonlendirmesi dnemli
bir konudur. Biiyiime faktorlerine ek olarak salman ‘monobutyrin’ yag dokuya spesifik

bir anjiogenez faktoriidiir (98).

Yag dokusu adipositlerin icerdigi lipid damlaciklarina gore unilokiiler (beyaz) ve
multilokiiler (kahverengi) yag dokusu olarak smiflandirilir. Beyaz adipositler sadece
biiyiik bir yag vakuoliine sahiptir. Yag asitlerinin depolanmasi ve kullanilmasindan rol
alirlar. Kahverengi adipositler multilokiilerdir ve hiicre icinde bol miktarda mitokondri

vardwr. Uyarildiklarinda depolanmig kimyasal enerjiyi 1siya doniistiirtirler.

Yag dokusunun gorevleri sunlardir; Enerji depolama, yagda eriyen vitaminleri
depolama, fiziksel koruma, 1s1 liretimi, adipokin (adipositokin) salinimidir. Adipokinler
yag dokudan salinan protein yapisindaki maddeler olup endokrin, parakrin ve otokrin

etkilere neden olurlar.

2.10.6. Kok Hiicre Kaynagi Olarak Adipoz Doku
Bugiine kadar mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak ¢cogunlukla kemik iligi kullanilmig
ancak son calismalara bakildiginda yeni kaynaklar tanimlanmistir. Zuk ve

arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada adipoz dokunun mezenkimal hiicrelerden oldukga
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zengin oldugu gosterilmistir(99). Adipoz dokudan elde edilen kok hiicrelerin kemik
iliginden elde edilen kok hiicrelere gore izolasyonlarinin daha az aci verici olmalari,
lipoaspirasyon yontemi ile kolayca ve bol miktarda elde edilebilmeleri nedeniyle adipoz
dokunun plastik cerrahide son yillarda kok hiicre kaynagi olarak kullanimi oldukca
yaygimnlagmistir.

Poznanski ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada yag dokusunun kok hiicre bakimidan
olduk¢a zengin bir doku oldugunu gostermistir(100). Ayrica adipoz doku santimetre
kiip basmna kemik iligine gore 100 ila 1000 kat daha fazla pluripotent hiicre

icermektedir(101).

2.10.7. Stromal Vaskiiler Fraksiyon

Stromal vaskiiler fraksiyon yag dokudan 6zel tekniklerle elde edilen bir {irtindiir. Yag
dokusu kiictik parcalara boliindiikten sonra kollajenazla muamele edilerek hiicreler arasi
baglantilar kirilir. Olusan siispansiyon santrifiij edildiginde ii¢ kisma ayrilir; listte olgun
yag hiicrelerinden agiga ¢ikan trigliserit, ortada olgun yag hiicreleri ve en altta SVF yer

alir (Resim 1).
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Resim 1: Fraksiyonlarma ayrilmis yag dokusu

Stromal vaskiiler fraksiyon igerisinde preadipositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, diiz
kas hiicreleri, perisitler ve kok hiicreler bulunmaktadir(98). Stromal vaskiiler fraksiyon
icerisindeki kok hiicreler uygun ortamlarda ¢ogalabilmekte, farklilasabilmektedir. Bu
hiicreler tedavi amagli doku yenilenmesinde biiyiik bir potansiyel olusturmaktadir. Yag
dokudan elde edilen kok hiicreler, kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerle ayni isleve

sahiptir. Yag dokunun avantaji daha kolay bir yontemle elde edilebilmesidir (102).

Stromal vaskiiler fraksiyonun, graniilosit makrofaj koloni uyaric1 faktér (GM-CSF),
damar endoteli biiylime faktorii (VEGF), hepatosit biiyiime faktori (HGF), bazik
fibroblast biiylime faktorii (b-FGF), ve transforming growth faktor -B (TGF- B) gibi
anjiogenik ve antiapoptotik sitokinleri liretme potansiyeli vardir. Hipoksik ortamda

stromal vaskiiler fraksiyondan VEGF saliniminin belirgin derecede artmaktadir (103).
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Anjiogenez, yani yeni damar olusumu, yara iyilesmesinde 6nemli bir basamaktir.
Dokularin islevlerini yerine getirebilmesi i¢in kendilerine 6zgii damarlanma yapisina
sahip olmalar1 gereklidir. Damar endoteli biiyiime faktorii, endotel hiicre biliylimesinin
giiclii bir uyaranmidir (104). Stromal vaskiiler fraksiyon igerisinde bulunan preadipositler
adipojenik Oncii hiicre olmalarmm yani swra mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerle
parakrin etkilesim gostermektedir. Preadipositler tarafindan salinan ‘monobutyrin’ bir
anjiogenik faktor olup endotelyal hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir (36,41).
Stromal vaskiiler fraksiyon igerisinde bulunan bir diger hiicre grubu fibroblastlardir.
Fibroblastlarin ana metabolik fonksiyonlari, kollajen, proteoglikan ve elastin sentezidir.
Fibroblastlardan salman keratinosit bliytime faktorii (KGF) epidermal hiicre biiylimesini
uyarir, TGF-8 ise fibrozisi ve gerilim kuvvetini artirir, platelet kaynakl biiylime faktorii
(PDGF) notrofil, makrofaj, endotel hiicrelerin ¢ogalmasmni1 ve kemotaksisini uyarir

(105).

Plastik cerrahide en 6nemli problemlerden biri biiyiik cilt defektlerinin kapatilmasidir.
Biiyiik defektleri kapatmada kullanilan ve kendilerine ait bir damar yatagma sahip olan
fleplerin, boyu uzadikca flep yasabilen kisminda azalma olmaktadir. Bu durumda flep
distalinde nekroz alanlar1 olugsmaktadir. Fleplerin yasayabilen kisimlarini arttrmak i¢in
cok sayida kimyasal, fiziksel ve cerrahi modifikasyon yapilmistir. Trombositten zengin
plazma (PRP) ve stromal vaskiiler fraksiyon (SVF), tipta genis kullanim alanlar1 olan,
etkinlikleri kanitlanmis, otolog kaynakli hiicresel tedavi lriinleridir. Buna ragmen
literatiirde, bu iki iiriniin flep yasayabilirligini arttirmadaki rolii {izerine yeterli sayida
calisma yoktur. Bu ¢alismada bizim amacimiz, rat dorsal derisinde kaldirilan McFarlane
flebinde, lokal olarak uygulanan PRP ve SVF’nin, flep yasayabilirligine olan etkisini

arastirmaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi
alnarak Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari

Laboratuari’nda yapildi.

Calismada deney hayvani olarak agirliklar1 250-350 gr arasinda degisen 24 adet
Sprague-Dawley cinsi erigkin disi sican kullanildi. Sicanlar uygun kafeslerde, 22420 C
sicaklikta ve 12 saat karanlk 12 saat aydinlik ortamin saglandig1 kosullarda barmdirildi.
Hayvanlarin beslenme ihtiyaglar1 standart laboratuar yemi ve su verilerek diizenli olarak
karsilandi. Sicanlar basit rastgele drnekleme yontemiyle her biri 6’sar adetten olusan

dort gruba ayrildi.

Gruplar:

Grup I: Flep alanina cerrahiden 1 hafta 6nce izotonik NaCl enjeksiyonu yapilan grup
Grup II: Flep alanina cerrahiden 1 hafta 6nce PRP enjeksiyonu yapilan grup

Grup III: Flep alanma cerrahiden 2 giin 6nce SVF enjeksiyonu yapilan grup

Grup IV: Flep alanina cerrahiden 1 hafta 6nce PRP + SVF enjeksiyonu yapilan grup
3.1. islemler:

3.1.1. PRP’nin Hazirlanmasi

Trombositlerin diger kan elemanlarindan ayrilip bir miktar plazma ilave edilerek TZP
haline getirilebilmesi icin gerekli olan kan, dondr olarak segilen 10 adet sicandan,
Ketamine HCI (Alfamine®-IM) ve Ksilazin HCl (Rompun®-IM) karigim ile saglanan

anestezi altinda intrakardiyak kaniilizasyon ile tiim viicut kanlar1 alinarak elde edildi.
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Elde edilen 150 ml kan, pihtilagmasini engellemek i¢in sitrat-fosfat-dekstroz (CPD)
soliisyonu ile, 5 ml kan/1 ml CPD oraninda karistirilarak santrifiij islemi i¢in uygun
olan dort plastik tiip igerisinde toplandi. Bizim kullandigimiz CPD soliisyonu kan
merkezlerindeki tiglii kan torbalar1 (Baxter Healthcare Corp, USA) igerisinden elde
edildi. Toplanan kan 220C sicaklikta ve 200 g devirde santrifiij cihazinda 20 dakika
boyunca santrifiije tabi tutuldu. Ustte toplanan acik sar1 renkli plazma ile en alttaki
kirmiz1 tabaka arasinda ince bir ara tabaka (buffy coat) izlendi (Resim 2). Uzerindeki
plazmayla beraber bu ara tabaka ayr1 bir tiipe alindi. Bu tiip ikinci kez 480 g devirde 20
dakika boyunca santrifiij edildi. Bu islem sonunda trombositten fakir plazmanin en istte

toplandig1 goriildii (Resim 3).

E
Resim 2: 1lk santrifiij sonras1 plazma ve Resim 3: Ikinci santrifiij sonrasi iki
kirmizi kan hiicreleri arasinda trombosit tabaka arasinda yer alan trombosit
ve lokositlerin olusturdugu ince tabaka konsantresi (ok)
(ok)

Olusan trombosit konsantresi ve trombosit fakir plazma (= fibrin yapistirici= FY)

ayristiritlip farkli tiiplere alindi. Trombosit konsantresi 1,5X1012 trombosit/It olacak

58



sekilde FY ile seyreltildi. Yapilan analizle trombositlerin ii¢ kat konsantre edildigi

saptandi (0,3-0,8X1012/ 1,5X1012 trombosit/It).

Trombosit zengin plazma, sigir kaynakli trombin preperati (Thrombin, Sigma-Aldrich,
Almanya) ile aktive edildi. 1000 {inite toz halinde trombin igeren iirlin, 10 ml %10’luk

kalsiyum kloriir ile karistirilarak 100 iinite/ml oraninda trombin soliisyonu elde edildi.

Calisma sirasinda TZP’nin 1 ml’sine 100 trombin soliisyonu ilave edilerek aktif hale
geemesi ve ortama biiyiime faktorlerinin salinimi saglandi(106). Elde edilen PRP
maksimum etki i¢in flep kaldirilmasi planlanan alana cerrahiden 1 hafta dnce enjekte
edildi(107). Akraba ratlarda kan gurubu uyumu aranmadigi i¢in farkli ratlardan

hazirlanan PRP’nin lokal uygulamasinda herhangi bir ret reaksiyonu goriilmedi.

3.1.2. SVF’nin Hazirlanmasi

Donor olarak hazirlanan anestezi altindaki 10 ratin inguinal bdlgeleri traslandi. Steril
%10 povidon iyot (Poviiodeks, Kim-Pa Ilag Lab. Tic. Ltd. Sti. Istanbul) ile temizlendi.
Her iki inguinal krize paralel olarak yapilan insizyon ile girilerek inguinal yag

yastik¢iklar1 eksize edildi (Resim 4). Insizyon alanlar1 3/0 ipek ile dikildi.
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Resim 4: Inguinal yag yastik¢iklarinm almmasi

Cikarilan yag dokular1 birkag kez fosfat buffer soliisyonu ile yikand1. ince doku makas1
ile kiiciik parcalara boliindii. Dokular %0.1 kollajenazla (Collagenase from Clostridium
histolyticum C0130, Sigma) muamele edilerek yavas ¢alkalamali su banyosunda 37°C
de 60 dakika bekletildi. Fosfat buffer soliisyonla (PBS, Sigma) seyreltilerek kollajenaz
uzaklastirildi.

Hiicre siispansiyonu 1300 rpm (260G) de iki kez beser dakika santrifiij edildi. Ustte
matiir adipositlerden olusan siipernatant kismi uzaklastirildi. Dibe ¢oken pellet kisim

filtreden siiziilerek ‘stromal vaskiiler fraksiyon’ olarak kullanildi (Resim 5).

Resim 5: Stromal Vaskiiler Fraksiyon (ok)

60



Yag doku kaynakli kok hiicrelerin non-immiinojenik profile sahip olmalarindan dolay1
SVF hazirlanirken tiim ratlardan toplanan yag dokular1 birlikte isleme alindi(108).

Elde ettigimiz stromal vaskiiler fraksiyon igerisindeki canli hiicrelerin sayimi i¢in 100
mikro litre (ul) SVF eppendorf tiipiine kondu, iizerine 100 mikro litre (ul) Trypan Blue
ilave edilerek pipetaj yapildi. Thoma lami diiz bir zemin {izerine kondu ve lamelin
yapismasi gereken sayim alani ¢ergevesinin lizerine lamel kapatildi. Thoma laminin her
iki yaninda bulunan kanallarin ortasinda kalan sayim alaninda, lamelin lam ile birlestigi
noktaya hazirladigimiz siispansiyondan 50 pl pipetlendi. Daha sonra thoma lami
mikroskobun tablasina yerlestirildi. Hiicreler tek tek sayilarak not edildi. Yaklasik

olarak 4x10°/ml canli hiicre tespit edildi.

Elde edilen SVF flep kaldirilmasi planlanan alana literatiirdeki veriler baz almarak

cerrahiden 2 giin 6nce enjekte edildi(109).

3.1.3. Anestezi

Anestezi, 35 mg/kg ketamin hidroklorid (Ketalar®, Eczacibasi-Tiirkiye) im. ve 5
mg/kg ksilozin hidroklorid (Rompun®, Bayer-Tiirkiye) im. ile saglandi. Anestezi

derinligi ¢cene ve iskelet kas tonusuyla izlendi.

3.1.4. Enjeksiyonlar

Gurup I: Kontrol gurubundaki deney hayvanlarina flep cerrahisinden 1 hafta once, flep
yapilmas1 planlanan alana, panniculus carnosus dokusu altina 2,5 ml serum fizyolojik
(SF) 21G enjektorlerle infiltre edildi.

Gurup II: PRP tedavi gurubundaki deney hayvanlarma flep cerrahisinden 1 hafta 6nce,
flep yapilmasi planlanan alana, panniculus carnosus dokusu altma 2,5 ml PRP 21G

enjektorlerle infiltre edildi (Resim 6).

61



Resim 6: Flep alanina PRP uygulanmasi

Gurup III: SVF tedavi gurubundaki deney hayvanlarina flep cerrahisinden 2 giin dnce,
flep yapilmasi planlanan alana, panniculus carnosus dokusu altina SVF enjekte edildi

(Resim 7).

Resim 7: Flep alanina SVF uygulanmasi
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Gurup IV: PRP+SVF tedavi gurubundaki deney hayvanlarina flep cerrahisinden 1 hafta
once, flep yapilmasi planlanan alana, panniculus carnosus dokusu altina 2,5 ml PRP ve
SVF enjekte edildi.

Tim guruplarda enjeksiyonlar flepte nekroza gitmesi en muhtemel kisim olan distalden

baslanarak flebin distal 2/3 {iniin tamamina uyguland1.

3.1.5. Cerrahi

Anestezi altindaki deney hayvaninin dorsal cilt derisi elektrikli tiras makinesi ile tiras
edildi ve %10 povidon iyot (Poviiodeks, Kim-Pa Ila¢ Lab. Tic. Ltd. Sti. Istanbul) ile
temizlendi. Tiim cerrahi islemler boyunca lokal steril sartlara dikkat edildi. Dorsal
ciltten 3x10 cm boyutlarinda, kaudal tabanli derinin tiim katmanlarini1 ve panniculus
carnosusu da igeren, Khouri’nin modifiye ettigi McFarlane flebi kaldirildi (Resim 8).
Kanama kontroliinii takiben, flep, 3-0 polipropilen siitlir ile devamli olarak yerine

yeniden dikildi (Resim 9).

Resim 8: McFarlane flebinin elevasyonu Resim 9: Flebin yerine iade edilmis hali
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3.2. Degerlendirme

3.2.1. Genel Degerlendirme

Calismaya dahil edilen hayvanlarda deney siiresince olusan genel degisiklikler her giin
gbzlemlendi. Postoperatif donemde agrilar1 olmamasi i¢in 2 giin boyunca fluniksin (1,1
mg/kg - Fluvile-IM) enjeksiyonlar1 yapildi. Siganlarin birbirlerine zarar vermelerini
onlemek icin her biri ayr1 kafeslerde barindirildi. Yara yerlerine postoperatif iki giin
boyunca giinde iki kez olacak sekilde %10’luk povidon iodine soliisyonu ile pansuman

yapild1.

3.2.2. Flep Nekroz Alanlarimin Degerlendirilmesi

Tiim gruplarda cerrahiden sonraki 7. giinde nekroz alanlar1 degerlendirildi. Bunun i¢in
tim hayvanlar sakrifiye edilerek supin poziyonda sabitlendi. Daha sonra, standart
yontem kullanilarak dijital fotograf makinesi (Coolpix P50, Nikon Inc, Japonya)
araciligiyla fleplerin fotograflar1 ¢ekildi. Cekilen fotograflar bilgisayar ortamima
aktarildiktan sonra Image Tool 3.0 programi yardimiyla, tiim flep alani, nekroz alani ve
sag kalan flep alani Ol¢iildii. Yara iyilesmesi ve nekrozla beraber goriilen flep

kontraksiyonu nedeniyle nekroz alani, toplam flep alanmnin yilizdesi olarak

degerlendirmeye alind.

3.2.3. Histolojik Degerlendirme

Tim gruplarda, cerrahiden sonraki 3. giinde, anestezi altinda, flep orta noktasindan 3
mm c¢apmda tam kat punch biyopsi Ornekleri alindi. Alman dokular %10’luk
formaldehit soliisyonuna konularak tespit edildi. Dort mikron kalinliginda alinan

kesitler, rutin protokole uygun olarak doku takip islemine tabi tutuldu. Daha sonra,
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dokular rutin mikroskopik inceleme i¢in Hematoksilen Eozin (HE) ile boyandi. Boyama
sonrasinda, dokular 151k mikroskobu altinda spesimenlerin hangi gruplara ait oldugunu
bilmeyen ayni histolog tarafindan incelendi ve her 6rnek i¢in 40x’lik biiyiitmede 5
sahadaki notrofil sayis1 hesaplandi.

Cerrahiden sonraki 7. giinde tiim gruplarda tiim deneklerin flep orta bolgesinden alinan
lem®lik tam kat biyopsiler 48 saat % 10’luk formaldehit iginde bekletildikten sonra
yeni olusan damar sayilar1 agisindan immunohistokimyasal yontem kullanilarak Abant
Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda
incelendi.

Rutin immunohistokimyasal islemler sonrasinda VEGF antikoru kullanilarak 40x
biiyiitme ile mikroskopta 20 alanda yeni olusan damarlar sayildi.

Kesitlerde yeni olugsmaya baslayan damar yapilarinin liimensiz ya da kismen limenli ve
kahverengi agirlikta boyanan epitel adaciklar1 seklinde belirdigi gozlendi. Her gruptan
yapilan kesitlerin tamaminda en fazla boya tutan 5 alan sayildiktan sonra ortalamalar1

almarak yeni olugsan damar sayilar1 saptandi.

3.2.4. VEGF ve bFGF Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Cerrahiden sonraki 7. giinde flep orta noktasindan, daha once yapilan punch biopsi
alaninin distalinden alinan 1 gr. agirligindaki doku 6rnekleri, soguk serum fizyolojik ile
yikanip -80 derecede bekletildi. Uygun tampon ile homojenize edildi. Homojenize
tamponun santrifiijii sonrasinda siipernatan kismmdan VEGF ve bFGF ekspresyonunun

degerlendirilmesi amaci ile enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) uygulandi.
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3.2.5. Istatistiki Degerlendirme

Elde edilen veriler, SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 18.0 paket
programina girilerek analiz edildi. Gruplar arasinda verilerin degerlendirilmesinde
anlamli fark olup olmadigini bulmak i¢in varyans analizi (One Way ANOVA) yapild1
Anlamli farki olusturan gurubun bulunabilmesi amaciyla guruplar arasi karsilastirmada

post hoc Tukey HSD testi yapildi. Anlamlilik diizeyi 0.05 olarak kabul edildi.

4. Bulgular

4.1. Genel Degerlendirme

Tiim denekler enjeksiyon ve cerrahi iglemleri herhangi bir komplikasyon gelismeden iyi
tolere etti. Cerrahi sonrasindaki yedinci giine kadar gozlemlenen hayvanlarda abse
formasyonu, seroma, total nekroz gibi istenmeyen bulgulara rastlanmadi. Cerrahi
sonrasi iglincli giinde fleplerin distalinde konjesyon gelisti. Cerrahi sonrasi yedinci
giinde ise nekrotik ve yasayan flep alanlar1 arasinda demarkasyon hatt1 belirgin sekilde
gozlendi. Yasayabilen flep alanlar1 pembe-beyaz, hafif gergin ve normal doku yapisinda

iken nekroza ugrayan alanlar kahverengi-siyah, sert ve krutlu goriiniimde idi (Resim10).

Resim 10: Nekroza ugrayan ve yasayabilen alanlar arasindaki demarkasyon hatt1
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4.2. Flep Nekroz Alanlarimin Degerlendirilmesi
Nekroz alaninin hesaplanmasinda Image Tool versiyon 3.00 programi kullanildi
(Resim11). Fleplerde nekroz alan total alana boliinerek grup iginde ortalama nekroz

olan alan yiizdesi hesapland:.

Fie Edt Anrototion Stads Flugdrs  Anelysis Processing Scrpt Settngs  Window  Help

2ofmaa] N leda] o] 28] 25 I.AI-_.II ﬁl 4| 'll. gt l!l fol |

Area | |

Mean 26316,50
Std. Dev. 13376,34
1 16658,00

2 3577500

18 Diraw the poiypon of afigse o maagure

I£3 »
| x=235=B5 v=[142.122.110] mrea = 16647 00 pixsls? t

Resim 11: Image Tool 3.0 programi kullanilarak flep yasayabilen oranlarinin

hesaplanmasi

Kontrol gurubunda ortalama yasayabilen flep alan1 % 61,70+ 6,16idi (% 69,68-54,64).
Sadece PRP enjeksiyonu yapilan gurupta ortalama yasayabilen flep alan1 % 83,2343,20
(% 78,85-87,29) iken , sadece SVF enjeksiyonu yapilan gurupta % 83,96+2,81 (%
79,51-87,01), hem SVF hem PRP enjeksiyonu yapilan gurupta ise % 89,68+2,02 (%

86,59-91,42) idi (Tablo 1).
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Tablo 4-1: Guruplardaki ortalama yasayabilen flep alanlar1 (* Isaretli guruplar ile

kontrol gurubu arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmustur. (p<0,05))

Yasayabilen flep alani oranlarn {i¢ tedavi gurubunda da (Gurup II, III ve IV)
kontrol gurubuna gore istatistiki olarak anlamli derecede artmis bulundu (p<
0.05). Tedavi guruplar1 arasinda, yasayabilen flep alani orani bakimindan

istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05) (Resim 12).
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Resim 12: Postoperatif 7. glinde yasayabilen flep alanlarmmin goriiniimii (a:
Kontrol gurubu b: PRP tedavi gurubu c: SVF tedavi gurubu d: PRP+SVF tedavi

gurubu)

4.2.3. Histolojik Degerlendirme

4.2.3.1. Notrofil Sayist

Flep cerrahisi sonrasi nétrofil invazyonunun en yiiksek olmasi beklenen 3. giinde
fleplerin orta kismindan 3 mm’lik tam kalinlikta punch biyopsi materyalleri alindi.
Orneklerde yapilan histolojik inceleme ile notrofil saymmi yapildi.

Kontrol grubunda ortalama notrofil sayist 20,004+2,28 (16-22) idi. Sadece PRP
enjeksiyonu yapilan gurupta nétrofil sayisi 11,00£2,09 (9-14) iken, sadece SVF
enjeksiyonu yapilan gurupta 11,83+2,13 (10-15), hem SVF hem PRP enjeksiyonu

yapilan gurupta ise 10,66+1,36 (9-12) idi (Tablo 2).
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Tablo 4-2: Guruplara gore hesaplanan ortalama nétrofil sayilar1 (* Isaretli guruplar ile

kontrol gurubu arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmustur. (p<0,05))

Notrofil sayilar1 ii¢ tedavi gurubunda da (Gurup II, IIT ve IV) kontrol gurubuna gore
istatistiki olarak anlamli derecede artmis bulundu (p< 0.05). Tedavi guruplar1 arasinda,

notrofil sayilart bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

4.2.3.2 Yeni Olusan Damar Say:si

Kontrol grubunda yeni olusan damar sayisi ortalama 56,33+8,28 (45-68) idi. Sadece
PRP enjeksiyonu yapilan gurupta damar sayisi ortalama 81,66+16,13 (64-102) iken ,
sadece SVF enjeksiyonu yapilan gurupta 77,33+11,27 (63-93), hem SVF hem PRP

enjeksiyonu yapilan gurupta ise 94,66+14,65 (45-118) idi (Tablo 3).
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Tablo 4-3: Yeni olusan damarlarin guruplara gore dagilimi (* Isaretli guruplar ile

kontrol gurubu arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmustur. (p<0,05))

Damar sayisi1 li¢ tedavi gurubunda da (Gurup II, IIT ve IV) kontrol gurubuna gore
istatistiki olarak anlamli derecede artmis bulundu (p< 0.05). Tedavi guruplar1 arasinda,

damar sayis1 bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

4.2.4. VEGF ve bFGF Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda ortalama VEGF diizeyi 284,60+55,87 (211,30-367,40) idi. Sadece
PRP enjeksiyonu yapilan gurupta VEGF diizeyi ortalama 451,86+90,82 (365,20-
576,10) iken , sadece SVF enjeksiyonu yapilan gurupta 431,30+42,87 (386,50-501,10),
hem SVF hem PRP enjeksiyonu yapilan gurupta ise 501,20+51,85 (417,40-571,00) idi

(Tablo 4).
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Tablo 4-4: VEGF diizeylerinin guruplara gore dagilimi (* Isaretli guruplar ile

kontrol gurubu arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmustur. (p<0,05))

VEGEF diizeyleri ii¢ tedavi gurubunda da (Gurup II, III ve IV) kontrol gurubuna gore
istatistiki olarak anlamli derecede artmis bulundu (p< 0.05). Tedavi guruplar1 arasinda,
VEGEF diizeyleri bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

Kontrol grubunda ortalama bFGF diizeyi 66,11+6,53 (58,00-75,50) idi. Sadece PRP
enjeksiyonu yapilan gurupta bFGF diizeyi ortalama 105,60+12,38 (93,30-126,50) iken ,
sadece SVF enjeksiyonu yapilan gurupta 113,65+£20,16 (92,20-140,70), hem SVF hem

PRP enjeksiyonu yapilan gurupta ise 113,81+13,24 (102,10-136,40) idi (Tablo 5).
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Tablo 4-5: bFGF diizeylerinin guruplara gore dagilimi (* Isaretli guruplar ile kontrol

gurubu arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmustur. (p<0,05))
bFGF diizeyleri ii¢ tedavi gurubunda da (Gurup II, III ve IV) kontrol gurubuna gore

istatistiki olarak anlamli derecede artmis bulundu (p< 0.05). Tedavi guruplar1 arasinda,

bFGF diizeyleri bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).
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5. Tartisma

Random paternli cilt flepleri, plastik cerrahide yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle
uzun fleplerin distalinde goriilen iskemiye bagli nekroz, hastanede kalma siiresini
dolayisiyla da tedavi maliyetini arttiran 6nemli bir sorundur. Yeterli kan akimina sahip
olmak, bu tur fleplerin yasayabilmesinde ¢cok 6nemlidir. Flep vaskiilaritesini bozan bir
yaralanma ve iskemi/reperfiizyon hasari, flepte tam veya kismi kayiplara neden
olabilmektedir. Riskli hastalarda bu fleplerin yasayabilirligini arttirmak amaciyla yogun
bir sekilde arastirmalar devam etmektedir. Bu ¢alismalarda flep vaskiilaritesini arttiran
ya da flebin hipoksiye direncini arttiran ¢ok sayida ajan ve yontem denenmistir (23, 34,
35). Ancak bu ajanlarin neredeyse hi¢biri klinik kullanim alani bulamamistir. Bunun
durumun baslica nedenleri arasinda kullanilacak ajanin maliyetinin fazla olmasi, elde
edilmesinin zor olmasi, yan etkilerinin fazla olmasi, donér morbiditesinin fazla olmasi,
uygulama zorlugu ve etkinliginin az olmasidir (110). Buradan hareketle flep
yasayabilirligini arttirmada kullanilacak olan bir ajanin ideal 6zellikleri; “ucuz olmasi,
kolay elde edilebilmesi, yan etkilerinin az olmasi ya da hi¢ olmamasi, donér morbiditesi
yaratmamasi, kolay uygulanabilmesi ve kullanildigi bdlgede etkinliginin yiiksek
olmas1” olarak sayilabilir (110).

Hiicresel tedaviler, 6zellikle de kok hiicre tedavileri, son yillarda tiim tip camiasinin en
cok iizerinde durdugu ve her yil ylizlerce yeni ¢alismanin yapildigi bir konu haline
gelmistir. Sundugu ve sunacagi muhtemel tedavi olanaklari diisiiniildiiglinde, halen
tedavisi miimkiin olmayan pek cok hastaliga care olmasi beklenmektedir. Plastik
cerrahide de ¢esitli kullanim alanlar1 bulan hiicresel tedaviler, son zamanlarda, flep

yasayabilirligini arttirmaya yonelik cesitli ¢alismalarda denenmektedir. Bu tip tedaviler
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arasinda Plateletten Zengin Plazma (PRP) ve yag doku kaynakli Stromal Vaskiiler
Fraksiyon (SVF) gelecek vadeden iki otolog {iriindiir. Yapilan deneysel ve klinik
calismalar bu iki Uriiniin yeni damar olusumunu arttirdigini ve yara iyilesmesini
hizlandirdigini vurgulamistir(111, 112).

Neovaskiilarizasyon karmasik ve genis bir anjiogenik faktor yelpazesi ile diizenlenen
bir siiregtir. Bu anjiogenik faktorlerin ¢ogunun neovaskiilarizasyonu in vitro ve in vivo
stimiile ettigi tanimlanmis ve gosterilmistir(113). Hem PRP hem de SVF’nin bu
anjiogenetik faktorler yoniinden oldukca zengin oldugu diisiiniiliirse, bu iki iiriiniin flep
yasayabilirligini arttirabilecegi hipotezi oldukca tutarlidir. Bunun yaninda iki iiriiniin de
antienflamatuar etkilerinin oldugunu gdsteren ¢alismalar da mevcuttur (114, 115).

Biz de bu caligmayi, PRP ve SVF’nin anjiogenik potansiyelinden yola ¢ikarak bunlarin
ayr1 ayr1 ve birlikte uygulandiginda neovaskiilarizasyonu hizlandirarak = ve
antienflamatuar etki gostererek random paternli cilt fleplerinin yasayabilirligini
arttiracag1 hipotezi ile planladik. Yaptigimiz literatiir taramasinda, PRP ve SVF’nin bu
amagcla kullanildig1 ve etkilerinin karsilastirildigr ya da birlikte kullanildiklarinda ne
gibi etkilerinin oldugunu arastiran herhangi bir calismaya rastlamadik.

Anjiyogenez, yeni kapiller olusumu icin endotel hiicrelerinin harekete gecmesi, goc
etmesi ve cogalmasini gerektiren, normal sartlarda erigskinlerde nadir gozlenmesine
ragmen tiimor olusumu, romatoid artrit ve diyabetik retinopati gibi patolojik durumlarda
kontrolsiiz olarak isleyen biyolojik bir mekanizmadir. Yakin zamanda arastirmacilar
bazi biiylime faktorlerinin dogrudan veya dolayli olarak anjiyogenezi uyardigini
saptamislardir. Biliylime faktorleri, kendilerine 6zgii hiicrelerin biyolojik aktiviteleri
iizerinde reseptorler yoluyla etkilerini gosteren, kii¢iik proteinler veya glikoproteinlerin

olusturdugu sitokinlerdir. Tek baglarina etki gosterebildikleri gibi bazilarinin sinerjistik
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etkilesimleri oldugu da anlasilmistir. Bu biiyiime faktorleri arasinda, “basic fibroblast
growth factor” (bFGF), “platelet-derived growth factor” (PDGF),“transforming growth
factor- B” (TGF- B) ve “vascular endothelial growth factor” (VEGF) en iyi bilinen ve
iizerinde en ¢ok calisilanlardir. Bunlar arasinda VEGF en gii¢lii anjiyojenik etki
gosterendir ve hipoksinin VEGF salmimini uyardigi saptanmistir(39, 48).

Daha once yapilan ¢alismalarda SVF’nin yara iyilesmesinde damarlanmay1 belirgin
olarak arttirdig1 gosterilmistir. Damarlanmadaki artis hem histolojik incelemede direk
tubiiler damar yapilarindaki artisin gosterilmesi ile hem de immiinohistokimyasal
analizde VEGF diizeyinin artis1 ile gosterilmistir. Yapilan calismalrda stromal
hiicrelerin  anjiogenik etkisinin endotel hiicrelerin ¢ogalmasina, apopitozun
azaltilmasma ve VEGF salmiminin artisgina bagli olarak gerceklestigi gdsterilmistir
(103). Koh ve ark. yaptig1 bir ¢calismada SVF’ nun sebep oldugu VEGF artisinin doku
hasarma cevap olarak gelisen mekanizmadan ziyade, SVF’nun igerigindeki kanin
endotel kaynakli hiicrelerinden ileri geldigi belirtilmistir (112). SVF uygulanan
dokulardaki bFGF artis1 da aym1 mekanizma ile aciklanabilir. bFGF tek basma
anjiogenezi uyarabildigi gibi VEGF ve TNF-a ile birlikte oldugunda maksimum
anjiojenik etkisini gosterir. Kollajenaz enzim salimimi ve kapiller endotelyal hiicre
proliferasyonunu arttirarak anjiogenezi baslatir(63, 64, 116). Khouri ve Uhl bFGF’nin
tek basina flep sagkalimina etkilerini arastirmak i¢in kullanmis ve basarili sonuglar
bildirmislerdir(33, 66). Kisacas1 SVF igerigindeki hiicresel komponentlerin barindirdigi
basta VEGF olmak iizere, bFGF ve bezeri diger biiylime fakorlerinin etkisi ile yeni
damar olusumunu belirgin ve hizli bir sekilde arttirmaktadir (112). Bizim ¢alismamizda
da SVF tedavisi uygulanan guruplarda (III ve IV) yeni damar olusumu kontrol gurubuna

gore fazla 1di.
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PRP ile fibrin yapistiricinin farki PRP’de trombosit konsantrasyonunun fazla, fibrinojen
konsantrasyonunun az olmasidir. Daha az fibrinojen igerdigi i¢in ¢ok kat1 bir fibrin pihti
olusmadigi, bu nedenle yara iyilesmesini engellemeyip, bilakis igindeki biiyiime
faktorleri sayesinde bu olay1r hizlandirdig1 distiniilmiistiir (117). PRP’nin igerigindeki
trombositler aktive oldugunda alfa graniillerdeki bioaktif molekiiller ve biiyliime
faktorleri salmarak rejenerasyon ve revaskiilarizasyon siirecini baglatmaktadirlar. bFGF
ve VEGF bu graniillerdeki en 6nemli biliyiime faktorleri arasinda yer almaktadir.
Yapilan deneysel calismalarda lokal olarak uygulanan PRP’nin random paternli deri
fleplerinin yasayabilirligini arttridig1 gosterilmistir(107).

Sonuglarimiz yukarida bildirilen ¢alismalar ile uyumlu idi. Ug tedavi gurubunda da
bFGF ve VEGF diizeyleri kontrol gurubuna gore anlamli derece yliksekti. Bu
sonuclarin, her iki iriiniin de igeriginde bulunan biiyiime faktorlerinin, yeni damar
olusumu iizerine olan dolayli ve dogrudan etkilerden kaynaklandigini diisliniiyoruz.
Takikawa ve ark. yaptig1 bir ¢alismada PRP’nin igerigindeki biiylime faktorlerinin
sadece yeni damar olusumunu arttirarak degil, ayn1 zamanda adipoz doku kaynakli
hiicrelerin proliferasyon ve diferansiasyonunu da arttirarak etkilerini gosterdigini
bildirmislerdir(107). Cervelli ve ark. PRP ve SVF karisimin1 post travmatik alt
ekstremite yaralanmasi olan hastalarda denemis ve basarili sonuglar elde etmislerdir
ancak adipoz doku kaynakli hiicrelerin PRP’nin igerigindeki biiylime faktorleri
tarafindan aktive edildigini gosteren yeterli ¢calisma yoktur(118).

Bizim c¢alismamizda PRP ve SVF’nin birlikte uygulandigi gurup 1V’te hem fleplerin
yasayabilen oranlari, hem yeni olusan damar sayilari, hem de VEGF ve bFGF orani
diger tiim guruplara gore yiiksekti. Her ne kadar bu fark istatistiksel olarak anlamli

degildiyse de SVF igerigindeki pluripotent hiicrelerin PRP icerigindeki biiyiime
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faktorleri tarafindan aktive edildiginin bir gostergesi olabilir. Bu nedenle Takikawa ve
arkadaslarinin bulgularini destekleyecek yeni calismalara ihtiyag¢ vardir.

Literatiirde iskemi-reperflizyon hasarinin dnlenmesi amaci ile tanimlanmis ¢ok sayida
yayin mevcuttur. Iskemi reperfiizyon sonrasi olusan hasardan primer olarak nétrofiller
ve onlarin olusturdugu serbest radikaller sorumlu tutulmustur(119). Postiskemik
dokularm ¢ok sayida enflamatuar hiicre tuttugu cok iyi bilinmektedir. Ozellikle
notrofiller reperflizyon hasarinin primer mediatérii olarak kabul edilmektedir. Aktif
haldeki notrofiller arasidonik asit metabolitleri salgilayarak, yumaklasan trombositler ve
eritrositler ile birlikte reperflizyon sonrasi kapillerlerin obstriiksiyonuna yol acarlar.
Biitiin bu hiicresel metabolik olaylar sonucu vaskiiler okliizyon ve sonrasinda flep
nekrozu gelisir. Hiicreler arasindaki iligkiler tam olarak bilinmemesine ragmen bir¢ok
calismada polimorfoniikleer lokositlerin yiizeyinde ve vaskiiler endotel hiicrelerin
yiizeyindeki hiicre adhezyon molekiillerinin birbirleri ile iligkiye gegmeleri sonucu
damar gecirgenligin artarak doku 6demine yol agtig1 gosterilmistir. Bundan dolay1 son
calismalar Ozellikle notrofillerin fonksiyonlari iizerinedir. Yapilan bir¢cok calismada
dokularda notrofil sayismi azaltan ajanlarin flep yasayabilirligini de arttirdig:
gosterilmistir(119, 120).

Bu arastirmacilardan Rehman ve Kim yag doku stromal hiicrelerinin ¢esitli sitokinler
salgilayarak anti-apopitotik etkinlik gosterdigini ortaya koymustur(103, 114). Gonzales
ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada adipoz doku kaynakli hiicrelerin otoimmiin yaniti
ve enflamasyonu azalttig1 gosterilmistir. Lokal olarak enjekte edilen bu hiicreler ¢esitli
enflamatuar sitokin ve kemokinlerin sentezini azaltmakta ayn1 zamanda antienflamatuar
sitokin olan interlokin-10’nun salinimini arttirmaktadir (115). Kim WS tarafindan

yapilan bagka bir ¢calismada ise tam kat eksizyonel yara modeli iyilesmesinde dermisteki
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inflamatuar hiicre yogunlugunun ADSC uygulanan grupta daha az oldugu gosterilmistir
(114). Yine kronik iskemik myokardli deneklerde yapilan baska bir ¢caligmada adipoz
kaynakli SVF uygulananlarda neoanjiogenezin yani sira antienflamatuar etkinin de
arttig1 gosterilmistir (112).

PRP’nin igerigindeki bircok kemoatraktan sitokin ve biiyiime faktorii nedeni ile
inflamatuar hiicre sayisinda artisa yol agmasi beklenmektedir. Ancak Weiwei ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada PRP enjekte edilen deney gurubunda inflamatuar
hiicre sayis1 kontrol gurubuna gore azalmis bulunmustur. Yazarlar bu durumu PRP’nin
iceriginde bulunan ve fibroblast aktivasyonu ile epidermal rejenerasyonu hizlandirarak,
yara lyilesmesinin inflamatuar fazimi kisaltan Epidermal Biiyiime Faktoriiniin (EGF)
etkisine baglamislardir (121).

Biz de ¢alismamizda tiim tedavi guruplarindaki nétrofil sayisini, kontrol gurubuna gore
anlaml diizeyde daha diistik bulduk. Bu etkinin SVF uyguladigimiz gurup 11 ve gurup
IV’te SVF’nin anti-apoptotik ve anti-inflamatuar etkisine, PRP uyguladigimiz gurup
II’de ise PRP’nin iceriginde bulunan ve inflamatuar fazi hizlandirarak notrofil go¢iinii
simirlandiran EGF’ye bagli oldugunu diisiiniiyoruz. SVF’nin anti-apoptotik etkisi son
yillarda giderek artan bir sekilde ¢alisilmigsa da PRP’nin bu etkisini kanitlamak igin
daha ¢ok kontrollii deneye ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.

Yukarida tartigilan faydali etkilerinin yani sira SVF ve PRP’nin lizerinde durulmasi
gereken diger bir 6nemli 6zellikleri ise elde edilmelerindeki kolayliktir.

Saflastirilmis yag doku kaynakli kok hiicrelerinin etkinligi heterojen hiicre karigimindan
olusan SVF ile karsilastirildiginda in-vitro farklilasma potansiyeli daha fazladir. Ancak
SVF den ADSC izolasyonunda daha fazla teknik ekipmana ihtiyag duyulmakta, daha

uzun zaman gerektirmekte ve tedavi maliyetini yiikseltmektedir. Kemik iliginden kok
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hiicre elde edilmesi de yag dokuya gore daha zor bir igslemdir. Yag doku kaynakli kdk
hiicreler kolay elde edilebilen zengin bir otogreft kaynagidir (122). Ayni1 sekilde PRP de
hastanin kendi kanmnin bir takim santrifiij ve aktivasyon islemlerinden gegirilmesi ile
elde edilen bir otolog iirlindiir. Her iki {irtinde de herhangi bir immiin reaksiyon ya da
hastalik bulasma riski s6z konusu degildir. Bu 6zellikleri nedeni ile her iki {riinde
Rochrich’in tamimladigi “ideal ajan” tammmma olduk¢a yakindirlar. Iki iiriiniin de
ilerleyen yillarda tibbin her alaninda oldugu gibi plastik cerrahide de giderek artan bir
sekilde kullanima girecegini diisinmekteyiz. Ancak klinik kullanimlarindan 6nce yeterli
giivenilirlik ve etkinliklerinin olup olmadiginin ¢ok sayida ¢alisma ile degerlendirilmesi

gerekmektedir.
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6. Sonug¢

Calismamizda, PRP ve SVF’nin ayr1 ayr1 ve birlikte kullanildiginda random paternli
deri fleplerinin yasayabilen kismimi arttirdigini ve bu etkilerini igeriklerindeki biiyiime
faktorleri ve proaktif hiicrelerle hem neoanjiogenezi arttirarak hem de inflamatuar hiicre
birikimini azaltarak gerceklestirdiklerini gosterdik. Bu iki iiriin kolay elde edilmeleri,
ucuz olmalari, otolog olduklarindan giivenli olmalar1 nedeni ile gelecekte ¢ok genis
kullanim alan1 bulacaktir. Ancak bu iirlinlerin etki mekanizmasi ve uzun dénem
sonuglar1 ile ilgili daha cok sayida denek iceren deneysel ¢alismalarin yapilmasina

ihtiya¢ vardur.
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