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OZET

INSULIN, METOPROLOL VE DEFEROKSAMININ SICANLARDA YAG
GREFTIi SAG KALIMI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Amag: Yag greftleme, plastik cerrahide yaygin kullanilan prosediirlerden biridir. Yag
grefti sag kalimmu artiran; insilin, biiylime faktorleri, ostradiol, beta blokerler ve
deferoksamin gibi birgok materyal bildirilmistir. Bu ¢alismanin amaci insiilin,

metoprolol ve deferoksaminin yag greft sagkalimi lizerindeki etkilerini kiyaslamaktir.

Yéntemler: 17 adet erkek Sprague Dawley sicanin kasik yag yastiklari rezeke edildikten
sonra greft olarak birbirine yaklasik esit dort par¢aya boliinmiistiir. Hazirlanan greftler,
hassas tartiyla agirlik olarak esit dlgiilerek kaydedilmistir. Greftler tiim si¢anlarin sirt
bolgelerinde kendileri i¢in belirlenen dort ayri kadrandaki cilt alti alict bolgelere
yerlestirilmistir. Insiilin ve metoprolol grubu yag greftleri yerlestirilinceye kadar regular
insiilin ve metoprolol soliisyonlarinda inkiibe edilmistir. Deferoksamin ve kontrol grubu
yag greftleri inkiibasyon islemine tabi tutulmadan yerlestirilmistir. Cerrahi iglem sonrasi
kontrol grubu yag greftlerine her 3 giinde bir 10 doz NaCl soliisyonu enjekte edilmistir.
Deferoksamin grubu yag greftlerine her 3 gilinde bir 10 doz deferoksamin soliisyonu
enjekte edilmistir. 3 aylik greft olgunlasma doneminden sonra, greftler yalnizca
cevrelerindeki fibroz kapsiillerini igerecek sekilde eksize edilmistir. Greftler hassas
tartryla agirlik olarak 6lgiildiikten sonra, histolojik incelemeye ve immunohistokimyasal

olarak perilipin, CD31 ve CD34 ile degerlendirmeye tabi tutulmustur.

Bulgular: Calisma oncesi ve sonrasi greft agirliklari arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark izlenmemistir (p > 0.05). Perilipin boyama oranina gore, metoprolol grubu yag
greftleri kontrol ve insiilin grubu yag greftlerinden %30 daha fazla istatistiksel olarak
anlamli sag kalim gostermistir (sirasiyla p < 0.05 ve p < 0.01). CD31 aktivasyon
oranlari, deferoksamin ve insiilin grubu yag greftlerinde metoprolol grubuna gore
anlamli derecede fazla izlenmistir (p > 0.05). CD34 boyama oranlarina gore, gruplar

arasinda arasinda anlamli farklilik goriilmemistir (p > 0.05).

Sonuglar: Calismamizda, yag greft sag kaliminin, metoprolol inkiibasyonu ile arttigi
gosterilmistir. Diisiik kok hiicre sag kalim oranlari, adipogenez déneminin 3 ayda sona

erdigini gostermistir.



ABSTRACT

EFFECTS OF INSULIN, METOPROLOL AND DEFEROXAMINE ON FAT
GRAFT SURVIVAL

Background: Fat grafting is a widely used procedure in plastic surgery for both
reconstructive and aesthetic purposes. Many substances have been reported to increase
the survival of fat grafts, including insulin, growth factors, oestradiol, beta-blockers and
deferoxamine. The aim of this study was to compare the effects of insulin, metoprolol

and deferoxamine on fat graft survival.

Methods: Inguinal fat pads of 17 male Sprague Dawley rats were resected and split into
four parts as grafts. The grafts were placed in subcutaneous pockets in four quadrants on
the back area of the rats. Insulin and metoprolol group fat grafts were incubated in
regular insulin and metoprolol solutions, until they were placed. Deferoxamine and
control group fat grafts were placed without incubation. After surgery, the control group
fat grafts were injected with 10 doses of NaCl solution once every 3 days, and the
deferoxamine group fat grafts were injected with 10 doses of deferoxamine solution
once every 3 days. After a graft maturation period of 3 months, the grafts were
harvested for weighing, and evaluated histologically, and immunohistochemically with
perilipin, CD31, and CD34.

Results: There were no significal differences between the grafts in pre- and post-study
grafts weights (p > 0.05). According to the rate of perilipin staining the metoprolol
group fat grafts had 30% higher survival than the control and insulin group fat grafts (p
< 0.05 and p < 0.01, respectively). CD31 activation rates were significantly higher in
the deferoxamine and insulin group fat grafts than in the metoprolol group (p > 0.05).

CD34 staining rates did not differ between any groups (p > 0.05).

Conclusions: Fat graft survival was increased by incubation with metoprolol. Low
survival rates of stem cells demonstrated that the period of adipogenesis ended at 3

months.



1. GIRIS

Yag grefti uygulamalarinin tarihi ilk olarak 19. yiizyil sonlarina dek uzanir. 1893
yilinda Gustav Adolf Neuber (1850-1932) orbita c¢evresinde tiiberkiilloza bagli
gecirilmis osteomyelite ikincil doku defekti ve nedbelesmeyi tedavi etmek amaciyla
koldan orbita bolgesine yag doku naklini uygulamistir. Yine ayni donemde Neuber

sifilize ikincil ‘eyer burun’ deformitesini ayni yontemle tedavi etmeye ¢alismistir (1-7).

Edinsel ve dogumsal kusur ve hastaliklar ve yaslanma sonucu olusan yumusak
doku hacmindeki eksilme ve kayiplar hastalarin yasam kalitesini goriiniis ve islevsel
olarak degisen Olcililerde bozmaktadir. Giiniimiizde bu kayiplarin onarimi plastik
cerrahide uygulanabilirligi yiiksek tekniklerin cerrahi uygulamalara dahil edilmesiyle
birlikte hem deneysel arastirmalarda hem de klinik uygulamalarda tizerinde en ¢ok
kaynak ve mesai harcanan sahalardan biridir. Ge¢miste otolog yani 6z dokuya alternatif
bircok materyal bildirilmistir (8). Ancak sentetik materyallerin kullanim1 fibr6z kapsiil
kontraksiyonu, alerjik reaksiyonlar, distorsiyon, yer degistirme ve uzun donemde
rezorpsiyon gibi pek cok hasta konforu ve cerrahin motivasyonu agisindan olumsuz
durumlarla sonuglanabilmektedir (4,5,9-11). Onarim cerrahisinin ‘benzeri benzeriyle
onar’ temel prensibi dolayisiyla otolog dokunun kullanimi ve teknigin iyilestirilmesi
plastik cerrahi 6nderliginde tiim tibbi brans ve uygulamalarda zamanla artan bir ivme
gostermektedir (6,12-17).

Yag doku ideal yumusak doku dolgu ozelliklerini tagimaktadir; doku uyumu
tam, komplikasyon orani diisiik, ucuz, kolay ve tekrarlanabilir bir uygulamadir (4,5,18—
23). Bu ozellikleri sayesinde yag doku grefti uygulamalari, estetik cerrahi ve onarim
cerrahisinde sik yapilan ameliyatlar arasinda yerlerini almistir (1,9,12-15,17,20,24-29).
Yaglanan cildin formunu geriye dondiirmek, ciltteki nedbe dokusunu yumusatmak ve
bunun getirdigi cilt kalitesinde artig, bir kontur defektini gidermek, yiiz, meme, kalca
gibi bolgelerde estetik amacgli projeksiyon artisi, radyoterapi gérmiis ciltlerde goriilen
sertlesmeyi gidermek, bir bolgedeki doku azligini gidermek yag doku greftinin kullanim
alanlarindan sadece birkagidir (1,5-7,9,12,13,15,18,22,30-32). Yag doku greftinin
rezorpsiyonuna bagl greft hacim kayiplar1 bu islemin en c¢ok elestiri goéren noktasidir
(1,13,20,25,28,32-36). Yag doku greft uygulamalarinda sag kalim agisindan giivenilir,
tekrar edilebilir sonuglarin elde edilebilmesi igin gerekli kosullar {izerine caligsmalar
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yapilmis ve bu plastik cerrahide ©6nemli sorular arasinda yerini almistir (21—
23,25,32,37-39). Bu nedenle, yag greft hiicrelerinin canlilik oranlarini artirmak igin
uygulanan cerrahi teknikler iizerinde yapilabilecek gelistirmeler biiyilk 6nem arz
etmektedir. Alic1 yatak segimi, alict sahadaki beslenme, kanlanma ve yeni damar
olusumu siirecinin hizlandirilmasi ve giiclendirilmesi yag doku greftleme iglemlerinin
bagar1 ve tahmin edilebilirliginin artirillmasi adina arastirmacilarin  dikkatlerini
kaydirdig: giincel ¢alisma alanlaridir. Son donemde bu konu {izerinde yapilan deneysel
caligmalarin biiylik kismi alic1 saha ve greft kanlanmasinin artirilmasi iizerine kaymas;
bu amagla adipositlerin ve onciillerinin biiyiime ve c¢ogalmasimi uyarict etkisi
gosterilmis bircok etken madde ve yontem denenmis ve bir¢ok olumlu sonug

bildirilmistir (5-7,13,19,23,28,32,34,35,40,41).
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1.1. Yag Dokunun Metabolik Rolii ve Onemi

Insanlarda yag dokusunun %350’si cilt altinda, %15’i omentum ve mezenterde,
%15-20’s1 lireme organlar1 ¢evresinde, %12’si bobreklerde ve %5-8’1 kaslar arasinda

yer almaktadir (22).

Yag dokusunun temel gorevlerinden birisi enerji depolamaktir. Adiposit
metabolizmas1 hormonlar ve sitokinler araciligi ile endokrin, parakrin ve otokrin olarak
diizenlenir. Adipositlerde bulunan reseptorler; hiicre membraninda bulunan hormon
sitokin reseptorleri (leptin, insiilin, TSH, anjiyotensin-2 vs), adrenerjik reseptorler (B1,
B2, al, a2), lipoprotein reseptorler (VLDL, LDL, HDL) ve hiicre i¢inde bulunan
niikleer reseptorler olmak tiizere iki gruptur. Hiicre fonksiyonlart bu reseptorlerin
uyarilmasi ile olusan sinyallerle diizenlenir. Adipositlerin bu uyaranlara leptin basta
olmak {izere birtakim hormonlar, biiyiime faktorleri ve bazi sitokinler araciligiyla
endokrin, parakrin ve otokrin yanitlar verdigi bilinmektedir. Bu yiizden yag dokusu
giiniimiizde, enerji dengesini ve kendi metabolizmasini diizenleyen énemli molekiilleri
sentezleyip kan akimima verme kapasitesine sahip, endokrin bir organ olarak ele

alinmaktadir. (42)

Adipositler endokrin bezlerden salgilanan hormonlara yanit olusturmanin
yaninda, diger hiicreler tarafindan tanman ve kullanilan, peptid ve peptid olmayan;
adenozin (antilipolitik ve vazodilatator etkili), anjiyotensin II (vazokonstriktor) ve
prostoglandinler gibi faktorler sentezleme ve salgilama yetenegindedir. Ayrica yag doku
seks steroid hormonlarinin sentez ve aktiflesmesinde onemli gorevler iistlenmektedir.

(43)

Adipositler lipoprotein lipaz sentez ve sekresyonunda dnemli rol oynamaktadir.
Lipoprotein lipaz (LPL), apolipoprotein-E ve kolesterol ester transfer protein enzimleri
sayesinde silomikron ve VLDL’den yag asitlerini kopararak hiicre i¢ine girmesini
kolaylastirir. Bu gibi yetenekleri sayesinde trigliserid depolama veya depolanmis olan
yagin, yag asidi seklinde kana verilmesi yani lipoliz/lipogenez dengesi adipositlerin
temel fonksiyonlarindan biridir. Yag dokusu insanlarda serbest yag asitlerinin ana
kaynagidir. Negatif enerji dengesi durumunda adipositler trigliserid depolarin
kaybeder. Yag hiicreleri enerji depolama ve liretme gorevlerini yerine getirirken pek cok

sistem tarafindan kontrol edilmektedir. (44)
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Yag dokunun temel metabolik gorevleri (Resim 1);
1) Lipid metabolizmasi

a. Fazla enerjinin trigliseridlere ¢evrilerek depolanmasi

b. Thtiya¢ durumunda depo trigliseridlerin yag asitlerine doniistiirerek

kana verilmesi
2) Endokrin aktivite
a. Hormon metabolizmasi (leptin, adiponektin, resistin vs)
b. Biiylime faktorlerinin salinimi (IGF-1, TGF- vs)
c. Sitokin iiretimi (TNF-a, IL-6 vs)
3) Noral yolla metabolik kontroliin saglanmasi
a. Sempatik sinir sistemi (B1, B2, B3, 01, 02)
4) Istah diizenlenmesi (leptin metabolizmast)
5) Yapisal destek saglamak
6) Immiinolojik yanit olusturulmasi (TNF-a, IL-6, TGF-p vs)
7) Lokal kan akiminin diizenlenmesi (adenozin, anjiyotensinojen,

prostoglandinler vs)

8) Yagda ¢ozilinen vitaminlerin depolanmasi (baslica A, D, E, K vitaminleri)

9) Termoregiilasyon

10) Seks hormon sentez ve aktiflestirilmesi

olarak sayilabilir. (45)

Leptm
FFA AR IL-6

Others — INF-a
<l ) —
. i ¢
: y )
<. WAT ) = Sex
Angiotensin - \ o ) s
e 1 N .
Adiponectin
PAI-I
Resistin Glucocorticoids
Visfatin

Resim 1: Yag dokunun bazi metabolik gérevleri (46)
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1.1.1. Yag Dokuda Insiilinin Yeri

Insiilin, sindirim ve metabolizmada biiyiik roller iistlenen pankreasin langerhans
adaciklarinin ortalarinda yerlesik B hiicreler tarafindan salgilanan metabolik dengenin
ana belirleyicilerinden biri olan endokrin etki gdsteren bir hormondur. Uretiminde veya
etki gostermesinde ortaya c¢ikan yetesizlikler halk arasinda diyabet olarak bilinen
diyabetes mellitus hastaligina yol agar. Temelde P hiicrelere karsi gelistirilen
antikorlarla ortaya cikan iiretim yetersizligi tip I diyabet, periferik insiilin direnciyle
ortaya c¢ikan etki yetersizligi tip II diyabet olarak ikiye ayrilir. Insiilin ve IGF-1
reseptorleri yakin benzerlik gosterirler ve tirozin kinaz reseptorleri ile yakin
iliskidedirler. Aktivasyonlar hiicre i¢inde bir dizi fosforilasyon reaksiyonunu tetikler ve
bu durum Ras-MAPK ve PI3K-Akt yolaklarinin aktivasyonuna neden olur. PI3K-Akt
glukoz transportu, lipid sentezi, glukoneogenez ve glikojen sentezini artirmak gibi
inslilinin metabolik etkilerinin cogunu kontrol eder. Ayrica hiicre dongiisii ve
canliligiin siirdiiriilmesinde rol alir. Ras-MAPK ise hiicresel proliferasyon ve gen

transkripsiyonunda gorev alir. (47,48)

Insiilin karbonhidrat, yag ve protein iiretimini tetikledigi icin baslica anabolik
hormonlardandur. Insiilin, asetil-CoA karboksilaz indiiksiyonu sayesinde yag asitlerinin
sentezini uyarmakta ve yag doku hipertrofisine yol acarak lipojenik aktivite
gostermektedir (49,50). 2000 yilinda Yiiksel ve arkadagslari insiilinin yag grefti sag
kalimin1 artirmadaki etkisinin IGF-1 ile (40); 2010 yilinda Hong ve arkadaslar ise
yayinladiklar1 makalede insiilinin yine yag grefti sag kalimi {lizerine olan etkisinin bFGF
gibi biiylime faktorleriyle benzer oldugu bildirmistir (51).Sonugta insiilin ve IGF-1’in

net etkileri lipogenez lehinedir (Resim 2).

13



Insulin @
IGF-1

IR or IGF-1R

PIP,

GTP p{She
y e R O
P P P
Lipid
synthesis
|
P Gluconeo- J 7 nE J * p"tcrsz'alriggz?t
l genesis v\ P P P p
P\ ” /[Foxo] [TSC-2ITSC- P —P Metabolism
el v v
l transcrnphoV o P —> Survival
Proliferation e ¥ ii %, synthesis, p
ipi .
synthesis'  (SREBP1] (4EBP1)  seK | ":2";2 _, Cell
p27 CyC'e
Protein
synthesis

Resim 2: Insulin ve IGF-1 reseptorleri (IR ve IGF-1R) yakin benzerlik gosterir.
Uyarilmalart Ras-MAPK ve PI3K-Akt yolaklarinin aktivasyonuna neden olur (47).

1.1.2. Yag Dokuda B1 Reseptorlerin Onemi

Yag doku metabolizmasi otonom sinir sistemi sayesinde nororegiilasyonla da
diizenlenmektedir. Sempatik (adrenerjik) ve parasempatik (kolinerjik) sistemin her ikisi
de yag doku lipolizini etkilemektedir (42,44). Bu mekanizmada sempatik sinir sistemi
baskin olup egilim lipoliz lehinedir. Yapilan ¢aligmalar bu innervasyonda sempatik sinir
sisteminin baskin oldugunu gostermektedir. Bernard Slavin yaymnladigi elektron
mikroskobik bir ¢alismada adipositlerin %3’{iniin direkt innervasyona sahip oldugunu
bildirmektedir (52). Sempatik sinir sisteminin lipoliz/lipogenez dengesi iizerindeki
roliiniin yaninda yag dokudaki hiicre sayisi iizerine de etkili oldugu bilinmektedir.
Sicanlarda retroperitoneal yag dokunun denervasyonunun doku agirligini ve hiicre
sayisini artirdigi bildirilmistir (44). Lipid metabolizmasinda rol oynayan lokal etkili

hormon ve substrat konsantrasyonlar1 da kan akimi diizenlenmesinde etkilidir (53).
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o adrenerjik reseptorler antagonist etkilerinden dolay1 lipogenez yoniine egilim
olustururlar. By, B2, B3 adrenerjik reseptorler ise agonist etki gosterirler ve dolayisiyla
lipoliz egilimindedirler (31). Adenilat siklaz aktivasyonu ikincil haberci olarak
kullanilan siklik AMP miktarinmi artirarak HSL’1n (hormona duyarli lipaz) ve perilipinin
forforilasyonu iizerinden lipolizi (Resim 3) baslatmaktadir (45,54). B1, B2 adrenerjik
reseptorler ise Py reseptorler daha baskin olmak iizere otonom sinir sisteminin yag doku
metabolizmasindaki nororegiilasyon gorevinin temelini olusturur (55). Net etki lipoliz
yoniindedir. Bu yiizden metoprolol gibi selektif 1 reseptor blokeri ajanlarin yag doku
metabolizmas1 tizerine etkisi lipogenez lehine olacaktir. 2001 yilinda Ayhan ve
arkadaslar1 buradan yola ¢ikarak selektif beta Bl bloker olan metoprololiin hiicre
membranlarinda siklik AMP aracilikli adenilat siklaz inhibisyonu {izerinden lipolizi
azaltict (56) etkisinden yararlanip yag grefti sag kalim miktarlarini insilin ile
kiyaslamiglar ve metoprololiin yag grefti sag kalimin insiilinden daha fazla artirdigini

bildirmiglerdir. (35).

Viicudumuzda bulunan yag dokunun toplam hacim ve dagilim alani olarak
yiiksek miktarlarda greft alinmasina uygun olmasi otolog yag greftleme islemleri igin
biiylik avantaj teskil etmektedir. Lokal kan akimimin degiskenlik goéstermesi ve
noroendokrin  faktdrlere verilen yamit farklilbiklarindan dolayr yag doku

kompozisyonundaki adiposit oran1 viicut bolgelerine degiskenlik gostermektedir. (44)
Illouz iki ¢esit yag dokusu tariflemistir (57,58);

a) Standart yag doku (metabolik duruma gére hacmi degiskenlik gosterir)

b) Depo yag doku (malnutrisyon disinda belirgin hacim degisimi goriilmez)

Bu cesitlilik, trigliserid metabolizmasimin lipoliz kisminda gorevli adiposit
membraninda bulunan a2 ve B1 reseptorlerin dagiliminin diizenli olmamasiyla agiklanir.
Bazi hastalarin pelvik, torakanterik ve uyluk bolgelerindeki yag kitlesinin kilo vermeye
ragmen azalmamasi burada bulunan o2 reseptorlerin lipolizi baskilamasiyla
iliskilendirilmistir. Yag grefti donor alani1 olarak bu bolgelerin kullanilmasi bu nedenle

hastaya ikincil bir yarar saglayabilir. (59)
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Resim 3: Bi, B2 adrenerjik reseptorler cAMP iizerinden HSL forforilasyonuyla
lipolizi uyarirlar (45). Gs GTP-bagimli stimulan protein, AC: adenilat siklaz, cAMP:
siklik AMP, HSL: hormona duyarli lipaz, FA: yag asidi (fatty acid)

1.1.3. Yag Dokuda Deferoksaminin Etkileri

HIF-1 (hipoksiyle indiiklenebilir faktor), alfa (HIF-1a) ve beta (ARNT or HIF-
1B) seklinde iki alt birime sahip tiim cekirdekli hiicrelerde bulunan bir proteindir. Alt
birimleri hipoksik durumlarda hiicrenin hayatta kalmasimi saglayacak ylizlerce genin
transkripsiyonunu indiiklemek tiizere birbirlerine bagli halde bulunurlar. HIF-1 doku
hipoksisinde isleyen siireglerde baskin rol istlenir ve mekanimanin merkezine oturur.
HIF-1B yapisal biitiinligii saglamak amaciyla yapiya katilirken HIF-lo doku
oksijenasyonuna gore degiskenlik gosterir ve hipoksi durumunda artmaya meyillidir
(G51). Normoksi durumunda HIF-1a translasyon sonrasinda hizli ve stirekli bir sekilde
yikima ugrar. Normoksi saglandiginda prolil hidroksilaz (PHD1, PHD2, PHD3), HIF-
lo’nin prolin rezidiilerini hidroksilleyerek yikimini baglatir. Bu HIF-1o’nin temel
eliminasyon mekanizmasidir. Hipoksi esnasinda PHD’nin baglanmasi igin gereken

oksijenin yoklugunda HIF-1a stabilize olur B subunitle birleserek dimerize olur ve aktif

16



hale gelir. Bu yilizden HIF-1 etkinligi a alt biriminin ani prostranslasyonel yikimi veya
stabilizasyonuna baglidir (Resim 4). Doku hipoksisi HIF-1a tiretimini siirekli olarak
artirr. (60)

Normoxia Hypoxia
ypo Decreased
0,, PHD, FIH
[0, 2-oxogharate. .
PHDI, PHD2, or PHD3 Stabilized

Hydroxylation of
asparagine residue

[ HIF-1a

proline residues

‘@
Ubiquitination s @ Decreased
/ transcriptional
v

HIF-1a

Hydroxylation ofj

0

Active transcription factor

Degradationby
proteosome

@

Resim 4: Normoksi ve hipokside HIF-1 regiilasyonu (60)

Neovaskiilarizayonun en Onemli uyarani doku hipoksisidir ve bu
mekanizmalarin merkezinde HIF bulunmaktadir. Aktive edilen transkripsiyon faktorii
hiicre ¢ekirdegine tasinarak HIF ile indiiklenebilir genleri aktive eder. Bu olay hiicre
icerisinde onlarca mekanizmanin ve bu mekanizmalarda gorev alan ylizlerce genin
aktivasyonu anlamina gelir (Resim 5). Net etki olarak lokal kan akimi, hiicre
proliferasyonu ve anjiyogenez artar. VEGF basta olmak tizere bir¢ok lokal doku

faktori, biiytime faktorleri ve sitokinler bu etkilere aracilik eder (61).

HIF-10 yikiminda gorevli PHD enzim grubunun kofaktorii demir iyonudur (62—
64). Deferoksamin demir zehirlenmelerinde kullanilan demir iyonu selatoriidiir (62,64
66). Iskemik dokularda uygulanan deferoksaminin HIF ve VEGF konsantrasyonlarinda

artisa neden olarak doku sag kalimimi artirdigi gosterilmistir (34,63). Wang ve

17



arkadaglar1 farelerde iskemik diyabetik random flep modelinde lokal deferoksamin
enjeksiyonunun yiiksek HIF ve VEGF seviyeleri ile neovaskiilarizayonu artirdigini
gostermiglerdir (67). Deferoksamin anjiyogeneze dolayli yoldan katkisi nedeniyle daha
once yag grefti sag kalimi lizerine etkisi arastirilmis olumlu sonuglar bildirilmistir
(34,65). Temiz ve arkadaslar1 2016 yilinda yayinladiklari bir makalede deferoksaminin
HIF-1oo lizerinden dolayli etkiyle yag grefti hipertrofisine yol acacagi tezini

savunmuslardir (34).

Cytosol Nucleus

c switchto
olvsi

Hypoxia metaboli

angiogenesis and blood

flow
. HIF inducible o - + VEGF, ANGPT2, SDF1
Normoxia oenes +iNOS, ADM

wound repair processes

+ metabolic GLUT-1
+ integrins

+ TGF-P and VEGF
+ collagen and fibronectin

Resim 5: HIF-1 ile uyarilan mekanizmalar iliskili genler (61)
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1.2. Yag Doku Morfolojisi

Yag dokusu temelde adipositlerden olusan mezenkimal kaynakli bir dokudur.
Adipositler; fibroz ag ile ¢evrili ince membranli, lipid dolu yag hiicreleridir (Resim 6).
Hiicrelerin boyutu 50 ile 150 mikrometre arasinda degismektedir. Yag hiicrelerinde
trigliseridler lipid damlaciklar1 halinde depolanir ve bu damlaciklar hiicrenin yaklasik
%090’1n1 olusturur. Geri kalan boliimii ise hiicre ¢ekirdegi ve organelleri olusturmaktadir
(43). Lipoliz/lipogenez dengesinin yonelimine gore adipositler boyut olarak yaklasik 20
kat, hacim olarak yaklasik 1000 kata kadar biiyiiyebilmektedir. Yag dokusundaki

toplam hiicre sayisinin %33-66’sin1 adipositler olusturmaktadir (68).

Yag doku iceriginde adipositlerin yanisira onlar1 destekleyen stromal vaskiiler
komponent denilen bir hiicre grubu da barindirmaktadir. Stromal vaskiiler komponent;
notrofiller, makrofajlar, fibroblastlar, perisitler, endotel hiicreleri ve kok hiicrelerden
olusur (44,69). Ekstraseliiler matriks adipositleri birbirine baglar, konnektif dokunun
ilave destek agiyla yag lobullerini olusturur. Destekleyici liflerin yoklugunda hiicreler
kollaps egilimindedir (70).

Resim 6: Yag doku histolojik kompozisyonu (H&E boyama, x100, 7 numarali
denek, DFO grubu)
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Adipoz kaynakli kok hiicreler multipotent kok hiicrelerden kdken almaktadir. Bu
hiicreler adiposit, kondrosit, osteoblast, myosit gibi mezodermal hiicre tiplerine
farklilasma yetenegine sahiptir (71-77). Yag doku onciil hiicreleri adipojenik seriye ait
erken evre unipotent hiicrelerdir. Adipogenez bu hiicrelerin preadipositlere doniistimii
ile baglar (78-80). Sonrasinda immatiir adipoz hiicrelere doniisen preadipositler
adipositlere doniiserek olgunlagmalarini tamamlarlar (Resim 7). Son yillarda adipoz
doku kaynakli kok hiicrelerin mezoderm kokenli hiicreler disinda da farklilasma

yeteneklerinin oldugu; bu hiicrelerin néral diferensiasyon dahi  gosterebildigi

bildirilmistir. (81).
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Resim 7: Mezenkimal kaynakli kok hiicrelerin farklilagma yetenegi (82)

Yag hiicreleri pasif hiicreler olmayip, giinliik enerji alimina bagli olarak stirekli
hacim degisikligi gostermekte, cesitli sitokinler ve hormonlarin sentezinde rol alarak
otokrin, parakrin ve endokrin etkilesimler sergilemektedir. Yag dokusu kandaki yag

metabolizmasiyla gerceklestirdigi lipoprotein alim, salinim ve depolama fonksiyonlarini
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ancak yeterli kan destegi saglanabilmesi kosuluyla yerine getirebilmektedir. Bu nedenle
yag doku kendisine destek olan iyi gelismis bir kapiller aga sahiptir. Her bir yag hiicresi
kapiller ag ile temas edecek sekilde bu zengin vaskiiler aga dahil olurlar (83).
Dakikadaki kan akim1 100 gr yag doku basina 3 mL’dir. Oysa bu miktar iyi kanlandig1
bilinen kas dokusunda istirahat sirasinda 1,5 mL’dir. Yag dokunun kanlanmas1 kiginin
aclik durumu, aglik siiresi, stres diizeyi, egzersiz ve metabolik durumu gibi degiskenlere
bagl olarak lokal, sistemik, ¢evresel bir¢ok faktorden etkilenir. Kan akiminin artis
miktar1 dort ile on kata kadar degiskenlik gosterebilir. Biitiin bu mekanizmalar biiyiik
bir uyum igerisinde es zamanl c¢alisarak bu sistemi diizenlemektedir (Resim 8). Bu
uyum ayni zamanda viicuttaki enerji dengesinin diizenlenmesinde de 6nemli bir yere
sahiptir. Bu degisimi kontrol eden baslica faktorlerden biri yag doku tarafindan salinan
hormonlardir (44). Yag dokudan salinan hormonlara leptin 6rnek verilebilir. Leptin
adipositlerden salinan viicut agirlik dengesini gida alimi1 ve enerji ihtiyacina gore
diizenleyen; aglik durumunda azalip, tokluk doneminde artan bir hormondur. Beyinde
tokluk sinyali olusmasini saglar. Farelerde leptin reseptor eksikligi veya leptin

eksikliginin obeziteye yol agtig1 gosterilmistir (84).

Yag doku iy1 gelismis vaskiiler ag1 ve yiiksek anjiyogenez yetenegi sayesinde
olaganiistii rejenerasyon ve hipertrofi yetenegine sahiptir. Bu durum yiiksek miktarlarda
mezenkimal kaynakli kok hiicre igermesiyle miimkiin olmaktadir (42). Kok hiicreler
iskemik durumlarda anjiyogenik faktorler salgilayarak vaskiiler endotelyal hiicrelere
doniistirler. Yaslilarda kok hiicre sayisi azalir ve buna sekonder olarak yikim yapimin
Ontine geger ve yag dokusu miktar1 azalir. Yag dokusu viicutta doku parsiyel oksijen
basinci en yiiksek olan dokudur. Bunun sebebi olarak kapiller agin zengin olmasi ve
oksijen tiiketiminin az olmasi gosterilmistir. Adipositler yag dokusunda iskemiye en
duyarl hiicrelerken, kok hiicreler ciddi iskemide bile ti¢ giin siireyle canli kalabilirler.
Doku hasarinda olusan inflamatuar siiregte ortaya ¢ikan mediyatdrler nedeni ile yikim
devam eder. Ancak hasarli hiicrelerden salinan mediyatorler kok hiicreleri
aktiflestirerek, hem proliferasyonu tetikler hem de kok hiicrelerinin salgiladigi biiyiime
faktorleri ile fibrogenez bastirilmaya calisilir. Gram doku basina kan akimi kadar yag
dokuda gelisen anjiyogenez de leptin basta olmak {izere, yag doku tarafindan sentez

edilen bir¢ok doku faktorii tarafindan saglanmaktadir (44).
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Resim 8: Yag dokunun endokrinolojik rolii ve kan akiminin diizenlenmesi (85)

Viicudumuzda beyaz yag doku, bej yag doku ve kahverengi yag doku olmak
tizere ii¢ tip yag doku bulunmaktadir. Kahverengi yag dokusu hiicreleri igerdigi ¢ok
sayida mitokondrileri, eriskinde ¢ok az sayida bulunmasi ve termoregiilasyonda gorev
almast ile gérev ve kdken bakimindan beyaz yag dokusu hiicrelerinden farklidir (Resim

9).

Beyaz yag dokusu, visSeral yag dokusu ve deri alti1 yag dokusu olmak iizere
ikiye ayrilir. Visseral yag dokusu biitiin yag dokunun yaklasik %10’ udur ve yaslanma
ile bu oran %20’ye kadar yiikselebilir. Deri alt1 yag ve visSeral yag arasinda hiicre
biiyiikliigii, membran reseptorleri, kana yag asidi salgilama ve yag depolama
fonksiyonlar1 bakimmdan farkliliklar vardir. Ornegin visseral yag dokusundan IL-6
salgilanmasi deri alt1 yag dokusuna gore 2-3 kat daha fazladir. Visseral yag dokusunun
vendz drenaji portal sistemedir. Salgilanan yag asitleri dogrudan karacigerde
glukoneogenezle diger enerji kaynaklarina donistiiriilebildigi gibi lipoproteinlere

doniistiiriilerek tekrar dolagima katilabilir. (31,86)
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Resim 9: Beyaz, bej ve kahverengi adipositlerin kokeni (86)

1.3. Otolog Yag Doku Greftleme Cerrahisi

1.3.1. Tarihsel Gelisim

Yag greftlerinin rekonstriiktif ve estetik cerrahideki kullanimi yiiz y1ili agkin bir
gegmise sahiptir (Resim 10). 1893 yilindan giinlimiize kadar uzanan bu siire¢ Mojallal

tarafindan tarihsel olarak ii¢ ana doneme ayrilmistir (87).
. Donem: Acik Cerrahi Donemi (1893-1977)

v’ Lipoaspirasyonun kesfinden 6nceki yag dokunun herhangi bir

degisiklik olmadan tek parga transplantasyonunu temsil eder.

I[I.  Donem: Rafine Edilmemis Dénem (1977-1994)
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v' Lipoaspirasyonun kesfinden sonraki travmatik, rafine edilmemis

donemi temsil eder.
I[1l.  Donem: Rafine Donem (1997-Giiniimiiz)

v" Sydney Coleman’in atravmatik tekniginin popiilerlesmesinden

sonraki rafine donemi temsil eder.

VANDERMEULEN (2), Grefie d'épiploon interhépato-diaphragmatque.
NEUBER 2] Reconstruction dune perte de substancs faciale.

LEXER (4], 1&re augmentation malaire etgénienne en esthétiqua.

1889
4893 BRUNNING [B]. Comection des déformations post rhincplastie.
1910 KARANAMAL (71) Les adipocytes sont kes meilleurs amis des plasticiens.
1914 PASSOT (72) Peutimporte ce que devient la graisse, si ¢a augmente le volume.

> & Jie — NEUHOF (20). Comblementdure cavié pkurale.

- ! 1916

) s :70 - PEER(2S9) 40% &50% de sunie das adipocytes greffées. Théorie de la sunie cellulaire.

ez
Y5 ?’ 1937 — BAMES [15) fugmerntation mammaire par greffe de issu adipau.

ILLOUZ (24-27 ). lhvente |a liposuccion
FOURNIER [28-30], Lipofiling du visage.

CHAJCHIR [72.74). Comection das rides faciales.

ELLENBOGEN (43). Greffe en pere 4-8mm.

BIRCOLL (31-33] Augmentation mammainz.

DE LA FUENTE 75 Lipod. hies faciakes.
1996 5] Lpodystrophiesfaciaks

MOSCONA (75). Comection hémiatrophiefaciake.

1987

NGUYEN (77 Le muscle, meilleur site receweur.

1988

— NIECHAJEV (72]. 4 cas awec 100% de
1989 survie.
—  CARPANEDA (79) Petits fragments
1990 <3mm. Preuve histologique chez
Ihomme.
1993 COLEMAN(#4-47),
Lipostrucure ®.

1993
1994

Resim 10: Yag Dokusu Greftlemesinin Tarihsel Gelisimi (87)

Bilinen ilk otolog yag grefti uygulamasi 1893 yilinda modern asepsi
prensiplerinin babas1 olarak kabul edilen ‘Operasyon Odas1’ kavraminin mucidi Alman
Plastik Cerrah Gustav Adolf Neuber (1850-1932) tarafindan orbita gevresinde
tiiberkiiloza bagli gecirilmis osteomyelite ikincil doku defekti ve nedbelesmeyi tedavi

etmek amaciyla koldan orbita bdlgesine yag doku naklidir. Yine ayn1 donemde Neuber
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sifilize ikincil ‘eyer burun’ deformitesini ayni yontemle tedavi etmeye caligsmistir.

Biiyiik hacimli uygulamalarda tama yakin kayip yasadigini bildirmistir (1-7,88).

Iki sene sonra 1895 yilinda Viktor Czerny (1842-1916) tarafindan yapilan tek
tarafli kismi mastektomiye bagli gelisen meme asimetrisini diizeltmek amaciyla
hastadan ¢ikarilan lipomun yine ayni hastaya nakli ger¢eklestirilmistir (13,87,89). 1908
yilinda bu yontem Strasbourg’dan Martin Bartels ve Londra’dan ‘giizellik cerrahr’
(“beauty surgeon”) Charles Willi tarafindan yliz ve meme estetik prosediirlerinde
augmentasyon amagli kullanilmistir (88). Ancak yag dokunun hizli rezorpsiyonu
nedeniyle cabucak terkedilmistir. Lexer, 1910 yilinda Neuber’in teknigini modifiye
ederek tek parca biiyiik blok halinde yag greftiyle cene ve yanak augmentasyonu
uygulamis ve erken ve ge¢ donemlerde tatmin edici sonuglar elde ettigini bildirmistir
ancak ayni donemde Lexer’in modifiye ettigi teknigi uygulayan cerrahlar onun uzun
donemdeki tatmin edici sonuglar1 yerine greftlerin oldukca yiiksek oranlarda rezorbe
oldugunu bildirmislerdir (17,87,90). 1911 yilinda Bruning subkutan plana yag
enjeksiyonunu deneyen ilk cerrah olmustur (17,88,90). Baslangigta basarili sonuglar
bildirse de vakalar dramatik rezorpsiyonla sonuglanmistir (17,88). 1914 yilina
gelindiginde kraniyofasiyal cerrahiden, meme rekonstriiksiyonuna ve hatta cerrahiye
ikincil gelisen ankilozda eklem hareket agikligini artirmak amaciyla yag grefti
uygulamalari rapor edilmistir (88). 1956 yilina ait bir makalesinde Lyndon Peer serbest
yag greftlerinde ortalama adiposit sag kalimimin %50 civarinda oldugunu bulmus ve
greftin travma ve mekanik kuvvetlere maruz kalmasinin greft hacim kaybiyla dogru

orantili oldugunu bildirmistir (17,91).

Yag greftleme iizerine yapilmis olan ilk ¢aligmalarda erken donemde olumlu
sonugclar bildirilse genis greft kayip araligi nedeniyle ile glivenilmez bir profil ¢izilmistir
(6,13,20,25,28,32,34,35,38,92). Bu sonug¢ birgok arastirmaciyr bu oranin tahmin
edilebilirligi ve artirilmasi {izerine caligmalar yapmaya itmistir  (13,15,17,21—
23,32,38,39,93).

1977 yilinda liposaksinin efektif bir yontem olarak ortaya konmasi ile rafine
edilmemis doénem baglamistir (87). ilk basta viicuttaki orantisiz yag bloklarinin yok
edilmesi i¢in yaratilan teknigin zaman gectikce yag greftlemesi icin ideal bir saglayici
oldugu ortaya ¢ikmustir. Islenmemis yag aspiratini ilk kullanan yine Illlouz olmustur.
Iliouz 1983 yilinda viicut sekillendirme amaciyla yaptig1 3000 iizerinde vaka sayisiyla
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5-yillik liposaksin sonuglarini yayinlamistir (94). Bu yontem modern liposaksin
tekniklerinin babasi olmakla kalmayip alinan yaglarin ¢esitli amaclarla greft olarak

kullanabilmesinin 6niinii agmistir (87).

Daha sonra, 1989 yilinda Fournier ‘Lipofilling’ denilen teknigini kullanmaya

baslamis ancak sonuglar1 6n goriilemez olarak kabul edilmistir (95).
Teknik ti¢ asamadan olugsmaktadir (95);

1. Diisiik basingta elle lipoaspirasyon
2. Ug dakika siiren bir santrifij
3. Cok planli enjeksiyon

Dokuyla uyumlu, kalict ve dogal goriiniimlii sonuglar elde edilen bu teknik

uygulama kolaylig1 sayesinde hizla yayilmistir (87).
1.3.2. Giiniimiiz

1997 yilinda tnlii plastik cerrah Sydney Coleman pek c¢ok cerraha ulasip
popiilerlesen teknigi ‘Lipostructure’ (96,97) ile rafine donem olarak adlandirilan ti¢iincii
doénemi baglatmistir (87). Boylece modern anlamda yag greftleme tekrar popiilaritesini
kazanmakla kalmayip belki de gilinlimiizde en sik uygulanan ve {izerinde en ¢ok

caligilan yontem tinvanini elde etmistir (13,14,29).

Yontemin popiilaritesi onarim cerrahisinin ‘benzeri benzeriyle onar’ temel
prensibi dolayisiyla 21. yiizyilin ilk yarisiyla birlikte plastik cerrahi onderliginde tiim
tibbi brans ve uygulamalarda zamanla artan bir ivme gostermistir (6,12-17). Yag
greftleri; skar iyilestirme, yiiz genglestirme, kontur diizeltme, doku defetklerinin
onarimi, yiiz, meme, kalca gibi bolgelerde estetik amacli projeksiyon artisi, radyoterapi
gormiis ciltlerde goriilen sertlesmeyi gidermek gibi durumlarda basariyla kullanilmigtir

(1,6,7,9,12,13,15,18,22,30-32,93).
1.3.3. Yag Grefti Sag Kalim Teorileri

Yag greftinin nasil canli kaldigi, rezorpsiyonunu etkileyen faktorler plastik
cerrahide yiizyilin sorusu olmustur. Konu iizerine yiizlerce aragtirma yapilmis bircok
teori ve model olusturulmustur (33). Bunlardan bazilar1 genis kabul gérmiis olmasina

karsin higbiri konuya kesin agiklama getirememistir. Bu baslik altinda {izerinde en ¢ok
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gorlis birligine varilmig iki teorem incelenecektir. Bunlardan ilki Lyndon Peer
tarafindan 1950 yilinda ortaya atilan Hiicre Sag Kalim Teorisi (Cell Survival Theory)
(98) iizerinden Zhao ve arkadaslar1 tarafindan (4) gelistirilen Greft Sag Kalim
Teorisi’dir (Graft Survival Theory). Ikinci teorem ise Suga ve arkadaslari tarafindan
adipoz kaynakli kok hiicrelerin tanimlanmasi ve davranislarinin kismen anlasilmasiyla
birlikte ortaya ¢ikan Greft Doniisiim Teorisi’dir (Graft Replacement Theory) (99).
Giincel bilgiler bu teorilerde anlatilan mekanizmalarin hepsinin birlikte yag grefti sag
kalimmi etkiledigi yoniindedir. Bazi hastalarda greft sag kalimi baskin gelirken

bazilarinda greft doniisiimii daha 6n plana ¢ikabilmektedir (24).

Peer’in ¢aligmasinda sag kalim, transplantasyon sonrasi 1. yilda yaklasik %50
olarak raporlanmistir. Caligmaya gore sag kalim mekanizmasi yag grefti ile alict kan
damarlar1 arasinda erken donemde gelisen anostomozlarin sagladigi kan dolagimindan
temel almaktadir. Dolayistyla greftleme isleminin basarili olabilmesi icin en temel sart
greftin alict sahaya yerlestirilmesi esnasinda canliliginin olabildigince yiiksek
tutulmasidir. Bu nedenle yag grefti miimkiin olan en aravmatik teknikle alinmali ve yag,
serum, hiicresel debris ve kan hiicrelerinden arindirilarak en saf hale getirilmelidir (18).
Carpenada ve Ribeiro alic1 alandaki vaskiilarize dokuyla temas eden greftin yalnizca en
distaki 2 mm’lik kisminin plazmatik imbibisyon sayesinde canli kaldigin1 gostermistir
(100). Dolayisiyla enjeksiyon ¢ok planli (multiplanar) yapilmali ve her seferinde kiigiik
miktarda yag grefti verilmelidir. Bu sekilde alic1 alanla greft arasinda miimkiin olan en

yiiksek temas alani saglanmis olur (4).

Yakin zamanda Zhao ve arkadaslari transgenik isaretli fareler ilizerinde yapilan
deneysel bir caligmayla yag greftlerinin aktardildigi sahada gercekten sag kalip
kalmadigin1 gorstermek icin rastgele birbiriyle eslestirilmis iki transgenik fare cesidi
kullanmistir. Her cift digerinden yag grefti alacak sekilde her fareye digerinden alinan
0,2 mL yag grefti sirt bolgesine yerlestirilmistir. 3. giin, 7. giin, 2. hafta, 4. hafta, 2. ay
ve 4. ay doku ornekleri alinmis ve bunlar degerlendirilmistir. Farkli renkler ile kodlanan
yag greftleri gercekten de aktarim sonrasi sag kalmis ve yapilan CD34
immunhistokimyasal boyamalar1 ile verici kaynakli adipositlerin alict kaynakli
damarlanmalarla sag kaldigi gosterilmistir (4). Degisik zamanlarda alinan 6rneklerde
yag greftinin yara iyilesmesi asamalarindan (inflamasyon, proliferasyon, maturasyon)

gectigi gozlenmistir. Bu ¢aligma yag greftinin alic1 sahada revaskiilarizasyon sayesinde
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hayatta kaldigmi kanitlayarak in vivo transplantasyonlar sonrasinda yag greftlerinin
nasil sag kaldigini anlamamizi saglamistir. Sonraki zaman igerisinde greft sag kalim
teorisi bu 6nemli deneysel c¢alisma lizerine bina edilmistir (Resim 11). Ancak bu teori
yag grefti uygulamalar1 sonrasi klinik gozlemlerimizi tamamen agiklamak igin yeterli
degildir. Bu ylizden in vivo transplantasyon sonrasi yag grefti sag kaliminda farkl

mekanizmalarin da olmasi miimkiindiir (24).

Doad fat gralt

Vessel connection and
neovascularization

Resim 11: Greft Sag Kalim Teorisi (24)

Yoshimura ve arkadaslar1 tarafindan farelerin kasiklarindaki yag yastiklarinda
cerrahi olarak olusturulmus iskemi modelinde farkli hipoksi derecelerindeki iskemik
degisiklikler incelenmistir (99). Siddetli iskeminin biitiin adipositlerde dejeneratif
degisikliklere sebep oldugu bulunmustur. Yag yastigindaki adipositler iskemik
kosullarda kolayca canlhiliklarimi yitirirken adipoz kaynakli kok ve onciil hiicreler
iskemik kosullarda sag kalarak doku onarim mekanizmalarimi aktiflestirmislerdir. Ayni
yazarlar takip eden caligmalarinda adipositlerin erken 6liimiinii ve adipoz kaynakli kok
ve onclil hiicrelerin aktivasyon ve rejenerasyonuyla replase olduklarini kanitlamislardir
(101). Bu bulgulardan yola ¢ikarak Yoshimura ve arkadaslari greft doniisiim teorisini

(Resim 12) gelistirmistir (24).
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Adipose derived slem cells
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Newly regenerated adipose tissue _____——a— O |
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from adipose derived stem colis - N4 y

Dead fat gralt —_— k|

Resim 12: Greft Doniisiim Teorisi (24)

Bu konuda mihenk tasi olarak kabul goren deneysel calismada arastirmacilar,
adipositlerin cogunun ilk 24 saatte 6ldiigiinii sadece alict dokuya komsuluk eden 300
um mesafedeki adipositlerin bazilarmin sag kaldigim gostermislerdir (101). Onciil hiicre
sayisinin 3. glinde anlamli olarak arttigin1 ve 7. giinde canli adiposit sayisinin belirgin
yiikseldigini bildirmislerdir. Bulgular 3. Ve 7. giinler arasinda adipositlerin onarim ve
rejenerasyonunun bagladigini gostermistir. Calisma yag dokunun onarim sirasinda
dinamik bir rejenerasyon siirecinden gectigini ortaya koymustur. Caligmada greftte
distan i¢e dogru histolojik olarak ii¢ ayr1 bolge izlenmistir (Resim 13, 14). Adipoz
kaynakli kok ve oOnciil hiicrelerin greftleme sonrasi 3. giinde baslatti§i; 7. gilinde
adipogeneze doniisen siire¢ 3. ayda sona erer. Ancak lipid damlaciklarinin rezorpsiyonu
9. aya kadar devam eder (Resim 15). Lipid damlaciklar1 makrofaj fagositozuyla rezorbe
edilir ancak rezorpsiyon olduk¢a yavag seyreder ve bu siire damlacigin ¢apinin
biiyiikliigiine baghdir. Lipid damlaciginin ¢ap1 ¢ok biiyiik oldugunda tam rezorpsiyon
gelismeden evvel kist duvart formasyonu (Resim 16) gelisir ve zamanla kalsifiye olur.
Hem onciil ve kok hiicrelerin hem de adipositlerin yagamin yitirdigi greftin santral
alan1 skar dokusu veya kist formasyonuyla iyilesir. Yag greftinin nihai hacmi replase
edilen adiposit miktariyla iliskilidir. Eger greft olarak kullanilan yag doku yalnizca
kiiclik capli yag damlaciklar1 igermekteyse rezorpsiyon 3. ayda sona erer ve bu tarihten

sonra greftte hacim degisikligi beklenmez. (101)
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“Three zones” from the periphery after grafting

Surviving zone Adipocyte
& ASC

Adipocytes survive.

.\dipw(} (4

Adipocytes die, but stem cells survive.
Dead adipocytes are replaced with new ones.

“\(Ii[\ﬂ(.\lu
Necrotic zone ®

Both adipocytes and stem cells die.

Resim 13: Ug bolge teoremi (101)

Resim 14: Yag grefti sag kalim siirecini ifade eden teoriye (99) uyan ii¢ bolge;
koyu mavi alan: sag kalim bdlgesi/surviving zone, kirmizi alan: adipogenez
bolgesi/regenerating zone, agik mavi ve yesil alanlar: nekrotik bdlge/necrotic zone [agik
mavi alan: nekrotik adipositlerden olusan lipid damlacigi, yesil alan: lipograniilom

sahasi, mavi ok: grefti ¢evre dokudan ayiran kapsiilii] (H&E boyama, x100, 7 numarali

denek, DFO grubu)
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First 3 months 310 9 months

Resim 15: In vivo yag grefti transplantasyon sekansi; doku onarim fazi ilk 3 ay1

kapsarken, stabilizasyon fazi 3. ayin sonunda baslar (24).

Resim 16: Kist duvar1 formasyonu gelistirmeye baslamis genis vakuoller igeren

yag nekrozu alan1 (H&E boyama, x100, 7 numarali denek, B/B grubu)
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1.3.4. Cerrahi Yontem

Cerrahi bir islem olarak yag grefti uygulamalari; yag greftinin alinmasi, isleme
teknigi ve enjeksiyonu gibi kendi iginde de birgok baslik igeren ¢ok asamali bir
prosediirdiir. Prosediiriin her asamasi pek ¢ok farkli uygulama ve fikir ayriliklar
icermektedir. Gelistirilen tekniklerin ana hedefi adiposit sag kalim oranini artirmak ve
daha giivenilir sonuglar elde etmektir. Uzun donemde kalic1 ve 6n goriilebilir sonuglara
ulagmak i¢in santrifiij, bekletme, siizme veya direkt verme gibi parametreler iizerinden
pek ¢ok teknik modifikasyonlarin tanimlanmasina yol agmistir ancak bariz iistiinliik

saglayan bir yontem ortaya koyulamamistir (28,38).

Biitiin farkli uygulama teknikleri ve fikir ayriliklarina ragmen yag dokunun
bilinen en ideal dolgu materyali olmasi nedeniyle yag doku grefti uygulamalar giderek
artig gostermektedir (6,12—17,59).

Verici alan se¢imi otolog yag grefti basarisinda rol oynamaktadir ve greft olarak
kulanilacak olan yag dokunun lipid metabolizmasi tizerindeki degisikliklerden en az
etkilenmesi idealdir (102). Adiposit metabolizmasi otonom sinir sistemi sayesinde
nororegiilasyon fonksiyonu gosterir (45). Bazi aragtirmacilar a2 reseptorlerin lipolizi
baskilama etkisinden yola ¢ikarak bu reseptorlerden zengin, diyetteki degisikliklere
direngli, vaskiileritesi az olan alanlarin yag grefti donor sahasi olarak seg¢ilmesini
onermektedir (59). Ancak yapilan arastirmalarda ideal donor saha konusunda fikir
birligi yoktur. Coleman; donor sahanin yag grefti uygulamalarinda sonuca etki
etmedigini; bu ylizden kolay ulasilabilir ve estetik kontur saglayacak bolgelerden yag
grefti alinmasini 6nermistir (13). Yine de bazi yazarlar uyluktan alinan yag greftlerinin
daha yiiksek yapisal biitiinliik, daha az kist formasyonu ve nekroz, azalmis fibrozis
gosterdiginin ve karmm On duvarindan alinan yag greftlerinin artmis vaskiilarite
gosterdiginin bazi deneysel caligmalarla kanitlanmis olmasi nedeniyle bu bodlgelerden

alinan yag greftlerinin diger bolgelere kiyasla tistiin tutmaktadir (30).

Tiimesan anestezisi liposaksin prosediirlerinde kullanilmak amaciyla ilk olarak
1987 yilinda Jeffrey A. Klein tarafindan gelistirilmistir (103). Agriy1 azaltmasi, azalmis
kan kayb1 ve islemi kolaylagtirma gibi bir¢ok faydasi bildirilmistir. Liposaksin dncesi
tiimesans anestezisi uygulandiginda yag grefti sag kalimmin artmasi tesadiifen

kesfedilmistir. Agostini ve arkadaslar timesan sollisyonu enjeksiyonunun yag dokudaki
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adiposit yasayabilirligini kuru teknige kiyasla artirdigini gostermistir (19). Epinefrin
lidokainle birlikte kullanildiginda yag doku fonksiyonlarini ve adiposit metabolik
aktivitesini kalic1 olarak etkilememektedir. Lokal anestezikler arasinda yalnizca artekain
epinefrinle birlikte kullanildiginda yag dokudaki adiposit yasayabilirligini kuru teknige
kiyasla artiramamistir. Diger tiim lokal anestezikler lidokain benzeri etki gostererek

adiposit yasayabilirligine katki saglamaktadir (13).

Gecmiste birgok aragtirmact yag grefti eldesinde kullanilan vakum yardimli
liposaksin, ultrasonik liposaksin ve enjektér yardimiyla aspirasyonu adiposit
yasayabilirlik oranlarina gore kiyaslamis ve farkli izolasyon metodlar1 kullanmalari
nedeniyle kullanilan ydntemin o6nemli oldugu sonucuna ulagsmislardir. Yag hiicre
fonksiyonlart normalde sitoplazmada bulunan ve ancak hiicre membraninin
hasarlanmasiyla hiicre disinda bulunabilecek lipojenik bir enzim olan gliserol-3-fosfat
dehidrogenaz enzim analiziyle degerlendirilmis ve histolojik ve fizyolojik olarak vakum
yardimli liposaksin yontemi ve ultrasonik liposaksin yontemlerinin her ikisinde de
hiicresel hasar gosterilememistir. Baz1 ¢alismalar vakum yardimli liposaksina kiyasla
enjektor yardimiyla aspirasyonun daha yiiksek miktarlarda canli adiposit eldesine izin
verdigini gosterse de alici alan hazirliginda tiimesan soliisyonu kullanildiginda hiicre
sayilart ve canlt hiicre oranlar1 agisindan her iki yontemde anlamli farklilik

gosterememistir (13,104).

Yag greftinin alict alana yerlestirilmeden Once hazirlanmasi asamasinda,
adipositler ve Onciil hiicreleri disinda kalan yag, kan, serum, debris ve tiimesan
soliisyonu gibi hiicresel olmayan bilesenlerinden arindirilmast igin  siizme,
sentrifugasyon, yikama ve bunlarin birtakim tiirevleri seklinde bircok yontem
tanimlanmistir  (105-107). Sentrifugasyon, klasik slizme ve yikama gibi diger
yontemleri kendi aralarinda kiyaslayan hayvan caligmalar1 anlamli  farklilik
bildirmemistir (28,36). Bazi hayvan ¢alismalarinda ise gazli bezle siizmenin
santrifugasyon, klasik siizme yontemleri ve yikamaya kiyasla daha fazla canli hiicre
icererek daha yiiksek olgun greft boyutlarina ulastigi bildirilmistir. Bu etkinin diger
yontemlere kiyasla daha yliksek miktarda stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) hiicreleri ve
adipoz kaynakli kok hiicreler igermesiyle iliskili oldugu gosterilmistir (28). Bazi insan
caligmalarinda ise arastirmacilar, sentrifugasyonun yercekiminden yararlanan siizme

yontemlerine daha tatmin edici sonuglar ortaya koydugunu bildirmistir (108,109).

33



Ancak bazi galismalar bu sonucu desteklememektedir (19,110-113). Amerikan Plastik
Cerrahi Dernegi tarafindan 2012 yilinda yayinlanan ulusal konsensus anketi plastik
cerrahlarin %45’inin yag grefti uygulamalar1 esnasinda yer c¢ekiminden yararlanan
metodlari (%34 klasik stizme, %11 gazli bezle stizme) kullandiklarini1 gostermistir; bunu
%34 ile sentrifugasyon izlemektedir (14). Hayvan ve insan ¢alismalar1 arasindaki sonug
uyumsuzluklari nedeniyle kesin bir sonuca varmak i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi
gerekmektedir. Yine de mevcut veriler bir araya getirildiginde bir yontemin digerine

bariz tistiinliigii olmadig1 goriilmektedir (13).

Tatmin edici sonuglar elde edebilmek icin lipoaspiratlarin alic1 sahaya verilis
bi¢imi biiylik 6neme sahiptir. Kiint uclu kaniiller daha az travmatik olduklar1 igin daha
cok tercih edilmektedir; keskin uglu kaniiller ise rigotomi gibi islemlerde yapigikliklari
acmak i¢in skarli alanlarda daha ¢ok kullanilmaktadir. Coleman lipoaspiratlarin tercih
edilen islemden gegirildikten sonra Luer-Lock enjektorlere gegirilmis 17-gauge kiint
kaniille enjeksiyonunu 6nermektedir (18). Enjeksiyon igne veya kaniil geri ¢ekilirken
yapilmali ve her defasinda kiigiik miktarda yag infiltre edilmelidir. Bu sekilde yag greft
adaciklar birbirinden ayrilarak vaskiiler yatakla temas en yiiksek diizeye ulasir ve yag
doku hiicreleri stabilize edilerek migrasyon onlenir. Yavas enjeksiyon hizinin (0,5-1,0
mL/sn), hizli enjeksiyonlara (3,0-5,0 mL/sn) kiyasla daha yiiksek olgun greft boyutlari
gelistirdigi  bildirilmistir. Enjeksiyonun hizinin artirilmast makaslama kuvvetlerini
artirarak hiicresel hasarin artmasina ve greft igerisine immun sistem hiicre

infiltrasyonunu artirarak greft rezorpsiyonunun artmasina neden olur (13).

Tavsanlarda yapilan ilk yag enjeksiyonu deneysel ¢alismalari kas i¢i planin daha
yiiksek vaskiilarizasyona sahip olmasi nedeniyle dermise kiyasla daha yiiz giildiiriicii
sonuglar ortaya koydugunu bildirmektedir (114). Ancak Rieck ve Schlaak artmis
mobilizasyon nedeniyle kas planlarinin daha az yag grefti sag kalimi gosterdigini ortaya
koymuslardir (29). Glabella ve dudak gibi yiliziin daha hareketli alanlarinda malar bolge
gibi daha az hareketli alanlara nazaran daha az tatmin edici sonuglar gosterilmistir (7).
Subperiosteal uygulamalarin da yiiz giildiiricii sonuglar verdigini bildiren ¢alismalar
olmasina karsin (90); insanlarda yag grefti uygulamalari tipik olarak cilt alt1 yagli doku
icerisine yapilmaktadir (10). Deneysel modellerde ise greftin sag kaliminin Sl¢iilebilir
olmasi i¢in alict sahanin yag doku igermemesi ve hizli ve etkin bir anjiyogenez siireci

ortaya koymasi, harvest (greftlerin toplanmasi) esnasinda, disseksiyonun kolay olmasini
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saglamakta ve daha giivenilir 6l¢iimler ortaya koymaktadir (10). Ek olarak, defekti orten
ciltte travma Oykiisii ve defektin biiylikliigii gibi diger degiskenler de greft sag kalim
miktar1 ve omriinii etkilemektedir (13). Genis yanik alanlar1 gibi fibrotik sahalar seri
yag greftlemeleri gerektirmektedir (7,115). Alic1 saha prekondiisyonunun da yag grefti

sag kaliminda etkili oldugunu gosteren bazi ¢alismalar bulunmaktadir (65,116).

1.4. Yumusak Doku Defektleri ve Onarimlari

Yumusak doku defektleri dogumsal ve edinsel olarak ikiye ayrilabilir. Dogumsal
kaynakli nedenlere; poland sendromu, hemifasiyal atrofi, amasti vs; edinsel kaynakl
nedenlere yaslanma, timor rezeksizyonu, travma vaskiilitler (skleroderma), enfeksiyon

hastaliklar1 (HIV), sendromlar (Parry Romberg Sendromu) vs. 6rnek gosterilebilir.

Yumusak doku defektleri temelde subkutandz yag doku kaybini iceren, kontur
defektleri ile sonuglanan bir dizi fiziksel eksikligi kapsar. Kozmetik, psikolojik ve
fonksiyonel sorunlara yol agabilir. Yumusak doku defeklerine ikincil oldugu diistiniilen
timor olgulari dahi bildirilmistir (117,118). Yumusak doku onarimlari plastik cerrahinin
temel konularindan ve sik pratiklerinden biridir. Bu amacla enjekte edilebilir veya
implante edilebilir, kalic1 veya emilebilir, otolog veya otolog olmayan pek ¢ok materyal

kullanilmistir.
1.4.1. Dolgu Materyalleri

Glinlimiizde yumusak doku defektlerinin onarimi i¢in bircok madde denenmis
olmasma karsin defektlerin diizeltilmesinde ideal bir materyal heniiz ortaya
koyulamamustir. Farkli avantajlara sahip enjekte edilebilir materyallerin tiretilmesiyle
minimal invazif girisimler daha ¢ok tercih edilmeye baglanmistir. Ideal yumusak doku
onarim materyalinde aranan 6zellikler; doku uyumlulugu, kolay temin edilebilme, kolay
uygulama, diisiik maliyet, kalicilik, karsinojenik olmama, teratojenik olmama, dogal
gorliiniim, dagilmama veya yer degistirmeme, morbidite olusturmama, genis serilerde

tutarli ve yinelenebilir sonuglar olusturma ve minimum yan etki seklinde siralanabilir.

(8,17)
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Gecmisten giliniimiize yumusak doku defektlerinin onariminda pek ¢ok materyal
kullanilmis ancak bu kriterlerin tiimiinii kargilayan bir iiriin ortaya koyulamamistir. Bu
materyallerin ¢ogunda kalici etki olusturamama, yabanci cisim reaksiyonu, dogal
olmayan goriiniim gibi sorunlarla karsilasilmaktadir. Ayrica irlinlerin ¢ogu yiiksek
maliyetlidir. Otolog dokular ideal yumusak doku materyallerinde aranan ¢ogu dzelligi
karsilayabilmektedir. Dermis ve fasya gibi dokular genis defektlerin diizeltilmesinde
uzun stre kullamilmistir. Fakat bu dokularin elde edilmesin igin ek insizyonlar
gerekmekte ve bu insizyonlar skarla sonuglanmaktadir. Bu tip otolog dokular enjekte

edilebilir sivi materyallerin akiskanligina ve esnekligine sahip degildir. (44)

Tarihsel 6neme sahip fakat klinik kullanimi giderek azalan iiriinlerden birisi
saflagtirilmis s1gir kollajenidir. Zyderm I ve II ve Zyplast (Inamed, Santa Barbara, CA)
isminde ¢ ticari formu mevcuttur. Kontiir diizensizliklerini gidermek amach 6zellikle
ince yiiz cizgilerinin tedavisinde FDA tarafindan onaylanmis ilk dolgu maddesi
olmasindan dolay: tarihsel bir 6nemi vardir. Sigir kollajeni enjeksiyon sonrasi yabanci
cisim graniilomu olusturabilmektedir. Bu komplikasyonlarin tedavisinde kullanilmak
tizere {Uretilmis hazir kollajenaz enzimleri bulunmaktadir. Bovine spongiform
ensefalopati (deli dana) hastaligi ile ilgili kaygilar nedeniyle sigir kaynakli kollajen
kullanimi biiyiik oranda terkedilmistir. (8,11)

Silikon ve kimyasal olarak benzeri materyaller gegmiste sikga kullanilmigtir. Pek
cok hastada istenilen estetik sonuca ulasilmasini sagladigindan yiiksek kullanim
potansiyeline sahip olmus, diisiik maliyetli ve kolay bulunabilir olmasiyla birlikte
uygunsuz ve kotiiye kullanimi da artis gdstermistir (17). Istenilen sonug genellikle ¢ogul
uygulamalar neticesinde elde edilebilmektedir. FDA onayli iki ticari {iriin
bulunmaktadir. Ancak bu iirlinlerin hi¢biri ge¢ donem komplikasyonlar1 nedeniyle
kozmetik uygulamalar i¢in onay alamamistir. Ge¢ donem komplikasyonlar1 arasinda
kronik 6dem, lenfadenopati, skar gelisimi, cilt iilserasyonu, ciltte incelme ve renk
degisikligi ve silikonoma bildirilmistir. Komplikasyon gelisen olgularin ¢ogu tam
diizelme i¢in genellikle cerrahiye ihtiya¢ duyarlar. Bu da hastalar i¢in ekstra gelisecek
insizyon skar1 anlamina gelmektedir. Giinlimiizde silikon tercih edilen bir {iriin degildir.

(8,11)
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Sentetik kalsiyum hidroksiapatit (CaHA) mikrosferleri 20 yil1 askin siiredir oral
ve maksillofasiyal defektlerin onarimi, vokal kord paralizisi tedavisi ve radyografik
yumusak doku isaretleme islemlerinde kullanilmaktadir. CaHA enjeksiyonu sonrasinda
doku histiyosit ve fibroblastlar1 uyarilarak kollajen matriks iiretimi artar. Bu etki 15-24
ay kadar siirer. Zamanla mikrosferler kalsiyum ve fosfat iyonlarina parcalanarak normal
metabolik yollarla elimine edilirler. Radiesse (Merz Aesthetics, Raleigh, NC) yiizde
nazolabial fold augmentasyonu ve HIV iliskili lipoatrofinin  diizeltmesi
endikasyonlariyla 2006 yilinda FDA onay1 almistir. Yiizeyel enjeksiyonlarda yiiksek
nodiil formasyonu ve yabanci cisim reaksiyonu riski mevcuttur. Nodiiller masaj, igne
rigotomi veya direkt cerrahi eksizyonla tedavi edilebilir. Cerrahi eksizyonun ek bir
insizyon skart anlamina gelecegi unutulmamalidir. Kalsifikasyon veya ossifikasyon

bildirilmemistir. (8,11)

Poly-L-laktik asit; alfa hidroksiasit ailesinden sentetik, canli dokuda ¢oziinebilir
bir laktik asit polimeridir. Enjeksiyon sonrasi subklinik inflamasyon ve fibroplazi
gelistirerek progresif dermal hacim artisina neden olur. Sculptra (Galderma S.A., Fort
Worth, TX) 2004 yilinda derin kirisikliklarin ve HIV iliskili fasiyal lipoatrofinin
tedavisinde FDA onayr almistir. Kalicih@r 1-2 yildir ancak klinik kullanimi
terkedilmistir. (8,11)

Hyaluronik asit (HA) ekstraseliiler matriks bilesenlerinden biridir. Tiirevleri,
dogal goriiniim saglamalari, kolay kullanimlari, kalict olmayan etkileri ve diisiik
insidansli yan etkileri sayesinde diinya ¢apinda en popiiler dolgu materyalleri haline
gelmistir. Kollajenin aksine tiim hayvan tiirlerinde ve mikroorganizmalarda 6zdestir ve
bu 6zelligi nedeniyle immunolojik reaksiyon olugturmaz. Su baglama yetenegi ile cilt
turgorunun saglanmasina katkida bulunur. Restylane (Q-Med AB, Uppsala, SW)
hayvan kaynakli olmayan FDA onayli ilk HA (Aralik 2003) tiirevidir. Sayilar1 onlarla
ifade edilen farklt marka ve bunlarin farkli yogunluk ve zincir uzunluguna sahip
yiizlerce Uriinii bulunmaktadir. Akiskan o6zelligi nedeniyle uygulamasi kolaydir,
kalicihig1 ortalama 4-12 aydir. Istenmeyen etkilerinin giderilmesi amaciyla iiretilmis
hazir hyaluronidaz ticari {iriin formlar1 bulunmaktadir. Odem, kizariklik, morarma gibi
lokal yan etkileri vardir ve bunlar kollajen bazl iirlinlere gore daha sik gozlenir. En
onemli dezavantajlar1 yiiksek maliyet (lilkelere ve bolgelere gore degiskenlik

gosterebilmektedir) ve istenilen etki elde edildiginde kaliciliginin olmamasidir. (8,11)
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Oz (otolog) yag doku yukarida belirtilen ideal dolgu materyali 6zelliklerinin
onemli bir kismini karsilamaktadir. Bunlar; doku uyumlulugu, kalicilik, karsinojenik
olmama, teratojenik olmama, dogal goriiniim ve minimum yan etki olarak siralanabilir
(18,93). Ancak islem sentetik dolgu materyallerinden farkli olarak verici alan
gerektirdiginden cerrahi bir operasyondur. Dolayisiyla sag kalimin 6n goriilebilir
olmayis1 ve ek wuygulamalar gerektirebilme ihtimali, islemin; maliyeti ve

uygulanabilirligi tizerinde olumsuz etkilere yol agabilmektedir (13,30).

Yukarida da bahsedildigi tizere; diisiik maliyetli, elde edilmesi ve uygulamasi
kolay madde ve yontemlerin cerrahi ve klinik arastirmalarda kullanilabilirligi yiiksek
oldugu i¢in deneysel calismalarin bu tarz maddeler iizerinde yogunlasmasi
uygulamalarin daha genis kabul gorebilmesi agisindan 6nem arz etmektedir. 2000
yilinda Yiiksel ve arkadaslari insiilinin yag grefti sag kalimimni artirmadaki etkisinin
IGF-1 ile (27); 2010 yilinda Hong ve arkadaslar ise yayimladiklar1 makalede insiilinin
yine yag grefti sag kalimi {izerine olan etkisinin bFGF gibi biiylime faktorleriyle benzer
oldugu bildirmistir (28). 2001 yilinda Ayhan ve arkadaslari buradan yola ¢ikarak
selektif beta B1 bloker olan metoprololiin hiicre membranlarinda siklik AMP aracilikli
adenilat siklaz inhibisyonu iizerinden lipolizi azaltict (62) etkisinden yararlanip yag
grefti sag kalim miktarlarini insiilin ile kiyaslamiglardir (26). Deferoksamin, demir
zehirlenmelerinin tedavisinde kullanilan demiri selatlayict bir ajandir (22,24,25,63).
Prolil hidroksilaz enjimi HIF-1 (hipoksiyle indiiklenebilir faktor) yikici enzimidir ve
kofaktorii demirdir (22—24). Anjiyogeneze dolayli yoldan katkis1 nedeniyle daha 6nce
yag grefti sag kalimi {izerine etkisi arastirilmis olumlu sonuglar bildirilmistir (16,25).
Temiz ve arkadaslar1 2016 yilinda yayimladiklar1 bir makalede deferoksaminin HIF-1a
tizerinden dolayh etkiyle yag grefti hipertrofisine yol agacagi tezini savunmuslardir
(16). Belirtilen ozelliklere sahip, yag grefti sag kalimi iizerine daha once yapilmisg
metoprolol ve deferoksaminin etkilerini karsilastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamiz, insiilin, metoprolol ve deferoksaminin yag grefti sag kalimini artirmadaki

etkinliklerini kiyaslamay1 amaglamaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calisma oncesi Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitlisti Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’ndan etik kurul onay1 alinmis ve ¢alisma
boyunca hayvan deneyleri arastirma protokollerine sadik kalinmistir. Calisma ve deney
hayvanlarinin  bakimi Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii  Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali Deney Hayvanlari

Laboratuvari’nda yapilmistir.

Caligmamizda agirliklar1 ~300+10 gr arasinda degisen 22 adet erkek 8-9 haftalik
Sprague-Dawley cinsi si¢an kullanilmigtir. Ancak c¢alisma siiresince hepsi birinci
cerrahi iglem dolayli olmak iizere bes denek kaybedilmistir. Deney 17 adet denekle
sonlandirilmistir. Calisma boyunca siganlar her kafeste bir hayvan olacak sekilde 21-22°
C oda sicakliginda, 12 saat giindiiz / 12 saat gece fotoperiyodunda muhafaza edilmistir.
%18-20 protein igeren pellet sigan yemi ve igme suyu saglanan 22 adet polikarbonat

kafeste tutulmustur.

Calisma deney hayvanlarinin sirt1 dort ayr1 kadrana ayrilacak sekilde (Resim 17)
tasarlanarak tiim hayvanlarin tim gruplara dahil edilmesi amacglanmistir (119).
Boylelikle farkli maddelerin ayn1 genotip iizerinde denenebilmesinin 6nii agilmistir. Bu
da deney gruplarin1 daha homojen, ¢alismay1 ise daha gilivenilir hale getirmistir. Ayrica
bu yontemle hayvan israfinin Oniine gecilerek denek sayisinin ¢ogaltilabilmesi

amagclanmistir.

Denekler sakrifiye edilirken greft olarak kullanmilmayan yag dokudan her
hayvandan birer tane olacak sekilde alinan yag doku biyopsisi, greft olarak kullanilmig
yag dokular arasinda histolojik kiyas yapilabilmesi amaciyla ¢alismaya dahil edilmistir.
Bu grup, Oz Yag Doku Grubu (OYD grubu) olarak anilmakta olup histopatolojik ve

immunohistokimyasal incelemelerin tamamina dahil edilmistir (Tablo 18).
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Resim 17: Deney gruplarinin belirlenmesi [21: denek numarasi (1-22)] (Tablo 18)

OYD: Oz yag doku grubu

n=22/Denek sakrifikasyonu
esnasinda diger gruplarla
histolojik kiyaslama yapmak
amaciyla alman greft olarak

kullanilmamis yag doku

S: Kontrol (SERUM) grubu; her sicanin sirtindaki sol kraniyal cepte
bulunan yag greftleri

n=22/Sol kraniyal cebe konulan
yag greft grubu

I: Insiilin (INS) grubu; her sicanin sirtindaki sag kraniyal cepte

bulunan yag greftleri

n=22/Sag kraniyal cebe konulan
yag greft grubu

D: Deferoksamin (DFO) grubu; her siganin sirtindaki sol kaudal

cepte bulunan yag greftleri

n=22/Sol kaudal cebe konulan yag

greft grubu

B: Beta bloker (Metoprolol-B/B) grubu; her sicanin sirtindaki sag
kaudal cepte bulunan yag greftleri

n=22/Sag kaudal cebe konulan yag

greft grubu

Tablo 18: Deney gruplarinin belirlenmesi
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Calismanin  histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeleri Istanbul

Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir.
Calisma 8 temel asamadan olugmaktadir.
v' Otolog yag doku grefti alinmasi
v’ Yag greftlerinin pay edilmesi ve agirlik olarak 6lgiilmesi
v' Yag greftlerinin inkiibasyonu
v’ Yag greftlerinin belirlenen bolgelere yerlestirilmesi
v" Yag grefti olgunlagma siireci
v" Deneklerin sakrifikasyonu ve yag greftlerinin yeniden toplanmasi
v' Histopatolojik ve immunohistokimyasal inceleme
v’ Istatistiksel degerlendirme

Denekler calisma Oncesinde tartma islemine tabi tutularak ¢alismanin agirlik
kriteri olan ~300£10 gr ile uygunluklar1 kontrol edilmistir. Deney sonuna dek sag kalan
sicanlarda deney boyunca genel durumlari ile ilgili bir probleme rastlanmamstir. Deney

17 adet denekle sonlandirilmistir.

2.1. Otolog Yag Doku Grefti Alinmasi

Siganlarda cilt alt1 dokuda yag grefti calisilmasi i¢in yeterli miktarda beyaz yag
dokusu bulunmamaktadir. Insan yag grefti modelindeki cilt alt1 beyaz yag dokusunu
taklit etmesi amaciyla deneklerin inguinal bolgeleri verici alan olarak secilmistir. Ayni
zamanda cerrahi olarak ulasilmasi kolay ve morbiditesinin diisiik olmasi verici alan

olarak inguinal yag yastiginin se¢ilmesinde etkin rol oynamaistir.

Cerrahi Oncesi siganlara genel anestezi i¢in 30-35 mg/kg ketamin + 10 mg/kg
ksilazin karisimi karin i¢i zerk edilmistir. Lokal asepsi kurallarina uygun olarak cerrahi

alan olan kasik ve sirt bolgeleri tiraglanmis ve povidon iyot ile temizlenmistir (Resim
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19). Cerrahi profilaksi amagli islem oncesi tek doz cilt alt1 150 mg/kg ampisilin +
sulbaktam tatbik edilmistir.

Resim 19: Cerrahi oncesi hazirlik

Kasik bolgelesine yapilan yaklasik bir santimetrelik kesi ile cilt altina gegilerek
kasik yag yastig1 tek parca yag doku grefti olarak alinmistir (Resim 20). Alinan yag
greftlerinin daha sonraki agirlik 6l¢iimlerinde anlamli bir sonug¢ elde etmek icin

birbirlerine es olmasina c¢aligilmistir.

Resim 20: Sigan kasik yag yastigi
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2.2. Yag Greftlerinin Pay Edilmesi ve Agirlik Olarak Olciilmesi

Birinci cerrahi islem sirasinda elde edilen yag greftleri (Resim 21) herhangi bir
isleme tabi tutulmadan 6nce hizlica ve kurumasina izin verilmeden agirlik degerleri
hassas terazi (Resim 22) yardimiyla 6lgiiliip kaydedilmistir. Alinan yag doku grefti tabla
tizerinde bistiiri ile dort yaklasik esit par¢aya ayrilarak inkiibasyon ve transfer i¢in hazir
hale getirilmistir. Dort parca greftin her biri ayr1 ayr1 hassas terazi yardimiyla agirlik

olarak olgiilerek not edilmistir.

Resim 21: Cikarilmis yag yastigi

Resim 22: Calismamizda kullanilmis olan hassas terazi

43



2.3. Deney Gruplarimin Hazirlanmasi ve Uygulanan Islemler

Cerrahi islem sirasinda steril ortamda insiilin ve metoprolol grubu ceplerine
yerlestirilecek olacak yag greftleri bes dakika siireyle petri kabi igerisinde sirasiyla 5
mL regular insiilin (Novo Rapid FlexPen 3 mL 100 IU/mL; Novo Nordisk Saglik
Uriinleri Tic. Ltd. Sti, TR) (35) ve 5 mL metoprolol (Mepolex 5 mg/5 mL IV Enjektor
Cozelti Iceren Ampul; Keymen ilag San. ve Tic. Ltd. Sti, TR) (35) igeren inkiibatorde
bekletilmistir (Resim 23). Inkiibasyon islemleri Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlarin

vuciit sicakligini taklit etmek amaciyla 37 °C (35,120) ortamda gergeklestirilmistir.

Resim 23: Insiilin ve beta bloker soliisyonlarinda inkiibe edilmis yag greftleri

Alict alan olarak yag doku igermeyen, kas fasiyas: iistli plan se¢ilmistir. Bu
sayede yag greftlerinin cilt alti yagli dokuyla karistirllmamasi dolayisiyla patolojik

incelemenin daha objektif olmas1 hedeflenmistir.

Cerrahi islem sirasinda; deney hayvanlarinin sirt bolgelerine yapilan dort adet
yaklagik birer santimetrelik insizyon ile kas fasiyasi {istii plana inilmistir. Cilt ve cilt alt1
yagli doku makas yardimi ile yaklagik 1x1 santimetrelik alanda dekole edilerek kas
fasiyasi iistii planda alic1 alan hazirlanmistir. Kontrol ve deferoksamin gruplarina ait yag
greftleri herbiri kendisi i¢in daha once belirlenen (sol kraniyal; kontrol grubu, sol
kaudal: deferoksamin grubu) alanlara isleme tabi tutulmadan ve kurumasi beklenmeden

yerlestirilmistir (Resim 24). inkiibasyon islemi sonrasi; insiilin ve beta bloker gruplarina
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ait yag greftleri herbiri kendisi i¢in daha once belirlenen (sag kraniyal: insiilin grubu,
sag kaudal: beta bloker grubu) alanlara yerlestirilmistir. Verici ve alici1 alanlardaki

kesiler emilemeyen dikisler ile kapatilmistir (Resim 25).

Cerrahi islem sonras1 bir ay boyunca li¢ giinde bir kez olmak iizere toplam on
doz, kontrol grubuna 0,2 mL %0,9 NaCl soliisyonu, deferoksamin grubuna 0,2 mL 300

mg deferoksamin ile hazirlanmis %0,9 NaCl soliisyonu enjekte edilmistir (34).

Resim 24: Alici saha; solda greftleme 6ncesi, sagda greftleme sonrasi

Resim 25: Emilemeyen dikisler ile primer onarilmis verici saha insizyonu
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2.4. Deneklerin Sakrifikasyonu ve Yag Greftlerinin Yeniden

Toplanmasi

Cerrahi sonras1 deneklerdeki yag doku greftlerinin sag kalimini gézleyebilmek
icin oniki haftalik siire beklenmistir. Ug aylik siirecten sonra siganlara cerrahi islem
Oncesi Otenazi amaciyla yiiksek doz 150 mg/kg pentobarbital intraperitoneal
enjeksiyonu uygulanmistir. Cerrahi kontaminasyonu en aza indirmek amaciyla yiiksek
doz pentobarbital enjeksiyonu tercih edilmistir. Cerrahi alan olan sirt bolgeleri

tiraglanarak povidon iyot ile temizlenmistir.

il

Resim 26: Olgunlagma siirecini tamamlamis yag greftleri. Greft sahalarina dik

uzanan yeni kan damar1 gelisen alanlara dikkat ediniz.
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Sicanlarin sirt bolgelerinde orta hat iizerinden longitidunal kesiler yapilarak yag
greftleri ortaya koyulmus (Resim 26), cevrelerindeki gecis alani ile beraber kesilip
cikarilarak hizlica ve kurumalarina izin verilmeden agirlik degerleri hassas terazi

yardimiyla 6l¢iiliip kaydedilmistir.

Otenazi uygulanan hayvanlar IU Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali Deney Hayvanlar1 Laboratuvar tibbi atik

toplama sistemine uygun sekilde kirmizi tibbi atik posetlerinde uzaklastirilmistir.

2.5. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Inceleme

Toplanan materyaller 6ncelikle %10’luk formaldehit soliisyon i¢eren Onceden
numaralandirilmis  kaplara yerlestirilerek histopatolojik inceleme i¢in uygun
muhafazaya alinmistir. Tiim materyaller Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Patoloji  Anabilim Dalinda histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak

degerlendirilmistir.

Formaldehit soliisyonu i¢erisindeki dokularin tamami uzun akslar1 boyunca ikiye
boliiniip ayr1 ayr1 kasetlenerek takip cihazina yerlestirilmistir. Parafinize olmus
dokulardan bloklama islemi gerceklestirilerek parafin bloklardan dorder mikronluk seri
kesitler lama almmistir. Immunohistokimyasal inceleme igin kesit alman lamlar

elektrostatik pozitif yliklidiir.

Seri kesitler sirasiyla;

1. kesit Hematoksilen&eozin
2. kesit Perilipin

3. kesit CD34

4. kesit CD31

olacak sekilde histopatolojik ve immunohistokimyasal boyamalar i¢in ayrilmistir.

Dokular onar dakika siirelerle Xylol icerisinde bekletilerek deparafinize
edilmistir. Deparafinize edilmis dokular hidrasyon amaciyla sirastyla saf alkol, %95°lik
alkol, %80°1ik alkol ve %70’lik alkolden onar dakika siireyle gegirilmistir. Dokular
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Meyer Hematoksilen’e alinip on dakika boyunca tutulmustur. Hematoksilenden
cikarilan dokular akan su altinda yaklasik olarak 5-10 dakika boyunca yikanmistir.
Dokular eozine daldirihip bir dakika boyunca tutulmustur. Dokulardaki fazla eozini
uzaklastirmak igin sirastyla %70°lik, %80°lik, %95’lik ve saf alkolden gegirilmistir. Ilk
3 alkole dokular daldirilip ¢ikarilirken saf alkolde on dakika tutulmustur. Cikis ksilolii

ve kapatma asamalarindan sonra dokular kurumaya birakilmistir.

Deparafinizasyon ve antijen aciga c¢ikarmada dahil olmak iizere tiim
immunhistokimyasal boyama islemleri otomatik immunohistokimya boyama cihazinda
(VENTANA Benchmark XT, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ)
gerceklestirilmistir. Islem icin cihaza uygun biyotinsiz HRP multimer bazli hidrojen
peroksit substrat ve 3,3’- diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB) kromojeni igeren

hazir kit (Ventana) kullaniimistir.

Perilipin antikoru i¢in 1/100 dilusyon uygulanmistir. CD31 antikoru igin 1/100
dilusyon uygulanmistir. CD34 antikoru i¢in 1/400 dilusyon uygulanmistir. Zit
boyamalari boyama cihazinda hematoksilen ve mavilestirici soliisyonla tamamlanip

dehidratasyon ve ksilen asamalarindan sonra islem sonlandirilmistir.
2.5.1. Degerlendirme Yontemi

Hematoksilen-eozin (H&E) boyali kesitlerde genis vakuoller igeren nekrotik
doku artiklar1 olan alanlar (yag nekrozu yiizdeleri) incelenmistir. Immunohistokimyasal
boyali preparatlar hematoksilen-eozin (H&E) boyali kesitlerin incelenmesine es zamanl
olarak bakilmistir. Degerlendirme OLYMPUS marka BXS53F model 151k
mikroskobunda x40 biiylitmede 5x5 mm?’lik alanlar halinde tiim kesit alanini icerecek

sekilde yapilarak degerler oranlanmistir.

Perilipin lipid damlaciklarina baglanarak yiizeylerini kaplayan bdylelikle canli
adipositleri hormona duyarli lipazin etkisinden koruyan bir proteindir. Perilipin
antikoruyla yapilan immunohistokimyasal boyama yontemi canli adipositleri, olii
adipositlerden ayirmak amaciyla kullanilmaktadir (101). Perilipin antikorlart bunu canli
adipositlerdeki lipid damlaciklarina baglanarak yapmaktadir. Calismamizda perilipin ile

boyanan lipoblast ve matiir adiposit yiizdelerine bakilmistir.
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Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1) insanlarda 17 numarali
kromozomda yer alan bir gen tarafindan kodlanan bir proteindir. CD31 (cluster of
differentiation 31) olarak da bilinen bu protein yaslanan nétrofillerin eliminasyonunda
anahtar rol oynar. Bu molekiil cogunlukla vaskiiler endotel hiicre yiizey belirteci olarak
bulunmaktadir (121). Bu nedenle CD31 antikoru immunohistokimyasal incelemelerde
yeni kan damart gelisiminin bir belirteci olarak kullanilmaktadir (34). Calismamizda
CD31 antikoru ile boyali preparatlarda gruplar arasindaki yeniden damarlanma
oranlaria bakilmistir. Degerlendirmede CD31 ile boyanan alanmi hi¢ olmayan kesitler
hi¢=0 (%0-10) olarak degerlendirilmis; boyanan alan igeren kesitler zayif=1 (%10-40),
orta=2 (%40-70) ve gii¢lii=3 (%70-100) olarak degerlendirilmistir.

CD34 yaygin olarak bilinen hematopoetik kok hiicre belirtecidir. Yapilan
calismalarda adipoz kaynakli kok hiicrelerin sitometrik analizlerle CD34 ekspresyonu
gosterdikleri  bildirilmistir  (4,122). Calismamizda CD34 antikoru ile boyali
preparatlarda gruplar arasindaki kok hiicre icerme oranlarina bakilmistir.
Degerlendirmede CD34 ile boyanan alani hi¢ olmayan kesitler hic=0 (%0-10) olarak
degerlendirilmis; boyanan alan igeren kesitler zayif=1 (%10-40), orta=2 (%40-70) ve
giicli=3 (%70-100) olarak degerlendirilmistir.

2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences, versiyon 21.0, 2012, Chicago, IL, USA) kullanilmistir. Verilerin
tanimlayict istatistiklerinde siirekli degiskenler icin ortalama deger, standart sapma,
ortanca, minimum ve maksimum degerler; kesikli degiskenler icin ise say1 ve yiizde
degerleri hesaplanmustir. Gruplardaki degiskenlerin dagilimi Kolmogorov Smirnov testi
ile olclilmiistiir. Sayisal veriler i¢in bagimli gruplarda t testi kullamilmistir ve degisim
yiizdesi i¢in delta hesaplanmustir. Iki grup arasi karsilastirmalarda; parametrik olmayan
verilerde Mann-Whitney U testi, kesikli veriler i¢in bagimli gruplarda McNemar testi
kullanilmustir. Ikiden fazla gruplar arasi karsilastirmalarda parametrik olmayan sayisal
verilerde Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Post-hoc analizler igin Mann-Whitney U
testi kullanilip istatistiksel anlamlilik diizeyi Bonferroni diizeltmesiyle saptanmustir.
Sonuglar %95 giiven aralifinda degerlendirilerek p<0,05 istatistiksel anlamlilik olarak

tanimlanmaistir.
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3. BULGULAR

3.1. Agirhik Analizleri

3.1.1. Deney Oncesi ve Sonras1 Agirhk Degisimlerinin Analizi

Agirlik degerleri i¢in gram (gr) degisim degerleri i¢in yiizde (%) kullanilmistir.

Deney sonu SERUM, DFO, INS ve B/B gruplarinda agirlik deney Oncesi

doneme gore anlamli (sirastyla p<0.010, p=0.000, p=0.000, p=0.000) diisiis gostermistir

(Tablo 27).
Agirlik Degisimi (gr)

Min-Mak Medyan OrtalamaztSS p
SERUM
Oncesi 0,34 - 1,00 0,63 0,64 + 0,16 0.008 °©
Sonrasi 0,13 0,94 0,40 0,45 + 0,22 !
DFO
Oncesi 0,42 1,00 0,60 0,63 £ 0,16 0.000 F
Sonrasi 0,09 0,76 0,34 0,36 + 0,15 !
INS
Oncesi 0,36 - 1,00 0,61 0,63 + 0,18 0.000 E
Sonrasi 0,19 - 0,56 0,40 0,39 + 0,10 ’
B/B
Oncesi 0,37 - 1,00 0,60 0,63 + 0,16 0.000 E
Sonrasi 0,23 - 0,76 0,42 0,42 + 0,15 g

® Eslestirilmis Orneklem t test

Tablo 27: Deney oncesi ve sonrasi agirlik degisimlerinin analizi

3.1.2. Agirhik Degisimlerinin Gruplar Arasi Karsilagtirilmasi

Deney sonu greft agirliklar1 tiim gruplarda deney oncesi doneme gore anlamli

diisiis gostermesine karsin (Tablo 27); degisim yilizdelerinde gruplar arasinda anlaml

(p>0.05) farklilik goriillmemistir (Tablo 28).
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Agirlik Degisimi (%)

[S)enek Ortalama Standart Sapma Minimum Maksimum p X2
ayisi
SERUM 17 -26,65 35,32 -80,60 51,61
DFO 17 -42,03 20,90 -82,00 8,57
0,589 1,92
INS 17 -34,34 22,84 -69,00 3,70
B/B 17 -31,09 26,00 -71,00 20,00

K Kruskal-Wallis test

Tablo 28: Deney oncesi ve sonrasi agirlik degisimlerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi

3.2. Histopatolojik inceleme

3.2.1. Yag Nekrozu Yiizdelerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

Yag nekrozu yiizdeleri dort deney grubu kendi arasinda karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli (p>0.05) farklilik goriilmemistir (Tablo 29).

Yag Nekrozu (%)

gg;,eslf Ortalama Standart Sapma Medyan  Minimum Maksimum p X2
SERUM 17 19,41 22,49 15,00 00,00 80,00
DFO 17 18,82 17,90 10,00 00,00 60,00
0,811 0,962
INS 17 19,12 25,51 10,00 00,00 80,00
B/B 17 23,82 25,40 10,00 00,00 70,00

K Kruskal-Wallis test

Tablo 29: H&E boyali kesitlerde yag nekrozu yiizdelerinin gruplar arasi

karsilastirilmasi
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3.3. Immunohistokimyasal Inceleme

3.3.1. Perilipin Yiizdeleri

Incelemede immatiir hiicrelerin goriildiigii alanlarda perilipin ekspresyonu fokal
ve zayif olarak izlenmistir. Perilipin pozitifligi sadece kuvvetli boyanma gosteren

alanlarda pozitif kabul edilmistir (Resim 30).

Resim 30: Perilipinle kuvvetli boyanma gosteren drnek alan (Perilipin IHK

boyama, x100, 7 numarali denek DFO grubu)
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Dort deney grubu kendi arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamh

(p<0.05) farklilik goriilmistiir (Tablo 31).

Perilipin Boyah Alan (%)

Denek Standart . . " " o -
Sayisi Ortalama Sapma Medyan Minimum Maksimum p X2 p X2
SERUM 17 50,00 21,87 40,00 20,00 80,00
DFO 17 60,29 19,40 70,00 25,00 80,00
0,037 8,46
INS 17 48,82 17,64 50,00 30,00 80,00 0,031 | 6,957
B/B 17 65,88 16,22 70,00 40,00 90,00

p* SERUM, DFO, INS, B/B

K Kruskal-Wallis test

gruplarinin kiyaslanmasi

p** DFO, INS, B/B gruplarinin
kiyaslanmasi

Tablo 31: Perilipin boyali alan yiizdelerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Yapilan post-hoc analizlerde B/B grubunda perilipin boyali alan yiizdesi

SERUM grubundan anlamli ve INS grubundan daha anlamli (sirasiyla p<0.05 ve

p<0.01) olarak yiiksek bulunmustur (Grafik 32).

Perilipin Boyali Alan (%)

100

4—_—> 4—_—>=0.008

90
80
70
60
50 100
40
30 60,29
50
20

10

0z Yag Doku Deferoksamin Kontrol

Grafik 32: Perilipin boyali alan yiizdeleri

65,88

Metoprolol

48,82

insilin

53




3.3.2. CD31 Oranlan

CD31 ile boyanan alani hi¢ olmayan kesitler hi¢=0 (%0-10) olarak
degerlendirilmis; boyanan alan igeren kesitler zayif=1 (%10-40), orta=2 (%40-70) ve
giiclii=3 (%70-100) olarak degerlendirilmistir (Resim 33).
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Resim 33: CD31 boyali alanlar; a: hi¢c=0 (%0-10), b: zayif=1 (%10-40), c:
orta=2 (%40-70), d: giiclii=3 (%70-100) (CD31 IHK boyama, a ve c: x400, b ve d:
x200, 11 numarali denek, kontrol grubu)

OYD grubuyla SERUM, DFO ve B/B gruplart CD31 boyanma oranlari
acisindan incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05).
OYD ve INS gruplart CD31 boyanma oranlari agisindan incelendiginde istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmistir (p<0,01). Aymi sigandan alinan materyal CD31
agisindan incelendiginde INS grubunda boyanmanmn OYD grubundan giiclii oldugu
goriilmektedir (Tablo 34, Tablo 38).

54



INS

Toplam
1 2ve3
Sayi % Sayi % Sayi % p
YD 1 4 26,70 11 73,30 15 100,00 0.006
2ve3 1 50,00 1 50,00 2 100,00
Toplam 5 29,40 12 70,60 17 100,00

MN McNemar testi

Tablo 34: CD31 boyanma oranlarinin OYD ve INS gruplar: arasi karsilastiriimasi

SERUM grubuyla DFO, INS ve B/B gruplart CD31 boyanma oranlari agisindan
incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05). Ancak

SERUM grubuyla INS grubunun ikili karsilasgtirmasinda p degerinin anlamliya yakin
olmas dikkat ¢ekicidir (Tablo 35, Tablo 38)

INS

Toplam
1 2ve 3
Sayi % Sayi % Sayi % p
1 4 4 7 11
SERUM 36,40 63,60 100,00 0.070
2ve 3 1 16,70 5 83,30 6 100,00
Toplam 5 29,40 12 70,60 17 100,00

MN McNemar testi

Tablo 35: CD31 boyanma oranlarinin SERUM ve INS gruplari arasi karsilastiriimasi

DFO ve B/B gruplart CD31 boyanma oranlar1 agisindan incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli, INS ve B/B gruplar1 CD31 boyanma oranlari agisindan
incelendiginde istatistiksel olarak ¢ok daha anlamli bir fark saptanmistir (sirasiyla
p<0,05 ve p<0,005). Ayni sigandan alinan materyal CD31 agisindan incelendiginde
DFO grubunda boyanmanin B/B grubundan giiglii, INS grubunda boyanmanin B/B
grubundan ¢ok daha gii¢lii oldugu goriilmektedir (Tablo 36, Tablo 37). Ancak DFO ve
INS gruplari CD31 boyanma oranlari agisindan incelendiginde istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05). (Tablo 38)
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B/B

Toplam
1 2ve3
Sayi % Sayi % Sayi % p
1 9 100,00 0 00,00 9 100,00
DFO 0,031
2ve3 6 75,00 2 25,00 8 100,00
Toplam 15 88,20 2 11,80 17 100,00

MN McNemar testi

Tablo 36: CD31 boyanma oranlarinin DFO ve B/B gruplari arasi karsilastiriimasi

B/B
Toplam
1 2ve 3
Sayi % Sayi % Sayi % p
1 5 100,00 0 00,00 5 100,00
INS 0,002

2ve3 10 83,30 2 16,70 12 100,00

Toplam 15 88,20 2 11,80 17 100,00

MN McNemar testi

Tablo 37: CD31 boyanma oranlarinin INS ve B/B gruplar: arasi karsilastirilmasi

CD31

3
=0.07 =0.002 =0.031
2 1,76
1,35 1,47
1,12 1,12
1
0
0z Yag Doku Kontrol insiilin Metoprolol Deferoksamin

Grafik 38: CD31 boyanma oranlarinin kesitsel verilerinin gruplardaki ortalama
degerleri ve diger gruplarin ikili karsilagtirmasinda kullanilan McNemar testleriyle elde

edilmis p degerleri
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3.3.3. CD34 Oranlan

CD34 ile boyanan alam1 hi¢ olmayan kesitler hi¢=0 (%0-10) olarak
degerlendirilmis; boyanan alan iceren kesitler zayif=1 (%10-40), orta=2 (%40-70) ve
gliclii=3 (%70-100) olarak degerlendirilmistir (Resim 39).

Resim 39: CD34 boyali alanlar; a: hi¢=0 (%0-10), b: zayif=1 (%10-40), c:
orta=2 (%40-70), d: giiclii=3 (%70-100) (CD34 IHK boyama, a, b ve ¢c: x200, d: x400,
4 numaral1 denek, INS grubu)

OYD grubunda CD34 boyanma oranlari tiim deney hayvanlarinda zayif olmasi
nedeniyle McNemar testiyle degerlendirilememis dolayisiyla istatistiksel incelemeye
katilamamistir. SERUM grubuyla DFO, INS ve B/B gruplari, DFO grubuyla INS ve
B/B gruplari1 ve INS grubuyla B/B grubu CD34 boyanma oranlari acisindan
incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05). (Grafik 40)
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CD34

3
2
. 1,12 1,12 1,18 1,06
1 ° ® ° ® °
0
0z Yag Doku Kontrol Deferoksamin insiilin Metoprolol

Grafik 40: CD34 boyanma oranlarinin kesitsel verilerinin gruplardaki ortalama

degerleri
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4 TARTISMA

Yaslanan cildin formunu geriye dondiirmek, ciltteki nedbe dokusunu
yumusatmak ve bunun getirdigi cilt kalitesinde artis, bir kontur defektinini gidermek,
yiiz, meme, kalga gibi bolgelerde estetik amagh projeksiyon artisi, radyoterapi gormiis
ciltlerde goriilen sertlesmeyi gidermek, bir bolgedeki doku azlhigimi gidermek yag
greftinin kullanim alanlarindan sadece birkagidir (1,6,7,9,12,13,15,18,22,30-32,93).
Ucuz, tekrarlamasi1 kolay, komplikasyonu az, biyouyumlulugu yiiksek, verici alanda
major deformiteler olusturmayan, kolay uygulanabilir bir teknik olmasi sebebiyle
plastik cerrahinin elindeki 6nemli tekniklerden biri haline gelmistir. Ancak implant
materyallerine kiyasla sahip oldugu bu avantajlara karsin rezorpsiyonuna bagli greft
agirlik ve hacim kayiplarinin her daim miktar ve oran olarak 6n goriilememesi énemli
bir problem teskil etmektedir (1,4,20,22,30,33,34,93). Giivenilir, tekrar edilebilir ve sag
kalimi yiliksek sonuclarin elde edilebilmesi icin gerekli kosullar iizerine caligmalar
yapilmig ve bu gilinlimiizde plastik cerrahinin 6niindeki en 6nemli sorunlardan biri
olmustur (13,15,21-23,32,38,39,93).

Giliniimiizde enjekte edilebilir materyal cesitliliginin de artmasiyla minimal
invazif islemler insan hayatinda popiiler bir yer edinmistir (8,11,17). Prensip olarak
benzeri benzeriyle onarmak, biyouyumluluk, dogal goriiniim ve kalicilik g6z Oniinde
bulunduruldugunda yag grefti bircok istiinliik barindirmaktadir
(12,13,15,18,22,23,116). Ayrica maliyet de bu mukayeseye dahil edildiginde yag
greftinin Ustlinliigli daha da artmaktadir (4,5,13,14,20,30,37). Ancak yag grefti sag
kalimmin sinirlayici bir faktor olmasi islemin ¢ogul seanslar gerektirebilmesine yol
agcmaktadir (7,13,25,36,123). Yani sira yag grefti sag kalim yilizdesinin tahmin edilebilir
olmayis1 ve slizme, inceltme ve santrifugasyon gibi cesitli ek metodlarin kullanilmasi ve
bu yontemler arasinda standardizasyonun olmayisi islemin tercih edilebilirligini 6nemli

ol¢iide kisitlamaktadir (1,6,23,36,90,124).

Yag grefti ilk olarak 1893 yilinda Gustav Adolf Neuber tarafindan uygulanmistir
(1-7,88). Ancak yag dokunun hizli rezorpsiyonu nedeniyle hizlica terkedilmistir.
Yaklasik yiiz yil sonra Sydney Coleman liposaksin teknikleriyle yag alimini; isim
babas1 oldugu ‘Lipostructure’ teknigiyle modern bir yag grefti uygulama teknigine

dontistirmistiir (96). 19. Yiizyil sonlarindaki uygulamalara kiyasla bir¢ok cerrah erken
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iyi sonuglar bildirmis olsa da zaman igerisinde genis bir rezorpsiyon araligi oldugunun
goriilmesi yontemin giivenilirligine golge diisiirmiistiir (32). Sonraki yillarda bu sorun,
konu {izerine yapilan neredeyse tiim arastirmalarin temel kaynagi olmustur (13,15,21—
23,32,38,39,93). Bu baglamda bir¢ok maddenin yag grefti sag kalimin1 deneysel olarak
artirdig1 iddias1 ortaya atilmis (34,35,40,51,125-127) olmasina ragmen rutin olarak
klinik uygulamalarda kabul goren bir materyal ortaya koyulamamistir
(2,3,13,26,36,41,128,129). Amerikan Plastik Cerrahi Dernegi tarafindan 2012 yilinda
yapilan ulusal konsensus anketinde 2584 plastik cerraha yag grefti elde etme, hazirlama,
uygulama teknikleri ve kisa ve uzun déonem sonug algilari ile ilgili sorular yoneltilmistir.
Ankete gore; otolog yag doku transferi oldukga yaygin bir uygulama olmasina ragmen

¢ok az cerrahin tamamen ayni teknigi uyguladig: goriilmiistiir (14).

Pek ¢ok calismada yag greftlerinin alti ay ile bir yil igerisinde %30-70’inin
kayiba ugradigi ve bu alanlarin lipograniillomat6z alanlarla (Resim 41) yer degistirdigi
raporlanmustir (24,37,99,130). Bu, yag grefti sag kalimi1 sonuglarinda belirsizlige neden
olmaktadir. Bu durum kok hiicre proliferasyon-apopitoz dongiisii ve buna eslik eden ii¢
bolge teorisi dahil olmak iizere pek c¢ok teori ile aciklanmaya ¢alisiimistir
(3,24,37,67,69,99,101,130). Bu teorilerin ortak noktalar: yara iyilesme siirecini takip
eden yeni damar olusumunun meydana gelmesidir. Anjiyogenez safhasinda transfer
edilen kok hiicre karakterindeki onciil hiicreler ve igerdikleri biiyiime faktorleri etkili
olmaktadir. Doku miihendisligi ile yag dokusundan elde edilen pek ¢ok kok hiicre ve
biyime faktori ile yapilmis olan c¢aligmalar bu hipotezi desteklemektedir
(1,3,4,13,18,28,40,101,130). Greftin uzaysal olarak kiiresel halde oldugunu diistinecek
olursak anjiyogenez baslangigta sinirlt bir alani etkileyeceginden santralde yag nekrozu
gelismesi kaginilmaz olacaktir. Zamanla santraldeki bu nekroz alaninin fibrozis ile yer

degistirerek degisken oranlarda greft involiisyonuna yol agmasit beklenmektedir
(24,38,99,101,130).
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Resim 41: Genis vakuoller etrafinda goriilen fibrotik infiltratlarla karakterize

lipograniilom alan1 (H&E boyama, x200, 4 numarali denek, kontrol grubu)

Yag grefti sag kalimi iizerine yapilan bircok calisma kok hiicre kiiltiirleri,
bliylime faktorleri ve yiiksek teknoloji gerektiren cihazlar iizerinde yogunlasmistir
(1,3,4,13,18,28,40,101). Teknik zorluklar ve yiiksek maliyetler g6z 6niine alindiginda
bu yontemlerin klinik ve cerrahi uygulamalarda genis kitlelere ulagsmasi ve
stirdiiriilebilirligi miimkiin olamamistir. Yag grefti uygulamalarinin avantajlarinin ucuz
ve tekrarlamasi kolay olmasi nedeniyle sag kalimi artirmak i¢in kullanilacak madde

veya teknigin de ayni 6zellikleri tagimast gerekmektedir.

Yag grefti sag kalimi lizerine bildirilmis olan yiizlerce ¢alisma olmasina karsin
klinik uygulamalar gibi onlarin birer yansimalari olan deneysel calismalarda da
metodolojik  farkliliklar nedeniyle objektif kiyaslamalar yapmak miimkiin
olamamaktadir (5,6,13,15,18,19,21,23,36,41,124). Yapilan c¢alismalardaki baslica
yontemsel farkliliklar; deney hayvaninin tiiriiniin se¢imi, deney hayvaninin cinsiyetinin
se¢imi, Verici alan se¢imi, deneysel model (gruplarin olusturulmasi), isleme teknigi,
alic1 alan se¢imi, olgunlasma siiresi, sonu¢ degerlendirme parametre ve kriterleri olarak

siralanabilir (2,23,41,107).
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Yag grefti deneysel caligmalarinda kullanilan in vivo modellerin biiyiik
cogunlugunu siganlar ve fareler iizerinde yapilmis olan caligmalar olusturmaktadir.
Daha biiyilk hayvan modellerinin insan anatomi ve fizyolojisini daha iyi taklit
edebilecegi diisiiniilmiis olsa da artan finansal maliyet ve tesis kapasiteleri
aragtirmacilar1 daha ¢ok sican veya fare kullanmaya yoneltmistir. Atimik fare gibi bu tiir
caligmalarda kullanilan popiiler transgenik {riinler de yine bu kriterin disinda
kalmaktadir. Sigan ve fare barinma, beslenme, bakim, dayaniklilik, ulasilabilme ve
cerrahi isleme uyum gibi faktorler bir arada goz 6niine alindiginda diger modellere gore
stlinliik kazanmaktadir (41). Calismamizda dayaniklilik, bakim, besleme ve maliyet

faktorleri 6n planda tutularak Sprague-Dawley cinsi siganlar kullanilmistir.

Deneysel caligmalarda, disi cinsiyet kullanilmasi Ostrojen iligkili olarak yag
grefti sag kalimi tizerinde degisken etkilere neden olabilir (16,39,131,132). Bu etki,
ostradiol (Ey) ve adipoz kaynakli kok ve oOnciil hiicrelerdeki Ostrojen reseptor
etkilesimleri sayesinde gerceklesir ve bu hiicrelerin (ADSCs) biiyiime, ¢ogalma ve
farklilagsma gibi davraniglarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (133-135). Buradan
yola ¢ikarak; Luo ve arkadaglari 2013 yilinda artan Ostradiol seviyelerinin yiiksek
miktarda VEGF iiretimini uyardigin1 ve bu etkinin konsantrasyon bagimli oldugunu
gdstermiglerdir (136). Ostrojenin siklik bir déngiisiiniin olmasi1 ve yag metabolizmasi
tizerinde kanitlanmis etkilerinin bulunmasi nedeniyle yag greft sag kalimi lizerine
tasarlanan caligmalarda erkek cinsiyet kullanilmali ve cinsiyet vurgusu mutlaka
yapilmalidir. Yag grefti sag kalimi iizerine literatiir incelendiginde ¢aligmalarin biiyiik
cogunlugunda cinsiyet vurgusu yapilmadigi ya da disi cinsiyet kullanildig1 gortilmustiir
(3,4,6,13,16,19,24,25,28,32,34,36,41,69,93,99,101,105,122,124,130,137,138).
Literatiirde  erkek  cinsiyet  vurgusu  yapan  c¢alismalar  bulunmaktadir
(10,25,29,30,37,90,125,126,139,140). Sonuglarin cinsiyet kaynakli lipojenik etkilerden
arindirilabilmesi amaciyla calismamizda Sprague-Dawley cinsi erkek siganlar

kullanilmistir.

Eylil 2017°de Lujan-Hernandez ve arkadaslari 1968-2015 yillar1 arasinda
yayinlanan biitiin yag grefti deneysel ¢aligsmalarini derlemis ve ¢alismalarin %52’sinde
otolog yag grefti kullanildigin1 bildirmislerdir. Bunlarin biiyiik ¢ogunlugunu hayvanin
kendi inguinal yag yastifinin hayvanin sirtina greft olarak yerlestirilmesi

olusturmaktadir (41). Siganlarda inguinal yag yastig1 ulasilmasi kolay ve morbiditesi
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diisiik bir donor saha oldugu icin otolog yag grefti kullanilan deneysel ¢aligmalarda
cokeca tercih edilmistir (4,40,51,116,139-143). Aymi1 ¢alismada deneysel ¢alismalarin
%S51’inde alict alan olarak deney hayvanlarinin sirtinin kullanildigi; yag greftlerinin kas
fasiyasi ustii cilt alt1 plana yerlestirildigi belirtilmistir (41). Bunu %28 ile skalp, %12 ile
karin igi takip etmistir. Thanik ve arkadaslari subkutan dorsumun siganlarda yag doku
icermemesinin ve pannikulus karnosus ve dorsal kaslar arasinda olmasinin daha hizli ve
etkin bir anjiyogenez siireci ortaya koyacagini, harvest (greftlerin toplanmasi) isleminde
disseksiyonun kolay olacagimi ve anjiyogenezin makroskobik izlemini de
kolaylastiracagini bildirmiglerdir (10). Calismanin deneklerin sakrifikasyonu ve yag
greftlerinin tekrar toplanmasi safhasinda secilen alici sahanin anjiyogenezin
makroskobik izlemine izin verdigi gorilmistiir (Resim 26). Ayrica yag greftlerinin
panikulus karnosus ve dorsal kas planlar1 arasindan kolayca disseke edilebildigi

gozlemlenmistir.

Literatiirde sicanlar iizerinde yag grefti sag kalimi lizerine daha 6nce yapilmis
olan birgok arastirmada her deney grubu igin dort ile on adet denek kullanildig:
gorilmiistiir (3,4,10,21,25,28,29,34-36,38-40,51,90,101,105,116,127,137,139—
141,143-146). Bu say1 galisma Oncesi yapilan istatistiksel gii¢ analizlerinde (power
analysis) cerrahi temelli deneysel uygulamalarda anlamli sonuglar elde edebilmek icin
yeterli miktar degildir. Deneysel calismalarin biiylik ¢ogunlugu her deney hayvanini bir
deney grubuna dahil eden metodoloji iizerine kurulmustur. Ancak bazi ¢alismalarda
alic1 olarak secilen anatomik sahanin birden fazla alt boliime ayrilarak ayni deney
hayvaninin birden fazla gruba dahil edildigi goriilmiistir (35,119). Yag grefti sag
kaliminda  genetik, fizyolojik, metabolik farkhiliklar  belirleyici  olmaktadir
(140,143,147). Calismamizda her deney hayvaninin sirti dort ayri kutuba ayrilarak dort
deney grubunun da tek hayvan tizerinde toplanmasi saglanmigtir (Resim 17, Tablo 18).
Boylelikle, sonuglarin giivenilirliginin artirllmasi ve hayvan sayisinin daha etkin
kullanilmasi hedeflenmistir. Bu sayede gruplar arasinda standardizasyon saglanmis ve
olusabilecek hemodinamik, fizyolojik, genetik ve metabolik farkliliklar ortadan

kaldirilmistir.
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Yoshimura ve arkadaglar1 yag grefti sag kalimi {izerine yapilan deneysel
calismalarda greftleme sonrasi birkag giin icerisinde alic1 vaskiilarize yataga temas eden
greftin en disindaki yaklagik 300 pm derinligindeki greft sahasi disinda biitiin
adipositlerin yasami yitirdigini gostermislerdir (130); 1994 yilinda Carpaneda ve
Ribiero bu mesafeyi yaklasitk 2 mm olarak bildirmislerdir (100). Yoshimura ve
arkadaglart ayni ¢alismada bu siirecin birinci giine karsilik geldigini; adipositlerin
siddetli iskemi durumunda (pO,<15 mmHg) ilk 24 saatte Oldiiklerini ve iskeminin
uzamasiyla buna vaskiiler endotelyal hiicrelerin ve adipoz kaynakli kék ve Onciil
hiicrelerin dahil oldugunu bildirmislerdir (130). Siddetli iskemide dahi adipoz kaynakli
kok hiicreler ilk 72 saate kadar canliliklarini siirdiirebilmekte ve 6len hiicrelerden ortaya
cikan medyatorler sayesinde aktive olarak doku hasarin1 ¢ogalma/proliferasyon,
goc/migrasyon ve farklilasma/diferensiasyon yetenekleri sayesinde onarmaya
calismaktadirlar (99). iskeminin adipoz kaynakli kok ve onciil hiicrelerinin tiimiiniin
kaybina sebep olacak kadar uzun siirdiigii durumlarda ise bu durum duvar formasyonu
gelistirerek enkapsiile hale getirilmis yag kistleri, lipograntilomlar ve/veya fibrozis ile
sonlanmaktadir (Resim 42). Ancak Yoshimura ve arkadaslarina gore bu durum sasirtict
bir sekilde yag kistlerinin uzunca bir siire rezorbe olmamasindan dolayr yag grefti

agirlik ve hacmini etkilememektedir (130).
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Resim 42: Kist duvar formasyonu gelistirmis yer yer fibrotik infiltratlar iceren
yag kistleri komsulugundaki, membranlar1 perilipin boyali adipositlerle karakterize
adipogenez alanlar1 (Perilipin IHK boyama, x100, 7 numarali denek, DFO grubu)
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Yag grefti sag kalim hacminin degerlendirilmesinde kullanilan bugiine kadar
bildirilmis temel parametreler agirlik Slgiimii, histolojik inceleme ve goriintiilleme
yontemleridir (41). Bunlar arasinda en sik kullanilmis olan1 %63 ile agirlik dlgiimi
olmasia karsin ¢alismalarin bir¢gogunda bu yontem tek basina yeterli bulunmayarak
hiicresel kompozisyonun da incelenebilmesi i¢in ¢ogunlukla histolojik incelemeler
calismalara dahil edilmistir (Resim 43). Boyama teknikleri arasinda en sik kullanilan
H&E olmasma ragmen metabolik durumlarindan bagimsiz olarak tiim yapilar esit
diizeyde boyadig1 icin kanit degeri diisiiktiir (41). Immunohistokimyasal boyamalar
daha yiiksek teknik gerektirmelerine karsilik hedefe yonelik boyama yaptiklari i¢in daha
spesifiktirler (101,148-151). Yag grefti sag kaliminda en sik etkin kullanilan
immunohistokimyasal ajan perilipindir (41,152). Perilipin, parafinize Kkesitlerde
metabolik olarak aktif adipositlerde yiizey belirteci olarak bulunur ve 6lii adipositlerde
boyanma gostermez (37,99,101,142,150-153). Bu nedenle ¢alismamizda adiposit
yiizdeleri hesaplanirken H&E boyama yontemi yerine canli yag hiicreleri varligini

gostermek i¢in immunohistokimyasal belirteg olarak perilipin kullanilmistir (Resim 44).

CD31 (PECAM-1) vaskiiler endotelyal hiicreleri ve hematopoetik kok hiicreleri
yaygin olarak boyadigi i¢in anjiyogenez ve inflamasyonun degerlendirilmesinde sik
kullanilan bir immunohistokimyasal ajandir (121). CD34 yaygin bilinen kdk hiicre
belirtecidir ve adipoz kaynakli kok hiicrelerin CD34 pozitif, CD31 negatif olarak
boyanmasiyla hematopoetik kok hiicrelerden ayrildigi bilinmektedir (27,101,122,154—
160).

Calismamizda degerlendirme parametreleri olarak hassas terazi ile yag greft
agirhk Olclimii, histolojik incelemede; H&E ile yag nekroz alanlar1 orani,
immunohistokimyasal incelemede; perilipin ile canli adiposit yiizdesi, CD31 ile yeniden

damarlanma ve CD34 ile kok hiicre aktivitesi oranlar1 kullanilmistir.
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Main method of graft quantification Quantification by histology

Resim 43: A; hacim degerlendirmede kullanilan temel yontemler, B; histolojik

degerlendirmede kullanilan boyama teknikleri. IHC: immunohistokimyasal. (41)

Resim 44: Diizenli yag doku histolojik ¢atis1 gostermesine karsin perilipinle
zayif boyanmis alan (Perilipin IHK boyama, x200, 2 numarali denek, DFO grubu)
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CD31 aktivasyon 6l¢iim tekniklerinin biiyiik ¢cogunlugu 1991 yilinda Weidner
tarafindan tanimlanan Weidner Metodu olarak bilinen iMVD (intratumoral microvessel
density) Ol¢iim teknigine dayanmaktadir (161). Bu yontemle tiimoral davranislarin
anlasilmas1 amaciyla giiniimiize kadar birgok tiimor ksenogreft deneysel calismasi
yapilmistir. Neredeyse tiim solid tiimorlerin degerlenmesinde popiiler olan bu teknik
timor calismalar1 {izerinde gelistirildigi icin CD31 ve benzeri vaskiiler endotelyal
belirtecleri kullanarak ‘hot spot’ seklinde tabir edilen vaskiilarizasyon agisindan yogun
olan noktalarda gelisen kan damarlarinin sayilmasini esas almaktadir (162). Ancak yag
grefti vaskiilarizasyonunda histolojik olarak homojene yakin bir dagilim gdsteren
anjiyogenez anlamlidir ve bu solid tiimdrlerdeki anjiyogenez tipiyle uyum gostermez.
Ciinkii hot spot kavrami bir nevi intratlimoral graniillom odaklarin1 tanimlamaktadir. Bu
yiizden tiimoral dokularda gézlenen hot spot seklinde tarif edilen vaskiiler agidan yogun
noktalar yag doku greftlerinde lipograniilom ve fibrozis odaklarina karsilik gelmektedir.
Buradan yola cikilarak, yag grefti histolojisindeki anjiyogenez sekli solid tiimdrlerdeki
anjiyogenez tipinden farkli oldugu i¢in hot spot kavramiyla degerlendirilmesinin;
dolayisiyla MVD (mikrovaskiiler yogunluk ol¢limii) ol¢limlerinin anlamsiz oldugu
sOylenebilir. Bu nedenle ¢aligmamizda; CD31 ve CD34 degerleri, tiim kesit alanlar1 tek
tek incelenip hig¢ (%0-10), zayif (%10-40), orta (%40-70), gicli (%70-100) boyanma
seklinde degerlendirilerek sirasiyla 0, 1, 2, 3 kesitsel degerleri verilip ortalamalar
alinarak hesaplanmistir. Hesaplanan bu oranlar gruplar arasi karsilagtirmalarda

kullanilmistir.

Insiilin, asetil-CoA karboksilaz indiiksiyonu sayesinde yag asitlerinin sentezini
uyarmakta ve yag doku hipertrofisine yol acarak lipojenik aktivite gostermektedir
(49,50). 2000 yilinda Yiiksel ve arkadaglari tarafindan yayinlanan makalede insiilinin
yag grefti sag kalimin1 artirmadaki etkisinin IGF, bFGF gibi biiyiime faktorlerine denk
oldugu bildirilmistir (40). Nororegiillasyon mekanizmasmna sahip yag doku
metabolizmasinda sempatik sinir sistemi baskin olup egilim lipoliz lehinedir. Bu etki 3
adrenerjik reseptorlerle saglanir (31). Insanlarda P; reseptdrler yag doku
metabolizmasindaki nororegiilasyon gorevinin temelini olusturur (55). B/B deney
grubunda kullanilan metoprolol gibi selektif B; reseptor blokeri ajanlarin yag doku
metabolizmasi1 iizerine etkisi lipogenez lehine olacaktir. 2001 yilinda Ayhan ve

arkadaslar1 buradan yola c¢ikarak selektif B1 bloker olan metoprololiin hiicre
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membranlarinda CAMP aracilikli adenilat siklaz inhibisyonu {iizerinden lipolizi
azaltici/antilipolitik (56) etkisinden yararlanip yag grefti sag kalim miktarlarini insiilin
ile kiyaslamiglardir (35). Calismamizda Ayhan ve arkadaslari tarafindan bildirilen
(greftin alic1 alana yerlestirilmeden once ilgili materyale -¢alismamizda metoprolol ve
instilin- deney hayvaninin viicut sicakligina esdeger ortamda maruziyeti) inkiibasyon

modeli (35) kullanilmstir.

Ayhan ve arkadaglarinin c¢aligmasinda deney sonlandirma siiresi greft
rezorpsiyon ve olgunlasma siireci de goz Oniinde bulundurularak 9 ay olarak
belirtilmistir. Rezorpsiyon siiresi, Pajvani ve arkadaslarma gore lipid damlaciginin
boyutuna bagli olarak birkag¢ hafta ile birka¢ ay arasinda degismektedir (163) ve bu
rezorpsiyon lipid damlaciklarinin, etraflarinda duvar formasyonu (Resim 45) olusturan
M1 makrofajlar tarafindan infiltre edilerek fagosite edilmesi yoluyla olmaktadir (142).
Suga ve arkadaslar greft olarak kullanilan yag dokunun makroskobik olarak hayatta
kalmis gibi gorlinmesine karsin greftteki canli hiicrelerin adipogenez yoluyla sag kalan
adiposit kaynakli kok ve onciil hiicrelerden gelistigini savunarak graft doniisiim teorisini
(graft replacement theory) ortaya koymuslardir (99). Ayni ¢alisma, adipogenez {i¢ aya
kadar devam ederken; lipid damlacigi rezorpsiyonunun 12. aya dek siirdiiglinii
belirtmektedir (Resim 46). Ugiincii aymn sonunda adipogenezin sonlanmasiyla birlikte
bahsedildigi lizere yag kistleri; M1 makrofajlar tarafindan etraflart sarilip duvar
formasyonu gelistirerek kiiclik ¢aptaki kistler fibrozis ile sonuglanmakta, biiyiik ¢aptaki
Kistler ise altinct aydan itibaren duvar formasyonuna kalsifikasyon eklenerek enkapsiile
halde kalmaktadirlar (130). Literatiirdeki bir¢ok c¢alisma deney sonlandirma siiresi
olarak adipogenezin sonlandig1 belirtilen {i¢iincii ay sonu yani 12 haftayi baz almaktadir
(16,39,41,99,130,142). Deneysel sonlandirma noktasi olarak yag greft sag kaliminin
tamamlandig1 belirtilen 12. haftanin sonunu temel olan bu genel goriis, ¢calismamizda
12. hafta sonunda deney sonlandirildiginda deney hayvanlarinin greft olarak
kullanilmayan kendi yag dokularindan alinan materyallerin CD34 yani kok hiicre
aktivasyonlar1 acisindan tiim deney gruplariyla histolojik olarak benzer diizeyde
boyanmalar1 ve istatistiksel olarak farklilik gostermemeleriyle desteklenmistir. Bu
donemden sonra yag grefti belirtildigi gibi agirlik veya hacim olarak degisime
ugramaktan ziyade histolojik olarak olgunlasma gosterir. Ancak {igiincli ayin sonunda

cok sayida biiyiik capli yag kistleri bulunmasi durumunda greft, bu kistlerin muhtemel
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involiisyonuna bagli olarak bir yil sonuna kadar atrofiye olabilmektedir (24). 1968-2015
yillar1 arasinda yag greftleri iizerinde yapilmis olan tiim c¢alismalar birlikte
incelendiginde; yag grefti olgunlasma déneminin sonu olarak sadece 12 haftay1 deney
sonlandirma noktas1 kabul eden calismalarin %19 ile en yiiksek orana sahip oldugu
bulunmustur (41). Bu oran birden fazla deney sonlandirma noktasina sahip ¢aligmalar
da eklendiginde %35’e ¢ikmaktadir (Resim 47). Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda tim
denekler 12. haftanin sonunda sakrifiye edilerek ¢alisma sonlandirilmistir.
Calismamizda, literatiir ortalamasinin (2,3,34-36,40,51,90,145,147) ¢ok {izerinde
orneklem sayisina ulasilmis olmasina ragmen Ayhan ve Temiz’in ¢aligmalarinin (34,35)
aksine deney Oncesi ve deney sonu yag grefti agirlik degisim ortalamalar1 benzer olarak
bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmemistir (Ayhan: p<0,05, Temiz:
p<0,001, calismamizda: p>0,5). Her iki ¢alismada da, ¢alismamiza kiyasla daha az
sayida denek kullanilmis ve c¢alismamizda kullandigimiz tim deney gruplarin aymi

deney hayvani iizerinde toplanmasina dayanan metodoloji kullanilmamigtir.

Resim 45: Yag nekrozu alanlarindaki lipid damlaciklar1 (yag kistleri) etrafinda
gelisen kist duvar formasyonu; genis vakuollerin etrafindaki kalinlasmakta olan

ceperlere dikkat ediniz. (H&E boyama, x100, 2 numarali denek, kontrol grubu)
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Postoperative sequence after fat grafting
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Resim 46: Greft olgunlagma siireci (130)
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Resim 47: 1968-2015 yillar1 arasinda yag greftleri lizerine yapilan ¢aligmalarin

haftalara gore yilizdesel olarak deney sonlandirma noktalar (41)

Calismamizda, B/B grubu, kontrol grubu karsisinda yaklagik %30 perilipin
boyali canli yag hiicre artis oran1 gdstermistir. INS grubu ise kontrol grubuna yaklasik
esit bir oran ortaya koymustur (SERUM: %50-INS: %48,8). Bu durumda B/B grubunun

canli yag doku orani olarak kontrol ve INS gruplarina kiyasla yag grefti sag kalimini
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artirdigindan s6z edilebilir (sirasiyla p=0,031 ve p=0,008). Metoprololiin yag grefti sag
kalimi {izerine gostermis oldugumuz olumlu etkisi Ayhan ve arkadaslarinin (35)
caligmasinin sonuglariyla (p<0,05) uyumlu olsa da; insiilin i¢in bildirdikleri olumlu etki
calismamizda izlenmemistir. Calismada, H&E boyama yontemiyle histolojik inceleme
yapilmistir. Ancak calismamizda, daha fazla denek kullanilmis, tiim gruplar ayni deney
hayvani iizerinde calisilmis ve degerlendirmeler H&E boyama yontemi yerine daha
spesifik oldugu bildirilmis (37,99,101,142,150-153) perilipin, CD31 ve CD34 gibi
immunohistokimyasal belirteclerle yapilmistir. Bununla birlikte, ayn1 ¢calismada kontrol
grubu olarak salin soliisyonuyla inkiibe edilen greftlerin yiiksek miktarda fibrozis,
multiniikleer dev hiicre, az miktarda olgun adiposit ve yiiksek miktarda yag nekrozu
icerdigi ve insiilin ile inkiibe edilen greftlerin de kontrol gurubu kadar olmasa da benzer
durumla sonuclandig1 bildirilmistir. Yiiksel ve arkadaslarinin insiilinin yag grefti sag
kalimi iizerine olumlu etkisinin oldugunu hatta bu etkinin IGF-1 ile esdeger oldugunu
(p<0,05) bildirdikleri (40) ¢alismada da Ayhan ve arkadaslarinin sonuglariyla benzer
sonuclar elde edilmis; H&E boyama ile yapilan incelemede canli adiposit yiizdelerinin
arttig1 gosterilmistir. Ancak Yiiksel ve arkadaslarinin ¢alismasinda da diger caligmada
oldugu gibi spesifitesi yiiksek perilipin vb. bir immunohistokimyasal boyama yontemi
kullanilmamistir. Bu veriler, ¢calismamizda ulagtigimiz, metoprololiin yag grefti sag
kalimma yonelik olumlu etkisini dogrular nitelikte olmasina karsin yukarida da
belirtildigi iizere insiilinin olumlu etkisi ¢aligmamizda goriilmemistir. Ayrica Yiiksel ve
arkadaglarinin ¢alismasinda metodoloji, polimerize materyallerle hazirlanan insiilin
iceren mikrosferlerin enjeksiyonu modeline dayanmaktadir. Calismada poli-laktik-
glikolik asit/poli-etilen-glikol kullanilarak insiilin iceren mikrosferlerin hazirlanmis ve
bu materyal sicanlardan hazirlanan yag grefti ile karistirilarak sicanlarin deri altina
enjekte edilmistir. Kullanilan metodolojinin farkli olmasi insiilinin etkilerinde goriilen

farklilig1 agiklayabilir.

Yag nekrozu oranlarinda grup ortalamalarin benzer olarak bulunmasi ve
istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemis (p>0,05) olmasina ragmen gruplar
arasindaki farkli perilipin ylizdeleriyle gosterilmis farkli canli hiicre oranlar1 biiyiik
capli yag kistlerine bagli uzun donemde gelisebilecek lipoatrofi iligkili agirlik ve hacim
kayiplar1 hakkinda fikir verici olabilir. Bu durum daha fazla canli hiicre iceren B/B

grubunun uzun doénemde agirlik ve hacim olarak muhtemel daha az lipoatrofiye
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ugrayacagini dolayisiyla daha yliksek sag kalim sunabilecegini ifade eder. Ancak deney
sonlanma noktas1 yag greftleme sekansinin olgunlasma safhasi sonu olan (Resim 46) bir

yil sonuna kadar uzatilmadan kesin bir kaniya varilamaz.

CD34 aktivasyonunun (Resim 48) tiim deneklerde ve tiim gruplarda zayif olarak
izlenmis olmasi (Grafik 40) ve gruplar arasindaki yaklasik degerlerin istatistiksel olarak
anlamli bulunmamasi (p>0,05) yag greftleme sonrasi sekansin (Resim 46) ilk ii¢ aylik
doku onarim periyodunu tamamladigin1 destekler niteliktedir. Dikkat edilirse OYD
grubunun CD34 aktivasyon (Grafik 40) degerlerinin de sayisal ve istatistiksel olarak
diger gruplarla esdeger oldugu goriilebilir. Bir baska deyisle zayif ve hayvanin kendi
yag dokusuna yakin CD34 tutulum yogunluklar diigiik kok hiicre aktivasyonunun yani
adipogenezin sona erdiginin bir gostergesidir. Dolayisiyla yag greftleri sag kalimi
asamasini tamamlanmis olgunlasma yani maturasyon safhasi baslamistir. Bu durum
maturasyon safhasi sonunda yukarida da bahsedildigi iizere yag kistlerinin biiytikliigiine
bagli olarak agirlik ve/veya hacim agisindan nadiren de olsa degisiklikler olabilmesine
karsin canli yag hiicre oraninin artmasiin bu tarihten sonra beklenmedigine isaret

etmektedir.

Resim 48: CD34 aktivasyonu yiiksek alan (CD31 IHK boyama, x400, 4
numarali denek, INS grubu)
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CD31 aktivasyonu INS grubunda, B/B grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
yiikksek bulunmustur (p<0,05). Yine INS grubundaki CD31 aktivitesi kontrol grubu
karsisinda yiiksek bulunmus ve bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamliya yakin bir
deger (p=0,070) ortaya koymustur. Ayrica INS grubunun CD31 aktivitesine gére DFO
grubundan daha giiclii boyandig1 goriilmiis ancak bu durum istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Gruplardaki CD34 aktivasyonlar1 zayif olarak bulunmus ve
hayvanin greft olarak kullanilmamis kendi yag dokusuna yakin degerler ortaya
koymustur (Grafik 40). Bu durum, bahsedildigi gibi kok hiicre aktivasyon diizeyinin
greft olarak kullanilmamis normal yag doku diizeylerine geri dondiiglinli ve greft sag
kalim siirecinin sona erdigi tezini destekler niteliktedir. Hematopoetik ve adipoz
kaynakli kok hiicre miktarlarinin diisiik olmasindan yola ¢ikilarak INS grubundaki
CD31 aktivasyonunun hematopoetik kontaminasyon, inflamasyon ve/veya fibrotik
aktivite artisiyla iliskili olabilecegi akla gelmektedir (27,101,122,154-160). Ancak
ozellikle INS grubunda, OYD grubu da dahil olmak iizere neredeyse tiim gruplara karsi
goriilen bu CD31 aktivasyonunun (Tablo 38) tam nedeninin agiklanabilmesi i¢in
metodolojisi INS ve yag greftine etkileri {izerine odakli inflamasyon ve fibrozisi
gostermek i¢in kullanilan immunohistokimyasal belirtegleri de igeren ileri ¢alismalar
yapilmasi gerekmektedir. Sonug olarak, perilipin boyali alan ylizdesi ortalamasinin
kontrol grubuna neredeyse denk oldugu (SERUM: %50-INS: %48,8) da goz Oniinde
bulundurularak INS grubunun yag grefti sag kalimi tizerine anlamli etkisinin
bulunmadigi; calismamizda immunohistokimyasal diizeyde gdsterilmis ve bu bulgunun

sabit oldugu diisiik CD34 aktivasyonlariyla teyit edilmistir.

Deferoksamin, demir zehirlenmelerinin tedavisinde kullanilan demiri selatlayici
bir ajandir (62,64—66). Prolil hidroksilaz enjimi HIF-1 (hipoksiyle indiiklenebilir faktor)
yikict enzimidir ve kofaktorii demirdir (62—64). Deferoksaminin anjiyogeneze dolayli
yoldan katkisi nedeniyle (62,63) daha oOnce yag grefti sag kalimi iizerine etkisi
arastirtlmis olumlu sonuglar bildirilmistir (34,65). Temiz ve arkadaslar1 2016 yilinda
yayinladiklar1 bir makalede deferoksaminin HIF-1a tizerinden dolayl etkiyle yag grefti
hipertrofisine yol acacagi tezini savunmuslardir (34). Calismamizda Temiz ve
arkadaslari tarafindan bildirilen (materyalin -¢alismamizda deferoksamin ve serum- tiger
giin arayla alici alana toplam on doz perkutan verilmesi) enjeksiyon modeli (34)

kullanilmistir. Ancak Temiz ve arkadaslar1 deney sonlandirma noktasi olarak 8. haftanin
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sonunu se¢mislerdir. Bu siire, Suga ve arkadaslar tarafindan belirtilen 12 haftalik
olgunlagsma periyodu (99) gbz 6niinde bulunduruldugunda rezorpsiyonun siirmesi ve
kok hiicre aktivitesinin azalmasi beklenebilir (Resim 46). Bu durum, ¢alismamizda
CD34 aktivitesinin tim gruplarda hayvanin greft olarak kullanilmamis kendi 6z yag

dokusuna benzer olarak bulunmasiyla desteklenmistir.

Calismamizda, DFO grubu, kontrol grubu karsisinda yaklasik %20 perilipin
boyali canli yag hiicre artig oran1 gostermistir. Ancak DFO grubunun gosterdigi bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Temiz ve arkadaslarinin
calismasinda (34) greftlerdeki histolojik olarak normal goriilen yag doku alanlarinin
deney grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli arttigi bildirilmistir
(p>0,002). Ancak galismamizda daha fazla denek kullanilmis, tiim gruplar ayni deney
hayvani {izerinde ¢alisilmis ve degerlendirmeler H&E boyama yontemi yerine daha
spesifik oldugu bildirilmis (37,99,101,142,150-153) perilipin, CD31 ve CD34 gibi

immunohistokimyasal belirteglerle yapilmistir.

CD31 aktivasyonu DFO grubunda, B/B grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
yiiksek bulunmustur (p<0,05). Gruplardaki CD34 aktivasyonlarinin zayif ve hayvanin
greft olarak kullanilmamis kendi yag dokusuna yakin degerler ortaya koymasi (Grafik
40) yani hematopoetik ve adipoz kaynakli kok hiicre miktarlarinin diisiik olmasindan
yola ¢ikilarak DFO grubundaki CD31 aktivasyonunun hematopoetik kontaminasyon,
inflamasyon ve/veya fibrotik aktivite artisiyla iligkili olabilecegi akla gelmektedir
(27,101,122,154-160).
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5. SONUC

Daha 6nce bildirilen, siganlar iizerinde yag grefti sag kalimi {izerine yapilmis
olan bir¢ok arastirmada 6rneklem genisligi istatistiksel gii¢ analizlerine (power analysis)
gore cerrahi temelli deneysel uygulamalarda anlamli sonuglar elde edebilmek igin
kiiciik kalmaktadir. Calismamizda her deney hayvaninin sirt1 dort ayr1 kutuba ayrilarak
tim deney gruplarinin tek hayvan iizerinde toplanmasi saglanmistir (Resim 17, Tablo
18). Boylelikle, hayvan sayisinin daha etkin kullanilmasi saglanmis, daha az sayida
deney hayvani kullanilarak daha genis 6rneklem boyutu yakalanabilmistir. Yag grefti
sag kaliminda genetik, fizyolojik, metabolik farkliliklar belirleyicidir. Calismamizda
kullanilan tim deney gruplarini ayni deney hayvaninda toplayan metodoloji sayesinde
sonuglarin gilivenilirliginin artirilmas:1 hedeflenmistir. Bu sayede gruplar arasinda
standardizasyon saglanmig Ve olusabilecek hemodinamik, fizyolojik, genetik ve
metabolik farkliliklar ortadan kaldirilmastir.

Ostrojenin (E;), adipoz kaynaklik kok ve onciil hiicrelerdeki (ADSCs) biiyiime,
cogalma ve farklilasma gibi davranislarinin diizenlenmesinde etkin rol oynamasi,
caligmalarda disi deney hayvanlariin kullanilmasinin dogal bir sonucu olarak yag grefti
sag kalinm iizerinde degisken etkilere neden olabilir. Ostrojenin siklik bir déngiisiiniin
olmasi ve yag doku onciil hiicrelerinin davranislarinin diizenlenmesinde kanitlanmis
etkilerinin bulunmasi nedeniyle yag greft sag kalimi ilizerine tasarlanan c¢aligmalarda

erkek cinsiyet kullanilmali ve cinsiyet vurgusu mutlaka yapilmalidir.

Yag grefti sag kalim hacminin degerlendirilmesinde kullanilan boyama
teknikleri arasinda en sik kullanilan H&E metabolik durumlarindan bagimsiz olarak
tim yapilar1 esit diizeyde boyar. Ancak immunohistokimyasal boyamalar hedefe
yonelik boyama yaptiklar: i¢in daha spesifiktirler. Calismamizda kullanilan perilipin,
parafinize kesitlerde metabolik olarak aktif adipositlerde yiizey belirteci olarak bulunur;
canli yag hiicre varligimi isaretlerken o©lii adipositlerde boyanma gostermez. CD31
vaskiiler endotelyal hiicreleri ve hematopoetik kok hiicreleri yaygin olarak boyayan
anjiyogenez  ve inflamasyonun degerlendirilmesinde stk kullanilan  bir
immunohistokimyasal ajandir. CD34 yaygin bilinen kok hiicre belirtecidir ve adipoz
kaynakl1 kok hiicrelerin CD34 pozitif, CD31 negatif olarak boyanmasiyla hematopoetik
kok hiicrelerden ayrildig1 bilinmektedir. Perilipin, CD31 ve CD34 gibi ¢alismamizda
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kullanilan, immunohistokimyasal belirteclerin yag greft sag kalimi iizerine yapilan
caligmalarda kullanilmast hedefe yonelik boyama yaptiklar1i i¢in sonuglarin

giivenilirligini artirmaktadir.

CD31 aktivasyon oOlglim teknikleri Weidner Metodu olarak bilinen iMVD
(intratumoral microvessel density) 6l¢iim teknigine dayanmaktadir. Neredeyse tiim solid
timorlerin degerlenmesinde popiiler olan bu teknik ‘hot spot’ seklinde tabir edilen
vaskiilarizasyon ag¢isindan yogun olan noktalarda gelisen kan damarlarinin sayilmasini
esas alir. Ancak yag grefti vaskiilarizasyonunda homojen bir anjiyogenez anlamlidir ve
bu solid timdrlerdeki anjiyogenez tipiyle uyum gostermez. Bu vaskiiler agidan yogun
noktalar yag doku greftlerinde lipograniilom ve fibrozis odaklarina karsilik
gelebilmektedir. Yag grefti histolojisindeki anjiyogenez sekli solid tlimorlerdeki
anjiyogenez tipinden farkli oldugu i¢in hot spot kavramiyla degerlendirilmesi ve MVD

(mikrovaskiiler yogunluk 6l¢timii) 6l¢iimleri yapilmasi oldukca giigtiir.

Calismamizda kolay ulasilabilir ve maliyeti diisitk maddeler se¢ilmis; literatiir
ortalamasiin ¢ok {izerinde 6rneklem sayisina ulasilmis ve onceki calismalarin aksine
kontrol grubuyla benzer yag grefti agirlik degisim oranlari elde edilmistir. Buna karsin
metoprololiin yag grefti sag kalimini canli yag hiicre orani olarak artirdigi onceki
calismalarla uyumlu bulunmus ve bu bulgu farkli olarak immunohistokimyasal
incelemelerle gosterilmistir. Ancak insiilin ve deferoksamin igin 6nceki ¢aligmalarda
bildirilen yag grefti sag kalimi lizerine olumlu etki ¢calismamizda goériillmemis; kontrol
grubuyla benzer sonuglar elde edilmistir. Sonug tiim deney gruplarinda hayvanin kendi
yag dokusuna benzer derecede zayif kok hiicre aktiviteleriyle desteklenmistir. Gelecekte
tasarlanacak olan ¢aligmalarda, uzun ve kisa etkili, farkli etki giicii ve reseptor
selektivitesine sahip beta blokerlerin yag grefti sag kalimi {izerine olan etkilerinin
kiyaslanmasi amaglanabilir. Ayrica yag grefti olgunlasma donemi tamamlandiktan
sonra birinci yi1l sonunda inflamasyon ve fibrozisi degerlendirmek igin kullanilan
immunohistokimyasal belirtecler c¢alismaya eklenerek sonuglarin kaliciligmin test

edildigi yeni ¢alismalar gelecekte yapilabilir.
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