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. Girig

Flep, doku eksikliklerinin onarimi igin vdcudun belirli bolgelerinden
hazirlanan, pedikilunden gecen damar ya da damarlarla beslenen deri,
derialti, fasya, kas, kemik ya da bu dokularin bir kismini bir arada igerebilen
doku pargasidir. Flepler, plastik ve rekonstruktif cerrahinin temel ugras
alanlarindan olan dogumsal veya edinsel defektlerin uygun sekil ve
fonksiyonda onarimi amaciyla kullaniimaktadir. Bir flebin kan akimi iki sekilde
olabilir. Bilinen ve ismi olan bir arter tarafindan beslenmeyen fleplere rastgele
(random) flepler denirken, bilinen ve ismi olan bir arter ya da arterlerden
kanlanmasi saglaniyorsa, buna aksiyel flep adi verilir(1,2). Tarihte ilk olarak
rastgele (random) beslenme paternine goére flepler kullaniimistir(3). Cildin
vaskuler yapilar ile ilgili arastirmalar arttikga, random paternli fleplerden
farkh olarak, bilinen bir vaskuler yapi araciligi ile beslenen aksiyel fleplerin alt
gruplan artmistir(4). GUnUmuzde goérintileme tekniklerinin artmasi ve
anatomi calismalari sayesinde tanimlanan aksiyel fleplerin glvenilirligi daha

fazladir.

Perforator flepler, kas-deri flebinden turetilmis bir aksiyel deri flebi tlru olarak
tanimlanabilir. Perforator fleplerde flebin besleyici damar ya da damarlari,
aslil kaynaklari olan ana damardan ¢iktiktan sonra derin dokularin arasindan
veya icinden gecerek flebe ulasir(5). Son yillarda perforatoér flepler donér
saha morbiditesini azaltmasi, serbest flep ihtiyacini azaltmasi ve daha iyi
estetik sonuglarin elde edilmesini sagladigindan bir¢ok klinikte kullanimlari
artmistir(6). Ancak zaman zaman, cesitli nedenlerle flebin tamaminin
sirkilasyonu  saglanamamakta, parsiyel ya da total nekroz
gorulebilmektedir(7,8). Fleplerin genellikle bir defekti onarmada kullanilan
bolima distal kismidir. Defekti 6rten u¢ kisminda siyanoz ve nekroz, flep
cerrahisi sirasinda en sik kargilagilan komplikasyonlardandir(6,8). Bu durum

ameliyat sonrasi sorunlara ve tekrar ameliyat gerekliligine yol agabilmektedir.



Aragtirmacilar bu sorunlara yonelik olarak bazi ¢calismalar yapmistir. Ozellikle
rastlantisal ya da uzatimis aksiyel paternli fleplerin sagd kalimi ve
perfuzyonun duzeltiimesine, bdylece flep nekrozunun da azaltiimasina
yonelik farkli farmakolojik ajanlar denemiglerdir. Cesitli 6zellikteki fleplerde,
flep yasayabilirligini arttirmak amaciyla 6zellikle ratlar Gzerinde adipoz kokenli
kok hucre ve kemik iligi kokenli kok hacre kullanilarak deneysel calismalar
yapilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda, random ve kutantz aksiyel fleplerin
her ikisinde de kdk hucrenin flep yasayabilirliine olumlu yonde etki ettigi
gOsterilmistir(9,10). Ancak literatirde perforator bir flebin yasayabilirligini
arttirmasi amaciyla kok hucre ile yapilimis ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, daha o©nce ratlarda tanimlanmis olan perforator flep
modellerinden, posterior uyluk perforator flebi tzerinde yag doku kaynakl

kok hacrenin flep yasayabilirligine olan etkisinin arastiriimasi hedeflenmistir.



lI. Genel Bilgiler

1. Flepler
1.1 Flebin tanimi

Medical Subject of Headings (MeSH)'in tanimlamasina goére flep, kendi
basina bir dolasim sistemi olan ve bu sayede yasayabilen canli doku blogu
seklinde tanimlanabilir. Flepler yara onarimi, fonksiyon geri kazanimi ya da

estetik gérunumde iyilesme amaciyla kullanilabilir(11).
1.2 Fleplerin tarihgesi

Flep cerrahisi MO 600’'lii yillara dayanmaktadir. Bu yillarda Hindistan’da
Sustura Samhita burun rekonstruksiyonu amaciyla alin dokusunu
kullanmistir(3). 15. Yuzyilda Avrupa’da Sicilya’da Gustavo Branca tarafindan
yanak dokusu kullanilarak burun rekonstruksiyonu yapilmig, oglu Antonio
Branca ise Ust koldan burna flep tasimistir(12). 15. yuzyill sonu ve 16.
yiizylllarda von Pfalzpaint ve italyan Tagliacozzi tarafindan De Curtorum
Chirurgia per Insitionem (deformitelerin transplantasyon ile cerrahi onarimi)
isimli  kitapta geciktirme (delay) prosedurlu ile koldan kaldinlan flep

kullanilarak burun rekonstruksiyonu tarif edilmistir(13).

1. ve 2. Dlnya Savaslari sirasinda, savasin kacginilmaz olarak yol actigi
defektlerin tedavisi asamasinda flep cerrahisinde buylk ilerlemeler
kaydedilmistir. Harold Gillies tarafindan kullanilan "random” paternli tip
pedikulli flepler ile travmatik savas yaralari tedavi edilirken(14), 19. yy
sonlarinda Tansini postmastektomi bir hastaya latissimus dorsi kas deri flebi
ile meme rekonstruksiyonu yaparak ayni zamanda hem fonksiyonel, hem de

estetik iyi bir sonug elde etmigtir(15).

Cilt adasinin ve fleplerin nasil beslendigi konusundaki ilk adimlardan biri,
William Harvey tarafindan “kan akimi”’nin tanimlanmasi ile 1628 yilinda

atilmistir(16). Bir diger 6nemli calisma ise Carl Manchot’'un 1889 yilinda “Die



Hautarterien des Menschlichen Korpers, insan vicudunun cilt arterleri’
kitabidir(17). Bu kitapta Manchot, cildi besleyen damarlari haritalandirmis,
yaptigi gizimlerde 40 adet vaskuler alan tanimlamistir. Bundan yaklasik
yarim yuzyil sonra Salmon, Manchot'un ¢alismalarindan haberdar olmadan
benzer bir arastirmayi, arterlere murekkep vererek ve X-Ray i1sini kullanarak
yapmig, anastamoz aglarini da ortaya koymustur(18). 1969 yilinda Milton,
domuzlar Uzerinde cilt fleplerinin damarsal beslenmesini arastirirken
Manchot'un Strazburg’da yaptigi calismasina denk gelmis, ancak yazara
ulasmayl basaramamistir(18). Bir flep cerrahisi planlandiginda, flebin
uzunlugunu arttirmak igin genigliginin de mutlaka belirli bir oranda arttiriimasi
gerekliligine inanilirdi.  Ancak Milton, yayinladi§gi makaleyle, Manchot’'un
tezinden yola cikarak, cilt flebine kutan6z bir arterin dahil edilmesiyle,
“‘uzunluk-genislik” oraninda artis olabildigini tespit etmistir(4). Boylece, flebin
yasayabilirliginin artmasi igin uzunluk geniglik oranindan ¢ok, flebin

pedikulune dahil edilebilen kutan6z damarlarin 6nemli oldugu fark edilmistir.

1906 yilinda, Tansini tarafindan latissimus dorsi muskulokutan flebi
tanimlanmistir(16). 1917 yilinda Gillies’in tlp pedikulla flebi tanimlanmis,
ondan vyaklasik 50 yil sonra Bakamijian, bu bodlgeyi tekrar incelemis,
deltopektoral oluk boyunda 2, 3 ve 4. interkostal bosluktan c¢ikan internal
mamarian arterin perforatorlerinin gégus lateral duvarini besledidi, burada
kaldirilan bir flebin torakoakromial arterden de beslenme destedi aldigini

gOstermistir(18,19)

1970-1973 yillarinda McGregor ve Jackson, yayinladiklari makalelerde
deltopektoral flebin perforatori olan damarlardan bahsetmis ve baska bir
calismasinda kasik flebini tanimlamis, bdylece aksiyel paternli flepleri
tanimlayarak rasgele (random) beslenen fleplerden ayirmiglardir(19,20). Ger,
1966 yilinda alt ekstremite staz Ulseri olan bir hastada kas flebini
tanimlamistir. Hemen arkasindan, 1973 yilinda Daniel ve Taylor ilk serbest
flebi tanimlamistir(3). Ponten, 1981 vyilinda alt ekstremitede, kutandz

dokularin ana damardan ¢ikan perforatér damarlardan beslenmesi prensibini



kullanmig, boylece daha guvenilir oldugunu belirttigi “stper flepleri”, yani

fasyakutan flepleri tanimlamigtir(16).

Sonraki en buylk gelismelerden biri, Taylor ve Palmerin bir damar
kaynagindan beslendigi gosterilebilen 3 boyutlu anatomik dokuyu, yani
anjiozom ve venozomlari tanimlamasidir(21). 1973 yilinda Daniel ve
Williams, domuz ve kopekler Uzerine cildin damarlanmasi ve fleplerin
yasayabilen genislikleri Gzerine ¢alismalar yayinlamis, perforatér damarlarin
segmental arterleri kutan6z vaskiler sisteme bagladigini sdéylemislerdir(22).
Cildi besledigi dusunulen direkt kutandz, fasyakutandz veya muskulokutanéz
olan bu damarlarin besledigi transfer edilebilen cilt adasi perforator flep adini
almistir(23). 1989 yilinda Koshima ve Soeda, derin inferior epigastrik
arterden kaynaklanan bir perforatér damari kullanarak, rektus abdominis
kasini feda etmeden bir cilt flebi kaldirmanin mimkdn oldugunu
gOstermiglerdir(24). Bu gelisme ile birlikte flep cerrahisindeki ilerleme

hizlanmigtir.
1.3 Fleplerin Siniflandirilmasi

20.yy ortasina kadar flep siniflandirmasi, bilinen tim fleplerin random paternli
beslenmeye sahip fleplerin varyasyonu olmasi nedeniyle daha kolaydi.
Fleplerin geometrisi ya da tasinma sekli belirleyici kriterlerdi(2). Sonraki
gelismelerle fleplerin daha detayli siniflandiriima ihtiyaci dogmustur. Yapilan

higbir siniflandirma tum flep gesitlerini kapsamamaktadir.

Bir flebin igceriginde vucut dokularindan herhangi birinin tamami ya da bir
kismi bulunabilir (kas, fasya, kemik, kikirdak, vb). Bu o0zellik, flepleri
iceriklerine gore siniflandirmay1 saglar. Bir flebin pedikilindeki damar
Ozellikleri, beslenmelerine gore ayrilmalarini saglayabilir, bu sayede
beslenmesine gbére gruplama yapilabilir. Flebin tasinmasi hedeflenen
dokunun uzak ya da yakin olmasi da fleplerin siniflandirmasinda rol
oynayabilir(2). Tum ozelliklerin bir arada olabilecedi, ideal olmayan ancak en
kapsamli bilinen siniflamalardan biri Cormack ve Lamberty’nin yaptigi

siniflandirmadir. Cormack ve Lamberty’nin 6 C siniflandirmasi, flepler igin en



genis kapsamli siniflamayi olusturmaktadir(25). 6 C’ler siniflamasi, fleplerin
dzelliklerinin ingilizce bas harflerinden olusan akilda kalici bir sistemdir(2).
Flepler beslenme sekli (circulation), icerigi (constituents/composition), sekli
(conformation), tasinma ve hareketi (contiguity), pedikilin c¢esidi
(construction) ve hazirlanis sekli (conditioning) olarak gruplandiriimistir
(Tablo 1).

1. Beslenme sekli (circulation)

a. Direkt damarlar

Aksiyel

Septokutan6z

Endosteal

b. Indirekt damarlar

Miyokutanoz

Periostal

2. lgerigi (constituents)

Fasyakutan

Muskuler/muskulokutan

Viseral

Sinir

Kemik

Kikirdak

Diger

3. Hareketi (contiguity)

Lokal

Rejyonel

Uzak

4. Pedikiiliin gesidi (construction)



Unipedikiillii

Bipedikiillii

Ortograde akim

Retrograd akim

Turbocharged

Supercharged

5. Hazirlanma sekli (conditioning)

Delay (geciktirme)

Doku genisletme

Prefabrikasyon

6. $ekli (conformation-geometry)

Tup sekilli

Ozel sekilli

Kombine flepler

Tablo 1. Fleplerin siniflandirmasi

1.3.1 Beslenmesine Gore Fleplerin Siniflandiriimasi

Bir flebin kan akimi iki sekilde olabilir. Bilinen ve ismi olan bir arter tarafindan
beslenmeyen fleplere rastgele (random) flepler denir. Bu fleplere 6rnek
olarak birgok lokal cilt flebi verilebilir. Eger bilinen ve ismi olan bir arter ya da
arterlerden kanlanmasi saglaniyorsa, buna aksiyel flep denir. Birgok kas flebi
bu gruba dahildir(1,2).

Dokularin  kanlanmasi segmental, perforatéor ve kutandz arterlerden
saglanir(26). Segmental arterler, direkt olarak aorttan kdken alan, gévde ve
ekstremiteleri kanlandiran damarlardir. Kutan6z damarlar, cildin beslenmesini
saglayan vaskuler yapilardir. Segmental ve kutanéz damarlar arasindaki

baglantiy1 saglayan damarlara perforatér damar ismi verilir(5).



Kutano6z arterler, muskulokutan ve septokutan damarlar olarak ikiye ayrilirlar.
Muskulokutan arterler kasi besledikten sonra Uzerinde yer alan dermal
pleksusa dogru ilerleyen ana damarlardir. Kas-deri flebi kas dokusunu
besleyen muskuler arterlere ek olarak ¢ok sayida u¢ muskulokutan arterden
de kanlanan oldukga guvenilir fleplerdir(26). Septokutan damarlar, segmental
veya muskuler damarlardan kaynaklanip kaslar arasindaki fasiyal
septalardan gecerek Ustteki fasya ve deriyi besleyen damarlardir(l).
Fasyakutan flep, septokutan bir damar Uzerinden glvenle hazirlanilabilir.
Deriye paralel olarak seyreden septokutan arterler ¢cok sayida yan dallar
vererek genis boyutlu arteryel fleplerin hazirlanmasina olanak verirler(1,26).
Genellikle bu damalar cildin fikse oldugu alanlardan girerek ilerler ve kutanéz

damarlari olustururlar(1).

Bahsedilmig olan bu iki arter tipi U¢ anatomik seviyede ( fasya, derialti, deri)
altt adet pleksus olusturarak derinin beslenmesini saglar(22). Fasyal
pleksusta; kan damarlari fasyanin iginde, altinda ve Uzerinde seyreder.
Baskin olan prefasyal pleksustur. Kan akimi septokutan ve muskulokutan
arterlerden gelir(1). Subkutan pleksus; yag dokusunu yuzeyel (yogun) ve
derin (gevsek) olarak ikiye ayirir. Bu plan anatomik olarak platisma ve skarpa
fasyasina denk duser. Bu sistem Ozellikle gévdede iyi gelismistir. Subdermal
pleksus, retikuler dermisin hemen altinda subkutan yagin hemen Uzerindedir.
Bu bodlge deri flebinin kenar kanamasinin oldugu bolgedir. Buradan ¢ikan

arteriyoller dermal pleksusu besler(1,26).

Dermal ve subepidermal pleksus, papiller dermis’ten baslar dermoepidermal
bilegskeye kadar uzanir. Bu iki pleksus asil deri kan dolasimindan sorumludur.
Dermal pleksus’un asil amaci i1si dizenlemesidir(1). Random deri flebi, deri
ve derialti dokusu igerir ve kutandz arterlerin dermal ve subdermal pleksusa

verdigi u¢ dallarinca beslenir(1).

Ozetle, random flepler arterioller tarafindan perfiize edilen dermal, subdermal
pleksus tarafindan rasgele sekilde beslenirler(1). Aksiyel ya da direkt kutan6z

flepler ise segmental ya da muskuler damarlarin fasya ve Uzerindeki deriyi



beslemek Uzere kaslar arasindaki fasyayr gegmeden once verdikleri

septokutandz arterler tarafindan beslenir(1).

Muskulokutan flepler; kas, subkutan yag ve cilt dokusu icerirler ve kas
Uzerindeki cilt arteriyel perforatdrlerden beslenirken, kas komponenti major

damarlarin dallari tarafindan beslenir.

Fasyakutan flepler ise heterojen bir gruptur. Bu fleplerin perforatorleri
intermuskular olabilecegdi gibi, kutandz arterleri fasyanin ytzeyindeki arteryel

pleksustan da kaynaklanabilir(27).
1.3.2 igeriklerine Gore Flep Siniflandirmasi

Vucudun birgok yerinde farkh dokulardan flep olusturulabilir. Flepler bir ya da
birden fazla igerige sahip olabilir. Bunlar arasinda cilt (kutandz flepler), fasya,
kas, kemik, viseral organlar (kolon, ince bagirsak, omentum, vs.)
sayllabilir(2). Birden fazla doku igeren flepler de mevcuttur; fasyakutan,
muskulokutan, osseokutan, sensoriyal flepler siklkla kullanilanlar
arasindadir. Flepler icerdikleri doku komponentlerine gore baglica bes ana

grupta incelenebilir.

1. Kutanoz flepler

2. Kas flepleri

3. Fasya flepleri

4. Osse0z flepler

5. Kompozit flepler
a. Fasyakutan
b. Muskulokutan
c. Osseokutantz

d. Tendokutanoz
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e. Sensoriyal
1.3.2.1. Kas-Deri Flepleri

Mathes ve Nahai 1981 yilinda kas ve kasin vaskuler pedikulu arasindaki
anatomik iligskiyi baz alan bir siniflandirma tanimlamiglardir(28). Bu siniflama
kasin pedikulinun bolgesel kaynagi, pedikullerin sayisi ve boyutu, kasin
baglangic ve yapisma yerine gore pedikulin lokalizasyonu, kas igindeki

damarlarin angiografik paternleri gz 6ninde bulundurularak yapilmistir.

Tip I Tek vaskuller pedikile sahip kas flepleridir. Bu grubun iginde
gastroknemiusun medial ve lateral basi, derin sirkumfleks iliak arter flebi,
tensor fasya lata, vastus lateralis, abduktor pollicis brevis kaslari bu

gruptadir.

Tip Il: Bir dominant pedikil ve minor vaskuler pedikile sahiptirler. Bu
kaslardan kaldirilan fleplerde minor pedikiller kesildikten sonra dominant
pedikiil tim kasin beslenmesini saglayabilir. Insan viicudundaki kaslarda en
sik gozlenen beslenme seklidir. Vastus medialis, sternokleidomastoid, trapez,

rektus femoris ve biseps femoris bu gruptadir.

Tip Ill: Farkli kaynaklardan gelen iki dominant pedikule sahiptirler. Bu
pedikuller ayni kas icinde farkh bdlgelerin dolasimini saglarlar ya da
birbirlerine zit yonlerden kasa girerler. Her dominant pedikilin besledigi
alandan flep eleve edilebilir. Bu beslenme sekli, kasin bolinerek sadece bir
kisminin kullanimini saglar. Gluteus maksimus, serratus anterior, rektus

abdominis, pektoralis minor, temporal kaslar bu gruptadir.

Tip IV: Kas govdesi boyunca kasa giren multipl segmental vaskuler pedikule
sahiptirler. Flep elevasyonu esnasinda iki veya Ug¢ pedikulin kesilmesi kasin
distalinde nekroza neden olabilir. Tibialis anterior, sartorius, eksternal oblik,
fleksor hallucis longus, ekstensor digitorum longus ve ekstensor hallucis

longus kaslari bu gruptadir.
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Tip V: Bir dominant vaskuler pedikil ve sekonder segmental vaskuler
pedikule sahiptirler. Bu kas grubunda, kasin yapisma yerine yakin bir
dominant vaskuler pedikdl ile orijinine yakin birkag segmental pedikul

bulunur. internal oblik, latissimus dorsi, pektoralis major kaslari bu gruptadir.
1.3.2.2 Fasyakutan Flepler

Cilt, ciltalti yagh doku ve fasyanin dahil edilmesiyle olusturulan fleplerdir. Bu
fleplerde kan akimi flep tabanindaki muskulokutan perforatérlerden ya da
major arterlerin septokutan dallarindan saglanir. Schafer, 1975 vyilinda
fasyanin U¢ major vaskuler agini tanimlamig, ayrica bu yapilarin homojen

olmadidini, anatomik bolgelere goére degisiklik gosterdigini belirtmistir(29,30).

1) Kastan cikan perforator arterlerin vertikal uzanan dallari fasyay perfore
ederek subkutan bdlgeye ulasip derin fasyanin superfisyal pleksusuyla
anastomoz yaparlar. Bu arterlere o yillarda “kutandz arterler” adi verilirken

glinumuzde perforatorler olarak isimlendiriimektedir.
2) Subkutandz arterler, perforator arterlerin bulunmadigi yerlerde yer alir.

3) Subfasiyal arterler, intermuskuler septumdan ve gevsek areoler dokudan

ilerler ve fasyanin derin yuzeyinde aga katilir.

Muskulokutandz perforatorlerde mevcut varyasyonlarin tersine, direkt
kutan6z ve septokutan6z pedikullerin lokalizasyonu ¢gogunlukla sabittir ve bu

pedikuller ile spesifik fasyal ve fasyakutan flepler hazirlanabilir.

Cormack ve Lamberty ilk olarak 1984 vyilinda fasyakutan flepleri
vaskllarizasyon paternine goére Tip A, B, C ve D olmak uzere

siniflandirmiglardir(27).

Tip A: ¢cok sayida fasyakutan perforatdr tarafindan beslenen, arteryel pleksus

dogrultusunda kaldirilabilen flepler

Tip B: Bir fasyakutan perforator tarafindan beslenen flepler
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Tip C: Cildin beslenmesinin altta yatan fasyaya bagli oldugu, fasyanin bir¢ok

klguk perforator tarafindan beslendigi flepler

Tip D: Tip C’ye ek olarak fasyal septumun, altindaki kas ve kemik yapilari

dahil edilmesiyle olusturulan flepler

Mathes ve Nahai ise 1997 yilinda, fasyal ve fasyakutanoz flepleri

kanlanmalarina gore tip A,B ve C olarak 3’e ayirmislardir(31).

1. Tip A: Direkt kaynak arterden c¢ikan vaskuler pedikule sahiptir. Tip A
fleplerde pedikil derin fasyanin altinda seyrettikten sonra derin fasyanin st
kismina dagilir. Bu pedikul deriye pek ¢ok sayida fasyakutan perforator verir.
Pediklil kaynak arterden g¢iktiktan sonra longitudinal gsekilde cilde
dagildigindan bu tipteki flepler aksiyel paternli olarak kabul edilir. Dominant
pedikilin uzun ve yuzeyel yerlesimi palpasyonla ya da Doppler probu ile

saptanabilmesine olanak verir.

2. Tip B: Septokutantz pedikile sahiptir. Pedikil major kas gruplari
arasindaki intermuskuler septumda veya komsu kaslar arasinda ilerler. En
genis septokutandz pedikil spesifik fasyakutan fleplerin dominant pedikulu

olarak kabul edilir ve sabit lokalizasyonda bulunurlar.

3. Tip C: Deriyi ve derin fasyayl besleyen muskulokutan perforatore
sahiptirler. Tip C fasyakutan flepler perforator fleplerin anatomik modelini

olustururlar.
1.4 Perforator Flepler

ilk kez 1989 yilinda Koshima ve Soeda tarafindan perforator flep terimi
kullaniimistir(24). Onceki yillarda deri defektlerinin onarimi sirasinda kas-deri
flepleri kullanilmaktaydi. Bu onarimlarda kas kitlesinin Uzerindeki deri flebini
beslemesi disinda bir islevi yoktu(24). iki vakalarinda, muskuler bir damar
uzerinden kaldirdiklari bir cilt flebini kullanmiglar ve bunu fasyakutan
fleplerden ayirmislardir. Olgularinda, rektus abdominis muskulokutan flebini,

kas kitlesini dahil etmeden diseke ederek, inguinal bodlge ve dil onarimi
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yapmiglardir (24). Kasin inervasyonunu bozmamasi ve kasin fonksiyonunun
bozulmamasi sayesinde dondr saha morbiditesinin daha az olmasi nedeniyle

sonraki yillarda perforator flepler populerlik kazanmistir.

Perforator flep, aksiyel bir damardan ¢ikan ve belirli yapilardan gecgerek flebe
ulasan bir perforatdr damar tarafindan beslenir. Isimlendirme ve
siniflandirmasi 2003 yilinda Blondeel ve arkadaglar tarafindan Gent

Konsensusu’nda yapilmistir (5).

Derin fasyayl delerek cilde ulasan perforatorlere direkt perforatorler adi
verilir. Oncesinde herhangi kas ya da fasya gibi bir yapi igerisinden gegerse,
buna indirekt perforator adi verilir. Damar, kasin icinden gecip derin fasyanin
dis tabakasini delerek deriye ulasirsa kas perforatori olarak tanimlanir.
intermuskiiler septumdan gecerek derin fasyanin dis tabakasina ulasan
damarlara septal ya da septokutan perforatér adi verilir. Bir kas perforatoru
tarafindan beslenen deri flebine muskulokutan perforator flebi ismi verilirken,
septal bir perforator tarafindan beslenen deri flebine septokutan perforatér
deri flebi adi verilir (5,24,32,33). (Resim 1)

Resim 1. Perforator fleplerin sematik tanimi. (1=Direkt kutanoz perforator, 2: Muskulokutan Perforatér, 3=
Septokutan Perforator)

1.5 Flep Fizyolojisi

Cildin beslenmesi subkutan yad dokuda bulunan derin vaskuler pleksus,

retikiler dermis ve papiller dermiste bulunan superfisyel pleksusu igeren
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mikrosirkulatuar sistemden olusur. Flebin beslenmesi ana arteriyel akimla
gelen kan ve ven6z donusu iceren mikrosirkilasyon yatagi sayesinde olur.
Arterioller, venduller, kapiller damarlar ile arterioven6z anastamozlar

perfuzyonu saglayan yapilardir (1).

Yuzeyel pleksus, metabolik olarak aktif olan epidermisi difizyon yoluyla
besler. Dermal ve subdermal pleksuslar, deriye paralel olarak uzanir ve
birgok kollateral sayesinde dolagim saglanir. Bu yapi, cilt duzeyine dik olarak

uzanan septokutan ya da muskulokutan arterlerden beslenir (1).

Cildin inervasyonu duyusal ve sempatik sinir sistemi sayesinde olur. Cilt
insizyonu kaginilmaz olarak bolgenin cilt perflizyon basincinin azalmasina
yol agar. Sempatik sistemin yaniti sonucu salinan noradrenalin, arterioler
sfinkterlerin kasilmasina ve dolayisiyla ilgili bdlgenin kan akiminin

azalmasina yol acar (34).

Flebin kaldirimasiyla kan akimina etki eden sistemik ve lokal kontrol
mekanizmalari ortaya ¢ikar. Sistemik kontrol mekanizmalari arasinda néral
ve hormonal regulasyon mekanizmalari yer alir. Noral regulasyon en onemli
mekanizmadir, ve sempatik adrenerjik reseptorlerden etkilenir. Hormonal
regulasyonda ise adrenalin, noradrenalin, seratonin, prostoglandinler,
tromboksanlar gibi mediatorler yer alir. Lokal kontrol mekanizmalari arasinda
ise metabolik faktdrler ve fiziksel faktorler yer alir. insizyonla birlikte
hiperkapni, hipoksi, asidoz ve hiperkalemi olusur. Azalan kapiler akim fiziksel
olarak yanit olusturur. Miyojenik refleksle azalan bu kan akimini korumak igin

vazokonstriksiyon ve buna bagli lokal hipotermi olur (34).

Flep transferi gerceklestikten sonra iskemi ve sempatik inervasyonun kaybi
meydana gelir. iskemi 6-12. saatlerde platoya ulasir, ilk giiniin sonunda
kapiller dilatasyon ve 6dem olugsmaya baglar (34).

Neovaskularizasyon, flebin transferi sonrasinda 3-7. glnlerde baslar.
Anjiogenik stimulanlarla en ugta yer alan vaskuler yapilar dilate olur, bazal
membran incelir. Endotelyal hicreler prolifere olur, 6ne dodru géc ederek



15

angiogenezi olusturur. Alici kapillerlerin flepte var olan damarlara dogru
buyumesi ile inoskulasyon meydana gelir. Anjiyogenez fonksiyonel olarak 5-
7. gunlerde zirveye ulasir. Arteryel akim paterni ise eski dlizeyine 3. haftada
yaklasir (34).

1.6 Flep Kaybi

Flebin yasayabilirligine etki eden birgok faktdér vardir ancak en onemlileri
flebin kan akimi ve flep ile alici yatak arasindaki yeni vaskuller kanallarin
olusumudur. Flebin yasayabilen uzunlugunu belirleyen esas kriter besleyen
damarlardaki perfuzyon basincidir(1). Geg¢miste tabani ne kadar genisse,
yasayabilen uzunluk o kadar fazladir inanigi, flebe dahil edilen damarlarda
artis saglanmasiyla flebin yasayabilen uzunlugunun artti§i gosterilerek

degismigtir(1).

Pedikdlli bir flebin transferi sonrasinda olusan sempatektomi, daha o6nce
bahsedilen adrenalin ve noradrenalin gibi mediatdrlerin salinmasi ve olusan
yanitlar flebe gelen kan akimini azaltir. Bununla birlikte ven6éz dénlste de

yetersizlik olabilir.

Kerrigan ve arkadaslari flebin herhangi bir yerinde gelisebilecek nekrozda ¢
teori tanimlamislardir: Birincisi genis flep dizayn edilmesine bagl beslenme
yetersizligi, ikincisi arteriyel tromboz, Ugunclsu vendz trombozdur. Random
ve aksiyel pedikilli fleplerde vaskuler sistemde tromboz; flep pedikiline
basi, sepsis, hipotansiyon, sigara kullanimi, vazokonstriktorler nedeni olur.
Neticede mikrosirkulasyonda kan akim debisi dusmekte ve gollenme nedeni

ile tromboz olugsmaktadir(7).

Perflzyon basincindaki azalmadan en c¢ok flebin distali etkilenir(8). Flebin
distali, genellikle esas olarak rekonstriksiyon amaciyla tagsinmasi hedeflenen
kisimdir. Sikhkla flepteki nekroz distalinde, yani transfer edilmek istenen
kisminda gercgeklesir. Flebin distalindeki nekroz problemini gidermek
amaciyla literaturde yapilmig birgok calisma mevcuttur(10,35-38) Cerrahi
olarak geciktirme isleminin yani sira, farmakolojik ajanlar, dogal bitki tirevleri,
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canhdan elde edilen kemik iligi kaynakli ya da yag dokudan elde edilen kok

hlcreler bu ¢alismalarda kullanilmig olan ajanlardan bazilardir.

Endotelyal progenitorler icinde en sik kullanilan ve c¢alisma vyapilan
ajanlardan biri VEGF'(VEGF; vascular endothelial growth factor)dir(39).
VEGF’nin topikal ve intravendz kullanimlarinin ikisinde de iskemik dokularda,
cilt fleplerinde de dahil olmak Uzere, revaskullarizasyonu tetikledigi
gosterilmistir (37). Ancak VEGF, var olan endotel hicreler Uzerine etki
gOsterir, bu nedenle calismalar endotel hucrelerin yeni kan damarlari
olusturmasini saglamak amaciyla sayisini arttirmak yonine cgevrilmig, kok

hicre arastirmalari 6Gnem kazanmistir (40).
2. Kok Hiucre
2.1 Kok Huicre Tanimi ve Cesitleri

Kok hicreler, endotelyal progenitdr hicrelerin de dahil oldugu ¢ok genis bir
hicre grubuna farklilasabilen farklilasmamis oncu hucrelerdir (40). Major
olarak iki gesit totipotent kok hucre mevcuttur: embriyojenik kok hucre ve
embriyojenik germ hiicreler. ilk olarak 1981 yilinda Evans ve Kaufman
tarafindan fare embriyosundan derive embriyojenik kok hicreler rapor
edilmigtir(41). Thomson ve arkadaslari ise ilk insan embriyojenik kok hucre
dizilimini 1998 yilinda bulmustur(42). Bu totipotent hicrelerin tim diger
hicrelere farklilasma kabiliyeti vardir. Ancak bu iki hicrenin de klinik
kullanimlarinda kisitlamalar mevcuttur. Bu kisitlamalarin  basinda etik
sorunlar gelirken, immunolojik reaksiyon ve kontrol edilemeyen hucrelerin yol

acgabilecegi tumdral olusumlar gibi diger sorunlar mevcuttur(43).

Mezenkimal koék hucreler (MKH), eriskin dokuda bulunan, diferansiye
olmamig, kendini yenileme kabiliyetine sahip ve mezodermal diferansiyasyon
potansiyeli olan kaynaklardir. Belirli kogullar altinda MKH’ler, fibroblastlar,
osteoblastlar, osteositler, kondrositler, adipositler, adventisit retikller

hicreler, diz kas hicreleri, endotel hiicreleri, miyelosupportif stroma ve sinir
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dokusuna farklilasabilmektedir (44,45). Bu kok hucrelerin bulundugu major

kaynaklar kemik iligi, umblikal kord kani, yag dokudur.
2.1.1 Umblikal Kord Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre

Kok hucre kaynaklarindan biri umblikal kordan alinan kandir. Buradan, anne
ve fetuse zarar vermeden, hematojenik kok hucreler elde edilerek, kardes
donodrlerden alinan kok hucre ile 16semi tedavisi denenmistir(46). Umblikal
kék hiicrelerin elde edilmesi ile ilgili tic farkli sorunla karsilasiimaktadir. ilki,
etik sorundur. ikinci olarak alicidaki immiinojenik sorunlar ortaya gikar.
Ucglincli sorun, teratom ya da teratokarsinom gibi tlimoér formasyonu

olusturabilecek hucrelerin dahil olma riskidir(43).
2.1.2 Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre (KIMKH)

Pittenger ve arkadaslan tarafindan erigkin insan kemik iliginde mezenkimal
kok hucreler oldugu gosterilmigtir(44). Postnatal kemik iligi hucrelerinde
bulunan hematopoetik hicreler ve mezenkimal kok hicreler ile birlikte
heterojen bir hiicre populasyonu ile kemik iligi stromasini olusturur(47). Bu

hdcrelerin vaskulogeneziste rol aldigi birgok ¢alismada gosterilmigstir(48,49).
2.1.3 Yag Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre

Son yillarda hucre biyolojisi ve genetik bilimindeki hizli ilerleme, kok
hicrelerin laboratuvar ortamlarinda incelenebilmesini saglamistir. Kemik iligi
kokenli kok hucreleri, Zuk ve arkadaslarinin yag dokuda mezenkimal hucre
bulundugunu gostermesine kadar major kOk hucre kaynagi olarak kabul
edilmistir (50). Yapilan ¢alismalarda adip6z stromal komponentin igerisinde
kok hdcrelerin oldugu bulunmustur. Bu hicre popullasyonuna yag doku
kaynakh mezenkimal kok hicre ismi (YDMKH) verilmistir. Kemik iliginde
bulunan kok hucrelerin elde edilmesine benzer sekilde yag dokudan elde
edilirler. YDMKH’ler bir¢cok diferansiyasyon kabiliyetine sahiptir, osteojenik,
kondrojenik, adipojenik, myojenik, ndrojenik ve anjiyojenik yolaklari
vardir(51).
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Adipoz kokenli kok hucreler, diger kaynaklardan elde edilen kok hucrelere
gore daha az invaziv yontemlerle elde edilebilir. Ayni zamanda yag doku,
kemik iligine gore daha fazla kok hicre barindiran bir kaynaktir (52).
KIMKH’ler elde edildikten sonra, oransal olarak daha az bulunmalari
nedeniyle daha fazla kultire edilmeleri gerekir. Ayrica, ilerleyen yasla birlikte
kemik iliginde yer alan KIMKH sayisinin azalmakta oldugu kanitlanmistir
(53). Kemik iligi kékenli mezenkimal kok hlcrelere benzer hlcrelerin adipdz
dokuda oldugu ve liposaksin yontemi ile elde edilen lipoaspiratta bolca
bulunabildigi birgok ¢alismada gosterilmistir (51,54). Bu nedenlerle, bu kok
hicre kaynaklari incelenmis, yag doku kokenli kok hlcreler Gzerinde ¢alisma
sayllari gun gectikce artmistir.  YDMKH’lerin buyuk sayilarda elde edilmesi
daha kolaydir, KIMKH'lere kiyasla donér saha morbiditeleri cok daha azdir.
Ekstraksiyon, izolasyon ve kultire edilmeleri géz 6nune alindiginda yag doku

kaynakli kok hicreler arastirmalarda daha siklikla kullanilmaktadir (55).

Literaturde, kemik iligi, yag doku ve umblikustan elde edilen kok hicrelerin
etkinligi  karsilastinlmistir.  Morfoloji, immunojenite  ve  pluripotent
diferansiasyonlari arasinda fark olmadigi gorulmustar (52). Ayni arastirmada,
bu U¢ grup igerisinde, yag doku kaynagindan en az invaziv yontemle ve en
az donor saha morbiditesi ile en fazla hucre sayisininin elde edilebildigi

gosterilmigtir (51).
2.2 Vaskiiler Stromal Fraksiyon

Vaskuler stromal fraksiyon (VSF) yag dokudan 6zel tekniklerle elde edilen bir
arindar. Yag dokusu kuguk parcalara bolundukten sonra kollajenazla
muamele edilerek hlcreler arasi baglantilar kirihr. Olusan slspansiyon
santrifij edildiginde G¢ kisma ayrilir; Ustte olgun yad hucrelerinden agiga
¢ikan trigliserit, ortada olgun yag hucreleri ve en altta VSF yer alir. Vaskuler
stromal fraksiyon igerisinde preadipositler, fibroblastlar, endotel hicreleri, diz
kas hucreleri, perisitler ve kok hucreler bulunmaktadir(54). Vaskuler stromal
fraksiyon icerisindeki kok hucreler uygun ortamlarda ¢ogalabilmekte,
farklilagsabilmektedir. Bu hucreler tedavi amagcli doku yenilenmesinde buyuk

bir potansiyel olusturmaktadir. Vaskuler stromal fraksiyonun, granulosit
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makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), vaskuler endotelyal baylume faktori
(VEGF), hepatosit buyume faktort (HGF), bazik fibroblast buyime faktoru (b-
FGF), ve transforming growth faktér -B (TGF- R) gibi anjiogenik ve

antiapoptotik sitokinleri Uretme potansiyeli vardir(56).
2.3 Kok Hucrelerin Plastik Cerrahide Kullanimi

Kok hlcre tedavisinin, birden fazla etkisinin ortaya c¢ikarilmasi Gzerine plastik
cerrahide kullanim alanlarn artmistir. Travmatik yaralarin kullanimi basta
olmak uzere, rekonstruksiyon igin daha buyuk cerrahi operasyon gerekliligini
ortadan kaldirmak, estetik islemlerde de sonucu iyilestirmek icin kdk hicre
tedavilerine basvurulmaktadir (8,9,56,57). Kok hucre tedavilerinin guncel
kullanimdaki endikasyonlari arasinda travmatik cilt defektleri, ciddi yaniklar,
diyabetik ayak ulseri, radyasyon Ulserleri yada basi yaralar gibi kronik ve
komplike iskemik yaralar yer almaktadir. Bunun disinda allotrasplantasyon
reddinin onlenmesi, cilt genclestirme, skar goriunimunde iyilesme, hatta
meme buyutme gibi yumusak doku augmentasyonu yontemleri olarak da
kullaniimaktadir (57,58).

2.4 Yag Doku Kaynakli Kok Hucreler Ve Plastik Cerrahi

Adipd6z dokunun igerisinde matur adipozitler, preadipozitler, fibroblastlar,
vaskuler duz kas hacreleri, endotelyal hicreler, monosit/makrofajlar ve
lenfositler yer alir(54,56). Yag emme islemi sonrasinda aspiratorde kalanlar
preop enjekte edilen primer salin sollisyonu, periferal kan ve adipoz dokudan
elde edilen hlcre ve doku pargalaridir. Bu karisimda esas olarak adip6z doku
parcalarinda, bunun yani sira sivi aspirat kisminda da kok hicre bulundugu
kanitlanmigtir (54). Zuk ve arkadaslari, 2001 yilinda lipoaspirat materyalini
salinle yikama, kollajenaz ile sindirim, inkubasyon ve santrifuj sonrasi elde
edilen stromal vaskuller fraksiyonu, salinle ylkama ve inkubasyon
islemlerinden gecirdikten sonra kalan kisma islenmis Lipoaspirat (PLA) adini
vermistir(50). VSF’'dan elde edilen ve ¢ok yonli (multi-lineage) farklilagsma
yeteneg@ine sahip hucre grubuna erigskin yag dokusu kaynakli kdk hucre
(YDMKH) adini vermislerdir(50).
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Yag emme islemi ile birlikte multipotent YDMKH elde edilmesi iglemi baslar.
YDMKH’lerin plastik cerrahide siklikla yapilmakta olan yag emme yontemiyle
elde edilebilmesi, plastik cerrahlarin kok hucreyi alanlarinda kullanmasini
olumlu yénde etkilemistir. Bu yolla elde edilen kdk hlcreler manipulasyon ya
da kulture edilmesi gerekmeden kullanilabilir. Bu hicrelerin plastik cerrahide
birgcok alanda kullanimi amaciyla gesitli calismalar yapilmistir. Klinik olarak 3
esas kullanim alani mevcuttur: yumusak doku augmentasyonu, yara
iyilesmesi, doku muhendisligi. Son yillarda 6zellik meme augmentasyonunda

kullanimi artmaktadir(59).
2.5 Yag Doku Kaynakl Kék Hiicrelerin Cilt Flepleri Uzerine Etkileri

Cilt fleplerinin yasayabilirliginin artmasi neovaskllarizasyondaki artisa
baglidir. Neovaskularizasyon iki yola saglanir: anjiogenez ve vaskulogenez.
Anjiogenez, dokuda var olan kapillerlerin distalinden tomurcuklanma ile
ileriye dogru uzamasi olarak tanimlanir. Endotel hucrelerinin proliferasyonu
s6z konusudur. Anjiyogenez, nitrik oksit ve VEGF gibi maddelerin salinimi
sonucu olusan vaskuler permeabilitede artis ile baslar (60). Ekstravazasyon,
anjiopoetin 1 ve 2 gibi sitokinlerin salinimi saglar, bdylece var olan kan
damari ve ekstraseluler matriks yapisi yok edilir. Bunun sonucunda
endotelyal hucreler bolgeye go¢ ederek yeni vaskuler ag ve ekstraselller
matriks yapimini saglar. Anjiyogenezin bu ve sonraki safhalari VEGF basta

olmak Uzere buylume faktorleri ve sitokinler tarafindan dizenlenir (40).

Vaskulogenez ise anjiogenik progenitor hucrelerin vaskuilarizasyonun olacagi
alana ilerlemesi ve burada endotelyal hicrelere farklilagsmasi surecidir
(39,61).

Kok hiicrelerin, dzellikle kemik iligi kaynakli kok hiicre (KIMKH) ve yag
hicresi kaynakl kok hucrelerin (YDMKH) neovaskularizasyonu arttirdigi
gosterilmigtir (10,48).  Cesitli calismalarda kemik iligi, yad doku ve
umblikustan elde edilen kdk hicrelerin etkinligi karsilagtirilmigtir. Morfoloji,
immunojenisite ve pluripotent diferansiyasyonlari arasinda fark olmadigi

gorulmustir (52). Hem yag doku kokenli hem kemik iligi kokenli kok
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hdcrelerin  proanjiogenik etkileri oldugu ortaya konulmustur, ancak

anjiogenezis mekanizmalari farklidir (38).

Literatirde YDMKH ile random paternli flepler Gzerine ile yapilan ¢alisma Lu
ve arkadasglari tarafindan 2008 yilinda gergeklestirilmistir(43). Bu ¢alismada,
YDMKH’lerin enjeksiyon yerlerinde kapiller dansite artisi hem ¢iplak gozle,
hem de histopatolojik olarak ortaya konmustur. Bu dansite artisinda yeni
endotel hicrelerinin transfer edilen kdk hicreden derive oldugu gosterilmigtir.
Buna ek olarak, transplante edilen kok hicrelerin VEGF gibi anjiyogenik
bayume faktorlerini uyararak neovaskularizasyonu baslattigi kanitlanmigtir
(43).

KOk hdcrenin intravendz ya da lokal uygulanmasinin avantaj ve
dezavantajlari mevcuttur. intravenéz uygulamalarda, yetiskin hayvanlar
Uzerinde yapilan calismalarda iskemik dokuda neovaskularizasyonu arttigi
kanitlanmigtir. Lokal enjeksiyon, YDMKH’lerin hedef dokuda daha yogdun
dansitede olmasini saglar. Bu kimelenmenin hucrelerin canliiginin arttirdigi
dusundlmektedir. Ayrica, lokal uygulama daha az sistemik yan etkiye neden
olur. Bu nedenle lokal uygulamalarin daha givenli oldugu kabul edilmigstir
(43).

2.6 Mezenkimal Kok Hiicrelerle iliskili Sitokinler Ve Biiyiime Faktorleri

Yara iyilesmesinde hemostaz asamasiyla baglayan siureg, sirasiyla
inflamasyon, proliferasyon ve remodelling asamasiyla son bulur (62). ilk
olarak notrofiller, lenfositler ve makrofajlar yara bdlgesine goc¢ eder.
Makrofajlarin  en 6nemli rollerinden biri fibroblastik proliferasyonu,
diferansiyasyonu, anjiyogenezi ve kollajen sentezini stimule edecek olan
mitojenik Urlnleri salgilamaktir. Aktif makrofajlar tarafindan sentezlenen
blyime faktorleri arasinda platelet derivaed transforming growth factor
(PDGF), interlokin (IL)-1, platelet-activating factor (PAF), transforming growth
factor (TGF)-B, tumor necrosis factor (TNF), fibroblast growth factor (FGF)
and epidermal growth factor (EGF) yer alir (63,64).
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MKH (Mezenkimal kok hucre)ler tarafindan anjiogenik, antiapopitotik ve
mitojenik faktorler salgilanir (36,58). Bu kok hucrelerin, yalnizca
diferansiyasyonla degil, salgiladigi faktorler aracihigiyla da anjiogeneze etki
ettikleri bilinmektedir (43,65). Bu faktérler hasara ugramis dokularin
rejenerasyonunu saglar, yara iyilesmesini aktive eder ve vaskularizasyonu
arttirir. Bu faktorlere 6rnek olarak transforming growth faktor- B (TGF- R),
hepatosit growth faktoér, IL-1, IL-18, IL-3, IL-6, IL-7, IL-11 gdsterilebilir (39,66).
Bu ajanlarin yara iyilesmesine oldugu gibi ve fleplerin sagkalimina da katkisi
oldugu bilinmektedir (66,67). MKH’lerin salgiladigi buyume faktorleri ve diger

sitokinler, iskemi- reperflizyon stresinin azaltiimasini dtzenler (65,68).

VEGF, yara iyilesmesinin erken fazinda kollajen Uretimini ve anjiyogenezi
indukler (69). VEGF kullanilarak, yasayabilen flep olgulerini arttirmayi
hedefleyen calismalar mevcuttur ve basarili olduklari goériimustir (43,66,67).
Ancak sitokinlerin ve buyume faktorlerinin yari dmdurleri kisadir, ve iyilesme
mekanizmasina farkli zamanlarda farkh yollarda etki etmektedirler(70). Bu
nedenle tek baslarina veriimesinin yeterli olmayabilecegi dusuncesi

benimsenmistir.

3. Deneysel Perforator Flep Modelleri

Sicanlarda perforatér flep modeli olarak tanimlanmis ve klinik galismalarda
sikhkla kullanilmakta olan birgok model mevcuttur (72). Siganlardaki ilk
perforator flep modeli 2001 yilinda Oksar ve arkadaslari tarafindan, rektus
abdominis kasi perforatorinden tanimlanmistir(73). 2003 yilinda Hallock ve
Rise bu flebin pedikilinid superior epigastrik damarlara uzatarak kranial
epigastrik perforator flebi adi ile yayinlamiglardir (32,33). Cogkunfirat ve
arkadaslari 2002 yilinda “uyluk arkasi perforator flebi’ni tanimlamislardir
(33,74). Perforator flepler klinikte 6nem kazandik¢a deneysel modellerde de
artis gorulmustidr. 2007 yilinda Rodriguez ve arkadaslari tarafindan grasilis
kasinin perforatori ile beslenen anteromedial uyluk flebini yayinlanmistir
(75). 2010 yilinda Kayano ve arkadaslari, kliniklerinde sigcanlar Uzerinde iki
perforator flep daha tanimlamislardir. Bunlardan biri superfisyal gluteal kasin

perforatorl lateral sirkumfleks femoral arter bazli gluteal arter perforator flebi
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ve digeri kutaneus maksimus kasindan lateral torasik arter bazli torakodorsal
arter perforator flebidir (72). Bu fleplerin anatomik yapilarinin insandakinden
farkhlik gosterse de, diseksiyon isleminde pratiklik ve tecribe icin asistan

egitiminde kullaniimasinin da faydali oldugunu savunmuslardir (72).
3.1 Posterior Uyluk Perforator Flebi

Bu flep biseps femoris kas-deri flebinden tlretilmigtir. Yenidinya ve
arkadaslan tarafindan ilk olarak 1998 yilinda “kaudal femoral arter flebi”
adiyla aksilyel pediklli deri flebi gibi tanimlanmistir (76). Coskunfirat ve
arkadaglar tarafindan, tanimlanan bu flebin pedikilinin mikroanjiografik
yontemlerle biseps femoris arterinden kaynaklandigini gosterilmistir(74)
(Resim 2). Yayinlarinda flebi 3x2cm ve 3x4cm olarak kaldirdiklarinda
fleplerin %100 oraninda yasadigini, ancak 3x12cm kaldirdiklarinda middorsal

bdlgeye kadar yasayabildigini gostermiglerdir(74).

Resim 2. Posterior uyluk perforator flebi, anatomik ¢izimi. (1=popliteal arter, 2=Kaudal femoral arter,
3=Biseps femoris kasi besleyen dali, 4=Muskulokutandz perforator (pedikiil), BF=Biseps Femoris kasi,
PF=Perforatér Flep)

Bu calismada, otokannibalizm riskini azaltmak ve nekroz alanindaki
degisikliklerin gosterilebilmesi amaciyla genis bir flep modeli elde etmek igin

dorsal bdlgede yerlesimli muskulokutan bir perforatdre sahip olan biseps
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femoris arter perforatdoriine sahip posterior uyluk perforator flebi kullanildi.
Elde edilis kolayligi ve oransal olarak elde edilen dokuda daha fazla
bulunmasi nedeniyle, yag doku kaynakli kok hicrelerin etkinligi arastiriimistir.
Plastik cerrahide kullanimi gittikce artan perforator flepler Gzerindeki etkisini
g6zlemlemek amaciyla, sicanin dorsal boélgesinde kaldirilan perforator flep
uzerine yag doku kokenli kok hucre uygulamasi yapilarak, makroskopik ve
mikroskopik  dederlendirmeler  yapildi.  Makroskopik olarak flebin
yasayabilirligindeki artis  gozlemlendi.  Histopatolojik incelemelerde
mezenkimal kdk hiacre (MKH) varhgi, kapiller sayisi, kollajen tretimi, fibrozis
olusumu, kil folikili ve bez olugsumu, hicre ¢ogalmasi icin etkisi, oksidatif
strese etkisi, IL-1 ve IL-6’nin inflamasyona etkisi, VEGF ile damarlanmaya

olan etkileri incelendi.
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lll.  Gere¢ ve Yontem

Tdm hayvan deneyleri Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (MCBU HADYEK) tarafindan onaylanarak yapildi.
Agirliklar 30050 g olan 18 adet Wistar Albino digi ve erkek sigan kullanildi.
Siganlarin timi Manisa Celal Bayar Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Birimi'nden temin edilmis ve yine orada 22°C sicaklik, % 30-70
nem, aydinlik/karanhk dongusu 12/12 saat olacak sekilde takip edilmigtir.
TUim deneyler Manisa Celal Bayar Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve

Uygulama Birimi’nde yapiimigtir.
1. Posterior Uyluk Perforator Flebinin Kaldirihsgi

Tam siganlar, Ketamin (75mg/kg) ve Ksilazin (10mg/kg) kombinasyonu ile
elde edilen ve intramuskuler olarak uygulanan anestezi altinda sirt ve uyluk
bdlgesi elektrikli tras aleti ile tlylerinden arindirildi. Kornealarin kurumasini
onlemek igin kloramfenikol gbz pomadi kullanildi. Sican g¢alisma tepsisine
pron pozisyonda yapiskan bantlarla sabitlendi, sirt bolgesi alkolle silindi ve
kurutuldu. Coskunfirat ve arkadaslari tarafindan tanimlandigi sekilde ¢izim
olusturuldu (74). Flep tasarlanirken flebin inferioru gluteal kivrmin 1cm
inferiorune yerlestirildi. Dorsuma dogru orta hatti gegmeyecek sekilde

3x12cm’lik flep gizimi yapildi. (Resim 3)
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Resim 3. Flebin tasarlanmasi

Kaudal ugtan insizyona baslandi. Mikroskop altinda diseksiyon ilerletildi.
insizyonun birkag milimetre superiorunde biseps femoris kasindan giktigi

gorulen perforator goruldu, korundu. (Resim 4 ve 5)

Resim 4. Perforatoriin makroskopik goriintiisii (Beyaz ok ile isaretli)
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Resim 5. Korunan perforator damarin mikroskop altindaki goriintiisti

Diseksiyon superiore dogru subpannikiler planda ilerletildi. interkostal
arterler kesilerek flebin sadece perforator arter Uzerinden beslenmesi

saglandi. (Resim 6)

Resim 6. Subpannikiiler planda kaldirilan flep

Flep sonrasinda eski yerine 4/0 emilen siturlerle tespit edildi. Povidon iyodin
ile pansuman yapilarak iglem sonlandirildi. (Resim 7)
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Resim 7. Flebin yerine inset edilmesi

2. Kok Hiicre Uygulamasi
2.1 Yag Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre Eldesi

Calismada Yag Doku Kaynakl Mezenkimal Kok Hicre (YDMKH) eldesi igin
erkek siganlarin yag dokusundan alinan hiicreleri ayrismayi takiben 25cm?lik
kaltur kabinda % 15 fotal buzagr serumu (FBS) (S0113, Biochrom, Berlin,
Germany), 100 Ul/ml. Amfoterisin (A2612, Biochrom, Berlin, Germany), 50
ggr./ml.  Gentamisin (A2712, Biochrom, Berlin, Germany), 100 Ul/ml.
Streptomisin (A2213, Biochrom, Berlin, Germany), 100 Ul/ml. penisilin ve 200
mM L-glutamin (K0282, Biochrom, Berlin, Germany) ilave edildigi a-MEM
(FO0915, Biochrom, Berlin, Germany) kiiltlir vasatinda 370C’de ve %5 CO2’e
ayarlanmis ortamdaki inkiibatdrde cogaltildi. Uglincli gliniin sonunda kok
hicreler ve yuzeye tutunmayan hucreler vasatin degistiriimesi sonucu
ortamdan uzaklastinldi. Sonra kultir kabina yapisan hucrelerin besiyeri

konfluent olana kadar iki glin arayla degistirildi.

Yaklagik 16-18 gun sonra, inverted mikroskop (IX71, Olympus, Japan)
altinda hacrelerin gogalmalari kontrol edildi; kultur kabinin tabani %70-80
oraninda hicre ile doldugunda (%70-80 konfluente ulasildiginda)

pasajlanmaya baslandi. Birincil kaltir sifirnci pasaj (PO) olarak kabul
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edilerek, birincil kultirden sonra her alt-kultur islemi sonrasi pasaj sayilari P1,
P2, P3 olarak belirlendi.

Laminar flow steril kabinde gerceklestiriien pasaj isleminde; besiyeri ve
tutunmayan htcreler doékuldukten sonra, flask ylzeyi 3-4 ml steril PBS
(Phosphate buffer saline, L1815, Biochrom, Berlim, Germany) ile yikandi.
Yaklasik 1.5-2 ml %0.25 tripsin-EDTA (L2143, Biochrom, Berlin, Germany)
solusyonu ilave edilerek, CO2 inkiibatérde 4-5 dk inkibe edildi. inverted
mikroskopta hucrelerin yuzeyden ayrildigi goruldukten sonra, tripsinin etkisini
ortadan kaldirmak icin flasklara, 4 ml besiyeri eklendikten sonra hicreler 15
mllik tUplere alinarak 1000 rpm’de 5 dk santrifuj edildi. Supernatant
uzaklastirildiktan sonra, pelete 1 ml besiyeri eklenip, homojenizasyon igin
pipetlendi. Arkasindan, hicre sayimi icin eppendorf tipine 100 ul hicre
suspansiyonu eklendi. Hlcre suspansiyonun uzerine 100 ul tripan mavisi
solusyonu eklendi. Thoma laminda 1sik mikroskobu altinda hicre sayimi
gercgeklestirildi. Daha sonra hucreler, uygun oranlarda besi ortamiyla
seyreltilerek, 1x10° hiicre yogunlugunda 75 cm?lik kultir flasklarina (T-75
kaltur kaplarina) ekimi yapildi ve iki guinde bir besi ortami degigtirilerek kaltlr

islemine devam edildi.

2.2 Kok Hiicre Sayimi

YDMKH igin her pasaj iglemi sirasinda, dondurma ve ¢ozdurme iglemleri
sonrasinda ve karakterizasyon islemleri oncesinde gergeklestirilen hucre
sayimlari Karadéz ve ekibinin (2009) metoduna uygun olarak gercgeklestirildi
47).

Hucre sayimi igin; sayim kamarasi olarak Thoma lami kullanildi. Lam, duz bir
zemin Uzerine alindi, sayim alani gercevesi Uzerine lamel kapatildi. Tripan
mavisi ilave edilmis sUspansiyondan 50 pl alinarak, Thoma laminin iki
yaninda bulunan kanallarin ortasinda lamelin lam ile birlestigi noktaya pipetin
ucu ile tam orta noktasindan hicre solusyonu sayim alanina pipetlendi.
Sayim, 1sik mikroskobunda, x40 objektifte gercgeklestirildi. Toplam hicre
sayllari asagidaki formule gore hesaplandi; Canh hicre sayisi = Boya

almamig hucre sayisi/Toplam hicre sayisi x 100.
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2.2.Hiicre Canlilik Testi

YDMKH igin canlilik ve gogalma potansiyelini tespit etmek igin “MTT canlilik
testi” (M6494, Invitrogen) uygulandi. Canli ve apoptozisin baglangig
evresindeki  hucrelerin  mitokondriyonlar araciigiyla MTT  (3-(4,5-
dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl  tetrazolium bromide) solusyonuyla
meydana getirdigi reaksiyonda, MTT'nin tetrazolyum halkasi hucre
mitokondriyonlarinda bulunan dehidrojenaz enzimleri tarafindan parcgalanirlar
ve mor renkli formazan kristalleri olustururular, 6lG hucreler bu formazan
kristallerini olusturmazlar. Meydana gelen renk mitokondri aktivitesiyle iligkili
olup, olusan formazan kristalleri izopropanol/HCI veya dimetilsulfoksit
(DMSO) bulunduran ¢ozuculerde ¢ozunebilmektedir ve olugsan mavi/mor renk

spektrofotometride (mikroplaka okuyucuda) 570 nm’de Olgulebilmektedir.

Pasaj 3’teki hucreler, kultur kaplarinda %70-80 konflue olduklarinda MTT
testine alindi. Pasajlama sonrasi, 96 kuyucuklu kualtur kaplarina 12.500
hdcre/kuyucuk sekilde ve 1., 3., 7. gun uygulamalari seklinde ekildi.
Belirlenen gunlerde her kuyucuktaki hicreler PBS ile yikandi ve 1 dk sonra
PBS uzaklastirildi. Sonrasinda, her kuyucuga 100 ul taze kiiltlr vasat ilave
edildi ve uzerine 10 ul 12 mM MTT stok solusyonundan eklendi. Aliminyum
folyoyla sarilarak 37°C’de 4 saat bekletildi. inkubasyondan sonra solusyon
cikartildiktan MTT igeren kultur vasati uzaklastirildi. Htcrelerin Gzerine 50 pl
DMSO (DMSO, A3672, Darmstadt, Germany) ilave edildi, oda isisinda 10 dk
bekletildi ve absorbans 570 nm’de dalga boyu secicisi sistemli
spektrofotometrede (ELx800UV, BioTek) canllik orani belirlendi. Bu olaylar
her deney 3 kez tekrarlandi (77).

2.3 Kok Hiicre Karakterizasyonu

YDMKH’leri P3’ e kadar ¢ogaltildiktan sonra karakterizasyonu indirekt
immunohistokimyasal yontemle anti-Stro-1 (MAB4315, Millipore) ve anti-
CD44, CD90 ve CD45 (sc-168, Santa Cruz Biotechnology) antikorlari
kullanilarak gergeklestirildi. Stro-1 (+) ve CD44, CD9O0 ile CD45 (-) ile olan

P3’ teki hucreler, mezenkimal kdk hicre olarak kabul edildi (47).
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Hucrelerin bir kismi 8 kuyucuklu kultir kaplarina ekildi ve konfluent olan
hacreler fosfat tamponunda (PBS, Phosphate buffer saline) hazirlanmig
%4’lik paraformaldehid (pH 7,4) ile 30 dk fikse edildikten sonra 3x5’er dk
PBS (00-3002, invitrogen, CA, USA) ile yikandi. Bir sonraki asamada
%0,1’lik Triton-X100 (T8787, Sigma, St.Louis, USA) solusyonu ile 15 dk
inkiibe edildi ve tekrar PBS ile yikama iglemi gergeklestirildi ve %3 hidrojen
peroksit (1.08600, Merck, Darmstadt, Germany) ile 30 dk bekletildi ve
bdylece endojen peroksidaz aktivitesi inhibe edildi. PBS ile yikama islemi
yapildiktan sonra bloklama serumuyla bir saat inkibe edilen hucreler
yilkanma yapilmadan sadece serumun alindiktan sonra anti-Stro-1 ve anti-c-
kit primer antikorlari ilave edilerek 18 saat inklbe edildi. Bu agamadan sonra
tekrar 3x5’er PBS ile yikandi ve sonra biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz
sekonder antikoru (85-9043, Invitrogen® -Histostain Plus Bulk Kit, CA, USA)
solusyonu ile 30 dk boyandi. Her bir sekonder antikor 3x5’er dk PBS ile
yikandi. Immunreaktiviteleri goériinir hale getirmek igin diaminobenzidin
(DAB, 00-2020, Zymed, CA, USA) ile 5-8 dk boyandi. Ayrica primer antikorun
yerine PBS konarak negatif kontrolleri de yapildi. Son olarak Mayer's
hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany) ile artalan boyamasi
yapildi. Ardindan distile su ile yikandiktan sonra kapatma medyumu
(AMLO60, Scytek, Logan, Utah, USA) ile kapatildi ve isik mikroskobunda
(BX43, Olympus, Japan) incelenerek degerlendirildi.

3. Gruplarin Tanimlanmasi

Deney hayvanlari cinsiyet ve agirlik farki gdzetilmeden, her deney grubunda
6 adet hayvan icerecek sekilde 3 gruba ayrildi. Deney gruplari Kontrol, Sham

ve Mezenkimal Kok Huacre (MKH) grubu olarak isimlendirildi.

Kontrol grubu (n=6): Flep daha once tarif edildigi sekilde kaldirildi.
Herhangi bir enjeksiyon yapilmadan flep yerine 4/0 emilen suturlerle tespit
edildi.
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Sham grubu (n=6) (Sham grubu): B grubunda tarif edilen sekilde 0,3ml
serum fizyolojik insllin enjektord ile (26 gauge) enjekte edildikten sonra flep

yerinde 4/0 emilen suturlerle tespit edildi. (Resim 8)

Resim 8. Serum fizyolojik enjeksiyonu

MKH (Mezenkimal K6k Hiicre) grubu (n=6): Flebin kaldiriimasini takiben,
0,3ml igerisinde yer alan 3x108 {nite YDMKH, insilin enjektord ile aralikli
olarak enjekte edildi. Enjeksiyon sirasinda gozle gorulebilen bir kabariklk
olusturuldu, ana damarlarin hasarlanmamasina dikkat edildi. Sonrasinda flep

yerinde 4/0 emilen siturlerle tespit edildi. (Resim 9)
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Resim 9. Kok hiicrenin flebe enjekte edilmesi

Siganlar betadin ile pansuman yapildiktan sonra tek hayvanlik kafeslerde,
uygun ortamda tutuldu, standart yem ve gcesme suyu ile ad libitum beslendi.

Siganlar gunlik olarak 6zyamyamlik ve genel durum agisindan incelendi.
4. Biyopsi Alinmasi

Hayvanlar postoperatif 7. gunde yuksek doz anestezi ile sakrifiye edildi.
Saglikli flep dokusu, nekrotik alan ve nekrozun basladigi gegis zonlarini
icerecek sekilde 3 adet biyopsi alindi. Biyopsi yerleri saglikli flep dokusunun
orta alani, nekrozun en belirgin oldugu flep distali ve makroskopik olarak
gOzle gorulen saghkh alanin bitip siyanotik ve nekrotik alana gegis kismi
secildi. (Resim 10)
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Resim 10. Biyopsi alinmasi

5. Histopatolojik Degerlendirme

Alinan biyopsi érnekleri %10’ luk formalin igerisinde 24—72 saat tespit edildi.
Akarsuda formalinden kurtarildiktan sonra o6rnekler rutin doku takip
prosedurund takiben parafin bloklara gomuldi. Parafin bloklardan mikrotom
ile yaklasik 5 ym kalinhdinda kesitler alindi. Bu kesitler her bir adezivli lamda
3—4 adet olacak sekilde dizildi. Kesitler 560C derecede de etlv iginde
deparafinize edildikten sonra gesme suyunda yikanip histopatolojik inceleme
icin Hemotoksilen—Eozin boyasi ve Masson Trichrome, PAS ile boyandi.
Morfometrik olarak Image Pro Express (Ver.4.5.1.3, Media Cybernetics Inc.,
2002) USA ile canlilik degerlendirildi. Ayrica histokimyasal boyamalarda

parametreler degerlendirildi.

Dilimler asagidaki ug¢ farkli parametre kullanilarak degerlendirildi: vaskularite,
epitel kalinhd1 ve fibroblast proliferasyonu. Enine kesitlerde sirasiyla bes
farkli bolge rastgele segcildi ve bolgelerin her birinde, 40 x zum altinda damar
sayisi kaydedildi ve ayrica Olympus Camedia ile 10 %, 20 x ve 40 x zum
altinda fotograflar cekildi. 5.0 M dijital kamera. Dijital goruntiler bir
bilgisayara aktarildiktan sonra epitel kalinhklari bir yazilim (Image Pro
Express Ver.4.5.1.3., Media Cybernetics Inc., 2002, ABD) programi ile

Olculmaustur (78). Kollagen uretimi puanlanmigtir. asagidaki gibi: 0 = normal;
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1 = hafif artig; 2 = hafif ila orta artis; 3 = orta artig; 4 = belirgin artig i¢in orta; 5

= Kapsamli veya derin dokulari iceren belirgin artis.

5.1 indirekt immunohistokimya boyamasi:

Alinan kesitler immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60 C°’lik etlivde
tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan % 95’ten % 60’a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika kadar bekletildi. Dakopen ile
sinirlandirilan % 0,5’lik tripsin solisyonu iginde oda sicakhginda 15 dakika
tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk
%3’'lik H202 uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon solisyonu (PBS;
Posphate buffer solution) ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1 saat
bloklama solusyonu ile muamele edildi. Bloklama solusyonu dokudan
uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar eNOS, INOS, IL-1, IL-6 ve VEGF ile
bir gece inkibe edildi. Ertesi giin tampon sollisyonu ile 3 defa yikanan
kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru ile
30’ar dakika boyandi. Yine u¢ defa 5’er dakika tampon solusyonu sollisyonu
ile yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun
gorunurligunu saptamak amaciyla DAB ile 5 dk boyandi. Mayer's
hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk

yikanan kesitler kapatma medyumu ile kapatildi.

5.2 TUNEL boyamasi

Apoptotik hicre 6lumunun belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP Nick
End Labeling (TUNEL) boyama yontemi kullanildi. Alinan 5 pum’lik kesitler
deparafinizasyon islemini takiben énce distile suda daha sonra 3 defa 5’er dk
PBS ile yikandi. Yikandiktan sonra 1/500 oraninda PBS ile dilie edilen 20-
pg/ml Proteinaz-K 370C’de 15 dak. uygulandi. 5'ser dakika 3 kez PBS ile
yikamay takiben 5 dak. % 3’luk hidrojen peroksit ile muamele edildikten
sonra yeniden 5’ser dakika 3 kez PBS ile oda isisinda yikandi. Ornekler 5
dak. Equilibration buffer ile oda isisinda tutulduktan sonra TdT-enzimi ile
nemli atmosferik ortamda 370C de 60 dak. plastik slipler kesitleri kapatacak
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sekilde bekletildi. Sdrenin ardindan Stop Wash Buffer ile 10 dak.
bekletildikten sonra Antidioksigenin Peroksidaz Konjugati ile 30 dak.
muamele edilen drnekler 5’ser dakika 3 kez PBS ile yikandi. Ardindan DAB
(Diaminobenzidin) ile boyama yapildi, birka¢ kez distile su ile yikandi. Artalan
boyamasi Mayer's Hematoksileni ile yapildi. Kor yontemle TUNEL pozitif
hicreler saptanarak yuzde seklinde apoptotik indeks belirlendi ve sonuglar

istatiksel olarak degerlendirildi.
5.3 istatistiksel analiz

Immunohistokimyasal boyama  sonuglari  H-skor ile incelenerek
degerlendirildi. Boyanma orani semikantitatif olarak derecelendirildi ve 0 =
hicrelerin %1’den azinda boyanma; 1+ = hucrelerin %1- 10’'unda boyanma;
2+ = hiucrelerin %11-50'sinde boyanma; 3+ = hucrelerin %51-80’inde
boyanma; 4+ = hucrelerin %80’inden fazlasinda boyanma ile boyanma
siddeti de 0 = boyanma yok; 1 = soluk; 2 = orta dereceli; 3 = yogun olarak kor
yontemle belirlendi. Daha sonra “(1+boyanma siddeti/3) x boyanma oran1”
formuli ile toplam skor hesaplandi. Elde edilen bulgular ile gruplar arasindaki
farkhlik Kruskal- Wallis testi ile saptandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.
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IV. Bulgular
1. Makroskopik Bulgular

Postoperatif 7. gunde sakrifiye edilen deneklerin fotograflari alinarak
makroskopik morfometri igin Image J programinda incelendi (Image J
Computer Program, Rasband WS., U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD) (Resim 11, 12, 13). Gruplara ayrilan deneklerin flep yagsama
yuzdeleri hesaplandi. (Tablo 2, Grafik 1) Degerler ylzdelik orantstandart
sapma olarak elde edildi. Yapilan incelemelerde kontrol grubunun yasayan
flep ylUzdeleri en g¢ok %34,72631, en az %23,45057 (ortalama
%28,5172+4,1578) olarak Olguldli. Sham grubunda ise yasayan flep ylzdesi
en ¢ok %34,00301, en az %24,5583 (ortalama %29,5119+3,87896) olarak
belirlendi. Kok hlcre grubu en ¢ok yasayan %43,87755, en az %35,61368
olarak (ortalama %40,1701+3,35513) olarak hesaplandi (Tablo 3, Grafik 2).

1 2 3 4 5 6
Kontrol grubu 23,45057 26,8224 34,72631 25,15422 30,04751 30,90235
Sham grubu 30,30303 30,61798 25,07661 34,00301 24,5583 32,51232
Kok hicre grubu  38,98305 43,46625 41,62696 43,87755 35,61368 37,45308

Tablo 2. Fleplerin Image J programinda hesaplanan yasayabilen flep yiizdeleri
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Grafik 1.Gruplar iginde flep yasayabilirlik oranlari

Flebin yasayan

ortalama yiizdesi

Kontrol grubu 28,5172 41578 6
Sham grubu 29,5119 3,87896 6
K&k hicre grubu 40,1701 3,35513 6

Tablo 3. Ortalama yasayabilen flep yilizdeleri

38
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Resim 11. Kontrol grubu, postoperatif 7. giin

Resim 12. Sham grubu, postoperatif 7. Giin

Resim 13. Kok hiicre uygulamasi yapilan denekler, postoperatif 7. Giin
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Ortalama flep yasayabilen orani
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M Ortalama flep yasayabilen

28,52% 29,51% 40,17%
orani

Grafik 2. Ortalama flep yagsam orani

Dijital ortamda Image J programi kullanilarak elde edilen veriler SPSS
ver.20.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. p degerinin
0,05'ten kiguk bulunmasi istatistiksel olarak anlamh kabul edildi. 3 grup
arasinda Kruskal-Wallis testi ile kullanilarak yapilan analizde gruplar
arasinda anlaml olarak fark oldugu tespit edildi (p=0,03). Ug grup arasindaki
farklari ikili analiz etmek i¢cin Mann-Whitney U testi kullanildi. Mann-Whitney
U ile yapilan ikili karsilastirmalarda, kontrol grubu ile sham grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig gésterildi (p=1,000). Kontrol grubu
ve kOk hicre grubu arasinda yapilan karsilastirmada ise p=0,007 olarak
dlclldi. iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu. SHAM ve
kok hucre grubu verileri kendi arasinda karsilasgtirildiginda, kok hucre verilen
grubun yasayan flep oraninin SHAM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttigi gosterildi (p=0,015).

2. Mikroskopik Bulgular

Uygulanan MKH (Mezenkimal kok hucre) karakterizasyonu igin P3 igin
yapilan immunohistokimyasal spesifik (primer yerine PBS) boyamalar ve h-
skor ile hematopoetik hiicre belirtecini (CD45) eksprese etmedikleri, MKH
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belirtecleri olarak STRO-, CD44 ve CD90 eksprese ettikleri goruldu (Resim
14) (Tablo 4).

Kontrol STRO-1 CD44

CD90 CD45

Resim 14. Kok hiicrenin kiiltiirdeki faz kontrast goriintiileri ile karakterizasyonunu gosteren
kontrol, CD44 ve CD90 pozitif ve CD45 negatif isaretleme iHK bulgulari.
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Group Points Mean Deviation Mean Median

PBS 3 17.000 5.568 3.215 18.000
STRO1 3 214.00 10.14 5.859 212.00
CD44 3 245.00 8.544 4.933 244.00
CD90 3 264.00 10.536 6.083 265.00
CD45 3 32.667 7.572 4.372 36.000

Comparison Difference q P value
PBS vs STRO1 -197.00 39.383 *** P<0.001
PBS vs CD44 -228.00 45.580 *** P<0.001
PBS vs CD90 -247.00 49.378 *** P<0.001
PBS vs CD45 -15.667 3.132 ns P>0.05
STRO1 vs CD44 -31.000 6.197 ** P<0.01
STRO1 vs CD90 -50.000 9.996 *** P<0.001
STRO1 vs CD45 181.33 36.251 *** P<(0.001
CD44 vs CD90 -19.000 3.798 ns P>0.05
CD44 vs CD45 212.33 42.448 *** P<0.001
CD90 vs CD45 231.33 46.246 *** P<0.001

Tablo 4. Kok hiicrenin karakterizasyonunu gosteren kontrol, STRO-1, CD44 ve CD90 pozitif ve
CDA45 negatif isaretleme IHK bulgularinin h-skor analizi

H-E boyamalari ile reepitelizasyon (RE) ve kapiller sayisi (KS) ag¢isindan
degerlendirildi. MKH uygulamasi sonrasi, flebin daha iyi bir gsekilde
epitelizasyon ve damarlanma ile iyilestigi H-E boyamalarla ortaya kondu
(Resim 15, 16, 17). Epitelizasyon acisindan vyapilan olgimlerde MKH
uygulamasinin kontrol ve sham ile kargilastirildiginda anlamli (p<0,001) bir

kalinlagsma sagladigi saptandi. (Tablo 5 ve 6) (Grafik 3)
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HEMATOKSILEN-EOZIN (H-E)

KONTROL SHAM MKH

Resim 15.H-E boyamalari reepitelizasyon (RE) ve kapiller sayisi (KS) agisindan degerlendirildi.

Resim 16. Reepitelizasyon
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Group Points Mean Deviation Mean Median
KONTROL 6 61.433 3.103 1.267 61.750
SHAM 6 66.658 3.724 1.520 66.500
MKH 6 79.958 2.434 0.9938 79.800
Comparison Difference q P value

KONTROL vs SHAM -5.225 4.087 * P<0.05
KONTROL vs MKH -18.525 14.490 *** P<0.001
SHAM vs MKH -13.300 10.403 *** P<0.001

Tablo 5.Hematoksilen ve eozin boyamalar reepitelizasyon (RE) dl¢limlerinde MKH ile anlaml (p<0,001) bir

artig saglandi

Resim 17. Kapiller sayisi (KS)

Group Points Mean Deviation Mean Median
KONTROL 6 73.667 6.377 2.603 71.500
SHAM 6 83.167 3.817 1.558 83.500
MKH 6 113.33 5.922 2.418 113.50
Comparison Difference q P value
KONTROL vs SHAM -9.500 4,241 * P<0.05
KONTROL vs MKH -39.667 17.710 *** P<0.001
SHAM vs MKH -30.167 13.469 ***  P<0.001

Tablo 6.Hematoksilen ve eozin boyamalar kapiller sayisi (KS) olgiimlerinde MKH ile anlamh

(p<0,001) bir artis saglandi
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Grafik 3. Gruplarin H-E boyama ile 6lgiilen kapiller sayilari

MKH uygulamasi sonrasi, flebin daha iyi bir sekilde kollajen tretimi (KU) ve
daha az fibrosis olusumu (FO) ile iyilestigi MT boyamalarla ortaya kondu
(Resim 18, 19, 20). Kollajen uretimi ve fibrozis olusumu agisindan yapilan
Olcimlerde, MKH uygulamasinin kontrol ve sham ile karsilastirildiginda
kollajen Uretiminde anlamli bir artis ve fibrozis ile iyilesmede anlamli bir

azalma sagladigi saptandi(p<0,001). (Tablo 7)
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MASON TRiKROM
KONTROL SHAM MKH

Resim 19. Kollajen Uretimi (KU)

Group Points Mean Deviation Mean Median
KONTROL 6 2.000 0.6325 0.2582 2.000
SHAM 6 2.333 0.5164 0.2108 2.000
MKH 6 3.333 0.8165 0.3333 3.500

Comparison Difference q P value
KONTROL vs SHAM -0.3333 1.225 ns P>0.05
KONTROL vs MKH -1.333 4.899 ** P<0.01

SHAM vs MKH -1.000 3.674 * P<0.05




Resim 20. Fibrozis olusumu
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Group Points Mean Deviation Mean Median
KONTROL 6 3.500 0.5477 0.2236 3.500
SHAM 6 2.500 0.5477 0.2236 2.500
MKH 6 1.667 0.8165 0.3333 1.500

Comparison Difference q P value
KONTROL vs SHAM 1.000 3.770 * P<0.05
KONTROL vs MKH 1.833 6.911 *** P<(0.001
SHAM vs MKH 0.8333 3.141 ns P>0.05

Tablo 7. PAS boyamalari, Kollajen Fibril (KF) ve Fibrosis olusumu (FO) 6lgiimlerinde MKH ile

anlamli (p<0,001) degisiklikler saptandi.

MKH uygulamasi yapilan deneklerde, flebin daha iyi bir sekilde Kil folikulG
(KF) ve Bez olusumu (BO) ile iyilestigi PAS boyamalarla ortaya kondu
(Resim 21, 22, 23). KF ve BO agisindan yapilan olgimlerde MKH

uygulamasinin kontrol ve sham ile karsilagtiniidiginda anlamh (p<0,001) bir
artis ve kalinlasma gosterdigi saptandi. (Tablo 8)



PERIYODIK ASID SCHIFF

KONTROL SHAM

Resim 21.PAS boyamalari Kil folikiilii (KF) ve Bez olusumu (BO) agisindan degerlendirildi.

Resim 22. Kil folikiilii (KF)

48
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Resim 23. Bez olusumu (BO)

Group Points Mean Deviation Mean Median

KONTROL 6 2.000 0.8944 0.3651 2.000

SHAM 6 3.000 0.8944 0.3651 3.000

MKH 6 4.500 1.049 0.4282 4.500
Comparison Difference q P value
KONTROL vs SHAM -1.000 2.582 ns P>0.05
KONTROL vs MKH -2.500 6.455 ** P<0.01
SHAM vs MKH -1.500 3.873 * P<0.05

Tablo 8. PAS boyamalari, Kil Folikiilii (KF) ve Bez olusumu (BO) 6lgiimlerinde MKH ile anlamh
(p<0,001) bir artis saglandi.

Alinan biyopsi orneklerinde CD44, CD90, PCNA (proliferating cell nuclear
antigen), eNOS, iNOS, IL-1, IL-6 ve VEGF Immiinohistokimyasal boyanmalar
IStk mikroskop altinda incelendi. Kok hucre CD44 ve CD90, ¢cogalma PCNA,
oksidatif stres eNOS ve iNOS ile, inflamasyon IL-1 ve IL-6 ile, damarlanma

VEGF ve apoptoz ise TUNEL belirtegleri ile degerlendirildi.

MKH uygulamasinin flepteki varhigi CD44 imminboyamalarda ortaya kondu
(Resim 24). MKH uygulamasinin kontrol ve sham gruplan ile

kargilastirildiginda anlamh (p<0,001) bir artis gosterdigi saptandi (Tablo 9).
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CD44 - MKH

KONTROL

Resim 24.CD44 immiinboyamalarda MKH varligi degerlendirildi

Group Points Mean Deviation Mean Median
KONTROL 6 126.67 12.291 5.018 124.00
SHAM 6 159.50 19.685 8.036  160.50
MKH 6 187.50 10.483 4.280 190.50

Comparison Difference q P value
-32.833 5.470 ** P<0.01

KONTROL vs SHAM
KONTROL vs MKH
SHAM vs MKH

10.135 ** P<0.001

-60.833
4.665 * P<0.05

-28.000

Tablo 9.CD44 immiinboyamalarda MKH varhigi yapilan h-skorlama ile saptandi.

MKH uygulamasinin flepteki varigi CD90 immunboyamalarda ortaya kondu
kontrol ve sham grubu ile

(Resim 25). MKH uygulamasinin,
karsilastinldiginda anlamli (p<0,001) bir artis gosterdigi saptandi (Tablo 10).
CD90 - MKH
KONTROL SHAM MKH
B
". N _1:“;‘ s~ N
'3\\"\; N "»\'..l .;\\
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N ‘_ ~ “‘.. TR o

Resim 25.CD90 immiinboyamalarda MKH varhig degerlendirildi.
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Group Points Mean Deviation Mean Median
KONTROL 6 179.17 9.663 3.945 178.50
SHAM 6 190.67 8.524 3.480 190.00
MKH 6 210.67 13.155 5.371 211.50

Comparison Difference q P value
-11.500 2.650 ns P>0.05

KONTROL vs SHAM
KONTROL vs MKH
SHAM vs MKH

-31.500 7.257 *** P<0.001
-20.000 4.608 * P<0.05

Tablo 10.CD90 immiinboyamalarda MKH varligi yapilan h-skorlama ile saptandi.

MKH  uygulamasinin, flepteki hicre c¢ogalmasina etkisi  Ki67

immunboyamalarla ortaya kondu (Resim 26). MKH uygulamasinin, kontrol ve

sham grubu ile karsilastirildiginda anlamh (p<0,001) bir artis gosterdigi

saptandi (Tablo 11).

Ki-67 — Cogalma

KONTROL SHAM MKH
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Resim 26.Hiicre ¢ogalmasi i¢in Ki67 immiinboyamalarda MKH etkisi degerlendirildi.
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Group Points Mean Deviation Mean Median
KONTROL 6 206.33 10.347 4.224 208.00
SHAM 6 218.83 6.524 2.664 218.50
MKH 6 233.00 6.542 2.671 233.00
Comparison Difference q P value

KONTROL vs SHAM -12.500 3.823 * P<0.05
KONTROL vs MKH -26.667 8.156 *** P<0.001
SHAM vs MKH -14.167 4.333 * P<0.05

Tablo 11. Hiicre gogalmasi igin Ki67 immiinboyamalarda MKH etkisi yapilan h-skorlama ile
saptandi

MKH uygulamasinin flepteki Oksidatif strese etkisi eNOS immunboyamalarda
ortaya kondu (Resim 27). MKH uygulamasinin kontrol ve sham grubu ile
karsilastirildiginda anlamh (p<0,001) bir gerileme gosterdigi saptandi (Tablo
12).

eNOS - Oksidatif stres

KONTROL SHAM MKH
o
y 9
‘ TN s -
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Resim 27.0ksidatif stres i¢cin eNOS immiinboyamalarda MKH etkisi degerlendirildi.




53

Group Points Mean Deviation Mean Median
KONTROL 6 244.83 15.459 6.311 244.50
SHAM 6 214.17 8.976 3.664 218.00
MKH 6 194.33 9.564 3.904 194.00
Comparison Difference q P value
KONTROL vs SHAM 30.667 6.418 ** P<0.01
KONTROL vs MKH 50.500 10.568 *** P<0.001
SHAM vs MKH 19.833 4.151 * P<0.05

Tablo 12.Oksidatif stres i¢cin eNOS immiinboyamalarda MKH etkisi yapilan h-skorlama ile

saptandi.

MKH uygulamasinin flepteki Oksidatif strese etkisi INOS immunboyamalarda
ortaya kondu (Resim 28). MKH uygulamasinin, kontrol ve sham gruplari ile

kargilastirildiginda anlamh (p<0,001) bir gerileme goésterdigi saptandi (Tablo

13).

iNOS - Oksidatif stres

KONTROL

SHAM

MKH

AT

|

Resim 28.0ksidatif stres icin iNOS immiinboyamalarda MKH etkisi degerlendirildi.
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Group Points Mean Deviation Mean Median
KONTROL 6 191.17 6.242 2.548 192.50
SHAM 6 172.17 7.521 3.070 173.50
MKH 6 159.17 7.834 3.198 159.50

Comparison Difference q P value

KONTROL vs SHAM  19.000 6.435 ** P<0.01
KONTROL vs MKH 32.000 10.839 *** P<0.001
SHAM vs MKH 13.000 4.403 * P<0.05

Tablo 13.Oksidatif stres i¢in iINOS immiinboyamalarda MKH etkisi yapilan h-skorlama ile
saptandi.

MKH uygulamasinin flepteki inflamasyona etkisi IL-1 imminboyamalarda
ortaya kondu (Resim 29). IL-1, epidermiste, yag bezleri, dermal bag doku
hicreleri ve liflerinde hem sitoplazmik hem de nukleer boyama olarak izlendi.
MKH uygulamasinin, kontrol ve sham grubu ile karsilasgtirildiginda anlamli

(p<0,001) bir gerileme gdsterdigi saptandi (Tablo 14).

IL-1 - inflamasyon

KONTROL SHAM MKH

Resim 29.inflamasyon igin IL-1 immiinboyamalarda MKH etkisi degerlendirildi.
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Group Points Mean Deviation Mean Median

KONTROL 6 68.500

4889 1.996 69.500
5.115 2.088 58.000
4997  2.040 48.000

SHAM 6 57.833
MKH 6 47.833
Comparison

Difference q P value

KONTROL vs SHAM
KONTROL vs MKH
SHAM vs MKH

10.667 5.224 ** P<0.01
20.667 10.122 *** p<0.001
10.000 4.898 ** P<0.01

Tablo 14.inflamasyon igin IL-1 immiinboyamalarda MKH etkisi yapilan h-skorlama ile saptandi.

MKH uygulamasinin flepteki inflamasyona etkisi IL-6 imminboyamalarda

ortaya kondu (Resim 30). MKH uygulamasinin kontrol ve sham grubu ile

kargilastirildiginda anlamh (p<0,001) bir gerileme gdsterdigi saptandi (Tablo

15).

IL-6 - inflamasyon

KONTROL

SHAM

MKH

Resim 30.inflamasyon igin IL-6 immiinboyamalarda MKH etkisi degerlendirildi.
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Group  Points Mean Deviation Mean Median

KONTROL 6 86.667 5.354 2.186 86.500

SHAM 6 77.000 6.066 2.477 77.000
MKH 6 62.667 6.022  2.459 62.500
Comparison Difference g P value

KONTROL vs SHAM 9.667 4.066 * P<0.05
KONTROL vs MKH 24.000 10.095 *** P<0.001
SHAM vs MKH 14.333 6.029 ** P<0.01

Tablo 15.inflamasyon igin IL-6 immiinboyamalarda MKH etkisi yapilan h-skorlama ile saptandi.

MKH uygulamasinin flepteki damarlanmaya etkisi VEGF immunboyamalarda
ortaya kondu (Resim 31). Epidermis, yad ve ter bezlerinin
plazmik ve niukleer boyamalari izlendi. MKH uygulamasinin kontrol ve sham
grubu ile karsilastiriidiginda anlamli (p<0,001) bir artis gosterdigi saptandi
(Tablo 16).

VEGF - damarlanma

KONTROL SHAM MKH

Resim 31.Damarlanmada VEGF immiinboyamalarda MKH etkisi degerlendirildi.
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Group Points Mean Deviation Mean Median
KONTROL 6 235.00 7.642 3.120 234.50
SHAM 6 253.83 9.065 3.701  253.50
MKH 6 274.00 9.121 3.724  273.00

Comparison Difference g P value

KONTROL vs SHAM
KONTROL vs MKH

SHAM vs MKH

-18.833  5.342 ** P<0.01
-39.000 11.061 *** P<0.001
-20.167  5.720 * P<0.01

Tablo 16.Damarlanmada VEGF immiinboyamalarda MKH etkisi yapilan h-skorlama ile saptandi.

MKH uygulamasinin flepteki apoptoza etkisi TUNEL immdin isaretlemesi ile

ortaya kondu (Resim 32). Epidermisin iki ila GU¢ katman tabakalanma halinde

nikleer boyama, yag ve ter bezleri ile bag dokunun boyandigi gorualdu. MKH

uygulamasinin kontrol ve sham ile karsilastirildiginda apoptozda anlamli

(p<0,001) bir gerileme gosterdigi saptandi. (Tablo 17)

TUNEL - Apoptoz

KONTROL

SHAM

MKH

L]
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Resim 32.Apoptoza etkisi igin TUNEL immiin isaretlemesinde MKH etkisi degerlendirildi.
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Group Points Mean Deviation Mean Median

67.000 5.797 2.366  66.500

KONTROL 6

SHAM 6 54.333 5.391 2.201  53.500

MKH 6 41.167 6.824 2.786  41.000
Comparison Difference q P value

KONTROL vs SHAM 12.667 5.142 ** P<0.01
KONTROL vs MKH 25.833 10.487 *** P<0.001
SHAM vs MKH 13.167 5.345 ** P<0.01

Tablo 17.Apoptoza etkisi icin TUNEL immiin isaretlemesinde MKH etkisi apoptotik indeks ile

saptandi.
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V. Tartisma

Flepler, plastik ve rekonstriktif cerrahinin temel ugras alanlarindan olan
dogumsal veya edinsel defektlerin uygun sekil ve fonksiyonda onarimi
amaciyla kullaniimaktadir. Flepler rekonstruksiyon islemleri kadar, estetik
amacll islemlerde de kullanilabilir. Flep cerrahisinde en sik gorilen
problemlerden birisi flep nekrozudur. Yetersiz kan akimi nedeniyle siklikla
flep distalinde siyanoz, nekroz ve geg iyilesme gorilebilmektedir(8,79). Bu
fleplerin bir kismi spontan iyilesebilirken, komorbiditesi olan, ileri yastaki
hastalarda ve 6zellikle yiz gibi estetik olarak problem yaratabilecek olan
bolgelerde olusan nekrozlar problemlere yol agmaktadir. Flepler
tasarlanirken, genellikle distal kisimlari onarim ve rekonstruksiyon yapilacak
olan bolgeye vyerlestirilir. Bu nedenle flebin ¢cogu yasasa dahi, distalinde
yasanan problemler cerrahinin basarisiz olarak nitelendiriimesine yol acgar.
Yara yeri iyilesme problemi yasanan hastalarin bir kismi daha 6nce yara
yerinin kapatiimasi igin ¢esitli operasyonlar gegirmis olan, uzun suren
operasyon ve hastanede yatis dykusu olan hastalardir(80). Saglikli bir flep
elde edilmesi igin flebin tasarlandigl bdlgenin skarli olmamasi ve pedikilin
glvenilir olmasi 6nemlidir. Ozellikle alt ekstremite defektlerinde bircok
rekonstruksiyon secenegdi tanimlansa da, travmatik hastalar cogu zaman tim
flep seceneklerine uygun dondr sahaya sahip degillerdir (81). Serbest flepler,
bu tarz hastalarda kullanilabilecek bir segenektir, ancak mikrocerrahi
tecrubesi, ekipman ve iyi bakim gerektirir (82,83). Bu nedenle eldeki donor
sahalarin en verimli sekilde kullaniimasi ve tek bir cerrahi muidahale ile
basari saglanmasi onem arz etmektedir. Yara yeri iyilesme problemi yasayan
hastalarin buyudk bir kismi da komorbiditeleri olan hastalardir. Bu hasta
gruplarinda, ameliyat ve hospitalizasyon suresindeki artis ve immobil
gegcirdigi sure, hem maliyeti arttirmakta, hem de olasi hastane enfeksiyonlari
ve komplikasyonlar igin zemin olusturmaktadir (80,82). Bu gerekgelerle tek
bir cerrahi mudahale ile dizelmeleri ve erken donemde taburculuklari

onemlidir.
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Estetik amacli tasarlanmis olan bir flep ise, hastanin ameliyat dncesi haline
gore cesitli kriterlere gore “daha iyi” sonug¢ almak igin yapilir. Bu kriterlerin en
basinda skarin goruntusu, rengi, duzenli olup olmamasi ve ¢evre dokulara
gbre seviyesi gelir (83). Distalinde iyilesme problemi yasanmis ve
epitelizasyon suresi uzamis olan bir dikis hatti, elde edilmek istenen ince bir
cizgi seklindeki iz ile sonuglanamaz. Bu hasta grubunda, operasyonun amaci
g6z onlune alinirsa parsiyel flep nekrozlari cerrahinin basarisiz olarak
adlandiriimasina neden olur. Bu nedenler, flebin yasayabilirligini arttirmak ve
iskemi ve nekroz risklerini azaltmak icin kullanilabilecek yontemlerin

arastiriimasi gerekliligini dogurmustur(36,43,70,84).

1989 yilinda Koshima ve Soeda ilk kez perforator flep terimi kullanmistir(24).
Perforator flep, aksiyel bir damardan c¢ikan ve belirli yapilardan gegen bir
perforatdr damar tarafindan beslenir. isimlendirme ve siniflandirmasi 2003
yilinda Gent Konsensusu’'nda yapilmistir(5). Perforator fleplerin en buyuk
avantajlarindan biri, benzer lokal doku ile onarim yapilabilmesi sayesinde,
onarim sonrasi renk farkhli§i, dizensizlik ve kabariklik olusma riskini ve
dondr saha morbiditesini azaltmasidir(8,79). 2012 yilinda Gir ve
arkadaslarinin yayinladigi 186 olguluk perforator flep serilerinin sistematik
incelemede parsiyel nekroz oraninin %11,3 oldugu, flep basarisizlik oraninin
%1,1 oldugu bildirilmigtir(6). Benzer sekilde Nelson ve arkadaslarinin 310
olguluk serisinde ve Innocenti ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada parsiyel
flep basarisizlik orani benzer bulunurken, Nelson, total kayip oranini %5,5
olarak bildirilmistir (6,8,79). Flep nekroz oranlarin azaltiimasi igin literatirde
yapilmis olan birgok hayvan deneyi c¢alismasi mevcuttur (36,43,70,84).
Ancak perforator fleplerin Uzerinde yag doku hucrelerinden elde edilen kok

hdcre ile yapilmig bir gcalismaya rastlanmamisgtir.

Cerrahi geciktirme islemi ve farmakolojik ajanlar bu komplikasyonlara karsi
siklikla denenmis olup literatirde farkli basarilarda olumlu sonuglar
gorulmektedir. Ancak bu iglemler hastaya ya ikinci bir cerrahi gerektirmekte,
ya da ¢ogunlukla sentetik olan bir farmakolojik ajan yuklemektedir. Rohrich

ve arkadaslari flep yasayabilirligini artirmaya yonelik kullanilacak ilag veya
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uygulama igin; kolay uygulanabilir olmali, gtvenilir olmali, postoperatif olarak
kullanilabilmeli, ucuz olmali, etki mekanizmasi tam olarak bilinmeli, elde

edilebilir olmali ve flep nekrozunda koruyucu olmali seklinde 6zetlemistir (35).

Siganlarda perforatér flep modeli olarak tanimlanmis ve klinik ¢alismalarda
siklikla kullanilmakta olan 4 model mevcuttur (72). Bu c¢alismada,
otokannibalizm riskini azaltmak ve genis bir flep modeli elde etmek igin
muskulokutan bir perforatdr ile beslenen biseps femoris arter perforatériine
sahip posterior uyluk perforator flebi kullanildi. Bu flebin, 3x12cm olarak
kaldirildiginda middorsal bolgeye kadar yasadidi, distalinde nekroz olustugu
daha onceki yayinlarda gosterilmistir (74). Bu c¢alismada da middorsal
bolgeye kadar fleplerin yasadigi gorulmis olup, kontrol grubunda

yasayabilen flep ylzdesinin ortalamasi %28,5172+4,1578 olarak 6l¢uldu.

Kok hicre, kendini sinirsiz olarak yenileyebilen ve birgok hicre gesidine
farklilagsma kabiliyeti olan hlcrelere verilen isimdir. Mezenkimal kok hucreler,
eriskin dokuda bulunur, andiferansiyedir, kendini yenileme kabiliyetine ve
mezodermal diferansiyasyon potansiyeline sahiptir. Ayrica kolaylikla elde
edilip uygulanabilen ve son zamanlarda faz ¢alismalarini gegip klinik kullanim
bulmus degderli bir kaynaktir. Bu kok hacrelerin bulundugu major kaynaklar

kemik iligi, umblikal kord kani, yag dokudur.

Literaturde, kemik iligi, yag doku ve umblikustan elde edilen kok hucrelerin
etkinligi  karsilastinlmistir.  Morfoloji, immunojenisite ve pluripotent
diferansiyasyonlari arasinda fark olmadigr  gorulmustiur(52).  Ayni
arastirmada, bu U¢ grup igerisinde, yag doku kaynagindan en az invaziv
yontemle ve en az dondr saha morbiditesi ile en fazla hicre sayisininin elde
edilebildigi gosterilmistir(51). Kemik iligi kokenli mezenkimal kOk hucrelere
benzer hicrelerin adipdz dokuda oldudu, liposaksin yontemi ile elde edilen

lipoaspiratta bolca bulunabildigi birgok ¢alismada gosterilmistir(51,54).

YDMKH’ler, lipoaspire edilmis yag doku ya da yag dokunun tamamindan
izole edildikten sonra filtrasyon, kollajenaz sindirimi ve santrifij islemleri

yapilarak elde edilen hicresel fraksiyonlardir. Rodrich’in 6nerdigi olgutler
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cercevesinde, insanda kullanilan kok hacreler, otolog olarak elde
edildiginden, istenmeyen yan etki gorilme orani azdir ve teknik olarak ikinci
bir operasyon gerekliligi ortaya ¢cikmaz. Flep operasyonu sirasinda eszamanli
olarak yag dokudan liposaksin ile kok hucre elde edilebilir. Kultire edilmesi
gerekmeden kullanilabilmesi maliyetin az olmasini saglar. YDMKH’lerin
kolaylikla mezenkimal hucre g¢esitlerine (6rn. Kemik, yag, kikirdak, kas) de

diferansiyasyon gdsterebildigi ispatlanmistir(62).

Adipoz kokenli kok hicreler kemik iligi kaynakli kok hlcrelere gére daha basit
yontemlerle elde edilebilir ve adipoz doku kemik iligine gore daha fazla kok
hiicre barindiran bir kaynak oldugu gosterilmistir(52). KIMKH’ler elde
edildikten sonra, oransal olarak daha az bulunmalari nedeniyle daha fazla
kUlture edilmeleri gerekir. Ayrica, ilerleyen yasla birlikte kemik iliginde yer
alan KIMKH sayisinin azalmakta oldugu kanitlanmistir(53). Bu nedenlerle,
yag doku kokenli kdk hlcreler Uzerinde calisma sayilari gun gectikge
artmistir. Kore ve Japonya’da bulunan plastik cerrahlar, hikimetlerin bu
konularda vyapilan calismalarda Bati hukumetlerine gore daha esnek
davranmalari nedeniyle YDMKH ile ilgili daha yogun Klinik aragtirma yapma
imkani bulmaktadir(57).

Doku basina dusen MKH sayisinin fazla olmasi da kok hicre tedavilerinde
kemik iligi kaynakli MKH’lere gore YDMKH'’leri avantajli kilmaktadir. Taze yag
dokusundaki niikleuslu hiicrelerin %10-27’si kok hiicredir. insan MKH'lerin
105 kemik iligi hdcresinde 1 siklikta oldugu tahmin edilmektedir(56,85,86). Bu
calismada da amaclardan biri klinik kullanimda pratik olmasi ve kantitatif
olarak daha fazla hicre sayisi elde edilebilmesi nedeniyle yag doku kaynakli
kok hucrelerin etkinligini ortaya koymaktir. Bu sebeplerle, bu ¢alismada da

sigcanlardan elde edilen yag doku kdkenli kok hucreler tercih edilmistir.

Yara iyilesmesi ve flep yasayabilirlidinde YDMKH’lerin rolu ile ilgili bir¢cok
calisma mevcuttur(10,87,88). Bu calismada da allogenik yolla elde edilmis
olan YDMKH’lerin perforator flep Uzerindeki olumlu etkileri hem histopatolojik,

hem makroskopik olarak gdsterilmistir. Literatirde farkh flep tlrleri Uzerinde
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YDMKH uygulamasinin etkileri gosterilmistir, ancak bu calisma perforator

flepler Uzerinde etkileri gostermek icin yapilan ilk galismadir.

Calismamizda, flep yerine inset edildikten sonraki 7. glnde nekrozun
oturdugu gorildigunden, sakrifikasyon islemi 7. glinde yapildi. Makroskopik
goruntulerde Image J programi ile flep igin nekroz alaninin oldukca ve
anlamli bir sekilde azaldi§i ve daha iyi iyilesmenin gergeklestigi saptandi.
Kontrol grubunda yer alan deneklerde perforator flebin yasayabilirlik orani %
28,5172+ 4,1578 olarak olclldi. Kok hicrenin diffiz olarak flebe
uygulanmasinin ardindan ise yasayabilen flep oraninin %40,1701+ 3,35513
olarak arttigr ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu géruldu. Daha
once perforator bir flep Uzerinde yapilmis bdyle bir ¢calisma olmadigindan,
random ve aksiyel paternli diger flep gesitleri Gzerinde yapilan arastirmalar ile
yapilan kiyaslamalarda yasayabilen flep oranlarinda artisin benzer oldugu
gorulmustir. YDMKH ile fareler Gzerinde random paternli flepler Gzerine
yapilan ilk galismalardan biri olan Lu ve arkadaslari tarafindan 2008 yilinda
yapilan calismada, YDMKH’lerin flep yasayabilirligini arttirdigi goridlmas,
ayrica neovaskularizasyona hangi asamada, ne sekilde etki ettigi
incelenmigtir(43). Enjeksiyon yerlerinde kapiller dansite artisi hem c¢iplak
gozle, hem de histopatolojik olarak ortaya konmusgtur. Kok hucrenin, random
paternli cilt fleplerinin yasayabilirliginde artisa yol agtigi bulunmustur(43).
Sheng ve arkadaglari ise random paternli flepler Gzerinde, Lu’nun
calismasindan farkli olarak operasyondan 2 guin oOnce heterojenik hucre
grubu iceren stromal vaskuler fraksiyon uygulamasi yapmis, makroskopik
olarak kontrol grubu %56 yasayabilirlige sahipken, uygulama yapilmis olan
flep yasayabilirliginin %72 oraninda oldugunu gostermis ve anlamli olarak
artis saptamislardir. Sheng, bu artisa sebep olabilecek VEGF protein
diizeylerinde belirgin artis oldugunu bildirmistir(89). izmirli ve arkadaslarinin
yaptigi bir calismada, YDMKH’ler sigan sirtinda olusturulan interpolasyon
fleplerine 3x10° Gnite diffliz sekilde verilmis, flebin yasayabilirligi ve
interpolasyon flebinin ayirma suresinde kisalma saglanip saglanamayacag
degerlendirilmistir. Denekler 5, 8, 11 ve 14. gunlerde pedikulleri ayrilarak 7

gun beklenilmigtir. 7.ginun sonunda yasayabilirlikleri incelendiginde kontrol
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grubunun ortalama flep yasam alaninin %39,7+12,37, kok hucre uygulanan
grupta ise % 55,6+£19,87 olarak olgulmustar. Ayrica flebin pedikil ayrilma

suresinde kisalma sagladiklarini bildirmiglerdir(88).

Kok hicrenin intraven6z ya da lokal uygulanmasinin avantaj ve
dezavantajlari mevcuttur. Intravendz uygulamalarda, yetiskin hayvanlar
uzerinde yapilan galismalarda iskemik dokuda neovaskularizasyonu arttigi
kanitlanmistir(90). Ancak lokal enjeksiyon, YDMKH’lerin hedef dokuda daha
yogun dansitede olmasini saglamaktadir. Bu kUmelenmenin hucrelerin
canlihgini arttirdigi dusunulmektedir. Ayrica, lokal uygulama daha az sistemik
yan etkiye neden olmaktadir. Sistemik infuzyonun, kanser, romatoid artrit,
diyabetik retinopati gibi anjiogenez bozukluklarini tetikleme tehlikesi
mevcuttur(90). Bu nedenlerle lokal uygulamalarin daha givenli ve pratik
oldugu kabul edilmistir(43). Bu galismada da elde edilen kok hucrelerin, flebe
lokal uygulamasi yapilarak etkileri gozlenmistir. Suartz tarafindan 2014
yilinda yapilan galismada, calismamizda kullanilandan daha fazla miktar
YDMKH (5x10°¢ Unite) farkh bir yolla, intraven6z olarak verilmis ve dorsal
bdlgeden random paternli cilt flebi kaldirilmigtir. 7. glinlin sonunda
yasayabilen flep alanlarinin dlgimini yapmislardir. Bu ¢alismada kontrol
grubunda yasayan flep oranini%38,86+5,021, kdk hlcre uygulamasi yapilan
grubun oranini ise %58,14+4,460 olarak bildirmislerdir. iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit etmiglerdir(9). Ancak histokimyasal
markirlara yonelik ¢calisma yapilmadigindan lokal vaskularizasyon artigi olup

olmadigini gosterememislerdir.

Bazi arastirmacilar kok hucrelerin cgesitli kronik yaralar ve iskemik sureg¢
uzerindeki etkilerini incelenmigtir. Diyabetin kronik yara ve iyilesmeyi
geciktirme Uzerine etkisi oldugu bilinmektedir. Diyabetik hastalarda
hipergliseminin yol acgtigi iskemi zemininde neovaskularizasyon yetersizligi,
buna bagli yara vyeri iyilesme guclugu ve ciltte nekroz meydana
gelmektedir(91,92). Gao ve arkadaslari yayinladiklari yazida diyabetik
siganlarda random paternli flep Uzerine uyguladiklari YDMKH’nin yagayabilen

flep alanini arttirdigini bildirmislerdir. Yaptiklari deneyde bu oranlari kontrol
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grubunda %43,7+4,5%, kok hucre uyguladiklarn grupta %83,2+5,3 olarak
bildirmislerdir. Nambu ve arkadaslari diyabetik fareler Uzerinde yaptiklar
calismada, makrofaj sayisinin iyilesme icin tek basina yeterli olmadigi
durumda YDMKH’lerin destek oldugu ve buna ek olarak sekretuar
aktivitelerinin yara iyilesmesini tetikledigini belirtmiglerdir(87).
Rekonstruksiyon iglemleri sirasinda en zorlayici kronik yara sebeplerinden
biri de radyasyon hasaridir. Hasdemir ve arkadaglar yaptiklari g¢alismada
random paternli cilt flebi kaldirarak radyasyon hasari olusturmuslardir.
Calismamizda uygulanandan daha az miktar YDMKH uygulamasini (2x10°)
subkutan olarak yapmislardir. Radyasyon hasari ile olusturulan kontrol
grubunda flebin ortalama yasayabilen ylzdesinin %40,90+3,91 oldugunu,
kék hidcre uygulandiginda bu oranin ortalama %56,1317,10 oldugunu
bildirmigler, istatistiksel analizde de anlamli derece artis gérmuslerdir(36).
Uysal ve arkadaslarn siganlarin sirtindan kaldirdiklari random paternli
fleplerde yaptiklari iskemik modelde YDMKH uygulamasi yapmislardir(65).
Sonugta, kdk hicre uygulamasi yapilan siganlarin fleplerinin yasayabilen
alanlarinda anlamli derecede artis tespit etmiglerdir. Bu sonuclar,

¢calismamizda elde ettigimiz sonuclarla értismektedir.

Random paternli ve aksiyel beslenen flep modellerinde flep kaldiriimasi ile
ayni anda kok htcre uygulayan ve flep canlihginda artisi gdézlemleyen birgok
deney bulunmaktadir. Bazi yayinlarda fleplere uygulanan kdék hicre
miktarinin 1x107 oldugu gorilmistir(65,89). Bunun disinda birgok calismada
flep dokusuna enjekte etmek icin kullanilan kok hicre miktari galismamizdaki

ile benzer oldugu goérildi(43,88)

Kok hucrelerin neovaskularizasyon Uzerindeki etkileri birgok calismayla
ortaya konmustur. Neovaskularizasyon iki yolla saglanir: anjiogenez ve
vaskulogenez. Anjiogenez, dokuda var olan kapillerlerin distalinden
tomurcuklanma ile ileriye dogru uzamasi olarak tanimlanir. Endotel
hicrelerinin proliferasyonu séz konusudur. Vaskllogenez ise anjiogenik
progenitor hicrelerin vaskularizasyonun olacagi alana ilerlemesi ve burada

endotelyal hicrelere farklilasmasi surecidir(39,40,61). Literatlirde postnatal
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vaskulogenezde kemik iligi kokenli kok hucrelerin roli arastiriimistir.
Calismalarda KIMKH’lerin endotelyal progenitér hicrelerine dénlserek
anjiyogenez ve vaskulogenezin her ikisine de katkida bulunarak
neovaskularizasyonu sagladigi  gosterilmistir.(49) Bunun yani sira
mezenkimal kok hucrelerin olusturdugu skafold ile kikirdak produksiyonu igin
gereken ekstraseluler matriks yapimi, diferansiyasyon, hucre adezyonunu
saglama ve implante hucrelerin yeniden go¢ etmesini engellemede rol

alabildigi gosterilmistir(93).

YDMKH’lerin de anjiyojenik karakterde oldugu kanitlanmistir. iskemi
sirasinda buylume faktord salinimini arttirdiklari ve vaskuler endotelyal
hicrelere farklilastiklari deneysel olarak gdsterilmistir(94,95). Yara iyilesmesi
ve iskemik dokular tzerinde yapilan ¢alismalarda, YDMKH’lerinde salgiladidi
sayisiz sitokinler makrofaj artisi, fibroblast kemotaksisi, kollajen Gretimi,
granulasyon dokusu formasyonu ve vaskullarizasyonda artisa yol agar(62).
Yalnizca KiIMKH’lerin degil, yag doku hiicrelerinin de bu etkilerinin
goOsterilmesi ile bu hacrelerin yeni deneysel calismalarda kullaniimasi

saglanmistir.

Galismamizda histokimyasal boyamalarda mikroskobik olarak artan hucre
sayisl, kollajen miktari, damarlanma, bez ve kil folikullu ile azalan inflamasyon
ve fibrozis goéruldi. Kok hicrelerin karakterizasyonu igin CD markirlan
literatlirde de bulunan standart yéntem olarak kullanildi (64,65,96). CD 44 ve
CD 90 varhgr daha 6nce de benzer calismalarda kullaniimistir(43,64,65).
immunohistokimyasal sonuglarimizda CD44 ve CD 90 boyamalari ile
endojen kok hiicre sayisi ile karsilastirildiginda MKH sayisinin arttigi, PCNA
ile hucre ¢ogalmasinin arttigr gorulmastar. Yara iyilesmesi sirasinda olusan
serbest radikalleri, iskemi reperfizyon hasarini ve inflamasyonu azaltmak ve
bu sayede flep distalinde nekroz olusumunu engellemek igin yapilan
calismalar da mevcuttur(97). Bizim g¢alismamizda da eNOS ve iNOS ile
oksidatif stresin azaldigdi, IL-1 ve IL-6 ile inflamasyonun azaldigi, VEGF ile
damarlanmanin arttigi ve TUNEL yontemi ile apoptotik indeksin azaldigi

belirlendi.
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Literatirde bu konu ile ilgili histokimyasal incelemelerin de oldugu ilk yapilan
calismalardan biri, daha dnce de bahsedilen 2008 yilinda yapiimis olan Lu ve
arkadaslarinin galismasidir (43). ilk kez YDMKH’lerin hayvan deneylerinde
random paternli flepler Gzerinde kullanildigi bu g¢alismada, fareler Gzerinde
kaldirdiklari random paternli fleplere, isaretlenmis olan YDMKH’leri intrakutan
yolla uygulamiglardir. Sonugta mikroskopik olarak yapilan histopatolojik
incelemede, calismamizdakine benzer sekilde kapiller dansitede artis
gérmuslerdir. immunohistokimyasal ydéntemlerle bu hiicrelerin in vivo olarak
endotelyal hucrelere diferansiye oldugunu belirtmiglerdir. Bu etkinin ayni
zamanda kok hucrelerden salgilanmasi indiklenen anjiogenik blyume
faktorleri, 6zellikle de VEGF sayesinde oldugunu 6ne surmuslerdir. Ancak
calismalarinda VEGF ya da diger faktorler icin ek immuinuhistokimyasal
analiz yapmamiglardir. Ayrica Uysal ve arkadaslari da benzer sekilde
farelerde olusturduklar iskemi-reperfuzyon modeli tUzerine flebe uyguladiklar
YDMKH’lerin  etkilerini incelemis, sonugta bazi blyime faktorlerinin
regulasyonunu etkileyerek hasari azalttigini, bu faktérlerin basinda VEGF,
FGF ve TGF-b geldigini bildirmiglerdir(65). Kontrol ve deney grubunda
mikroskop altinda damar sayisi ve dansitesini incelemigler, her ikisinde de
istatistiksel olarak anlamh artis godzlemlemiglerdir. Bagka bir ¢alismada,
Vishnubalaji ve arkadaslari, YDMKH’nin, damarlanma Uzerinde anlaml bir
artisa neden oldugunu, bu artisi CD31, CD34, vWF, CD146 ve SMA
belirtecleri ile tespit ettiklerini bildirmiglerdir(98). Li ve arkadaslari 2010
yilinda siganlarda abdominal bélgeden prefabrikasyon yaparak kaldirdiklari
aksiyel fleplerde kdk hiicre uygulamasi yapilan grupta kapiller dansitenin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh derecede arttigini
bildirmiglerdir(70). Ayrica bu ¢alismada kdk hicre uygulanan grubun VEGF
dizeyinin operasyonun 7. gununde belirgin dlgude arttigi gosterilmistir. 2011
yilinda ise Gao, diyabetik farelerde iskemik deri fleplerinde hipoxia-inducible
factor-1a  ve VEGF artisi yoluyla flep yasayabilirligini arttigini
kanitlamiglardir(91). Ayni g¢alismada, flebin perfizyonunun kok hicre
uygulanmayan gruba goére anlamli olarak arttigini belirtmislerdir. Bizim

calismamizda da kapiller damar sayisi Olgimleri ve VEGF, kok hucre
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uygulanan grupta kontrol ve sham gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml
Olclde artmistir. Bagka bir galismada, umblikal kord kaynakli kok hicre etkisi
ile epidermiste bulunan VEGF’nin yani sira sebase bez sayisinda artig
oldugu gosterilmistir(64). Ersel ve arkadaslari da, biyomuhendislik yolu ile
doku iskeleleri Uzerinde yapilan kok hicre uygulamalarinin reepitelizasyonu
arttirdigi, kollajen birikimini azalttigi, yeniden damarlanmay! ¢ogalttigi, kil
folikill ve yag bezlerini daha ¢ok Urettigi ayrica parakrin faktorler yolu ile
yara iyilesmesini hizlandirarak istenilen iyilesmeyi sagladigi gosterilmistir(63).
Sonuglarimizda da ayni sekilde bez sayisi, kdk hicre uygulanan grupta
kontrol ve sham gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede fazla

bulunmustur.

inflamasyonda rolii olan IL-1 ve IL-6 diizeyleri, kdk hiicre enjeksiyonu yapilan
grupta, kontrol ve sham gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml odlgtude
azalmigtir. Yara iyilesmesi ve iskemik hasarlanma modelleri Uzerinde
iyilesme saglamak icin literatirde yapilan caligmalarda, iyilesmeyi tetikleyici
maddenin uygulanmasi sonrasinda dokuda inflamasyonun azaldigi ve IL-1
ve IL-6 duzeylerinde benzer sekilde azalma oldugunu godsteren calismalar
mevcuttur(97,99). Ayni mekanizma ile, siganlarda kaldirilan kutandz fleplerde
iskemi hasari ve inflamasyonun iyilestirimesi amaciyla flebe ajan
uygulanmasiyla yapilan arastirmalarda benzer sekilde inflamasyonun
baskilandigi ve bunun IL-1 ve IL-6 duzeylerinin azalmasi ile oldugu da
gOsterilmistir(97,99,100).

Reichenberger ve arkadaslari da c¢alismalarinda YDMKH’lerin aksiyel cilt
flepleri Uzerinde iskemi reperfizyon hasarini azalttigini gdostermistir(68).
Mekanizmasinda, gene MKH'lerin salgiladigi faktorlerin  oldugunu
savunmuslardir. MKH salgisi ile olusturdugu s6z konusu olan bu ortama nis
denmektedir(68).

2015 yilinda Xu tarafindan tavsan kulaginda ven6z konjesyon olan random
paternli flepler Uzerinde YDMKH etkinligini gostermek Uzere c¢alisma
yapilmistir. Sonucta kapiller artis oldugunu ve neovaskilarizasyonu

tetiklemis oldugunu 6ne surmuslerdir(84).
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Yara iyilesmesi ve kapanmasinin, kok hucre ile birlikte pilic amniyotik
membran ekstraktl uygulanmasi sonrasi daha fazla oldugu, damarlanmanin
artmis oldugu Chehelcheraghi ve arkadaslari tarafindan vyapilan bir
calismada kanitlanmistir(71). Bunlara paralel olarak oksidatif stres
belirteclerinden de eNOS ve iINOS’ta azalma gorulmustur. Bu sonuglarin
calismamizdaki sonuglarla uyumlu oldugu gorildu. Ayni calismada kok
hdcrenin in vivo caligmasinda iyilesmeyi etkin bir sekilde saglamasinin,
kronik yaralarda klinik kullanimina olanak saglamasi agisindan bulgularin
umit verici oldugu 6ne surdimustir(71). Bulgular mezenkimal kdk hucrelerin
(MKH) vyara iyilesmesinde ve inflamasyon halinde dokunun yeniden
bicimlendiriimesine katkida bulundugunu gostermektedir. Bu mekanizmalarin
flep Uzerine yapilan uygulamalarda da benzer sekilde var oldugu literatlrdeki

bircok diger calismada gosterilmistir(71,101).

Istatistiksel analizlerimizde, standart sapma oranlarinin kontrol, sham ve kok
hicre gruplar icin sirasiyla 4,1578, 3,87896, 3,35513 olmak Uzere oldukga
dusuk oldugu gorildu. Standart sapmanin distk ¢ikmasi bize herhangi bir
degiskenin sonuclarda gozlenebilen fark yaratabilecegini ve bu nedenle
secilen modelin bdyle bir ¢alisma igin ideale yakin oldugunu gostermistir.
Coskunfirat tarafindan yayinlanan makalede 16 sigan Uzerinde yapilan ayni

boydaki fleplerde standart sapma 7,2 olarak bulunmustur(74).

Bu arastirmalar neticesinde elde edilen bilgiler insanlar Uzerindeki
calismalarda da kullanilmistir. Insan yag dokusunda multipotent kok
hicrelerin bulundugu daha 6nce Zuk ve arkadaglarinin yaptigi 2001 yilindaki
calismada gosterilmistir(50). Gunumizde YDMKH ile insanlar (zerinde
yapilan ilk klinik calismalardan biri Garcia-Olmo ve arkadaslar tarafindan
yayinlanmistir(102). Bu calismada, Crohn hastaligina bagh fistuli olan
hastalarda otolog olarak liposaksin ile elde edilen YDMKH tedavisi uygulamig
ve iyi sonuglar aldigini bildirmislerdir(102). Ayni arastirmacilarin yaptigi faz 2
klinik calismada, Crohn hastaligi olan ve kompleks perianal fistil olan
bireylerde otolog YDMKH ve fibrin yapigtirici ile yapilan tedavinin, tek basina

fibrin yapistirici uygulanan bireylere goére iyilesme oranlarinin daha iyi oldugu
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g6zlemlenmistir(103). Ayrica YDMKH’lerin gene insan Uzerinde yapilan

calismalarda yag grefti yasayabilirligini arttirdigi da gosterilmistir(57).

Farkli flep teknikleri, farkli dozlar ve bekleme sureleri ile olsa da, literatlrdeki
diger birgok calisma ile bulgularimizin buyuk bir kismi ortugmektedir. Hem
makroskopik, hem mikroskopik olarak histokimyasal ve immunohistokimyasal
analizlerle, YDMKH'’lerin perforator flep Gzerine olumlu etkileri bu ¢alisma ile
ortaya konulmustur. YDMKH’lerin diferansiyasyon etkisinin yani sira, bluyume
faktorlerini ve sitokinleri regule etme ve inflamasyonu baskilama etkisinin,
gunumuzde herhangi farmakolojik bir ajanla saglanabildigi
g6sterilememistir(65). insanda otolog olarak elde edilebilen bu kok
hucrelerin, ileride doku muhendisliginde ve hucre bazli terapilerde

kullanilabilecegini de 6ne slrulmektedir(103).
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VI.  Sonug ve Oneriler

Doku defektleri her zaman plastik cerrahinin micadele etmekte oldugu
ana konulardan biridir. Hasta grubu iginde yasl, komorbiditeleri olan hastalar
agirhktadir. Bu tarz hastalarin hospitalizasyon suresinin kisa olmasi, hem
postop donemde yasanabilecek enfeksiyon riskini azaltirken, hem de
eszamanli olarak maliyeti azaltmaktadir. Flep cerrahisindeki guncel
gelismelerle bu sorunlarin asilmasi saglanirken, MKH tedavisinin eklenmesi
ile sonuglarin daha etkili oldugu anlagiimaktadir. Kok hucrelerin, literatirde
farkh iskemik yolaklara maruz birakilmisg, ya da farkli tekniklerle elde edilmis
fleplerde iskemi hasarini azalttigi, doku perflizyonunu arttirdigi bircok kez
kanitlanmistir. Hasta igin en az agrn ve morbidite ile en fazla sayida kok
hicre elde edilebilen kok hucreler yag doku kokenli kok hucrelerdir, bu
nedenler yag doku kokenli kok hlcreleri daha sik arastirilir hale getirmigtir.
Gunumuzde hospitalizasyon slresinin kisalmasi ve hastanin en kisa surede
gunlik yasantisina dondurilmesi 6nem kazanmistir. Bu amagla, serbest flep
ihtiyacini belirgin Olcude azaltmis olan perforator fleplerin yagayabilirligini
arttiran yontemlere yonelik arastirmalar artmistir. Yag doku kokenli kok
hacrelerin literatirde diger flep cesitlerinde elde edilen basarilara benzer
sekilde, perforator fleplere subkutan yolla uygulanmasiyla flep yasayabilirligi
Uzerinde olumlu etkisi oldugu gértulmuastir. MKH uygulamasi ile tedavide etkili
fonksiyonel hicre sayisinin arttigi, kollajen olgulagsmasinin arttigi ve fibrozisin
azaldigi, yaraya bagh olugsan oksidatif stresin ve apoptozun azalmasina ek

olarak dokunun damarlanmasinin arttigi bir mikrogevre uretilmektedir.

Yag doku kokenli kok hucrelerin kullaniminin yayginlagsmasi ve tedavi
secenekleri arasinda 6n siralarda yer almasi igin, daha buyuk hasta sayilari
ile yapilmig g¢aligmalarin oldugu klinik serilerin yayinlanmasi gerekmektedir.
Uzun donem sonuglarin incelenmesi ile henuz yeterli veri olmamasina
ragmen, immunojenik reaksiyon ve malignite gibi istenmeyen etkilerin

insidansi ve alinabilecek onlemlerin arasgtirilmasi mumkun olacaktir.
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VIl.  Ozet

Flep cerrahisi sirasinda, defekt bolgesini orten flep dokusu c¢ogunlukla
transfer edilen dokunun en distalidir. Beslenmesinde bozukluk olmamasi,
yeterli dolagiminin saglanmasi yapilan cerrahi girisimin basarili olmasi i¢in en
onemli kriterdir. Bu amagla literatirde pek ¢ok farmakolojik ajanin yani sira,
son yillarda populerlik kazanmig olan kok hucreler de kullaniimaktadir.
Adipoz kokenli kdk hucrelerin neovaskullarizasyonu arttirdigi  6nceki
calismalarda kanitlanmigtir. Bu c¢alismada plastik cerrahide gunumuizde
siklikla kullaniimakta olan perforator fleplerin, yag doku kokenli kok hicre
verilerek yasayabilirliginde artisin gézlemlenmesi hedeflendi. Deney igin, 18
adet digi erkek ayrimi gozetilmeksizin Wistar Albino sigan kullanilarak 3 grup
olusturuldu. Siganlarin dorsal boélgelerinden 3x12cm’lik literatirde daha 6nce
tanimlanmis olan posterior uyluk perforator flebi kaldirildi. Ik grup kontrol
grubu olarak secildi. Flep, herhangi bir islem yapilmadan yerine iade edildi. 2.
Grupta flebe 0,3ml subkutan serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. 3. gruba
3x10° (nite kok hiicre subkutan olarak enjekte edilerek fleplerin yerlerine
iadesi yapildi. Hayvanlarin tima 7. ginin sonunda sakrifiye edildi. Saglikl
zon, gegis zonu ve nekrozdan olmak Uzere 3 adet biyopsi alinarak
histopatolojik olarak incelendi. Makroskopik goruntileri fotograflanarak dijital
ortamda incelendi. Sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildi. Sonug¢ olarak
yag doku kokenli kdk hucre uygulamasi yapilan fleplerin, kontrol ve sham
gruplarina goére yasayabilen kisminda istatistiksel olarak anlamli bir artig
oldugu gorulda. Ayrica histokimyasal ve immunokimyasal olarak, enjeksiyon
bdlgesinde kdk hicrenin varhidi, kapiller yogunlugun arttigi, eNOS, iNOS, IL-
1 ve IL-6 gibi inflamatuar belirteclerin, bez ve kil foliklli sayisinda artis
oldugu goruldu. Bu olumlu etkilerin, klinik kullanimda perforator flep nekroz
oranlarini azaltmada ve iyilesmeyi hizlandirarak hastane yatis suresinin
kisalmasinda kullanilabilecegi distiniimektedir. insanda perforatér flepler
Uzerinde uygulanabilecek yag doku kokenli kok hucrelerin terapotik dozu,
olasi yan etkileri ve prognoza katkilari igin ileri klinik c¢alismalar

gerekmektedir.
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VIIl.  Summary

During flap surgery, the main part of the flap which is aimed to cover the
defect region, is commonly the most distal of the transferred tissue. The
circulation of the flap is the most important point in achieving a successful
surgical result. For this purpose, in addition to many pharmacological agents
in the literature, stem cells which have gained popularity in recent years are
also used. The effectiveness of using adipose tissue-derived mesenchymal
stem cells in increasing the neovascularisation has been proven. In this
study, it was aimed to observe the increase in viability of perforator flaps,
which are frequently used in plastic surgery, by injecting adipose derived
stem cells. The study included 18 mal and female Wistar Albino rats which
were divided into 3 groups. A 3x12cm posterior thigh perforator flap, which
was previously published in literature, was elevated from the dorsal regions
of the rats. The first group was named as control group. The flap were set
back to its place without any injection. The second group, sham group, was
injected 0,3cc saline solution The third group was injected 3x108units (0,3cc)
of adipose derived stem cell. All fleps were sutured back to the donor site. All
subjects were sacrified on 7" day of procedure. Three biopsies were taken
from healthy zone, transition zone and necrosis and examined
histopathologically. Macroscopic images were photographed and examined
using digital software. The results were statistically analyzed. Consequently,
a statistically significant improvement in viability of adipose-derived stem cell
injected flaps compared to sham and control groups. In addition,
histochemical and immunochemically, there was an increase in the number
of gland and hair follicles in the injection site, presence of stem cells,
increased capillary density and decrease in inflammatory markers such as
eNOS, INOS, IL-1 and IL-6. It is believed that these positive effects can be
used to reduce the rate of perforator flap necrosis in clinical use and shorten
the length of hospital stay by accelerating recovery. Further clinical studies
are required to detect the therapeutic doses, possible side effects and

prognosis of adipose derived stem cells on perforating flaps in humans.
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