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1.1. SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi
KKDG: Kismi kalinlikta deri grefti

TKDG: Tam kalinlikta deri grefti

VEGF: Vaskiler endotelyal blylime faktoru
YDKKH: Yag doku kaynakli kok hiicre
VEGFTE-YDKKH: VEGF geni transfekte edilmis yag doku kaynakli kok hiicre
ESM: Ekstraseltler matriks

PIPAAmM: Polimer poli-N-isopropylacrilamide
GAA: Genel anestezi altinda

i.p.: Intraperitoneal

p.o.: Postoperatif

HBSS: Hank’s balanced salt solution

L-DMEM: L-Dulbecco’smodified Eagle medium
PBS: Phosphate buffered saline

DAPI: 4', 6-diamidino-2-phenylindole

IFB: immunfloresan boyama

P: Pasaj
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2. AMAC VE KAPSAM

Greftler ve flepler plastik cerrahide en sik tercih edilen onarim yontemleridir.
Aralarindaki temel farklilik fleplerin kendine ait bir besleyici damar ag1 olmasi, ancak
greftlerin kendine ait bir besleyici damar agi bulunmamasi ve sadece diflizyon ile
beslenmesidir. Bundan dolayidir ki greftler uygulandiklar1 yeni alanlarda adaptasyon icin
neovaskiilarizasyona ihtiya¢ duyarlar. Deri, sinir, tendon, yag, kemik, kikirdak gibi

bir¢ok doku greft olarak kullanilabilir ve igerdigi dokuya gore greftler isimlendirilir.

Plastik, rekonstruktif ve estetik cerrahi ameliyatlarinda acik yaralarin, deri
grefti ile onarimi, siklikla kullanilan cerrahi segenekler arasinda yer almaktadir.
Sik¢a kullanilmakta olan bu yontem ayni zamanda yapilan aragtirmalar icin de
popiiler bir konu olusturmaktadir. PubMed’te “deri grefti (skin graft)” anahtar
sOzciikleri ile tarama yaparsak (26.10.2013 tarihi itibari ile) 51941sonu¢ karsimiza
cikmaktadir.

Travma sonrasi olusan agik yaralar, yaniklar, onkolojik kitlelerin cerrahisi
sonrasi olusan yaralar, kontraktiir agilmas1 sonrasi; sindaktili ve vajinal agenezi gibi
konjenital anomalilerin onarimi; vitiligo, memebasi-areola rekonstriiksiyonu; sag ve

kas ekimi deri greftlerinin kullanim alanlarindan bazilaridir.

Greftler birden fazla ¢esitli dokuyu ayni anda barindirabilirler ve bu greftler
kompozit greftler olarak isimlendirilirler.

Deri greftleri, alman deri kalinhgma gore kismi kalinlikta deri
greftleri(KKDG) ve tam kalinlikta deri greftleri (TKDG) olmak {izere ikiye ayrilir.
Birgok cerrahi uygulamada kullanilan greftler, KKDG'leridir. KKDG'leri sagh deri
dahil viicudun biitiin bolgelerinden kolaylikla alinabilir. KKDG alimi sonrasinda
saglikli bireylerde don0r saha zamanla spontan olarak iyilesir. Epitelizasyon
sonrasinda dondr alandan tekrar greft alinabilir, bu da ¢ok genis yaralarin

kapatilmasina olanak tanir.

Greft kullanilarak yapilan ameliyatlarda greftin yasami, cerrahi

miidahalenin basarisini belirler.



Greft alimi esnasinda greftlerde kiiclilme olmasi primer kontraksiyon
olarak isimlendirilmektedir. Greftler adapte edildikleri alanda da kontrakte olmaya

devam ederler ve bu olay da sekonder kontraksiyon olarak isimlendirilir.

Cerrahi basar1 saglanmis hastalarda dahi kontraksiyonlar olusabilmekte ve

hastalarin yasam kalitesini etkileyebilmektedir.

Corps yaptig1 bir ¢alismada greftin nisbi kalinliginin total kalinligina gore
sekonder kontraksiyonda daha etkin oldugunu one siirmiis, greftin igerdigi dermis
kalinliginin  greftin  yasayabilirligini  ve kontraktliir ~oranmi  belirledigini

savunmustur(1).

KKDG’leri, TKDG’lerine gore daha sik kullanildiklar1 ve TKDG’lerine
gore daha fazla kontrakte olduklar1 i¢in KKDG uygulmas: sonrasinda kontraksiyona

bagli problemler daha sik karsimiza ¢ikmaktadir.

Kontraksiyon ile karsilasmamak i¢in kullanilacak deri greftinin kalinlig1 ve

secilecek donor saha dikkatli planlanmalidir.

Kompozit greftler ise sag kalim oranlarindaki ¢ekinceler ve kiigiik
alanlarda kullanilabilmeleri nedeniyle daha ziyade burun, kulak ve meme basi

onarimlarinda sinirh olarak kullanim sans1 bulmaktadir.

Kok hiicreler, teknolojik gelismeler 1s1ginda bilim diinyasinda popularite
kazanmis ve her yil yiizlerce yeni ¢alismanin yapildigi bir konu haline gelmistir.
Gunidmduzde, doku miihendisligindeki kullanimlarina ve hiicre bazli tedavilere ek
olarak farkli birgcok sistemik ve lokal hastaliklarin tedavisinde de koék htcreler

kullanilmaktadir.

Literatiirde plastik cerrahi onarimlarinda kok hiicre kullanimi ile ilgili
farkli makaleler mevcuttur. Zheng ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada VEGF geni
transfekte edilmis mezenkimal kok hicrelerin iskemik fleplerde neovaskiilarizasyonu
arttirdigin1  gostermiglerdir(2). Uysal ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada ise
adipoz doku kokenli kok hiicrelerin random paternli cilt fleplerinin viabilitesini

arttirdi@ini gosterilmistir(3).



Calismamiz1 planlarken klinik pratikte sik¢a kullandigimiz bir yontem olan
deri greftleri ile onarimin, cerrahi olarak basarili sayilabilmesinin en temel kosulu
olan greft yasayabilirligi iizerinden yola ¢iktik. Yasayabilirlik oranlar1 diisiik olan ve
bu ylzden sinirh alanlarda kullanim sans1 bulan kompozit greftlerin yasayabilirligini

arttirmay1 hedefleyerek calismamizi planladik.

Calismamizda VEGFTE-YDKKH’lerin, neovaskiilarizasyonu arttirici
etkisinden faydalanarak, kompozit greft yasayabilirligine olan etkilerini arastirdik.
Siganlarda gergeklestirdigimiz ¢alismamizin iki adet deney grubunda VEGFTE-
YDKKH’ler farkli yontemler ile kullanildi. Elde edilen sonuglar makroskopik,
histopatolojik ve VEGF isaretli kok hiicrelerin izlenmesini igeren parametrelerle

degerlendirildi.

Kok hiicre uygulamast sonrast yeni damar olusumunun ve greft
yasayabilirliginin artacagi, ayrica greft dokusunun dermal kalinligmmin korunarak
kontraksiyonun azalacag disiiniildi. Elde edilecek olumlu sonuglarin klinik pratige
uyarlanmasi ile 0zellikle ¢oklu travma ve yanik gibi genis yaralanmalarda, gocuklar
gibi fonksiyonel ve kozmetik sonuglarin daha da dnemli oldugu hasta gruplarinda,
faydali olabilecegi diisiiniildii. Olas1 etkilerin oncelikle deneysel olarak sicanlarda

gosterilmesi, sonrasinda da klinik ¢alismalara gegisi planlandi.

Calismamizda kombine olarak uygulanan kompozit kas-deri grefti ve
VEGFTE-YDKKH'lerin greft yasayabilirligine etkisi degerlendirilecek, postoperatif

donemdeki etkileri tartigilacaktir.

3. GENEL BIiLGILER

Insan var oldugundan bu yana “yara” kavrami da varligmi siirdiirmiistiir.
Eski yillarda hastaliklar ve yaralanmalar milyonlarca insanin 6liimiine yol agmus,
sonrasinda gelisen koruyucu hekimlik ile bu Oliimler bir miktar azalmistir.
Glinlimiizde sanayinin gelismesi ile beraber artan kazalar, savaslarda olusan
yaralanmalar ve bir ¢ok etkenin degismesi sonrasinda artan tiimorler, yara ve yara

tedavileri kavramlarini tekrar popiiler hale getirmistir.



Yapilan aragtirmalar gostermistir ki yaralar, epitelizasyon ve kontraksiyon
mekanizmalar1 ile iyilesmektedir(4). Bu ylzden vicudumuzu yaralanmalardan
koruyan en onemli bariyer olan ve deri greftlerinin kaynagini olusturan derinin

anatomisinden bahsetmek yerinde olacaktir.

3.1. DERIi ANATOMISI

Viicudumuzun en genis organi olan deri, tiim viicudumuzu bir kalkan gibi
cepecevre sarmaktadir. Viicudumuzu dis etkenlerden korumasmin yani sira

karbonhidrat ve yag deposu olarak islev gormekte, 1s1 regiilasyonu da saglamaktadir.

Insan derisi; epidermis, dermis ve subkutan doku tabakalarindan
olugmaktadir. Derinin tabakalar1 ektoderm, noroektoderm ve mezodermden
farklilasmaktadir. Distan ice dogru deginecek olursak en dista yer alan epidermis,
piloerektor tlinite(kil ve sebase bezler), ekrin ter bezleri ve tirnaklar ektodermden
koken almaktadir. Melanositler, sinir dokusu ve ndroreseptorler néroektodermden
gelismektedir. En i¢ tabakada yer alan kollajen, elastin, retikiilin, kas dokusu, yag

dokusu ve kan damarlar ise mezodermden koken almaktadir.

Keratinositler, melanositler, Merkel ve Langerhans hicreleri epidermiste

yer almaktadir.

Keratinositler  farklilasma ve yerlesimlerine gore bes grupta

incelenmektedir. Bunlar:

1.Stratum bazale; tek tabaka halinde dizilmis bazofilik, kolumnar hiicreler

icermektedir. Melatonin icerikleri ylksektir.

2.Stratum spinozum; desmozomlardan olusan, mikroskop altinda diken
seklinde gorlinlime sahip baglantilarla hiicrelerin birbirine baglandigi tabakadir.

Stratum bazale ile birlikte stratum germinativum olarak isimlendirilmektedir.

3.Stratum graniilosum; keratohiyalin graniilleri iceren bazofilik, diizlesmis

hlcreler icermektedir.

4.Stratum lusidum; seffaf bir goriiniime sahip refraktil anukleer hicreler
icermektedir.



5.Stratum  korneum;  filament matriks  kompleksini  olusturan
tonofilamentleri iceren, hiicre membranlarinin kalinlastigi, niikleus ve diger hiicre

elemanlarinin bulunmadig1 tabakadir.

Stratum bazale ve stratum spinozum tabakalarinin rejenerasyon yetenegi
vardir ve epidermisin yenilenmesi bu iki tabaka sayesinde olur. Yiizeye dogru
cikildikca hiicresel organeller azalmakta, desmozom ve tonofilamentler artmakta,

niikleuslar belirginligini yitirmektedir.

Dermis, papiller tabaka ve retikuler tabakalar olmak tzere iki tabakadan
olugsmaktadir. Papiller dermis az miktarda ve gevsek organize olmus kollajen, elastik
lifler, retikiiler lifler ve kapiller aglar i¢cermektedir. Retikiiler tabaka ise dallanan
kaba kollajen liflerinden olusmus olup, deriye gii¢ ve desteklik kazandirmaktadir.
Dermiste agirlikli olarak bulunan fibroblastlarin, néral ve vaskiiler yapilarin yanisira

Langerhans hiicreleri ve melanositler de bu tabakada bulunmaktadir.

Denditik noral krestten kaynaklanan ve bazal tabakanin ozellesmis
hlcreleri olan melanositler, keratinositleri melanin ile beslemekte boylece ultraviyole
1518a kars1 bir bariyer olusturmaktadir. Langerhans hiicrelerinin fonksiyonlari tam
olarak anlagilamamis olmakla birlikte antijen tanima yetenegine sahip olduklar1 ve
allerjik kontak dermatitte olusan yanittan sorumlu olduklart diisiiniilmektedir.
Langerhans hiicrelerinin  allogreft rejeksiyonundan da sorumlu oldugu

gosterilmistir(5).

Dermisin altinda yagli bir tabaka olan hipodermis (panniculus adiposus)
yer almaktadir. Dermis ve ciltalti yag dokusunun birlestigi yer diizensiz sinirlara
sahiptir. Kolumna adipoza olarak isimlendirilen yag siitunlar1 dermis igerisine dogru

girintiler olusturmaktadir.

Sicanlarda insanlardan farkli olarak panniculus adiposus tabakasinin
altinda panniculus carnosus olarak isimlendirilen ¢izgili kas tabakas1 bulunmaktadir.
Insanlarda panniculus carnosus tabakasmnin boyunda platisma kasi, elde palmaris
brevis kas1 ve skrotumda dartos kasi gibi karsiliklar1 vardir. Sigan viicudunda da

panniculus kasi farkli viicut alanlarinda farkli kalinliklarda buliunmaktadir.



Kollajen lif demetleri de hipodermis igerisine uzanimlar gostererek yag
lobiillerini birbirinden ayiran retinakulum kutisi olusturmaktadir. Ter bezleri yag
tabakasi ile dermal kollajen bantlarin arasinda yer almaktadir. Ter bezleri genellikle
kil folikiillerinden daha derine yerlesim gostermektedir. Ancak erkeklerin yiizlerinde
kil folikiilleri, dermisin hemen altinda yer alarak bu anatomide farklilik goriillmesine
yol agmaktadir. Kutanoz tabakanin zarar gordiigli yanik, travma, dermabrazyon gibi
durumlarda, epitelizasyon dermis ile ciltalti yag dokusu arasinda yerlesmis olan bu

epidermal uzantilar sayesinde olusmaktadir.

3.1.1 DERI KALINLIGI

Insan viicudunda bolgelere gore deri kalinhginda farkliliklar mevcuttur.
Govde, avug i¢i ve ayak tabaninda deri ¢ok kalindir. Goz kapaklari, kulak arkasi ve
genital bolgelerde ise deri ¢ok incedir. Anatomik bolgeye bakmaksizin erkeklerin
derisi kadinlara gore daha kalindir. Cocuklarda deri ¢ok ince olup yas ilerledikce
dordiincii ve besinci dekata kadar derinin kalinlastigi, bundan sonra tekrar inceldigi
izlenmektedir. Deri grefti alinirken bu ayrintilar akilda tutulmali ve greft donor
sahasinin konulacak bdlgeye benzer ozelliklerde deri kalinligi icermesine G6zen

gosterilmelidir.

3.2. YARA IiYILESMESI

Yaralanma, farkli basamaklar igeren yara iyilesme siirecini baslatarak
doku biitiinligiiniin olusmasini saglamaktadir. Postnatal memelilerde yara iyilesmesi,
kemik ve karacigerin bazi kosullardaki iyilesmesi hari¢ nedbe ve fibrozis olugmasi
ile sonuclanmaktadir. Ancak fetal cilt nedbe olusmaksizin, dermis ve epidermisin

yapisal biitiinliigii korunarak iyilesir.

Yara iyilesme siireci inflamasyon, proliferasyon ve remodeling
safhalarindan olugmaktadir. Bu icice ge¢cmis sathalar ahenk ile cilt biitlinliigliniin
onarilmasi i¢in ¢alismaktadir. inflamatuar safha esnasinda hemostaz olusmakta ve
akut inflamatuar silire¢ baglamaktadir. Proliferasyon sathasi ise fibroplazi,
granillasyon, kontraksiyon ve epitelizasyon ile karakterizedir. Son safha olan

remodeling sathasinda da nedbe dokusu olgunlagmaktadir.



3.2.1 INFLAMASYON SAFHASI

Yara olugmasini takiben, ¢ok hizli bir sekilde yara iyilesme siireci
baslamaktadir. Inflamasyon safhasinda 6nce yaralanan damarlar vazokonstriikte
olmaktadir. Hemostatik tikag¢ olusmakta, koagulasyon ve kompleman surecleri aktive
olmakta, intrensek ve ekstrensek mekanizmalar devreye girmektedir. Fibrin pihtist
olugmasi sonrasinda, yara igerisinde trombiis olusumu ile hemostaz siireci

tamamlanmaktadir.

Trombositlerin degraniilasyonu sonrasinda, inflamatuar hicreler, lokal
fibroblastlar ve endotelyal hiicreler icin aktivasyon faktorleri ile vazokonstriktor
ajanlar agiga ¢ikmaktadir. Hemostaz sonrasinda koagulasyon ve kompleman

stireglerine bagli olarak damarlarda vazodilatasyon olugmaktadir.

Bolgeye gelen inflamatuar hiicreler ¢ogunlukla nétrofillerdir. Notrofiller
hiicresel atiklar, yabanci materyaller ve bakterilere saldirarak katkida bulunmaktadir.
Aktif kompleman siireci opsonizasyon ile bakterilerin 6liimiine yardimci olmaktadir.
Notrofillerin sayilari temiz cerrahi yaralarda, kontamine veya enfekte yaralara gore
daha azdir. iki ila {i¢ giin igerisinde bolgedeki inflamatuar hiicrelerin popiilasyonu
monosit hakimiyetine dogru degisim gdstermektedir. Dolasan monositler yara
bolgesine gelmekte ve makrofajlara farklilasmaktadir. Makrofajlar ve doku
makrofajlari, fagositozun yanisira c¢esitli biliylime faktorleri salgilayarak yara
iyilesme siirecine dahil olmaktadir. BlyUme faktorleri lokal endotelyal hiicreler,

fibroblastlar ve keratinositlerin onarim 6zelliklerini ortaya ¢ikarmaktadir.

Buylme faktorleri fokal olarak etkili, yara yatagindaki aktif olan farkli
hiicrelerden salinan polipeptidlerdir. Hedef hiicrelerde, otokrin veya parakrin
yollardan gen ekspresyonunu uyarmakta veya inhibe etmektedir. Genel olarak
blyume faktorleri yeni hiicre olusumunu ve yara bolgesine baska hiicrelerin gécunt
artirmaktadir. Blyume faktorleri birgok farkli isoformda bulunabilir ve farkli
ligandlara baglanarak hedef hiicrelerde farkli etkiler olusturabilmektedir. Ligandlara
ilaveten blyime faktorleri farkli birgok sinyal reseptorii sayesinde hedef hiicrelerde

duzenleyici etkilerini gostermektedir.



Platelet derive biyume faktori (PDGF): Baslica, yaralanmanin erken
doneminde trombositlerdeki a graniillerinden salinmaktadir. Makrofajlar, endotelyal
hiicreler ve fibroblastlar da PDGF salgilayabilmektedir. Yara bolgesine notrofil,
makrofaj ve fibroblast goOciinii artirmasina ilaveten giiclii mitojen Ozellikler
icermektedir. ESM sentezini kollajen harici yapilari(glikozaminoglikanlar, adezyon
proteinleri vb.) artirarak yapmaktadir. Remodeling safhasinda fibroblastlardan
kollajenaz  salinmasim1  saglamaktadir. Graniilasyon dokusunun olusumunu

hizlandirdig1 i¢in kapanmayan diyabetik yara tedavisinde kullanilmaktadir(4).

Dontistiiriicti biiytime faktori-p (TGF-): Kollajen sentezini direk olarak
artirmakta ve ESM yikimini azaltmaktadir. Onarimi etkilemesi sonrasinda fibrozis
olusumunu tetiklemektedir. Kollajen, elastin ve glikozaminoglikan sentezini
artirmaktadir. Matriks metalloproteinazi azaltmakta ve matriks metalloproteinaz
inhibitoriiniin etksini artirmaktadir. Ekzojen verilmesi kalp, akciger ve beyin gibi

hayati organlarda patolojik fibrozis olusumu ile iliskilendirilmistir.

Fibroblast blylime faktori (FGF): Farkli isoformlar1 olan heparine
baglanan bir grup biiylime faktoriinin ortak ismidir. ESM icgerisinde bulunmakta ve
yaralanma sonrasinda aktiflesmektedir. Heparin ve glikozaminoglikan heparan
stilfata baglanabilmektedir. FGF-1 ve FGF-2 formlar1 neovaskiilarizasyonda etkilidir.
FGF-7 ve FGF-10 ise epitelyal buyime faktoru benzer etki ile epitelizasyonu

artirmaktadir.

Vaskuler endotelyal biyime faktori (VEGF): Neovaskularizasyon Uzerine
etkilidir. Parakrin olarak damar gecirgenliginde artisa yol agmaktadir. Yara yeri gibi

hipoksik kosullarda VEGF {iretimi artmaktadir.

Monosit ve makrofajlarin sayisindaki azalma yara iyilesme siirecinin
bozulmasina, yetersiz debridmana, gecikmis fibroblast proliferasyonuna ve yetersiz
anjiyogeneze yol a¢gmaktadir. Yara iyilesmesindeki diizenleyici rolii gbz Oniine

alirsak, normal yara iyilesmesi i¢in en gerekli olan inflamatuar hiicre, makrofajdir(6).



3.2.2. PROLIFERASYON SAFHASI

Fibrin-platelet matriks olusumuyla proliferatif satha baslamaktadir. Lokal
fibroblastlar blyime faktorlerinin etkisi ile aktiflenmekte ve protein sentezini
artirarak hiicre ayrismasi i¢in hazirlanmaktadir. Fibroblastlar prolifere oldukca, 3-5
gun icerisinde, temiz ve enfekte olmayan yaralarda, predominant hiicre haline
gelmektedir. Fibroblastlar, proliferasyon ve farklilasma ile beraber ekstraseliiler
matriks (ESM) sentezlemektedir. Fibrin matriks, fibronektin ve hyaluronan igeren
yeni matriks ile yer degistirir, bunun sonucunda fibroblast gocu artmaktadir.
Fibronektin, laminin ve tenascin, matrikste bulunan yapilardir;gérevleri ise
yapigsmay1 ve gocii kolaylagtirmaktir. Fibroblastlar arttik¢a hiyaliironidaz salgilayip
matriks icerisindeki hiyaltronik asid sindirilip yerine glikozaminoglikanlar
yerlestirilmektedir. Fibronektin ve glikozaminoglikanlardan olusan yapinin iizerine
fibroblastlarca yeni kollajen yerlestiriimekte ve nedbe dokusu olusumu

baslamaktadir.

Cilt ve nedbe dokularinda ESM olusturan major fibriler kollajenler Tip 1
ve Tip 3" tir. Cilt ve nedbe dokularinda Tip 1 kollajen, Tip 3 kollajene oranla dort kat
daha fazla bulunmaktadir. Yara iyilesmesi safthasinda Tip 3 kollajen fazla olmasina
karsin, olgun nedbe dokusunda Tip 3 kollajenorani azalir ve yerini Tip 1 kollajene

birakmaktadir. Nedbe dokusundaki major yapisal bilesen kollajendir.

Graniilasyon dokusu yogun damar aglari igeren, bol sayida makrofaj ve
fibroblastlarin bulundugu, fibronektin, hiyaltronik asid ve kollajenden olusan gevsek
matrikse sahip bir dokudur. Agik yaralarda karsimiza ¢ikan, graniilasyon dokusunun
rengi, canli kirmizi gériiniimdedir. Endotelyal hiicre boliinmeleri ve gogii sonrasinda
yeni olusan kapiller damar ag1 (neovaskiilarizasyon) bu goriiniime yol agmaktadir.
Genellikle graniilasyon dokusunun goriilmesi bir yaranin klinik olarak greftlenmeye
uygun oldugunu isaret etmektedir. Greftlenmeye uygun yaralarda, greftlenme sonrasi
iyilesme zamani kisalmaktadir. Ciinkii zengin kapiller damar agina sahip olan
granilasyon dokusu grefti kabul eder ve destekler. Ancak uzun sureli (kronik)
graniilasyon dokusu bakteri kolonizasyonuna sebep olabilecegi igin greftleme

oncesinde debride edilmelidir.



Kontraksiyon, c¢evre dokunun agik yaraya dogru biiziismesi siirecidir.
Kapali cerrahi insizyonlarda bu sure¢ izlenmez. Travma, yaniklar, daha 6nceden
cerrahi olarak kapatilmis ancak enfeksiyon sonrasi tekrar acilan yaralarda
kontraksiyon olugmaktadir. Yeni bir doku olusumu olmaksizin agik yarada dramatik
bir kuculme meydana gelmektedir. Kontraksiyon surecinin eklenmesi, sadece
epitelizasyon ve nedbe olusumu ile iyilesen yaralarda yara iyilesmesini

hizlandirmaktadir. Hissiz olan nedbe dokusu da kontraksiyon ile kiictilmektedir.

Hayvanlarada yara kontraksiyonu insanlara gére daha fazladir. Ozellikle
bir cok memeli hayvanda bulunan panniculus carnosus kasi(kas-kemik yapilar1 ve
cilt alt1 yag dokusu arasinda yer alan ¢izgili kas) yara iyilesmesi sirasinda
kontraksiyon miktarmi arttirmaktadir. Iki fasya yaprag: arasinda cilt hareketli oldugu
ve siirtinme az oldugu icin kontraksiyon daha fazla gelismektedir. insanlarda ise
govde ve perinede viicudun diger bdliimlerine gore kontraksiyon daha fazla,
ekstremitelerde ise daha azdir. Govde ve perinede yara kapanmasinin %80-90"1

sadece kontraksiyon sureci ile olusmaktadir(7).

Kontraksiyon mekanizmasi tam anlasilamamakla beraber fibroblast
benzeri hicreler olan miyofibroblastlar kontraksiyonda en aktif role sahiptir.
Miyofibroblastlar diiz kas a-aktini ve mikrofilamanlar igerirler ve bu sayede civar

dokuyu yaraya dogru ¢ekerler(4).

Kontraktiir ve kontraksion birbirinden farkli durumlardir. Kontraktiir,
klinik olarak bir dokunun kisalmasi ve/veya distorsiyona ugramasi sonrasinda bir
eklemin hareketinde ve/veya fonksiyonunda olan azalmayi ifade etmek icin
kullanilmaktadir. Kontraksiyon ise nedbenin yaraya gére boyunun azaldigimi ifade

etmek i¢in kullanilmaktadir.

Yaralanmadan saatler sonra yara kenarindaki keratinositlerdeki morfolojik
degisiklikler baslamaktadir. Epidermal hiicre tabakasi kalinlagirken, marjinal bazal
hiicreler doku kayb1 olan alana dogru goc etmeye baslar. G6¢ etmeye baglayan bu
hiicreler epidermal biitiinliik saglanana kadar boliinmeye baslamaz. Yara kapanmasi
icin yeni epidermal htcreler, yara kenarna yakin olan ve go¢ etmeyen epidermal

hiicreler tarafindan olusturulur.
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3.2.2. REMODELING SAFHASI

ESM yarali ve saglam dokulardaki hiicrelerin {izerinde oturdugu esas
yapidir. ESM dinamik bir yap1 olup onarim, Uretim, birikim ve yikim siireglerinden
etkilenir. Lizil oksidaz, intermolekiiler kollajeni ¢apraz baglamada major etkili
enzimdir. Kollajenin ¢apraz baglanmasi, kollajen yikimini azaltir ve doku gerilme
kuvvetini yuksek tutar. Kollajenaz, jelatinaz ve stromelizin ESM bilesenlerini yikan
matriks metalloproteinazlardir. Bu enzimler ayni zamanda karsinomlarin ESM'ye
yayiliminda atkif rol aldiklar1 i¢in giliniimiizde popiiler olmustur. ESM'nin
remodeling sathasindaki yikim ve yapim dengesini saglayan mekanizmalar halen

arastirilmaktadir. Ciinkii bu denge sayesinde normal iyilesme miimkiin olur.

Eriskin ve c¢ocuklarda yara iyilesmesi sonucunda nedbe dokusu olusur.
Nedbe dokusu epidermal uzantilar(kil koki, ter bezi vb.) igermez ve hig
yaralanmamis olan cilde gore ¢ok farkli bir kollajen dizilimine sahiptir. Fibroblastlar
tarafindan sentezlenen yeni kollajen yaralanmanin {igiincii giliniinden itibaren
goriilmeye baglar. Kollajen matriks olustukca, yara bolgesi lif yiginlariyla yogun bir
sekilde dolar. Yara bolgesinde goriilen bu yogun kollajen lifi yiginlari, saglikli

dermal dokudaki retikiiler kollajen dizilimden farklidir.

Yara iyilegsmesinin bu safhasi, aylar ve yillar siirebilmekte, sonrasinda ise
olgun nedbe dokusu olusmaktadir. Erken nedbe dokusu igerdigi yogun damar
agindan dolayr kirmiz1 renkte goriiniir. Yara kapandiktan sonra, damar ag1 geriler ve
¢ok az sayida damar biitiinliigiinii korur. Aylar igerisinde kirmizilik solar ve nedbeye
0zgli olan pigmentasyon olusur. Tam olgunlagmasini tamamlamis nedbe dokusu
genelde hipopigmente gérinimdedir. Ancak koyu tenli hastalarda yada yaralanma
sonrasinda uzun siire giines 151gna maruz kalan agik tenli hastalarda nedbe dokusu
hiperpigmente olabilmektedir. Bu yiizden sagh deri, boyun ve yiiz gibi alanlarda

yaralanmasi olan hastalarin erken donemde giines 1518indan korunmalar1 onerilir.
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Remodeling safhasinda yaralar zamanla daha gii¢lii bir hale gelir. Birinci
haftadan sekizinci haftaya kadar olan dénemde, lizil oksidazin kollajen g¢apraz
baglanmasini artirmasi sonucunda, doku gerilme kuvvetinde hizli bir artis izlenir.
Sekizinci haftanin sonunda doku gerilme kuvvetindeki bu artis hizin1 keserek yavas
bir sekilde devam eder. Bu siirecin sonunda nedbe dokusu saglam dokunun en fazla
%80'1 kadar bir gerilme kuvvetine sahip olabilir. Nedbe dokusu ayrica saglam

dokuya gore daha serttir ve daha az elastiktir(6).

izler, elektif ameliyatlarda estetik olarak kabul edilebilecek sekillerde
gizlenebilmektedir. Ancak travma ve yanik gibi istenmeyen durumlarda olusan izler

estetik olarak kabul edilemez sonuclara yol acabilmektedir.

3.3. DERIi GREFTLERI

3.3.1. GREFT TANIMI

Greft, alindig1 alan ile hi¢ bir baglantis1 kalmayacak sekilde tamamen ayrilip,
uygulandig1 alandan herhangi bir besleyici damar1 bulunmaksizin, sadece difiizyonla
beslenen doku pargasidir. Deri, sinir, tendon, yag, kemik, kikirdak gibi bircok doku greft

olarak kullanilabilir ve igerdigi dokuya gore greft isimlendirilir.

Deri grefti, acik bir yaranin kusur yaratmaksizin primer onarilamadigi
durumda tercih edilen (plastik cerrahideki onarim merdiveninde flepten Once

bagvurulan) cerrahi segenektir.

Bu yiizden 6zellikle bas ve boyun gibi goriiniir alanlarda uyguladigimiz
deri greftlerinin basarisinin (ge¢ donemdeki renk uyumu, kalinlik, esneklik, killanma,
blyume, kontraksiyon vb.) en (st duzeyde olabilmesi igin greft biyolojisi iyi

bilinmelidir.

Greft uygulamasi bir nevi transplantasyondur. Greftin adaptasyonu igin
greftin beslenmesi, drenaji ve inervasyonu yeniden saglanmalidir. Deri greftlerin
postoperatif 5.-7.giinde revaskiilarize oldugu gozlenmistir. Greft vaskiilarize
olduktan sonra maturasyon siireci 6 -12 ay boyunca devam etmektedir.
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Deri grefti genellikle onarim uygulanacak kisiden alinir ve alinan greft
otojen deri grefti olarak isimlendirilir. Alinan kaynaga gore diger deri greftlerinde
(homogreft, heterogreft ve xenogreft) immunolojik nedenlerden dolay1r basari
kisitlidir. Otojen greftlerin disindaki greftler 6zellikle genis doku kaybi olan (yanik,

travma vb.) gecici doku ortiisu gorevi gormektedir.

Dermisin bir kismini igeren greftler kismi kalinlikta deri grefti (KKDG),
epidermis ve dermisin tamamini igeren greftler ise tam kalinlikta deri grefti (TKDG)
olarak isimlendirilmektedir. Greftlerin kalinliklarina gore ter bezi, yag bezi, kil
folikiilii ve kapiller ag igerigi degismektedir. Kismi kalinliktaki deri greftleri de lige
ayrilmaktadir. Bunlar kalinliklarina gére kalin, orta ve ince olarak
isimlendirilmektedir. ince KKDG, Thiersch greft olarak da isimlendirilmektedir(1,
8).

TKDG’lerde, KKDG'lerden daha az sekonder kontraksiyon gorilmekte
ancak greft kaybima KKDG’lere gore daha fazla rastlanmaktadir. Sekonder
kontraksiyon Ozellikle eklem bolgeleri, elde parmak araliklar1 veya goz kapagi gibi
bolgelerde rekonstriiksiyon agisindan ayri bir 6nem arz etmektedir. Kontraksiyon ve
renk uyumu olmamasit kozmetik ve fonksiyonel kayiplar olusturarak hastalarin
hayatin1 olumsuz etkilemektedir. Eklem bolgelerindeki greftlerin kontraksiyonu
hastalarda hareket kisithligina, alt gbz kapagindaki greft kontraksiyonu ise
ektropiyona yol agabilmektedir. Yiiz ve gogiis bolgesindeki greftlerin kontraksiyonu
ise kozmetik deformiteler olusturabilmektedir. Hastalardaki fonksiyonel ve kozmetik

kayiplar da psikolojik problemlere yol agcabilmektedir.
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KKDG dermatom adi verilen 6zel bir alet ile alinmakta ve alim islemi
esnasinda dondr sahada bir miktar deri ekleri saglam birakildig1 i¢in dondr saha
reepitelize olarak iyilesmektedir. TKDG ise bistiiri ile alinmakradir ve dondr saha,
reepitelizasyon ile iyilesemecegi i¢in primer olarak onarilmaktadir. TKDG tiim deri
eklerini igerdigi icin Onceki kozmetik ve fonksiyonel OGzelliklerini aynen
korumaktadir. Ancak KKDG bu o6zelliklerini kalinlik azaldik¢a kaybetmektedir.
KKDG kil igermez ve terlemez. KKDG zamanla kontrakte olur ve rengi koyulagir
(hiperpigmentasyon). Fleplere ve TKDG’ne nazaran kozmetik sonuclari daha
kotldlr. Ancak tutma sansimmin daha yiliksek olusu ve genis yiizeyleri Ortebilmesi
KKDG’nin avantajlariddir.  TKDG ise tuttuktan sonra travmaya karsi daha
dayaniklidir(1, 8).

Greftlemede basar1 saglamak igin greftin ciltaltt dokuyu igermemesi,
ebatlarinin konulacagi alana esit olmasi, fazla gergin veya burusuk olmamasina
dikkat edilmesi gerekmektedir. Alic1 bolgede de greftin beslenmesini engelleyecek
enfeksiyon, radyoterapiye maruziyet, yetersiz hemostaz, yogun skar dokusu gibi
problemler bulunmamalidir. Deri grefti altindaki yataga tam temas etmeli ve
postoperatif donemde yerinden oynatilmamalidir. Bunun igin oncelikle greft civar
dokulara tespit edilmeli, sonra 6zellikle ekstremitelerde baskili pansuman ve sargi ile
desteklenmelidir. Riskli alanlarda (zeminin diizensiz oldugu alanlarda; pansumanin
tespitlenmesinin zor oldugu burun tipi, intraoral bolge, sac¢h deri gibi bolgelerde ve
hematom ihtimalinin yiiksek oldugu alanlarda) “tie-over” pansuman uygulamasi
onerilmektedir. Uygun alanlarda vakum destekli pansuman ile kapama da
kullanilabilmektedir(1, 8).

Greftlerin delinip file haline getirilmesine “mesh” ismi verilmektedir.
Mesh greftler 6zellikle deri greftinin genisletilmesi gerektigi ve biiyiik yaniklarda

oldugu gibi yeterli deri bulunmadig1 durumlarda kullanilmaktadir.

Cok girintili ¢ikintili bir alanin greftle ortiilmesi gerektigi durumlarda da

mesh greftler kullanilabilmektedir.
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Mesh greftler, 6zellikle genisletilmis olanlar, postoperatif donemde énemli
dezavantajlara sahiptir. Genisletilmis greftin genigleme bdlgeleri epitelizasyon ile
tyilesir ve ciddi yara kontraksiyonu gelisir. Drenaja izin verdigi i¢in mesh greftler
bazi durumlarda tercih edilebilmektedir. Ancak mesh yapmay1 gerektirecek kadar
sekresyonu olan yaranin greftlenmek icin uygun olmayabilecegi ve drenaji
durdurmak i¢in tedavi sonrasinda greft isleminin uygulanabilecegi akildan
cikarilmamalidir. Greftin mesh edilmesi hematom nedeniyle greft kaybini
engellemeyebilmektedir. Ozel durumlar haricinde mesh greftlerin eklem alanlari

veya el sirtinda kullanilmasi 6nerilmemektedir(1, 8).

3.3.2. GREFT TARIHCESI

Ik basarili greft 1804 yilinda Baronio adinda bir Italyan tarafindan bir
kuzuda yapimstir. ilk kez otolog deri grefti kullanimi ise 1869 yilinda Paris'te
Jacques Reverdin isimli bir tip 6grencisi tarafindan 2-3 mm kalinlikta bir deri grefti
kullanilarak basarilmigtir. Greft kendi yasamasa da yara iyilesmesini hizlandirmistir.
Reverdin'in bu basarisindan sonra Avrupa'da deri grefti uygulamasi popiiler
olmustur. BUtin yaralar greft ile kapatilmaya baslanmis, farkli dondr alanlar
kesfedilmistir. Ancak greft uygulamalari beklenilen basariy1 saglamayinca, zamanla

deri greftleri popiilerligini yitirmistir.

1871 yilinda ilk basarili tam kalinlikta deri grefti George Lawson
tarafindan uygulanmistir. 1872°de ilk defa, orta kalinhikta bir deri greftiyle 8 cm®’lik
acik yara Louis Ollier tarafindan kapatilmistir. Carl Thiersch ilk defa ince epidermal
deri grefti uygulamasini ve dondr alanin sorunsuz iyilesmesini tariflemistir. Ayrica
Thiersch ilk defa alici yatakta graniilasyon saglandigi takdirde daha iyi bir

iyilesmenin olacagini ifade etti ve ‘greft alim1’ ifadesini literatiire soktu.
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Greft uygulamasi 19. yiizyilda cerrahlar tarafindan ¢ok da kabul
gormemistir. Sonuclar ¢ok basarili olamiyor, greft alim islemi teknik zorluklar
barindirtyor ve bir yerine iki ayr1 yara yeriyle ugrasilmak zorunda kaliniyordu. Otto
Lanz tarafindan bu sorunlar1 ¢6zmek i¢in mesh greft gelistirilmistir, izerinde delikler
acilmis deri grefti genislemis, hem dondr alant hem de verici alam1 kapamakta
kullanilabilmistir. ilerleyen yillar igerisinde kimi cerrahlar Thiersch’in tekniginden
uzaklasarak, Reverdin tarafindan pinch greft olarak tariflenen ve kiguk pargalar

halinde greftleme teknigini uygulamaya baglamislardir.

1929 yilinda Vilray Papin Blair ve James Barret Brown kendi tekniklerini
tanimlamiglar ve basarili bir sekilde kismi kalinlikta deri greftini uygulamislardir.
Vilray Papin Blair ve James Barret Brown kismi kalinlikta, tam kalinlikta ve orta
kalinlikta epidermal greftleri tanimlamiglardir. Her birinin avantaj ve dezavantajlarini
ortaya koyarak, alici yatagin hazirlanmasi islemi, greftin alinmasi, greftin
yerlestirilmesi, kontrendikasyonlar ve postoperatif bakimin nasil olmasi gerektigini
tanimlamiglardir. Vilray Papin Blair ve James Barret Brown greft alimi sonrasinda
donoér alanda iyilesme sorunlariyla ilgili yanlis algilar1 gidererek deri greftleriyle

ilgili bugiine kadar gelen temel prensipleri tanimlamiglardir.

Greftler genellikle ustura veya sapsiz uzun bigaklarla alindig icingreft
uygulamasi 0zensiz yapilan ve teknik zorluklar barindiran bir islem olmaya devam
etmistir. Bu sorunlar1 gidermek iizere greft alimini daha kolay hale getiren uygun
araclarin arayist siireci baslamistir. Ik olarak Humby 1936°da greft alimi icin Gzel
bir cihaz gelistirdi. Humby, bigaga usturayla beraber bir koruma eklemis, bu koruma
sayesinde greft alimi sirasinda derin dokularin hasarlanmasi engellenmistir.
Humby’nin hizli ve giivenilir greft alimini saglayan cihazi yine de greft kalinliginda

hassas kontrol saglayamamastir.
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Kont Padget isimli Amerikali bir cerrah 1939°da, Hood isimli bir
miihendisle birlikte calisarak, greft kalinligimin daha 6zellikli olarak ayarlanabildigi
bir dermatom gelistirmistir. Bundan 6 yil sonra James Barrett Brown ilk motorlu
dermatomu tanitmistir. Bu ¢ farkli cihaz (dermatom) da gunimizde hala
kulanilmaktadir, ancak en popiiler olup yaygin kullanilani, motorlu dermatomdur.
Gunumuzde Reverdin, Thiersch, Lanz, Blair ve Brown’un basarili ¢alismalari sonucu

artik cerrahlar daha giivenle greft alabilmektedir.

3.3.3. YARA ZEMINININ GREFTLENMEYE HAZIRLANMASI

Her ne kadar deri grefti almak énemli derecede tecrlibe gerektiriyor olsa
da, iyi hazirlanmamis yara yatagina konulan bir greft de basarisizlik nedeni olabilir.
Tiim deri greftleri sadece yara yatagindan difiizyonla beslenmektedir. Bu yiizden
periostsuz kemik, perikondriumu olmayan kikirdak veya paratenonsuz tendon gibi
kanlanmas1 zayif olan dokularda deri greftleri yasayamaz. Benzer niteliklerdeki
damarlanmasi olmayan alanlar1 kapatmak zorunda olan bir cerrah, ya flep gibi
kendine ait kanlanmasi olan bir dokuyu kullanmali ya da yara yatagini iyi kanlanan
bir hale getirmelidir. Ornegin kortikal kemik graniilasyon dokusu gelisimini
saglamak i¢in debride edilebilir ve nispeten vaskiiler olan membranéz kemik deri
greftini kabul edebilir. Kronik granillasyon dokusu da deri greftini besleyecek kadar

vaskiilarize olmayabilir ve tanjansiyel eksizyonu gerekebilir(1, 8).

Yaralanmanin bi¢imi de yaranin greftlenerek kapatilmasinda etkili olabilir.
Temiz bir doku hemen greftlenebilirken, parcali veya enfekte dokular ise
greftlenmeye izin vermez. Kronik yaralar iltihaptan arinmis olmalidir. Tim
graniilasyon dokular1 bakteri igermektedir, ancak hepsi enfekte degildir. Her gram
dokuda, kantitatif bakteriyolojide, 10°den fazla mikroorganizma bulunmasi hemen
her zaman greft kaybina sebep olur. Boylece kantitatif bakteriyoloji, cerraha yaranin
grefti kabul edip etmeyecegi konusunda yardimci olur. Fazla bakteri saptandigi
durumlarda debridman, antibiyoterapi ve lokal yara bakimi ile bakteri yiikiinii
azaltmak miimkiindiir. Her ameliyatta oldugu gibi yara iyilesmesini ve greftin
beslenmesini etkileyecek nedenler (hastanin diyabetik olmasi, radyoterapi almis yara
yatagi, vendz yetmezlik vb.) preoperatif donemde gozoniinde bulundurulmalidir(Z,
8).
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Yara serum fizyolojik ile temizlenmeli, yaranin kurumasi engellenmelidir.
Cerrahi debridmanlar sonrasi kanama olabilmektedir, bundan dolay: greftleme oncesi
alici alanin hemostazi kontrol edilmelidir. Asir1 koterizasyon, "oxycel, gel-foam™
gibi hemostatik maddelerin kullanim1 (greft ile alict yatak arasinda bariyer
olusturacagi i¢in) Onerilmez. Eger elektrokoterizasyon, baski ve baglama ile kanama

kontrolii saglanamadi ise greftleme igleminin ertelenmesi dnerilmektedir(1, 8).

3.3.4. DONOR ALANLAR

KKDG, skalp ve ekstremiteler de dahil olmak tizere viicudun her yerinden
alinabilir. KKDG alinmasi sonrasinda nedbe olustugu i¢in dondr sahanin giysilerle
kolayca saklanabilecegi (kalga, wuyluk, st vb.) bolgelerden alinmasi
onerilmektedir(1, 8).

Alt ekstremite ve govdeden alinan KKDG genel olarak yiizde kullanilmaz,
clinkii bu greftler uygulandiklar1 alanda sari-kahverengi renk degistirme
(hiperpigmentasyon) egilimindedirler. Yiize konulacak KKDG' inin supraklavikuler
alan veya skalpten alinmasi tercih edilmelidir. KKDG skalp gibi killi bir alandan
yeterli kalinlikta alinirsa, alici alanda kil ¢gikmaz ve dondr sahada alopesi olusmaz.
KKDG i¢in uyluk ve baldirlar kadar sik kullanilan bir bolge de abdomendir. Atilacak
derisi olan (onarim yapilamayacak durumda olan bolgeler, amputasyon planlanan
ekstremiteler vb) hastalarda veya derisi biiyiik miktarda soyulmus olan hastalarda

mevcut deri KKDG olarak kullanilabilir(1, 8).

TKDG c¢ogu zaman derinin ince oldugu alanlardan alinir. TKDG ig¢in
kaynak olusturan alanlar; kulak 6nii, kulak arkasi, el bilegi fleksor yiizii, antekiibital
bolge, Ust kol mediali, hipotenar bolge, supraklavikular bolge ve inguinal bolgedir.
Yiizdeki yaralart onarmak icin TKDG, siklikla {ist goz kapagindan, pre ve

postaurikuler bolgelerden ve supraklavikuler bolgeden alinabilir.

Diger TKDG verici alanlar1 prepisyum (stinnet derisi), skrotum ve labia
majoralardir. Bu alanlar koyu renkli oldugu i¢in meme areolarisin
rekonstriiksiyonunda bu alanlardan alinan greftler kullanilabilir. Parmak ucu
yaralanmalarinda el bileginin fleksor yiizii veya iist koldan alinan greftler tercih

edilir. Ampute olmus dokulardan da greft alinabilecegi unutulmamalidir(1, 8).
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TKDG donér sahasi secilitken dikkat edilmesi gereken bir husus da
sonradan kil ¢ikmasidir. Viicudun cogu yerinde kil folikiilleri dermisin iginde
bulundugundan, istenmeyen killar da transplante edilebilir. Cocuklarda, eriskin

hayatta kilsiz olacak alanlarin se¢ilmesine dikkat edilmelidir.

3.3.5. DERI GREFTININ ALICI ALANA TUTUNMASI

Deri greftleri yeni yerine konulur konulmaz greftin beslenmesi, drenaji ve
inervasyonu yeniden saglanmalidir. Greft yeni yatagma kondugu andan itibaren
zeminden diflizyon ile beslenmeye baglar. Yeni damar olusumunun olmadigi

olmadig1 ve serum imbibisyonu olarak isimlendirilen siire¢ baslar.

Hubscher ve Goldmann ilk olarak greftin serum ile beslenmesini tarif
etmislerdir. Bu bilginin 1s181inda yapilan ¢aligmalar sonrasinda plazmatik imbibisyon
dedigimiz siirecin greftin beslenmesinde ilk 48 saat boyunca etkili oldugu ortaya

konmustur(1, 8).

Greftin uygulanmasindan hemen sonra, alict yatakta bir agirlik artis1 ve
O0dem artis1 gozlenmektedir. Alict alandaki veniillerden sizan plazmanin buna yol
act1igl, daha az olarak da kapiller ve arteriollerin de buna katki sagladigi

distiniilmektedir.

Zamanla plazma, alict alan ve greft arasindaki yatagi doldurur. Plazma
icindeki fibrinojen greftin zemine yapigsmasini saglayan bir yapistirict gorevi
gormektedir. Artan plazma greft tarafindan emilir ve gegici siireyle greftin
beslenmesini saglar. Serumun igerisinde eritrositler ve polimorfoniikleer 16kositler
bulunmaktadir ancak greft tarafindan emilen sivida fibrin molekiilleri yoktur ve bu

siviya serum denir.

Giliniimiizde Converse, Uhlschmid ve Ballantyne’in tanimladigi ‘serum
imbibisyon fazi’ terimi bu siireci tariflemek icin kullanilmamaktadir. Greft alimi
sonrasinda greftin tiim damarlarinda spazm gelismekte ve damar iglerindeki butln
kan ve serum bosalmaktadir. Greftin alict yataga konulmasi sonrasinda greft,
kesilmis damar uclar1 ve poréz dermis sayesinde alttaki serumu emer. Greft
O0demlenir ve boyutu artar. Greft metabolizmasi anaerobik bir hal alir ve greft pH’1

diiser. Greftin metabolik ihtiyaclar1 azalir, ATP seviyesi ve glikoz seviyesi diiser.
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Anaerobik metabolik atiklar yeni damar olusunu tetikler. Greftin 6demli hali ve
anaerobik metabolizma revaskiilarizasyonun saglandigi 48. saate kadar siirer. Bu

saatten sonra artik greft atik tirtinleri revaskiilarizasyon sayesinde bosaltabilir(1, 8).

Serum imbibisyon fazi ile birlikte, alict alandan greft i¢ine dogru endotel
uzanmaya baslar. Greftin yeniden damarlanmasi bu sayede tamamlanir. Serum
imbibisyon faz1 ve revaskiilarizasyon, greftin alic1 yataga konmasi ile hemen baglar.

Bu iki faz ayr1 ayr1 degil, birbirinin i¢ine ge¢mis iki faz olarak diisiiniilebilir.

Greftin yeninden damarlanmasi uzun yillardir tartisilan bir konudur. ilk
olarak Bert alic1 yatakla greft arasinda mikroskobik anastomozlar oldugu fikrini
ortaya atmistir. Thiersch 1874’te Bert’in sOylediklerini greftlerden yaptig1 histolojik
kesitler sonrasinda dogrulamis ve buna inoskiilasyon fazi demistir. Bu teoriye gore
alict yatak ile greftin kesilmis damar sonlanmalari arasinda anastomozlar
olusmaktadir. Bu anastomozlar grefte kan giris ¢ikisin1 saglamaktadir. inoskiilasyon
faz1 greftin konulmasiyla hemen baglar ve vaskiiler kaynagmalar 22. saatten itibaren
goriilebilir. Yapilan bircok c¢aligmada, greftin postoperatif 4. giinde vaskiilarize
oldugunu ve otogreftlerde normal akimin postoperatif 29. gilinde olustugu

gosterilmistir(1, 8).

Allogreftlerde ise durum rejeksiyon fenomeni dolayisiyla farklilik
gostererek, 6. giine kadar vaskiilarizasyon gelismesi ve 9. giinde vaskiilarizasyonun

durmasi ile sonuglanir.

Garre, Hubscher, Goldmann, Jungengel ve Enderlen, Bert’ten 25 yil sonra
tariflekleri yeni teorilerinde greftlerin orijinal damarlarinin dejenere oldugunu ileri
stirmiislerdir. Endotelyal hiicreler ve kapiller tomurcuklar grefte invaze olup, yeni
kan akimin diizenlerler. Bu teoriye gore greft konur konmaz siire¢ baglar ve 9. saat
gibi erken bir zamanda inflamatuar hiicreler grefti isgal eder. 4. giinde greftin yeni
dolasimi saglanir. Greftin eski damarsal ag1 dejenere olur ve yeni olusan damarsal ag

biitiin greft boyunca alic1 yataga baglanir.
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Greft damarlanmas: ile ilgili 3. bir teori daha tanimlanmigtir. Bu teoriye
gore greftin vaskiiler yapilari dejenere olur, ancak aselliiler bazal lamina damarsal
agin olusumunu ve alic1 yatakla yeni olusan agin baglantisini1 saglar. Henry bu teoriyi
operasyondan 48 saat sonra greft lizerinde aselliiler vaskiiler kanallar1 tespit ettigi
histolojik ¢aligmasindan sonra ortaya atmistir. Sonra bu damarsal kanallar alici

yatagin olusturdugu kapiller tomurcuklarin baglanmasiyla endotelize olur.

Her ¢ teoriyi de destekleyen giiclii kanitlar mevcuttur. Greftin
revaskiilarizasyonunda her ii¢ teori de dogru olabilir. Inoskiilasyon fazi erken donem
greft vaskdlarizasyonundan sorumludur ve serum imbibisyon fazindan bu yana
biriken metabolik atiklarin bosaltilmasini saglanmis olur. Eszamanli olarak, alici
yataga uzanmis vaskiiler yapilarda vaskiiler endotel ve kapiller tomurcuklar gelisir.

Beyaz goziiken greftler revaskiilarize olarak pembelesir.

KKDG’ler daha az hiicresel elemente sahiptirler. Kalin dermis serum
imbibisyon fazinda difiizyonu etkileyerek bir bariyer gorevi yapar. Ince dermisli
greftler serum imbibisyon fazinda daha uzun siire yasabilir. Ciinkii beslenmek i¢in
daha az hiicresel element igermektedirler ve difiizyon igin daha kisa mesafe vardir.

Ince greftlerin tutma olasilig1 bu yiizden kalin greftlere gore daha yiiksektir.

Revaskiilarizasyonun ardindan maturasyon siireci bagslar. Greft vaskiilarize
olduktan sonra maturasyon sireci 6-12 ay boyunca devam eder. Bu sire icerisinde

nedbelerde iyilesme olabilir.

Yara ve greft kontraksiyonu greft maturasyonu sirasinda karsimiza ¢ikan
en 6nemli olaydir. Greftlenmemis yara kontrakte olarak zamanla iyilesir. Bu siiregten
esas sorumlu hiicreler miyofibroblastlardir. Fibroblast miyofibroblast doniisiimii yara
daha greftlenmeden Once baslar. Miyofibroblastlar yara greftlenmis olmasina ragmen
kontraksiyona yol agarlar. Greft zamanla kontrakte olur ve yaranin boyutlar kiigiiliir.

Bu sure¢ sekonder kontraksiyon olarak isimlendirilir.
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Greft alim1 sirasinda meydana gelen kontraksiyon primer kontraksiyon
olarak isimlendirilmektedir. Primer kontraksiyon, alinan greftin kendine has
elastikiyetiyle iliskilidir. TKDG’lerde KKDG’lere gore daha ¢ok primer
kontraksiyon goriliir. Greftin alic1 yataga konmasi sonrasinda greft gerilerek primer

kontraksiyon kolayca asilabilir.

Sekonder kontraksiyon zaman igerisinde olustugu i¢in klinik 6nemi daha
biiyiiktiir. Dermis miyofibroblast farklilasmasini inhibe etmektedir. Bundan dolay1
TKDG’lerde daha az sekonder kontraksiyon goriiliir. Corps yaptig1 ¢caligmada greftin
nisbi kalinliginin total kalinligina gore sekonder kontraksiyonda daha etkin oldugunu
One siirmiistiir. Yaptig1 caligmada, ayn1 kalinlikta gogilis duvarindan ve sirttan iki
farkli greft alinmis ve gogiis duvarindan alinan greftin daha az kontrakte oldugu
goriilmistiir. Ciinkii normalde gogiis duvari cildi sirttaki cilde gore ¢ok daha

incedir(1, 8).

Sekonder kontraksiyon ozellikle eklem bolgeleri, elde parmak araliklar
veya goz kapagi gibi 6zellikli bolgelerde rekonstriiksiyon agisindan ayri bir 6neme
sahiptir. Bu bolgelerin rekonstriiksiyonunda, kontraksiyonu azaltmak igin TKDG
veya flepler ile onarim tercih edilir. Defekt ¢ok biiyiikse KKDG kullnilabilir, ama o
takdirde de olabildigince kalin bir greft tercih edilmelidir.

TKDG’lerin diger bir 6zelligi de biliyiime yetenegini korumasidir. Cocuk
hastalarda rekonstriikksiyonda bu yiizden o6zellikle TKDG’ler tercih edilir.
KKDG’lerde biiylime yetenegi daha az oldugu i¢in zamanla kontraksiyon daha da

artar. Ozellikle yanik ¢ocuklarda bu daha durum daha da énemlidir.

Maturasyon fazinda epidermiste asir1 derecede hiperplazi olur. 2. haftada
epidermis normal greft epidermisinin 7-8 katina ulasir. Bu durum klinik olarak
kabuklanma ve soyulma olarak goriiliir. Greft epidermal yayilim gostererek etraftaki

greftlenmeyen alanlarin da iyilesmesini saglar.

22



Mekanizmast ¢ok iyi anlagilamayan diger bir husus da hiperpigmentasyon
olayidir. Bu durum o6zellikle ayak ve el bolgesine konulan greftler sonrasinda olusur.
Bu bolgelere greft konulurken dondr alana ve greft kalinligina daha 06zen
gosterilmelidir. Operasyondan sonraki ilk 1 yil giinese minimum maruziyet onerilir.
Pigmentasyon genelde kalict olur. Dermabrazyon ve kimyasal peeling gibi yontemler

ile hiperpigmentasyon bir miktar geriletilebilir.

Greft igerisindeki sinir uglari, greft alimindan sonra 30 giin iginde dejenere
olmaktadir. Yeni sinir lifleri, greftin hem periferinden, hem de zemininden gelecek
sekilde 40 giin i¢inde grefti kusatmaktadir. Postoperatif donemde, 2-3 ay igerisinde
greft icerisindeki sinir lifleri artarak ter bezleri, sac folikilleri ve duysal endorganlara
ulagmaktadir. Bunun sonucunda dondr alandaki sinir ag1 yeniden kurulmakta ve duyu
siklikla geri donmektedir ancak bu duyu normal duyudan farklilik gdstermektedir. ilk
olarak agri duyusu geri donmektedir ve ilk 1 yil 6zellikle greft alaninda agrili
hipersensitivite gozlenebilir. Sicaklik, dokunma ve iki nokta ayrimi ise daha geg geri

donmektedir.

Ter bezi fonksiyonlar1 greft alimi1 sonrasinda siklikla geri donmektedir.
TKDG’lerde ter bezi fonksiyonlarinin KKDG’lere gore daha iistiin oldugu
gozlenmistir. Ter bezleri noral inervasyona bagli calismaktadir. Bundan dolay:
greftlemeden sonraki 2-3 ayda terleme goriilmez. Bu siiregte kabuklanma olmamasi
icin, greftin kurumamasima 6zen gosterilmeli ve nemlendirici kremler ile bolge
nemlendirilmelidir. Bu siiregte greftin davranisi dondr alandan ziyade alict
yataginkine benzer. Ele konulan greftlerde dondr alandan bagimsiz bir sekilde,

duygusal uyaranlara tepki olarak terleme olabilmektedir.

KKDG’lerde kil folikiillerinin ¢ogu, greft alimi sirasinda zarar gordiigii
icin KKDG’lerde killanma nadirdir. TKDG’lerde kil kokleri alim isleminden daha
azzarar gordiigii i¢in ve killarin uzama siireci devam ederek bolge dondr alanin
Ozelligini tasimaktadir. TKDG sa¢ ve kas transplantasyonu i¢in halen kullanilan bir

yontemdir.
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Greftlerin konulmasmin ardindan, zaman zaman greftlerin tutmadigi ve
kaybedildigi gozlenmektedir. Greft tutmasi i¢in en Onemli etken, vaskiilarize ve
saglikli bir alic1 yataktir. Bundan dolayr greft kayiplarinin en sik sebebi uygunsuz
alic1 yataktir. Uzerinde herhangi bir besleyici dokusu olmayan tendon, kikirdak ve
kemik gibi dokularda greft tutmaz ve bu bolgelere greft konulmasi 6nerilmez. Yag,
paratenon, perikondrium, periost kanlanmasi ¢ok iyi olmayan dokulardir ve bunlarin
Uzerine konacak greftlerin de ¢ok ince olmasi Onerilmektedir. Alict yatagi daha iyi
hale  getirip, graniilasyonu  arttirmak i¢in  konservatif = pansumanlar

uygulanabilmektedir(1, 8).

Alict yatak ile greft arasinda diflizyonu bozarak bariyer etkisi yaratan
seylerin varliginda greft revaskiilarize olamaz. Bariyer olarak en sik kan, serum ve
puriilan materyallere rastlanmaktadir. Hematom, seroma veya enfeksiyon kismi veya
total greft kaybina neden olabilmektedir. Greft altindaki birikmis siviyr bosaltmak

icin greft lizerinde kiigiik kesiler yapilabilir.

Greft kaybina neden olan diger bir durum da greftin siyrilmasidir. Olusan
kiguk kapillerler ¢ok hassas olduklari igin ve kolaylikla hasarlanabilmektedir. Greft
pansuman1  degisimi veya operasyon sonrast erken donemde hareketle
styrilabilmektedir. Ozellikle ekstremitelerdeki greftler ¢ok iyi sabitlenmeli ve

pansuman degisimi sirasinda greftlerin styrilmamasi i¢in ¢ok dikkatli olunmalidir.

Enfeksiyon sonrasinda greft altinda biriken piiriilan mayi nedeniyle greft
kaybina olusabilmektedir. Gram dokuda 10°’ten fazla bakteri iceren dokular enfekte
olarak kabul edilmektedir. Ancak psddomonas gibi bazi etmenler, piiriilan bir salgi
olmadan ¢ok az bir sayida dahi greft kaybina neden olabilmektedirler. Enfeksiyon
yara iyilesmesini de smirlamaktadir. Bu ylizden sistemik enfeksiyon varligi yara

iyilesmesini kotii etkimekte ve kismi veya total greft kaybina neden olabilmektedir.

Sistemik veya lokal sorunlar da yara iyilesmesini olumsuz etkilemektedir.
Malnutrisyon, vaskiilitler, steroidler ve kemoterapotik ajanlarin yara iyilesmesine ve
greftin tutmasina zarar verdigi gosterilmistir. Asir1 basi ve radyoterapi de alic1 yatagi

etkileyerek greftin tutmasina engel olabilmektedir.
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Greft kaybmin bir diger nedenini de teknik sebepler olusturmaktadir.
Greftin ters yerlestirilmesi, grefte ¢ok kaba davranilmasi sonucunda ezilmesi,
yirtilmasi veya dermatomun ¢ok 1sinmasi dolayisiyla greftin yanmasi nedeniyle greft

kaybina rastlanilabilmektedir.

3.4. KOMPOZIT GREFTLER

Farkli doku igeriklerini bir arada bulunduran greftlere kompozit greft
denir. Bunlar cilt ve kikirdak, cilt ve yag, tam katli dudak ve g6z kapagi, free nipple,
digital kompozit greftleri sayilabilir. Giiniimiizde en sik kulak konkasindan alinan
kondrokutanéz kompozit greftler farkli bolgelerin onariminda kullanilmakta ve bu
sebepten Otlirli kompozit greft denildiginde ilk olarak kondrokutanéz greftler akla
gelmektedir. Ancak farkli dokularin birarada kullanimi sonrasinda da kompozit

greftlerin olusturulabilecegi unutulmamalidir.

Burunda, tiimoral kitlelerin c¢ikarilmas1 veya travma nedeniyle
rekonstrilkksiyonu zor defektler olusabilir. Cilt ve kikirdak dokularmi igeren
kondrokutanéz aurikiler kompozit greftler, Ozellikle alar kanat defektlerinin
rekonstriiksiyonunda 100 yildan fazla zamandir kullanilmaktadir. 1887 yilinda Konig
ilk olarak aurikuler kondrokutan6z kompozit grefti nazal rekonstriiksiyonda
kullanmistir. Bu donemde popiilerlik kazanan yontem, doku kayiplarmin sikga
goriilmesi, kullanilan greftin deforme olmasi, kivrilmasi sonucu kulanilmaktan

vazgecilmistir.

Basarili bir kompozit greft uygulamasi icin greft dolasimi en erken
donemde saglanmalidir. Greftin alimi1 ve yerlestirilmesi sirasinda atravmatik
tekniklerle calisilmali, zorunlu olmadik¢a kaba aletler kullanmamalidir. Alic1 yatak
cevresinde dolasimi bozulmus veya nedbeli alanlar varsa debridman uygulanip,

sagliksiz dokular ortamdan uzaklastirilmalidir.

Kompozit greftlerin tam olarak nasil beslendigi gosterilememistir. Donor
alandan ayrildiktan sonra revaskiilarize olana kadar, zayif bir beslenmesi vardir. Bu
stirecte, diger greftlerde oldugu gibi; plazmatik imbibisyon, inoskiilasyon ve

revaskiilarizasyon agamalarini gecirerek greft dolagimi saglanr.
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Kondrokutandz greft uygulandiktan sonra baslangigtaki 6lii beyaz renk 6-
24 saat icinde eritrositlerin invazyonuyla pembe renge dogru degisir, ortalama 24
saat sonra vendz konjesyon gelisir ve dolayisiyla greft siyanoze olur. Greft nekroza
gitmeden yasamaya devam ederse 3-7 giin sonra bu renk saglikli pembe bir renge
doniistir. Greft ilk kondugu gilinlerde damarlanma olusana kadar, greftin kendi

damarlarinin agiklig1 korunarak beslendigi varsayailir.

Giliniimiizde goz kapagi rekonstriiksiyonu, burun rekonstriksiyonu, meme
basi rekonstriiksiyonu igin kompozit greftler kullamlmaktadir. Ancak lcm?® ‘den
biiylik alanlarin onarimi igin; greft kayiplariyla karsilasilabildigi veya ge¢ donemde

greftlerin deforme olmasi dolayisiyla flepler tercih edilmektedir.

Kondrokutandz greft sagkalimini arttirmak ve nakledilebilecek alani
arttirmak icin literatiirde steroid uygulamalart gibi medikal ¢oziimler, soguk
uygulama ve hiperbarik oksijen tedavisi gibi ortama yonelik ¢ozUmler
tariflenmektedir. 3 boyutlu yaralarin ve ozellikli alanlarin onarimi i¢in, kompozit

greftlerin sagkaliminin arttirilmasi klinik kullanimi arttiracaktir.

3.5. KOK HUCRE

3.5.1. KOK HUCRE TANIMI

Kok hicreler, uzun stre bolinebilme ve kendilerini yenileyebilme
kapasitesine sahip, kendilerinden baska hiicrelere kaynaklik edebilen (farklilagabilen)
ve hasarli dokuya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak g¢ogaltabilen

hiicreler olarak tanimlanmislardir.

Farkli tiplerde hiicre ailelerine farklilasma potansiyeli barindirdiklart i¢in
giinlimiizde doku miihendisligi ve gen terapisi alanlarinda kok hiicre teknolojileri ¢ok

bliylik 6nem kazanmustir.
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Kok hiicreler elde edildigi kaynaga gore embriyonik ve erigkin kok
hiicreler olmak iizere iki farkli gruba ayrilabilmektedir. Embriyonik kdk hiicreler,
farkli doniisiim potansiyelleri barindirmasi dolayisiyla avantaja sahipken, elde edilis
yontemi agisindan etik sorunlar olusturdugu i¢in kullanimi kisitli kalmistir. Diger
grubu olusturan eriskin kok hiicreler ise postnatal dokulardan elde edildigi i¢in etik
sorunlarin daha az olmast ve immunolojik problemlere yol agmamast gibi olumlu

yonlerinden 6tiirli daha genis kullanim alani bulmustur.

Eriskin kok hiicreler ilk olarak hematopoetik sistemden elde edilmistir.
1961 yilinda Moss ve ark kas dokusundan elde edilmis satellit hiicreleri
tanimlamislardir. 1963 yilinda ise Becker ve arkadaslari rejenere olabilen hiicreleri
tanimlamiglardir. Mc Culloch ve Till yaptiklar1 ¢aligmalar sonrasinda kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerini tanimlamiglardir. 1978 yilinda kordon kanindaki erigkin

kok hucreler tanimlanmistir. 1992 yilinda ise néral kok hiicreler tanimlanmistir(9).

2000’11 yillara kadar kok hiicreler ile ilgili bir¢ok calismada kemik iligi
kok hiicre kaynagi olarak kullanilmistir. Insanda kemik iligindeki hiicreler kabaca iki
grupta incelenebilmektedir: hematopoetik kok hucreler ve destek mezenkimal
stromal hiicreler. Yillar i¢erisinde hematopoetik kok hiicreler ile ilgili birgok ¢alisma
yapilmis ve halen ¢alisma yapilmaya devam etmektedir. Ancak mezenkimal grup
hiicreler ile ilgili ¢caligmalar daha smirlt kalmistir. Mezenkimal gruplarn ile ilgili
calismalar mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmasi ve bu hiicrelerin adiposit,
kondrosit, osteoblast ve miyoblasta doniisebileceginin tanimlanmasindan sonra hiz

kazanmistir(10).

Mezenkimal kok hiicreler gelecekteki arastirmalar ic¢in farkli bir kulvar
olusturmustur. Kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hiicreler genel veya lokal
anestezi altinda biopsi ile alinabilmektedir. Ancak islemin agrili olmasi, sistemik
enfeksiyon riski barindirmasi, elde edilen miktarin genelde az olmasit gibi

dezavantajlara sahiptir.
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Elde edilen hiicreler icin laboratuvar ortaminda ekspansiyon islemi
uygulamasun gerekliligi ve laboratuvar islemlerinin maliyetli olmasi arastirmacilari
yeni arayislara itmistir. Deri, sindirim sistemi epiteli, dis pulpasi, karaciger dokusu

ve kil folikiilleri kok hiicre kaynagi olarak bazi ¢calismalarda kullanilmistir.

Vicutta benzer nitelikteki dokularin arastirilmasi sonrasinda yag dokunun
da mezodermden koken almasi, heterojen stromal hiicreler iceriyor olmasi ve kolay
ulagilabilir olmasi iizerine yag dokusundan da kok hiicre elde edilebilecegi fikrine

ulagilmigtir(10).

2001 yilinda Zuk ve arkadaslar ilk olarak yag dokusundan birden fazla
dokuya farklilasabilen kok hiicreleri ilk kez izole etmislerdir. Bu hiicrelerin tek tip
hiicre oldugunu gostermisler ve yag doku kaynakli kok hiicre (YDKKH) kavraminm
ortaya koymuslardir. flerki yillarda bu hiicrelerin kondrojenik, osteojenik, miyojenik
ve adipojenik Ozellikleri de tanimlanmistir. Mezoderm kokenli yapilar hari¢ de bu
hiicrelerin  farklilasabildigi (hepatosit, ndron, pankreas adacik hiicresi vb.)
gosterilmistir. YDKKH’in embriyojenik kok hiicreler kadar farklilasma potansiyeli

oldugu ve {li¢ germ dizisine de farklilagabilecegi savunulmustur(11).

Yara iyilesmesi ve dokularin rejenerasyonu ile ilgili c¢alismalarda
giiniimiizde YDKKH sik¢a kullanilmaya devam etmektedir. Benzer konulu bir
calismada yag dokusunun keratinosit proliferasyonunu arttirict faktorler salgiladig:

saptanmigtir(12).

3.5.2. KOK HUCRENIN PLASTIK CERRAHIDE KULLANIMI

Kok hicreler tarif edildikleri donemden bu yana plastik cerrahi klinik
kullaniminda ve arastirmalarinda genis yer bulmustur. Kemik iliginden sonra yag
dokudan kok hiicre elde edilme ydntemlerinin tanimlanmasi plastik cerrahide kok

hlcre kullanimina olan ilgiyi arttirmistir.

Klinik caligmalar flep ve greft gibi doku aktarimlarinin sagkalimin
arttirmaktan, acik yara kapatilmasi gibi doku iyilesmesi ve rejenerasyona kadar bir

cok farkli konuda siirdiiriillmektedir(13).
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Deneysel caligmalar ise iskemi sonrasi revaskiilarizasyon, sinir ve kas

dokularinin rejenerasyonu gibi farkli konulari igermektedir(14).

YDKKH elde edilmesi plastik cerrahi uygulamalarindan genelde iki
sekilde elde edilmektedir. Abdominoplasti ve diger sekillendirme ameliyatlar
sonrasinda elde edilen dokulardan biliyiik parcalar seklinde yag dokusu elde
edilmebilmektedir. Ancak bu dokular daha sonra gok kiglk pargalara ayrilarak
kullanilmaktadir (mikrodiseksiyon). Eger liposuction gibi emme yontemleri ile yag
alimi  gergeklestirilmis ise pargalama islemine gerek kalmadan dokular

kullanilabilmektedir.

Kok hiicrelerin elde edilmesi i¢in alinmis olan yag dokusu once yikanarak
eritrosit sayist azaltilir, daha sonra kollajenaz enzimi ile sindirilir, filtrasyon
sonrasinda santrifiij uygulanarak iglemler sonlandirilir. Elde edilen stromal vaskiiler
fraksiyon igerisinde YDKKH bulunmaktadir. Elde edilen stromal vaskiiler fraksiyon
direk kullanilabilecegi gibi hiicreler kiiltiir ortaminda g¢ogaltilarak da kullanim
mumkindir(14). Aspire edilen yag dokusunun direk olarak kullanilmasi ve stromal
vaskiler fraksiyon kullanimini kiyaslayan bir ¢aligmada ise adipositlerin aspirasyon
sonrast elde edilen grupta daha az nekroza ugradig1 ve daha az apopitozis izlendigi

bildirilmistir(L5).

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Birligi (The International Society for
Cellular Therapy; ISCT) yakin zamanda yayimlandigi kilavuzda mezenkimal kok

hlcrelerin tanimlanmasi igin 3 Kriter 6nermistir;
1-Plastik hiicre kiiltiir kabina yapisabilme 6zelligi,

2-In vitro kosullarda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasabilme

yetenegi

3-CD73, CD90 ve CD105 belirteglerini %95’1in iizerinde ve CD14, CD34,
CD45 ve HLA-DR  belirteglerini  %2’den az oranda eksprese etmeleri
gerekmektedir.(16).
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Mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmasi klinik olarak zor oldugu igin,
kok hiicrelerin ayrimi yapilmaksizin stromal vaskiiler fraksiyon kullanimi, giinliik
pratikte “zenginlestirme” olarak isimlendirilmektedir. Zenginlestirilmis yag greftleri
ile  ylzde atrofilerin kozmetik onartminda  basarili  sonuglar  rapor
edilmistir(17).Benzer klinik kullanimlar1 hedefleyen bir ¢alismada da kemik iligi
kaynakli kok hiicreler kullanarak doku miihendisligi uygulamalart ile ti¢ boyutlu yag
dokusu elde edilmistir(18).

Kiltir ortaminda c¢ogaltilmis hiicrelerin  6zellikle agik yaralarin
onarilmasinda, neovaskiilarizasyonu arttiric1 etkileri ile yaralarin greftlenmeye
hazirlanmasinaolan  katkilarina  dair yapilmis farkli  yayinlar mevcuttur.
Neovaskiilarizasyonun artmas1 iskemik dokularin 1iyilestirilmesi ve flep

yasayabilirligini arttirmada katki saglamaktadir(19).

Gilnliik pratikte flep kayb1 ve dolasim problemleri ¢ok sik karsilagilan
problemlerden degildir ancak diabetik, sigara igicisi, periferik arter hastaligi veya
doku biitiinliigiinii ciddi anlamda bozan parcali yaralanmalar gibi durumlarin
varliginda bu problemler daha sik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Zografou ve arkadaslar
diyabetik sicanlarda yaptiklart bir c¢alismada YDKKH kullanimi ile yara
iyilesmesinin ve TKDG yasayabilirliginin arttigin1 géstermislerdir(20).

Dokularda yeni damarlarin gelisimi vaskiilogenez ve anjiogenez olarak iki
tipte gorulmektedir. Vaskilogenezde embriyonal mezodermal hicreler dncelikle
anjioblastlara ve ardindan endotelyal hiicrelere farklilasirlar. Anjiogenezde ise
mevcut kapiller damarlardan uzama ve tomurcuklanma sonrasinda yeni dallar

olugsmaktadir(21).

1997 wyilma kadar vaskiilogenezin sadece embriyonal dokularda
olusabilecegi diisiiniilmekteydi. Ancak Ashara ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada
periferik kandan elde ettikleri hematopoetik 6ncti hiicrelerin invitro bir ortamda

endotelyal bir fenotipe farklilasabildiklerini gostermistir(22).
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Vaskiilogenezin erigkinde de gerceklesebilecegi gosterildikten sonra
terapoOtik olarak vaskiilogenez yapilabilecegi fikri ile calismalar yapilmaya
baslanmistir. Anjiyogenez ve vaskiilogenezin VEGF gibi biiyiime faktorleri ile
arttirtlabilecegi gosterilmistir(3).Kok htcrelerin fleplerdeki terap6tik anjiogenez
yapici etkisi ilk kez Ichioka ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alisma ile ortaya

konmustur(23).

Ancak biylme faktorii ve sitokin benzeri yapilarin yart dmiirlerinin kisa
olmasi, farkli zamanlarda etki etmelerinin gerekligi olmasi uygulamalarin basarisi

siirli tutmustur(2, 24).

Bu sebeplerden 6tir buylime faktorlerini ve sitokinleri tetikleyebilen, tek
bir etki mekanizmasi yerine her basamkta ayr1 etkinligi olan, farklilasma potansiyeli
barindiran, damar olusumu basamaklarini diizenleyebilen kok hiicrelerin kullanimi

onem kazanmistir(3).

KIKH sitokin ve faktdr salimmu ile parakrin etki gosterir, dokularin
revaskiilarizasyonuna katkida bulunur, kapiller ve kollateral diizeyinde de etkiler
gosterir(25).YDKKH endotelyal hiicrelere farklilasma, vaskiilogenezi arttirma ve
VEGF salgilama 6zelliklerine sahiptir(26, 27).

Mizuno ve arkadaslart YDKKH kullandiklar1 arastirmalarinda rastgele
beslenme paternine sahip cilt fleplerinde damarlanmanin arttigint ve flep
yasayabilirliginin arttigin1  gostermislerdir. Verilen YDKKH’lerin yeni olusan

damarlarin endotelinde yer aldig1 da gosterilmistir(3).

Kok htcrelerin molekuler etki mekanizmalari; apoptozis direncinde artis,
VEGF salgilanmasinda artig, hiicresel diizeyde kan akiminda artis, mikrovaskdler

yapida artig, gap junction iligkisi ve flizyon seklinde 6zetlenmektedir.

31



Son yillarda, otolog olarak farkli kaynaklardan elde edilen mezenkimal
kok hucreler kullanilarak kemik, kikirdak ve kornea gibi ii¢ boyutlu doku
parcaciklarinin iretilmesi gerceklestirilmis ve bu fretilen doku parcaciklarinin
(6zellikle kemik ve kikirdak) klinik denemeler kapsaminda insanlarda

uygulanmasina baglanmistir.

3.5.3. CELL SHEET TEKNOLOJISI

Sicaklik duyarli akilli yiizeyler biyomedikal alanlarda kullanilmaktadir.
Akilli kaplar, kap ylizeyin kaplanmasi, yiizeyin Ozelliklerinin istege gore
sekillendirilmesi esasina dayanmaktadir. Polimer poli-N-isopropylacrilamide
(PIPAAmM)ve deriveleri sicaklik duyarli 6zelliklerinden dolayr tercih edilmektedir.
Farkli sicaklik derecelerinde, kabin yiizeyi hidrofilik veya hidrofobik o6zellik
gostermektedir. Biyomolekiiller ve hiicreler de bu oOzellikten dolayr kaba

yapisabilmekte veya belli sicakliklarda kap yiizeyinden kolayca ayrilabilmektedir.

PIPAAm yiizeyli kaplar teknolojisi sayesinde kontrollii salinimli biyoaktif

bilesenler, steroid hormonlari, polipeptid ve proteinler hazirlanabilmektedir(28).

PIPAAmM vyizeyli kaplar kok hiicre kiltiirleri i¢in kullanilmis ve bu
kaplardan tek sira halinde hiicre tabakasi “cell sheet” kaldirmak miimkiin olmustur.
37° dereceden 20° dereceye diisiiriilen sicaklik sayesinde bu islem miimkiin
olmaktadir. Bu sayede kok hiicreleri kaptan ayirmak igin selatize edici ajanlar ve

sindirici enzimler kullanimina gerek kalmamaktadir(29).

Cell sheet halinde hazirlanan kok hiicre kiiltiirleri ayn1 zamanda transfer
islemi sirasinda da bir takim kolayliklar saglamaktadir. Kok hiicre transferleri i¢in
konvansiyonel yontemde, kok hiicrenin cinsine gore icerik olarak farkliliklar
gosterebilen bir tasiyict medium soliisyonuna ihtiyag vardir. Medium igerisinde
taginan hiicreler enjektorler ile enjekte edilerek uygulanmaktadir. Hiicreler g6z ile
goriilemedigi i¢in enjeksiyon sirasinda kok hiicrelerin homojen olarak enjeksiyonu

zor olmakta ve bazi hiicreler enjektorde kaldig i¢in hi¢ enjekte edilememektedir.
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Hiicre tabakasi halinde hazirlanmis olan hiicreler ise nakil islemi esnasinda
tasiyiclt mediuma ihtiya¢ duymazlar ve kaptan ayrilir ayrilmaz tabakay transfer etme
sansina sahiptirler. Hiicreler homojen olarak kap iizerinde yayilim gosterdikleri i¢in

transfer sonrasinda da homojen olarak kok hiicreleri uygulama sansi tanirlar.

Yapilan bir ¢alismada faredeki agik tam kat doku kaybi modelinde cell

sheet halinde kok hiicre uygulamasi ile olumlu sonuglar bildirilmistir(30).

Cell sheet halinde kok hiicre uygulamasi tekrar edilebilir 6zelliktedir, bir
calismada Shimizu ve arkadaslar1 farede miyokard dokusu onarimi i¢in aralikli
olarak cell sheet halinde kok hiicre uygulamasi ile iyi dolagimi olan Imm

kalinliginda miyokard dokusu elde etmislerdir(31).

4. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma
Birimi (DETAB) biinyesinde yapildi. Caligsma igin 22.10.2013 tarihinde etik kurul 6n
onayt (HAYDEK 10/1-2013) alindiktan sonra ¢alismaya baslandi. Deneklerin
postoperatif ~ bakimi,  takibi, deneklerin  sakrifikasyonu ayni merkezde
gerceklestirilmistir. Kok hiicre ile ilgili analizler Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi (KOGEM)’de,
histopatolojik analiz ve 6l¢iimler Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Calisma Helsinki Bildirgesi’nde deneysel

arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak yiirtitiilmiistiir.

4.1. DENEKLER
Calismaya 40 adet agirliklar1 351465 gr. arasinda degisen Wistar albino

cinsi erkek siganlar dahil edildi. Sicanlar rastgele segilerek her grupta on denek
bulunan dort grup olusturuldu. Tiim hayvanlara standart sican yemi (kuru mama) ve
sehir suyu verildi, on iki saat 151k, on iki saat karanlikta kalacak sekilde DETAB

blinyesinde standart kafeslerde barindirildi.
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4.2. GRUPLAR
Grup 1 (Kontrol grubu/K) (n=10): Tam kat doku kaybi olusturulan ve

onarim i¢in sadece kompozitmiyokutandz greft uygulanan grup.

Grup 2 (Medium grubu/M) (n=10): Tam kat doku kaybi1 olusturulan ve
onarim i¢in kompozit miyokutanéz greft ve tasiyict medium soliisyonu

enjeksiyonunun kombine olarak uygulandigi grup.

Grup 3 (Kok hicre grubu/E) (n=10): Tam kat doku kaybi olusturulan ve
onarim igin kompozit miyokutandz greft ve VEGFTE-YDKKH enjeksiyonunun
kombine uygulandig1 grup.

Grup 4 (Kok htcre grubu/C) (n=10):Tam kat doku kayb1 olusturulan ve
onarim i¢in kompozit miyokutanéz greft ve cell sheet halinde VEGFTE-YDKKH

uygulanan grup.

Tablo 1: Gruplarin dagilim

GRUPLAR YAPILAN ISLEM
Grupl (K-Kontrol) (n=10) Kompozit greft uygulanan grup
Grup2 (M-Medium) (n=10) Kompozit greft +
tasiyict medium enjeksiyonu uygulanan grup
Grup3 (E-Enjeksiyon) (n=10) Kompozit greft +
VEGFTE-YDKKH enjeksiyonu uygulanan grup
Grup4 (C-Cell Sheet) (n=10) Kompozit greft + cell sheet seklinde
VEGFTE-YDKKHuygulanan grup
Toplam(n=40)

4.3. ISLEMLER

4.3.1. ANESTEZI UYGULAMASI

Deneklere, 20mg/kg ketamin (Ketalar®, Pfizer) ve 5mg/kg xylazin
(Rompun®, Bayer) i.p. ile genel anestezi saglandi. GAA ameliyat bolgesi(sirt distal
kismi) elektrikli tiras makinesi ile tiras edildi, ve si¢an cerrahi masasina yiiziistii
gelecek sekilde dort ekstremiteden flaster ile tespit edildi. Ameliyat bélgesi %10
povidon-iyot ile temizlendi ve steriliteye gerekli 6zen gosterildi.Operasyon stiresince

anestezi derinligi cilt kistirma ile takip edildi.
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GAA operasyonlar uygulandiktan sonra siganlar tekli kafeslere alinarak
tamamen uyandigindan emin olana kadar yakin takip edildi. Uyanan sicanlar gozlem

odasina alindi.

Fotograf cekimleri siganlarin hareket etmesini engellemek i¢in GAA

uygulandi. Fotograf cekimleri siliresince anestezi derinligi cilt kistirma ile takip
edildi.

GAA fotograf cekimleri uygulandiktan sonra si¢anlar tekli kafeslere
alinarak tamamen uyandigindan emin olana kadar yakin takip edildi. Uyanan siganlar

gbzlem odasina alindi.
4.3.2. KOK HUCRELERIN HAZIRLANMASI

4.3.2.1. YDKKH’lerin izolasyonu ve kiiltiire hazirlanmast

Sigan yag dokusundan YDKKH’lerin izolasyonu igin; laboratuara gelen
yag dokusu %1 oraninda penisilin-streptomisin igeren HBSS ile birka¢ kez yikama
isleminden gegirilerek makasla lem® ik kiiciik parcalara ayrildi. Yikama isleminden
sonra dokular kuru bir petri kabina alinip makas yardimiyla mins edildi ve iizerine
Ca®* ve Mg® icermeyen HBSS ile hazirlanmis %0.075°lik tip 1 kollajenaz
soliisyonundan 2ml koyularak doku 6rnekleri 15ml’lik falkonda toplandi. Son voliim
kollajenazla 5ml’ye tamamlanip 37°C galkalamali su banyosunda 60dk bekletildi.
Inkiibasyon sonunda iizerine 5Sml HBSS eklenerek 1800rpm’de 10dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda silipernatant atilip pelet Sml HBSS ile sulandirilarak 70pm’lik
hlcre slizgeci ile stzilecek ve tekrar 1300rpm’de 5dk santrifiij edildi. Slipernatant
atilarak pelet lizerine 5ml lysing soliisyon eklenip oda 1sinda 5dk bekletildi. Siire
sonunda 5ml HBSS eklenerek 1800rpm’de 10dk santrifiij edildi. Bu islem iki kez
tekrarlanip siipernatant uzaklastirildiktan sonra olusan pelet iizerine %15 oraninda
FBS ve %1 oraninda penisilin-streptomisin igeren L-DMEM kdltur besiyerinden 1mi
eklenip pipetaj yapilarak 25cm? lik kiiltiir kabma ekim yapildi. Gerekli miktarda
kiiltur besiyeri koyulduktan sonra 37°C, %5 CO, ve nemli ortamda kiiltiire edildi. 48
saat sonra besiyeri degistirilerek yiizen tiim hiicreler uzaklastirildi. Haftada iki kez

besiyeri degisimi tekrarlandi.
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Flaskin tabani yaklasik %80 oraninda hiicreler ile kaplaninca (konfluent)
tripsinizasyon islemiyle yapisan hiicreler kaldirilip yeniden kiiltiire edildiler ve bu ilk
pasaj (sub-kiiltiir) olarak degerlendirildi. Bu islemler tigiincii pasaja kadar tekrarlandi

ve 3.pasajin sonunda elde edilen hiicrelerin karakterizasyon ¢aligmasina baglandi.

Sekil 1: Sican YDKKH’lerininP0,8. giin (A);P2,4.giindeki faz-kontrast mikroskopik goriniimleri (Olgiim
cubuklarr: A:200pm, B:100 pm)

4.3.2.2. ' YDKKH’lerin karakterizasyonu

Sigan adipoz dokusundan elde edilen YDKKH’ler kiiltiir kabina yapigma
ozellikleri sayesinde izole edildi ve yapisan hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ¢alisma
siiresince zi1t faz mikroskobu ile incelendi. immunofenotipik 6zelliklerin belirlenmesi

i¢cin akim sitometrik analiz yapildi.

4.3.2.3.  Immunfenotipleme-akim sitometrik analiz

Analizler, her alt-kiiltiir islemi sonrasinda (P1°den P5’¢ kadar) ve FACS
Calibur akim sitometri cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler tripsinizasyon
(enzimde bekletme) islemi ile kaldirilip, hiicre saymmi yapilarak hiicre sayisi
belirlendikten sonra (yaklasik olarak 8x10° hiicre) PBS icinde homojenize edilip
belirlenen hiicre yiizey isaretleyicilerine ¢zel fluoresan izotiyosiyonat (FITC)- ve
fikoeritrin (PE)-konjuge monoklonal antikorlar (CD45, CD90, CD29) ve uygun
izotip kontrollerinden 10ul eklenerek inkiibe edildi (oda 1sisinda-karanlikta-45dk.).
Inkiibasyon sonras1 yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azid iceren PBS) eklenerek
santrifiij edilerek (5dk. 1780rpm) 400pl hiicre yikama soliisyonu ile resilispanse
edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akim sitometri cihazinda

okutuldu ve analizi BD Cell Quest TMsoftware programi ile gergeklestirildi.
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Sekil 2: Sican adipoz dokusundan izole edilip Kkiiltiir edilmis (P3) YDKKH’lerin akim sitometri analizi ile
belirlenen immunofenotipik 6zellikleri. YDKKH’ler; CD29, CD90, CD 45, belirtecleri yoniinden pozitif
olarak gozlendi.

4.3.24. YDKKH’lerin GFP-VEGF ile isaretlenmesi

Yuksek kalitede plazmid DNA izolasyonu, ayirma ve saflastirma islemleri
sonrasinda E.coli’den toksik lipopolisakkaritler gelmemesi icin EndoFree Plazmid
Maxi Kiti kullanilarak gerceklestirildi. Secici kati besi ortamindan yeni ¢ogalmis tek
bir koloni alind1 ve 2-5ml uygun antibiyotik igeren LB broth (Luria Bertani) s1v1 besi
ortamina ekilerek 8 saat boyunca 300dak/dev ve 37°C’de ¢ogaltildi. 250ml segici LB
ortam1 1ml igerisinde bakteri cogalmis ortam ile inokiile edildi ve ayni kosullarda 12-
16 saat bekletildi. Hiicreler 6000xg hizda 15 dakika boyunca 4°C’de dondirilerek
toplanacak ve 10ml P1 tampon c¢Ozeltisi icerisinde homojen hale getirip oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmeden once 10ml Tampon P2 eklenip sertce 4-6 kez
ters cevrilerek karistirildi. 10ml buzda sogutulmus P3 tamponu eklenerek 4-6 kez
ters cevrilip karisim QIAfilter siringasina aktarilacak ve 10 dakika bekletildikten
sonra filtreden gecirtilerek 50ml tiip icerisine aktarilip 2, 5ml ER tamponu eklendi ve
30dk buzda bekletildi. 10ml QBT tampon ¢dozeltisi ile Onceden dengelenmis
QIAGEN-tip 500 kolonuna karigim eklenip siiziilmesi beklenildi. 2 kez kolon 30ml
QC tamponu ile yikanacak ve 15ml QN tamponu igerisinde DNA ¢oziildii.
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Plazmid DNA’st 10, 5ml izopropanol eklenerek 4°C’de, 30 dakika
boyunca asgari 15, 000xg hizla ¢oktiirildi, DNA 5ml endotoksin icermeyen %70
etanol icerisinde yikanip 10dk asgari 15, 000xg hizla ¢oktiriildii.

Yikanmis plazmid DNA’s1 oda sicakliginda 5-10 dakika kurutulduktan

sonra endotoksin icermeyen TE tamponu igerisinde istenilen hacimde ¢ozuld.

Gen aktarimi elektroporasyon yontemini temel alan Neon Transfection
Sistemi, 10ul Neon Kit ve 100ul Neon Kit kullanilarak gergeklestirildi. Yiiksek
kalitede (endotoksin icermeyen) plazmid DNA’s1 1-5upg/ul konsantrasyonunda
deiyonize su igerisinde hazirlanarak, YDKKH’ler ise deneyin olacagi giinde %70-90
konfluente ulasacak sekilde (transfeksiyon basina 0,5-1x 10° hiicre) ¢ogaltildi. Deney
giiniinde hiicreler kiiltiir kabindan kaldirild1 ve Ca®* ve Mg2+ icermeyen PBS’le
yikanip, 1300 rpm’de 5dk santrifiij edilip “Resuspension Buffer R“ tampon ¢ozeltisi
ile son hiicre yogunlugu 1ml basma 1, 0x10" hiicre olacak sekilde hazirlandi. 6
kuyucuklu kiiltiir kaplar1 igerisine 2ml serum igeren, Secici antibiyotik icermeyen
(penisilin icerebilir, eger segici degil ise) uygun besiyeri eklenip ve 37°C’de 5% CO,
sirkiillizasyonu olan nemli ortamda inkibe edildi (transfeksiyon parametreleri daha
onceden optimize edildigi degerlere ayarlanacak). Steril 1, 5ml mikrosantrifiij tip
icerisine transfeksiyon bagma 2-4pg plazmid DNA’s1 ve plazmid DNA’s1 bulunan
tip icerisine transfeksiyon basmma DNA ile birlikte 10ul olacak miktarda hiicre
aktarilip Neon™ Pipeti ile yavasga tip icerisine 10ul DNA-hiicre suspansiyonunun
cekildi ve ucundaki hiicre-DNA karisimi ile birlikte Neon™ Pipet Istasyonu
igerisinde bulunan ve 3ml elektrolit tamponu eklenmis tiipe yerlestirildi. Belirtilen
ayarlarda sistem elektrik akimini (atimini/sokunu) uygulanip, gen aktarilmis hiicreler
hemen 6nceden 1sitilmis serum iceren ama segici antibiyotik icermeyen besi ortamina
aktarildi, hicreler 37°C’de nemlendirilmis CO; inkibatdrinde inkibe edildi.
Transformasyon sonrasi 3.giinde (transient/gecici ekspresyon) ortam degistirilerek
besi ortami tazelendi, ancak bu noktadan itibaren secilen antibiyotik (pGFP igin
G418, Kat. N0.11811-098) eklendi. Kalici olarak gen ekspresyonu isteniyorsa 2-3 ay
(5-10 pasaj) boyunca hiicreler antibiyotik direncine gore secildi.

38



4.3.2.5.  Istdegisimine duyarh kiiltiir kabinda YDKKH Kulturu

izole edilen hiicrelerin kiiltiirii icin 35mm’lik 6 kuyucuklu Upcell (UpCell,
CellSeed, Inc., Tokyo, Japan) kiiltiir kab1 kullanildi. Bu kiiltiir kabinin 1s1 degisimine
cevap verebilen polimer olan poly(N-isopropylacrylamide) (PIPAAm) yapisinda

olmasi 6zelliginden faydalanildi.

Izole edilen sican kaynaklit YDKKH’ler 35mm’lik bu Kkiiltiir kabina,
4x10°hiicre/cm? konsantrasyonda olacak sekilde ekildi. Besiyeri i¢ine LDMEM
(Invitrogen), %10 FBS (Invitrogen), 2mM L-glutamine (Sigma-Aldrich) konuldu. 2
giin boyunca g¢ogalmasi beklendi ve daha sonra PIPAAm Kkiiltiir kabindaki bu
hiicreler, 37°C’deki inkiibasyondan alinarak 20°C’de 30dkinkiibasyona birakildi. Bu
sayede hiicreler, enzimatik reaksiyona gerek kalmadan ve tek-hiicre slispansiyonu
yerine tabaka halinde kaldirilabildi.

4.3.2.6. VEGFTE-YDKKH' lerin enjeksiyon olarak  transplantasyona
hazirlanmasi

a) Hiucreler T-175 kiiltiir kabindan enzim ile kaldirildi.
b) Bir tiipte toplanan hiicreler pelet olusturmasi iginsantrifiij edildi.

c) Siire bitiminde olusan pelet lizerinel20ul PBS (Phosphate buffer

saline) eklendi ve homejenize edildi.

d) Her bir hayvana 4pul enjeksiyon olmak uzereinsilin enjektorlerine

hlcreler cekildi.

43.2.7. VEGFTE-YDKKHtabakalarinin transplantasyona hazirlanmasi
a) On iki-gozliust duyarl petrideki hiicreler, CO.inkiibatérden ¢ikarildu..

b) 37°C’den alinan hiicreler 20°C de 30dk bekletildi.

c) Siire bitiminde tabaka halinde kalkan hiicreler nakil yapilana

kadarmedyumu icinde bekletildi.
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d) Nakil baslayacagi zaman hiicre tabakasi kiiltiir kabinin iginden pipet
yardimi ile alindi. Kuru olan 60 mm c¢apindaki petri i¢ine aktarildi. PVDF membran,
her bir tabakaya, VEGFTE-YDKKH hiicre tabakasinin {istiine yerlestirildi.

e) Dikkatli bir sekildeforceps ile hiicre tabakasinin etrafina iyice

bastirilarak destekleyici membrana tutunmasi saglandi.

f) PVDF membran tarafindan kaplanmayan ve kenarda kalan hiicre

tabakasi1 pens yardimi ile PVDF membran iizerine dogru katlandi.

g) PVDF membrana tutunmus olan tiim hiicre tabakasi, pens ile kaldirilip

transplante edilecek bolgeye alindi.

4.3.3. CERRAHI ISLEMLER

Cerrahi iglemlerin tamami1 GAA uygulandi. Sirt orta hattinda, sirtin distal
1/3’tinde olacak sekilde 3x3cm’lik alan plastik sablon ile isaretlendi. Tam kat cildi
icerecek sekilde deri, derialti doku, panniculus carnosus kasi da dahil edilerek
kompozit greft elde edildi ve doku kaybi olusturuldu. Sirt kaslart ve fasyalarinin
biitiinligii korunacak sekilde dikkatli cerrahi uygulandi. Elektrokoter yardimi ile

kanama kontrolii uygulandi.

3x3 cm TKDG + kas
(panniculus carnosus)

Sekil 3: Doku kaybi ve kompozit greft olusturulmasi
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Grup 1(K): Eksize edilen doku (miyokutandz kompozit greft) kendi
etrafinda 180° doéndiriilerek 4.0 polypropylen (Propilen®, Dogsan) ile devamli
dikislerle, doku kaybi1 olusturulmus olan agik alandaki kas iizerine oturacak sekilde

tespit edildi.

3x3 cm TKDG + kas
(panniculus carnosus)

Sekil 4: Kompozit greftin 180° donduiriilerek tespitlenmesi
Greft lizerine tie-over pansuman igin 3x3 cm medikal stinger (VAC®, KCI)
ve plastik patoloji kaplarindan kesilen 3x3cm plastik atel kullanildi, 2.0 polypropylen

(Propilen®, Dogsan) dikisler ile pansuman tespitlendi. Cerrahi islem sonlandirldi.

Denekler 2 hafta boyunca tekli kafeslerde takip edildi.

tie over uygulamasi

Sekil 5: Tie-over pansuman uygulamasi
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Grup2(M): 29G, 1001U insulin enjektori kullanilarak 0.4cc(401U) tasiyict
medium soliisyonu sekiz adet alana enjekte edildi. Her alana 5IU olacak sekilde dort
adet enjeksiyon greft igerisine ve dort adet enjeksiyon sirt kasi fasyasi altina olacak

sekilde enjeksiyon yapildi.

Eksize edilen doku (miyokutanéz kompozit greft) kendi etrafinda 180°
dondurilerek 4.0 polypropylen (Propilen®, Dogsan) ile devamli dikislerle doku kaybi

olusturulmus olan agik alandaki kas {izerine oturacak sekilde tespitlendi.

Greft lizerine tie-over pansuman igin 3x3 cm medikal siinger (VAC®, KCI)
ve plastik patoloji kaplarindan kesilen 3x3cm plastik atel kullanildi, 2.0 polypropylen

(Propilen®, Dogsan) dikisler ile pansuman tespitlendi. Cerrahi islem sonlandirildi.

Denekler 2 hafta boyunca tekli kafeslerde takip edildi.

medium
enjeksiyonu

“3x3 em TKDG + Kas
(panniculus carnosus)

Sekil 6: Tagtyic1 medium soliisyonu enjeksiyonu
Grup3(E): 29G, 100IU insiilin enjektorii kullanilarak 4x10° VEGFTE-
YDKKH igeren 0.4cc (40IU) tastyict medium soliisyonu sekiz adet alana enjekte
edildi. Her alana 51U (5x10° kok hiicre) olacak sekilde dért adet enjeksiyon greft
igerisine ve dort adet enjeksiyon sirt kasi fasyasi altina olacak sekilde enjeksiyon

yapildi.

Eksize edilen doku (miyokutandz kompozit greft) kendi etrafinda 180°
dondurilerek 4.0 polypropylen (Propilen®, Dogsan) ile devamli dikislerle doku kaybi

olusturulmus olan agik alandaki kas tizerine oturacak sekilde tespitlendi.
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Greft lizerine tie-over pansuman igin 3x3 cm medikal siinger (VAC®, KCI)
ve plastik patoloji kaplarindan kesilen 3x3cm plastik atel kullanildi, 2.0 polypropylen

(Propilen®, Dogsan) dikisler ile pansuman tespitlendi. Cerrahi islem sonlandirildi.

Denekler 2 hafta boyunca tekli kafeslerde takip edildi.

kdk hiicre enjeksiyonu
3x3cm uygulamasi

3x3 cm TKDG +K
(panniculus carng

Sekil 7: Kok hiicre enjeksiyonu uygulamasi

Grup 4(C): Doku kayb1 olusturulmus acik alan {izerine 3cm ¢apl 4x10°
VEGFTE-YDKKH igeren cell sheet tabakasi yerlestirildi.

Eksize edilen doku (miyokutandz kompozit greft) kendi etrafinda 180°
dondiriilerek 4.0 polypropylen (Propilen®, Dogsan) ile devamli dikislerle agik

alandaki kas {izerine oturacak sekilde tespitlendi.

Greft lizerine tie-over pansuman igin 3x3 cm medikal siinger (VAC®, KCI)
ve plastik patoloji kaplarindan kesilen 3x3cm plastik atel kullanildi, 2.0 polypropylen

(Propilen®, Dogsan) dikisler ile pansuman tespitlendi. Cerrahi islem sonlandrildi.

Denekler 2 hafta boyunca tekli kafeslerde takip edildi. P.o.2. haftanin
sonunda tim deneklerin pansumanlart agildi ve tim denekler p.o.14.giinde
fotograflandi. Fotograf ¢ekim islemi p.0.21. ve 28. giinlerde de tekrar edildi. Cekilen
fotograflar Sekil 152, Sekil 13, Sekil 14 ve Sekil 15°te goriilmektedir.
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3x3 cm cell sheet
uygulamasi

3x3 cm TKDG + kas
(panniculus carnosus)

Sekil 8: Cell sheet uygulamasi
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4.3.4. FOTOGRAF CEKiMi

Standart kosullarda fotograf c¢ekimi yapilabilmesi i¢in fotograf cekim
diizenegi hazirlandi. Denekler dort ekstremiteden flasterle tespitli halde GAA
diizenege yerlestirildi ve fotograf g¢ekimleri yapildi. RebelT3 DSLR (Canon,
Japonya) dijital fotograf makinesi, 18-55mm f/3.5-5.6 IS Il lens ve 58mm circular
polarize filtre kullanildi. Beyaz ¢ekim cadirt igerisinde manuel modda sabit ayarlar

kullanilarak flasli olarak karanlik odada fotograf ¢ekimleri yapildi.

MLsd 56 S

.l.l..'.....'. 02033

B = B S
oEsor 0 (CJ G040
" = ( 625)

Sekil 9: Karanhkta standart fotograf ¢ekim diizenegi
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Fotograf c¢ekimleri her sican icin ilk cerrahi uygulama sonrasinda

p.0.0.glin, p.o.14.giin, p.o.21.giin ve p.0.28.giin olarak dort kez uygulandi.

4.4, DEGERLENDIRME

4.4.1. MAKROSKOPIK DEGERLENDIRME

Degerlendirme i¢in Imagel] 1.47v (Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA) programu kullamldi. Program sayesinde her fotograftaki alan mm?
cinsinden Ol¢limlendi. Fotograflarda 6l¢lim yapabilmek i¢in her fotografa konmus
olan cetvelin iizerindeki 50mm’lik uzunluk, programdaki “set scale” o6zelligi ile

gercek olglilere gore 50mm olacak sekilde ayarlandi.

=)

S———
T sasaie =

Distance in pixels: |733.57
Known distance: r——
Puelaspectratio: [10

50
10
Unitof fength; | mm{
Click to Remove Scale

™ Global

Scale: 14.671 pielsimm

o | ] |

Sekil 10: Image J programinda birimlerin mm olarak ayarlanmasi
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Programin “freehand selection dl¢limlemesi sayesinde 6l¢iimlenecek
alanlarin gevresi isaretlendi. Sonrasinda isaretli alanlar mm? cinsinden élgtimlenip
alanlar not edildi. Her sicana ait ¢ekilmis olan 4 adet fotograf ayr1 ayr1 6l¢limlenip

Olciilen alanlar Tablo 4, Tablo 5 ve Tablo 6’ya not edildi.

7 Fn Image Process Analze Plugins Window Help |
[mifelf=d [ PAPARIANYNENL P CAEAPAR- P AR

Freehand selections

| File Edit Font Results

JArea |Mean  [Min |Max |

|1 1059012 147924 21 254

Sekil 11: Image J programu ile alan dl¢iimii

4.4.2. MIKROSKOPIK DEGERLENDIRME

Tilm gruplarda kompozit greft, normal deri dokusunu da icine alacak
sekilde ha¢ seklinde kesilerek kenarlardan dort ve merkezden bir parca halinde
orneklendi. Dokular %10 formalinde tespit edildikten sonra rutin patolojik takip
sonrast parafin bloklara gomiildii. Bu bloklardan 5 pm kesitler alindi. Kesitler H&E
ile boyandi. Kesitler 151k mikroskobunda (Olympus BXS51) gruplarin 6zellikleri

bilinmeksizin tekbir ¢alismaci tarafindan incelendi.

Mikroskopik incelemelerde, makroskopik olarak saglam goriilen 6rnekler

de dahil olmak (zere tim greft yuzeylerinde Glser goraldi.

Damar sayimi igin, tiim orneklerde yilizeyde iilser bulundugu i¢in greftin
tabanindan randomize secilen 10 alanda x400 biiyiitmede sayim yapildi. Bu sayim iki
farkli alanda gerceklestirilerek iki degerin ortalamasi alindi. Greft komsulugundaki

normal deri dokusunda dadamar sayimi igin ayni1 islem gergeklestirildi.
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Greft kalinligi okiilometre ile Olgiildii. Greft igindeki ¢izgili kas

semikantitatif olarak degerlendirildi.
Greft iginde ¢izgili kas dokusu yok: 0,
Greftin %25’inden azinda ¢izgili kas dokusu mevcut: 1,
Greftin %25-50 kisminda ¢izgili kas dokusu mevcut: 2,
Greftin %50-75 kisminda ¢izgili kas dokusu mevcut: 3,
Greftin %75’ inden fazlasinda ¢izgili kas dokusu mevcut: 4.

Benzer olarak greft icindeki yag dokusu varligi da semi kantitatif olarak

asagidaki sekilde degerlendirdi:
Greft i¢inde yag hiicresi yok: 0,
Greft i¢inde daginik tek tiik yag hiicresi mevcut:1,
Greft i¢inde daginik kiigiik gruplar halinde yag hiicreleri mevcut: 2,
Greft i¢inde yogun gruplar halinde yag hiicreleri mevcut: 3.
Mikroskopik degerlendirme sonuglart; Tablo 7, Tablo 8, Tablo 9 ve

Tablo 10°da gorilmektedir.

4.4.3. ISARETLi KOK HUCRELERIN DEGERLENDIRILMESI

28.giinde dokular alind1 ve %10 formalin ile fikse edildi. Ornekler parafine
gomiildii ve Sum kalinliginda kesitler alinarak dokularin yapisal o6zelliklerinin
incelenmesi, gelisen dokularin kaynaginin tespit edilebilmesi, cesitli sitokin ve
faktorlerin tespiti amaciyla hematoksilen-eosin ve immunohistokimyasal boyamalar

yapilarak histolojik ve immiinhistokimyasal incelemeler yapildi.
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Immunohistokimyasal analiz icin kesitler +4°C de gece boyu inkiibasyona
birakildi. KOGEM’de gerceklestirilen immunoflouresan boyamalarla, nakledilen
GFP+ hiicrelerin alict dokularina entegrasyonu anti-GFP antikoruyla isaretlemeden
sonra izlendi. Bunun yaninda pro-inflamatuar, anti-inflamatuar sitokin, blylme
faktorleri TGFB1 ve IL-6 (Santacruz Biotechnology), yeni damar olusumuyla iliskili
VEGF ve CD31 (Santacruz Biotechnology) antikorlarla inkube edildi ve son olarak
DAPI ile kapatildi ve floresans mikroskobunda incelendi.

4.4.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismada veriler yiizdelikler ve ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. Nimerik degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-
Smirnov testi ile kontrol edilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirilmek
amaciyla normal dagilim gosteren niimerik degiskenler i¢in Tek Yonlu Varyans
Analizi ve gruplarin farkliliklarini belirlemek i¢in Tukey Coklu Karsilastirma Testi,
normal dagilim gostermeyen niimerik degiskenler igin Kruskal-Wallis Tek Yonli
Varyans Analizi ve Dunn c¢oklu karsilastirma testleri yapilmistir. Verilerin
degerlendirmelerinde IBM SPSS 20.0 for Windows istatistiksel paket programi
Kullanilmistir. Sifir Hipotezinin reddi i¢in p<0.05 degeri yeterli kabul edilmistir.

5. BULGULAR

5.1. MAKROSKOPIK BULGULAR

Calismamizda kullanilan Wistar-albino cinsi erkek sicanlar ¢alisma
baslangicinda 351-465gr (ort. 385.4gr) agirliklart arasindadaydi. Siganlarin agirlik
dagilimlarina bakilmaksizin siganlar rastgele gruplandirildi. Gruplardaki siganlarin

agirliklart Tablo 2°de goriilmektedir.

Gruplardaki alan degisimleri Tablo 3, Tablo 4, Tablo 5 ve Tablo 6’da

gorilmektedir.
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Tablo 2: Siganlarin ¢calisma dncesi agirhik dagihimlar:

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

(Kontrol) (Medium) (Enjeksiyon) (Cell sheet)
Denek 1 423 360 364 357
Denek 2 363 424 393 408
Denek 3 373 373 352 421
Denek 4 465 365 351 358
Denek 5 410 394 380 383
Denek 6 411 380 352 435
Denek 7 358 393 398 387
Denek 8 352 381 426 359
Denek 9 361 382 397 404
Denek 10 390 385 395 354
Ortalama 390.6 383.7 380.8 386.6

Takiplerde bircok greft (zerinde (lserasyon, kabuklanma ve nekroz
alanlart izlendigi i¢in Ol¢limler tiim alanlarin toplamini igerecek sekilde yapildi.
Greftlerde beyazdan kahverengiye giden renk degisimleri oldugu i¢in yasayan alan
yiizdesi makroskopik olarak hesaplanmadi.

Makroskopik takiplerde Grup 1(K)’de 4 (n:10) adet siganda greftlerin
tamaminda ilserasyon ve 3 (n:10) adet sicanda greftlerin bir kisminda {ilserasyon
gelistigi izlendi. Grup 2(M)’de 3 (n:10) adet siganda greftlerin tamaminda {ilserasyon
ve 3 (n:10) adet siganda greftlerin bir kisminda {ilserasyon gelistigi izlendi. Grup
3(E)’de 3 (n:10) adet sicanda greftlerin tamaminda tlserasyon ve 2 (n:10) adet
sicanda greftlerin bir kisminda iilserasyon gelistigi izlendi. Grup 4(C)’de 2 (n:10)
adet sicanda greftlerin tamaminda iilserasyon ve 2 (n:10) adet siganda greftlerin bir
kisminda iilserasyon gelistigi izlendi. Gruplarin toplu sekilde fotograflar1 Sekil 12,
Sekil 13, Sekil 14 ve Sekil 15’°de goriilmektedir. Gruplardaki alan dlglimleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).
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Sekil 12: Grup 1(K)zamana gore alan degisimi
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Sekil 13: Grup 2(M) zamana gore alan degisimi
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Sekil 14: Grup 3(E) zamana gore alan degisimi
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Sekil 15: Grup 4 (C)zamana gore alan degisimi
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Tablo 3: Postoperatif 0.guin alan élgimleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

(Kontrol) (Medium) (Enjeksiyon) (Cell sheet)
Denek 1 1183.151 1148.066 1067.229 1089.969
Denek 2 1071.326 1111.722 1050.438 1129.454
Denek 3 1015.986 1090.977 1296.411 1203.209
Denek 4 1032.079 1064.944 927.757 1016.859
Denek 5 1051.019 1152.399 1118.777 1114.556
Denek 6 1082.895 1115.081 856.500 1274.791
Denek 7 1023.963 999.426 852.536 1016.206
Denek 8 1089.726 1056.266 967.590 1065.207
Denek 9 980.985 1025.713 1162.306 1085.938
Denek 10 990.819 985.535 1229.032 1135.514
Tablo 4: Postoperatif 14.gtn alan élgtimleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

(Kontrol) (Medium) (Enjeksiyon) (Cell sheet)
Denek 1 1052.856 915.247 972.017 804.204
Denek 2 924.576 895.077 830.061 1030.390
Denek 3 879.392 900.777 1167.382 975.499
Denek 4 1019.144 774.237 883.613 909.626
Denek 5 725.501 1081.462 875.715 912.861
Denek 6 807.408 824.828 777.124 1071.199
Denek 7 407.995 961.939 845.984 870.746
Denek 8 697.558 911.737 944.538 1028.720
Denek 9 970.639 963.623 1039.326 1017.125
Denek 10 849.445 966.909 1044.860 1008.165
Tablo 5: Postoperatif 21. glin alan élguimleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

(Kontrol) (Medium) (Enjeksiyon) (Cell sheet)
Denek 1 1016.751 578.603 839.836 580.833
Denek 2 391.034 848.183 383.582 910.632
Denek 3 827.463 580.865 980.255 828.133
Denek 4 875.725 722.770 757.996 858.162
Denek 5 355.227 083.478 612.430 803.732
Denek 6 681.940 541.147 694.087 1012.538
Denek 7 216.384 840.665 791.250 772.928
Denek 8 383.437 435.556 497.937 959.897
Denek 9 795.210 706.952 1008.756 403.072
Denek 10 830.665 772.058 981.233 901.519
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Tablo 6: Postoperatif 28.gtin alan él¢imleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

(Kontrol) (Medium) (Enjeksiyon) (Cell sheet)
Denek 1 864.226 201.999 789.186 233.531
Denek 2 248.197 586.214 246.379 893.429
Denek 3 771.687 280.596 747.849 669.696
Denek 4 864.462 640.273 489.198 624.904
Denek 5 154.799 919.952 396.635 383.084
Denek 6 527.955 294.878 649.182 922.586
Denek 7 94.757 710.451 531.392 703.902
Denek 8 157.733 242.460 292.049 823.103
Denek 9 437.282 508.349 965.760 286.832
Denek 10 478.655 646.150 897.360 843.809

5.2. MIKROSKOPIK BULGULAR

Postoperatif olarak 28.giinde alinan kesitlerden yapilan mikroskopik
degerlendirmeler sonrasinda oncelikli olarak gbéze carpan bulgu tiim greftlerde
%100’°e yakin iilserasyon olmasiydi. Ayrica makroskopik olarak saglikli gibi
goriinen alanlarda dahi krutlarin varligt ve mevcut krutlarin altindaki alanlarda

epidermal uzantilarin (ter bezleri, kil kokleri vb.) kayboldugu gézlendi.

Greftler ve normal deride yapilan damar sayimlar1 arasinda gruplar
arasinda farklar oldugu gozlendi. Ancak istatistiksel olarak gruplarin arasinda

anlaml fark saptanmadi (p>0,05).

Greftlerin kalinliklar1 arasinda yapilan Olglimlerde birkag denek harig
belirgin fark olmadig1 gozlendi. Ancak greft kalinliginin inceldigi deneklerde daha

belirgin olmak iizere normal deri hizasindan epitelizasyonun gelistigi gézlendi.

Kompozit greft icerisine dahil edilen panniculus carnosus kasina yonelik
yapilan degerlendirmelerde de gruplar arasinda farklar oldugu izlendi. Ancak

istatistiksel olarak gruplarin arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
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Normal deride ¢ok fazla rastlanmayan yag dokusunun da greft icerisinde
rastlanmasi sonrasinda yag dokusunun dagilimi da degerlendirildi. Greft igerisindeki
yag dokusu miktar1 Grup 1(K), Grup 2(M) ve Grup 3(E)’de ¢ok az olarak
degerlendirilmesine karsin Grup 4(C)’ de yag miktarinin daha fazla ve yaygin oldugu

go6zlendi.

Tablo 7: Grup 1(Kontrol) mikroskopik inceleme verileri

Damar Damar Kas Yag Greft Ulserasyon
sayimi greft | sayimi miktar* miktart* kalinligr**
normal deri

Denek 1 108 20 4 2 2-5 grid 100
Denek 2 90 57 1 1 0.5-1.5 grid 100
Denek 3 78 38 3 1 1.5-4 grid 100
Denek 4 62 30 3 3 1-2.5 grid 100
Denek 5 145 44 1 0 2-3 grid 100
Denek 6 76 32 4 2 2- 4 grid 100
Denek 7 57 40 1 0 2-4 grid 100
Denek 8 138 30 2 0 2-4 grid 100
Denek 9 72 39 4 1 2-4 grid 100
Denek 10 130 28 4 1 2-4 grid 100

Tablo 8: Grup 2(Medium) mikroskopik inceleme verileri

Damar Damar Kas Yag Greft Ulserasyon
sayimi greft sayimi miktart* miktarr® kalinligi**
normal deri
Denek 1 106 53 2 0 2-4 grid 100
Denek 2 155 56 4 1 2-4 grid 100
Denek 3 147 31 2 1 2-4 grid 100
Denek 4 70 32 3 1 2-4 grid 100
Denek 5 32 35 4 2 2-4 grid 100
Denek 6 108 28 3 1 2-4 grid 100
Denek 7 98 28 4 1 2-4 grid 100
Denek 8 88 35 4 1 2-4 grid 100
Denek 9 124 42 1 0 2-4.5 grid 100
Denek 10 78 45 4 0 2-4 grid 100
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Tablo 9: Grup 3 (Enjeksiyon) mikroskopik inceleme verileri

Damar Damar Kas Yag Greft Ulserasyon
sayimi greft sayimi miktar* miktart* kalinligr**
normal deri
Denek 1 87 49 4 0 4-6 grid 100
Denek 2 116 41 2 1 2-5 grid 100
Denek 3 134 26 2 0 2-3 grid 100
Denek 4 77 37 3 0 2-6 grid 100
Denek 5 103 32 1 1 3-5 grid 100
Denek 6 147 44 2 2 2-4 grid 100
Denek 7 85 28 2 2 2-3 grid 100
Denek 8 94 43 1 0 2-6 grid 100
Denek 9 138 42 4 3 2-4 grid 100
Denek 10 122 41 4 2 2-4 grid 100
Tablo 10: Grup 4 (Cell sheet) mikroskopik inceleme verileri
Damar Damar Kas Yag Greft Ulserasyon
sayimi greft sayimi miktar1* miktar* kalinligi**
normal deri
Denek 1 98 44 4 1 4-6 grid 100
Denek 2 157 32 4 2 2-5 grid 100
Denek 3 72 25 4 3 2-3 grid 100
Denek 4 104 43 4 2 2-6 grid 100
Denek 5 162 55 3 2 3-5 grid 100
Denek 6 99 40 2 2 2-4 grid 100
Denek 7 98 36 4 2 2-3 grid 100
Denek 8 110 43 4 2 2-6 grid 100
Denek 9 126 31 4 2 2-4 grid 100
Denek 10 138 39 4 2 2-4 grid 100

*Kas ve yag miktar1 puanlama seklinde degerlendirilmistir. Puanlama

detaylar1 mikroskopik degerlendirme (4.4.2) boliimiinde belirtilmistir.

**QGreft

(1grid=0.25mm)

kalinlig

x4  biiyiitmede
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5.3. ISARETLI KOK HUCRELERE AiT BULGULAR

Grupl(K)

B
MERGED

Grup2(M)

3
c3 5

Grup3(E)

Grup 4(C)

Sekil 16: Kompozit greftlerde damar olusumu (CD31) ve YDKKH’lerin GFP immiinfloresan boyama ile
gosterilmesi. Beyaz oklar pozitif boyanmayi gostermektedir. (Olgiim ¢ubuklari, 50 pm)

Yapilan immunfloresan boyamalar ile kok hiicrelerin greft tizerindeki olast
etkileri gosterilmeye ¢alisilmistir. GFP ile isaretlenmis kok hiicreler Sekil 16, Sekil
17 ve Sekil 18°de goriilmektedir. GFP ile boyanmanin Grup 4(C)’de boyama yapilan
deneklerde Grup 3(E)’de boyama yapilan deneklere gore fazla oldugu gozlenmistir.

VEGF ile yapilan isaretlemeler sonrasinda boyanan alanlar damar
olusumlar1 lehine degerlendirilmistir. Transplante edilen kok htcrelerin damar
olusumuna katkisinin  degerlendirilmesi i¢gin CD31 ve GFP boyamalar
uygulanmistir. Grup 3(E) ve Grup 4(C)’de boyama yapilan deneklerde diger gruplara

gore daha fazla damar olusumu gdézlenmistir.
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Grup2(M) Grupl(K)

Grup3(E)

Grup4(E)

Sekil 17: Kompozit greftlerde YDKKH’lerin GFP ve IL6 isaretli hiicrelerin immiinfloresan boyama ile
gosterilmesi. (Olgiim ¢ubuklari, 50 pum)

IL6 ve TGFp1 ile yapilan isaretlemeler sonrasinda fibrotik dokularin
izlendigi alanlarda ve inflamatuar siirece ait bulgularun oldugu alanlarda yaygin
boyama oldugu gozlenmistir. GFP boyamasi ile bu bolgelerde kok hiicrelerin de

oldugu gozlenmistir.
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GRUP3(E) GRUP2(M) GRUPI(K)

GRUP4(C)

Sekil 18:Kompozit greftlerde YDKKH’lerin GFP ve TGFB1 isaretli hiicrelerin immiinfloresan boyama ile
gosterilmesi. (Olgim ¢ubuklari, 50 pm)

5.4. ISTATISTIKSEL BULGULAR

Yapilan istatiksiksel degerlendirmeler sonrasinda deneklere ait ¢alisma
oncesi agirlikdagiliminin  Kolmogorov-Smirnov testine gore normal dagilima
uygunluk gosterdigi ve gruplarin agirliklart arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi

saptanmugstir (p>0,05).

Gruplara ait makroskopik goriintiilemeler sonrasinda elde edilmis olan
0.gun, 14.gln, 21.gun ve 28.gin alan él¢limlerinin Kolmogorov-Smirnov testine gore
normal dagilima uygunluk gosterdigi saptanmistir. Gruplarin alan dl¢limleri arasinda

istatistiksel olarak fark olmadig1 saptanmistir (p>0,05).

Gruplara ait mikroskopik goriintiilemeler sonrasinda elde edilmis olan kas
ve yag Olclimlerinin Kolmogorov-Smirnov testine gore normal dagilima uygunluk
gosterdigi saptanmistir. Gruplarin kas ve yag miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak

fark olmadig1 saptanmistir (p>0,05).
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Sekil 19: 0. guin alanlarin gruplara gére dagilimimin grafik ile gosterimi
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Sekil 20: 14. giin alanlarin gruplara gore dagiliminin grafik ile gosterimi
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Sekil 21: 21. giin alanlarin gruplara gore dagiliminin grafik ile gosterimi
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Sekil 22:28. guin alanlarin gruplara gére dagiliminin grafik ile gosterimi
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Sekil 23: Greft icerisindeki damar sayisinin gruplara gore dagiliminin grafik ile gosterimi
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Sekil 24:Normal deri icerisindeki damar sayisinin gruplara goére dagihiminin grafik ile gosterimi
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6. TARTISMA

Yaralanmalar ve timo0r eksizyonlar1 sonrasinda doku kayiplart tilkemizde
ve diinyada gelisen tibbi tedavi segeneklerine ragmen onemli bir saglik sorunu
olusturmaya devam etmektedir. Deri greftleri bu yaralarin kapatilmasi i¢in en sik
tercih edilen yontemdir. Olugmasi istenmeyen ancak uzun donemde olusabilen
Ozellikleekstremiteler gibi hareketli alanlarda olusan kontraktiirler, siirekli temasa
magruz kalanbolgelerdeacilan yaralar, gizlenmesi giic olan bdlgelerdeki koti
goriiniim, hastalar1 psiko-sosyal olarak olumsuz yonde etkilemektedir. Greftin
tutmamas1 sonrasi uzun siire devam eden agik yaralar hastalarda sosyal izolasyon,

duygusal stres ve depresyona yol acabilmektedir.

Greft sag kalimini arttirmak, alici sahanin iyilestirilmesi, greftlere ait
sekonder kontraksiyonun azaltilmas1 gibikonularda literatiirde greftler ile ilgilifarkli
bir¢ok calismay1 bulmak miimkiindiir. Ornegin, bir ¢alismada Hamuy ve arkadaslar
farelerdeki acik yaralari onarmak igin tek seansta; yapay dermis, KKDG ve fibroblast
bilytime faktoriinii kombine ederek kullanmislardir. iki ayr1 seansta yapilan onarima
gore; ti¢ aylik takip siiresi sonrasinda, tek seansli onarimlarda derinin daha elastik
oldugunu goézlemlemislerdir. Ayrica ¢alismacilar KKDG ve yapay dermiskombine
kullanimi ile KKDG, yapay dermis ve fibroblast blyume faktorii kombine kullanimi
arasinda ilk haftalarda belirgin farklar olmasina karsin, {igiincii ay sonuglarina gére
greft tutabilirligi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini ortaya
koymuslardir(32). Domuzlarda yapilan bagka bir caligmada tam kat doku kaybi
olusturulmus ve YDKKH uygulanmistir. Calismada kok hiicrelerin nedbe olusumu
ve yaranin yeniden sekillenmesine olan etkileri arastirilmigtir. YDKKH uygulanan
grupta, YDKKH uygulanmayan gruba gore daha kii¢iik nedbe olustugu ve olusan

nedbe dokusunun 6zelliklerinin normal dokuya daha yakin oldugu izlenmistir(33).

Klinigimizde yapilmis kompozit greft sagkalimini arttirmaya yonelik
yapilmis bir ¢calismada da mezenkimal doku kaynakli kok hiicrelerin kondrokutanz
kompozit greftlerin iizerindeki etkileri aragtirllmistir. Calismada mezenkimal kok
hiicrelerin greft yatagina dnceden uygulandig takdirde kompozit greft sagkaliminin

arttig1 ve kontraksiyonun azaldigi gézlenmistir(34).
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Farkli calismalarda da YDKKH’ler dermis iskelesi (“dermal scaffold”
yerine kullanildi) icerisinde bekletilerek uygulanmis; damarlanma, kollajen sentezi,
cilt rejenerasyonu ve dokuya biitiinlesmenin arttigi bildirilmistir(35, 36).Farkli
zamanlarda uygulamalar gibi eszamanli kombine uygulamalarin etkinlikleri de
arastirilmistir. Siganlarda yapilan bir arastirmada TKDG ve fibroblast hiicre kiiltiirii
kombine kullanilmis, fibroblast kiiltliriiniin canli bir dokuya dermal destek ile
verildigi zaman gerileme gostermedigi izlenmistir. Fibroblast kiiltiirliniin yara
tyilesmesine katkida bulundugu, kontraksiyonu azalttigi, neovaskiilarizasyona ve

kollajen sentezine katki sagladigi gosterilmistir(37).

TKDG sagkalimim arttirmayr amaglayan bir ¢aligmada da YDKKH’ler
kullanilmis ve uygulanmayan gruba gore anlamli olarak sagkalimin arttig
izlenmistir. VEGF ve TGFb3’ iin yeni damar olusumu {iizerinde pozitif etkileri
oldugu vurgulanmis ayrica hizli damarlanmaya ihtiya¢ duyabilecek diger organ
nakillerinde de bu parametrelerin 6nemli olacagina deginilmistir(38). Bir ¢alismada
iskemi reperfiizyon hasarina karst YDKKH’ler kullanilmis ve olumlu sonuglar
alinmistir. Hasar1 azaltan mekanizmalar arasinda kok hiicrelerin biiyiime faktorleri
salgilamasina deginilmis ve VEGF’in en biylik etkiye sahip oldugu

vurgulanmistir(26).

Kok hiicre uygulamalart gilinlimiizde arastirilmaya devam eden, farkli
alanlarda olumlu sonuglari tespit edilmis ve plastik cerrahi de dahil olmak {izere bir
cok tibbi alanda popiilerlik kazanmig yontemlerdir(25, 39, 40).Eriskin kaynakli kok
hiicreler, embriyojenik kok hiicrelere nazaran daha az doniisiim gostermeleri ancak
daha giivenilir olmalar1 nedeniyle ¢alismalarda tercih edilmektedir(41).K6k hicre
etki mekanizmalar1 tam olarak agiklanamamistir ancak kok hiicrelerin ortama
konulduktan sonra diferansiyon ve transdiferasyon ile dokuya 6zel hicreler
doniismeleri ile olmaktadir. Ayrica parakrin etki ile faktorler salgilayan kok hiicreler
ortamdaki hiicrelerin islevini de sekillendirmektedir. Bu mekanizmalarin tiimii yara
iyilesme siirecine katkida bulunmaktadir(42).Kok hiicre etki mekanizmalarinin
arastirilmasi ve sonrasinda kok hiicrelerin istenilen 6zelliklere gore sekillendirilmesi

kok hiicre uygulamalarinin olumlu sonuglarin arttiracaktir(14, 43).
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Glinlimiizde en sik kok hiicre temini kemik iligi ve yag dokudan
yapilmaktadir. Ancak kok hiicreler deri, karaciger dokusu, sindirim sistemi epiteli,
dental pulpa, kil folikiilleri gibi alanlardan da temin edilebilmektedir. Bu dokulara
zor ulasilmasi ve yetersiz kok hiicre temin edilmesi bu dokulara ait en bulyilk
eksikliklerdir(9). Kemik iligi kaynakli kok hiicre aliminin teknik olarak zor olmasi,
ilerleyen yas ile birlikte kok hiicre sayisinda azalma olmasi sonrasinda yag dokudan
temin popiilerlik kazanmistir. Yag doku kolay ulasilabilir olmasi, yeterli miktarda
hiicre alim sans1 tanimasi ve harcanabilir olmas1 gibi avantajlar saglamaktadir(13,

44).

Yas ile YDKKH arasindaki iliskiyi inceleyen bir calismada yastan
bagimsiz olarak YDKKH temin edilebilecegi, ancak infantlardan elde edilen kok
hiicrelerin morfolojik olarak g¢ubuk seklinde goriindiigli, daha uzun telomeraz
icerdikleri, anjiogenik ve osteogenik etkilerinin yashlardan temin edilen hiicrelere

gore daha fazla oldugu bildirilmistir(45).

Yag doku kaynakli kok hiicrelerin anjiyogenez ve vaskilogenez ozellikleri
mevcuttur, ancak yag dokudan alinan kok hiicreler alindiklar1 anatomik alana gore
proliferasyon ve apopitotik ozellikleri anlaminda farkliliklar
gosterebilmektedir(13).Yag dokudan alinan kok hiicreler igerisinde CD31-/CD34+
olan altgrubun proliferasyon yetenegi yliksek, CD146+ olan altgrubun ise
proliferasyon yetenegi diisiiktiir. CD31-/CD34+ altgrubun adipojenik o6zelligi ise
diger gruplara gore daha ylksektir(46).YDKKH kullanim yontemlerini degerlendiren
bir bagka caligmada ise lipoaspirat seklinde kullanilan kok hiicrelerde, kiiltiir edilmis
kok hucrelere gore apopitozisin ve nekrozun daha az oldugu ve alt gruplara gore kok
hiicre ozelliklerinde farkliliklar olabilecegi belirtilmistir(15). Farkli bir deneysel
calismada da FTSG’ler YDKKH’ler kullanilarak prefabrike edilmis, dokularin iyi
beslendiginin izlenmesi sonrasinda greft olarak uygulanmis cilt flep haline
getirilebilmistir(27). Bir g¢alismada da siganlarin karin bolgesinden fasyokutan
greftler alinarak siganlarin sirt bolgesine uygulanmis ve kandan elde edilen CD133+
hiicreler enjekte edilmistir. Deney grubunda dermis kalitesinin ve damarlanmanin

arttig1 gézlenmistir(47).
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YDKKH’in isaretlenerek uygulandigi ve etki mekanizmasinin arastirildigi
bir ¢aligmada; isaretli kok hiicrelerin 28 giin igerisinde sayica azaldig1 ve iskemik
dokularda kok hiicre birikiminin daha fazla oldugugézlemlenmistir. Bu ¢alismada
kok hucrelerin ortama konduktan sonra parakrin bir etki gdstererek anjiogenez
tizerinde etkileri oldugu bildirilmistir(48). Baska bir ¢alismada da YDKKH’lerin,
kraniofasiyal onarimlardaki kullanimlari, derlenmis ve zedelenmis yiizeylerde bile
yag greftleri ile kombine kullanimlarinda, damarlanmay1 arttirdiklar1 ve bu sayede
greft emilimini azalttiklar1 bildirilmistir(49). Farkli bir c¢alismada ise VEGF
transfekte edilen kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin, VEGF transfekte edilmemis
olan kemik iligi kaynakli kok hiicrelere gore yag grefti sagkalimini arttirdigi, yag
nekrozu ve fibrozisi azalttigi gosterilmistir(50). Benzer sekilde yag grefti sagkalimini
arttirmayr amacglayan calismalarda da kok hiicre uygulamasi ile yag grefti
sagkalimimin artti§i  gozlenmistir. Vaskiiler biiyiime faktorlerinin  ve yeni

damarlanmanin arttig1 bildirilmistir(51-53).

Kok hiicreler g¢ogunlukla iiretilmelerinin ardindan kullanilirlar ancak
uygun sogutma kosullarinda saklanarak, kok hiicrelerin bolinme ve farklilagsma
Ozelliklerini koruyabilecekleri gosterilmistir(54). Calismamizda kok hiicreler
saklanmadan kullanilmistir ancak benzer sekilde arastirmalar yapilarak kok
hiicrelerin saklanmasi1 sonrasinda da akut yaralanmalardaki tedaviler i¢cin de kok

hiicre ve greft kombine kullanimi arastirilabilecektir.

Radyoterapi uygulanmis zeminlerde, kok hiicre uygulamasi sonrasinda
dokularda olumsuz etkilerin geriledigi bildirilmistir(13).YDKKH kullanimi ile
uygunsuz yara yataginda greft sagkaliminin artabilecegiongoriisiiyle yapilan bir
calismada diyabetik sicanlarda YDKKH uygulamasinin TKDG sagkalimini arttirdigi
tespit edilmistir(20).Diyabetik farelerde yapilan bir ¢alismada endotelyal progenitor
hiicreler verilen grupta yag grefti sagkaliminin verilmeyen gruba gore daha ytiksek
oldugu, dokuda damarlanmanin arttifi ve yag greftlerin apopitozisin azaldig1

gorilmistiir(55).
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Kontraksiyonu azaltmak i¢inYDKKH kullanim literatiirde mevcuttur. Bir
calismada Dupuytren kontraktiirinde YDKKH denenmis ve miyofibroblastlarda a-
SMA protein ekspresyonunu azaltarak kontraksiyonu azalttigi bildirilmistir. Peyroni
hastaligi, akciger fibrozisi, karaciger fibrozisi gibi benzer Ozellikler gosteren

durumlarda da YDKKH uygulamasinin olumlu etkileri olabileceginden
bahsedilmistir(56).

Cell sheet seklinde kok hiicre tabakalarinin uygulamasi yeni ve pahali bir
yontemdir. Henliz yaygin kullanim sansi bulamamis olmasina ragmen bu yontem
homojen hiicre dagilimi saglamasi, kolay uygulanabilir olmasi gibi diger kok hiicre
cogaltilmas1 yontemlerine gore artilara sahiptir. Calismamizda iki adet kok hiicre
uygulanma yoOntemi kiyaslanmig, 1stya duyarli kaplarda ve polisteren doku
kaplarinda ¢ogaltilan kok hiicre tabakalarinin etkileri enjeksiyon seklinde uygulanan
kok hiicreler ile kiyaslanmustir. Cell sheet seklinde kok hiicrelerin uygulandigi grupta
makroskopik olarak diger gruplara gore daha fazla sagkalim izlendi, ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi. Uygulama kolaylig1 saglamasi, agik
yaranin tim ylizeyine homojen olarak kok hiicrelerin dagilmis olmasi gibi artilar
icermesi ilecell sheet uygulamasi, enjeksiyon seklindeki uygulamaya gore farklar ile
one ¢ikmistir. Mikroskopik olarak yapilan degerlendirmeler de benzer sekilde damar

sayis1 daha fazla bulunmus ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamastir.

Istya duyarli kaplar kullanilan grupta daha stabil neovaskiilarizasyon, daha
iistiin epidermal morfogenez ve daha kisa zamanda iiretim goézlenmistir(30).Kok
hucrelerin doku muhendisligi ile sekillendirilmesi sonrasinda da hiicre tabakalari
farkli amaglar igin cilt altina uygularak deneylerde kullanilmaktadir(57). Tabaka
seklinde kullanim, tabakanin iizerindeki alanlarda dolasim problemlerine yol
acabilmektedir, literatirde 80um’ye (ii¢ tabaka) kadar sorunsuz kullanimlar
bildirilmistir. Daha kalin uygulamalar i¢in asamali onarim Onerilmistir(31).
Calismamizda tek tabaka seklinde YDKKH kullanimi, greft dolasimini bozmamasi

agisindan tercih edilmistir.
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Greft uygulamas: i¢in uygun zemin olmasina ragmen, uzun dénemde
olusabilecek problemleri engellemek i¢in bazi durumlarda flepler ile onarim tercih
edilmektedir. Kisith hallerde ve kiiciik alanlarda kompozit greftler de onarimda

kullanilabilmektedir.

Calismamizda, fleplere gore teknik olarak daha kolay ve kisa siirede
uygulanan, goriintii olarak fleplere yakin sonuclari olabilecek ve donér saha
tercihileri agisindan daha zengin se¢enekler sunan kompozit greft kullanimi yara
onarimi i¢in tercih edildi. Bu yontemin en 6dnemli dezavantaji sagkalim oranlarinin

diisiik olmas1 ve bu yiizden ¢ok kii¢iik alanlarda klinik olarak tercih edilmesidir.

Caligsma literatiirde greft ve flep ile onarimlar i¢in sik¢a kullanilan Wistar-

albino cinsi siganlarda planlandi.

Yas, yara iyilesmesinde gecikme ve bozulmaya yol agmaktadir. Siganlarda
agirlik ve yas arasinda dogru bir oran mevcuttur, bu bilgiler 1s18inda 300gr lizerinde
sicanlar secildi. Ostrojen degisiklikleri olabilmesi ve Ostrojenin yara iyilesmesine

olan etkilerinin dislanabilmesi i¢in erkek siganlar ¢alismada kullanildi(58).

Deri greftleri ge¢ donemde, uygulama esnasindaki dermis kalinlig ile ters
orantiliolarak kontraksiyon olusturmakta ve daha glzel kozmetik sonuclar
olusturmaktadir(8).Erkek si¢anlarin daha kalin derisinin olmasi calismada kalin

greftlerin elde edilmesine olanak sagladi(58).

Sicanlarin sirtinin hareketli olmasi1 ve rahat uygulama yapilabilmesi goz
oniinde bulundurularak sirtta yara modeli kullanildi. Sicanlarda yaralar
reepitelizasyon ve kontraksiyon ile iyilesmektedir. Kontraksiyon ile iyilesme i¢in
calismalarda disi sicanlar tercih edilmektedir. Kontraksiyon ile iyilesme i¢in en az

4cm? genislikte kare seklinde yara modeli onerilmektedir(58).

Caligmamizda kontraksiyon ile iyilesmeyi azaltabilmek ve greft

tutabilirligini rahat degerlendirebilmek i¢in 3x3cm (9cm2) yara modeli olusturuldu.
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Literatirde KKDG, TKDG ve kondrokutan6z kompozit greftlerde
yasayabilirlik iizerine ¢ok¢a caligma mevcuttur. Greft uygulamasi esnasindaki greft
kalinliginin artmasi, greft yasayabilirligi olumsuz etkilemektedir. Calismamizda
panniculus carnosus kasini da igerecek sekilde derin sirt kaslar1 ve fasyalari
korunarak tam kat doku kayb1 modeli cerrahi olarak olusturuldu. Panniculus carnosus
kasinin TKDG’ne eklenmesi ile greft kalinlagtirilmasi1 hedeflendi. Eksize edilen doku
kendi etrafinda 180° donduriilerek, Eckhaus ve arkadaglarmin calismasinda

tarifledigi gibi muskulokutanéz kompozit greft olarak kullanildi(59).

Hematom olusumunu engellemek icin dikkatli diseksiyon yapildi ve
elektrokoter ile kanama kontrolii uygulandi. Postoperatif takiplerde hematom

olusumu izlenmedi.

Calismamizda fotograf ile alan Olglimii ve renk analizi ile greft
sagkaliminin 6l¢iilmesi planlandi. Fotograf ¢ekimlerinde, dis 1siktan ve golgelerden
olabildigince az etkilenme olmasi i¢in tiim fotograf ¢ekimleri 11k almayan karanlik
bir odada yapildi. Cekimlerde yansiyan 1s18a ait parlamalar1 azaltmak icin sirkiiler
polarize filtre kullanildi ve ¢ekimler genellikle fotografe¢ilikta kullanilan 11kl kutu
(light box) diizenegi igerisinde gerceklestirildi. Takipler sirasinda birgcok greftte
epidermisin soyulmasi {iizerine miyokutan6z kompozit doku greftlerinde sadece
histopatolojik olarak nekroz ve {ilserasyon degerlendirilmesi yapilmasma karar
verildi. Literatlirde demiyokutanéz kompozit greft kullaniminda epidermiste soyulma
olabilecegi bildirilmistir(59).

Calismamizda iki adet kontrol ve iki adet deney grubu kullanilmustir.
Kontrol gruplarindan birine sadece yara olusturulmasi ve kompozit greft ile yaranin
onarimi basamaklar1 uygulanmistir [Grup1(K)-kontrol]. Ikinci kontrol grubunda
kontrol grubundaki islemlere ilaveten kompozit greft uygulamasi Oncesinde
0.4cc(401IU) tasiyict medium soliisyonu greft ve yara igerisine sekiz adet alana, her
alana 51U gelecek sekilde enjekte edilmistir. Enjeksiyon islemi ve tagiyici mediuma

ait olan etkilerin aragtirilmasi hedeflenmistir [Grup2(M)-medium].
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Deney gruplarindan birine kontrol grubundaki islemlere ilaveten kompozit
greft uygulamasi 6ncesinde 0.4cc(401U) tasiyict medium soliisyonu igerisinde 4x10°
VEGFTE-YDKKH greft ve yara icerisine sekiz adet alana, her alana 51U gelecek
sekilde enjekte edilmistir [Grup3(E)-enjeksiyon]. Benzer sekilde enjeksiyon ile kdk
hiicre uygulamalar literatiirde mevcuttur, ancak kok hiicrelerin uygulanmasi gereken

miktar konusunda ortak bir goriis yoktur.

Farkli caligmalarda c¢ok degisik miktarlarda uygulamalar tarif
edilmistir(60). Ikinci deney grubunda kontrol grubundaki islemlere ilaveten
kompozit greft uygulamasi 6ncesinde alici alan {izerine hiicre tabakasi seklinde
4x10° VEGFTE-YDKKH uygulanmigtir. Bu grupta enjeksiyon islemi uygulanmadigi
icin dokularin daha az travmatize olacagi ve 6dem olusumunun daha az olacagi
diistiniilmiistiir. Ayn1 zamanda her bolgeye kok hiicrelerin homojen olarak dagilacag:

ve daha etkin bir tedavi olabilecegi 6ngoriilmiistiir [Grup 4(C)-cell sheet].

Makroskopik takipleri sirasinda zaman ile tiim gruplardaki greftli alanlarin
kiigiildiigii izlenmistir. Deney gruplart olan Grup 3(E) ve Grup 4(C)’de daha fazla
makroskopik sagkalim izlenmistir. Ancak istatistiksel olarak gruplar arasinda bir fark
saptanamamistir. Gruplarin mikroskopik olarak saptanan degerleri Tablo 7, Tablo 8,

Tablo 9 ve Tablo 10°da goriilmektedir.

Mikroskopik olarak Olgiimleme yapilan degerlerde de benzer sonuglar
gordiigimiiz ¢alismamizda Grup3(E) ve Grup4(C)’de diger gruplara gore daha fazla
kas dokusu izlenmis ve daha fazla damar sayisi saptanmis olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamastir.

Gruplarin arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamasinin olasi
nedenlerini arastirdigimizda, sicanlarin yasli olmasi sonrasinda yara iyilesmesinin
gecikmesi ve bireysel farkliliklarin daha belirgin hale gelmesi sonrasinda standart

sapmalarin biiylimesi olas1 bir etken olarak kagimiza ¢ikmaktadir.
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Diger olasi1 bir etken takip siiresidir. Caligmamizda takip siiresi bir ay
olarak sinirlandirilmistir. Ancak daha uzun takip stiresi ile kok hiicrelerin sagkalima
olan etkisinin daha belirgin hale gelebilecegi ve makroskopik olarak kontraksiyonun
daha belirgin olabilecegi diisiinlilmiistiir. Gruplardaki alan degisimleri; Tablo 3,

Tablo 4, Tablo 5 ve Tablo 6’ da gosterilmistir.

Ayrica sayisal ve gorsel olarak makroskopik farklar olmasina karsin
gruplarin arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamasi gruplardaki denek
sayisinin az olmasi ve istatistiksel olarak gruplardaki standart sapmalarin biiyiik
olmast ile iliskilendirilebilir(¢calismanin giicii). Bu olasi etkeni ortadan kaldirmak icin
daha fazla denck ile benzer ¢alismanin yapilmasi, iki uygulama yonteminin
sagkalima olan etkilerini daha uygun sekilde yansitmaya yardimer olabilecektir.
Literatiirde ilk kez iki farkli kok hiicre uygulamasinin kiyaslandigi calismamizin
istatistiksel olarak anlamli sonuglar alinamamis olmasina ragmen, gelecekte

yapilabilecek benzer ¢alismalar i¢in yol gosterici olmasini iimid ediyoruz.

7. SONUCLAR

Calismamizda miyokutanoz kompozit greftlerde yasayabilirligi arttirmak
ve glivenilir bir sekilde daha genis Olclilerde kompozit greft kullanimina olanak
saglamak amaciyla YDKKH kombine uygulamasinin etkinligi arastirildi. Literatiirde
kompozit greft yasayabilirliini arttirmaya yonelik anjiogenik potansiyeli olan ve
antiinflamatuar etkinligi olan ajanlar denenmis olup bunlarin olumlu etkileri
bildirilmistir. Ancak bu ajanlar klinik olarak uygulama alani bulamamistir. Bu
yizden kompozit greft uygulamalarinda, kok hiicrelerin kombine olarak

uygulanmasinin sagkalima katki saglayan yeni bir tedavi olabilecegi inancinday1z.

Takip suresi boyunca VEGFTE-YDKKH uygulanmis olan gruplarda greft
sagkaliminin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu ve greftlerin daha az sekonder
kontraksiyona ugradig1r makroskopik olarak gozlemlendi. Mikroskopik olarak da kok
hiicre uygulanmis olan gruplarda damar sayisinda artis ve kas miktarinda diger
gruplara gore daha yiksek sag kalim gozlendi. Ancak ¢alismamizda planlandigi gibi
kok hiicrelerin kombine uygulanmasininsagkalima olan etkilerinin arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.
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8. OZET

Yaniklar, kazalar, kitle eksizyonlar1 gibi bir¢cok durum sonrasinda genis ve
kompleks acik yaralar olusabilmektedir. Bu yaralarin onarimda en sik kullanilan

yontemlerden bir tanesi greft ile onarimlardir.

Etki mekanizmalar1 aydinlatildik¢a daha da popiiler bir tedavi haline gelen

kok hiicre uygulamalar1 giiniimiizde farkli tip branslar tarafindan kullanilmaktadir.

Calismamizin amaci kok hiicrelerin dokuda yeni damar olusumunu arttiric
ve yara iyilesmesini hizlandirici etkilerinden faydalanarak biiyiik alanlarda kompozit

greftlerin tek seansta uygulanabilmesini saglayabilmektir.

Calismaya 40 adet agirliklar1 351-465 gr. arasinda degisen Wistar albino
cinsi erkek sicanlar dahil edildi. Sicanlar rastgele dort gruba bdliindii. Sicanlarin
sirtinda 3x3cm tam kat doku kaybi olusturuldu. Olusturulan doku kayb1 onarimi i¢in
cerrahi olarak ¢ikarilan doku panniculus carnosus kasmi da igerecek sekilde
kompozit greft olarak kullanildi. Calismamizda VEGF geni trasfekte edilmis yag
doku kaynakli kok hiicreler iki farkli uygulama yontemi ile kullanildi. Deney
gruplarindan birinde deneklere 4x10° kok hiicre enjekte edilerek, digerinde tek

tabaka olacak sekilde 4x10°kdk hiicre “cell sheet” olarak uygulandi.

Sicanlar 4 hafta boyunca takip edildi. 2. hafta sonunda tie-over
pansumanlart agilan siganlar haftalik olarak standart olarak fotografland1 ve saglam
gerft alani 6l¢timleri yapildi. 4. hafta sonunda sicanlar sakrifiye edilerek greftlerden
aliman Ornekler mikroskopik olarak ve immunfloresan boyama ile degerlendirildi.
Greftlerdeki damar sayimlari, kas miktarlar1 ve yag miktarlar1 degerlendirildi. VEGF,
IL6, CD31, TGFB1ve GFP boyamalari uygulandi.

[statistiksel olarak makroskopik ve mikroskopik olarak gruplar arasinda

anlaml fark saptanmadi.

Anahtar kelimeler: Cell sheet, kok hiicre, kompozit greft
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9. ABSTRACT

Large and complex defects can occur after burns, accidents and tumor

resections. Skin grafts are frequently used for treatment of these defects.

Stem cell therapies which have increasing popularity due to discovered

new effect mechanisms, are used in some medical departments.

Aim of our study is to use neovascularisation and healing effects of stem
cell therapy to increase the survival rate of large composit grafts in single stage

application.

The study was planned in 40 male Wistar albino rats, weights between
351-465gr. Rats were randomly divided into four groups. 3x3cm full thickness skin
including panniculus carnosus muscle was surgically removed from the back of the

rats and a complex skin defect was made.

Adipose derivated VEGF gene transfected stem cells were used with two
different methods. In the first experiment group 4x10° stem cells were used with

injection, in the second experiment group 4x10° stem cells were used as a cell sheet.

Rats were followed four weeks. After the second week tie-over dressings
were removed and standart photographs were taken in weekly basis to evaluate
macroscopic area. After four weeks rats were sacrified and samples were evaluated

with immunfluorescent and microscopic methods.

Vascular count, fat and muscle mass was evaluated. VEGF, IL6, CD31,
TGFBland GFP dyes were used.

Statistically no signifficant difference were found between the groups.

Key words: Cell sheet, stem cell, composit graft
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