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1 AMAC VE KAPSAM

Plastik cerrahide perforator flepler rekonstriiktif cerrahi tarihinin geldigi 6nemli
noktalardan birini temsil etmektedir. Ik tanimlanan perforatér flep olan derin inferior
epigastrik arter perforatér (DIEAP) flebi giiniimiizde meme kanseri cerrahi tedavisi
sonrasi otojen meme rekonstriiksiyonu icin sik kullanilan ve en iyi rekonstriiktif
sonucu veren yontemlerden biridir.

Fakat DIEAP flebinin, bu ayricalikli konumuna ragmen rapor edilen bazi
sorunlar1 bulunmaktadir. Flebin besleyici arterine en uzak 4. bolgesinde gelisebilen
dolasim bozukluklar1 hala rekonstriiktif cerrahlara zorluklar ¢ikarmaktadir. Cesitli
cerrahi merkezlerin yayinlarinda farkli ¢éztiimler 6nerilmistir fakat bu ¢oziimler ileri
derecede cerrahi beceriyi ve tecriibbeyi gerektirmekte ve cogunluka ek islem
icermektedir.

Gerek perforator olsun gerek diger tip fleplerde olsun, giiniimiizdeki ileri teknik
olanaklar ve cerrahi tecriibeye ragmen, hala kan dolasimi ile ilgili sorunlarla
karsilasilmaktadir. Dokuda neovaskiilarizasyon saglayan tedavi arayiglari son
zamanlarda kok hiicre temelli tedavileri benimsemistir. Ozellikle yag doku kaynakli
kok hiicreler (YDKKH) hem elde edilis sekilleri ile hem de deneylerle gdsterilen
doku yenilenmesi ve neovaskiilarizasyon yetenekleri ile plastik cerrahinin ilgisini
¢cekmektedir.

Her ne kadar YDKKH’lerle flep yasayabilirligi lizerinde c¢aligmalar yapilmis
olsa da perforator flep modeli iizerinde yapilmis bir aragtirma yoktur.

Bu calismamizda YDKKH’lerinin sigan DIEAP flep modeli 4. bolgesinde flep

yasayabilirligi lizerine etkilerini aragtirmay1 hedefledik.



2 GENEL BILGILER

2.1 TARIHCE: FLEP CERRAHISI

Glinlimiizde yeniden yapim cerrahisinde temel yontemlerden biri flep
uygulamalaridir. Plastik cerrahide fleplerin bilinen ilk kullanimi M.O. 600 yillarina
Hindistan’da Sushruta Sambhita adli yayinda anlatilmistir. Bu kitapta Sushruta,
alindan cilt flebi transpozisyonu ile burun rekonstriikksiyonu yontemlerini
anlatmaktadir.

Bat1 diinyasinda 1545-1599 yillarinda Italyan Gaspare Tagliacozzi, burun
rekonstriiksiyonu igin cerrahi geciktirme islemi uygulanmis kol flebinin 6zenli
tarifini yapmis ve yayini, plastik cerrahi tarihinde mihenk taglarindan biri olmustur.

19. yiizyil basinda Carpue ve Von Graefe, Hint yontemi ve Tagliacozzi
yontemi ile burun rekonstriiksiyonlar1 yapmistir. Bu faaliyetlerin iizerine Diffenbach
ve Von Langenback’in ¢alismalar1 eklenmistir. Plastik cerrahi alaninda asil biiyiik
adim anestezi ve asepsi tekniklerinin de gelismesi ile saglanmustir. (1)

20.yy ‘da iki diinya savasi ile plastik cerrahi Avrupa ve Kuzey Amerika’da
savas yaralilarin1 onaran cerrahi dal olarak gelisti. Dokular lokal olarak transpoze
ediliyor veya wuzuvlar lizerinde uzak boélgelere tasiniyordu ve bazen de nekrozla
karsilagiliyordu. Gillies “plastik cerrahi giizellik ve kan dolagimi arasindaki bitmez
bir savastir” diyordu. Dikkatler daha ¢ok tiip haline getirilmis rastgele beslenen
“random” fleplerde idi. Bu flepler icin ayrintili uzunluk- genislik hesaplamalari
yapilmisti. Flepleri besleyen kan damarlar1 hakkinda belirli bir bilgi bulunmamakta
idi.

Manchot’un “Insan viicudunun cilt arterleri” adli calismasi 1889 yilinda
yayinlandiginda, Almanca oldugundan takip bulamamisti. Manchot bu ¢aligmasinda
cilt perforatorlerini tanimlamis, onlar1 altta yatan ana arterler ile baglantilandirmis ve
yaklasik 40 adet vaskiiler alan1 haritalandirmisti. 1893 yilinda Spalteholz, “direkt cilt

damarlari”n1 ve “indirekt cilt damarlar’”ni tanimlamistir. 1930 yilinda Salmon,



Manchot’un arastirmasini temel alarak ve radyolojik tekniklerle destekleyerek
80’den fazla alan ve perforatdrler arasi ara baglantilar tanimlamistir. (2)

1970 yilinda Milton fleplerin canlilii i¢in biiyiikk bir damar igeren bir
pedikiiliin flebe katilmasi gerektigini gosterince rastgele beslenen fleplerin donemi
biiytik 6l¢iide kapanmis oldu. (3)

1965 yilinda Bakamjian deltopektoral flebi tanimladiktan (4) sonra “Aksiyal
flep” kavrami ilk olarak 1972 yilinda Mc Gregor ve Jackson’un “kasik flebi” tanimi
ile ortaya atildi. (5) 1970’li yillarda Manchot’un ¢aligmalarinin terciime edilmesi ile
bircok aksiyal flebin, onun daha once tanimladigi damarlar1 temel aldigi ortaya
cikt1.(6; 7)

Ger ve Orticochea tarafindan tanitilan muskulokutan flepler giivenilirligi ve
rotasyon arklariin genisligi nedeni ile hizla popiilerlesti. (8; 9) 1981 yilinda Pontén,
septokutan perforator damarlarin cilt dolasimina yaptigi katkiyr fark ederek
fasyokutan flep kavraminin Oniinii agt1 (10). Fasyokutan fleplerin anatomik temeli
daha sonra Haertsch, Barclay ile ark. ve Cormack ve Lamberty tarafindan
tanimlandi. (11; 12; 13)

Farkli flep cesitlerinin tanimlanmasi ile bazi flep smniflamalar1 giindeme
gelmistir. Daniel ve Kerrigan flepleri kan dolasimlarina , flebe cerrahi olarak
yaptirilan harekete ve flebin igerdigi dokulara gore 3 ana sinifa ayirmiglardir. (Bkz:

Tablo 1) (14)



Tablo 1: Daniel ve Kerrigan’in fleplerin beslenmesi, yaptig1 hareket ve igcerdigi dokuya gore
siniflamast

1- Beslenme

Random(kutanz)
Aksiyal/pedikiilli

2- Teknik(hareket)

[lerletme
V-Y,Y-V
Tek pedikiilli
Bipedikiilli

Pivot
Rotasyon
Transfozisyon
Interpolasyon/ada

Uzak

Direkt

Tiip haline getirilmis
Serbest

3- Doku igerigi

Kutanoz
Fasyokutan
Muskulokutan
Kas
Osseokutan
Sensoryel

2.1.1 DERIN INFERIOR EPIGASTRIK ARTER FLEBi ONCESIi DONEM: TRANSVERS
REKTUS ABDOMINiS MUSKULOKUTAN FLEBI

Mathes 1977 yilinda meme rekonstriikksiyonu i¢in rektus abdominis
muskulokutan flebini vertikal bir cilt adasi ile kullanmisti. (15) Transvers rektus
abdominis muskulokutan (TRAM) flebi ilk olarak 1982 yilinda Hartrampf tarafindan
yine meme rekonstriiksiyonu i¢in tarif edildi. (16) Bir mihenk tas1 haline gelen

yayinda, Hartrampf normalde abdominoplastide eksize edilen dokunun, derin



superior epigastrik arterden (DSEA) beslenen proksimal temelli rektus abdominis
(RA) kast tizerinde, mastektomi defektinin rekonstriiksiyonunda kullanimini tarif
etmistir. i1k tanitildiginda bu flep o dénemde yaygin olarak kullanilan implant, meme
hacmini tam veremeyen lattisimus dorsi kas flebi veya ¢ok basamakli tiip haline
getirilmis abdominal flep rekonstriiksiyonlarinin yaninda g¢ekici bir alternatif
olusturmustur.

TRAM flebinin kan dolasimi, derin epigastrik arteryel sisteminin, RA kasi
icinden gecen perforatdrlerinden beslenen karin 6n duvari dolasimina dayanir. Kasi
delip gecen bu perforator arterler asil olarak derin inferior epigastrik arterin (DIEA)
dallaridir ama superiordan inerek anastomoz yapan DSEA’den de beslenebilirler.
Cerrahi sirasinda flebi olusturan cilt ve ciltaltt dokusu, RA kasinin anterior kilifindan
ayrilmayarak, derin epigastrik sistemin kastan gegerek cilde giden perforatorleri
korunur. Cilt adas1 mastektomi alanindaki cilt defektini doldururken, ciltalti yag
dokusu ve kas, gerekli hacmi saglar. Alt karinda abdominoplasti skarina benzer bir
skar kalirken, karindaki fazla cilt ve yag dokusu yok olur ve karin siliieti diizelir.

Bu avantajlar sayesinde TRAM flebi, otojen meme rekonstriiksiyonunda en
tercih edilen yontemlerden biri olmustur. Ote yandan her hasta TRAM flep ile
memnun edici sonuglar almayabilmektedir ve siiphesiz bazi hastalar belirgin karin
bolgesi morbiditesi ile tanigmiglardir. Hartrampf serilerinden birinde hastalarinin
hicbirinde fitiklasma olmamasina ragmen bipedikiillii TRAM hastalarinin yaridan
fazlasinda ve tek pedikiilli TRAM hastalarinin iicte birinde, karin gii¢siizligi
kaydetmistir (17).

Zamanla mikrocerrahi tekniklerin de gelismesi ile bu flebin ana besleyici
damar1 olan DIEA’nm kullanilabildigi serbest TRAM flebi de yaygin olarak
kullanilmaya baslandi. Serbest TRAM flebi cerraha flep sekillendirmede fazladan bir
ozgirliik sagliyordu ve daha az miktarda RA kas1 gerektiriyordu (18; 19).



2.1.2 PERFORATOR FLEP KAVRAMI VE DERIN INFERIiOR EPiGASTRIK ARTER
PERFORATOR FLEBINIiN TANINMASI

1987 yilinda Taylor ve Palmer, Manchot ve Salmon’un c¢alismalarina
dayanarak anjiozom ismini verdikleri kaynak arterlerin vaskiiler bolgelerini
tanittiklar1 ¢alismalarini yaymladilar (20).

Taylor ve Palmer’a gore insan viicudu, belirli arterlerden beslenen doku
iinitelerinden yapilmis {i¢ boyutlu bir yapbozdur. Bu doku iinitelerine anjiozom
denir. Anjizomlarin baslica iki beslenme yolu vardir. Direkt rota, ana gorevi cildi
beslemek olan arterler tarafindan takip edilir. Indirekt rota, ana gorevi kas ya da
baska derin dokular1 beslemek olan arterler tarafindan takip edilir. Damarlar sabit
noktalardan ¢ikarlar ve hareketli bolgelere dagilirlar. Kan dolasimi, birbiri ile
“choke” arterler ve arterioller lizerinden bagh arterlerden olusan bir sistemdir (21;
22).

Bir perforator flebin ilk tarifi, DIEAP flebinin 1989 yilinda Soeda ve
Koshima tarafindan agiz tabani ve kasik defekti rekonstriiksiyonu i¢in kullanilmasi
ile  yapilmistir (23). Yazarlar genis bir flebin kas olmadan, tek bir kas
perforatdriinden beslenebilecegini belirterek, flebi RA kasi olmadan kaldirmayi tarif
etmiglerdir. Boylece perforator flep devri baglamistir.

1994 yilinda Allen ve Treece, DIEAP flebinin post-mastektomi meme
rekonstriiksiyonlarindaki kullanimini anlatmigstir. (24)

Perforator flepler bundan sonra yaygin bir sekilde kullanilmaya ve her gegen
giin baska bir perforator flep tanimi yapilmaya baslandi. Popiilerlesme ile birlikte
ortaya c¢ikan adlandirma ve iletisim hatalarii gidermek igin pek ¢ok toplanti ve
yayin yapildi. Bazi tanimlarda fikir birligine varildi. (25; 26)

Perforatér damar, viicudun aksiyal damarlarindan birinden koken alan,
subkutan yag dokusuna gelinceye kadar yag ve interstisiel bag dokusu disinda baska
bir dokunun i¢inden gegen damardir. Sadece derin fasyay: delen direkt perforatorler
ve yollar1 boyunca kas icinden veya intermuskiiler septumdan gegen indirekt
perforatorler olarak iki grupta siniflanirlar. Bir flebin temel aldigi perforatoriin

direkt ya da indirekt olup olmamasi cerrahi teknik agisindan belirleyici olmaktadir.



Indirekt perforatorlerin cerrahisi titiz bir kas ici disseksiyon, buna bagli ameliyat

siiresinin uzamast ve genis bir 6grenme egrisini beraberinde getirmektedir. (26)
Perforator fleplerin besleyici damarlari olan perforatér damarlarin, kas

icinden gecerek ciktigi, tiim perforator fleplerin gercek muskulokutandz flepler

oldugu (Mathes ve Nahai siniflamasina gore tip C fasyokutan flep (27)) kabul edilir.
21)

Sekil 1: Mathes-Nahai fasyokutan ve fasyal flepler siniflamasi: A: direkt kutandz pedikiil;
B: septokutanoz pedikiil; C: muskulokutan pedikiil. (28)

Flepler kaynak aldig1 damara goére adlandirilirlar, arter kisaltmasinin sonuna
“-AP” (A:Arter, P:Perforator) eki getirilir.

Perforator fleplerin diisiikk dondr saha morbiditesi daha kisa iyilesme siiresi
saglarken ve post-operatif agriy1 da azaltmaktadir. Defektin rekonstriiksiyonu igin
fleplere uygun sekil verilebilmesi, yiizeyel defektler icin flebin inceltilebilmesi,
pedikiil oryantasyonunda cerrahin 6zgiirliigli, muskulokutan fleplerde miimkiin
olandan daha uzun bir pedikiil elde etme olanagi, istenildiginde duysal sinirlerin
flebe dahil edilebilmesi perforator fleplerin ek avantajlarindandir. (21; 26)

Kroll ve Rosenfield perforator fleplerin, muskulokutan fleplerin
giivenilirligini  ve fasyokutan fleplerin diisiik dondr saha morbiditelerini

birlestirdigini savunmaktadir. (29) Perforator fleplerde cilt adasinin hiperperfiizyonu



sayesinde komsu iki anjiozomun tek perforator arterden beslenebilmesi miimkiin

olabilmektedir. (30; 31)

2.2 DIEAP FLEP

Meme kanseri teshisi konan kadinlardan yaklasik iicte ikisi meme koruyucu
tedavi alabilirken, en az ligte birine mastektomi uygulanmaktadir ve bu hastalar
meme rekonstriiksiyonu adayi olmaktadir. Rekonstriiksiyona ihtiya¢ duyacak bir
diger bir hasta grubu da O6nlem olarak mastektomi uygulanan kadmlardir (6rnegin
anormal BRCA 1 ve 2 genleri oldugu gosterilenler). Avrupa Meme Kanseri
Direktifi’ne (direktif 2001/20/EC) gére meme rekonstriikksiyonu miimkiin olan en
kisa zamanda, hastanin kendi dokusu kullanilarak yapilmalhidir. (32; 33)

Otojen meme rekonstriikksiyonunun sagladigit memenin, sekil, yumusaklik,
hareketlilik, dogal ptoz ve doku sicakligi gibi Ozellikleri, protez ile yapilan
rekonstriiksiyonlar ile elde edilememektedir. Erken ve otojen rekonstriiksiyonunun
daha ucuz oldugu da gosterilmistir. Hartrampf ile birlikte yayginlasan TRAM flebi
onceleri pedikiilli flep olarak daha sonralar1 serbest flep olarak meme
rekonstrilksiyonunda ilk secenek olmustu. Fakat karin duvarinda olusan Onemli
komplikasyonlar nedeni ile cerrahlarin daha az kas rezeksiyonu gerektirecek yontem
arayislart baglamis ve bu arayis meyvesini perforator flepler olarak vermistir.
DIEAP flebi, artik meme rekonstriiksiyonunun icin kesin vazgecilmezi haline
gelmistir. (34; 35)

DIEAP flebi cerrahisinde RA kas1 biitiinliigiiniin miimkiin oldugunca
korunmasi icin bir¢ok perforatdrden vazgegmek sureti ile, secilen bir veya birkag
perforator, kasin i¢cinde disseke edilir. Boylece yapilan fasya ve kas i¢i insizyonlar
disinda kasmn ve fasyanin tamanu korunmaktadir. DIEAP flebinin  perforatdr
fleplerin daha 6nce belirtilen genel 6zelliklerine uyacak sekilde postoperatif agriy1 ve
iyilesme siiresini azalttig1, cerrahi tekniginin bariz bir 6grenme egrisi ile ileri beceri

gerektirdigi goriilmistiir. (21)



DIEAP cerrahisinde TRAM flebine gore karin duvari asimetrileri, herniler ve
sigkinlikler en aza indirilir. Ayrica bu flebin icinde flebin transferi sonrasi atrofiye

ugrayacak kas bulunmaz, bu nedenle tahmin edilebilir sonuglar verir. (34; 36)

Sekil 2: TRAM ve DIEAP flepleri sematik cizimleri. Ust resim: RA kasi ve birden fazla
perforator iceren serbest TRAM flebi, alt resim: RA kasi igermeyen ve daha az sayida
perforator ile beslenen DIEAP flebi. (37)

TRAM ve DIEAP flepleri arastirmalarini karsilastiran bir casilmada DIEAP
flebi ile dolasim eksikligine baglanan flep komplikasyonlarinda artis oldugu
goriilmistiir. Dondr sahayr korumak icin kan dolasimi giivenilirliginden kismen de
olsa feragat edilmesi gerekmektedir. (38)

DIEA karin én duvari cildini besleyen ana arterdir. Iki adet eslik eden veni
bulunur. Arter kas i¢ine girdikten sonra vakalarin ¢ogunda iki ana dala ayrilir; lateral
dal, kasin 1/3 lateral kisminda lateral sira perforatorleri, medial dal, kasin 1/3 medial
kisminda medial sira perforatorleri ve bir umblikal dali verir. (21; 39) (Bkz: sekiller

3ved)
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Sekil 3: Eksternal iliak arter ve ondan ¢ikan DIEA’nm viicutta yerlesimi. (40)
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Sekil 4: Moon ve Taylor tarafindan tanimlanan DIEA dallanma siniflamasi: tip 1: tek dal,
tip 2: ¢ift dal, tip 3: ikiden fazla dal. (39) En sik tip 2 goriiliirken en seyrek de tip 3
goriilmektedir. Pubik dal ve umblikal dal hemen her zaman gériiliir. EiA: eksternal iliak
arter.

Transvers alt karin flebinin kan dolagimi bir ¢ok tartismaya yol agmuistir.
Pedikiillii TRAM ada flebi perflizyonu hakkinda ilk olarak Sheflan ve Dinner bazi
yorumlar yapmuslar, klinik gozlemlerine dayanarak flebi, orta kismi perfiize olan ve
bu perfiizyonu her iki periferik uca dogru azalan cilt elipsi olarak anlatmislardir. Cilt
flebini vertikal olarak dort esit bolgeye (zone) bolmiisler ve dolagimin en ¢ok oldugu
I’den en az oldugu 4’¢ dogru numaralandirmislardir. Buna gore pedikiiliin
bulundugu tarafta (ipsilateral taraf) RA kasinin iizerine denk gelen alana 1. bolge
(zone), orta hattin diger tarafinda (kontralateral) bulunan komsu alana 2. bolge
(zone), ipsilateralde 1. bolgeye komsu olan alana 3. bolge ve kontralateral
hemiabdomende en periferdeki alana 4. bolge ismi verilmistir. (41; 42; 43) (Bkz:
Sekil 5) Her ne kadar “zone”lar yani bolgeler, Sheflan ve Dinner tarafindan tarif
edilmis olsa da ilk olarak Hartrampf’in yayinladigi hasta serisi sayesinde taninmig

ve yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. (41; 16)
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Taylor ve Palmer daha sonra anjiozom konseptini tanimlamis ve komsu iki
bolgenin “choke anastomoz”lar iizerinden baglantili oldugunu tarif etmislerdir. (39;
20; 44) Bu bilgiler 1s181nda, son zamanlarda TRAM flebinde 1. boélgenin her iki
yanindaki komsu bolgeler, 2. bolge olarak kabul gérmeye baslamisti. (39; 45)

Sekil 5: Sheflan ve Dinner ve Hartrampf’a gére TRAM flebi transfiizyon bolgelerinin karin
duvarina igaretlenmis goriiniimi. (Hastanin sag RA kasi ipsilateral olarak kabul edilmistir.)

Erken donemdeki bu perfiizyon calismalarini kontralateraldeki komsu alanin
3. bolge olarak adlandirilmasini 6neren bir dizi ¢alisma takip etmistir. Dinner daha
onceki tarifinin ilk halini diizeltmis ve ipsilateral tarafta kan dolagiminin,
kontralaterale gore istikrarli sekilde daha gii¢lii oldugunu belirtmistir. (46; 41) Daha
sonra farkli olarak serbest TRAM flebine ek olarak serbest DIEAP flebinin de
incelendigi in vivo videoanjiografi (47), laser doppler flowmetri (48), floresan
perfiizyon (49) ve doku oksijenizasyonu (50) calismalari, bu gozlemi destekleyen
bulgular vermistir. Ayrica bazi anatomik bulgular da ipsilateral bolgeler arasinda orta
hattakilere gore sayica daha fazla damarsal baglanti oldugunu gostermistir. (47; 51)

Blondeel, klinik serilerinden birinde, 4. bolgelerinde kan dolagimi eksikligi
goriilen tiim fleplerin lateral sira perforatorlerini temel aldigini kaydetmistir. Buna

dayanarak Blondeel, rekonstriiksiyon i¢in 4. bdlgenin gerekliligi halinde medial sira

12



perforatorlerinin kullanilmasimi 6nerir. Ote yandan 4. bdlge birgok cerrah tarafindan
rutin olarak flepten ¢ikarilmaktadir. (21; 34; 52)

Tiim bu bilgiler 15181nda diisiiniildiigiinde alt karin flebininin perfiizyonu ile
ilgili ilk yapilan yorumlarin ve tanimlanmis 4 bolgenin, giinlimiiz tek ya da birkag
perforator temelli DIEAP flebi icin uygun olmadig1 fark edilmeye baslanmustir. Her
perforator damarin kdken aldigi aksial arterinkinden farkli bir besleme alan1 vardir.
Ustelik iki ana grup olan lateral grup perforatdrler ve medial grup perforatorlerin
alanlar1 arasinda belirgin fark mevcuttur. Bu ana gruplar i¢indeki perforatdrlerin
besledikleri alanlar bile kendi iglerinde farkliliklar gostermektedir. Son zamanlarda
yapilan caligmalar eski tanimlanmis “bdlge”lerin yeniden goézden gegirilmesini
saglamigtir. “Perforatoér anjiozom” ve “perforazom” kavramlart ortaya konmustur.
(53; 54)

Perforatorlerin  besledikleri bdlgelerin, “perforazom”larin aydinlatiimasi
amaci ile kadavra disseksiyonu ve perfiizyonu, taze abdominoplasti materyallerinde
anjiografi calismalar1 ve klinikte artik neredeyse rutinlesmis olan bilgisayarl
tomografi anjiografi goriintiilerinin degerlendirmeleri kullanilmistir. (41; 53; 54)

Medial sira perforatorlerin, lateral grup perforatdrlere gore, sayica daha fazla
ve daha genis olduklar1 goriilmiistiir. Medial perforatorlerin RA kasmi deldikten
sonra, skarpa fasyasina kadar nispeten dik bir uzanimda olduklari, skarpa fasyasini
gecince sayica ¢ok, genis ve hem lateral hem medial olmak iizere bircok yone dogru
dagilan dallar verdikleri izlenmistir. Yan1 sira medial sira perforatorlerinin  hemen
her zaman orta hatt1 gecen dallar verdigi (41; 53; 54) ve bu dallarin aligilmis “choke
anastomoz” damarlarina gore sira dist sekilde genis oldugu kaydedilmistir. (41; 54)
Diger yandan lateral sira perforatorler, medial sira perforatdrlere gore, sayica daha az
ve daha ince bulunurken, bu perforatdrlerin RA kasini deldikten sonra, skarpa
fasyasimna kadar laterale dogru bir uzanimda olduklari, skarpa fasyasini gegince
sayica daha az, daha ince ve laterale dogru dagilan dallar verdikleri izlenmistir.
Lateral sira perforatorlerinin ¢ok seyrek sekilde orta hatti gegen dallar verdikleri
kaydedilmistir. (41; 53; 54)

Taze abdominoplasti materyali lizerinde yapilan bir ¢calismada , bir lateral sira
perforatdriine verilen boyanin, flep viicuttan ayrildiktan sonraki ilk 1 saatte orta hatti

gectigi, ama flep buzdolabinda 72 saat tutulduktan sonra ayni islem tekrarlandiginda
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boyanin kontralaterale gegemedigi gozlenmistir. Bu durum kadavra c¢alismalarinin
gercek fizyolojinin azaltilmis bir gostergesi oldugunu kanitlamistir. Ayni ¢alismada
ilk 1 saatte medial sira perforatorii kullanildiginda 4. bolgenin kanlaniyor oldugu
gozlenmistir. Medial perforatdrlerin  kullanildigi kadavra uygulamalarinda da

kontralateral komsu bolgenin perfiize oldugu ve bu perforatorlerin 4. bolgeye uzanan

damarlar igerdigi izlenmistir. (41)

Sekil 6: DIEAP flebinde perforatorlere 6zgii perfiizyon alanlari; perforazomlar. Solda medial
sira perforatdrlerin, sagda ise lateral sira perforatdrlerin perforazomlar goriilmektedir. (54)

Schaeverien ve Saint-Cyr’in ¢aligmalarinda da subdermal pleksusun dnemi
ortaya ¢cikmistir. Derinde suprafasyal bir damar pleksusu goriilmesine karsin, yiizeyel
subdermal pleksusun, kan dolagiminin baglica saglandig seviye oldugu gozlenmistir.
Kanin, bir perforazomdan digerine veya kontralateral karin yarisina gegerken de 6nce
bu subdermal pleksus seviyesine yiizeye ¢iktigi, gecisini bu seviyede yaptiktan sonra
rekiirran damarlar iizerinden derine indigi gorlilmiistiir. “Choke anastomoz”larin
yerlesiminin muhtemel olarak bu yiizeyel seviyede olduguna inanilmaktadir.
Subdermal pleksusun derininde bulunan suprafasyal pleksus, daha ¢ok scarpa fasyasi
altinda bulunan yag dokunun perflizyonundan sorumlu bulunmustur. Medial sira
perforatorleri kullanildiginda bile 4. bolgede skarpa fasyasi altindaki yag dokuda
dolasim goriillememistir. Bu alanin yag nekrozunun baslica rastlandigi bolge oldugu
bagka aragtirmacilar tarafindan da teyid edilmistir. (39; 41)

Medial ve lateral sira perforatorleri hakkindaki bu bulgulara ragmen
aragtirmacilar pre-operatif Bilgisayarli Tomografi Anjiografi (BTA) ile goriintiileme
yapilmasi, operasyon sirasinda en genis perforatoriin se¢ilmesi ve her hastaya gore

farkli yaklasilmasi konularinda hemfikirdirler. (53; 54)
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2.2.1 DIEAP FLEBI VENOZ DOLASIMI

Yiizeyel inferior epigastrik venin (SIEV), derin inferior epigastrik vene
(DIEV) gore daha genis olmasi1 normal fizyolojik kosullarda alt karin bdlgesi vendz
drenajinin yiizeyel vendz sistemden olduguna dair bir gostergedir. Degisik
calismalarda bunu destekleyen bulgulara ulasilmustir. (21; 41; 55) DIEAP
ameliyatlar1 oncesi ¢ekilen BTA’nin da yayginlagsmasi ile bu fizyolojik durum
goriintiilenebilmektedir. (41)

Kadavralar iizerinde yapilan DIEAP flebi vendz perfiizyonu ¢aligmasinda,
vendz drenajin kontralateralden ipsilaterale donmesi, orta hatta bulunan, her iki
yandaki SIEV’ler aras1 direkt komunikan venler ile oldugu goriilmektedir. (41)

Derin ve yiizeyel vendz sistemler birbirleri ile perforator arterlere eslik eden
venlerle iliskidedirler. Bunun yani sira SIEV’in anatomisi sayica az ve ince medial ,
daha kaln ve fazla sayida lateral perforatér venler seklindedir. Blondeel
caligmalarinda fleplerin %36 kadarinda orta hatt1 gecen ven bulunmadigin
gormistiir. Yanisinra ciddi vendz konjesyon gozlemledigi fleplerin hepsinde
disseksiyon sirasinda yiizeyel epigastrik venin sira disi genisligi dikkat ¢ekmistir.
(21; 51)

DIEAP flebinde olas1 komplikasyonlar1 azaltmak igin ¢dziimler aranmustir.
Bazi arastirmacilar DIEAP flebinde kontralateral tarafin, dzellikle de 4. bdlgenin
kullanilmas1 gereken olgularda, BTA’da perforatorlerin lateral yerlesimli veya ince
oldugu goriildiigiinde, modifiye bir cerrahi teknik ile operasyon sirasinda cerrahi
geciktirme iglemi yapilabilecegini savunmuslardir.

Bunun disinda giivenilirligi artirmak i¢in; perforatdr flebi birden fazla
perforator ile kaldirmak, 4. bolgenin tamami ve hatta 3. bolgenin kismen flepten
cikarilmasi, ameliyat Oncesi perforatorlerin BTA ile goriintiilenerek se¢ilmesi,
ameliyat sirasinda sorunla karsilasildiginda serbest TRAM flebi kaldirilmast veya
abdominal alani iki ayr1 flep halinde kaldirip, flepleri kombine kullanmak gibi
onerilerde bulunulmustur. (23; 34; 53; 52; 56)

DIEAP fleplerde giivenilirligi artiracak diger bir yontem de flep dokusunda
damarlanma artigin1 saglamak olabilir. Deneysel olarak kok hiicre kullanilarak

yapilan yeni damar olusumu tedavileri umut vaat etmektedir. Bu ¢alismada,
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YDKKH uygulamasmin sigan DIEAP flep modelinde flep yasayabilirligi {izerine

etkilerini aragtirmak hedeflenmistir.

23 KOKHUCRE VE YAG DOKU KAYNAKLI KOK HUCRELERIN TANINMASI

Farkl: tiplerde hiicre ailelerine farklilasma potansiyeline sahip kok hiicrelerin,
doku miihendisligi ve gen terapisi alanlarindaki terapotik potansiyelleri ¢ok
bliytiktiir.

Glinlimiizde bu tip uygulamalar icin iki uygun grup kok hiicre vardir:
embriyonik kok hiicreler ve yetiskin kok hiicreler. Embriyonik kok hiicreler birden
cok degisik potansiyelleri olmasi dolayisi ile uygulama i¢in uygun gibi gelse de bu
hiicrelerin elde edilmesinde ve kullanilmasinda hiicre regulasyonu problemleri ve
etik konular engeller teskil etmektedir. Buna karsin yetiskin kok hiicreler hem
immunolojik olarak sorunsuzdur hem de benzer etik sorunlar1 getirmezler. 1961
yilinda Moss ve dig., kas dokusunda elde edilmis satellit hiicreleri ve 1963 yilinda
Becker ve dig., fare kemik iliginde kendi kendini yenileyebilen hiicreleri
tanimladilar. Bunlar hematopoietik kok hiicrelerdir. Bu tanimlar yetiskin kok
hiicrelerin ilk tarifleri olmustur. Bundan sonra McCulloch ve Till’in arastirmalart ile
1960 ‘i yillarin sonunda c¢alismalar hiz kazanmig, kemik iligi mezenkimal kok
hiicreleri tanimlanmis ve 1970°1i yillarin basinda “Agir Kombine immun Yetmezlik”
hastalar1 kemik iligi nakli ile tedavi edilmeye baslanmistir. 1978 yilinda kordon
kaninda yetigskin hematopoietik kok hiicreler bulundu. 1992 yilinda néral kok
hiicreler tanimlandi. (57)

Yetiskin kok hiicreler lizerinde yapilan bir¢ok aragtirma kemik iligi kaynakli
kok hiicreler (KIKKH) {izerinde olmustur. Insan kemik ili§i embriyonik
mezodermden koken alir. Kemik iligi hiicre grubu baslica iki hiicre grubundan
olusur; hematopoietik kok hiicreler ve destek verici mezenkimal stromal hiicreler.
Hematopoietik hiicrelerin biiylime ve farklilasmalar iyi dokiimante edilmis olmasina
ragmen stromal komponent hakkinda bilgiler sinirlidir. Hem deney hayvanlarinda
hem de insanlarda s6z konusu stromal hiicre grubu, heterojen hiicre gruplarindan
olusmaktadir, gruplardan biri de mezenkimal kok hiicreler olarak adlandirilan bir

grup hiicredir. Mezenkimal kok hiicre grubu iizerinde yapilan ¢aligmalar, bu
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hiicrelerin ~ adiposit,  kondrosit, = myoblast ve  osteoblast hiicrelerine
farklilasabildiklerini gostermistir. (58)

Doku miihendisligi icin kemik iliginden elde edilmis mezenkimal kok
hiicrelerin umut verici oldugunu gosteren deneysel ¢aligmalar yapilmistir. Dolayis1
ile mezenkimal kok hiicre grubu gelecekteki doku miihendisligi statejileri i¢in dnemli
bir kaynak teskil etmektedir. Ote yandan geleneksel kemik iligi biyopsi yontemleri
genel veya spinal anestezi gerektirecek kadar agrili olmakta, bu sekilde alinan
materyalden ancak az miktarlarda mezenkimal kok hiicre elde edilebilmektedir.
Miktarin bu kadar az olmas1 ex-vivo bir ekspansiyon islemi gerektirmekte ve bu da
zaman alic1 ve pahali olmasmin yani sira, hiicre kontaminasyonu ve hiicre kaybi
olasiligim1 getirmektedir. Boylece hastanin konforunu c¢ok bozmayan ve hiicre
ekspansiyonunu gereksiz kilacak kadar hiicre sayisim1 saglayan, kolay bir teknikle
kok hiicre elde etme olanagi saglayacak bir kaynak arayisi baglamistir.

Viicuttaki ¢ogu dokuda o dokuya farklilagmaya programlanmis, bir ¢esit kok
hiicre grubunun, bakim ve onarim i¢in kullanilmak {izere varlig1 bilinmektedir. Ek
olarak c¢esitli deney hayvanlarinin birden ¢ok organinin iginde, farklilasma
programi o dokuya ait olmayan kok hiicrelerin varligi gosterilmistir. Yag dokunun da
kemik iligi gibi embriyonik mezodermden koken almasi ve heterojen stromal hiicre
toplulugu iceriyor olmasi, yag dokudan kok hiicre elde edilebilecegi fikrini
dogurmustur. (58)

2001 ve 2002 yillarinda Zuk ve dig., yag dokudan, birden fazla farkli doku
gruplarina farklilagsma yetenegi bulunan bir kok hiicre toplulugunu ilk olarak izole
etmeyi basarmislardir. (58; 59) Bu hiicre toplulugunun farkli oncii hiicrelerden
olusan bir topluluk olmadigi, tek bir tip hiicre oldugunu kanitlamiglar ve bu hiicreleri
YDKKH olarak tanimlamiglardir. Bu hiicrelerin adipojenik, kondrojenik, osteojenik
ve myojenik gibi farkli mezodermal hiicre tiplerine farklilasma yetenekleri gosterildi.
Yani sira ektodermal menseyli doku gruplarina farklilasma da gosterilmistir; noron,
oligodendrosit benzeri hiicreler, fonksiyonel Schwan hiicresi ve epidermal diziden
hiicreler. Ek olarak hepatosit ve pankreas adacik hiicreleri gibi endodermal diziden
baz1 hiicrelere farklilasmalar1 saglanmigstir. Bu hiicrelerin embriyonal kdk hiicreler
kadar fazla potansiyelleri oldugu ve iic germ dizisine de farklilasabildikleri

savunulmustur. (58; 59)
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Ik tanimlandigindan bu yana YDKKH’lerle sayica ¢ok fazla ¢alisma
yapilmistir. En yaygin aragtirma konulari doku iyilesmesi ve rejenerasyonudur.
Iskemi sonrasi revaskiilarizasyon, kalp-damar sistemi rejenerasyonu, kemik-kikirdak
defektlerinin onarimi, intervertebral disk yenilenmesi ve {iriner sistem
rekonstriiksiyonu aragtirilan en sicak konulardir. Fakat bunlar disinda YDKKH ile
deney hayvanlarinda tendon iyilesmesinde ve periferik sinir iyilesmesinde gelisme,
akut spinal kord yaralanmalarinda iyilesme ile diabetik hayvanlarda kan sekerinde ve
karaciger hasarli hayvanlarda karaciger enzim diizeylerinde diisme saglanmistir.
(57)

Bazi yazarlara gore YDKKH’lerin yag dokudaki hangi hiicrelerden kdken
aldiklar1 tam olarak bilinememektedir. Kimi arastirmacilar bu hiicrelerin endotele
farklilasma yeteneklerinden dolayr kan damarlarin1 ¢evreleyen perisitleri temsil
ettigini savunurken, farkli arastirmacilar bu hiicrelerin yag doku igindeki

fibroblastlarin bir alt grubu olabileceginden siiphelenmektedirler. (59; 60)

231 YAG DOKU KAYNAKLI KOK HUCRELERIN PLASTIK CERRAHIDEKI
YERLERI

Elde edilme yontemleri sebebiyle ilk tarif edildiklerinden beri kok hiicreler
plastik cerrahlar tarafindan ilgi gormektedir. Doku miihendisligi ¢aligsmalarinda
mezenkimal kok hiicrelerle ve klinikte yag doku tranferleri ile ¢alismaya aligik olan
rekonstriiktif cerrahlar arasinda YDKKH kolaylikla kabul gormiistiir. YDKKH’ler ile
yapilan klinik c¢aligmalar basta yag dokusu olmak iizere doku transferlerinin
sonuclarint diizeltmeye agirlik vermistir. Deneysel c¢alismalar ise  YDKKH’lerin
yeni damar olusumu, doku veya doku onarimlart i¢in kemik, kikirdak, kas ve yag
dokusuna farklilagma 6zellikleri {izerine olmustur. (60)

YDKKH elde etmek i¢in yag emme yoOntemi ile alman yagda hemen
calisilmaya baslanabilir, eger yag dokusu abdominoplasti ya da bagka bir tiir viicut
sekillendirme ameliyat1 ile elde edilmigse calismaya baslamadan 6nce yag dokunun
cok kiiciik pargalara boliinmesi gereklidir (mikrodisseksiyon). Bundan sonra
sirastyla, eritrosit sayisini azaltmak icin yikama, kollajenaz sindirimi, arkasindan

filtrasyon ve santrifiij yapilir. Elde edilen silispansiyonda, stromal vaskuler
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fraksiyonda YDKKH bulunur. Bu asamadan sonra bu fraksiyon direkt olarak
kullanilabilecegi gibi kiiltiir ortamina koyularak gogaltilabilir. (60) Stromal vaskiiler
fraksiyon ile “agilanmis” ya da “zenginlestirilmis” yag dokusu transferlerinin, yiiz
atrofisi, kozmetik meme biiyiitme gibi alanlarda basarili sonuglar verdigi rapor
edilmistir. (61; 62)

Kiiltire konan ve c¢ogaltilan YDKKH’lerin olast bir uygulama alani,
dokularda hiicre tedavisi ile neovakiilarizasyonun saglanmasidir. Neovaskiilarizasyon
tedavisi doku greftlerinin yasayabilirliginin ve iskemik dokularin iyilestirilmesi
iizerinde umut vaat etmektedir. Flep cerrahisi sonrasinda, tam veya kismi doku
iskemisi ve nekroz seyrek rastlanilan bir sorun degildir. Bu sorun flebin
beslenmesinde bir bozuklukla ilgilidir. Cerrahi teknik diginda, hastada sigara
iciciligi, diabetes mellitus, periferik arter hastali§i gibi sebepler de buna neden
olabilir.

Dokuda yeni damar gelisimi anjiogenez ve vaskiilogenez olarak iki ayri
grupta incelenir. Anjiogenez mevcut kapillerlerden tomurcuklanma ve uzama ile yeni
dal olusmasi olarak tarif edilebilir. Burada endotel hiicreleri uyarilarak boliiniir ve
cogalir. Vaskiilogenezde ise embriyonal mezodermal hiicreler oncelikle
anjioblastlara ve ardindan endotelyal hiicrelere farklilasirlar. (63)

Daha oOnce vaskiilogenezin sadece embriyonal dokularda gelistigi
diisiiniiliiyodu, Ashara ve dig. 1997 yilinda periferik kandan elde edilmis
hematopoietik Oncii  hiicrelerin  invitro ortamda endotelyal bir fenotipe
farklilagabildiklerini gostererek yetiskin dokularda da vaskiilogenez olabilecegini
kanitlamistir. (64)

Vaskiilogenez, sadece embriyoda degil yetiskin dokularda da wvarlig
gosterildiginden beri iskemik dokularin kurtarilmasinda ilgi ¢eken bir hedef
olmustur. Flep yasayabilirligini artirmak i¢in terapétik  vaskiilogenezin
uygulanabilecegi fikri ile bazi ¢alismalar yapilmistir. Anjiogenez ve vaskiilogenezi
uyarabilecek “vascular endothelial growth factor” (VEGF; damar endoteli biiylime
faktorii) gibi biiyiime faktorlerinin kullanimi basarili olmustur. (65)  Fakat
sitokinlerin ve bilylime faktorlerinin yart dmriiniin kisa olabilmesi, hem anjiogenez

hem de vaskiilogenez i¢in farkli sitokinlerin ve faktorlerin, farkli zamanlarda
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etkimesi gerekliligi ve benzeri sebeplerden dolayi, tek baslarina basarilarinin sinirh
olabilecegi diislincesi benimsenmeye baslamistir. (66; 67)

Dokuya yeni damar gelisimini uyaran sitokinler yerine yapitasi olarak kok
hiicre verilmesi, yeni damar gelisiminin ortamdaki belirli sayida endotelyal
hiicrelerle smirlt kalmamasini saglar. Bir veya birkag sitokinin dokuya
uygulanmasindan ziyade bir¢ok farkli hiicreye farklilasabilme potansiyeline ve
muhtemelen karmasik vaskiilogenez basamaklarini diizenleyici etkiye sahip kok
hiicrelerin terapotik vaskiilogenez i¢in kullanilmalar1 savunulmaktadir. (65)

YDKKH’lerin gosterilmis olan  vaskiilogenez potansiyelleri endotelyal
hiicrelere farklilagsma yeteneklerinin yani sira salgiladiklar biiyiime faktorlerinden de
kaynaklanmaktadir. YDKKH’lerin invitro ortamda VEGF salgiladiklari
gosterilmistir. (68; 69; 70)

2006 yilinda Mizuno ve dig., rastgele beslenen cilt fleplerinde damarlanmay1
artirmak icin, fleplere YDKKH uygulamasi sonrasi fleplerde canliligin
arttirilabildigini ve damarlanma artis1 saglanabilecegini gostermistir. (65) Verilen
YDKKH’lerin yeni damar yapisinda endotel olarak yer aldiklarini gézlemislerdir.
YDKKH’lerin ayrica iskemik arka uzvu kurtardigi, myokard enfarktiisii sonras1 kalp
ventrikiil fonksiyonlarini diizelttigi gosterilmistir. (71; 72)

Calismamizda, YDKKH’lerin sigan DIEAP flep modelinde flep

yasayabilirligine etkilerini aragtirmak hedeflenmistir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1  YAG DOKU KAYNAKLI KOK HUCRELERIN ELDE EDIiLMESI

311 YAG DOKU KAYNAKLI KOK HUCRELERIN iZOLASYONU VE KULTURE
HAZIRLANMASI

YDKKH’lerin hazirlanmasi ve uygulamaya hazir hale getirilmesi islemleri
Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nde (KOU-KOGEM) yapilmistir. Sigan inguinal bélgesinden alinan yag
dokusu laboratuar ortaminda, %?5-10 oraninda penisilin-streptomisin i¢eren Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) ile birkag¢ kez yikama igsleminden gegirilerek makasla
lem*lik kiigiik parcalara ayrildi. Yikama isleminden sonra dokular kuru bir petri
kutusuna almip makas yardimiyla en biiyiik parga 1mm’ oluncaya kadar kiyildi ve
tizerine Ca” ve Mg®" icermeyen HBSS ile hazirlanmis %0.075°lik tip 1 kollajenaz
soliisyonundan 2 ml koyuldu. Doku 6rnekleri 15 ml’lik falkon tiipte toplandi. Son
voliim, kollajenaz soliisyonu ile 5 ml’e tamamlanip 37°C’de c¢alkalamali su
banyosunda 60 dk bekletildi. inkiibasyon sonunda, karisimin iizerine 5 ml daha
HBSS eklenerek 1800 rpm(devir/dakika)’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda silipernatant atilarak, pelet Sml HBSS ile sulandirildi ve 70 um’lik hiicre
stizgeci ile stiziilerek, tekrar 1300 rpm ‘de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant atilarak,
pelet iizerine 5 ml eritrosit “lysing” soliisyon eklenip oda 1sinda 5 dk bekletildi. Siire
sonunda 5 ml HBSS eklenerek 1800 rpm’de 10 dk iiclincli kez santrifiij edildi. Bu
islem iki kez tekrarlanip siipernatant atildiktan sonra olusan pelet iizerine %15
oraninda Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1 oraninda penisilin-streptomisin igeren o-
modified minimum essential medium (a-MEM) kiiltiir besiyerinden 1ml eklenip,
pipetaj yapilarak 25 cm”® ‘lik kiiltiir kabma ekim yapildi. Gerekli miktarda kiiltiir
besiyeri koyulduktan sonra 37°C, %5 CO; ve nemli ortamda kiiltiire edildi. 48 saat

sonra besiyeri degistirilerek ylizen tiim hiicreler uzaklastirildi. Haftada iki kez
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besiyeri degisimi tekrarlandi. Flaskin tabani yaklasik %80 oraninda hiicreler ile
kaplaninca (konfluent), tripsinizasyon islemiyle yapisan hiicreler kaldirilip yeniden
kiiltiire edildi ve bu ilk pasaj (sub-kiiltiir) olarak degerlendirildi. Bu islemler {igiincii
pasaja kadar tekrarlandi. Uciincii pasajin  sonunda elde edilen hiicrelerin

karakterizasyon ¢alismasina baslandi.

3.1.2 YAG DOKU KAYNAKLI KOK HUCRELERIN KARAKTERIZASYONU

Sican YDKKH Kkiiltiir kabina yapisma Ozellikleri sayesinde ayirdedildi ve
yapisan hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ¢aligma siiresince zit faz mikroskobu ile
incelendi. Resim 4‘de KOU-KOGEM de iiretilen sigan ~ YDKKH’lerin cesitli

donemlere ait zit-faz mikroskopik goriintimleri goriilmektedir.

=

T

Sekil 7: Sican YDKKH’lerin karakterizasyonu: pasaj 0; 5.giin: (A), pasaj 2; 5.giin: (B), zit-
faz mikroskobik goriiniimleri izlenmektedir. Primer kiiltiirdeki hiicrelerin kolonizasyon
gosterdikleri:(A), ileri pasajlarda ise hiicre morfolojilerinin fibroblast-benzeri goriiniim aldig:
goriilmektedir:(B).

Immunofenotipik &zelliklerin belirlenmesi igin akim sitometrik analizler
gergeklestirildi. YDKKH’ler in vitro farklilagma kapasitelerinin belirlenmesi igin;

adipojenik ve osteojenik farklilasmaya alindi.
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3.1.2.1 IMMUNFENOTIPLEME: AKIM SITOMETRIK ANALIZ

Analizler, her alt-kiiltlir islemi sonrasinda (Pasaj 1’den Pasaj 5’e¢ kadar) ve
FACS Calibur akim sitometri cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler
tripsinizasyon islemi ile kaldirilip, hiicre sayim1 yapildiktan sonra (yaklasik olarak
8x10° hiicre) Phosphate Buffered Saline (PBS) i¢inde homojenize edildi. Belirlenen
hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zgii fluoresan izotiyosiyonat (FITC) ve fikoeritrin
(PE) konjuge monoklonal antikorlardan (CD45, D90, CD29) ve uygun izotip
kontrollerinden 10 pl eklenerek inkiibe edildi (oda 1sisinda, karanlikta, 45 dak.).
Inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azid igeren PBS) eklenerek
santrifiij edildi (5 dk. 1780 rpm) ve 400 pl hiicre yikama soliisyonu ile resiispanse
edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akis sitometri cihazinda
okutuldu ve analizi BD Cell Quest TM software programi ile gerceklestirildi. (Bkz:
Sekil-8).
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Sekil 8 : Pasaj 3 sican YDKKH’lerinin akim sitometrik degerlendirme verileri. YDKKH’ler
CD29 (%97.69) ve CD90 (%80.75) icin pozitif iken, bir hematopoietik belirte¢ olan CD45
%1.24 oraninda tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, sigan yag dokusundan elde edilen
hiicreler mezenkimal tipte kok hiicreler olarak tanimlanabilir.
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3.1.3  YAG DOKU KAYNAKLI KOK HUCRELERIN iN VITRO FARKLILASMASI

3.1.3.1 ADIPOJENIK FARKLILASMA

Kiiltiir kabinin cm”’sinde 3000 adet hiicre olacak sekilde ekilen YDKKH’ler;
icinde %10 FBS, 0,5 mM isobutil-methilksantin, 10°® M deksametazon, 10 pg/ml
insulin, 200 pM indometasin ve 1% penisilin- streptomisin bulunan MEM kiiltiir
medyumunda iki hafta kiiltiire edilerek ve kiiltiir sonrast hiicre i¢i biriken lipidler, Oil
Red O histolojik boyamasi ve RT-PCR ve IF/IHC ile baz1 gen ve protein ekspresyon
panelleri calisilarak tespit edildi.

3.1.3.2 OSTEOJENIK FARKLILASMA

Kiiltiir kabinin cm?®’sinde 3000 adet hiicre olacak sekilde ekilen YDKKH’leri;
100 nM deksametazon, 0.05 pM askorbat-2-fosfat, 10 mM B-gliserofosfat, %1
penisilin-streptomisin ve %10 FBS igeren MEM Kkiiltiir medyumunda 4 hafta
boyunca kiiltiire edildi. Osteojenik farklilasma Alizarin Red S histolojik boyamasi ve
RT-PCR ve IF/IHC ile bazi gen ve protein ekspresyon panelleri ¢aligilarak tespit
edildi.

3.14 YAG DOKU KAYNAKLI KOK HUCRELERIN GFP iLE iISARETLENMESI

3.1.4.1 PLAZMID DNA iZOLASYONU

Yiiksek kalitede plazmid DNA izolasyonu, ayirma ve saflagtirma islemleri
sonrasinda E.coli ‘den toksik lipopolisakkaritler gelmemesi i¢in EndoFree Plazmid
Maxi Kiti kullanilarak gerceklestirildi. Segici kati besi ortamindan yeni ¢ogalmis tek
bir koloni alindi ve 2-5 ml uygun antibiyotik iceren Luria Bertani broth (LB) siv1

besi ortamina ekilerek 8 saat boyunca 300 rpm ve 37° C ‘de ¢ogaltildi. 250 ml secici

24



LB ortami, 1 ml igerisinde, bakteri cogalmis ortam ile inokiile edilecek ve ayni
kosullarda 12-16 saat bekletildi. Hiicreler 6000 rpm hizda 15 dakika boyunca 4° C*de
dondiiriilerek toplandi ve 10 ml siispansiyon tampon ¢ozeltisi igerisinde homojen
hale getirilip oda sicakliginda 5 dakika bekletilmeden 6nce, 10 ml sindirim sivisi
tamponu eklenip sertge 4-6 kez ters cevrilerek karistirildi. 10 ml buzda sogutulmus
sindirim sivisin1 nétralize edici tampon eklenerek, 4-6 kez ters cevrildikten sonra
karigim filtre kolonuna aktarildi ve 10 dakika bekletildikten sonra akitildi. Bundan
sonra karisim, 50 ml tiip igerisine aktarilip 2,5 ml ¢oktiirme tamponu eklendi ve 30
dakika buzda bekletildi. Bundan sonra karigim, 10 ml ilk yikama tampon ¢ozeltisi ile
onceden dengelenmis QIAGEN-tip 500 kolonuna eklenip, siiziilmesi beklendi.
Kolon, 2 kez 30 ml ikinci yikama tamponu ile yikand1 ve 15 ml ikinci nétralizasyon
tamponu icerisinde DNA ¢0ziildii. Plazmid DNA ‘s1 10,5 ml izopropanol eklenerek
4° C‘de, 30 dakika boyunca asgari 15,000 rpm hizla ¢oktiiriildi. DNA, 5 ml
endotoksin igermeyen %70 etanol igerisinde yikanip 10 dk boyunca asgari 15,000
rpm hizla ¢oktiiriildi. Yikanmis plazmid DNA‘s1 oda sicakliginda 5-10 dakika
kurutulduktan sonra endotoksin igermeyen TE tamponu igerisinde istenilen hacimde

¢Ozildii.

3.14.2 GFP GEN TRANSFORMASYONU

Gen aktarimi elektroporasyon yontemini temel alan Neon Transfection
Sistemi, 10 pl Neon Kit ve 100 pl Neon Kit kullanilarak gerceklestirildi. Yiiksek
kalitede (endotoksin icermeyen) plazmid DNA‘st 1-5 pg/ul konsantrasyonunda
deiyonize su igerisinde hazirlandi, YDKKH’ler ise deneyin olacagi giinde % 70-90
kaplama (konfluent) oranma ulasacak sekilde (transfeksiyon basma 0,5-1 x 10°
hiicre) cogaltildi. Deney giiniinde hiicreler kiiltiir kabindan kaldirilarak ve Ca*’ ve
Mg*" icermeyen PBS’le yikanip, 1300 rpm’de 5 dk santrifiij edilip “Resuspension
Buffer R“ tampon ¢ozeltisi ile son hiicre yogunlugu 1 ml basma 1,0 x 10" hiicre
olacak sekilde hazirlandi. 6 kuyucuklu kiiltiir kaplari igerisine, 2 ml serum igeren,
secici antibiyotik icermeyen uygun besiyeri eklenip, 37° C ‘de, %5 CO, devridaimli,

nemli ortamda inkiibe edildi.  Steril 1,5 ml mikrosantrifiij tiipii igerisine

25



transfeksiyon basma 2- 4 pg plazmid DNA‘s1 ve plazmid DNA‘s1 bulunan tiip
icerisine transfeksiyon basina DNA ile birlikte 10 pl olacak miktarda hiicre aktarilip,
Neon™ Pipeti ile yavasca tip icerisine 10 pul DNA-hiicre stispansiyonu cekildi ve
ucundaki hiicre-DNA karisimi ile birlikte Neon™ Pipet Istasyonu igerisinde bulunan
ve 3 ml elektrolit tamponu eklenmis tiipe yerlestirildi. Belirtilen ayarlarda sistem
elektrik akimi (atimimi/sokunu) uygulanip, gen aktarilmis hiicreler hemen 6nceden
isitilmig serum igeren, ama secgici antibiyotik icermeyen besi ortamina aktarildi.
Hiicreler 37°C*de, nemlendirilmis CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi. Transformasyon
sonrast 3. giinde (transient/gegici ekspresyon) ortam degistirilerek besi ortami
tazelendi, ilk bu noktadan sonra secici antibiyotik (pGFP i¢in G418, Kat. No. 11811-
098) eklendi. Kalic1 olarak gen ekspresyonu icin, 2-3 ay (5-10 pasaj) boyunca

hiicreler antibiyotik direncine gore secildi.

3.2 CERRAHIi: KARINDA DERIN INFERIOR EPIiGASTRIK ARTER FLEBIi
KALDIRILMASI VE YAG DOKU KAYNAKLI KOK HUCRELERIN
UYGULANMASI

Tiim hayvan deneyleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (KOU HADYEK) tarafindan onaylanarak yapildi. Agirliklar 180-
350g arasinda degisen 30 adet Wistar Albino disi sican kullanildi. Siganlarin timii
Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nden temin
edilmis ve yine orada 22°C sicaklikta ve 12 saatlik karanlik-151tk dongiisiinde
barindirilmistir. Tiim deneyler Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Birimi’nde yapilmistir. Ketamin (0,9g/kg) (Ketalar®, Pfizer) ve Ksilazin
(10mg/kg) (Xylazin® Bio, Bioveta) kombinasyonu ile elde edilen anestezi altinda
karin bolgesi elektrikli tras aleti ile tiiylerden arindirildi. Kornealarin kurumasini
onlemek icin géz pomadi (Kemicetine®, Deva) kullanildi. Sigan ¢aligma tepsisine
yapigkan bantlarla sabitlendi, karin bolgesi alkolle silindi ve kurutuldu.

Sican biiytiklikleri farkli oldugundan flep tasarlanirken anatomik nirengi
noktalar1 temel alindi. Buna gore flebin sinirlari; superiorda  ksifoid ¢ikinti,
inferiorda her iki spina iliaka anterior superior, laterallerde posterior aksiller ¢izgi

olmak iizere, gazli kalemle siganin cildine isaretlendi. Ortalama flep boyutlar1 5,5-7
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cm X 3,5-5,8cm idi. Temiz fakat steril olmayan ortamda, 2,5 biiyiitmeli gozliik ile
calisildi.

Cilt insizyonlarinin ardindan flep, lateralden mediale devam eden bir tarzda
pannikulus carnosusun hemen derininden, RA kas fasyasi iizerinden kaldirild.
Kanama odaklar1 koterle yakildi. Her iki tarafli RA kasini delerek ¢ikan perforatorler
gorlilerek korundu. (Bkz. Sekil 9)

Sekil 9 : DIEAP flebi lateralden mediale, perforatér damarlar korunarak kaldirilmis. Ok
baslar1 sol RA kas fasyasini (acik renkli) delerek ¢ikan 3 adet perforatorii gostermektedir. Bir
dordiincii perforator de flebin inferior simirinin disinda kalmistir. Orta hat ok ile
gosterilmistir.

Tiim gruplarda sag RA kasinin birinci veya ikinci perforatér damari, flebin
besleyici damar1 olarak sec¢ildi. Bundan sonra secilen damarin DSEA’den ¢iktigi
nokta korunarak DSEA baglandi. Bu islem icin perforatoriin ¢ikis noktasinin
superiorunda, RA kas fasyasi, kasin lateral sinirindan  baslanarak mediale dogru

kesildi. Disseksiyon ile RA kasinin i¢inde kranial epigastrik arterin posteriorundan
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doniilerek arter baglandi. Bundan sonra secilen perforatdr disindaki tiim epigastrik

arter perforatorleri koterle kaogiile edildi. (Bkz: Sekil 10 ve 11)

Sekil 10: Derin Superior Epigastrik Arterin (DSEA) Baglanmasi. Sag resim: Sag RA
kasimin fasyasi agik renkli olarak ayirt edilebilmektedir), segilen perforatoriin (ok ile isaretli)
¢ikis noktasinin superiorunda, kasin lateral sinirindan baslanarak mediale dogru kesilmis.
Disseksiyon ile RA kasinin iginde kranial epigastrik arterin posteriorundan doniilmiis. Sol
resim DSEA siitiirle baglanmis.

Sekil 11 : Sican DIEAP flebinin tek perforator iizerinde kaldirilmis goriintiisii. DSEA
baglanmis ve segilen perforatdr disindaki diger perforatorler koterize edilmis.

Bu asamadan sonra hayvanlar 4 gruba ayrildi. A grubu (n=6) , kontrol

grubunu olusturdu. Bu hayvanlardan flep tek perforator {izerinde anlatildigr sekilde
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kaldirildi. B grubu hayvanlarin (n=8) fleplerine 0,5 ml kok hiicre medyumu (DMEM;
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, low glucose (1 g/It)) uygulandi. Uygulama igin
flep alt yiizeyi cevrildi ve 4. bolgede ciltalt1 alana, goriilebilen damarlar travmatize

edilmeden, bes ayr1 noktaya 0,1 ml olacak sekilde injeksiyon yapildi. (Bkz: sekil 12)

Sekil 12: DIEAP flebi tek perforatér (ok basi) iizerinde kaldirildiktan sonra, pedikiile en
uzak bolgenin ciltalti1 dokusuna medyum ve kok hiicre uygulandi. Flep dokusunda soliisyona
bagli olusan genisleme agikca goriilebilmektedir.

C grubunda (n=8) hayvanlara 0,5 ml medium icinde 3 x 10° adet YDKKH
ayni sekilde enjekte edildi. Enjeksiyonlarda tiimiinde standart insulin enjektorii (25
guj) kullanildi ve 2,5 biiyiitmeli gozliik altinda goriilebilen damarlarin travmatize
edilmesinden kag¢inildi. D grubunda (n=7) sicanlarin karin cildinde isaretlemenin
ardindan flep kaldirilmadan, 4. bolgeye denk gelen ciltten 1,5 X 1,5 cm’lik bir cilt
biyopsisi alind1 ve defekt primer kapatildi. (Bkz: sekil 13)
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Sekil 13 : D (ameliyatsiz cilt) grubunda sican karin cildinden alinan biyopsinin bolgesi
(taralt alan)

A, B ve C gruplarinda (flep gruplar1) flepler yerlerine iade edilerek dikildi.
Sicanlara dehidratasyonu Onlemek amaciyla sirt bolgesine ciltalti 2 ml kadar
0,09°luk NaCl verildi. Literatiirde tanimlanmig koruyucu sican yelegi modifiye
edilerek giydirildi ve siganlarin sirt bolgesine Shiene teli ve siitiir yardimi ile
sabitlendi. (73) Si¢anlar tek hayvanlik kafeslerde, uygun ortamda tutuldu ve standart
yem verildi. Deneyin herhangi sathasinda yem ya da sivi kisitlamasi uygulanmadi.

Sicanlar giinliik olarak 6zyamyamlik ve genel durum agisindan incelendi.
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3.3 DEGERLENDIRMELER

3.3.1 ANJIOGRAFI:

7. Giinde, B ve C gruplarindan birer adet si¢an rastlantisal olarak secilerek
anestezi uygulandi. Sicanin gogilis kafesi acilarak sol ventrikiil kaniilizasyonu
saglandi ve 1sitilmig, heparinli (Nevparin® 5000 IU/ml, Mustafa Nevzat, ile
hazirlanmis 25 TU/ml konsantrasyonunda) %0,91uk NaCl soliisyonu ile perfiizyona
baslandi. Vakit kaybetmeden sag atriuma yapilan insizyonun ardindan, deney
hayvaninin tiim damar yatagi, 500 ml kadar perfiizyon soliisyonuyla yikandi. Islem
sirasinda hayvanlarda ventrikiil atimimin yaklasik 1 dakika sonra durdugu gozlendi.
Yikama islemini takiben ayni kaniil yoluyla 60 ml kadar 1sitilmis %25°1lik baryum
stlfatl, NaCl soliisyonu, 60 ml’lik enjektor yardimi ile yavas bir sekilde verildi.
Bundan sonra o6lii sigan 24 saat boyunca 4°C’de tutuldu ve akabinde flep eksize

edilerek fotograflandiktan sonra mamografi ¢ekildi.

3.3.2 FLEP CANLI ALANININ BELIRLENMESI:

7. glnlin sonunda gruplardaki hayvanlar yiiksek dozda anestezi altinda
oldirtildi. Flepleri eksize edildi ve mavi renkli bir ortiiniin lizerine yayilarak, sabit
aydinlatma kosullar1 ve sabit uzakliktan (25 cm), digital fotograf makinesi (Canon
PowerShot SD 500) yardimi ile fotograflandi. Dijital imajlar bilgisayar ortamina
yiklendi ve Sketch-up (Version 8, Google) programina aktarildi. Kor bir
arastirmaci tarafindan, Wacom Intuos Model PTK-840 tableti ve Wacom dijital
kalemi yardimi ile her bir imajda sirasi ile flep sinirlari ve canli alan sinirlar ¢izildi.

(Bkz: sekil 14)
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Sekil 14: Flep canli alaninin dl¢iilmesi sirasinda ¢aligma ortami

Her bir ¢izim sonrasinda c¢izilen yiizeyin bilgisayar programinda verilen
birim kare alan1 kaydedilerek canli alan yiizeyi, toplam flep yiizeyine yiizde olarak
oranlandi. Her flep fotografinda pespese olmamak sureti ile iki ayr1 zamanda
degerlendirme yapildi. Istatiksel degerlendirmelerde bir flebin canli alan yiizdesi igin

bu iki 6lgiimiin ortalamasi kullanildi.

3.3.3 DOKU DAMARLANMASININ HiSTOLOJIiK DEGERLENDIRMESI

A, B ve C gruplarinda baryum siilfat infuzyonu yapilan sicanlar digindaki
diger sicanlarin eksize edilen flepleri fotograflamay1 takiben %10’luk formaldehide
kondu. En az 24 saat %10’luk formaldehitte kalan fleplerden patolojik inceleme i¢in
1,5 X 1,5 cm biyopsiler alindi. (Bkz: Sekil 15) Biyopsinin lateral siniri, flepte varsa

pedikiile uzak olan nekrozun sinirina yaslandi ve gozle goriilen nekrotik doku
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icermemesine dikkat edildi. D grubunda hayvanlardan alinan biyopsi dokusu
formaldehite konduktan sonra tiimiiyle kullanildi.

Tiim gruplarda alinan biyopsi dokusu {ige boliinerek, parcgalar derialtt dokuyu
inceleyebilecek sekilde rutin takibe alinip, parafin bloklar hazirlandi. Bu bloklardan
5 um kesitler alindi. Kesitler H&E ile boyandi. Kesitler 15tk mikroskobunda
(Olympus BX51) kor bir ¢alismaci tarafindan 400 biiyiitme altinda incelendi. Her
biyopsinin bir kesitinde 10 adet alan segilerek, bu alanlardaki toplam kapiller
damarlar sayildi. Ayn1 biyopsiye ait farkl bir kesitte islem tekrarlandi ve iki degerin

ortalamasi alinda.

Sekil 15 : Doku damarlanmasinin histopatolojik degerlendirmesi i¢in flep dokusundan alinan
biyopsi. Sag taraf pedikiile uzak olan bdlgedir. Biyopsi alinirken distal nekroz alani
sinirindan insizyon yapilmaistir.

3.3.4 DOKU KESITLERINDE GFP+ HUCRELERIN iZLENMESI

Sicanlara transfer edilen GFP isaretli YDKK’lerin in vivo davraniglarinin
analizi icin IF ikili boyama yontemi uygulandi. Poly-L-Lizin kapli lamlara alinmis
doku kesitleri metanolle tespit edilip PBS ile yikandiktan sonra, %1.5 normal blok
serum iceren PBS’de 30 dk. inkiibe edilerek ve Antibody Diluent ile uygun
oranlarinda dilue edilen primer antikorlar, GFP ve mezenkimal kdk hiicre ve
mezenkimal seri kaynakli hiicre belirteci olan Vimentin eklenerek, oda sicakliginda

2 saat siireyle inkiibe edildi. PBS ile 3 X 2 dk yikama igleminden sonra
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immunfloresan ¢aligmalar i¢in uygun floresan (FITC, ve Texas Red) isaretli
sekonder antikorla oda sicakliginda 30dk. inkiibe edilerek, son asama hiicre ¢ekirdek
boyast (DAPI) iceren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting Medium for
flouresence with DAPI) ile kapatildi. Kesitler fluoresan mikroskopta (Leica DMI
4000 Microsystems) incelenerek fotograflandi. DAPI, Vimentin ve GFP
boyamalarinin goriildiigii iic ayr1 fotograf ¢ekildikten sonra, fotograflar bilgisayar
ortaminda “merge” (iist liste bindirme) islemine tabi tutularak, {ic boya i¢in de

pozitif reaksiyon veren hiicreler dokuya verilmis YDKKH’ler olarak tanindi.

3.3.5 ISTATISTIKSEL INCELEMELER

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007&PASS 2008 Statistical Software
(Utah, USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart sapma, medyan) yami sira niceliksel
verilerin karsilastirilmasinda normal dagilim gostermeyen parametrelerin gruplar
aras1 karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden ¢ikan grubun
tespitinde ve iki grup degerlendirmelerinde Mann Whitney U test kullanildi.
Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4 BULGULAR

41 FLEP CANLI ALANI OLCUMLERI:

A (kontrol) grubunda (n=6), sican DIEAP fleplerinde canlilik oranlari
% 34,89 ve % 56,94 arasinda degisiyordu. (ortalama: % 45,01 + 8,15;
medyan: 44,46).

B (medium) grubunda (n=8), sigan DIEAP fleplerinde canlilik oranlar:
% 27,33 ve % 87,46 arasinda degisiyordu (ortalama: % 51,68 + 24,62;
medyan: 38,30).

C (kok hiicre) grubunda (n=8), sigan DIEAP fleplerinde canlilik oranlari
% 27,15 ve % 86,87 arasinda degisiyordu (ortalama: % 68,20 =+ 25,18;
medyan: 83,08).

C (kok hiicre) grubunun ortalama canlilik oranlart (% 68,20), diger gruplardan
fazla olarak izlenmistir. B (medyum) grubunun da ortalama canlilik degerleri
(% 51,68), A (kontrol) grubuna (% 45,01) gore fazla olsa da, bu fazlalik C grubunun
fazlalig1 kadar degildir. (Bkz.: Tablo 2 ve 3)

A, B ve C gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir

(p=0,141; p>0,05). (Bkz.: Tablo 4)
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Sekil 16: SketchUp Yaziliminda canli alan 6l¢iimii 6rnek calisma goriintiileri. Ust resim:
kontrol grubu, orta resim: medyum grubu, alt resim kok hiicre grubu

Tablo 2 : A, B ve C gruplarinda alinan canli alan yiizde sonuglar1

Gruplarda Canh Alan Yiizdeleri (%)

A (Kontrol) Grubu B (Medyum) Grubu C (Kok Hiicre) Grubu
Al 41.83 B1 27.33 C1 53.11
A2 50.73 B2 39.91 C2 37.04
A3 56.94 B3 36.75 C3 81.1
A4 34.89 B4 87.31 Cc4 85.06
A5 38.62 B5 34.14 C5 88.6
A6 47.1 B6 64.91 Cé6 86.87

B7 87.46 Cc7 86.68

B8 35.64 Cc8 27.15
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Tablo 3 : Grafikte, gruplarda alinan canli alan yilizde sonuglar1 gériilmektedir.

Gruplarda Canh Alan Yiizdeleri

90
80
70
60
50
40
30
20
10

A1|A2|A3|A4|A5|A6| Bl|B2|B3|B4|B5|B6|B7|B8| c1|c2|c3|c4|c5|ce|c7|cs

A (Kontrol) Grubu B (Medyum) Grubu C (Kok Hucre) Grubu

Tablo 4 : Grafikte, gruplarin ortalama canli alan yiizdeleri ve standart sapmalari
goriilmektedir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamaistir.

Gruplarin Ortalama Canh Alan Yiizdeleri (+ SD.)

100

90

80

70

60

50

40 -

30 A

20

10 A

KOK HUCRE
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42 DOKU DAMARLANMASININ HIiISTOLOJIK DEGERLENDIRMESI:

A (kontrol) grubunda (n=6) histolojik preparatlarda 10 alanda sayilan
ortalama damar sayis1 43 ve 92,5 arasinda degisiyordu (ortalama: 66,08 + 20,41;
medyan: 63).

B (medyum) grubunda (n=8) histolojik preparatlarda 10 alanda sayilan
ortalama damar sayis1 59 ve 115,5 arasinda degisiyordu (ortalama: 82,0 + 23,12;
medyan: 71,5).

C (kok hiicre) grubunda (n=7) histolojik preparatlarda 10 alanda sayilan
ortalama damar sayis1 63 ve 89,5 arasinda degisiyordu (ortalama: 77,35 + 11,331;
medyan: 73).

D (ameliyatsiz cilt) grubunda (n=7) histolojik preparatlarda 10 alanda sayilan
toplam damar sayisi 38 ve 46 arasinda degisiyordu (ortalama: 41,42 + 2,68;
medyan: 41).

A (kontrol), B (medyum), C (kdk hiicre) ve D (ameliyatsiz cilt) gruplari
arasinda, en fazla ortalama damar sayis1 B grubunda izlenmis olup, C grubu az bir
farkla B’i takip etmektedir. A grubunun ortalama damar sayist B ve C’e gore daha
azdir. Dort grup i¢inde D grubu acik ara ile en az ortalama damar sayisina sahiptir.
(Bkz.: Tablo 5 ve 6)

A, B ve C gruplarindan alinan kesitlerde damar yogunlugunun, 6zellikle
epidermis altinda artmis oldugu goriildi . (Bkz.: Sekil 17) D grubu kesitlerde, ayni
bolgede benzer bir yogunluga rastlanmadi. (Bkz.: Sekil 18)

A, B, C ve D gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p=0,001; p<0,01). A (kontrol), B (medyum) ve C (kok hiicre) gruplarinin damar
sayilari, D (ameliyatsiz cilt) grubuna gore istatiktiksel olarak anlamli derecede fazla
olarak saptanmistir (B ile D ve C ile D gruplar arasindaki ikili karsilastirmalar
sonuclart siras1 ile 0,001 ve 0,002). Diger gruplarin damar sayilari arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (p>0,05). (Bkz.: Tablo 7)
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Tablo 5 : A, B, C ve D gruplarinda alinan damar sayilari sonuglari.

Gruplardaki Damar Sayilari

A (Kontrol) B (Medyum) C (Kok Hicre) D (Ameliyatsiz
Grubu Grubu Grubu Cilt) Grubu

Al 53.5 Bl 114.5 C1 71 D1 39.5
A2 49.5 B2 62.5 C2 63 D2 41
A3 43 B3 59 C3 89.5 D3 38
A4 92.5 B4 95 Cc4 95 D4 42
A5 85.5 B5 75 C5 73 D5 40
A6 72.5 B6 67 Cé6 71 D6 46
B7 115.5 Cc7 79 D7 43.5

B8 67.5

Tablo 6 : Grafikte, gruplarda alinan damar sayilar1 sonuglari1 goriilmektedir.

Gruplardaki Damar Sayilar

120

100

80

60

40

20

D (Ameliyatsiz Cilt)
Grubu

A (Kontrol) Grubu ‘ B (Medyum) Grubu ‘ C (Kok Hucre) Grubu
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Tablo 7: Grafikte, gruplarin ortalama damar sayilar1 gériilmektedir. Ameliyatsiz cilt grubu
ortalama damar sayilari, diger iic grubun ortalama damar sayilarindan istatistiksel anlamli
derecede diisiik bulunmustur.

Ortalama Damar Sayilan (= SD.)

120

100 I

80

60 -

40 -

AMELIYATSIZ
CiLT

Sekil 17: Cilt ciltalt1 dokusunda 6zelikle subepidermal bolgede daha belirgin damarlanma
artis1 (Resimdeki drnek, kok hiicre grubundan alinan kesitlerden biridir.) (H&E x100) (H&E
x200)
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Sekil 18: Doku Damarlanmasinin Histopatolojik Degerlendirmesi: resimlerde D (ameliyatsiz
cilt) grubu siganlarin biyopsisinde dogal yapida cilt ciltalt1 gériiniim izlenmektedir. (H&E
x100) (H&E x200)

43 DIGER DEGERLENDIRMELER

43.1 ANJIOGRAFI

C (kok hiicre) grubunda yapilan anjiografide damarlar genis ve sayica ¢ok
olarak izlendi, goriilebilen damarlar, flebin genis bir bolgesine yayilmis olarak

gorlildii. B (medyum) grubu anjiografisinde buna benzer bulgular izlenmedi. (Bkz.:
Sekil 19)
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Sekil 19 : Ust Resimler : Medyum grubu baryum siilfat uygulanmis flebin ve anjiografisinin
goriiniimii. Alt resimler : Kok hiicre grubu baryum siilfat uygulanmis flebin ve
anjiografisinin goriinimi

43.2 DIEAP FLEPLERININ ELDE EDILMESIi

7. glnlin sonunda si¢anlarin Oldiiriilmesi sonrasinda tiim gruplarda flep
eksizyonu sirasinda, pedikiill damarinin kalinlagmig oldugu, kivrimli bir hal aldig:

gozlendi. (Bkz.: Sekil 20 ve 21)
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Sekil 20 : 7. Giinde flep eksizyonu sirasinda perforatér damarin goériiniimii (Kok hiicre
grubu)

Sekil 21 : Sekil 15°te goriilen flebin damarlanma goriintiisii (flep eksizyonu sirasinda damar
icinin bosalmasini dnlemek amaci ile pedikiil ipek siitiir ile baglanmistir.

43.3 DOKU KESITLERINDE GFP+ HUCRELERIN iZLENMESI

Doku kesitlerinin Vimentin, DAPI ve GFP ile boyanmasindan sonra kesitler
fluoresan mikroskopta incelendiginde A (kontrol) ve B (medyum) grubundan
alinmig doku kesitlerinde GFP ile pozitif reaksiyon veren hiicrelere seyrek rastlandi.
Vimentin ve DAPI boyamalarmmn fotograflar1 ile iist iiste bindirildiginde, bu

gruplarda 3 boyaya pozitif reaksiyon veren hiicre olmadig: goriildii. (Bkz.: Sekil 22)
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Sekil 22 : Vimentin, DAPI ve GFP boyamalarmin bilgisayar ortaminda {ist {iste bindirilmis
goriiniimleri. Ust resim A (kontrol) grubu ve alt resim C (kdk hiicre) grubundan alinmis
ornekler. Kok hiicre grubunda dermis altinda yogun floresans yayan ve ii¢ boyaya da pozitif
reaksiyon veren hiicreler (YDKKH’ler) goriilmektedir.

Kok hiicre grubundan alinan doku kesitlerinde dermis altinda GFP igin
floresans veren ve 3 boyaya da pozitif reaksiyon veren hiicrelere yogun olarak
rastlandi. (Bkz.: Sekil 22) Bu hiicreler YDKKH olarak tanindi.

Kesitlerden alinan fotograflarin ayrintili incelenmesinde kok hiicre grubunda
YDKKH’lerin dokuda serbest sekilde veya damarlarin g¢eperinde endotel olarak
bulundugu goriildi. (Bkz.: Sekil 23)
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K -

KOK HUCRE

Sekil 23 : B (medyum) grubu (iist 1,2,3,4) ve C (kok hiicre) grubu (alt 1,2,3,4) fleplerin
histolojik kesitlerinin immun boyama sonrasi floresan mikroskopik goriintiileri.

Ust 1’de DAPI ile boyanmus hiicre ¢ekirdekleri (A filtresi), iist 2°de vimentin ile pozitif
reaksiyon veren mezenkimal seri kaynakli hiicreler (TR-filtresi) goriilebilir. Ust 3°de (GFP
boyama) damarigi eritrositlerin ve lamina elastica interna’nin verdigi otofloresan reaksiyon
disinda floresan reaksiyon veren hiicre goriilmemektedir. A4’de (medyum grubu) bu {i¢
goriintiiniin st iiste bindirilmis sekli goriilmektedir.

Alt 1’de DAPI ile boyanmis hiicre c¢ekirdekleri (A filtresi), alt 2’de vimentin ile pozitif
reaksiyon veren mezenkimal seri kaynakli hiicreler (TR-filtresi) goriilebilir. Alt 3°’de damar
ici eritrositlerin otofloresan reaksiyonu disinda GFP+, floresan reaksiyon veren hiicreler
acikca goriilmektedir. Alt 4’de bu {i¢ goriintiiniin iist liste bindirilmis seklinde {i¢ boyamaya
pozitif reaksiyon veren YDKKH’ler oklarla gosterilmektedir. Beyaz oklar: dokudaki serbest
YDKKH’ler, turuncu oklar: Damar ¢eperinde bulunan YDKKH’ler.
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5 TARTISMA

DIEAP flebi TRAM flebi’nin yarattig1 dondr saha morbiditelerinden kaginma
arayislart sonunda uygulanmaya baslanmig ve karin duvari komplikasyonlarinda
bariz diizelmeler saglamistir. Fakat flebi besleyen birgok perforatorden vazgegilmesi
DIEAP kan dolasiminda bazi sorunlari ve akabinde gelisen baz1 flep
komplikasyonlarini da beraberinde getirmektedir.

Serletti ve dig., yaptiklar1 bir meta-analiz ¢alismasinda, 2007 yilina kadar
yaymlanmis DIEAP ve serbest TRAM flep serilerindeki komplikasyon oranlarini
karsilastirmislardir.  Bu calismada DIEAP flep i¢in dondr saha komplikasyonlart
serbest TRAM flebinde goriilenin yarisi iken, yag nekrozu, flebin tam veya kismi
nekrozu gibi komplikasyonlar, serbest TRAM flebinde goriilenin iki kat1 kadar
izlenmistir. Dondr sahay1 korumak i¢in kan dolasimi giivenilirliginden kismen de
olsa feragat edilmesi gerekmektedir. (38)

Dolagim sorunlarindan ilk fark edilen ve en bilineni perforatére en uzak
bolgelerde yani 3. ve 4. bolge ile ilgili olanlardir. Aslinda alt karin duvarini kullanan
tim fleplerde bu bdlgelerde sorunlar belirtilmistir. Serbest TRAM flebinde az
siklikta goriilebilen bu durum, tek pedikiilli TRAM flebinde daha sik olarak
goriilebilmektedir. DIEAP hastalarim inceledikleri bir serilerinde Blondeel ve Kroll,
4. bolgede % 52 oraninda vendz konjesyon izlendigini rapor etmislerdir.
Arastirmacilar hangi cerrahi teknik kullanilirsa kullanilsin 4. bolgede dolagimin iyi
veyahut kotii olabilecegini bildirmistir. (51)

Ote yandan bazi hasta serilerinde vakalarin tiimiinde 4. bolge dolasiminin
yetersiz oldugu gozlenmistir. (74) Gorildigi gibi serbest DIEAP flep klinik serileri
4. bolge yasayabilirligi ile ilgili birbiriyle uyusmayan sonuclar vermistir. (34; 36; 41;
52) DIEAP fleplerinde 4. bdlgenin asil 6zelligi iste bu giivenilmez ve tahmin
edilemez durum olarak tarif edilmektedir. Birgok cerrah DIEAP flebi
planlanmasinda 4. bolgenin hesaba katilmamasi ve rutin olarak eksize edilerek
atilmasini Onerirler. (34; 51) 4. bolgenin atilmasi ile yag nekrozu ve kismi flep

nekrozu sayilarmin azaltilabilecegi savunulmaktadir. Bu nedenle DIEAP flebinin,
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ancak kiicik meme veya flebin %70’inden fazlasmin  gerekmedigi
rekonstriiksiyonlarda secilmesi Onerilmistir. Kroll ve dig. inceledikleri bir seride
flebin % 70’inden fazlasinin  kullanilmis  oldugu bliyik meme
rekonstriiksiyonlarinda, kismi flep kaybi ve yag nekrozu ile daha sik
kargilasmiglardir. (37) Ali ve dig. ameliyat sirasinda 4. bolgede venoz konjesyon ile
karsilasilirsa bu bolgenin atilmasmi Onermislerdir. (75) Ote yandan ameliyat
sirasinda 4. bolge dolasgiminda sorun goriilmedigi halde Blondeel ve dig., bu
bolgenin kullanildig1 hastalarinda kismi flep nekrozlarina ve yag nekrozlarma daha
stk rastlamistir. Blondeel bu hasta serisinde 4. bdlgede sorunla karsilagilan tiim
fleplerin, DIEA lateral sira perforatdrlerinden koken aldigini gdzlemlemis ve flebin
biiylik boliimiiniin kullanilmas1 gerekiyorsa medial sira perforatorlerin se¢ilmesini
onermistir. (34) Ulusal ve dig., yaptiklari laser doppler akimdlger ¢alismalarinda ,
DIEAP flebinin disseksiyonu sonrasinda, DIEA pedikiilii ayrilmadan 6nce 4. bolgede
alinan 6l¢iim degerlerinin 1. bélgeden az oldugunu gérmiislerdir. (76)

Serisini yag nekrozu agisindan inceleyen Bozikov ve dig., 4. bolge flebe
dahil edildiginde yag nekrozu ile flep hacmi arasinda anlamli bir iliski ¢iktigin
bulmuslardir. (77) Daha yeni serilerde ise bazi arastirmacilar, 3. bolgede dahi yag
nekrozu ve kismi flep nekrozu gibi komplikasyonlar gordiiklerinden, medial sira
perforatorlerin bile degil 4. bolgeyi, 3. bolgenin tamamini beslemekte yetersiz
kalabilecegini savunmaktadir. (78)

DIEAP flebinin 4. bolgesindeki bu duruma ragmen, hastanin saglam
memesinin biiyiik ve pendiiloz oldugu durumlarda, 4. bolgenin flebe dahil edilmesi
gerektigini belirten Wei ve dig., inceledikleri hasta serilerinde, hastalarinin
yarisindan fazlasinda flebin en az %90’m1 kullanmalarina ragmen yag nekrozu ve
kismi flep nekrozu agisindan literatiire gore fazla sonuglar almamistir. Hastalarin
gorece zayif uzakdogu irkindan olmasinin bu sonuglara etkisi olabilecegi goriisiinii
benimseyen arastirmacilar yag dokusunun fazla oldugu hastalarda “choke” arterlerin
etkilenebilecegini ve damar i¢i basincin artabilecegini 6ne siirmiislerdir. (36) Birgok
aragtirmaci daha siklikla 4. bolgede rastlanan vendz konjesyon probleminin, bazi

vakalarda tiim flepte de rastlanabilecegine dikkati ¢cekmistir. (51; 75; 79; 80; 81)
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DIEAP flepte rastlanan vendz konjesyon, ven anastomozunda olusan
tromboza bagli gelisebilecegi gibi siklikla DIEAP flebinin vendz anatomisinin
ozelliklerine bagli olarak da gelisir. (79)

Flep kaldirilmasi esnasinda yiizeyel vendz sistem kesintiye ugrar ve derin
sistemle baglant1 kuran perforan venlerin de bir kism1 kesintiye ugrar ve geriye kalan
baglantilarin yetersiz kalmast durumunda flepte ven6z konjesyon gelisir. (41; 51)

Blondeel ve dig., yaptiklar1 anatomik caligmalarinda vakalarin %36’sinda
vendz dolagimin orta hatti hi¢ gegmedigini, vakalarin sadece %18’inde orta hatti
gecen venlerin direkt baglanti saglayabilecek giicte belli bir kalinlikta oldugunu
izlemislerdir. Bu durumun ayrica 4. bdlgede alinan degisik sonuglart da
aciklayabildigi diistiniilmiistiir. (51)

Ote yandan Shaverien ve dig. vakalarm % 32’sinde derin ve yiizeyel sistem
arasinda direkt iligki bulamamiglardir. Ayrica tek tek perforator arterlerin eslik eden
venleri incelendiginde, medial sira venlerin sadece % 76’sinin ve lateral sira
venlerin sadece % 56’sinin yiizeyel ven sistemi ile direkt iliski gdsterdigi izlenmistir.
(80)

Bazi arastirmacilar 1,5 mm iizerinde kalmliga sahip SIEV’leri baskin ven
olarak kabul eder ve ameliyat sirasinda disseke ederek korurlar. (51) Venoz
konjesyon sorununu ¢dzmek i¢in literatiirde bircok yazar SIEV’in ameliyat sirasinda
“can yelegi” olarak disseke edilmesini, korunmasini ve gerekli goriilmesi halinde
cesitli tekniklere ek olarak vendz doniisiin giliclendirilmesinde kullanilmasini
onermektedirler. (51; 79; 81; 82)

DIEAP flep hakkinda tartisilan komplikasyonlardan bir digeri de daha siklikla
4. bolgede, ama diger bolgelerde de karsilasilan yag nekrozudur. Rekonstriikte
memede yag nekrozu gelismesi, rekonstriiksiyonu bozar, yara iyilesme sorunlarina
neden olur, flebin infekte olma ihtimalini artirir ve kanser niiksiini taklit ederek
invazif tan1 uygulamalarma yol agabilir. (35) Blondeel serilerinden birinde yag
nekrozunun her zaman perforatdr artere en uzak bolgede goriildiigiinii kaydetmis ve
yag nekrozu oranini %6 olarak belirtmistir. (34)

DIEAP flepte karsilasilabilecek komplikasyonlar1 artirabilen ve cerrahlarin
flep kan dolagiminda ek giivenilirlige ihtiya¢ duyduklari bazi risk faktorleri de vardir.

Bunlardan ilk baslicalar1 hastada sigara iciciligi, obezite, ileri yas, preoperatif veya
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postoperatif radyoterapi hikayesi ve diabetes mellitus, hipertansiyon, ateroskleroz ile
otoimmun hastalik gibi kan dolasimi mekanizmasini olumsuz etkileyebilecek
sistemik hastaliklardir.

Omegin 758 hastada DIEAP flep ile meme rekonstriiksiyonu sonuglarini
inceleyen Gill ve dig.,, sigara i¢iciliginin, postoperatif radyoterapinin,
hipertansiyonun ve diabetes mellitusun flep komplikasyonlarin1 artirdigini
gormiiglerdir. Bunlardan sigara igiciliginin o6zellikle flepte yag nekrozu oranlarimi
etkiledigi izlenirken, obez hastalarda komplikasyonlarin artmadigi kaydedilmistir.
(52) Benzer sekilde obezitenin risk faktorli olarak tanimlanamadigi serilerden
birinde 4. bolge flepten rutin olarak c¢ikarilmis, ek olarak 3. veya 2. bolgelerde
dolasim bozuklugu oldugu diisiiniildiiglinde bu bolgeler de ¢ikarilmistir. (83) Diger
taraftan hasta serilerinin sonuglarinda obeziteyi DIEAP flebi komplikasyonlarini
artiran bir risk faktorii olarak izleyen bir¢ok yazar da vardir. (75; 77; 84; 85)

Serisinde hastalarin1 yag nekrozu agisindan inceleyen Bauman, 4. bolgeyi
rutin olarak flepten ¢ikarmistir. Bauman, 3. bolgenin flebe dahil edilmesinin ve
sigara icen hastalarinda 3. bolgeyi de ¢ikarmasina ragmen sigara igiciliginin, yag
nekrozu igin risk faktorii oldugunu kaydetmistir. (35)

Ek olarak sigara igiciliginin mastektomi bolgesindeki meme cildi fleplerinde
nekroza yol actigr bilinmektedir. Bu durum aslinda mastektomi bolgesinde
rekonstriiksiyon i¢in gerekli dokunun daha fazla olmasina yol agacaktir. (85)

Postoperatif radyoterapi alan DIEAP flep hastalarmi inceleyen Rogers, yag
nekrozu oranlarini artmis olarak bulmustur. (86)

Bir¢ok rekonstriiktif cerrah giiniimiizde flep komplikasyonlarindan kaginmak
icin preoperatif damar gorlintiilemelerini  rutin  olarak tiim hastalarinda
uygulamaktadir. Bu goriintiileme yontemleri ile DIEA perforatdr arterlerinin sayisi,
genisligi, yerlesimi, dallanma sekli ve kas i¢i seyrinin Ozellikleri hakkinda bilgi
sahibi olunur. Ek olarak vendz sistem incelenebilir ve perforatorlere eslik eden
venlerin ¢api, ylizeyel venoz sistem ile baglantis1 hakkinda bilgi edinilebilir. Bir¢ok
caligmaci bu bilgiler i¢cin BTA’den yararlanmaktadirlar. (32; 87) Baska yazarlar ise
kontrastli manyetik rezonans anjiografiyi (MRA) tercih etmektedirler. (80)
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Perforatdor damarlarin genis ¢apli olanlarinin kullanildigi veya flep kan
dolagimini artirmak i¢in birden fazla perforatdr kullanildigr durumlarda beklenenin
tersine komplikasyonlarin artabildigi bazi arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.
(52; 88)

Anlasildig1 {izere DIEAP cerrahisinde tiim gelismelere ragmen iskemi ve
sonuglari ile ilgili problemlerle karsilasiimaya devam edilmektedir. Iskemi, DIEAP
flebi i¢inde bir perforazomun alaninin yeterince genis olmamasi, kotii cerrahi
teknik, sigara iciciligi, diabet ve periferik damar hastaligi gibi durumlardan
kaynaklanabilir.

DIEAP flep kan dolasimi iizerinde yapilan en yeni arastirmalar, anjiozom
taniminin yanina perforazom tanimini eklemistir. Perforatorlerin kendi aralarinda
kas i¢i seyir Ozelligi, ¢ap, yerlesim ve dallanma yapisi acilarindan c¢ok farkl
olabildikleri artik bilinmektedir. (54; 87) Medial ve lateral sira perforatorlerin
perforazomlarinin bariz farkli oldugu gosterilmistir. (54)

DIEAP flebinin pedikiiliinii olusturan perforatdr arterin capindan ve flebe
gelen kan akiminin miktarindan ziyade, kan1 tagiyan bir ya da daha fazla perforator
arterin perforatdr anjiozom, yani perforazom, alaninin genisliginin, flep
yasayabilirligi agisindan daha 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. (35; 88)

Flebe gelen akim miktarindan ziyade besleyici damarin dallanma yapisinin
sorumlu tutuldugu DIEAP flebine 6zgii sorunlar, terapdtik vaskiilogenezden 6zellikle
yarar saglayabilir gibi gorinmektedir. Dokuda yeni damar gelisimini artirmak, bir
DIEAP perforazomunun besledigi alanin genislemesini saglayabilir.

Bu calismada yag doku kaynakli kok hiicrelerin sigan DIEAP flep modelinde
flep yasayabilirligine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Farkli kok hiicrelerin flep
yasayabilirligi ve neovaskiilarizasyon iizerine etkilerini deneyen arastirmalarda
siklikla rastgele beslenen flep, iskemi reperfiizyon, prefabrike flep ve hatta serbest
flep modelleri kullanildig1 goriilmektedir. Bu konuda perforator fleplerle yapilan bir
calisma yoktur. Perforator fleplerin farkli fizyolojiye sahip olduklar: diisiiniildiigiinde
bu konuda ¢alismanin saglayacagi bilgilerin 6nemi anlasilabilir.

Calismada kullanilan sigan DIEAP flep modeli daha énce Oksar ve dig.
tarafindan tarif edilmis olan perforator flep modelinin bir modifikasyonudur. (89; 90)

Sicanda derin superior ve inferior epigastrik arterler her iki ucundan RA kasi i¢ine
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girerler ve her bir lateralde ortalama 2 ile 7 aras1 perforator dal verirler. Bu perforator
dallar rektus kas fasyasini delerek ylizeyellesir ve pannikulus karnozus kasina
girerler. Bu seviyede kontralateral RA perforatorleri, superiorda torasikus longus
arteri ile, inferiorda ve lateralde superfisyel epigastrik arterlerin dallari ile cok sayida
ciltalt1 anastomoz yaparlar. (91)

Oksar ve dig.’in tarif ettigi modelde sigan karin cilt ciltaltt dokusunun tek bir
RA kasi1 perforatorii lizerinden neredeyse tiimiiyle beslenebilecegi gosterilmis ve
calismada flep canli alani ortalama % 77 olarak Sl¢iilmiistiir. Calismamizda RA
kast i¢cinden ¢ikan perforatoriin se¢cimi sonrasinda, DSEA baglanarak perforator
flebin DIEA’den beslenmesi saglanmistir. Bununla amaglanan, perforatr flep
modelinin iskemik sikintisini artirmaktir. Sonug olarak kontrol grubu siganlarda flep
canlt alani ortalama % 45 olarak bulunmustur. DSEA’nin baglanmasi, karin flebinin
kan dolasimini ciddi sekilde azaltmistir. Calismamizda flep nekrozunun gelistigi
alanlar incelendiginde tiim gruplarda nekrozun tek tarafli kontralateral veya g¢ift
tarafli olarak flebin hem kontralateral hem de ipsilateral tarafinda gelisebildigi
goriilmiistiir. Bu acgidan sonuglarimiz literatiir ile uyumludur. (89; 90; 91; 92)
Nekrozun ¢ift tarafli gelistigi olgularda kontralateral hemiflepte nekroz alaninin
hemen her zaman gozle goriiliir bicimde daha genis oldugu izlenmistir. Caligmada bu
acidan niceliksel degerlendirme yapilmamuistir.

Literatiirdeki caligmalarda sicanlarda karin fleplerine karsi 6z veya capraz
yamyamligin bahsi ge¢mistir. (91; 92; 93) Yaptigimiz ¢alismada, literatiirde de
tanimlanmis olan, (73) koruyucu yelek, modifiye edilerek kullanilmistir. Capraz
yamyamlig1 6nlemek i¢in hayvanlar kafeslere teker teker konmustur.

Yetiskin vaskiilogenezin kesfedilmesi ile tarif edilen endotelyal 6ncii hiicreler
(EOH) ile yapilan deneysel arastirmalarda bu hiicrelerin kemik iliginden ¢ikarak,
viicuttaki iskemik alanlarda toplandig1 gosterilmistir. Bu hiicreler iskemik dokuda
vaskiilogeneze katilarak kollateral damar gelisimini saglarlar. (64; 94)

Park ve dig.’nin, calismasinda EOH’ler sicanda rastgele beslenen flep
kaldirilmas: ile ayn1 anda sistemik olarak uygulanmistir. 7. giinde flep canh
alanlarinda fark goriilemezken, doku damar sayilarinda ancak 14. giinden itibaren
EOH grubunda artis gozlenmistir. (95) Calismamizda YDKKH’ler flep bélgesine
lokal enjeksiyon yoluyla uygulanmistir. Oncelikle hedef dokuda kok hiicre
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yogunlugunun en ist diizeyde olmasi amaglanmistir. Ayrica bu yontemle hiicreler
verildikleri dokuda kiimeler olusturacagindan canli kalma ihtimali artirilmaktadir.
Lokal uygulamanin diger bir sebebi de, sistemik uygulamada tetiklenebilecek
kanser, romatoid artrit ve diabetik retinopati gibi anjiojenik hastaliklardan
kagiilmak istenmesidir. (65) Ek olarak sican gibi deney hayvanlarinda sistemik
enjeksiyon belli teknik zorluklari beraberinde getirmektedir, buna karsin flebe
uygulanan lokal enjeksiyon ¢ok daha kolay ve pratik bir islemdir. Bu bakimdan
uygulamamiz diger kok hiicre ile terapotik vaskiilogenez calismalarinin biiyiik
cogunlugu ile ile uyumludur. (65; 66; 67; 68; 69; 70; 96; 97; 98)

Bazi1 aragtirmacilarin kemik iligi kaynakli kok hiicreleri, flep pedikiiliine
intravaskiiler uyguladiklar goriilmektedir. (99) Fakat bu ¢alismada flep, ilk seansta
iki adet yedek pedikiilii ile kaldirilmis, aradan 5 giin gegtikten sonra yedek pedikiiller
kesilmigtir. Kok hiicre uygulanan grupta damar sayisi ve flep canliligt kontrol
grubuna gore artmig olmasina ragmen, sadece biiyilime faktorii uygulanan gruba gore
bir fark kaydedilememistir. Flebin kaldirilis teknigi cerrahi geciktirme islemini
hatirlatmaktadir. Bu tarz bir intravaskiiler uygulama, flep modelimizdeki tek
besleyici olan perforator arterin yaralanma riski nedeni ile uygun bulunmamastir.

Calismamizda sican flepleri iizerinde lokal uygulama igin, dokuda iskemik
sitkintinin en fazla olmasinin beklendigi flep 4. bolgesi tercih edilmistir.
Enjeksiyonun bu bolgeye yapilmasi ile YDKKH’leri iskemik sikintinin en fazla
oldugu ve wvaskiilogenezin en yogun olarak gerektigi bolgeye direkt olarak
yerlestirmek amaglanmistir. EOH kullanan ¢alismalarda bu hiicrelerin sadece
iskemik dokularda gosterilebildigi, hatta bu iskemik bdlgelerde damar yapisina
katilmisken iskemik olmayan bdlgelerde doku icinde serbest olarak gorildigi
kaydedilmistir. (95; 98) Prefabrike flep modeli kullanan baska ¢alismalarda da kok
hiicrelerin en ¢ok vaskiilogenez beklenen alan olan tasinan besleyici damari bittigi
bolgeye verildigi goriilmiistiir. (66; 98) Uysal ve dig., rastgele beslenen fleplerde
YDKKH’leri flep orta kismina verdikleri grupta damar sayist ve flep canli alani
sonuclarinin, hiicreleri pedikiil kismina uyguladiklar1 gruba gore daha fazla oldugunu
izlemislerdir. Rastgele beslenen fleplerde flebin distaline dogru gittikce doku

iskemisi artmaktadir. (65) Tiim bu arastirmalarin sonuglar1 g¢alismamizda kok
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hiicrelerin iskemik bdlgeye direkt uygulanmalarinin daha hedefe yonelik bir tedavi
saglayacagini diisiindiirmiistiir.

Calismamizda 7. giin degerlendirmelerinin sonucunda, kok hiicre grubunda
doku damar sayisinda kontrol grubuna gore artis yakalanamamistir. Flep kaldirilan
tim gruplarda doku damar sayisinda ameliyatsiz cilt grubuna gore anlamli bir
fazlalik vardir. Bu bulgu perforatdr fleplerde neovakiilarizasyonun, dokularda olugan
yeni fizyolojiye rutin yanit oldugunu gostermektedir Flep canli alaninda artis goriilse
de, fark, istatistiksel agidan anlamli bulunamamustir.

Benzer sekilde Park ve dig., 7. giinde flep canli alanlar1 agisindan gruplar
arasinda fark goérememis ve doku damar sayisinda artis1 ancak 14. giinden sonra
izlemislerdir. Arastirmacilar, flep dokusunda olusan tam iskemi ve bunu izleyen
doku hasarmin, sistemik verilen EOH’lerin bdlgeye giderek farklilasabilmeleri igin
gegen silireden daha hizli gergeklestigini savunmuslardir. (95)

Siman ve dig. ¢alismalarinda kemik iligi kaynakli kok hiicreleri lokal olarak
flebin kaldirilmasi asamasin uyguladiklarinda flep canli alan1 ve damar sayisinda bir
artis gdrememislerdir. Arastirmacilar deneyin ikinci fazinda kok hiicre uygulamasini
flep cerrahisinden 1 hafta once yapmistir. Kaldirilan flepler, 7. ve 14. giinlerde
incelenmistir. Kok hiicre gruplarinda flep canli alaninda iyilesme goriillemezken,
doku damar sayiminda artis izlenmistir. Fakat ikinci faz sonuglar1 birinci faz
sonuclar ile karsilagtirildiklarinda, 7. giin i¢in canli alanlar ikici fazda daha fazla
iken, 14. giin i¢in canli alanlarda arasinda fark bulunamamistir. Siman ve dig., ilk
fazdan aldiklar1 sonuglarla ilgili olarak Park ve dig. gibi deney modellerinde doku
hasarinin kok hiicre-doku etkilesiminden hizli meydana geldigini diistinmiislerdir.
(70) Calismamizda uyguladigimiz kok hiicrelerin direkt olarak sorunlu bdlgeye
uygulanmasi ile hiicreler i¢in zaman kazanmaya calisildi. Aldigimiz sonuglar,
kazanilan bu zamanin muhtemelen yeterli olmadigini diistindiirmektedir.

Arastirmacilarda bazilar1 klasik rastgele beslenen deney modellerinde kok
hiicreleri bolgeye flep kaldirilmadan 6nce uygulamis, bir bekleme siiresi sonunda
flebi kaldirmis ve sonucta damar sayisi ve flep canliliginda artis bulmustur. (96)

Kimi ¢aligmacilar kok hiicre uyguladiklar: ortamda sadece kismi iskemik bir
alan saglama amagclarini belirtmiglerdir. Erken donemde tam iskemi yaratilmasindan,

klinik olarak geri donlisiimsiiz doku hasarinin hizla gelismesini engellemek amaciyla
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kagmildigin1  vurgulamiglardir. Erken donemde yaratilan, flep periferinin
beslenebildigi, kismen iskemik ortamin kok hiicre etkisini gdstermesi i¢in uygun
oldugu fikrini savunmusglardir. Bu tarzi benimseyen arastirmacilarin deney
modellerinde kullanilan fleplerin prefabrike flepler ve iskeminin kademeli
uygulandigr  flepler oldugu goriilmektedir. Prefabrike flep modellerinde
arastirmacilar kok hiicreleri ilk asama olan pedikiil taginmasi sirasinda uyguladiklar
ve sonrasinda flebi kaldirmadan 6nce 4 hafta kadar beklediklerini belirtmislerdir.
(66) Uysal ve dig. ek bir iskemi yaratma islemini, 1 haftalik prefabrikasyon stiresi
sonuna, flebi kaldirma sirasina ertelemeyi tercih etmislerdir. (69) Zhang ve dig.
caligmalarinda kok hiicre uyguladiklarinda fleplerini 3 pedikiillii kaldirmislar ve 5
giin sonra iki pedikiilii kesmislerdir. (99)

Caligmamizda kok hiicrelerin verilmesi ile ayn1 anda flepte siddetli iskemi
yaratilmig olmasinin dokuda hasar gelisme siiresini daha da kisaltmis olabilecegi ve
kok hiicre-doku arasi tam bir etkilesime imkan kalmamais olabilecegi sanilmaktadir.

Ote yandan klasik rastgele beslenen flep modellerine flep kaldirilmasi ile ayni
anda kok hiicre uygulayan ve flep canliliginda artis saglayan deneyler de
bulunmaktadir. (65; 68; 97) Bunlardan bir tanesinde verilen kok hiicre miktarinin
cok fazla oldugu goriilmektedir. (68) Calismamizda flep dokusuna enjekte edilen
kok hiicre say1st (0,5 ml iginde 3 x 10° hiicre) bir¢ok ¢alisma ile benzesmektedir. (65;
97)

Caligmamizda aldigimiz doku biyopsilerinde uygulanan GFP isaretli
YDKKH’lerin damar yapisina endotel olarak katildigi gosterilmistir. Bu hiicrelerin
dokuda gosterilmesi, uygulama sirasinda hiicrelerde herhangi bir canlilik kaybi
olmadigin1 gostermesinin yani sira, YDKKH’lerin endotel hiicresine farklilasarak
vaskiilogeneze direkt etkisini kanitlamaktadir. Bir¢cok calismada benzer sekilde kok
hiicrelerin dokuda damar yapisina katildigi gosterilmisken, (65; 68; 69; 70; 95; 97,
98; 99) bazi arastirmacilar, damar yapisina katilmis kok hiicre gdsterememistir. (67;
96)

Calismamizda yag doku kaynakli kok hiicreler se¢ilmistir. Bu hiicreler
geleneksel olarak kemik iliginden elde edilen kok hiicrelere gore elde etme kosullar
acisindan daha avantajlidir. Yani sira bu hiicrelerin elde edilmesi yag emme gibi

plastik cerrahi alaninda kullanilan bir yontemle olmaktadir. YDKKH’lerin en az
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kemik iligi kaynakli kok hiicreler kadar degisik hiicrelere farklilasabildikleri
gosterilmistir.

Hiicresel vaskiilogenez terapilarinin denendigi bazi ¢aligmalarda kullanilan
EOH’lerin identifikasyonu ve kokeni ile ilgili bilgiler kesin degildir. Ayrica bu
hiicrelerin tekrarlanan pasajlarla kok hiicre ozelliklerini yitirdiklerini ve endotel
hiicresine farklilastiklar1 goriilmiistiir. (67) Ek olarak EOH’lerin periferik kandan
veya kemik iliginden elde edilebilme sayilar1 ¢ok azdir. Bu durumu asmak igin
kordon kani kullanilmas1 veya kemik iliginde bulunan hiicrelerin bol miktarda kana
cikmasini saglamak i¢in cesitli bliylime faktorleri tedavisi gerekmektedir. (96)

Caligmamizda kullandigimiz  kok hiicreler mezenkimal kok hiicre
ozelligindedir. Bu hiicreler ¢ok sayida pasaj sonrasinda bile kok hiicre degerlerini
korur. Ayrica endotel Oncii hiicreleri sadece endotel hiicresine farklilasabilirken
mezenkimal kok hiicrelerin  farklilasabildikleri  hiicreler arasinda damar
olgunlagmasinda 6nemli bir rol oynayan diiz kas hiicresi de vardir. (67)

Baz1 kok hiicre ve flep yasayabilirligi caligmalarinda doku veya kanda VEGF
diizeyleri Ol¢iilmiistiir. VEGF viicutta anjiogenez ve embryonal vaskiilogenez yaratan
baslica sitokindir. Iskemik fleplerde revaskiilarizasyonu artiran kuvvetli bir
anjiogenez tetikleyicidir. Deneyler VEGF’in flep yasayabilirligini artirdigin1 ve
dokuda iskemi-reperfiizyon hasarmma karsi koruyucu etki yaptifini gostermistir.
Literatirde VEGF daha once cesitli sitokinlerle karsilastirilarak denenmis ve en
giiclii anjiojenik sitokin oldugu izlenmistir. (68)

Karmasik neovaskiilarizasyon basamaklarinda VEGF’in baslica diizenleyici
oldugu ve endotelyal hiicrelerin pozitif geribildirimden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. YDKKH’lerin in vitro ortamda VEGF salgiladiklar1 bilinmektedir.
(66) Ayrica YDKKH’lerin uygulandiklar1 deney hayvaninda dokuda ve kanda VEGF
artig1 sagladiklar1 goriilmiistiir. (66; 68; 69) YDKKH uygulamalar1 ve yiiksek VEGF
diizeyleri arasinda bir iliski oldugunu ama artan VEGF’in kaynak hiicresi kesin
bilinemediginden, bu iliskinin Ozelliklerinin heniiz aciga c¢ikarilamadigr tahmin
edilmektedir. (69)

Ek olarak Uysal ve dig. YDKKH’lerin, dokuda TGF (Transforming Growth
Factor; doniistiiriicti biiylime faktorii) ile FGF (Fibroblast Growth Factor; fibroblast

bliylime faktorii) diizeylerini arttirdigini gézlemlemislerdir. (68) YDKKH’lerin
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baslica indirekt yani parakrin mekanizma {izerinden etkinlik gosterdigini
savunulmaktadir. (66; 69)

YDKKH’lerin potansiyelini kanitlayan hem KIKKH’lerin hem de
YDKKH’lerin kullanildig1 baska bir calismada, doku damar sayisinin, YDKKH
grubunda, KIKKH grubuna gore anlamli derecede fazla oldugu gériilmiistiir. (69)

Tiim bu bilgiler 15181nda vaskiilogenez amach hiicre terapisi i¢in en uygun
secenegin YDKKH oldugu acikga ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda flep canli alan yiizdelerinde kok hiicre grubunda ortalama
degerlerin kontrol ve medyum grubuna gore belirgin fazla dl¢iilmesine ragmen bu
farkin istatistiksel olarak anlamli bulunmayis1 gruplardaki hayvan sayilarinin
azligindan kaynaklaniyor olabilir. Ayni sonuglarin alindig1 varsayilarak daha fazla
sonu¢ ile istatistiksel calismalar tekrarlandiginda, farkin anlamli ¢ikmasi bu
diisiinceyi desteklemektedir. Bu caligmanin ileri asamasinda deneyin daha fazla

sayida si¢anla tekrarlanmasi planlanmaktadir.
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6 SONUCLAR ve ONERILER

Literatirde #YDKKH’lerin dokuda neovaskiilarizasyon saglayarak flep
yasayabilirligini artiran ¢alismalar mevcut olmasina ragmen, benzer her ¢aligma bu
artis1 gosterememistir. Calismamizda flep canli alanlarinda istatistiksel anlamli artig
izlenmemistir. Calismamizda kullanilan deney hayvani sayilarinin diisiik olmasi
anlamli artis1 gostermek icgin yetersiz kalmig olabilir. Yanisira alinan sonuglar
literatiir bilgisi 1s18inda degerlendirildiginde, YDKKH temelli vaskiilogenez-
anjiogenez tedavisinin bagarili olmast i¢in, uygulama zamanlamasi, yeri ve hiicre

miktart gibi degiskenlerin ileri ¢aligmalarla optimize edilmesi gerekmektedir.
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7 OZET

GIRIS

DIEAP flebi, giiniimiizde meme rekonstriiksiyonu icin ilk segenektir. Fakat
bu flebin Ozellikle 4. bolgesinde kan dolasimi sorunlart1 bazi durumlarda
rekonstriiksiyonu sinirlamaktadir.

Dokuda kok hiicre temelli neovaskiilarizasyon ve yenilenmeyi artirici
terapilerin basaris1 kesfedilmistir. YDKKH’ler elde edilis bigimleri ve c¢oklu
dokulara farklilagsma 6zellikleri nedeni ile glindemdeki en potansiyel kok hiicrelerden
biridir.

Bu calismada YDKKH’lerin sigan DIEAP flep modelinde 4. bélge
yasayabilirligi ve perforazom alaninin genisletilmesi iizerine olan etkisinin

incelenmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

YDKKH’ler KOU-KOGEM’de, si¢an kasik yag dokusu kullanilarak elde
edildi. YDKKH’ler verildikleri dokuda izlenebilmeleri i¢in GFP ile isaretlendi.

30 adet Wistar Albino sigan kullanildi. Sicanlar 4 gruba ayrildi. A,B ve C
gruplarinda DIEAP flebi, tek perforator arter temelli olarak kaldirildi. Bundan sonra
A grubunda herhangi islem yapmadan flep yerine iade edilirken, B ve C grubunda
once flep 4. bolgesine subkutan yiizeyine sirasi ile hiicre medyumu ve YDKKH
uygulandi. 7 gilin fleplerde, canli alan orani hesaplamalari, doku damar sayisi
histolojik  incelemeleri ve  YDKKH aranmasi i¢in immunfloresans c¢aligmalar
yapildi. D grubu sigcanlarin karin cildinden doku damar sayisi incelemeleri i¢in

biyopsi alind1.

BULGULAR
A.,B ve C gruplarinda sirasi ile flep canli alanlarin tiim flep alanina oranlari
ortalamalar1 % 45,01; % 51,68; % 68,20dir. Istatistiksel olarak bu degerler arasinda

fark bulunamamustir.
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A, B, C ve D gruplarinda doku damar sayim1 ortalamalari sirastyla : 66,08;
82,0; 77,35 ve 41,42dir. Istatistiksel olarak A,B ve C gruplarmin degerleri,D
grubundan anlamli derecede fazla bulunmustur.

C grubu fleplerin histolojik kesitlerinde GFP isaretli YDKKH’lerin damar

ceperine yapitasi olarak katildiklart goriilmiistiir.

SONUC

DIEAP flebinin 6zellikle 4. bdlgesinde rastlanan dolasim eksikligi, ve buna
bagli komplikasyonlar, cerrahi teknikteki ustalasmaya ragmen halen karsilasililan
sorunlardir. DIEAP flebi iizerinde yapilan kan dolasimi calismalari, flep icinde
damar anatomisi hakkinda bilgiler edinilmesini saglamistir.

Kok hiicre temelli vaskiilogenez ¢alismalarinda YDKKH’lerin diger kok
hiicrelere kars1 avantajlar1 ¢oktur.

Calismamizda YDKKH’ler bir perforatér flep modeli olan DIEAP flepler
iizerinde uygulanmistir. Yeni damar olusumu ile bir perforazomun besledigi flep
alan1 genisletilebilecegi diisiiniilmiistiir. Flep canli alanlarinda anlamli bir artig
bulunamamistir.  Fleplere uygulanan YDKKH’lerin damar yapisina girmis
oldugunun goriilmesi, hiicrelerin canli  kaldigim1 ve endotel hiicresine
farklilasabildigini kanitlamaktadir. Benzer sonuglara ulasmis diger ¢alismalarda 6ne
striildiigii gibi, calismamizda yaratilan yiiksek iskemik ortamin dokuda kok
hiicrelerin vaskiilogenez etkisinden daha hizli sekilde geri doniisiimsiiz hasar
yarattig1 diisiiniilmektedir.

YDKKH ile terapotik vaskiilogenez heniiz tam anlagilamamis karmagsik
basamaklardan olugmaktadir. Tedavinin basarili olmasint saglamak ig¢in
YDKKH’lerin uygulama bdlgesi, zamanlamasi, dozu ve etki mekanizmasi hakkinda

ileri ve detayli aragtirmalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: DIEAP flebi, yag doku kaynakli kok hiicre, flep
yasayabilirligi
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8 ABSTRACT

INTRODUCTION

Today the deep inferior epigastric artery perforator (DIEAP) flap is the
workhorse for breast reconstruction. Still the perfusion problems of zone IV limit the
reconstruction in some of the cases.

Cell based therapies for tissue neovascularisation and regeneration has proven
effective. Adipose tissue derived stem cells (ADSC) are multipotent and easy to
obtain, thus making them a powerful choice. In this experiment effects of adipose
derived stem cells on flap viability and perforasome area were tested on rat DIEAP

flap model

METHODS:

ADSC’s were obtained from Wistar Albino rat inguinal fat pads and labeled
with GFP, in order to be able to visiualise them in tissue sections. 30 Wistar Albino
rats were divided into four groups. In groups A,B and C, DIEAP flaps were elevated.
Flap zones IV in B and C, were injected with cell culture medium and ADSC’s
respectively. Group A served as a control flap group. After postoperative day 7, flaps
were evaluated for viable flap area measurements and tissue vascular counts.
Immunoflourescence techniques were applied to detect the stem cels in tissuue
sections. Biopsies were taken from abdominal skin from rats in group D to serve as a
control group for tissue vascular counts. Barium Sulfate angiography was done on

one animal each from groups B and C.

RESULTS
Percentage of viable flap areas in groups A, B and C were 45,01 %;
51,68 % and 68,20 % respectively. Statistically there was no significance found

between these results.
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Tissue vascular counts in groups A, B, C and D were 66,08; 82,0; 77,35 and
41,42 respectively. Statistically there was no significance found between theese
results.

Under fluorescent microscope, GFP labeled ADSC’s were found to be

entegrated in capillary walls.

CONCLUSIONS

Blood perfusion problems in zone IV and resulting flap complications still
represent a challenge in DIEAP flap surgery. Perfusion studies yielded important
information about vascular anatomy in the DIEAP flap.

For stem cell based vasculogenesis therapies, ADSC’s have many advantages
over stem cells derived from other tissues.

This study was set out to determine the effects of ADSC’s on flap viability
and perforasome area on a perforator flap model. ADSC’s were found to be
integrated into capillary walls, proving that cells remained alive after injection and
differentiated into endothelial cells in vivo. However significant improvement in
flap viable area was not found. Like other authors of similar studies with similar
results, we think that the highly ischemic environment created in our study resulted
in irreverible tissue damage in a much shorter time, than the vasculogenesis effect
of the ADSC.

ADSC based vasculogenesis therapy comprises complicated steps that are
yet to be fully understood. Futher detailed studies for determining the optimal site,
timing and dosage of ADSC application and the mechanism of their action are

needed.

Key words: Flap viability, adipose derived stem cells, DIEAP flap
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