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1. AMAC VE KAPSAM

Form ve fonksiyon olusturmak amaciyla, kanlanmasi orijinal yerinden
ayrilmadan ya da aktarildig1 yerde devam edecek sekilde baska bir viicut bolgesine
aktarillan doku parcalarma, flep adi verilir. Flep terimi 16. ylizyillda Almanca bir
sOzciik olan “genis ve gevsekce asilmis, sadece tek tarafindan bagli” anlamina gelen
“flappe” kelimesinden kdken almustir. Flep cerrahisinin gegmisi 1.0. 600°1ii yillarda
Sushruta Samita’nin tanimladigi nazal defektleri onarmak i¢in kullandigi yanak
fleplerine kadar uzanmaktadir. Bazi kaynaklar flep cerrahisinin Isa ©ncesi

donemlerde de yapildigini bildirmektedir.

Interpolasyon cilt flepleri plastik ve rekonstriiktif cerrahide travma,
konjenital defektler, tiimor eksizyonu sonrasi gibi nedenlerle olusan ve komsu
dokularin rekonstriiksiyon i¢in kullanimlarinin uygun olmadigi genis ve derin
defektlerin  kapatilmasi i¢in siklikla kullanilan cilt flepleridir.! interpolasyon
fleplerinin uygulanmasi i¢in iki asama gerekmektedir. Birinci asama flebin kendi
vaskiiler pedikiilii izerinden defekte tasinmasi, ikinci asama da flep alic1 yataktan
inoskiilasyon ve neovaskiilarizasyon araciligr ile kendi proksimal pedikiiliinden
bagimsiz beslenmeye baslayinca proksimal pedikiiliin ayrilmasi asamalaridir. iki
asamal1 bir siire¢ olmasi nedeniyle hasta postoperatif donemden flep ayrilmasina
kadar gecen siire icersinde agri, eklem donuklugu, fonksiyon kayiplar1 gibi
morbiditelere maruz kalabilir. Ancak erken donemde pedikiil ayrilmasi ile fonksiyon

ve zaman kayiplar1 6nlenebilir.

Bugiine kadar interpolsayon flep yasayabilirligini arttirmaya ve erken
pedikiil ayrilmasina yonelik bircok mekanik ve kimyasal girisim denenmistir.
Uzerinde en ¢ok yogunlasilan girisim ise band turnike ve klempleme araglarindan
faydalanilarak yapilan flebin iskemik 6nkosullanmasi olmustur. Hiperbarik oksijen
tedavisi uygulanmasi,” flep pedikiiliiniin asamali olarak kesilmesi,® epinefrin icerikli
lokal anestezik uygulanmasi,® yara kenarlarmm iskemik tutularak anjiyogenezin
stimiilasyonu,™® lokal bFGF uygulamasi’ ile anjiyogenezin stimiilasyonu denenmis

diger yontemlerdir.



Kok hiicreler, son yillarda tiim tip camiasinin en ¢ok iizerinde durdugu ve
her yil yiizlerce yeni ¢alismanin yapildig1 bir konu haline gelmistir. Sundugu ve
sunacagl muhtemel tedavi olanaklar1 diisiiniildiiglinde, halen tedavisi miimkiin
olmayan pek cok hastaliga care olmasi beklenmektedir. Kok hiicreler plastik
cerrahide de ¢esitli kullanim alanlarinda rol oynamis olup, son zamanlarda, kok
hiicrelerin flep yasayabilirligini artirdi§ina yonelik cesitli ¢alismalar yapilmstir.
Deneysel caligmalar kok hiicrelerin vaskiilogenezi arttirdigi ve bu tedavinin klinik

kullanim potansiyeli oldugunu vurgulamstir.®

Biz de yaptigimiz bu c¢aligmada kok hiicrelerin anjiogenik potansiyelinden
yola ¢ikarak bunlarin selektif olarak neovaskiilarizasyonu hizlandirip interpolasyon
cilt fleplerinin viabilitesini arttirmasi ve erken donemde pedikiil ayrilabilmesi

amaglanmstir.

Sicanlarda gergeklestirilen bu ¢aligmada, interpolasyon cilt flebinin
yasayabilirliginin artirilmasit ve flep pedikiiliiniin ayrilma siiresinin kisaltilmasi
amacityla yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulamasinin etkinligi
arastirildi. Fleplerde olusan etki; makroskopik, anjiyografik, histolojik, sintigrafik ve

GFP isaretli kok hiicrelerin izlenmesini igeren parametrelerle degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 FLEP CERRAHISI

2.1.1 TARIHCE

Flep cerrahisinin tarihi, Sushruta Samita’nin nazal rekonstriiksiyon igin
yanak flebini tammladig1 M.O. 600 yillara dayanmaktadir. Baz1 kaynaklara gore flep
cerrahisinin isa’dan énce yapildigini bildirmektedir.” Ilk yillarda tanimlanan cerrahi
prosediirler, pedikiil etrafinda, cildi komsu bir alana tasiyan pivotal fleplerdi. Cildi
komsu alana rotasyon yapmadan transferini saglayan ilerletme flepleri ise ilk
Fransizlar tanimlamistir. Dokuyu uzaga tastyan uzak pedikiillii fleplerin, Italyan
literatiirtinde Ronesans doneminde kullanildigir rapor edilmistir. 1500.1i yillarda
Tagliacozzi tarafindan bulunan ve burun rekonstriikksiyonu i¢in koldan hazirlanan

random patternli cilt flebi, flep cerrahisi tarihgesinin temel taslarindan biri olmustur.’

1818’de von Graefe, 1843°de Mutter, 1845°de Dieffenbach, 1887°de de
Gersuny Cilt fleplerinin gelisimine katkilar1 olan diger 6nemli calismacilardir.
1900’1 yillarin bagslarinda Gilles ve Fillatov tiip pedikiillii flepleri tanimlamislardir.
Blair’in 1921 yilinda geciktirme yontemini tarif ederek flepte boy/en oraninin
arttirilabilecegini ortaya koyana kadar flepler yiiz bolgesi igin 5:1, alt ekstremite i¢in

1:1 oraninda sinirlandirilmistr.'”

Flep cerrahisinin daha sonraki gelisimi asamalar halinde olmustur. Birinci
ve ikinci diinya savaslar1 boyunca, pedikiillii flepler yaygin olarak kullanilmiglardir.
McGregor ve Morgan’in flepleri random ve aksiyel olarak siiflandirmalar ile flep
cerrahisine 6nemli bir yol kat edilmistir. 1970’li ve 1980°li yillar arasindaki
donemde birgok yeni flep tanmimlanmis kas ve kas—deri flepleri kullanimi
yayginlasmaya bagslamistir. Flep cerrahisindeki bu hizli gelismeye ek olarak,
ameliyat mikroskobunun kullanilmaya baglanmasi1 ile birlikte serbest doku
aktarimlar1 glindeme gelmis ve cerrahide yeni bir ¢ag agilmistir. Buncke, Harii,
Taylor, Daniel ve digerleri onciiliigiinde mikrovaskiiler serbest doku aktarimlari

gergeklestirilmistir. 1



2.2 FLEP SINIFLANDIRILMASI

2.2.1 DERIi FLEPLERININ VASKULER ANATOMIiYE GORE
SINIFLANDIRILMASI

McGregor ve Morgan '* cilt fleplerini random veya aksiyel patternli olarak
siniflandirmiglardir. Buna goére random flepler direkt kutandz, muskulokiitanéz veya
fasyakutan6z damarlardan kaynaklanan arterioller tarafindan perfiize edilen
subdermal pleksus tarafindan beslenirler. Aksiyel flepler ise segmental ya da
miiskiiler damarlarin fasya ve iizerindeki deriyi beslemek iizere kaslar arasindaki

fasyay1 gegmeden Once verdikleri septokutanoz arterler tarafindan beslenirler.

Nakajima'® ise cilt fleplerini vaskiilarizasyonlarina gore: kutandz,
fasyokutandz, adipofasyal, septokutan ve miskiilokutan olmak {izere 5 tipe

ayirmistir.

2.2.2 DERIi FLEPLERININ HAREKETLERINE GORE SINIFLANDIRILMASI

2.2.2.1 LOKAL FLEPLER

Donér alana komsu olan defektlerin kapatilmasinda kullanilir. Lokal flepler

fleplerin hareketine gore soyle siniflanabilir:

1) Rotasyon flebi:

Flep dairesel hareketle rotasyon yaparak, primer defekt ile bir yarim daire
olusturacak sekilde hazirlanir. Yarim dairenin diger kismu kaldirilarak defekte

ilerletilir Dondr alan deri grefti veya primer onarim ile kapatilir. (Sekil1)*®

Sekil 1: rotasyon flebi

2) llerletme flepleri:

V- Y ilerletme flebi, rektangiiler veya bipedikiilli sekillerde
kullanilmaktadir. (Sekil 2)*



Sekil 2: V-Y ilerletme flebi
3) Transpozisyon flebi:

Defekt kenarinda dil seklinde bir flep hazirlanir ve genellikle 90 derece
cevrilerek defekt iizerine dikilir. Bu uygulamada, flep verici bdlgesinde sekonder
doku defekti olusur. Bu defekt kenarlar yaklastirilarak primer kapatilmaya caligilir.

Kapanmayan kisim olursa burasi deri grefti ile ortiiliir. (Sekil 3)*°

Sekil 3: Transpozisyon flebi

4) interpolasyon flebi:

Flep, defekt yakinindaki bir eksen etrafinda normal doku {izerinden
atlatilarak ¢evrilir. Ancak flep defekte bitisik degildir. Deltopektoral flep (Bakamjian
flebi), norovaskiiler dijital pulpa flebi (Littler flep) ve nazal rekonstriiksiyon ig¢in

kullanilan alin flebi 6rnek olarak verilebilir.



2.2.2.2 UZAK FLEPLER

Alict alana uzak bir bolgeden hazirlanilan fleplerdir.
1) Direkt
2) Indirekt

3) Serbest flepler olarak sayilabilir.

2.3 INTERPOLASYON FLEBI

Cerrahi bir defekt etrafindaki dokularin primer kapatma veya lokal fleplerle
rekonstriiksiyon i¢in uygun Ozellikte yada yeterli mobilitede olmadigi durumlarda
kullanilabilen iki asamali bir cilt flebidir. Interpolasyon flepleri transpozisyon
flepleriyle benzerlik gdstermelerine ragmen, flebin normal cilt {izerinden atlatilarak
defekte adapte edilmesi yoniinden birbiriyle ayrilirlar. Transpozisyon flebinin bazisi
defekte komsu iken, interpolasyon flebinde belli bir uzakliktadir. Bu nedenle, flep ile
defekt arasinda, yeterli vaskiilarite olustuktan sonra ikinci bir seansta ayrilmayi

bekleyen bir doku kopriisii veya pedikiil olusur. (Sekil 4)

Sekil 4: Interpolasyon flebi



Kullanim1 nerdeyse 3500 yil Oncesine dayanan interpolasyon flepleri
glinlimiizde iki asamali bir siire¢ olmasinin getirdigi dezavantajlara  ragmen
mikrocerrahinin miimkiin olmadig1 ya da riskli oldugu durumlarda halen giivenli
olarak kullamlabilen bir flep segenegidir.'* Klinikte siklikla kullanilan nemli bazi

interpolasyon fleplerinin tarihgesine baktigimizda;

Alm flebinin ilk M.O. 700 yillarinda Hintli cerrahlar tarafindan, ampute
edilmis burun onarimlarinda kullanildigina inanilir. Koldan kaldirdig: distal bazlhi
flep ile kayip bir burnu restore eden ilk Avrupali cerrah ise 15. yiizyilda Antonio
Branca olmustur. Antonio Branca ayrica bir¢ok dudak ve kulak defektlerinin
onarimini da basarmigtir. Daha sonralari, 16. ylizyil baslarinda Vieno adli aile de
benzer burun rekonstriiksiyonu operasyonlart yapmakta ancak operasyon detaylar
cok yaygin olarak bilinmemekte idi. En 6nemli doniim noktasi ise 1597 yilinda
Gaspare Tagliacozzi’nin *"> burun rekonstriiksiyonu ameliyatlarini gelistirmesi ve
yayinladigr meshur 704 sayfalik "Chirurgia Curtorum" adli kitabinda bu metotlar1

detayl1 olarak anlatmasi olmustur. (Sekil 5)

Sekil 5: Tagliacozzi
bandaji. (Tagliacozzi G:
De Curtorum Chirurgia
per Insitionem. Venice,
Gaspare Bindoni, 1597.)
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1719 yilinda Renaulme de la Garanne kol flebinin graniilasyon olusmasi
beklenmeden taze cerrahi bir defekte adapte edilebilecegini vurguladi. Metodun daha
farkli bir modifikasyonunu ise Hamilton 1840 yilinda 3 asamali olarak “thumb to

nose flap” olarak uygulamustir. °



Ilk cross-leg flebi 1854 yilinda Buffalo’dan Frank Hastings Hamilton
tarafindan basarili bir sekilde gergeklestirildi. Hamilton ilk cross-leg flebi

tanimlamakla kalmayip ayrica ilk kez bir flepte cerrahi geciktirmeyi de uygulamis

oldu.’

Diger onemli bir teknik ise 1891 yilinda George Frederick Shrady’in
gerceklestirdigi, koldan kaldirip kontralateral isaret parmagina tasidigi “open jump
flep” olmustur. Bundan dokuz yil sonra ise ikinci onemli jump flebi Steinthal,
pektoral bolgeden kaldirdigi, kostal kartilaj da igeren cilt cilt alt1 dokuyu el bilegi ve
buruna tastyarak gerceklestirmistir. William Stewart Halsted’in 1896 yilinda ilk kez
bir flebi asamali olarak boyun bolgesine kadar tasimay1 basarmasi ile cerrahide ilk

kez “waltzed” flep terimi de kullamilmus oldu. °

Eyliil 1916 yilinda Fillatov insanda, ilk tiip pedikiillii flebi kaldirmis ve yedi
hafta sonra tiip pedikiili ayirip gozkapagi rekonstriikksiyonunu basarili olarak
gerceklestirmistir. 1917 yilinda Sidcup’ta Gilles de tiip pedikiillii flebi Fillatov’dan
ayr1 olarak kesfetmisti. Ciddi yanik hastalarinda tiip flepleri kullanmis ve sol el
pedikiiliinii postoperatif on ii¢lincli giinde; sag el pedikiiliinii ise yirmi dokuzuncu
giinde aymrmistir. Sonrasinda Gilles bir¢ok tiip pedikiillii flepler kaldirmis ve

teknigini diinyadaki bircok cerraha dgretmistir. °

1960 yillarindan bu yana interpolasyon fleplerinde birgok ilerleme
kaydedilmigtir. Bunlarin arasinda Menick’in supratroklear arter bazli dar pedikiillii
paramedian alin flebi sayilabilir. Menick yaptigt modifikasyon ile daha fazla flep
mobilitesine izin vererek alindaki dondr saha defektinin daha kolay sekilde

kapanabilmesine imkén saglamustir. °

Yine énemli bir interpolasyon flebi olan yanak interpolasyon flebinin M.O.
600’li  yillarda Hindistan’da  burun rekonstriiksiyonlarinda  kullanildigina
inanilmaktadir. Buna karsin iki asamal1 postaurikiiler helikal flep ise daha giincel

bir teknik olup 1950 yilinda Lewin '° tarafindan tanimlanmustir.



2.3.1 PLASTIK CERRAHIDE SIK KULLANILAN iNTERPOLASYON FLEPLERI
2.3.1.1 ALIN FLEBI

Burnun ii¢ boyutlu bir organ olmasi ve dolayisiyla rekonstriiksiyonunun iki
veya daha ¢cok asama gerektirmesi nedeniyle alin flebi burun rekonstriiksiyonunda
siklikla kullanilan bir interpolasyon flebidir. Supratroklear arter bazli olarak
kaldirilir. Burnun hem i¢ hem de dis yiiziinilin restorasyonu i¢in olduk¢a uygundur.
Ancak iki ya da {li¢ asamali bir operasyon gerektirmesi, pedikiil ayrilmasi ig¢in

beklenen siire yontemin bir dezavantajidir.'” (Sekil 6)"

Sekil 6: Alin flebi

2.3.1.2 CROSS FiINGER FLEBI

Parmaklarin =~ palmar  yiizeylerinin = ampiitasyonlarinda  kullanilan
yontemlerden biridir. Hem cok iyi bir subkutandz doku saglar hem de cilt greftlerine
gore duyunun restorasyonu daha iyidir. Palmar parmak defekti komsu parmagin
ekstansor ylizeyinden kaldirilan flep ile kapatilir. Flebin kan destegi randomdur,
genelde subdermal dokudan beslenir. Flep genelde defektin boyuna gore ayarlanir.

Pedikiil ayrilmas icin beklenen siire, bir dezavantajdir. (Sekil 7)”



Sekil 7: Cross finger flebi

2.3.1.3 KASIK FLEBI

Ilk olarak McGregor ve Jackson tarafindan tamimlanan bu flep, daha
sonralar1 Daniel ve Taylor tarafindan mikrovaskiiler flep olarak kullanilmustir. Ust
ekstremitenin el, bilek, kol bdlgelerinde yumusak doku rekonstriikksiyonun da
kullanilmaktadir. Bu flebin avantajlari; bolgenin kilsizligi ve pedikiiliiniin uzun

olmasidir. Flep pedikiilii ayrilmasi i¢in ii¢ hafta beklenir. (Sekil 8)**

Sekil 8: Kasik flebi

2.3.14 POSTAURIKULER FLEP

Postaurikiiler flep heliks ve komsu antihelikste orta ve biiyiik defektlerin

onariminda kullanilabilen giivenilir bir fleptir. (Sekil 9)'°
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Sekil 9: Postaurikiiler flep.

A, defekt ve flebin c¢izimi. B, flebin
defekte ilerletilmesi. C, D, ikinci
asamada flep pedikiiliiniin
ayrilmasi ve flebin aurikiiliin
posteromedialine adapte edilmesi.
Dondr sahanin deri grefti ile
kapatilmasi

2.4 FLEP FiZYOLOJiSi VE YASAYAN FLEP ALANINI ARTIRMAYA
YONELIK KULLANILAN iLACLAR

Arteriolar sebekenin gorevi primer olarak doku kan akimini dengelemektir.
Sempatik innervasyon, arteriolleri, prekapiller sfinkterleri ve arteriovendz
anastomozlar direkt etkiler. Kapillerlerin ¢ap1 4-10 um ve kutandz mikrodamarlarin

¢ap1 2-3 um’ dir. '

Cildin normal kan akimi 20 ml/100 gr’ dir. Bu akim sicaklik ya da sempatik
blokajla biiyiik oranda artar. Cilt flebi hemodinamiginde, cilt kan akimini etkileyen

diizenleyici faktorler gok dnemlidir. '*

Kan akiminin diizenlenmesinin sistemik ve lokal seviyeleri vardir.
Cildin primer gorevi 1s1 regiilasyonudur ve sempatik sinir sistemi tarafindan

diizenlenir. Lokal kontrol cilt kan akiminda daha az rol oynar.'®

2.4.1 CILT KAN AKIMININ SISTEMiK KONTROLU
2.4.1.1 NORAL KONTROL

Dominant olarak vazokonstriktif fibriller, bir¢ok tip reseptorlerle damar
duvarinda sonlanirlar. En ¢ok a-adrenerjik reseptorler vardir ve vazokonstriksiyon
yaparlar. B-adrenerjikler vazodilatasyon, serotonin reseptorleri vazokonstriktif etkiyi

. . o 18
lokal olarak arteriovendz anastomozlarda gosterirler.
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24.1.2 HUMORAL KONTROL

Epinefrin ve norepinefrin o-reseptorler iizerinden vazokonstriktif etki
gosterirler. Serotonin vazokonstriktdr, histamin ve bradikinin vazodilatatordiir.
Bir¢ok arasidonik asit metaboliti, prostaglandinler ve tromboksanlar mikro dolasim
tizerinde birbirlerine zit etki gosterirler. TA2 potent vazokonstriktor etkili, PGE1
vazodilatator etkili, PGI2 vazodilatatér ve trombosit agregasyon inhibitoriidiir.

Lokotrienler (LTC4, LTD4) cilt mikro dolasimini artirict etki yaparlar. '

24.2 LOKAL KONTROL
2.4.2.1 METABOLIK REGULASYON

Metabolik  faktorler; hiperkapni, hipoksi ve asidoz genellikle

vazodilatasyona yol agarlar. '®

2422  FIZIKSEL KONTROL

Perfiizyon basincinin artmasi damar duvarinda gerilmeye bu da
vazokonstriksiyona yol acar. Lokal hipotermi kan akiminin azalmasina neden olur.
Vizkosite artmasi iskemiye neden olur. '®

2.4.3 CILT FLEBi KALDIRILDIGINDA GOZLENEN FiZYOPATOLOJIK
DEGISIKLIKLER

Cilt flebi kaldirildiginda, kan akiminin kontrolii tamamen karigir, flep
vaskiiler dengesizlige girer. Baglangi¢ safhasinda sempatik kontroliin fonksiyonel
kaybr ile iskemi gelisir. Cilt hemodinamik dengeyi tekrar kurmak i¢in humoral,
metabolik ve fiziksel mekanizmalar1 kullanir. Flebin yasamasi i¢in yeterli besleyici
kan dolagimi saglanmalidir ve bu ameliyat sonrasi ilk 8-12 saatte basarilmali aksi

halde hasar geri déniisiimsiiz hale gelir. '®
2.4.3.1 ANATOMIK DEGISIKLIiKLER

Flep kaldirildiktan sonra, kaldirilmadan once var olan ancak aktif olmayan
anastomozlar ¢alismaya baslar. Flep proksimalinde yeni damarlarin gelisimi ilk dort-
bes giinde olur. Daha sonra flep kaldirilmadan dnce bulunan damarlarla anastamozu
gergeklesir. Geciktirmeli ya da geciktirmesiz fleplerde otonomik innervasyon
degisiklikleri incelenmis ve katekolaminlerin cerrahi insizyondan onsekiz saat sonra

kaybolmaya basladigi ve otuz saatte tamamen yok oldugu, reinnervasyon ve
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katekolaminlerin tekrar toplanmasimmin ise ameliyat sonrasi sekizinci haftada
basladig1 gosterilmistir.
2.4.3.2 HEMODINAMIK DEGIiSIKLIKLER

Flep proksimalinde akim %100 kalirken distalde ameliyat sonrasi ilk giinde

%18’ e diiser, ilk haftada %65’ e, ikinci haftada %75-90’ a ulagir. '®
2.43.3 METABOLIK DEGISIKLIKLER

Flep kaldirilmasi sonucu iskemik durum lokal metabolik seviyeye zarar
verir. Dokuya yeterli oksijen gelmemesi anaerobik metabolizmaya neden olur, flep
distalinde oksijen, glukoz, ATP azalirken, karbondioksit ve laktat artar. Flep
distalinde glukoz tiiketimi maksimum {i¢iincli giinde olur, yedinci giinde normale

déner. Laktat iiretimi hizla artar, glukoz ve glukojen azalr. '®

Ada, serbest ya da geciktirmeli fleplerde, iskemik kisimda anaerobik
metabolizma artar ve toksik siiperoksid radikaller yiikselir. Bu radikaller ksantin
metabolizmasi tiriinleridir ve flep yasamina zarar verirler. Siiperoksit dismutaz her
iki tip flepte de yasamsal rol oynar. Geciktirmeli flepler de siiperoksit dismutaz
seviyesi normal kalirken akut fleplerde distalde stiperoksit dismutaz seviyesinin
azaldigr bazi calismalarda gdosterilmistir. Bu olay disardan allopurinol ya da

siiperoksit dismutaz verilmesi ile 6nlenebilir. '®

Cilt fleplerinin yasayan alanlarini artirmak i¢in birgok farmakolojik ajan
denenmistir. Bunlardan bir kismu klinik kullanma olanagi bulmustur. Kisaca

Ozetlersek;
-Akson Blokerler: Rezerpin, dopamin, guanetidin,

-Reseptor Blokerler: Fenoksibenzamin, fentolamin, propranolol, isoksuprin,

klorpromazin.

-Direkt Diiz Kas Gevseticiler: Hidralazin, nitrogliserin, dimetil siilfoksid,

kalsiyum kanal blokerleri,

-Iskemiye Toleransin Artirilmasi: Steroid, siiperoksid radikal &nleyiciler

(allopurinol, desferroksamin) , hiperbarik oksijen sayilabilir. '®
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2.5 INTERPOLASYON FLEPLERININ REVASKULARIZASYONU

Yapilan hayvan deneylerinde revaskiilarizasyon prosesinde yara
kenarlariim ve alici yatagim her ikisinin de énemli rol oynadigini gdstermistir.”” Bu
nedenle alic1 yatagin son derece saglikli olmas1 gerekir. Flep alict yataktan ilk 2-3
giinde inoskiilasyon ve neovaskiilarizasyon araciligi ile beslenmeye baslar. Bu
siirecin  baslayabilmesi i¢in iskeminin kritik bir faktér oldugu goriilmektedir.?’
Deneysel calismalar gostermistir ki; revaskiilarizasyon, ilk olarak flebin en hipoksik
oldugu en distalde baslamaktadir.*' inoskiilasyonun tamamlandig1 14 giin sonrasinda

22-24 . .
Bu siireci

ise flep yeni dolasim kaynagindan beslenerek transfer edilebilir.
hizlandirmak i¢in anjiyogenez ve arteriogenezin indiiklenmesi gerektigi bir gergektir.
Anjiyogenez siireci, alic1 yatak ile flep arasindaki damarlanmada mikro anastomozlar

olusturmas acgisindan son derece énemlidir. 2

Neovaskiilarizasyonu anjiogenik faktorler aracilifiyla arttirarak distal flep
bolgesinin beslenmesini artirmaya yonelik ¢cok cesitli ¢alismalar yapilmistir. Yapilan
deneysel calismalarda tromboksan inhibitorleri, vazodilatatorler, serbest radikal
temizleyicileri, Transforme edici Biiylime Faktorii (TGF), basik fibroblast biiyiime
faktorii (b-FGF), Platelet Kokenli Biiylime Faktori (PDGF), vaskiiler endotelyal
bliytime faktorii (VEGF) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktor cDNA’sinin flep

distalinde perfiizyonu iyilestirdigi ve nekrozu dnledigi gosterilmistir.2¢°

Son yillarda kok hiicrelerinde flep yasayabilirligini artirdigina yonelik
calismalar yapilmistir. Deneysel c¢alismalar yag kaynakli kok hiicrelerin
vaskiilogenezi arttirdigt ve bu tedavinin klinik kullanim potansiyeli oldugunu
Vurgulamlstlr.&31 Biz de calismamizda kok hiicrelerin vaskiilogenezi arttirici
ozelliginden faydalanarak interpolasyon cilt flebinin yasayabilirliginin artirilmasi ve

flep pedikiiliiniin ayrilma siiresinin kisaltilmasini amagladik.

2.6 INTERPOLASYON FLEPLERININ ERKEN AYRILMASINA YONELIK
YAPILAN GIRISIMLER

Interpolasyon fleplerinin giivenli olarak ayrilmasi ve distal pedikiiliin

yasayabilirliginin basarisi alic1 yataktan gelisecek olan neovaskiilarizasyona baghdir.

Yapilan deneysel calismalar ¢evre dokudan flep i¢ine dogru olan vaskiilogenezin
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postoperatif 4-5. giinlerde bagladigini ortaya koysa da, klinikte aligilagelmis olan
uygulama pedikiil ayrilmadan once genelde 10 giin — 3 hafta beklemektir.’”” Bu
bekleme siiresi, alic1 yataktan yeterli neovaskiilarizasyonun gelismesi ile flebin artik
kendi proksimal pedikiiline bagli olmadan yeni olusmus distal pedikiiliinden

beslenmesini saglamaktir.

Bugiline kadar interpolasyon flep yasayabilirligini arttirmaya ve erken
pedikiil ayrilmasma yonelik bircok mekanik ve kimyasal girisim denenmistir.
Uzerinde en ¢ok yogunlasilan girisim ise band turnike ve klempleme'*****%
araglarindan faydalanilarak yapilan flebin iskemik Onkosullanmasi olmustur.
Hiperbarik oksijen tedavisi uygulanmasi,® flep pedikiiliinin asamali olarak
kesilmesi,” epinefrin igerikli lokal anestezik uygulanmasi,* yara kenarlarinin iskemik

tutularak anjiyogenezin stimiilasyonu, >° lokal bFGF uygulamas:  ile anjiyogenezin

stimiilasyonu denenmis diger yontemlerdir.

2.7 FLEP NEOVASKULARIZASYONUNDA ROL ALAN ANJiYOGENIK
MOLEKULLER

Neovaskiilarizasyon (yeni damar olusumu); Anjiyogenez, vaskiilogenez ve

arteriyogenez olarak li¢ mekanizma ile gerceklesir.

Vaskiilogenez; embriyogenezis boyunca endotel Oncii hiicrelerin
(progenitdr) vaskiilarizasyon alanina gocii, endotelyal hiicrelere farklilasmasi ve

boylece yeni kan damari olusturmalar1 mekanizmasidir.

Anjiyogenez; mevcut olan kan damarlarindan yeni kapillerlerin olusumudur.
Primer vaskiiler sistemin olusumundan sonra matiir damar ag1 6nceden var olan
damarlarin yeniden olusumu (remodeling) ile sekillenir. Eriskinde genellikle bazi
patolojik durumlar (yara iyilesmesi, diyabetik retinopati, romatoid artrit, kardiyak
iskemi, psoriyazis, timor biiylimesi gibi) ve kadinlardaki menstriiel siklusa spesifik
fizyolojik olaylar (ovulasyon, endometrial biiylime, implantasyon, plasentasyon)

disinda aktif degildir.”*’

Kan damarlar1 olusur olusmaz endotelyal hiicreler organlar farklilasirken

dokuya 0Ozgiin degisikliklere ugrayip fonksiyonel olarak farkli ¢ok sayida damar
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olustururlar. Bu siire¢ler endotelyal hiicrelerin diferansiasyon ve biiylimeden
sorumlu reseptorleri aktive eden ¢esitli ekstraselliiler sinyallere cevap vermelerini

gerektirir.

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), Anjiopoietin ve Efrin
anjiyogenezisin vaskiiler endotelyal hiicrelerdeki VEGRF (VEGREF reseptor), TIE ve
Efrin aktivasyonu yolu ile diizenlenmesinde anahtar molekiilerdir.”’ VEGF
sinyallesmesi endotelyal hiicre soyunun diferansiasyon ve proliferasyonunun tesvik
edilmesinde gelisimin en erken asamalarinda 6nemli rol oynarken Anjiopoietin/TIE2
yolu damar stabilizasyonu ve destek hiicrelerin toplanmasimni daha sonra yapar.
Ancak, gelismekte olan damarlarin  olduk¢a kompleks yollart TGF-Beta
(Transforming Growth Factor- Beta), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), FGF
(Fibroblast Growth Factor), ve Delta-Notch yolu gibi diger sinyallesme yollar

komponentleri igin spesifik damarsal roller gerektirir.*’

VEGF, endotelyal spesifik reseptor tirozin kinaz, VEGFR1 (Flt1), VEGFR2
(KDR/FIk1), ve VEGFR3 (FlIt4) yolu ile etkisini gosteren heparin baglayici
homodimerik bir glikoproteindir.®® Aym zamanda, VEGFA’dan baska VEGF
ailesinin VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve
Plasenta biiyiime faktorii (Placenta growth factor; PIGF) adi verilen alti iiyeden
meydana geldigi gosterilmistir. Ayrica son zamanlarda yeni VEGF benzeri heparin
baglayici proteinler yilan zehrinden izole edilmistir. VEGF veya VEGF ailesinin ti¢
reseptoriinden herhangi birisini kodlayan genlerde aksama olacak olursa kan damari
gelisimi miimkiin olamayacaktir ve embriyonel letalite gerceklesecektir. VEGFR2,
endotelyal hiicrelerin anjiyogenez ve mitogenezi i¢in en Onemli ana sinyal
doniistiiriici. VEGF reseptoriidiir. Reseptér dimerizasyonu ve otofosforilasyon
sonrasi, birgok SH2 alani igeren sinyal doniistiiriicii molekiiller ya PLC-gamma,
VRAP (VEGF Receptor-Associated Protein), ve Sck gibi direk mekanizma ile ya da
Src ve PI3K (Fosfatidilinositol 3-Kinaz) gibi indirekt mekanizmalarla aktive olurlar.
PKC (Protein Kinaz-C)’nin aktivasyonu, Rafl-MEK-ERK yolu ile VEGFA
mitojenik sinyallemesinde olduk¢a Onemli rol oynar. Hiicre yasam sinyali asil
Akt/PKB (Protein Kinase-B)’nin PI3K aracili aktivasyonu ile saglanir. PI3K ‘nin
aktivasyonu, membran hedefleme ve Akt/PKB’lin fosforilasyonuna kendi PH

(Pleckstrin Homology) alanina baglanarak aracilik edecek olan PIP3
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(fosfatidilinositol-3, 4, 5-Trifosfat)’iin birikimi ile sonuglanir. Akt/PKB yolu i¢in
downstream hedefleri, BAD, FKHR1 (Forkhead Transkripsiyon Faktor -1) gibi
proapototik proteinleri ve fosforilasyonu ile apoptozu inhibe eden kaspaz-9’u
icermektedir. Diger yandan, VEGFA, endotelyal hiicre yasaminda da ¢ok dnemli role
sahip antiapoptotik protein BCL2 ve IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) ailesi
tiyelerinden XIAP (Xenopus Inhibitor of Apoptosis) ve HUVEC (Human Umbilical
Vein Endothelial) hiicrelerindeki Survivin ekspresyonlarimi indiikler.*' PLC-
Gamma’nin PIP2 (fosfatidil inositol-4, 5-Bifosfat)’i hidrolize etmesiyle olusan IP3
(inositol trifosfat) ve DAG (Diagilgliserol) PKC’yi aktive eder ve internal
kaynaklardan da Ca2+ saliimini stimiile eder. VEGF-A tarafindan uyarilmis Ca2+
mobilizasyonu kisa siireli nitrik oksit ve Ptg (Prostaglandin) tiretimine yol agar. SHC
fosforilasyonu, =~ SHC-GRB2 (Growth Factor Receptor-Bound Protein-2)-SOS
kompleksleri olusumunu saglayip HUVEC ve sinilizoidal endotelyal hiicrelerdeki
Rafl-MEK-ERK1/2 yolunu PKC-bagimli ve Ras-bagimsiz olarak indiikler."!
VEGF nin mitojenik etkilerinin negatif geribeslemesi prostaglandin aktivasyonu ve
biyosentezi ile cPLA2 (sitozolik fosfolipaz —A2) tarafindan saglanir. P38 yolagi
VEGF sinyalini mikroflamanlara, endotelyal hiicre migrasyonunu MAPKAPK2/3
(MAP Kinase Activated Protein Kinase-2/3) ve F-Aktin polimerizasyon modiilatorii
HSP27 (Heat Shock Protein-27) larin aktivasyonunu ayarlayarak regiile eden aktin
sitoskeletonun yeniden diizenlenmesini baglatarak nakleder. HUVE hiicrelerinde
VEGFR2 araciligiyla VEGFA tarafindan FAK (Fokal Adezyon Kinaz) ve Paxillin’in
aktivasyonu, VEGFA-indiiklii aktin reorganizasyonu i¢in gerekli olan Talin ve
Vinkulin gibi aktin sabitleyici proteinlerin fokal adezyon kuvvet plaginda
toplanmalarina neden olur. VEGFA ayrica, kemik iligindeki endotelyal hiicre
alaninda FAK-related cytoplasmic tyrosine kinase, PYK2’in (RAFTK da denir,
"Related Adhesion Focal Tyrosine Kinase") tirozin fosforilasyonunu stimiile eder.”'

( Sekil 10)*
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ANJIYOGENEZIS

Sekil 10: Neovaskiilarizasyonda rol alan anjiogenik
molekiillerin sematik goriiniimii

VEGF’in iskemik bacak ve myokardda terapotik
anjiyogenez/vaskiilarizasyon i¢in ¢ok giiclii bir biiyiime faktorii oldugu bilinmesine
karsin, ayrica kapiller endotelyal hiicrelerin permeabilite ve proliferasyonunu
arttirmak gibi etkileri de vardir. Bu etkileri bazen tiimor anjiyogenezi, vaskiiler
kagak, 6dem ve inflamasyon gibi istenmeyen yan etkiler de olusturabilir.** VEGFA
gibi bir¢ok sitokinin major vaskiiler bir tiimoér olan, siklikla HIV1 (Human
Immunodeficiency Virus) ve HHV-8 (Human Herpes Virus) ile iligkili oldugu
43,44

bilinen Kaposi Sarkomu’nu modiile edebilecegi belirtilmistir.

hiicrelerde VEGF-Flk1/KDR sinyal sistemi, PI3K, Akt kinase ve eNOS (endotelyal

Endotelyal

NO Sentaz) efektorlerinin aktivasyonu tizerinden c¢alisan ¢ok dnemli bir NO (Nitrik
Oksit) iireticisidir. NO hematopoezisi regiile ederek AML (Akut Myeloid Losemi)
hiicre bityiimesini modiile eder.* VEGF ayrica, tiimdr anjiyogenezine olan etkisi
lizerinden tiimor proliferasyonunu modiile ederek over ve kolon kanseri
progresyonunda 6nemli bir rol oynar. Insanlardaki anormal endotelyal proliferasyon
ve anormal neovaskiilarizasyon ile iligkili olan ¢esitli hastaliklarda VEGF dayali
tedaviler bulunmaktadir. Bunlar, VEGFA veya VEGFR2’ye karsi nétralizan

antikorlar, antisens oligoniikleotidler, negatif regiilatuar peptidler, soliibl reseptorler
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ve VEGFR’nin kinaz aktivitesini inhibe edici ATP analoglari olarak sayilabilir."!
Buna ragmen, VEGF fonksiyonunun inhibisyonu korpus luteum fonksiyonunu bloke
ederek infertiliteye neden olabilir. Sonug¢ olarak VEGF sinyal yolag: iizerine etki
ederek VEGF fonksiyonunu etkileyen ilag ¢alismalar1 bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in
faydali olabilir.

2.8 KOK HUCRELER

2.8.1 GENEL BIiLGILER

Kok hiicreler, uygun biyokimyasal sinyallerin varliginda farkli hiicre
tiplerine doniisebilme 6zelligine sahip hiicrelerdir. Bu giin icin tedavisi miimkiin
goriinmeyen hastaliklarin bir¢ogu, yasam icin vazgecilmez olan bazi hiicre-doku ve
organlarin, bir daha asla normal yap1 ve islevlerine dondiiriilmeyecek sekilde
hasarlanmis olmas1 sonucudur. Ornegin; tip 1 diyabet hastaliginda pankreasta insiilin
salgilayan beta hiicrelerinin, Parkinson hastalifinda beyinde dopamin salgilayan sinir
hiicrelerin hasar1 s6z konusudur. Iste, bu tiir ve benzeri hastaliklarin (Alzheimer,
Multiple skleroz, ALS, omurilik zedelenmesi, Purkinje hiicre bozunumu-
hasarlanmasi- (PCD), Duchenn’s kas distrofisi ve diger bir¢cok hastalik gibi) kesin
tedavisini saglamak amaciyla arastirmacilar hasar goren hiicre-doku veya organlarin
biyolojik islevlerini yerine koymak (rejeneratif tip) ya da tamir etmek (reparatif tip)
ile miimkiin olabilecegini diistinmektedirler. Bir hedef doku veya organa, o organin
islevlerini eski haline getirmeye yetecek kadar sayida ve kalitede izole edilmis ve
Ozellikleri belirlenmis olan hiicrelerin nakledilmesiyle bu amaca ulasilabilir. Kok
hiicreler, bu amaca hizmet edebilecek yani hiicre tabanli tedavide kullanilabilecek

baslica unsur olarak gériiniiyor.*®

Ikinci Diinya Savasii takip eden yillarda bilim diinyas: radyasyonun neden
oldugu hastaliklarin tedavisi i¢in ¢ok ciddi c¢abalar harcamistir. Bu c¢aligmalardan
elde edilen ilk gozlemler gosterdi ki; letal dozda radyasyona maruz kalmis hastalarda
dalak veya kemik iligi hiicrelerinin nakli hiicresel iyilesmeye Onemli katkilar
saglamuistir.’’ Bu dramatik kavramadan yaklasik 50 yil sonra, aslinda bu

tyilesmelerin kemik iligimizde var olan ve nadir sayidaki kok hiicrelere bagl olarak
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radyasyonu takiben hematopoezin yeniden inga edilmesinden kaynaklandigini

biliyoruz.

1983 yilinda Sale®® tarafindan allojenik hematopoetik kok hiicre nakli
sonrasi, yaygin akciger ossifikasyonlarin bagl olarak solunum yetmezliginin tespiti
izerine in vivo plastisite kavraminin ilk diisinceleri dogmustur. Sonraki yillarda,
basta kemik iligimizde bulunan kok hiicrelerin in vitro ve in vivo kosullarda yalnizca
kaynaklandiklar1 doku ve organlarin hiicrelerini degil viicudumuzun diger islevsel
hiicrelerine de doniisebildiklerini (plastisite) gosteren bir¢ok rapor yayimlanmustir.
Diger erigkin kok hiicre kaynaklarina oranla daha kolay elde edilebilir olmalari
nedeniyle kemik iligi kok hiicre (KIKH)’leri oncelikli olmak {iizere farkli
kaynaklardan elde edilen kok hiicreler rejeneratif ve reparatif tip’ta olduk¢a 6nemli

bir kaynak olmuslardir (Sekil 1 1).46
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Sekil 11: Kemik iligi kok hiicrelerinin farklilagsma
iiriinleri

Gilinitimiizde, kok hiicre biyolojisindeki en tartismali konulardan biri kok
hiicre plastisitesiyle iligkilidir. Dokuya 6zgiin kok hiicrelerinin, kaynak dokudan daha
farkli bir hiicre tipine farklilasabilme yetenegine “eriskin kok hiicre plastisitesi”
denmektedir. Transdifferensiasyon terimi ise, kok hiicrelerin plastisite potansiyeli
anlaminda siklikla kullanilmaktadir. Transdifferensiasyon, birka¢ 6zgiin tiirde dogal
olarak meydana gelir. Ornegin, semender ve civcivlerde goziin lensi ¢ikartildig

zaman, iris hiicreleri lens hiicrelerine doniisiir. *¢
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Simdiye kadar, bircok laboratuar kok hiicre plastisitesine iliskin kanitlar

acikladi. Bu ¢alismalar kisaca su stratejileri kapsamaktadir:
In Vitro Yéntemler;
1) Kiiltiir kosullarinin modifikasyonlarina yonelik girisimler.
2) Genetik modifikasyonlar; genomu degistirmeye yonelik girisimler.
2a) Hiicrelerin farklilagmasinda 6nemli rol oynayan transkripsiyon
faktorlerin ektopik transfeksiyonu.
2b) RNAI vasitasiyla farklilagmanin yonlendirilmesi.
2¢) Cre/LoxP sistem.
3) Farkl1 hiicre serileri ya da dokular ile ko-kiiltiir.
In Vivo Yontemler;

Genotip (cinsiyet) uyumsuz bireyler arasindaki (XX’den XY’e) organ

nakilleri sonrasinda, alict kdkenli(Y+) hiicrelerin nakledilen organda izlenmesi.

Genotip uyumsuz bireyler arasindaki (XY’ den XX’e) kemik iligi, periferik
kan ve kordon kami kok hiicre nakilleri sonrasinda, verici kokenli hiicrelerin (Y+)

alicinin ¢esitli doku ya da organlarinda izlenmesi.

In vitro isaretli (GFP+, LacZ+ gibi) ya da transgenik hayvanlardan (GFP
veya LacZ genini eksprese eden) elde edilen erigkin kok hiicrelerinin saglikli ya da

hasar olusturulmus alicilara nakli ve izlenmesi.

Erigkin kok hiicrelerin mobilizasyonunun saglanarak (6rnegin, kemik iligi
kok hiicrelerinin), kaynaklandigi  doku/organdan farkli  doku/organlardaki

plastisitesinin izlenmesi.

Isaretli (GFP ve LacZ gibi) kok hiicreler ile kimerik yapilmis deney

hayvanlarinda bu hiicrelerin akibetinin izlenmesi.

Farkl tiirler arasinda nakil sonrasi (insan hiicresinin hayvana nakli gibi)
verici hiicre antijenik yapilarinin alic1 doku ve organlarinda arastirilmasi.

Maternal doku ve organlarda genotip uyumsuz fetal hiicrelerin izlenmesi. *°
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Biitiin bu denemeler, erigskin kok hiicrelerinin plastisitesini gosteren onemli
kanitlar1 saglamistir. Ancak, diger bazi bilim adamlari, kok hiicre plastisitesini
aciklayan bu kanitlar1 yeterli bulmadi ve bu bulgulara oldukc¢a siipheci yaklastilar.
Onlar, onceki ¢alismalarda plastisite ya da transdifferensiasyon olarak adlandirilan

bu olay1 “hiicre fiizyonu” olarak yorumladilar. */

2.8.2 KOKHUCRELERIN SINIFLANDIRILMASI

Kok Hiicreler farklilasma 6zelliklerine gore:

Totipotent Hiicre: Erkegin spermi ile kadimin yumurtas: birlestiginde yani
dollenme meydana geldiginde olusan hiicre (zigot) tek basma tiim organizmay1
meydana getirebilecek genetik bilgiye ve gilice sahiptir. Bu hiicrelere her seyi

yapabilen anlamina gelen totipotent hiicre denir. *®

Dollenmeden sonraki ilk 4 giin i¢inde olusan hiicrelerin her biri totipotent

hiicredir ve her bir hiicre ayr1 bir organizmay1 olusturabilecek giice sahiptir.

Pluripotent Hiicre: Dollenmeden sonraki 5. giinden itibaren meydana gelen
hiicreler blastosist denilen kiiresel bir sekil alir. Bu kiirenin icindeki hiicreler
viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip olmalarina ragmen, artik tek
baslarma tiim organizmay1 olusturacak giice sahip degillerdir. Iste bu tiir hiicrelere
pluripotent hiicre denir. Asagida bahsedilecek olan embriyonel kok hiicreler, bu kiire

icindeki hiicrelerden olusturulur ve pluripotent 6zellige sahiptirler.*®

Multipotent Hiicre: Birbirine yakin hiicre gruplarimi olusturabilen kok
hiicrelerdir. Kan kok hiicreleri, kemik iliginde bulunur ve gerektiginde beyaz kan

hiicrelerine, kirmizi kan hiicrelerine ve trombositlere doniigebilir.*®

Oligopotent hiicre: Lenfoid ve myeloid hiicrelerde oldugu iizere sadece

birkag hiicre grubunu olusturan kok hiicrelerdir. 46

Unipotent hiicre: Kas ana hiicresinde oldugu iizere bir hiicre tipini olusturan

kok hiicrelerdir. *° (Sekil 12)°°
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Sekil 12: Kok hiicrelerin farkhlasma ozelliklerine gore siniflandirilmasi

2.8.3 MEZENSIMAL KOK HUCRELER (MSC)

Pek ¢ok hiicre tipine farklilasma yetene§ine sahip multipotent kok
hiicrelerdir. Kemik iligi hiicreleri kiiltiir kaplarinda kiiltiire edildikleri zaman hizla
plastik kiiltiir kabina yapisan (adhere olan) hiicrelerin kemik iligi stromal hiicreleri
oldugu, yapismayan (non-adherent) hiicrelerin ise hematopoetik hiicreler oldugu
1966’1 yillardan beri bilinmektedir. Son yillarda ise, stromal hiicre sistemine
duyulan ilgi giderek artmaktadir. Onceleri, kemik iligi kdkenli stromal hiicreler,
ozellikle mezenkimal kok hiicreler (MKH) hematopoezi indiikklemek amaciyla
kullanima girerken daha sonralar1 in vivo ve in vitro caligmalarla aralarinda kas,
kikirdak, kemik, sinir, karaciger, kalp, beyin, adipoz doku, boébrek, akciger ve
bagirsaklarin da oldugu c¢esitli hematopoetik olmayan dokularin parankimal
hiicrelerine farklilastiklar1 gdsterilmistir.”””* MKH’ler, ilk kez fetal buzagi serumu
igeren kemik iliginin ortama yayilmasi sonrasinda, kemik hiicrelerine ve adipositlere
farklilasan ve fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre kolonilerinin gelistigini
gosteren Fridenshtein tarafindan tanimland1.'® Sonraki in vivo ve in vitro ¢alismalar,
MKH? leri her ii¢ germ yapragindan koken alan hiicre ve/veya dokulari olusturan bir
multipotent kok hiicre kaynagi olarak belirlemislerdir. MKH’ lerin basta
hematopoetik kok hiicre (HKH) nakilleri, doku miihendisligi ve gen tedavileri olmak
tizere bircok alanda klinik kullanim potansiyeli olmasi bu hiicrelere olan ilgiyi

giderek arttirmaktadir. Onceleri yalmzca kemik iliginden elde edilebilen MKH’ler
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glinlimiizde viicut sivilarmin da dahil oldugu bircok doku ve organimizdan izole
edilebilmektedir. Bu dokularin baslicalar1 kas, kemik, kikirdak ve yag dokulari, dis
pulpast ve periodontal ligament, karaciger, timus, paratiroid, tonsilla palatina,
akciger, dalak gibi solit organlar, endometriyum, yumurtalik ve testis gibi iiremeyle
iligkin organlar, amniyon sivisi, plasenta, kordon kani ve matriksi gibi fetal doku
ve/veya organlardir.®® Uluslar arasi Hiicresel Tedavi Birligi (The International
Society for Cellular Therapy; ISCT) yakin zamanda yayimlandig1 kilavuzda MKH’
lerin tanimlanmasi i¢in 3 kriter Onermistir, 1) plastik hiicre kiiltiir kabina yapisabilme
ozelligi; 2) in vitro kosularda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilagabilme
yetenegi ve 3) CD73, CD90 ve CDI105 belirteclerini %95’in iizerinde ve CD14,
CD34, CD45 ve HLA-DR belirteglerini % 2’den az oranda eksprese etmeleri
gerekmektedir. MKH’ lerin basta hiicresel tedaviler, doku miihendisligi, bagisik
baskilayici ve gen tedavileri olmak {izere bir¢ok alanda klinik kullanim potansiyeli
olmas1 bu hiicrelere olan ilgiyi giderek arttirmaktadir.”” MKH’ lerin hayvanlarda ve
insanlarda lenfositlerin ¢ogalmasini engelleyerek bagisiklik yanitlarini diizenleyici
etkileri oldugu bildirilmistir. HLA 6zdes HKH’lerle birlikte nakledildiklerinde akut
ve kronik GVHD’ nin (Graft Versus Host Disease; Konagmn karsit vericinin
hiicrelerine reaksiyonu) azalmasina neden olmustur. MKH ile ilgili klinik
uygulamalarda son yillarda dikkat ceken bir konu da kardiyak rejenerasyon
caligmalaridir. MKH’ lerin kardiyak rejenerasyonda iskemik kalp hastalarinda
ventrikiiler yeniden diizenlenme ve diyastolik fonksiyonlarin yeniden diizenlenmesi

gibi olumlu etkileri olusturabilecegi rapor edilmektedir.”

Bu olaylardan sorumlu olan molekiiler mekanizmalar ise; apoptozis
direncinde artis, VEGF salgilanmasinda artig, hiicresel diizeyde kan akiminda artis,

mikrovaskiiler yapida artig, gap junction iligkisi ve fiizyon seklinde 6zetlenmektedir.

Son yillarda, otolog olarak farkli kaynaklardan elde edilen MKH’ler
kullanilarak kemik, kikirdak ve kornea gibi ii¢ boyutlu doku pargaciklarinin
tiretilmesi gerceklestirilmis ve bu liretilen doku parcaciklarinin (6zellikle kemik ve

kikirdak) klinik denemeler kapsaminda insanlarda uygulanmasina baglanmaistir.
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Mezenkimal kok hiicre arastirmalarinda gergeklesen son 10-15 yildaki
gelismeler birgok hastalikta hiicresel tedavi ve doku miihendisligi uygulamalarinin

onemli biyolojik araglar1 olacagini gostermektedir.

2.84 KOKHUCRELERIN POTANSIYEL KULLANIM ALANLARI

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

edilmis mezenkimal kok hiicrelerle yapilmis basarili ¢calismalar mevcuttur.

Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin, de novo myokard
olusturdugu ve miyokard enfarktiisii ve koroner arter hastaliklarinda intrakoroner kok
hiicre inflizyonunun kalp kast rejenerasyonunda olduk¢a efektif oldugunu
g6stermistir.*””° Bundan baska oftalmolojide de arastirmacilar hasar gdrmiis goze
basarili bir sekilde korneal kok hiicre transplante ederek goérme kabiliyetini restore

etmislerdir. °!

Ayni hiicrelerin baska uyaranlarla ndral hiicre serisine de doniisebildikleri
gozlenmis ve amyotrofik lateral skleroz gibi hastaliklarda spinal kordaki hasarl
bolgeye verilen kok hiicrelerin ablatif sinir hiicrelerini rejenere ettigi ve sonucta

lokomotor fonksiyonun restore oldugu gosterilmistir. >

Yine en Onemli metabolik hastaliklardan tip 1 diyabet hastaliginda
pankreasta insiilin salgilayan beta hiicrelerindeki hasar mekanizmasinin molekiiler

diizeyde anlagilmast ile ilgili yiiz giildiiriicii calismalar yapilmistir. > °*

Endotelyal progenitér hiicre tedavisi ve terapotik vaskiilogenezin plastik
cerrahide ¢esitli uygulamalar1 vardir. Son zamanlarda problemli bdlgelerde yeni
damar olusumunu arttirmak i¢in kok hiicre transplantasyonu uygulanmaktadir.”
Sistemik dolagima enjekte edildikten sonra endotelyal progenitdr hiicreler secici bir
sekilde iskemik dokulara yerlesir, bdylece bu hiicreler iskemik flepleri kurtarmada

onemli rol oynayabilir. Bu nedenle terapotik anjiyogenezin flep yasayabilirligini,
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yara iyilesmesini gelistirme, doku g¢ogalmasii hizlandirma potansiyeli olup tek

basina biiylime faktorlerinden daha ¢ok, hiicreleri yenileyerek faydali olabilir.

Kok hiicrelerin daha o6nce terapotik anjiyogenezis yapici etkileri birgok
calismada gosterilmis olup " 58,39 flep cerrahisinde kullanimina ait ilk ¢alisma ise
Ichioka ve arkadaslar tarafindan yapilmistir.®® Siganlarda yaptiklari bu calismada,
kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin dorsal cilt fleplerindeki revaskiilarizasyon
lizerine etkisi arastirilmis ve kapiller dansitede iskemi reperfiizyon hasarini azaltici

yonde belirgin artig tespit etmislerdir.

Mezenkimal hiicrelerin  vaskiiler endotelyal hiicrelere farklilasma
kabiliyetleri oldugu bilinmektedir. Zheng ve arkadaslarmin®  yaptig1 calismada
VEGF-transduced mezenkimal kok hiicrelerin iskemik fleplerde
neovaskiilarizasyonu arttirdig1 gosterilmis.

Uysal C. ve arkadaslarmin®

sicanlarda yaptig1 baska bir ¢aligmada adipoz
doku kokenli kok hiicrelerin random patternli cilt fleplerinin viabilitesini arttirdigini
gostermiglerdir. Kemik iligi kokenli kok hiicrelerin de sican cilt fleplerinde
neovaskiilarizasyonu arttirp flep dolasimma olumlu etkisi oldugu gdsterilmistir.”
Yine aymi ekibin baska bir ¢alismasinda sigan dorsal cilt fleplerinde olusturulan
iskemi reperfiizyon hasarmin adipoz doku kokenli kok hiicre uygulanmasi ve bir

takim biiylime faktorlerinin regiile edilmesi sonucu iskemi reperfiizyon hasarinin

onlenebilecegi gosterilmistir. *

285 KOKHUCRE KAYNAGI OLARAK ADIPOZ DOKU

Bugiine kadar mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak ¢cogunlukla kemik iligi
kullanilmis ancak son ¢alismalara bakildiginda yeni kaynaklar tanimlanmistir. Zuk
ve arkadaslarmin® yaptigi calismada adipoz dokunun mezenkimal hiicrelerden
olduk¢a zengin oldugu gosterilmistir. Adipoz dokudan elde edilen kdk hiicrelerin
kemik iliginden elde edilen kok hiicrelere gore izolasyonlarinin daha az aci verici
olmalari, lipoaspirasyon yontemi ile kolayca ve bol miktarda elde edilebilmeleri
nedeniyle adipoz dokunun plastik cerrahide son yillarda kok hiicre kaynagi olarak

kullanimi oldukg¢a yayginlagmistir.

Poznanski ve arkadaslan® yaptiklar calismada yag dokusunun kok hiicre

bakimindan olduk¢a zengin bir doku oldugunu gostermistir. Ayrica adipoz doku
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santimetre kiip basima kemik iligine gore 100 ila 1000 kat daha fazla pluripotent

hiicre icermektedir.®® ¢’

Biz de bu c¢alismada daha once interpolasyon flep cerrahisinde
kullanilmamis sSAD-MKH (sigcan adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre)’lerin
sigan interpolasyon cilt fleplerinde neovaskiilarizasyonu hizlandirmadaki etkisini
gormek ve dolayisiyla interpolasyon fleplerinin daha erken ayrilabilmesini saglamak
icin bu arastirmayr yaptik. Amacimiz ileride klinik uygulamaya 1s1ik tutacagina
inandigimiz adipoz doku kokenli kok hiicrelerin bu konudaki etkileri ile ilgili veri

toplamakti.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma
Birimi (DETAB) biinyesinde yapildi. Caligsma i¢in 07.07.2009 tarihinde etik kurul 6n
onayt (AEK 12/1) alindiktan sonra g¢alismaya baslandi. Deneklerin postoperatif
bakimi, takibi, deneklerin sakrifikasyonu, ayn1 merkezde gerceklestirilmistir. Kok
hiicre ile ilgili analizler Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Kok Hiicre ve Gen
Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi (KOGEM)’de, histopatolojik analiz ve
dlgiimler Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda,
sintigrafik degerlendirmeler de Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Niikleer Tip
Anabilim Dali’nda, gergeklestirilmistir. Calisma Helsinki Bildirgesi’'nde deneysel

arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak yiiriitiilmiistiir.

3.1 DENEKLER

Calismaya 32 adet agirliklar1 200250 gr. arasinda degisen Wistar albino
cinsi erkek sicanlar dahil edildi. Her grupta on alti denek bulunan iki grup
olusturuldu. Tiim hayvanlar standart ret yemi ve sehir suyu verildi ve on iki saat 151k,
on iki saat karanlikta kalacak sekilde Deneysel Tip Arastirma Birimi biinyesinde

standart kafeslerde barindirildi.

Denekler, sAD-MKH uygulanan (16 adet denek) deney grubu (K) ve
kontrol grubu (L) denekleri (16 adet denek) olarak iki gruba ayrildi. Deneysel
calismanin sonunda bulgularin degerlendirildigi toplam 32 adet denek su sekilde

gruplandi:
3.2 GRUPLAR

Grup I (kontrol grubu=K) (n=16) : Kok hiicre uygulamasi yapilmayan
grup. Ayrica kendi i¢inde; L1 (Medium soliisyonu uygulanan, pedikiili 5. giin
ayrilan alt grup), L2 (Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 8. giin ayrilan grup),
L3 (Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 11. giin ayrilan alt grup) ve L4
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(Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 14. giin ayrilan alt grup) olmak tizere 5 alt

gruba ayrilmaktadir.

Grup II (deney grubu=L) (n=16) : Kok hiicre uygulamasi1 yapilan grup.
Ayrica kendi i¢inde; K1 (YD-MKH uygulanan, pedikiilii 5. glin ayrilan alt grup), K2
(YD-MKH uygulanan, pedikiilii, 8. giin ayrilan grup), K3 (YD-MKH uygulanan,
pedikiilii 11. giin ayrilan alt grup) ve K4 (YD-MKH uygulanan, pedikiilii 14. giin
ayrilan alt grup) olmak {izere 5 alt gruba ayrilmaktadir. (Tablo 1)

GRUPLAR PEDIKUL AYRILMA ZAMANI VE YAPILAN iSLEM
L1 (n=4) Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 5. giin ayrilan
L2 (n=4) Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 8. giin ayrilan
L3 (n=4) Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 11. giin ayrilan
L4 (n=4) Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 14. giin ayrilan
K1 (n=4) YD-MKH uygulanan, pedikiilii 5. giin ayrilan

K2 (n=4) YD-MKH uygulanan, pedikiilii 8. giin ayrilan

K3 (n=4) YD-MKH uygulanan, pedikiilii 11. giin ayrilan

K4 (n=4) YD-MKH uygulanan, pedikiilii 14. giin ayrilan

Tablo 1: Alt gruplar ve yapilan islemler
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3.3 ANESTEZi VE AMELIYAT

Deneklere, 20 mg/kg ketamin (Ketalar ® ,Parke-Davis) + 5 mg/kg xylazin
(Rompun ® ,Bayer) i.p. ile anestezi saglandi; betadin ile tliyler yikanarak ameliyat
alanlar1 elektrikli tirag makinesi ile temizlendi ve cerrahi masasina yiiziistii gelecek
sekilde dort ekstremiteden flaster ile tespit edildi. Ameliyat alan1 %10 povidon-iyot

ile temizlendi ve cerrahi boyunca steriliteye gerekli 6nem gosterildi.

Bunu takiben bir adet 6x5 cm boyutlarinda, cetvel kullanilarak sirtta ¢izim

kalemi ile flep planlandi (Sekil 13).

Sekil 13: :sag: 6xS cm boyutlarindaki kranial bazh olarak planlanan
interpolasyon flebi. Sol: flebin grafiklestirilmis goriintiisii

Cizimden sonra tekrar cetvelle Ol¢lim yapilarak boyutlar kontrol edildi.
Derinin tim katmanlari, cilt alt1 bag dokusu ve pannikulus karnozus da flebe dahil
edilerek, kranial bazli 6x5 cm.’ lik flep, dorsal santral arter ve ven tabanli olarak

kaldirild1 (Sekil 14).
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Sekil 14: Flebin tabanda pannikulus karnozus tabakasi
da dahil edilerek kaldirilmasi

Ok: Flebin pedikiilii, dorsal santral arter.

Flebin kaldirildig1 alanin 3x5 cm boyutlarindaki distal kismi interpolasyon
flebinin adapte edilecegi defekt alan1 (YD-MKH enjeksiyonu yapilan alan) olarak
belirlendi. Proksimalde ise flebin tabandan beslenmesinin Onlenmesi i¢in flebin
altindaki cilt primer kapatildi (Sekil 15). Deney grubundaki her flebe green
fluorescent protein (GFP) isaretli 3x1.000.000 yag doku kokenli mezenkimal kok
hiicre (YD-MKH) iceren Iml’lik siispansiyon; flep distaline cilt alti planda 2
noktada; alict yatakta ve yara kenarlarina 4 noktada diffiiz olarak enjekte edildi

(Sekil 16).
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Sekil 15: Sol: Flep donor alanin kapatilmasi. *: 3x5 cm
boyutlarinda birakilan defekt alani.

Sag: Flebin defekte adapte edilmis hali.

Sekil 16: GFP isaretli 3x106 yag doku kokenli mezenkimal
kok hiicre (YD-MKH) iceren 1mI’lik siispansiyonun deney
grubunda, flep distaline ve alic1 yataga enjekte edilmesi.

Kontrol grubunda ise deney grubundaki ayni enjeksiyon bolgelerine sadece
medium soliisyonu enjekte edildi. Sonrasinda flep, acik birakilan 3x5 cm’
boyutlarindaki defekt alanina adapte edildi (Sekil 15). Flep kontraksiyonunu
onlemek icin her flep esit sayida olmak iizere 4/0 prolenlerle ile siitiire edildi (Sekil
17). Cerrahi sonrasi hayvanlarin birbirlerine zarar vermesini engellemek i¢in her

birine flepleri koruyucu pansuman yapildi. Postoperatif 5, 8, 11 ve 14. giinlerde her
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gruptan 4 adet sicanin proksimal pedikiilii ayrildi (Sekil 17). Pedikiilii ayrilan her
flep 7 giin boyunca takip edildi (Sekil 18).

Sekil 17: Sol: Flep proksimal pedikiiliiniin kesilmesi.

Sag: Flep kontraktiiriinii engellemek icin flep proksimalinin tekrar
saglam cilde gerginligini koruyacak sekilde adapte edilmesi

Sekil 18: Sol: 8. Giinde
proksimal pedikiilleri
ayrilan fleplerin pedikiilii
ayrildiktan 7 giin sonraki
goriintiisii.

Sol: Kontrol grubu. Sag:
deney grubu. Sol Alt:
kontrol grubu grafik
goriintiisii.

Sag Alt: deney grubu
grafik goriintiisii.
Makroskobik olarak
kontrol grubu ile deney
grubu arasinda flep
yasayabilir alam
arasindaki fark
goriilmekte.
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3.4 SAD-MKH’LERIN iZOLASYONU VE KULTURE HAZIRLANMASI

MKH’ lerin izolasyonu i¢in; laboratuara gelen, sicanin inguinal bolgesinden
elde edilen adipoz doku %1 oraninda penisilin-streptomisin igeren HBSS ile birkag
kez yikama isleminden gecirilerek makasla lcm3’lik kiigiik parcalara ayrildi.
Yikama isleminden sonra dokular kuru bir petriye alinip makas yardimiyla mins
edilerek ve tizerine Ca ve Mg icermeyen HBSS ile hazirlanmis %0.075’lik tip 1
kollajenaz soliisyonundan 2ml koyularak doku 6rnekleri 15ml’lik falkonda toplandi.
Son voliim kollajenazla Sml’ye tamamlanip 370C calkalamali su banyosunda 60dk
bekletildi. Inkiibasyon sonunda iizerine 5Sml HBSS eklenerek 1800rpm’de 10dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atilip pelet 5ml HBSS ile
sulandirillarak 70 pm’lik hiicre siizgeci ile siiziilerek ve tekrar 1300rpm ‘de 5 dk
santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pelet lizerine Sml lysing soliisyon eklenip oda
1sinda 5dk bekletildi. Siire sonunda Sml HBSS eklenerek 1800rpm’de 10dk santrifiij
edildi. Bu islem iki kez tekrarlanip slipernatant uzaklastirildiktan sonra olusan pelet
tizerine %15 oraninda FBS ve %1 oraninda penisilin-streptomisin i¢ceren o-MEM
kiiltiir besiyerinden 1ml eklenip pipetaj yapilarak 25 cm” ‘lik kiiltiir kabina ekim
yapildi. Gerekli miktarda kiiltiir besiyeri koyulduktan sonra 370C, %5 CO2 ve nemli
ortamda kiiltiire edildi. 48 saat sonra besiyeri degistirilerek yiizen tiim hiicreler
uzaklagtirildi. Haftada iki kez besiyeri degisimi tekrarlandi. Flaskin tabani yaklasik
%80 oraninda hiicreler ile kaplaninca (konfluent) tripsinizasyon islemiyle yapisan
hiicreler kaldirilip yeniden kiiltiire edilerek bu ilk pasaj (sub-kiiltiir) olarak
degerlendirildi. Bu iglemler ii¢lincii pasaja kadar tekrarlandi ve 3. pasajin sonunda

elde edilen hiicrelerin karakterizasyon calismasi yapildi.
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3.4.1 SAD-MKH’LERIN KARAKTERIZASYONU

Sican adipoz dokusundan elde edilen MKH’ler kiiltiir kabina yapisma
Ozellikleri sayesinde izole edilecek ve yapisan hiicrelerin morfolojik 6zellikleri
calisma siiresince zit faz mikroskobu ile incelendi. Immunofenotipik ozelliklerin
belirlenmesi i¢in akim sitometrik analiz ve immiinsitokimyasal isaretleme
(Immunhistokimyasal Isaretleme (IHK) ve Immunfloresan Isaretleme (IF))
caligmalar1 gergeklestirildi. Gen ekspresyonlar1t RT-PCR ile belirlendi. Sad-MKH’ler
in vitro diferansiasyonu kapasitelerinin belirlenmesi icin; adipojenik, osteojenik,

kondrojenik nérojenik ve hepatojenik farklilagmaya alind1.

342 IMMUNFENOTIPLEME
3.4.2.1 AKIM SITOMETRIK ANALIZ

Analizler, her alt-kiiltiir igslemi sonrasinda (P1’den P5’e kadar) ve FACS
Calibur akim sitometri cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler tripsinizasyon
islemi ile kaldirilip, hiicre sayimi yapilarak hiicre sayisi belirlendikten sonra
(yaklasik olarak 8x106 hiicre) PBS i¢inde homojenize edilip belirlenen hiicre yiizey
isaretleyicilerine 6zel fluoresan izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin (PE)-konjuge
monoklonal antikorlar (CD45, CD3,CD90, CD29, CDI11b, CD44, CD71, CD106,
CD73) ve uygun izotip kontrollerinden 10ul eklenerek inkiibe edildi (oda 1sisinda-
karanlikta—45 dak.). Inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu (%0,1 sodyum azid igeren
PBS) eklenerek santrifiij edilerek (5dk. 1780rpm) 400ul hiicre yikama soliisyonu ile
resiispanse edildi. Hazirlanan hiicre slispansiyonu FACS Calibur akis sitometri

cihazinda okutulup analizi BD Cell Quest TM software programu ile gergeklestirildi.
3.4.2.2 IMMUNSITOKIMYASAL INCELEME

SAD- ve sKi-MKH’ lerin immunositokimyasal yontemlerle karakterizasyon
caligmalari, P3’de poli-L-lizin kaplt 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir odaciklarina (Culture-
Chamber- slide-8 well (24/pk)) ekilmis 2x105 hiicre/kuyucuk ile gergeklestirildi.
Tutunmanin saglanmasi igin bir gece inkiibasyonun ardindan IHK ve IF teknikler

kullanilarak Tablo 2 © ki antikor paneli ¢alisildu.
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. . Sekonder ..
Primer Antikor Antikor Reaktivite Uygulama Kaynak Katalog #
Alfa Smooth Muscle
Actin Ab-1 (Clone 1A4) Mouse r IF,IHC Thermo Scientific MS-113-P
Actin (C-2) Mouse r IF,JHC Santa Cruz sc-8432
Biotechnology
CD 34 (C-18) Goat r IF S anta Cruz sc-7045
Biotechnology
CD 45 (H-230) Rabbit r IF Santa Cruz 5c-25590
Biotechnology
CD 105 (Endoglin) Goat r IF B lsoigz?mcorl‘;; . sc-19793
CD146 Rabbit r [HC Abcam ab75769
Fibronectin (EP5) Mouse v IF,JHC Santa Cruz sc-8422
Biotechnology
Nestin R Mouse r IF,JHC Santa Cruz 533677
Biotechnology
Vimentin (C-20) Goat r IF,IHC Santa Cruz 5¢-7557
Biotechnology
Santa Cruz
CD 71 (K-20) Goat H,r IF . sc-7088
Biotechnology
; ; Santa Cruz
Fibronectin (EP5) Mouse Hr IF,JHC . sc-8422
Biotechnology

Tablo 2: IF/IHC antikor paneli

3.43 IMMUNHISTOKIMYASAL iSARETLEME (iHC)

Immunhistokimyasal ¢alismalarda, Ultravision Detection System Large
Volume Anti-Polyvalent HRP (RTU) ve ABC Staining System (for use goat primary
antibodies) immunohistokimya kitleri kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler PBS’le
yikandiktan sonra metanolle 20 dk. fikse edildi. PBS (Invitrogen) ile yikandiktan
sonra, %1,5 normal blok (Normal Sera) serum igeren PBS’ de 30dk. inkiibe edilerek
verilen uygun diliisyon oranlarinda hazirlanan primer antikorlar eklenip oda
sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe edildi. PBS ile 3 kez yikama isleminden sonra
immunohistokimyasal kit prosediirii aynen uygulanip son asamada AEC kromojenle
(AEC (RED) Substrat Kit) enzim kompleksi goriiniir hale getirilerek, Hematoxylin
Gill’s Formulation 2 ile ¢ekirdek zit boyamas1 gergeklestirilip kurutulan preparatlar
Crystal Mounting Medium ile kapatildi, Leica DMI 4000 Microsystems 151k
mikroskobunda analiz edilip goriintiilendi (Negatif kontroller i¢in, ayn1 yontem

uygulanmis fakat primer antikor yerine PBS kullanilmigtir).
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3.4.4 IMMUNFLORESAN iSARETLEME (iF)

Hiicreler metanolle fiske edilip PBS ile yikandiktan sonra, %1,5 normal
blok serum iceren PBS’ de 30dk. inkiibe edilerek ve Antibody Diluent ile uygun
oranlarinda dilue edilen primer antikorlar eklenerek oda sicaklifinda 2 saat siireyle
inkiibe edildi. PBS ile 3X2dk yikama isleminden sonra immunfluoresans ¢aligmalar
icin uygun fluoresans (FITC, TR) isaretli sekonder antikorla oda sicakliginda 30dk.
inkiibe edilip, son asama niikleer boya iceren kapatma medyumu (Ultra Cruz
Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile kapatildi. Fluoresan mikroskopta
(Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek fotograflandi.

3.4.5 MKH’LERIN GFP iLE iSARETLENMESI
3.4.5.1 PLAZMID DNA iZOLASYONU

Yiiksek kalitede plazmid DNA izolasyonu, ayirma ve saflagtirma islemleri
sonrasinda E.coli ‘den toksik lipopolysakkaritler gelmemesi i¢in EndoFree Plazmid
Maxi Kiti kullanilarak gerceklestirildi. Segici kat1 besi ortamindan yeni ¢ogalmis tek
bir koloni alind1 ve 2—5 ml uygun antibiyotik iceren LB broth (Luria Bertani) siv1
besi ortamina ekilerek 8 saat boyunca 300 dak/dev ve 37 °C ‘de ¢ogaltildi. 250 ml
segici LB ortam1 1 ml igerisinde bakteri ¢ogalmis ortam ile inokiile edildi ve aym
kosullarda 12—16 saat bekletildi. Hiicreler 6000xg hizda 15 dakika boyunca 4 °C ‘de
dondiirtilerek toplandi ve 10 ml P1 tampon ¢ozeltisi igerisinde homojen hale getirip
oda sicakliginda 5 dakika bekletilmeden dnce 10 ml Tampon P2 eklenip sertge 4—6
kez ters ¢evrilerek karistirildi. 10 ml buzda sogutulmus P3 tamponu eklenerek 4-6
kez ters cevrilip karisim QIAfilter siringasina aktarildi, 10 dakika bekletildikten
sonra filtreden gegirtilerek 50 ml tiip icerisine aktarilip 2,5 ml ER tamponu eklendi
ve 30 dk buzda bekletildi. 10 ml QBT tampon ¢ozeltisi ile dnceden dengelenmis
QIAGEN:-tip 500 kolonuna karisim eklenip siiziilmesi beklenildi. 2 kez kolon 30 ml
QC tamponu ile yikandi ve 15 ml QN tamponu igerisinde DNA ¢6ziiniildii. Plazmid
DNA “s1 10,5 ml izopropanol eklenerek 4 °C ‘de, 30 dakika boyunca asgari 15,000xg
hizla ¢oktiiriiliip, DNA 5 ml endotoksin igermeyen %70 etanol igerisinde yikandiktan
sonra 10 dk asgari 15,000xg hizla ¢oktiiriildii. Yikanmis plazmid DNA ‘s1 oda
sicakliginda 5-10 dakika kurutulup endotoksin icermeyen TE tamponu igerisinde

istenilen hacimde ¢6zildii.
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3.4.5.2 GFP GEN TRANSFORMASYONU

Gen aktarimi elektroporasyon yontemini temel alan Neon Transfection
Sistemi, 10 pul Neon Kit ve 100 pul Neon Kit kullanilarak gergeklestirildi. Yiiksek
kalitede (endotoksin i¢ermeyen) plazmid DNA ‘s1 1-5 pg/ul konsantrasyonunda
deiyonize su igerisinde hazirlandi, MKH’ler ise deneyin olacagi giinde % 70-90
konfluente ulasacak sekilde (transfeksiyon basina 0,5-1 x 106 hiicre) ¢ogaltildu.
Deney giinlinde hiicreler kiiltiir kabindan kaldirildi ve Ca2+ ve Mg2+ igermeyen
PBS’le yikanip, 1300 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek “Resuspension Buffer R*
tampon ¢ozeltisi ile son hiicre yogunlugu 1 ml basina 1,0 x 107 hiicre olacak sekilde
hazirlandi. 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 icerisine 2 ml serum igeren, segici antibiyotik
icermeyen (penisilin icerebilir, eger segici degil ise) uygun besiyeri eklenip ve 37°C
‘de 5% CO2 sirkiilizasyonu olan nemli ortamda inkiibe edildi ( Transfeksiyon
parametreleri daha Onceden optimize edildigi degerlere ayarlandi). Steril 1,5 ml
mikrosantrifiij tlipi igerisine transfeksiyon basina 2- 4 pg plazmid DNA ‘s1 ve
plazmid DNA ‘st bulunan tiip icerisine transfeksiyon basina DNA ile birlikte 10 pl
olacak miktarda hiicre aktarilip Neon™ Pipeti ile yavasca tip igerisine 10 pul DNA-
hiicre siispansiyonu ¢ekildi ve ucundaki hiicre-DNA karisimi ile birlikte Neon™
Pipet Istasyonu icerisinde bulunan ve 3 ml elektrolit tamponu eklenmis tiipe
yerlestirildi. Belirtilen ayarlarda sistem elektrik akimi (atimini/sokunu) uygulanip,
gen aktarilmig hiicreler hemen 6nceden 1sitilmig serum iceren ama segici antibiyotik
icermeyen besi ortamina aktarildi, hiicreler 37°C ‘de nemlendirilmis CO2
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Transformasyon sonrast 3. giinde (tranzient/gegici
ekspresyon) ortam degistirilerek besi ortami tazelendi, ancak bu noktadan itibaren

seci antibiyotik (pGFP i¢in G418, Kat. No. 11811-098) eklendi (Sekil 19).

Sekil 19: Sol: sAD-MKH
iceren soliisyon. Sag:
soliisyonun insiilin
enjektorlerinde cekilmis
gorintiisii
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3.5 DEGERLENDIRME

351 MAKROSKOPIK DEGERLENDIRME

Flep kaldirildiktan sonra bir haftalik takip siiresi sonunda tiim gruplarda
Olctimler cerrahi sonrasi 1.hafta da yapildi.1.hafta sonunda tekrar anestezi verilen ve
cerrahi masasina yliz ustu yatirilan hayvanlar dort ekstremiteden uygun sekilde
panoya tespit edildi ve yanlarina cetvel konarak uygun 1sikta dijital fotograf makinesi
flepler fotograflandi. Bu fotograflar tek tek Adobe Acrobat 9 Pro Version 9.0.0
(Adobe Systems) programina aktarildi. Fotografta kullanilan cetvel yardimi ile
program her sican fotografinda kalibre edilerek fleplerin yasayan alanlari
milimetrekare olarak Olciildii ve canli flep alani/tim flep alam1 olan bdliimleri
ylizdelik (%) olarak belirlendi (Sekil 20, 21). Genel olarak flepler bir miktar
kontrakte olsa da yasam/nekroz oranlarinin yiizdelik hesaba uygun yapilmasi
standardize sonuclar elde etmemizi sagladi. 1.haftanin sonunda, yara kontraksiyonu
nedeniyle baslangic alanina gore daha diisiik boyutta olmaktadir. Bu durum baglangic
degerleri temel alindiginda nekroz ve canlilik oranlarinin ayr1 ayr 6l¢iiliip baslangi¢
alanimna gore hesaplanmasi yanlis sonuglar verecektir. Bu durumu ekarte etmek
amaciyla flepler 1.haftanin sonunda (yasayan alan/ nekrotik + yasayan alan) oranlari
seklinde hesaplanmistir. Ayrica ¢iplak gozle flep damarlanmasindaki artis

degerlendirildi (Sekil 24).

Sekil 20: Flep yasam oranlariin dl¢iimii
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Sekil 21: kontrol grubu ile deney grubu flep yasam oranlarinin
olciimiiniin grafiklestirilmis goriintiisii

3.52 HISTOPATOLOJiK DEGERLENDIRME

Fotograflama islemi bittikten sonra her siganin flebi total olarak ve distal
pedikiiliin siitiir hattindan 1 cm. uzakliktaki saglam dokuyu da igerecek sekilde cilt
biyopsileri alindi. %10° luk formol igerisinde 24 saat bekletilen flepler patoloji
laboratuarina gotiiriildii, uygun kesitler hazirlanarak Hemotoksilen-Eosin ile boyandi.
Bu biyopsilerin histopatolojik incelemeleri Fakiiltemiz Patoloji A.D.” da ayn1 patolog
tarafindan Orneklerin hangi gruba ait oldugu bilinmeksizin kapiller dansite artisi
acisindan 40x bilyiitme altinda degerlendirildi. Bu kritere gore her preparatda 10
farkli alandaki kapillerler sayilarak sonuglar univariate varyans analizi testi ile

degerlendirilip p degerleri bulundu.

3.53 MIKROANJIYOGRAFIK DEGERLENDIRME
Flep ayrildiktan 7 giin sonra her gruptan 2 sican segilerek anjiyografi
yapildi. Toraks duvari sternum {izerinden torakotomi ile acildi. Sicanin anestezisi
35 mg/kg ketamin hidroklorid (Ketalar®) i.p. ve 5 mg/kg xylazin (Rompun®) i.p. ile
saglandiktan sonra c¢alisma tahtasi {lizerine sirtiistii pozisyonda sabitlendi. Sol
ventrikiile ulasildi ve 22 numara (22G) intraket ile intraventrikiiler kaniilizasyon
saglandi. Yikama soliisyonu ve kontrast maddenin vendz sistemden geri doniisiinii

gormek icin siganin her iki taraf juguler veni acildi ve ayrica kuyrugu 2 orta
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seviyeden ampiite edildi. Vaskiiler yatak 100 cc % 2’lik heparin siilfat soliisyonu ile
yikandi. Juguler venden ve kuyruktan soliisyonun geldigi goriilene kadar yikamaya
devam edildi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra 100 cc, %30’luk baryum siilfat
soliisyonu kateterden 15 dakikada diisiik basingta verildi. Uygulamaya juguler
venden ve kuyruktan baryum soliisyonunun geldigi goriilene kadar devam edildi.
Sonrasinda tiim siganlar +4 C derecede buzdolabinda 12 saat siireyle bekletildi.
Sicandan flep eksize edildikten sonra mamografi cihazinda 26 kV ve 21 mAs

ayarlarinda goriintiileme yapildi.

3.54  Tc-99m (MIBI) SINTIGRAFIK DEGERLENDIRME

Bu calismaya her bir gruptan 4’er adet sican dahil edildi. Her iki gruptaki
flepler pedikiil ayrildiktan 7 giin sonra siganlar anestezi altinda iken niikleer tip
sintigrafi odasinda 30 G PPD enjektort ile sigan penil veninden her flep i¢in 250 pCi
Tc-99m (MIBI) enjekte edildi (Sekil 22). Enjeksiyon sirasinda radyoniiklid
materyalin damar disina ¢ikmamasina ve kontaminasyon olmamasina 6zen gosterildi.
Enjeksiyondan 2 saat sonra deri flepleri tespit edildigi sinir1 da igerecek sekilde dis
ortama alindi. Gama kamera altinda fleplerden 10 dakikalik statik goriintiiler alindi.
Tiim gruplardan alinan goriintiilerden sayisal degerlendirmeler yapilip sonuglari

birbirleriyle istatistiksel olarak karsilagtirildi.

Sekil 22: Sican penil veninden 250 pCi Tc-99m (MIBI) enjekte edilmesi
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3.55 GFPISARETLIi KOK HUCRELERIN iZLENMESI iLE DEGERLENDIRME

Patoloji laboratuarina gotiiriilen fleplerden uygun kesitler hazirlanarak
herhangi bir boyama islemine tabi tutulmadan kok hiicre laboratuarina gotiiriildii.
Nakledilen GFP isaretli YD-MKH?’ lerin alicinin dokularinda izlenebilmesi amaciyla
doku kesitlerine GFP ve vimentin ikili (double) immun boyamas: yapildi. immun
boyama sonrast doku kesitleri Leica DMI 4000B Fluoresans atamanli inverted
mikroskopta incelemeye alindi ve fotograflar1 ¢ekildi. Vimentin ve GFP ikili immiin
boyanmis kesitler sirasiyla ¢ekirdek boyanmasi icin DAPI, GFP ve vimentin i¢in
uygun filtreler secilerek ( sirasiyla A, GFP ve TR-Texas Red) goriintiilendi ve
software yardimiyla bu {li¢ ayr1 gorlintii ist iste (overlay) getirildi. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda, kok hiicre uygulanmis gruplarin subdermal dokularinda
hem GFP pozitif hem de bir kdk hiicre belirteci olan vimentin pozitif hiicreler

naklettigimiz kok hiicreler olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 MAKROSKOPiK BULGULAR

Postoperatif 7. giin yapilan yasayabilirlik degerlendirmesinde deney grubu
ile kontrol grubu arasinda flep yasayan alanlar karsilagtirildiginda deney grubunda
kontrol grubuna gore daha fazla yasayan alan hesaplanmistir. YD-MKH deney
grubunda flep yasayan alanina anlamli 6l¢iide olumlu katkida bulunmus, kontrol
grubunda ortalama flep yasayan alani 5. giin i¢in %29 iken deney grubunda %37
bulunmustur. Yine ilerleyen giinlere baktigimizda, 8. giinde kontrol grubundaki
ortalama flep yasayan alan1 %33 iken deney grubunda %42,5 bulunmus; 11. giinde
kontrol grubu %48 iken deney grubunda bu oran %57’ye yiikselmistir. Pedikiilii 14.
giin ayrilan kontrol grubunda ortalama flep yasayan alan1 % 47 iken deney grubunda
bu oran %85’e yiikselmigtir. YD-MKH tedavisi ile iki grup arasinda flep yasayan
alaninda belirgin bir artis gozlenmistir (Tablo 3).

(Calisma sonunda gruplardaki deneklerden secilen birer fotografta flep

yasayan alanlar1 gortiilmektedir (Sekil 23).
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Tablo 3’de, gruplardaki deneklerin ameliyat sonrasi bir hafta sonunda olciilen flep
yasayan alanlart mm? ve % olarak verilmistir. Her grubun ortalamasi, standart

deviasyon ve standart hatalar da tabloda belirtilmistir.

RAT K1 K2 K3 K4 L1 L2 L3 L4
mm ? % |mm? |% | mm? % | mm 2 % | mm 2 % | mm? % | mm? % | mm 2 %
1 450,17/ |34 | 558,34/ | 41 827,85/ |55 | 1207,68/ 83 | 376,87/ |28 |359,06/ |38 |[512,14/ |46 [933,62/ |64
1337,5 1364,4 149324 144902 1305,54 947,39 1105,23 1458,57
2 512,24/ |42 | 643,33/ | 42 846,09/ | 57 | 847,19/ 88 | 411,45/ |40 | 457,08/ |39 561,65/ 47 | 523,75/ 50
1537,6
1214,6 1476,27 960,01 1024,67 1168,19 1188,93 1058,03
3 702,57/ |42 | 557,54/ | 47 787,97/ | 65 | 995,65/ 89 |486,75/ |40 |397,58/ |45 579,57/ 54 | 601,52/ 60
1681,5 1179,8 1214,89 1112,82 1210,39 874,93 1073,99 1004,50
4 412,56/ | 30 | 499,67/ | 40 650,45/ 52 | 939,56/ 82 | 401,06/ |35 735,54/ | 49 937,68/ 80 | 578,15/ 52
1363,2 12435 1248,12 1140,15 1144,07 1505,62 1170,10 1104,57
Ortalama  flep | 519,38 | 37 | 564,72 | 42,5 | 778,09 |57 | 997,52 85 344,03 |29 387,13 | 33 547,76 | 48 559,26 |47
yasayan alam
Standart 128,8 59,1 88,5 152,8 59,58 170,3 195,3 185,7
Deviasyon
Standart Hata 64,4 29,5 44,2 76,4 29,7 85,1 97,6 92,8

Tablo 3: Gruplardaki deneklerde dlciilen flep yasayan alan verileri.
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DENEY GRUBU KONTROL GRUBU
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Sekil 23: Gruplarin fleplerindeki nekroz ve yasayan alanlarinin, esit mesafeden
cekilen dijital fotograflarinin bilgisayar ortaminda grafiklestirilmis sekli.

Kontrol grubu (n=16) Deney grubu (n=16)

Sekil 24: Fleplerin yasayan alanlarindaki damar dagihmi ¢iplak gozle incelendi.
Kontrol grubunda (sol) bariz damarlanma gozlenmezken deney grubunda (sag)
enjeksiyon bolgesi etrafinda neovaskiilarize olmus kapillerler gozlendi (kiiciik
oklar yeni olusmus kapillerleri, biiyiik oklar flep distalini gostermekte).
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Gruplardaki deneklerin ameliyat sonrasi bir hafta sonunda Olgiilen flep
yasayan alanlar1 degerlendirildiginde kontrol grubunda ortalama flep yasayan alani
459,59+175,28 mm’  iken deney grubunda 714,93+220,99 mm? bulunmustur.
Tabloda, gruplardaki deneklerin ameliyat sonrast bir hafta sonunda olgiilen flep
yasayan alanlart mm? olarak verilmistir. Her grubun ortalamasi, standart deviasyon

ve standart hata tabloda belirtilmistir. (Tablo 4, Sekil 25)

Ortalama flep
yasayan alam

Grup mm?2 N Standart Deviasyon Standart Hata
Deney

Grubu 714,93 16 220,99 55,2

Kontrol

Grubu 459,59 16 175,28 43,8

Tablo 4: Deney ve kontrol gruplarinin ortalama yasayan flep alanlar1 ( mm®)

mm2

Deney Grubu Kontrol Grubu

Sekil 25: Gruplarin ortalama yasayan flep alanlarinin grafikle gosterilmesi
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Kontrol grubunda ortalama flep yasayan alani %39,7+12,37 iken deney
grubunda %55,6+19,87 bulunmustur. YD-MKH tedavisi ile iki grup arasinda flep
yasayan alaninda %16 oraninda artig gozlenmistir. Tabloda, gruplardaki deneklerin
ameliyat sonrasi bir hafta sonunda 6l¢iilen flep yasayan alanlar1 % olarak verilmistir.
Her grubun ortalamasi, standart deviasyon ve standart hata tabloda belirtilmistir

(Tablo 5, Sekil 26).

Ortalama flep
yasayan alam

Grup (%)
N Standart Deviasyon Standart Hata
Deney
Grubu 55,6 16 19,87 4,968
Kontrol
Grubu 39,7 16 12,37 3,093

Tablo 5: Deney ve kontrol gruplarinin ortalama yasayan flep alanlari (%)

60 —

S0 —

40 —

%

30 — 56

20 — <40

10 —

Deney Grubu Hontrol Grubu

Sekil 26: Gruplarin ortalama % yasayan flep alanlarinin grafikle gosterilmesi

Gruplardaki deneklerin ameliyat sonrasi bir hafta sonunda o6lciilen flep
yasayan alanlart degerlendirildiginde sirasiyla 5. giin i¢in kontrol grubunda

344,03+59,58 mm? iken deney grubunda 519,38+128,85 mmz; 8. giin kontrol grubu
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387,13+170,32 mm?’, deney grubu 564,72+59.17 mm?® 11. giin kontrol grubu
547,76+195,37 mm?’, deney grubu 778,09+88,48 mm’ ve 14. giin kontrol grubu
559,26+185,78 mmz, deney grubu 997,52+152,89 mm? bulunmustur. Tabloda,
gruplardaki deneklerin ameliyat sonrasi bir hafta sonunda dlgiilen flep yasayan
alanlart mm? olarak verilmistir. Her grubun ortalamasi, standart deviasyon tabloda

belirtilmistir (Tablo 6, Sekil 27).

Deney Grubu Kontrol Grubu
Flep yasayan alam (mm?) (mm2)
(mm?’)
5 giin 519,38+128,85 344,03+59,58
8. giin 564,72+59,17 387,13+170,32
11. giin 778,09+88,48 547,76+195,37
14.giin 997,52+152,89 559,26+185,78

Tablo 6: Gruplardaki deneklerde 6l¢iilen flep yasayan alanlarinin giinlere gore dagilimi
(mm *)

1000.00 —
B 5. gin

|l 8. gun
3 11. gin
H 14. gin

800.00 —

500.00 —

mm2

400.00 —

200.00 —

o.o00—

Deney Grubu Kontrol Grubu

Sekil 27: Gruplardaki deneklerde dlgiilen flep yasayan alanlarinin giinlere gore
dagiliminin grafikle gosterilmesi
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Gruplardaki deneklerin ameliyat sonrasi bir hafta sonunda 6l¢iilen % flep
yasayan alanlar1 degerlendirildiginde sirasiyla 5. giin kontrol grubunda %29,5+6,028
iken deney grubunda 9%37,0+6,000; 8. giin kontrol grubu, %33,50+6,351 deney
grubu 9%42,50+3,109; 11. giin kontrol grubu %48,25+16,194 deney grubu
%57,2545,560 ve 14. giin kontrol grubu %47,50+7,594 deney grubu %85,50+3,512
bulunmustur. Tabloda, gruplardaki deneklerin ameliyat sonras1 bir hafta sonunda
Ol¢iilen flep yasayan alanlari % olarak verilmistir. Her grubun ortalamasi, standart

deviasyon tabloda belirtilmistir (Tablo 7, Sekil 28).

Flep yasayan alam Deney Grubu Kontrol Grubu
boyut/total boyut o o

%) (%) (%)

5 giin 37,0+£6,000 29,546,028

8. giin 42,50+3,109 33,50+6,351

11. giin 57,25+5,560 48,25+16,194
14.giin 85,50+3,512 47,50+7,594

Tablo 7: Gruplardaki deneklerde odl¢ciilen % flep yasayan alanlarinin giinlere gore
dagilimi (%).

100 — s gin

| s gin
O 11 gin
| 14, gin

BO—

B0 —

%

a0—

20—

Deney Grubwu Hontrol Grubu

Sekil 28: Gruplardaki deneklerde dlciilen % flep yasayan alanlarinin giinlere gore
dagiliminin grafikle gosterilmesi
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4.2 MiIKROANJiYOGRAFIK BULGULAR

Kontrol grubu ve deney grubu 14. giin mikroanjiyografik goriintiileri
karsilastirildiginda deney grubunda kontrol grubuna goére anlamli 6lgiide vaskiilarite

artis1 saptandi.

Deney grubunda alici yatakla flep arasinda mikroanastomozlarla
neovaskiilarizasyon sonucu meydana gelmis yeni vaskiiler yapilarin sayisinin arttigi

izleniyor (Sekil 29).

Sekil 29: 14. giin kontrol (A ve B) ve deney (C ve D) grubu fleplerinin
mikroanjiyografik goriintiisii. Oklar vaskiilarizasyonun arttigim1 géstermekte.
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4.3 Tc-99m (MIBI) SINTIGRAFi SONUCLARI

Bu calismaya dahil edilen her sigandan toplam 32 adet flebin tiimiinde

verilen radyoaktif maddenin flepte tutuldugu gozlendi. Bu bulgular fleplerin

neovaskiilarizasyonla meydana gelmis vaskiiler

yorumland1 (Sekil 30).

yapilarin sayisinin artigi lehine

G

Sekil 30: 5. giin kontrol (A) ve deney (B), 8. giin kontrol (C) ve deney (D), 11. giin
kontrol (E) ve deney (F), 14. giin kontrol (G) ve deney (H) gruplarindaki fleplerin sintigrafik

goriintiileri izlenmekte.
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Sintigrafik agidan flep yasayan alanlar1i degerlendirildiginde YD-MKH
deney grubunda flep yasayan alanina anlamli 6l¢iide olumlu katkida bulunmus,
kontrol grubunda ortalama 746,69 sayim/10 dk iken deney grubunda 931,63
sayim/10 dk bulunmustur. YD-MKH tedavisi ile iki grup arasinda flep yasayan
alaninda % 24,7 oraninda artis gozlenmistir. Tabloda, gruplardaki deneklerin
ameliyat sonras1 bir hafta sonunda 6l¢iilen flep yasayan alanlar1 sayim/10 dk olarak
verilmigtir. Her grubun ortalamasi, standart deviasyon ve standart hata tabloda

belirtilmistir (Tablo 8, Sekil 31).

Ortalama
saymm/10dk
grup N Standart Deviasyon Standart Hata
kok 931,63 16 268,228 67,057
kontrol 746,69 16 240,707 60,177

Tablo 8: Sintigrafik acidan deney ve kontrol gruplarinin ortalama yasayan flep alanlar

1000 —

800

600 —

400

Sayim/ 10 dk.

200 -

Deney Grubu Kontrol Grubu

Sekil 31: Gruplarin ortalama yasayan flep alanlarinin sintigrafik olarak grafik
goriintiisii

Gruplardaki deneklerin ameliyat sonrasi bir hafta sonunda sintigrafik agidan

Olgiilen flep yasayan alanlar1 degerlendirildiginde sirasiyla 5. giin kontrol grubunda
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503,25+£72,73 iken deney grubunda 698,00£154,22; 8. giin kontrol grubu
678,75+180,67, deney grubu 874,50+191,41; 11. giin kontrol grubu 822,75+192,67
deney grubu 919,50+282,62 ve 14. giin kontrol grubu 982,00+218,92 deney grubu
1234,50+140,70 bulunmustur. Tabloda, gruplardaki deneklerin ameliyat sonrasit bir
hafta sonunda olciilen flep yasayan alanlari sayim/10 dk. olarak verilmistir. Her

grubun ortalamasi ve standart deviasyon tabloda belirtilmistir (Tablo 9, Sekil 32).

KoKk hiicre
Sintigrafi Kontrol
(ort. sayim/10dk)
(sayim/10dk) (ort. sayim/10dk)

5 giin 698,00+154,22 503,25+72,73
8. giin 874,50+191,41 678,75+180,67

11. giin 919,50+282,62 822,75+192,67
14.giin 1234,50+140,70 982,00+218,92

Tablo 9: Gruplardaki deneklerde sintigrafik agidan élciilen flep yasayan alanlarmin
giinlere gore dagilimi

B 5. gin
B 5. gin
0 11, gin
| 14 gin

Sayim/10 dk.

Deney Grubu Hontrol Grubu

Sekil 32: Gruplardaki deneklerde sintigrafik acidan 6lciilen flep yasayan alanlarimin
giinlere gore dagiliminin grafikle gosterilmesi
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4.4 GFP ISARETLi KOK HUCRE ACISINDAN BULGULAR

44.1 SAD-MKH’LERIN iZOLASYONU VE KULTURU

Sican adipoz dokusundan izole edilen ve kiiltiir kabinin tabanina yapisan
hiicrelerin morfolojik o6zellikleri, caligma sliresince zit faz mikroskobu ile
incelenmistir. Birincil (primer) kiiltiiriin ilk gilinlerinde gozlenen ig seklinde ve
fibroblast benzeri hiicrelerin, sonraki giinlerde koloniler olusturmaya basladigi
gozlenmistir (Sekil 33.A-B). Yaklasik 16-18’nci gilinlerde T25 kiiltiir kabinin
ylizeyinin, %70-80 oraninda hiicrelerce dolduruldugu (konfluent hale geldigi)
gbzlenmistir. Alt-kiiltiirlime islemlerinden sonra, T75 kiiltiir kaplarina ekilen
hiicreler (yaklasik 1300-2000 hiicre/ cm?) 3—4 giin igerisinde kiiltiir kabinin yiizeyini
%7080 oraninda doldurmustur (yaklasik 10-12x103 hiicre/ cm?)(Sekil 33.C ve D).
In-vitro kosullarda sAD-MKH’ lerin bu &zelliklerini kaybetmeden en az 15 kez
cogalabildikleri gozlenmistir.

Sekil 33: Sican AD-MKH’lerin P0—4. giin (A), P0-5.giin (B), P2—4. giin (C)
ve P3—4. giindeki faz-kontrast mikroskopik goriiniimleri (Orijinal biiyiitme,
A-B:X40; C-D:X200).
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442 sAD-MKH’LERIN IMMUNFENOTIPiK OZELLIKLERI{

Her alt kiiltiirleme isleminden sonra ayrilan yaklagik 1x106 hiicre ile
gerceklestirilen akis sitometri incelemeleri (P1°den P5’e kadar) sonucunda, sAD-
MKH?’ lerin ilk alt kiiltiir isleminden itibaren hematopoetik hiicre belirtecini (CD45)
eksprese etmedikleri, buna karsin MKH’ler i¢in siklikla kullanilan CD29 ve CD90
icin yiiksek diizeylerde pozitif olduklar tespit edilmistir (Sekil 34). SAD-MKH
ylizey antijenlerinin ekspresyonu, sican MKH’lerle ilgili daha O©nce yapilan

calismalardaki ile uyumlu bulunup, bizim ¢alismamizda kullandigimiz MKH’ lerin
68. 69

9

onceki caligmalardaki ile ayn1 6zellikleri igerdigi gosterildi

g tAT MEM-PA-C201 .06 2010 001

a

%99.30

Counts
0 40 B0 120 180 200

w1 w0 ot LT LT T T 1o ST LT Y T T
Mouse gGza FITC 048 FITE

w0 W l o !
coze AT COROFITC

Sekil 34: Pasaj 3’deki sAD-MKH’lerin akim sitomtri verileri.

P3’deki sAD-MKH Kkiiltiiriintin MKH’ler agisindan daha homojen oldugu
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, IHK ve IF ¢alismalarmin c¢ogu ve farklilastirma
calismalar1 bu pasajdaki hiicrelerle gergeklestirilmistir. Tablo 10°da P3’deki sAD-
MKH?’ lerin immunofenotipik 6zelliklerini gésteren immunohistokimyasal sonuglari

goriilmektedir.
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sAD-MKH

Antikor/Belirtec Diliisyon | Kaynak Pasaj 3
Ekspresyon
CD 34 (C-18) 1:150 Santa Cruz %)
' Biotechnology
CD 45 (H-230) 1:150 Santa Cruz %)
' Biotechnology
Santa Cruz %)
D71 (K-20) 1150 Biotechnology
CD105/Endoglin (M-20) | 1:100 . iigzigl‘fg , +
+
CD 146 1:250 Abcam
Nestin (Rat-401) 1:50 Santa Cruz +
) Biotechnology
Vimentin (C-20) 1100 Santa Cruz +
' Biotechnology
Fibronektin (EP5) 1100 Santa Cruz +
' Biotechnology
a-Diiz Kas Aktin Ab-1 1 - 800 Thermo Scientific +
Aktin (C-2) . Santa Cruz +
130 Biotechnology

+= Pozitif ekspresyon; J= negative ekspresyon

Tablo 10: sKi-MKH’lerin immiinusitokimyasal 6zellikleri

Sekil 35: Kontrol grubu hayvanlardan elde edilmis parafin kesitlere GFP
(A) ve GFP+Vimentin (B) immunboyamasi uygulandiktan sonraki
mikroskopik goriiniimleri. Otofluoresans veren damar ici/dis1 eritrositler
disinda GFP 1simasi (yesil) izlenmemektedir (Bar cubugu:70 mikron).
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Sekil 36. interpolasyon flep olusturulmus ve GFP+ sAD-
MKH’ler uygulanmis hayvanlarin flep doku kesitlerinde
farkh bolgelerde yerlesik GFP+ hiicreler izlenmektedir
(oklar) (Bar cubugu: 50 mikron).

Sekil 37. Deney grubuna ait elde edilmis kesite GFP+Vimentin immunboyamasi
uygulandiktan sonraki mikroskopik goriiniim. A'da GFP+ hiicrelerin (oklar)
B'de vimentin icinde pozitif reaksiyon
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4.5 HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Calismamizda sAD-MKH tedavisi uygulanan grupta kontrol grubuna gore
flepte vaskiiler yapilarda artigin olmasi gerekenden daha erken safthada oldugu, sAD-
MKH tedavisinin neovaskiilarizasyonu olumlu yonde etkiledigi ve bunun istatistiksel
olarak anlami oldugu goézlenmistir. Kontrol grubunda ortalama kapiller dansite

80,5+13,27 iken, deney grubunda 102,81413,09 bulunmustur. YD-MKH tedavisi ile

iki grup arasinda kapiller dansitede

gruplardaki deneklerin ameliyat sonrasi bir hafta sonunda sayilan kapiller dansite

artiglar1 damar sayisi olarak verilmistir. Her grubun ortalamasi, standart deviasyon ve

standart hata tabloda belirtilmistir (Tablo 11, Sekil 38).

%27,7 oraninda artis gozlenmistir. Tabloda,

Ortalama
Kapiller
dansite
Grup N Standart Deviasyon Standart Hata
Deney 102,81 16 13,09 3,27
Grubu ’ ’ ’
Kontrol
Grubu 80,5 16 13,27 3,31

Tablo 11: Gruplarin histopatolojik acidan kapiller dansitelerinin karsilastirilmasi.

Kapiller Dansite

Deney Grubu

Kontrol Grubu

Sekil 38: Gruplarin histopatolojik acidan kapiller dansitelerinin karsilastirilmasinin

grafikle gosterilmesi
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Gruplardaki deneklerin ameliyat sonrasi bir hafta sonunda ortalama kapiller
dansite degerlendirildiginde sirasiyla 5. giin kontrol grubunda 68,75 + 19,25 iken
deney grubunda 85,75 + 4,34; 8. giin kontrol grubu 79,25 + 9,91, deney grubu 100,25
+ 6,84;
kontrol grubu 88,5 £ 5,06 deney grubu 113,75 + 8,77 bulunmustur. Tabloda,

11. giin kontrol grubu 85,5 £ 9,03 deney grubu 111,5 £ 7,54 ve 14. giin

gruplardaki deneklerin ameliyat sonrasi bir hafta sonunda sayilan kapiller dansite
artiglar1 damar sayisi olarak verilmistir. Her grubun ortalamasi ve standart deviasyon

tabloda belirtilmistir (Tablo 12, Sekil 39).

Histopatoloji KoKk hiicre Kontrol

(Flep damar sayisi) (kapiller dansite) (kapiller dansite)
5 giin 85,75+ 4,34 68,75+ 19,25

8. giin 100,25 £ 6,84 79,25+£9.91

11. giin 111,5+7,54 85,5+9,03
14.giin 113,75 +8,77 88,5+ 5,06

Tablo 12: Gruplarin histopatolojik acidan kapiller dansitelerinin giinlere gore dagilimi

Bl 5. gin
| 5. gin
0 11. gin

H 14. gin
100 —

80—

60—

Kapiller Dansite

40—

20—

Deney Grubu

Kontrol Grubu

Sekil 39: Gruplarin histopatolojik acidan kapiller dansitelerinin giinlere gore
dagiliminin grafikle gosterilmesi
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Sekil 40: Flep ve normal doku
birlesim bolgesine ait bag dokusu
artisi ve yangisal infiltrasyon iceren
tamir dokusu (H&E x40)

Sekil 41: Kontrol grubuna ait ve
damarlanma artis1 géstermeyen flep
dokusu(H&E x40, i¢ resim
H&Ex200)

Sekil 42: Deney grubuna ait ve
dermisde damarlanma artisi
gosteren flep dokusu (H&E x40)
3B: Oklar artmis damar yapilarim
gostermektedir (H&Ex200)



Sekil 43:

A: 5. giin deney grubunun (K1) sirasiyla soldan saga flep fotografi, flebin grafiklestirilmis
goriintiisii, sintigrafik ve histopatolojik goriintiisii

B: 8. giin deney grubunun (K2) sirasiyla soldan saga flep fotografi, flebin grafiklestirilmis
goriintiisii, sintigrafik ve histopatolojik goriintiisii

C: 11. giin deney grubunun (K3) sirasiyla soldan saga flep fotografi, flebin grafiklestirilmis
goriintiisii, sintigrafik ve histopatolojik goriintiisii

D: 14. giin deney grubunun (K4) sirasiyla soldan saga flep fotografi, flebin grafiklestirilmis
goriintiisii, sintigrafik ve histopatolojik goriintiisii
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Sekil 44:

A: 5. giin kontrol grubunun (L1) sirasiyla soldan saga flep fotografi, flebin grafiklestirilmis
goriintiisii, sintigrafik ve histopatolojik goriintiisii

B: 8. giin kontrol grubunun (L2) sirasiyla soldan saga flep fotografi, flebin grafiklestirilmis
goriintiisii, sintigrafik ve histopatolojik goriintiisii

C: 11. giin kontrol grubunun (L3) sirasiyla soldan saga flep fotografi, flebin grafiklestirilmis
goriintiisii, sintigrafik ve histopatolojik goriintiisii

D: 14. giin kontrol grubunun (L4) sirasiyla soldan saga flep fotografi, flebin grafiklestirilmis
goriintiisii, sintigrafik ve histopatolojik goriintiisii
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4.6 iISTATISTIK

Verilerin normal dagilimii belirlemek i¢in Kolmogorov-Smirnov testi
kullanildi. Tiim deneklerin yasayan flep alanlari, yasayan flep yiizdesi, kapiller

dansite, sintigrafi bakimindan istatistiksel degerlendirme yapildi.
Bu ¢aligmada istatistiksel analizler SPSS v.13 istatistik programu ile yapildu.

Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel yOntemlerin yani
sira gruplar aras1 ve giinlere gore degisimin degerlendirilmesinde “univariate varyans

analizi” testleri kullanildi, p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.

Flep % yasayan alanlar1 agisindan gruplar ve alt gruplarin kendi iginde
yapilan karsilastirilmada p< 0,001 olup istatistiksel olarak anlamli bulundu. Deney
grubunun alt gruplarinin kendi aralarindaki karsilastirilmasinda ise post hoc
degerlendirme (Tukey testi) kullanilmistir Post Hoc ¢oklu karsilagtirma analizine
baktigimizda; 5. giin ile 8. giin arasinda ortalama % flep yasayan alanlar1 arasinda
anlaml bir fark goriilmezken (p=0,621), 8. giin ile 11.giin (p<0,005) ve 11.gilin ile
14. giin arasinda (p<0,009) istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildi (Sekil
45).

GUNLERE GORE ORTALAMA YASAYAN FLEP ALANLARI

100 — grup

kontrol

80—

%

B0 —

40 —

R kare= 0,858; df=3; F=1,786; p<0,001

Sekil 45: Deney ve kontrol grubunda giinlere gore ortalama % yasayan flep alanlarinin
grafikle gosterilmesi
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Flep (mm®) yasayan alanlar1 agisindan gruplar ve alt gruplarin kendi icinde

yapilan karsilagtirilmasinda p< 0,005 olup istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil
46).

GUNLERE GORE ORTALAMA YASAYAN FLEP ALANLARI mm?
1000.00 —) = grup
/’ ok
// bormtrol
900,00 —
800.00 —} /‘}-’3/
o rd
"E 700.00 //
E ~
600.00 — ot
i
o
S00.00 —}
400 00 —
300.00 —
T T T T
5. gin 8. gln 11. gin 14 gin
GUN

R kare= 0,726; df=3; F=1,586; p<0,005

Sekil 46: Deney ve kontrol grubunda giinlere gore ortalama yasayan flep alanlarimin
grafikle gosterilmesi

Sintigrafik agidan gruplar arasinda ve alt gruplarin kendi arasinda yapilan
istatistiksel degerlendirmesinde p<0,010 anlamli bulunmustur. Grup zaman iliskisine

bakildiginda ise p=0,870 olup istatistiksel farklilik gézlenmemistir (Sekil 47).

ORTALAMA YASAYAN FLEP ALANLARININ GUNLERE GORE Tc-99m-MIBI
SINTIGRAFIK DAGILIMI

——deney arubu

e kontrol grubu

1000 —

sayimi0 dk.

800 —

B00 —

R kare= 0,618; df=3; F=10,116; p<0,010

Sekil 47: Deney ve kontrol grubunda sintigrafik acidan yasayan flep alanlarmmin
giinlere gore dagiliminin grafikle gosterilmesi

64



Histopatolojik agidan gruplar arasinda ve alt gruplarin kendi arasinda
yapilan istatistiksel degerlendirmesinde p<0,001 anlamli bulunmustur. Grup zaman
iliskisine bakildiginda ise p=0,783 olup istatistiksel farklilik goézlenmemistir (Sekil
48).

kontrol ve deney gruplarinin giinlere gdre ortalama kapiller dansiteleri
120 —
—deney grubxu
O kortro grubsu
110 —
2 100 —
@
=
a
~ 90—
A
= ]
= =
> 80—
70 —
B0 —
T T T T
Sarun Bgun 11gin 14gin
gln

R kare=0,747; df=3; F=0,358; p=0,783

Sekil 48: Deney ve kontrol grubunda kapiller dansitelerin giinlere gore
dagiliminin grafikle gosterilmesi
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5. TARTISMA

Interpolasyon cilt flepleri plastik ve rekonstriiktif cerrahide travma,
konjenital defektler, tiimor eksizyonu sonrasi gibi nedenlerle olusan ve komsu
dokularin rekonstriikksiyon i¢in kullanimlarinin uygun olmadigi genis ve derin
defektlerin kapatilmasi i¢in siklikla kullanilirlar. Bu fleplerin kendi kan dolasimlari
oldugu i¢in ekspoze kemik ya da kartilaj ile uygun sekilde adapte edildiginde tam kat
defektlerin iizerinde yasamalar1 beklenir. Interpolasyon fleplerinin uygulanmasi igin
iki asama gerekmektedir. Birinci asama flebin kendi vaskiiler pedikiilii lizerinden
defekte tasinmasi, ikinci asama da flep alici yataktan inoskiilasyon ve
neovaskiilarizasyon aracilig1 ile kendi proksimal pedikiiliinden bagimsiz beslenmeye
baslayinca proksimal pedikiiliin ayrilmasi asamalaridir.! Ancak iki asamali bir siireg
olmasi nedeniyle hasta postoperatif donemden flep ayrilmasina kadar gegen siire
icersinde agri, eklem donuklugu, fonksiyon kayiplari, infeksiyon gibi morbiditelere
maruz kalabilir. Bu durum hem hasta hem de cerrah agisindan 6nemli bir sorun

olusturmaktadir.

Kullanimi nerdeyse 3500 yil oncesine dayanan interpolasyon flepleri
giiniimiizde mikrocerrahinin miimkiin olmadig1 ya da riskli oldugu durumlarda halen
giivenli olarak kullanilabilen bir flep se¢enegidir.>'*’""" Rekonstriiksiyon amaciyla
yapilacak bir ameliyat ve bunun sonuclarinin da hem hastayr hem hekimi tatmin
etmesi gerekli oldugundan, bir¢cok yazarin ifade ettigi gibi postoperatif dénemden
flep ayrilmasina kadar gecen siirenin uzunlugunun sonuglar1 olumsuz etkilemesi, bu

konunun ameliyat dncesinde iizerinde 6nemle durulmasi gerekmektedir.

1891 yilinda George Frederick Shrady’in ilk kez tanimladigi ve koldan
kaldirip kontralateral igaret parmagina tasidigr “jump” flepler veya “waltzed” flepler
cerrahi teknigin nispeten kolay olmasi, gerektiginde lokal anestezi altinda
yapilabilmesi, zengin bir kan dolasimina sahip olmasi, bolgeye gore renk ve doku
uyumunun iyi olmasi gibi avantajlari olmasina ragmen, asamali transferlerin uzun

stirmesi en dnemli dezavantajidir. Her transferde vaskiilarizasyonun tamamlanmasi
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icin 2-3 hafta beklemek gerektigi diisiiniildiigiinde, total siirecin aylar slirmesi
muhtemeldir. Diger bir dezavantaj ise kaginilmaz olan uzun siireli immobilizasyonun
neden oldugu eklem donuklugudur. Geng hastalarda bu pedikiil ayrilmasi sonrasinda
nispeten diizelme goriilse de, Ozellikle yashi hasta grubunda eklemlerdeki
limitasyonlar kalici olabilmektedir. Bu fleplerle ilgili diger bir sorun ise, uzak bir
bolgeye asamali olarak ug-uca transferi séz konusu oldugundan, bu asamalar
siiresince flebin tamaminin yasatilmas: gerekliligidir.”* Biz calismamizda bu siireyi
kisaltabilmek ve interpolasyon flebinin bu siire zarfinda alic1 yataktan ne kadarinin
beslenecegini saptamak amaciyla neovaskiilarizasyonu hizlandiracak kok hiicre

uyguladik.

Neovaskiilarizasyon, bir¢ok plastik cerrahi girisimin basarisinda oldukca
onemli bir rol oynamaktadir. Interpolasyon fleplerinin pedikiillerinin ayrilmasi da

alic1 yataktan gelisecek olan neovaskiilarizasyona baghdir.'”*!

Neovaskiilarizasyon
karmasik ve genis bir anjiogenik faktdr yelpazesi ile diizenlenen bir siirectir.”” Bu
anjiogenik faktorlerin cogunun neovaskiilarizasyonu in vitro ve in vivo stimiile ettigi

tanimlanmis ve gosterilmistir.”*"

Klinikte asamali flep transferlerinde, yeterli neovaskiilarizasyonun olugmasi
i¢cin pedikiil ayrilmasindan 6nce en azindan 10-14 giin beklenmesi Onerilir. Siklikla
sikintili pozisyonlarda immobilizasyonun zorunlu oldugu bu siire nedeniyle bu
yontemlerin rekonstriiksiyon secenegi olarak itibardan diismesine neden olmustur.
Ancak, egsojen olarak anjiogenik faktorlerin verilmesi neovaskiilarizasyon prosesini
hizlandirip asamali rekonstriiksiyon serbest doku aktarimina 6nemli bir alternatif

olabilir.

Calismadaki gruplar olusturulurken pedikiilin en erken kacinct giin
ayrilabileceginin ve alict yataktan flebimizin bu siire igersinde ne kadarinin
beslenebileceginin tespiti amaglanmis ve ortaya iki ana grup ve dorder alt grupluk bir
calisma protokolii ¢ikarilmistir. Deney gruplar1 ile hasta gruplarini eslestirerek

incelemek gerekirse;
“K1” : YD-MKH uygulanan, pedikiilii 5. glin ayrilan grup.
“K2” : YD-MKH uygulanan, pedikiilii 8. giin ayrilan grup.

“K3” :YD-MKH uygulanan, pedikiilii 11. giin ayrilan grup.
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“K4” :YD-MKH uygulanan, pedikiilii 14. giin ayrilan grup.

“L1” :Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 5. giin ayrilan grup.
“L2” :Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 8. giin ayrilan grup.
“L3” :Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 8. giin ayrilan grup.
“L4” : Medium soliisyonu uygulanan, pedikiilii 8. giin ayrilan grup.

Denek sayilar1 belirlenirken literatiirde daha once flep pedikiil ayrilmasi ile
ilgili yapilmis calismalara uygunluk ve anestezi ile cerrahinin etkisi de géz Oniine
almarak c¢alisma sonunda elde bulunan denek sayilarinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinin saglikli yapilabilmesi i¢in her grup on alti denekden

olusturulmustur, >

(Caligma siiresi toplam dort hafta ve toplam otuz iki sicanla c¢alisildigindan,
hayvanlarin barindirildig1 kafeslerin iizerine hangi grup oldugu yazilmasina ragmen,
tim deney sliresince gerek pedikiil ayrilmasi gerek enjeksiyonlar sirasinda ve
gerekse kafes temizligi yapilirken gruplarin birbirine karigmamasi i¢in her gruptaki

deneklerin kuyruklarina denek ad1 verilerek isaretlenmistir.

Calismamizda retlere kok hiicre uygulama seceneklerini arastirirken
literatiirde kabul gormiis, efektif olan yontemleri kullandik. Dolayisiyla hem flep
distaline hem neovaskiilarizasyonun gelisece8i flep alic1 yatagina kok hiicre

8,60,62
uygulandi. ™

Asamali flep transferinde, flep alic1 yatak birlesim yerinde, alic1 yatakta
yeni damarlarin olugmasi ve flep tabani ile mikro anastomozlar yapmasi flep
matiirasyonunda en Onemli rolii oynamaktadir. Bugiine kadar interpolasyon flep
yasayabilirligini arttirmaya ve erken pedikiil ayrilmasina yonelik birgok girisim
denenmistir. Uzerinde en ¢ok yogunlasilan girisim ise band turnike ve c¢ok cesitli
klempleme araglarindan faydalanilarak yapilan flebin iskemik Onkosullanmasi
olmugtur.'****>7%7" Ancak bunlarin cogunun klinik ¢alismalar oldugu bilinmektedir.
Edward A. Ve arkadaslar1 ° yaptig1 klinik ¢alismada pedikiilii lokal anestezi altinda
her giin bir kismimi keserek asamali olarak ayirmayr amaglamiglar ancak enfeksiyon
ya da hematom gibi komplikasyonlar olusabilecegini ve bunun da pedikiil

ayrilmasimni 4-6 hafta kadar geciktirecegini belirtmislerdir. Park ve arkadaslarinin
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yaptigi bir klinik ¢alismada, interpolasyon fleplerinde yaratilan iskeminin
anjiyogenezi stimiile ederek daha iskemik olan distal pedikiillerin viabilitesini %26
oraninda arttirdi@i, belirtilmis. Yine Stark ve arkadaslarinin siganlarda yaptigi
calismada yeni damarlanmanin flebin en hipoksik oldugu distal kisminda bagladigini

ve proksimale dogru ilerledigini ifade etmektedir. *

Gatti siganlarda yaptigi deneysel calismada klempleme teknigi ile
neovaskiilarizasyonu ve pedikiil ayrilmasinin zamanin1 degerlendirmis; alic1 yataktan
flebe neovaskiilarizasyonun ilk birka¢ giin igerisinde basladigini, postoperatif 4.
giinden sonra pedikiiliin giivenle ayrilabilecegini belirtmistir. Yine klinik olarak bes
hastada ( dordii capraz bacak, biri kasik flebi) aralikli klempleme yontemi ile flepleri
dordiincii giin basarili bir sekilde aylrmlstlr.33 1933’de German ve arkadaslar
kopeklerde yaptiklar: ¢alismada interpolasyon fleplerinin postoperatif yedinci giin

ayirmay1 basarmiglardir.

Yapilan calismalar icinde belki de en ilging olanm1 Klingenstrom ve
Nylen’in®> 1966’da kendilerinde yaptiklar1 interpolasyon fleplerini postoperatif
yedinci giinde basarili olarak pedikiilii ayirdiklar1 caligmadir. Bu tecriibe ile tim
flepleri yedi ila 14. giin arasinda rutin olarak ayirmaya baglamiglardir. Yapilan
deneysel c¢alismalar flebin distal kisminin nerdeyse ¢ok kisa siirede damar
rekantiilizasyonunun bagladigin1 gostermistir. Bir ¢alismaya gore sicanda alic1 yatak
ile flep arasindaki vaskiiler kanallarin ikinci giin olusmaya baslayabilecegi ifade
edilmistir.”® Ayrica insanda da alici yatak ile flep arasinda yedinci giin itibariyle
olusan vaskiiler devamliligin flep pedikiiliiniin ayrildiktan sonra yasayabilmesi i¢in
yeterli oldugunu gosteren caligmalar vardir.”  Bizim c¢alismamizda ise, distal
pedikiiliin kontrol grubunda 11. giin, deney grubunda ise 9. giin itibariyle giivenle
ayrilabilecegi saptandi. Richards ve arkadaslari® siganda yaptiklar1 deneysel
calismada hiperbarik oksijen tedavisi uygulanan interpolasyon fleplerinde pedikiil
ayrilmasi dncesinde anjiyogenezin uyarildigini boylece pedikiil ayrilmasi sonrasinda
flebin iskemiye olan toleransinin arttigin1 gostermistir.

Gliniimiize kadar, flep vaskiilaritesini bozan iskemi-reperfiizyon hasarini
azaltic1 veya direkt vaskiilarizasyonu artiric yonde birgok ¢alisma yapilmustir.*® #%62

Yapilan deneysel calismalarda Tromboksan inhibitorleri, vazodilatatorler, serbest
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radikal temizleyicileri, Transforme edici Biiylime Faktorii (TGF), basik fibroblast
bliylime faktorii (b-FGF), Platelet Kokenli Biiyiime Faktorii (PDGF), vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktor cDNA
smin  flep distalinde perflizyonu iyilestirdigi ve nekrozu  Onledigi

gosterilmistir.®'*"**#**° Khouri ve arkadaslarinimn’

sicanlarda yaptiklart deneysel
calismada, anjiogenik madde olarak fleplere bFGF verip flourometri ile dort giin
boyunca takip ettiklerinde bFGF verilen grupta kontrol grubuna gore flep yasayan

alaninda %12,8 oraninda bir artis saglandigin1 géstermislerdir.

Kok hiicrelerinin farkli hiicrelere farklilasma yeteneklerinden dolayi, bu
hiicreleri doku rejenerasyonunda kullanmak yoniinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir.
Bu calismalarin ¢ogunda kok hiicrelerin 6zellikle iskemik myokard dokusu ve iskelet
kasinda yaptig1 rejenerasyon arastirtlmis ve klinik uygulamada biiyiikk 6nem

2 4
kaZ'clnmls‘clr.56’8 83,59.8

Kok hiicre ve flep canlilig1 incelendiginde; kok hiicrelerin flep
yasayabilirligini artirdigina yonelik bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Deneysel ¢aligsmalar
yag kaynakli kok hiicrelerin vaskiilogenezi arttirdigi ve bu tedavinin klinik kullanim

potansiyeli oldugunu vurgulamstir.

Zhang ve arkadaslarmin® sicanlarda yaptiklari c¢alismada, tip flep
modelinde VEGF kullanmiglar ve flep ile alici yatak arasindaki vaskiilarizasyonu
arttirdigin1 belirtmislerdir. Bu calismada kullanilan VEGF’iin kisa yar1 omrii ve
potansiyel yan etkileri nedeni ile klinik kullanimi zordur. Ayrica, secilen flep modeli
vaskiilarizasyonu degerlendirmek agisindan yetersizdir. Bizim kullandigimiz
interpolasyon flep modelinde YD-MKH uygulamasi sonucu, alic1 yatakta olusan yeni
damarlar ile flep arasindaki iliski ortaya konmustur. Ayrica hangi boy-genislikteki

flebin bu olusan yeni damarlar tarafindan beslenebilecegi degerlendirilmistir.

Bugiine kadar mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak ¢cogunlukla kemik iligi
kullanilmis ancak son ¢alismalara bakildiginda yeni kaynaklar tanimlanmistir. Zuk
ve arkadaslarinin yaptigi1 calismada adipoz dokunun mezenkimal hiicrelerden
oldukca zengin oldugu gosterilmis ve kemik iliginden elde edilen kok hiicrelere gore
izolasyonlarinin daha az acit verici olmalari, lipoaspirasyon yontemi ile kolayca ve
bol miktarda elde edilebilmeleri nedeniyle son yillarda kok hiicre kaynagi olarak

kullanimi oldukca yayginlagsmistir. Ayrica adipoz dokunun santimetre kemik iligine
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gore kiip basma 100 ila 1000 kat daha fazla pluripotent hiicre igerdigi yapilan

caligmalarda gosterilmistir. 6667

Yaptigimiz ¢alismada YD-MKH verilen “K” grupla kontrol grubu “L”
arasinda flep yasayan alanlar1 arasinda anlamli farklar oldugu goézlenmistir. “K”
grubunda ortalama flep yasayan alan1 %56 iken “L” grubunda %40 bulunmustur.
Flebe YD-MKH uygulamak, ortalama flep yasayan alaninda %16 oraninda artisa
neden olmus ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bunun muhtemel

nedenleri:

1. Bu hiicreler tarafindan sentezlenen biiyiime faktorlerinin direkt
vazodilatasyon yaparak flep dolagimi {izerine olumlu etkileri, 2. Biiyiime
faktorlerinin anjiogenik etkiyle yeni damar olusumunu artirmalari, 3. Endotelyal

oncii hiicrelerin direkt olarak yeni damar olusumuna neden olmalaridir.

Neovaskiilarizasyonla ilgili mekanizmalara baktigimizda; Vaskiilogenez ve
anjiyogenez olmak iizere iki mekanizma gérmekteyiz. Vaskiilogenez endotel oncii
hiicrelerin  (progenitoér) vaskiilarizasyon alanina gocii, endotelyal hiicrelere
farklilasmas1 ve boylece yeni kan damari olusturmalart mekanizmasidir.

Anjiyogenez; mevcut olan kan damarlarindan yeni kapillerlerin olusumudur.

Bizim calismamizda da flepte YD-MKH enjeksiyonu yapilan bolgelerdeki
artmis kapiller dansite ciplak gozle goriilebilir diizeyde olup histopatolojik
degerlendirmelerde de ayrica ispatlandi. Bu artmus kapiller dansitenin flep

yasayabilirligini direkt olarak etkiledigi diistiniilebilir.

Bu kapillerlerin 6nceden var olan kapillerler mi yoksa anjiyogenez ve
vaskiilogenez mekanizmalariyla yeni olusmus kapillerler olup olmadiklarini
netlestirmek gerektigini diigiindiik. Deneyde, YD-MKH’lerin tespiti i¢in hiicreler
GFP ile isaretlendi ve alinan histopatolojik kesitler floresan mikroskopta
incelendiginde deney grubundaki endotelyum oOrneklerinin GFP pozitif olduklari
tespit edildi. Boylece bu endotelyal hiicrelerin egsojen olarak transplante ettigimiz

YD-MKH’lerinden gelistigi sonucuna vardik.

Rehman’in yaptig1®® deneyde YD-MKH’lerin iskemik alanlarda VEGF gibi

neovaskiilarizasyon prosesini baglatan ve kapiller dansiteyi arttiran anjiyogenik
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bliytime faktorlerinin iiretimini uyardigi gosterilmis olup bizim ¢alismamizda da ayni

etki ile bunu yaptiginm diistindiik.

Literatiirdeki c¢aligmalarda intravendz uygulanmis endotelyal progenitor
hiicrelerin iskemik dokularda neovaskiilarizasyon siirecine katildigi gdsterilmistir.>®
Folkman’in yaptig1 ¢alismada belirtildigi tizere lokal uygulamanin infiizyona gore
bazi avantajlar1 vardir. Birincisi; hedef dokudaki YD-MKH’lerin lokal dansitesi
arttirilabilir, ikincisi ise hiicrelerin sistemik yan etkilerinden (anjiogenik

hastaliklardan kanser, diabetes mellitus, romatoid artrit gibi hastaliklarmn®’

ortaya
c¢ikmasint kolaylagtiric1 etkilerinden) korunmus olur. Biz de calismamizda bu

nedenlerden dolay1 lokal enjeksiyon yontemini kullandik.

Sonu¢  olarak, interpolasyon  fleplerinde = neovaskiilarizasyonun
hizlandirilmas1 amactyla mezenkimal kok hiicre uygulanmasinin, giivenli ve kolay
bir yontem olarak klinik uygulamaya girebilecegi diisiiniilmektedir. Bu yontemle,
interpolasyon fleplerinin daha erken ayrilabilmesi saglanarak hastalarin maruz
kaldig1 morbiditeler ve hastanede yatis siirelerinin kisalmasi ile sosyal ve ekonomik

yonden olumlu sonuglara yol agacagina inanmaktay1z.
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6. SONUC

Bu ¢alismada interpolasyon cilt flebinin yasayabilirliginin artirilmasi ve flep
pedikiiliiniin ayrilma siiresinin kisaltilmas1 amaciyla yag doku kaynakli mezenkimal
kok hiicre uygulamasinin etkinligi arastirildi. Pedikiilii erken ayirmaya yonelik
bugiine kadar bir¢ok yontem ve anjiogenik potansiyeli olan madde denenmis ve
olumlu etkileri saptanmakla birlikte pratik uygulama alani bulanlarin sayisi ¢ok az
olmustur. Calismamizda bu maddeler arasinda mezenkimal kok hiicrenin sec¢ilmesi
ise glinlimiizde bir¢ok hastalikta da tedavide kullaniliyor olmasi, yan etkilerinin ¢ok
az olmas1 ve etkinliginin yiiksek olmasi sebepleri ile rahatlikla pratikte kullanim

kolaylig1 nedeniyledir.

Calisma sonunda; Plastik ve Rekonstriiktif cerrahide oldukca sik kullanilan
interpolasyon fleplerinin neovaskiilarizasyonunu hizlandirmada ve pedikiil ayirma
stiresini kisaltmada adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre enjeksiyonunun

faydali oldugu tespit edildi.

Klinikte uygulamada da postoperatif donemden flep ayrilmasina kadar
gegen siire icersinde hastalarin maruz kaldigi agri, eklem donuklugu, fonksiyon
kayiplar1 gibi morbiditelerin ve hastanede kalis siiresinin kok hiicre tedavisi ile

azaltilabilecegi dolayisiyla flep canliligina olumlu katkisi olabilecegi gosterilmistir.
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7. OZET

INTERPOLASYON FLEPLERINDE NEOVASKULARIZASYONU
HIZLANDIRMAK iCIN RAT ADIPOZ DOKU KOKENLi MEZENKIMAL
KOK HUCRE KULLANILMASI

AMAC: Plastik cerrahide genis ve derin defektlerin kapatilmasi igin
interpolasyon cilt flepleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat fleplerin pedikiil
ayrilmasi i¢in 2—3 hafta beklenmesi hala ciddi bir problem olup tedavi ve hastanede
kalma siiresini ve dolayisiyla hastane masraflarini artirmaktadir. Bu sorunu ¢6zmek
amaciyla, kok hiicrelerin anjiogenik potansiyelinden yola ¢ikarak bunlarin selektif
olarak neovaskiilarizasyonu hizlandirip interpolasyon cilt fleplerinin viabilitesini

arttirmasi ve erken donemde pedikiil ayrilmasini amagladik.

YONTEM-GERECLER: Planladigimiz calismada gruplar olusturulurken
pedikiiliin en erken kaginci giin ayrilabileceginin ve alic1 yataktan flebimizin bu siire
icersinde ne kadarin beslenebileceginin tespiti amaglanmis ve ortaya iki ana grup
ve dorder alt grupluk bir ¢alisma protokolii ¢ikarilmistir. Her siganin sirtindan 1 adet
6x5 cm boyutlarinda, derinin tiim katmanlarini ve pannikulus karnozusu da igeren
flep, dorsal santral arter ve ven tabanli olarak kaldirildi. Deney grubuna (n=16) ait
her flebe green fluorescent protein (GFP) isaretli 3x10° yag doku kokenli
mezenkimal kok hiicre (YD-MKH) igeren toplam Iml’lik siispansiyon; flep distaline
cilt alt1 planda 2 noktada; alic1 yatakta ve yara kenarlarina 4 noktada diffiiz olarak
enjekte edildi. Kontrol grubunda (n=16) ise deney grubundaki ayni enjeksiyon

bolgelerine sadece medium soliisyonu enjekte edildi.

Flebin kaldirildigr alanin distal kisminda 3x5 cm boyutlarindaki bolge
disindaki alan primer kapatildi. Flep, ag¢ik birakilan bu alana adapte edildi.
Postoperatif 5, 8, 11 ve 14. giinlerde her gruptan 4 adet sicanin proksimal pedikiilii
ayrildi. Pedikiilii ayrilan her flep 7 giin boyunca takip edildi.

Her flebin belirtilen gilinlerde (5, 8, 11, 14) ayrildiktan 7 giin sonra
fotograflari ¢ekildi. Fotograflar Adobe Acrobat 9 Pro Version 9.0.0 (Adobe Systems)

programinda flep yasayabilir alan1 milimetrik olarak olgiilerek gruplar karsilagtirildi.
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Flep belirtilen giinlerde (5, 8, 11, 14) ayrildiktan 7 giin sonra, penil
venlerinden 250 puCi Tc-99m (MIBI) enjekte edildi. Enjeksiyondan 2 saat sonra deri
flepleri tespit edildigi smir1 da icerecek sekilde dis ortama alindi. Gama kamera
altinda fleplerden 10 dakikalik statik goriintiiler alindi. Tiim gruplardan alinan
goriintiilerden sayisal degerlendirmeler yapilip sonuglari birbirleriyle istatistiksel
olarak karsilagtirildi. Alinan flepler histolojik olarak incelenerek, yeni olusan
damarlar sayisal olarak karsilastirildi. Neovaskiilarizasyon ayrica mikroanjiyografik
yontemle de degerlendirildi. Radyografik goriintiiler mamografi cihazi ile alindi ve

kantitatif olarak degerlendirildi.

BULGULAR: istatistik sonuclar degerlendirildiginde, kok hiicre tedavisi
gbren grubun flep yasayan alanlarinda kontrol grubuna oranla anlamli derecede
artma oldugu goriildii. Sintigrafik incelemelere baktigimizda kok hiicre uygulamasi
yapilan grupta kontrol grubuna gore radyoaktif madde tutulumunun anlamli derecede
yuksek oldugu gozlendi. Sintigrafik sonucun flep yasayan alan yiizdesi ile korele
oldugu goriildii. Histopatolojik incelemede kok hiicre grubundaki kapiller dansite
kontrol grubuna goére daha yiiksek bulundu. Ayrica, deneyde adipoz doku kdkenli
kok hiicreleri igsaretlemek i¢in GFP kullanildi. Yapilan immunoflouresans boyamalar
sonucunda, kontrol hayvanlarinin endotelyal oOrneklerinde GFP (+) hiicre
izlenmezken, deney grubu hayvanlarinin tiimiinde GFP (+) hiicreler izlendi. Kontrol
grubu ve deney grubu mikroanjiyografik goriintiileri karsilastirildiginda deney

grubunda kontrol grubuna gore anlamli 6l¢lide vaskiilarite artigi saptandi.

TARTISMA: Mevcut calismada; interpolasyon fleplerinin
neovaskiilarizasyonunu hizlandirmada ve pedikiil ayirma siiresini kisaltmada adipoz
doku kokenli mezenkimal kok hiicre enjeksiyonunun faydali oldugu tespit edildi.
Uygun doz ve siire mezenkimal kok hiicre tedavisi ile interpolasyon cilt fleplerinin

morbiditelerinin en aza indirilmesi miimkiin goriinmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: interpolasyon flebi, kok hiicre,

neovaskiilarizasyon
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8. ABSTRACT

USE OF RAT ADIPOSE-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELL TO
ACCELERATE THE NEOVASCULARIZATION OF INTERPOLATION
FLAP IN A RAT MODEL

PURPOSE: Interpolation flaps are widely used in Plastic surgery for
reconstruction of large or deep defects. However waiting 2-3 weeks for the pedicle
divison is still a challenging problem that increases the cost of treatment and the
duration of hospital stay. In order to solve this problem, based on angiogenic
potential of stem cells accelerating neovascularization and improving flap survival of

interpolation flaps, our aim was to divide the pedicle earlier.

MATERIALS AND METHOD: Our study groups was designed to
determine the most appropriate time for division of an interpolation flap, the minimal
amount of time necessary for the development of new vascular channels between the
recipient bed and our flap and to assess the surviving area of flap in this period of
time. We studied in two main groups and four subgroups of rats. Each animal
underwent creation of identical cranially based skin flaps meausiring 6x5 cm. The
flap included full-thickness skin, including the panniculus carnosus, and was based
on the dorsal central artery and vein. Under each flap of the experimental group
(n=16) green fluorescent protein (GFP) labeled adipose derived stemm cells which
were suspended in medium at a concentration of 3x10° cells in 1 cc, was injected
into the flap’s distal portion at two points; into the subcutaneous fascial layer of the
recipient bed and into the wound margins at four points via a 25 G needle. In the
control group (n=16), we injected 1 cc of medium solution into both the flap’s distal
portion, into subcutaneous fascial layer of the recipient bed and into the wound

margins in the same fashion.

The distal 3x5 cm part of the flap sutured back to the recipient bed and the
proksimal 3x5 cm part under flap closed primary to separate the flap and avoid

neovascularization from recipient bed. At a postoperative interval of 5, 8, 11 and 14
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days, each proximal pedicle of four rats from each group was divided. At 7 days

after the operation, flap survival was measured by millimetric analysis.

After 7 days, depending upon the time (5, 8, 11, 14) of division of the
pedicles, each flap was photographed by a camera and scanned onto a computer. The
survival area of each flap was measured by millimetric analysis, calculated by the
Adobe Acrobat 9 Pro Version 9.0.0 (Adobe Systems) program and groups were

compared.

After 7 days, depending upon the time (5, 8, 11, 14) of division of the
pedicles, 250 pCi Tc-99m (MIBI) was injected through the penil vein with a 27-
gauge needle. Two-hours after of the injection, under gamma camera 10-minute
static images were taken. Total activity count of each flap was compared with
percentage of the viable flap area of the same flap. Quantitative assessments were
made from images taken from all groups. The results were statistically compared
with each other. Skin biopsies taken from flaps were examined histologically and
the number of new capillaries compared with each other. Additionally,
neovascularization were evaluated using microangiography. Radiographic images

were taken on a mammography film and evaluated quantitatively.

RESULTS: According to statistical evaluation, stem cell-treated group
showed a significant increase in flap viability compared to the control group. The
ratio of the scintigraphic activity obtained by flaps at stem cell group were found to
be significantly higher than the control group. A significant correlation was seen
between the scintigraphic activity count of the flaps and the percentage of viable flap
surface area . There were obvious differences in the capillary density in between the
groups. The capillary density in the flap tissue was clearly increased in stem cell-
treated group, when compared with the control group. However in the experiment,
we used GFP to label the adipose-derived stem cells. Immunoflouresans staining
revealed that all endothelium samples in experimental group were GFP (+) (all of
those in the control group were negative), indicating that these endothelial cells were
differentiated from the administered adipose-derived stem cells. Microangiographic
view of the flaps when compared, stem cell-treated group showed a significant

increase in flap vascularity compared to the control group.
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DISCUSSION: In this study; adipose tissue-derived mesenchymal stem cell
administration were found to be useful in accelerating the neovascularization and
shortening the pedicle divison time of interpolation flaps. It seems that with an
appropriate mesenchymal stem cell dosage and treatment period, it will be possible
to reduce the morbidities of interpolation skin flaps.

KEY WORDS: Interpolation flap, stem cell, neovascularization
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