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OZET

Yanik tedavisinde Oncelikli amag, bireyin bir an Once sosyal yasama donmesini
saglayacak sekilde iyilesmeyi hizlandirmak ve tedavi maliyetini diisiirmektir. Iyi bir yara
iyilesmesi icin uygun kosullarinin saglanmasi ve olabildigince komplikasyonlarin
azaltilmast da tedavinin temel hareket noktasidir. Yara bolgesinde vaskiilaritenin
arttirilmas1 ve iyilesmeden sorumlu hiicresel elemanlarin yogunlugunun arttirilmast da

tyilesmeyi hizlandirarak komplikasyonlarin 6niine gecilmesinde biiyiik 6nem arz eder.

Kemik iligi disinda viicutta bir ¢cok dokuda bulunabilen mezenkimal kok hiicreler
ve PRP igerisindeki biiyiime faktorleri, yara iyilesmesi agisindan optimal beklentileri
karsilayacak oOzelliklere sahiptir. Yag dokusunun stromal vaskiiler fraksiyonu (SVF),
mezenkimal kok hiicreler acisindan olduk¢a zengin ve elde edilmesi oldukc¢a kolay bir yag
doku komponentidir. Yanik yaralarinin tedavisinde, iyilesmeyi hizlandirmasi i¢cin SVF ve
PRP iizerinde yiiriitilen deneysel ve klinik calismalar halen siirmekte ise de bu iki
materyalin yanigin hangi doneminde nasil etkileri oldugu ve kombine kullanimlarinda ki

etkinlikleri tam olarak bilinmemektedir.

Calismamizda; yanik yaralarinin erken, erken ge¢ ve ge¢ doneminde uygulanan
SVF ve PRP’nin, iyilesme iizerine olan etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Bu amacla,
toplam 45 adet Sprague-Dawley cinsi disi si¢an kullanildi. Deneklerin sirtlarinda bir tarafi
kontrol tarafi olacak sekilde sagli sollu 15 mm capinda iki adet derin dermal yanik lezyonu
olusturuldu. 1. Grupta sicanlarin inguinal yag yastik¢iklart alinarak elde edilen 0,2 ml SVF
kullanmildi. 2. Gruptaki si¢anlarda kuyruk venlerinden alinan 1,5 ml kandan 0,2 ml PRP
hazirlanarak kullanildi. 3. Grupta ikisi kombine kullanildi. Deney si¢anin sol taraf yanik
lezyonuna 1. hafta (erken donem), 2. hafta (erken ge¢ donem) ve 3. hafta (ge¢ donem)
intradermal plana toplam 0,2 ml olacak sekilde uygulandi. 3. Gruba her ikisi toplam 0,4 ml
olarak SVF ve PRP kombine (SPRP) sekilde uygulandi. Her si¢anin sag kontrol taraflarina
ise aynt hacimde serum fizyolojik uygulandi. 4. Haftada alinan spesmenlerde vaskiilarite,

epidermis hacmi, bag doku infiltrayonu ve yanik hacimleri ol¢iildii.

SPRP grubunda vaskiilaritenin sadece SVF ve PRP’ye gore daha fazla arttigy,
epitelizasyonun daha hizli gerceklestigi, yanik hacminin daha hizh kiiciildiigii saptandi. Bu
nokradan hareketle yanik iyilesmesinde SVF ile PRP’nin kombine kullanimi ile daha iyi

fonksiyonel sonuglar alinabilecegini sdyleyebiliriz.

VIl
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ABSTRACT

Primary objective of burn management is to accelerate healing for swift return to
daily activities while reducing the costs and complications by optimizing wound
conditions. Increasing vascularity and cellular components which aid wound healing is of
cardinal importance for fulfilling that purpose.

Mesenchymal stem cells (MSC) and platelet rich plasma (PRP) are known to
provide a medium facilitating wound healing. The stromal vascular fraction (SVF) is an
adipose tissue component which is easy to harvest and contains an abundance of MSCs.
While the efficiacy of these two reagents in wound management are individually
investigated in experimental studies, the mechanism by which they interact with the
healing process and their combined effect are not.

The purpose of this study was to investigate the effectiveness of early, delayed and
late applications of PRP and SVF on burn healing. Forty-five female Sprague-Dawley rats
were used. On the backs of each subject, bilateral deep dermal burn wounds of 15 mm
diameter were inflicted, with the right-sided ones serving as controls. On the left-sided
wounds of the subjects, 0,2 ml of SVF purified from the inguinal fat pad, 0,2 ml of PRP
acquired from the tail blood, and 0,4 ml of equal mixture of both (SPRP) were designated
to be intradermally applied in the first, second and third groups; respectively. Each group
were further divided into three within themselves and therapeutic applications were made
one week (early application), two weeks (delayed application) and three weeks (late
application) following injury, while the control sides were simultaneously treated with
equal amounts of physiological serum. At the 4th week, lesions were harvested and
histologically analyzed for vascularity, epidermal volume, connective tissue infiltration
and burn volume.

It has been observed that SPRP group yielded significantly better vascularity, faster
epithelization, and faster shrinkage of the burn volume in comparison with individual use
of the reagents. Our findings suggest that combined use of SVF and PRP is likely to yield
better functional results.

Key words: Burns, Stromal vascular fraction, Platelet rich plasma, Mesenchymal

stem cells, neoangiogenesis, epithelization, burn volume, connective tissue.



1. GIRIS VE AMAC:

Organizmanin yiiksek 1s1 ile temas etmesi sonucu olusan bodlgesel doku hasarina
yanik denir. Yaniklar, neden oldugu sosyal ve ekonomik problemlerden dolayr 6nemli bir
saglik sorunu olmay: siirdiirmektedirler. Mortalite ile sonuglanan yaralanmalar arasinda
trafik kazalarindan sonra en sik karsilagilan ikinci etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Keza, aym1 orandaki kanser ve kalp hastaliklardan c¢ok daha fazla mortaliteye sahiptir
(Arturson ve ark., 1979).

Yanik tedavisi, hasarli alanin kademeli olarak sogutulmasini, sivi resiisitasyonuyla
lokal ve sistemik perfiizyon destegi saglanmasini, topikal ajanlarla nemlendirme ve
epitelizasyona yardimci olunmasini, cerrahi debridmani ve doku defektinin onarimini igerir
(Herndon ve ark., 1987; Mills, 2005). Yamk hasarinda tedavinin hizli saglanmasi,
hipertrofik skar ve kontraktiir gelismesi gibi komplikasyonlar1 azaltarak, bireyin sosyal
yasama cabuk donmesini saglamak ve tedavi maliyetini diisiirmek icin son derece
onemlidir (Atiyeh ve ark., 2005). Ayrica, kararsiz staz zonunun hizli resiisitasyonu,
olusacak hasar alanini kii¢iiltmek i¢in ¢ok onemlidir.

Termal yaniklarin birey iizerinde olusturdugu psikososyal etkileri yaninda toplum
izerine de getirdigi Onemli maddi kiilfeti vardir. Yanik tedavisi harcamalar1 saglik
harcamalar1 i¢inde Onemli bir grubu teskil eder. Sorunun temelinde yanik lezyonlarinin
iyilesme siirecinin uzun olmasi ve sonrasinda neden olacagi estetik ve fonksiyonel
problemlerin agirligi yatmaktadir. Bu nedenle son yillarda yara iyilesmesine olumlu
katkilar1 nedeni ile stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) ve trombositten zengin plazma (PRP)
tizerinde yiiriitiilen molekiiler ¢caligmalar daha da yogunlagmis, yanik tedavisi iizerindeki
uygulamalart ilgi odag olmustur (Marck ve ark., 2014).

SVF, lipoaspirasyonla alinan yaglardan elde edilen, yag dokusu kokenli mezenkimal
kok hiicrelerden zengin bir dokudur. Tipki kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler
gibi, cesitli biyolojik faktorlerin etkisiyle, viicutta adiposit, osteoblast, kondrosit, miyosit ve
sinir hiicreleri gibi bir cok hiicre tipine farklilasabilirler (Minguell ve ark., 2001).
Calismalar, yag dokusu igerisindeki bu hiicrelerin, anjiyogenik, antiapopitotik ve
antienflamatuvar etkilerinin de oldugunu gostermistir (Mojallal ve Foyatier, 2004). Bu
noktadan yola ¢ikarak, periferik mezenkimal kok hiicre ihtiva eden periferik yag dokusunun

uygulandigi dokularda yeni damar olusumunu (neoanjiogenez) saglayip, hasara ugrayan

1



dokularda onarimi hizlandirabilecegi fikri ortaya atilmistir (Mojallal ve ark., 2004;
Mazzola, 2009). Son calismalarda, SVF’un hiicre proliferasyonunu ve fibroblastik
aktiviteyi arttirtp enflamasyonu da azaltarak yanik iyilesmesini hizlandirdigi da
gosterilmistir (Atalay ve ark., 2014).

PRP; otolog kandan santrifiigasyon ile elde edilen, trombositten zengin plazma
komponentidir. Icerigindeki yiiksek konsantrasyondaki trombositlerin o graniillerinde
1500’den fazla protein, PDGF, VEGF, TGF-bl, EGF, bFGF, IGF-1, HGF gibi biiyiime
faktorleri bulunurken, dens graniillerinde serotonin, histamin, dopamin, ADP/ATP, Ca™ ve
katekolamin bulunmaktadir (Alverez ve ark., 2006). Icerdigi bu yogun biiyiime faktorleri
sayesinde yara iyilesmesinin enflamasyon ve proliferasyon fazlarmi diizenleyerek yara
tyilesmesini hizlandirdig gosterilmistir. Analjezik, anti-enflamatuar ve antibakteriyel etkisi
de vardir (Sanchez, 2009). Otojen olmasi, kolay hazirlanmasi ve miikemmel giivenlik
profili sayesinde farkl klinik kullanimlarina giderek artan bir ilgi olusmus (Lopez-Vidriero,
2010), termal yaniklar da benzer ilgiyi gormiistiir (Marck ve ark., 2014).

Calismamizda, si¢an termal yanik modelinde, SVF ile PRP’nin tek basina ve kombine
kullanimlarinin, erken donem (yamigin 1. haftasi), erken ge¢ donem (yanmigin 2. haftasi) ve

gec donem (yanigin 3. haftas1) yanik yarasinin iyilesmesi iizerine etkilerini arastirdik.



2. GENEL BILGILER
2.1 Deri

2.1.1 Embriyolojisi

Deri, ektodermden gelisen ve yiizeyel tabakayr oOlusturan “Epidermis” ile
mezenkimal kokenli olan ve derin katmani olusturan “Dermis” olmak iizere iki tabakadan
olusur (Sadler Langman’s Medical Embryology. Lippincott Williams, 2012; Mills.
Histology for Pathologists, 2007).

Baslangicta embriyo, tek sirali bir ektodermal hiicre tabakasiyla ortiiliidiir. Ikinci
ayimn basinda bu epitel ikiye boliiniir ve yiizeyin ilizerine periderm veya epitrikiyum adi
verilen yassi hiicrelerden olusan bir tabaka dizilir. Bazal tabakadaki hiicrelerin daha ileri
proliferasyonuyla ti¢lincii bir ara bolge olusur. Dordiincli ayin sonunda epidermis, son
seklini alir ve dort tabakas1 ayirt edilebilir;

- Bazal tabaka: Germinatif tabaka olarak da bilinir. Yeni hiicre yapimindan sorumludur.
Bu tabakadan daha sonra parmak izini olusturacak girinti ve ¢ikintilar meydana gelir.

- Spindz tabaka: Ince tonofibriller igeren polihedral hiicrelerden olusur.

- Granliler tabaka: Bu tabakadaki hiicreler kiiciik keratohiyalin graniiller igerir.

- Boynuzsu tabaka: Birbirine sikica baglanmig ve keratinle dolu 6lii hiicrelerden olusur
(Sadler Langman’s Medical Embryology. Lippincott Williams, 2012).

Peridermin hiicreleri intrauterin hayatin ikinci yarisinda genellikle dokiiliir ve
amniyotik sivi i¢inde goriilebilir (Sadler Langman’s Medical Embryology. Lippincott
Williams, 2012; Mills. Histology for Pathologists, 2007).

Dermis, mezensimden koken alir. Ugiincii ve dordiincii aylarda korium adi verilen
doku, epidermise dogru uzanan c¢ok sayida diizensiz ‘dermal papilla’ ad1 verilen papiller
yapilar1 olusturur. Bu papillalar genellikle kiiclik kapiller damarlar1 ve sinir uglarimi
icerir. Dermisin daha derin tabakasi olan subkorium (subkutis) ise, dnemli miktarda yag

dokusundan olusur (Sadler Langman’s Medical Embryology. Lippincott Williams, 2012).

2.1.2 Anatomisi

Deri, insan ve hayvan viicudunu kaplayan dis katman olup, altinda barindirdig
kas ve organlar1 koruyan, tabakalardan olugsmus bir o6rtii sistemidir. Bu tabakanin altinda
yag tabakasi vardir. Yag tabakasi viicudumuzu sicak tutar ve darbelere karsi korur.
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Burada bulunan ter bezleri bosaltima yardimci olur. Deri solunumu nemli viicut
yiizeyinden gergeklesir. Dis ortamla gaz aligverisi nemli deriden diffiizyonla gergeklesir.
Derinin nemli kalmasi pilosebase tinitelerin salgilari ile olusur. Cilt viicudumuzu dig
ortama karst koruyan bir bariyerdir. Ayni zamanda, viicut 1sisini ve su dengesini
korurken, zararli maddelerin viicuttan ter yoluyla atilimin1 gerceklestirir. Yaklasik 2 m?
alana sahiptir. Derinin yerine getirdigi islevler karmasik bir yapilanmay1 gerektirir. Bu
nedenle deri anatomik olarak her biri farkli bir doku yapisina sahip ii¢ ayr1 katmandan
olusur.

Yiizeyden derine dogru derinin tabakalari su sekildedir;
- Ust Deri (Epidermis)
- Alt Deri (Dermis)
- Deri Alt1 (Subkutan tabaka) (http://www.itf.istanbul.edu.tr/dermatoloji/derbilgi.htm)

(Sekil 2.1).
Serbest sinirucu (
J Sac
Ter gdzenegi
oI ' A

Epidermis ‘|:;, A Meisner cisimcigi
A, T i j Sebase bez
) A L,.\ Errektor pili kas:

Papiller _| :
dermis
Retikiiler
el o dermis
' Duvyusal sinir
Ekrin terbezi
Yag dokusu
Subkutan -
tabaka Folikiil
reseptorii
Arter Sac koki
Vi Sag follikiilii

Pasini cisimeigi

Sekil 2.1 Derinin kesitsel goriiniimii (Grabb and Smith's Plastik Cerrahi, 7. baski)
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2.1.2.1 Epidermis

Epidermis derinin en digta bulunan tabakasidir. Esas olarak "Keratinosit" adi
verilen hiicrelerden olusur. Kalinligi bulundugu viicut boliimiine, yasa ve cinsiyete bagli
olarak degisir. Epidermis, kendi i¢inde dort farkli tabakaya ayrilir. En alttaki tabaka
"stratum basale epidermidis" adin1 alir ve tek sira hiicrelerden olusur. Bu iist deri
hiicrelerinin olustugu ilk tabakadir. Ikinci tabaka "stratum spinosum epidermidis" veya
"stratum granulosum epidermidis" adimi alir. Bu alttaki tabakada olusan hiicrelerin
evrimlesmesi ve {ist iiste birikmesiyle olusmustur. En {ist tabaka neredeyse tiimiiyle
Olmiis hiicrelerden olusan"stratum corneum epidermidis" tabakasidir.

En alt tabakada olusan Keratinositler yaklagik 21-25 giinliikk bir zaman dilimi
icinde yapilarimi degistirerek iist tabakalara dogru goc ederler. Bir keratinositin tek tek
biitiin tabakalar1 gecerek cansiz bir keratin tabakasi haline gelmesine kadar gecen siire
"derinin ¢evrimi (turnover)" olarak adlandirilir. Epidermiste mevcut diger hiicrelerin
arasinda "melanosit" denilen deriye rengini veren yani pigment iireten hiicrelerle birlikte,
derinin korunmasinda gorev alan Merkel hiicreleri, Langerhans hiicreleri ve lenfositler
bulunur. Altindaki dermis tabakasindan farkli olarak epidermiste kan damar1 bulunmaz.
Beslenme, altta  bulunan dermis tabakasindan  diffiizyon  yoluyla olur.

(http://www.itf.istanbul.edu.tr/ dermatoloji/derbilgi.htm).

2.1.2.2 Dermis

Asil deriyi olusturan alt deri / dermis; damarlari, sinirleri ve deriye elastikligini
veren lifleri igeren tabakadir. iki tabakadan olusur: "Stratum papillare” ve "Stratum
reticulare". Yizeydeki ince tabaka olan stratum papillare ince elastik lifler icerir ve
parmak benzeri ¢ikintilar olusturarak daha tstteki tabakanin deriye saglam bir sekilde
tutunmasin1 saglar. Bu parmaksi ¢ikintilarin iginde yogun kilcal damar ag1 mevcuttur ve
bu damar ag:1 sayesinde epidermisin beslenmesi saglanir. Stratum papillare ayn1 zamanda
cesitli savunma hiicreleri de igerir (histiositler, fibroblastlar, mast hiicreleri ve bagisiklik
hiicreleri). Ayrica bu tabakada agri, dokunma ve basing hissini saglayan serbest sinir
uclart bulunmaktadir. Daha alttaki "Stratum reticulare" ise asil olarak viicut yiizeyine
paralel uzanan kalin kollajen lif demetleri ve elastik liflerden ibaret bir ag yapisi

olusturmaktadir. Cesitli tipte salgilar iireten ter ve yag bezleriyle, bunlarin salgilanmasini



saglayan kas hiicreleri, kil folikiilleri yine bu tabaka iginde yer alir. Ayrica tim bu

yapilar birlestiren ve bu yapilara destek saglayan bag doku hiicreleri de bu tabakadadir.
Daha alttaki deri alt1 dokusuna bitigik olan dermis tabakasi, viicut sicakligi ile kan

basincini diizenleyen kii¢iik ve orta boy kan damarlarinin olusturdugu bir ag yapisina da

sahiptir (http://www.itf.istanbul.edu.tr/dermatoloji/derbilgi.htm).

2.1.2.3 Subkutan tabaka

"Subkutan tabaka" denilen deri alt1 tabakasi dermisin altinda bulunur. Aslinda bu
iki tabaka arasinda net bir siir bulunmaz ve her iki bolimiin kalinliklar1 ve gegis
ozellikleri cinsiyete, yasa, beslenme durumu ve yasam kosullariyla, viicudun hangi
bolgesinde olduguna gore degisir. Deri alt1 dokusu, temel olarak yag ve bag dokusundan
olusur. Temel islevi tasimak ve baglamaktir. Enerji deposu ve mekanik tampon gorevi de
yapar ve viicudu sicaklik dalgalanmalarina karsi korur. Bu tabaka, altinda yer alan kas
tabakasinin etrafindaki kilifa kadar uzanir. Subkutan doku i¢inde de kan damarlari,
sinirler ve lenf damarlarinin gegtigi ve bag doku perdelerinin birbirine bagladigi yag
dokusu lobiilleri bulunur.

Dermisteki damar ag1 zayiflarken elastin fibrilleri kalinlagir, ileri yaslarda kil
folikiilleri, yag bezleri, apokrin ve ekrin bezler atrofiye ugrar. Ilerleyen yasla birlikte,
deri, yeterli yag ve su depolayamaz, dogal -elastikiyetini kaybeder wve incelir
(http://www.itf.istanbul.edu.tr/dermatoloji/derbilgi.htm).

2.1.3 Fonksiyonlar

- Koruma: I¢ organ ve yapilar zararl dis etkenlere (siirtiinme, hava sartlar1, kimyasallar,
radyasyon vb.) karsi korur.

- Immiinolojik: Immiin sistemde gdrevli hiicrelere antijen sunmakta yardimcidir. Deri
yiizeyinde bulunan uzun zincirli yag asitleri antibakteriyel 6zelliktedir. Deskuamasyon
invazif 6zellikteki bakterilerin penetrasyonuna engel olur.

- Sivi kaybinin 6nlenmesi: Sivi-elektrolit ve protein kaybini 6nler ve sekresyon yapma
ozelligi ile viicut dengesine yardimci olur.

- Norosensoriyal: Dokunma, aci, sicak ve soguk gibi ¢evresel uyaranlari algilar.

- Termoregiilasyon: Deri, 1s1 kaybini Onledigi gibi sicak havalarda ter salgilar ve

evaporasyon ile sogumaya yardimei olur.



- Metabolik: Vitamin-D metabolizmasinda gérevlidir.

2.2 Yamk
2.2.1 Tanim

Yanik; 1s1, elektrik, kimyasal maddeler ve radyoaktif 1sinlar gibi etkenlerle
olusabilen bir yaralanma seklidir. Termal yaniklar, dokularin tolere edebileceginin
izerinde 1s1 enerjisi ile karsilasmast sonucu olusan, en sik yanik formudur (Giinay ve
Yildirim, 2007; Giirdal ve ark., 2007). Yanigin derecesi, neden olan maddenin sicakliina
ve temas siiresine bagl olarak degisir (Singer ve ark., 2003). Isis1 51 °C’den fazla olan
maddelerlerin temasi ile deride saniyeler i¢inde kismi yanik olusurken, 70°C’den fazla
oldugunda tam kat yanik olusma riski artirmaktadir (Moritz ve ark., 1948).

Yanik sadece yanan viicut bolgesine sinirli sonuglar doguran bir olay degildir.
Genis ylizey alanimi tutan yaniklarda organizmanin biitiinlinii etkileyen ve olusacak
fizyopatolojik degisiklikler (yanik soku) de prognozu belirleyen multisistemik bir
travmadir (Arinci ve ark., 2000).

2.2.2 Tarihgesi

Termal travmaya karsi insan viicudunun gosterdigi reaksiyonlar1 igeren yanik
olgusu atesin kullanilmaya baglamasi ile ortaya ¢ikar (Salmanpakoglu, 1998). Yazil
kaynaklarda yanik icin uygulanan ilk tedavi, M.O. 15.yy'da Ebers papiriisiinde, tapinak
rahiplerince Okiiz giibresi ile siyah ¢amur karisiminin yaraya uygulanmasi seklinde
tariflenmistir. Yizyillar boyunca yamigin sebep oldugu yaralar ve tedavileri lizerinde
calisilmig, 19.yy 'da iinlii Fransiz cerrah1 Dupuytren'in yanik kontraktiirlerinin de tedavi
edilmesi gerektigini bildirmesi {izerine yanik sekellerinin de tedavisine ilgi artmistir (Xu
ve Sun, 2004). 15. yy'da Fabricius Hildanus isimli Alman asilli bir bilimadami tarafindan
yaniklar 3 derecede siniflandirmmustir. 20. yy baslarinda yanik yarasmin serin tutulup
tutulmamasi, nemli ya da kuru takip edilmesi, biil sivisinin bosaltilmasi gibi konular
netlik kazanmaya baglamistir. 1905 yilinda Haldor Sneve, Journal of American Medical
Association (JAMA)'da ciddi yanikli vakalarda soktan kacinmak icin oral, rektal veya
damar yoluyla tuz igerikli soliisyonlarin kullanilmas1 gerektigini bildirmistir (Alvarado ve
ark., 2009).



1960’lardan sonra yanik tedavisinde hizli gelismeler olmustur. Sokun anlasilmasi
ile birlikte sivi kaybimni engellemeye yonelik hipertonik, izotonik, kolloid ve
kristalloidlerden olusan cesitli tedavi protokolleri Onerilmeye baslanmistir. Yine ayni
yillarda yanik yaralanmasindaki derinlik kavraminin tanimlanmasi yapilmis, 1967’de
Yugoslav Plastik Cerrah Zora Janzekovich’in tanimladig1 erken tanjansiyel eksizyon ve
greftleme kisa siirede yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Jakson ve Shore’nin
gelistirdigi yeni yoOntemler yanikla iliskili mortalitenin azalmasini saglamistir. Bu
gelismeler sonucunda 25-30 y1l 6nce %50 yanikli bir hastada mortalite oran1 %50’ nin

iizerinde iken, giiniimiizde bu oran %10 un altina kadar diismiistiir (Juan ve ark., 2005).

2.2.3 insidansi

Her yil Diinya niifusunun yaklasik % 1-1,5 kadar1 yanikla karsilagmaktadir.
ABD’de yilda 2.000.000 kisi yanmaktadir (Peate, 1992). Bunlardan 50.000°i hastanede
yatarak tedavi gérmekte ve yaklasik 5.000°1 6lmektedir (Saffle ve ark., 1995). Diinya
genelinde her yil 6 milyon insan yanik nedeniyle acil servislere bagvurmaktadir. Yaniga
bagli yaralanmalarin ¢ogu hayati tehdit etmeyen ve konservatif yaklasimlarla tedavi
edilebilecek derecede olsa da, yine yaklasik her 10 kisiden biri yilda bir kez yaniga maruz

kalmaktadir (Brusselaers ve ark., 2010).

2.2.4 Etiyolojisi

Yaniklar bes kategoride incelenebilir.
- Termal Yaniklar: Bu yaniklarin nedeni alev, sicak su, buhar ya da sicak cisimlerle
temas sonucu olusur.
- Kimyasal Yaniklar: Kuvvetli asitlerin, alkalilerin veya diger asindirict maddelerin,
genellikle endiistriyel kazalar1 sonucu temasla olusurlar. Sistemik dolasima gegtiginde ise
hayati organlara zarar verirler.
- Elektrik Yaniklari: Nedeni elektrik akimmin viicuttan gecmesidir. I¢ organlarda
meydana gelen hasarlar deri yanigi ile olusan hasarlardan daha farklidir.
- Radyasyon Yaniklari: Bu yaniklarin nedeni niikleer santral kazalari, endiistride ve tipta
kullanilan radyoaktif maddeler olabilir.
- Inhalasyon Yaniklari: Nedeni primer olarak inhale edilen toksinlerdir



Yaniklarin %80 - %90’1 kaza sonucu olusur. Bu nedenle vakalarin %40 -%57
kadarin1 ¢ocuklar olusturur (Tiregilin ve ark., 1997; Elberg ve ark., 1987; Tejerina ve
ark., 1989). 5 yas alt1 yaralanan ¢ocuklar, pediatrik popiilasyonun %50-%80' ini olusturur
(Anlatict ve ark., 2002). Ingiltere'de bir yilda basvuran 6400 pediatrik vakanin %80 inin
5 yasin altinda ve biiyiik oranda haslanma sonucu meydana geldigi saptanmistir. ikinci
siklikta 2.ve 3. dekatdaki geng eriskinlerde goriiliir. Yatarak tedavi edilen yaniklarda
taburculuk siiresi ortalama 7 ile 33 giin arasinda degismektedir (Brusselaers ve ark.,

2010).

2.2.5 Derinligi ve genisligi

Yanik, hasarinin tanimlanmasini kolaylastirmak agisindan derecelendirilmis olsa
da, klinikte i¢ i¢ce ge¢mis farkli derinlikte yanik alanlari ile sik karsilasilir. Yanigin deride
meydana getirdigi hasarin derinligi ii¢ derece seklinde, genisligi ise viicut ylizeyine gore

ytizde cinsinden ifade edilir (Mathes ve Hansen, 2006).

2.2.5.1 Derinligine gore yanik siddetinin hesaplamasi

- Birinci derece yanik: Yiizeyel yaniklar olup, en sik giines 1sinlarinin etkisiyle ya da ani
gaz parlamalar1 sonucu meydana gelir. Patogenezinde epidermisin hasar gordiigii bu
yaniklarda ortaya ¢ikan en 6nemli belirtiler kaginti, kuru bir deri, eritem ve agridir (Priti
ve ark., 2008). Damarlardan salinan histamin/kinin nedeniyle vazodilatasyon ve endotel
hiicre mobilizasyonu vardir. Bazal tabaka saglamdir. Klinik olarak; cilt pembe, parlak
renkli, kurud ve agrilidir. Nemli pansuman ile takip edilir ve 1 hafta i¢inde siklikla skar
birakmadan iyilesir.

- Ikinci derece yanik: Sicak cisimlerle temas, alev, kisa siireli kimyasal ajan ile temas
sonucu gelisir. Dermal tutulum oranina gore yiizeyel ya da derin olarak 2 alt grupta
incelenebilir (Priti ve ark., 2008). Patogenezinde koagiilasyon nekrozuna bagli epidermal
ve kismi dermal hasarlanma vardir. Subdermal pleksusta konjesyon nedeniyle epidermis
ile dermis arasinda proteinden zengin sivi igeren biil olusur. Ikinci derece yiizeyel
yaniklar daha hassastir ve cilt hiperemik gériiniir. Iyilesme, saglam kalan kil kokii, yag ve
ter bezleri gibi deri eklerinden spontan epitelize olarak gergeklestiginden aylarca siirebilir

ve derin formlarda hipertrofik skar birakma egilimi yiiksektir. Derin dermal tabakanin



tutuldugu yaniklarda, kilcal damarlarda yogun trombiis gelisimi ve yanik yiizeyinin
nekrotik bir tabaka ve debris ile kapli olmasi, yanik yiizeyinden sivi kaybini engeller.

Ikinci derece derin yaniklarda gevre dokularda kapiller gegirgenlik arttigi igin

O0dem kacinilmazdir. Bu tip yaniklar yakindan takip edilmeli, hasta travmadan veya
enfeksiyondan korunmali, doku perfiizyonu saglanmalidir. Eger uygun sekilde tedavi
edilmezlerse kolaylikla tgiincii derece yanik haline gelebilirler (Heimbach ve ark.,
1992; Morgan ve ark., 2000).
- Ugiincii derece yamik: Sicak cisimlerle uzun siireli temas, alev, elektirik yamig1 veya
kimyasal ajan ile yanma sonucu gelisir. Epidermisi ve deri eklerini igeren tam kat dermal
hasar vardir. Staz zonlar1 mevcuttur. Cevre dokularda yanik siddeti ile orantili 6dem
gelisir. Subdermal pleksusta koagiilasyon nekrozu bulundugundan yanik alan kurudur,
deri beyazimsi kosele gibi goriiniir. Serbest sinir uglart da hasaralanmis oldugundan
agrisizdir. Cerrahi uygulanmadan iyilesmez.

Yanigin kas, tendon ve kemikleri de etkiledigi olduk¢a derin formlar1 dordiincii
derece olarak kabul edilebilir. Genis ve kapsamli bir cerrahi girisim gerektirir. Nekrotik
dokular debride edildikten sonar siklikla flep cerrahisi ile defektler kapatilir. Bazi
olgularda amputasyon kagiilmazdir (Monafo ve ark., 2002). (Sekil 2.2).

Yanigin derecelerine gore 6zellikleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

— ]— 1.derece
Epidermis
- 2.derece
Dermis
Subkutan 3.derece

Sekil 2.2 Derinin histolojik kesitine gore yaniklarin derinlikleri

(www.fireshow.eu/home/Articles/36758-First-Aid) (Erisim Tarihi:12.12.2014)
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Derece 1 2 3 4
Derinlik Yiizeyel Orta Derin Cok derin
Etkilenen doku | Epidermis Epid'eltmis'in tamami, Eplde?rrnls ve Kas,_

dermisin bir kismi1  |dermisin tamami|kemik
Klinik goriiniim | Kuru deri, eritem | Odem, vezikiil, biil | Kuru deri, eskar| Eskar
Agr Agrili (+) Cok agrili (+++) Agrisiz Agrisiz
Epitelizasyon Var Var veya yok Yok Yok
Skar Genelde kalmaz | Siklikla kalir Kalir Kalir

Tablo 2.1: Yaniklarin derinligine gore siniflandirilmasi ve 6zellikleri (Koyuncuer, 2004)

2.2.5.2 Genisligine gore yanik siddetinin hesaplanmasi

Yanik yiizdesi yaklasik %20 civarinda olanlarda genelde bu oran dogru

hesaplanirken, kii¢iik yaniklarda oldugundan fazla, genis yaniklarda ise daha az

hesaplanmaktadir. (Koch ve ark., 2005). Bu yiizdelerin dogru hesaplanmasi, sagkalimda

en Oonemli miidahale olan sivi replasmaninin dogru yapilmasimi saglar. Yanik alan

yiizdesinin tayini i¢in ¢ocuklarda bagin biiyiik ve alt ekstremitelerin kisa olmasi nedeniyle

Lund ve Browder'in semasi kullanilir (Tablo 2.2).

Bolge 0-1 yas 1 yas S yas 10 yas 15 yas Yetiskin
% % % % % %
Bas 19 17 13 11 9 7
Boyun 2 2 2 2 2 2
On govde 13 13 13 13 13 13
Arka govde 13 13 13 13 13 13
Kalca 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Perineum 1 1 1 1 1 1
Uyluk 55 6.5 8 8.5 9 9.5
Diz alt1 5 5 55 6 6.5 7
Ayak 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Ust kol 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
On kol 3 3 3 3 3 3

Tablo 2.2: Lund-Browder metoduna gore pediatrik yas grubundaki yanik yilizey alani

oranlari
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Wallece’in Dokuzlar kurali: Toplam viicut yiizeyi alaninin (TVYA);
- Bas-boyun: (TVYA) %9u
- Her bir kol: TVYA %9’u
- On govde: TVYA %18’i
- Arka govde: TVYA %181
- Her bir bacak: TVYA %181
- Perine-genital: TVY A %18’1 olusturur (sekil 2.3).

%18[2%18

Sekil 2.3 Wallece’in Dokuzlar Kurali

Genelde eriskinlerde Wallece’nin dokuzlar kurali, cocuklarda ise Lund-Browder
yontemini kullanarak yanik yilizdesini hesaplamaktadir. Yas grublari arasindaki farikliligi
da dikkate alan Lund - Browder tablosu en dogru metottur. Dokuzlar kurali ise daha basit

fakat daha az dogru sonug veren bir yontemdir (Jefferey, 2004).

2.2.6 Patofizyolojisi

Ciddi yaniklarda kan akimindaki azalma ve damar gegirgenligindeki artma ile
olusan hipovolemi ve 6dem, lokal olarak toksinlerin uzaklastirilamamasina, travma
bolgesinin enflamasyonuna ve hasarin artmasina sebep olur. Yanik travmasina organizma
yara iyilesme siireci ile yanit verir. Protein denatiirasyonu, dogrudan enerji maruziyeti,
mikrosirkiilasyon bozuklugu sonucu olusan iskemi, asidoz, hipoksi ve serbest radikallerin
birikmesi olusan hasarin temel nedenleridir. Yanik, hem lokal hem de yanik alanin

genisligi ile baglantili olarak sistemik degisikliklere neden olur.

2.2.6.1 Yamgn lokal etkileri
Yanigin lokal etkileri, yanik etkenine ve etkilenme diizeyine gore hafiften agira
dogru; hiperemi zonu, staz zonu ve koagiilasyon zonu olarak 1953 yilinda Jackson

tarafindan tanimlanmastir.
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Yanik yarasindaki lokal fizyopatolojik degisiklikler, bir alana diisen 1sinin neden
oldugu etkiler ve bunlarin iizerine eklenen belirgin bir akut iltihabi siire¢ ile
karakterizedir. Termal yaniklarda yaralanmanin ciddiyeti sicaklik dercesine, temas
siiresine bagliyken, elektirik yaniklarinda dokularin iletkenlik (direng) 6zellikleri
belirleyici rol oynar (Moritz ve Henriquez, 1947).

Termal yaralanma ile ciltte olusan doku hasar1 Jackson tarafindan ‘3 Alan Teorisi’
ile agiklanmistir (Jakson, 1953). Bu teori, yiizeyden derine dogru i¢ ige gecmis,
esmerkezli, ii¢ boyutlu ¢embersel alanlardan meydana gelir (Sekil 2.4). Yanan deride

yanik hasar1 belirli bir siire hem etrafa dogru genislemekte hem de derinlesmeye devam

etmektedir.
Koagulasyon Staz
20Ny 2o nu
Hiperemi
20Ny
Epidermis
Dermis —o
dogru midahale ' Yanhs MOdahale
sogutrma Koagulssyon Staz -wKoagllasyon
Zony \
Staz zanu kurtarniimsg Staz zonu kaybedilmis, doku hasar

Sekil 2.4 Jackson’un ‘3 Alan Teorisi’ ve staz zonunun resiisitasyona cevabi
(Hettiaratchy ve Dziewulski. ABC of burns: pathophysiology and types of burns.
BMJ, 2004)

Nekrotik zon; 1s1 kaynagina en yakin alandir, temas ile olan koagiilasyon
nekrozuna bagl direkt hiicre 6liimiiniin gerceklestigi alandir.

Staz zonu; 1s1 hasarinin indirek etkisi ile doku dejenerasyonu ve kimyasal hasarin
bulundugu, kurtarilma potansiyeline sahip en kritik yanik bdlgesidir. Yetersiz doku

resiisitasyonu sonucu nekrotik alana dahil olabilir (Hettiaratchy ve Dziewulski, 2004).
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Bu bélgede dolasim progresif olarak bozulur, iskemi gelisir ve bu da hiicrelerin
oliimiine neden olur. Mikrovaskiiler diizeyde patolojik siire¢, ortaya ¢ikan prostoglandin
F, ve tromboksan A, gibi vazoaktif aminler ile ilerlemeyi siirdiiriir. Yapilan bazi
caligmalarda bu mediatorlerin inhibe edilmesi ile trombosit adezyonunun ve
vazokonstriiksiyonun baskilanarak dermal perfiizyonun arttigi gosterilmistir (Robson ve
ark., 1980; Del Becarro ve ark., 1980).

Hiperemi zonu; kapiller vazodilatasyonun, termal veya kimyasal hasara bagl
enflamasyonun goriildiigii, en distaki pefiizyonu artmis bdlgedir. Odem, hiperemi, anoksi,
eksudasyon gibi geri doniisii olan kismi hiicre hasar1 vardir.

Enflamasyon, 0Ozellikle membran fosfolipidleri hasarlandigi zaman baglar.
Fosfolipaz A aktive olarak fosfolipidleri arasidonik aside yikarak arasidonik asit
kaskadin1 aktifler. Bu kaskadin iirlinii olan ¢esitli prostanoidler ve lokotrienler
vazodilatasyona, kapiller gecirgenlik artisina, ndtrofil kemotaksisi ve diapedezine, mast
hiicre degraniilasyonuna neden olur. Diger yandan aktive olan kompleman kaskadi da
notrofil kemotaksisini stimiile eder. Notrofillerden serbest oksijen radikallerinin
serbestlesmesi bir taraftan hiicre membran peroksidasyonu ile hasar olusturuken diger
taraftan da fosfolipaz A'yr stimiille ederek enflamasyonu siddetlendirir. Yapilan
calismalarda notrofilin damar duvarina yapismasini 6nleyecek antikorlarin, yanik sonrasi
verildigi vakalarda lokal 6dem ve nekrozun belirgin derecede azaldigi gozlenmistir
(Bucky ve ark., 1991; Bucky ve ark., 1994). Benzer sekilde 16kositlerin bloke edildigi
deneysel ¢aligmalarda flep yasayabilirliginin arttigi da gosterilmistir (Vedder ve ark.,
1994).

Yanik travmasi, etken ortada kaldirilsa bile hasarlanmanin devam ettigi dinamik
bir olaydir. ilk anda sicak temasmin neden oldugu koagiilasyon nekrozunun ardindan
mikrotromboz ve kimyasal etkenlere bagli ilerleyici iskemi ile hiicre 6liimii gelisir. Bu
yiizden derinlesme riski bulunan yara 3-5 giin boyunca yakindan takip edilmelidir (Kao
ve Garner, 2000). Yanik sirasindaki doku perfiizyonun bozulmasi bolgede 1s1 degistirme
mekanizmasinin yetersiz kalmasina, mikrotromboz ve mediatorler araciligi ile doku

iskemisinin derinleserek hasarin artmasina neden olur (Latha ve Babu, 2001).
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Hiicresel hasarin ¢ogunun olustugu bolge kapiller endotelyumdur. Yaniklarda ya
dogrudan kapiller endotelyal hasara bagli ya da dolayli yoldan kininlerin salinimina bagh
olarak kapiller gecirgenlik bozulur.

2.2.6.2 Yamigin sistemik etkileri

Inhalasyon hasari olsun ya da olmasm ciddi yaniklar baslangigtan itibaren
sistemik hastaliktir. Viicut yiizey alaninin % 20'den fazlasinin tutuldugu yaniklarda
sistemik yanit gézlenir (Grunwald ve ark., 2008).

Metabolik, kardiyovaskiiler, renal, gastrointestinal sistemlerde ve koagiilasyon
kaskadinda patolojik degisiklikler olur. Kompleman ve koagiilasyon sistem aktivasyonu
ile mikrotrombozlar goriiliir. Histamin ve bradikinin salinimi kapiller gegirgenligin
artmasina, bolgesel ve uzak interstisiyel 6dem gelismine neden olur. Proenflamatuar ve
antiinflamatuvar cevap dengesizliginden dolayr immiin disfonksiyon gelisebilir. Odem
artisi, organ disfonksiyonu ve immiin yetmezlik sonucu sepsis ve ¢oklu organ yetmezligi
ile sonuclanan bakteri translokasyonu goriilebilir.

Yanikla birlikte viicutta yogun bir enflamatuar mediyator salinimi olur ve bu
sistemik enflamatuar cevap sendromu (SIRS) ile sonuglanir. Baglica mediyatorler;
histamin, Kkininler, vazoaktif aminler, prostoglandinler, lokotrienler, aktive olmus
kompleman sistemi elemanlari, trombositleri aktive edici faktor (PAF) ve
katekolaminlerdir (Brunicardi ve ark.,, 2005; Dolay, 2007). Bu mediyatorler
vazokonstriiksiyona, vazodilatasyona, kapiller permeabilitede artisa ve 6dem gelisimine
neden olurlar. Hafif yaniklarda maksimum 6dem 8-12 saatte gelisirken, genis yaniklarda
maksimum &dem 12-24 saatte gelisir. Odemden sorumlu tutulan mediyatdrlerin ¢ogu
veniil endotel biitiinligiinii etkileyerek permeabilite artisina yol agarlar. Bu uzamig
enflamasyon fazinda, katobolizmaya bagli hipermetabolizma ile birlikte hastalarin
%10'unda mortalite ve morbiditeye neden olan kardiyak disfonksiyon, hormonal
degisiklikler goriiliir (Williams ve ark., 2009).

2.2.7 Tedavisi
Yanik tedavisi, yaralanmanin siddetine gore pansumanla sekonder iyilesmeden
baslayip, greft veya flep ile rekonstriiksiyona kadar degisebilir. Tedavi basamaklari,

yanik derinligi degerlendirilerek cerrah, infeksiyon hastaliklar1 uzmani, psikiyatrist,
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hemsire, yara bakim teknisyeni, fizyoterapist ve diyetisyenin de dahil oldugu bir yanik
tedavi ekibi tarafindan uygulanmalidir. Birinci derece yaniklar nemli yara bakimi diginda
ozel tedavi gerektirmezler. Ikinci derece yiizeyel yaniklarda epidermis hasarlanmugtir
ancak yara reepitelizasyonunu saglayacak deri ekleri (ter bezi, kil folikiilii, sebasoz
bezler) kismen saglamdir. Bu derece yaniklar 2-3 hafta icinde iyilesirler. Iyilesmesi 3
haftadan uzun siiren yaniklarda ¢ogunlukla hipertrofik skar gelisir. Bu yiizden ylizeyel
yaniklardaki hedef, yara iyilesme ortamini optimize ederek iyilesme siirecini miimkiin
olan en kisa zamanda tamamlanmasinin saglanmasidir.

Daha ciddi yaniklarda hava yolunun agik tutulmasi, sistemik ve mikrodolasimin
desteklenmesi gibi travmada uygulanan ilkyardim basamaklari uygulanmalidir. Yara
iyilesmesi ise, etkilenen yilizey alaninin genis olmasi ya da yanik hasariin derin olmasi
nedeniyle daha giictlir. Bu tiir yaralanmalarda amac¢ ylizeyel yaniklarin hizla yara
iyilesme siireclerinin tamamlanmasi, derin yaniklarda ise staz zonunun resiisitasyonu ile

koagiilasyon alaninin daraltilmasidir.

2.2.8 Yaniklarda sivi replasmam

Cocuklarda total viicut yiizey alaninin (TVYA) % 10°u, erigkinlerde % 20’sinin
tizerindeki yaniklarda tedavide parenteral sivi replasmani gerekmektedir (Goldstein ve
ark., 1990). Sivi miktar1 degisik metotlarla hesaplanabilirse de en yaygimn kullanilan
yontem Parkland formiiliidiir. Bu formiilde yanigin ytlizdesi basina her kilogram i¢in 4
mililitre s1v1, cocuklarda ise idame sivisina eklenir. Ilk 24 saatte verilen sivinin yarisi
yanigin oldugu saat temel alinarak ilk 8 saatte, geri kalani ise 16 saatte verilir. Sivi
replasmanina baslanilan saatten itibaren idrar ¢ikist monitorizasyonu idrar sondasi ile
takip edilmelidir. Cocuklarda 1-1,5 ml/kg/saat, eriskinde de 0,5-1,0 ml/kg/saat idrar ¢ikisi
olmasi organ perflizyonu ve bobrek fonksiyonlari igin yeterli kabul edilmektedir (Yowler
ve ark., 2000). Cocuklarda agirliga dayali viicut ylizey alanina gore yapilan replasmanlar
daha giivenilirdir. Bunlardan biri Galveston Shriner Cocuk Yanik Hastanesinde
uygulanan 5000 mL/m? yanmis TVYA + 2000 mL/m? TVYA seklinde yapilan
hesaplamadir. Literatiir bilgilerine gore ilk 24 saatte en iyi replasman si1vis1 Ringer Laktat
olarak bildirilmektedir (Rose ve ark., 1997). Ancak infantlarda yetersiz karbonhidrat

depolarindan dolay1 % 5’ lik dekstroz idame sivisina eklenmelidir.
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2.2.9 Yara iyilesmesi

Yara iyilesmesi, travma ile baslayan hiicresel ve biyokimyasal olaylarin yeni doku
olusumuyla sonu¢lanmasidir. Yara iyilesmesi bir¢ok degisik hiicre tipinin yanisira
¢Oziinebilen mediyatorlerin ve ekstraseliiler matriksin dahil oldugu dinamik bir siiregtir.
Yaralanmadan stabil bir skar veya doku rejenerasyonu olusuncaya kadar gecen siirecte,
intrinsik ve ekstrinsik pihtilasma faktorlerinin aktive oldugu koagiilasyon ve hemostaz
evresi, notrofil enflamasyonu ile baslayip ardindan bdlgeye gelen makrofaj, fibroblast,
mast hiicre ve diger hiicre infiltrasyonlari, yeni damar olusumu, destek doku ve
epitelizasyon, skar kontraksiyonu agamalar1 birbiri i¢ine gecerek devam eder.

Akut enflamasyonda yarada ilk 24 saat iginde nétrofiller hakim olur (Furie ve
ark., 2008). Notrofillerin primer gorevi, bakterilerin ve doku debrislerinin fagositozudur.
Ayrica, ¢esitli enzim ve sitokinlerin de salinmasindan sorumludur. Nétrofiller ayni
zamanda serbest oksijen radikalleri ile bakterisit etkiye de sahiptirler. Inflamasyon
stirecinde etkili sitokinler salgilayarak diger hiicreleri uyarici etki de gosteririler.

Yaralanmadan sonraki 48-72 saatde yarada hakim olan hiicreler makrofajlardir.
Inflamatuvar ve proliferatif fazlarda etkilidirler. Hiicre artiklarini fogosite ederler.
Fagositoz yaparak bakteri ve debris yiikiinii azaltirlar. TGF-B, IGF-1, EGF vb. sitokinler
salgilayarak hiicre proliferasyonu, matriks sentezi ve anjiogenezi diizenlerler
(Diegelmann, 1997).

T-lenfositler, basta IL-2 olmak fiizere diger faktorlerin de etkisiyle yara yerinde
makrofajlardan daha az oranda bulunurlar. Yaralanmanin ikinci haftasinda yara yerindeki
esas lokosit alt grubudur. Makrofajlar gibi hem inflamatuvar hemde proliferatif fazda
bulunurlar. Belli bir antijen tarafindan harekete geciriliren T hiicresi, antijeni antikor
tireten hiicrelere tanitir. Ayn1 zamanda lenfokinler salgilayarak lenfosit ve fibroblastar
lizerine de etkilidir. Lenfositlerin yara iyilesme siirecini nasil etkiledigi tam olarak netlik
kazanmamustir (Gillitzer ve Goebeler, 2001).

Mast hiicreleri enflamasyon fazinda etkin rol oynayan kemik iligi orijinli bir
bagisiklik sistemi hiicresidir. Yerlestigi doku tipine gore sekillenip igerdigi graniillerinde
histamin, sitokin (TNF-a), prostaglandin ve proteaz igerirler. Degraniile olduklarinda
kapiller gecirgenlik artar, hiicresel aktivite ve kollajen depozisyonu ve yeniden

sekillenme gerceklesir.
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Yara iyilesmesi birbiri i¢ine ge¢mis 3 asamadan olusur: Hemostaz ve
enflamasyon, Proliferasyon, Maturasyon ve Remodelling (Sekil 2.5).
NIaKICIa)

Mikroptarin, 610
dokunun yok ediimesi

Medyatorlerin | Bagrgikitk

/ € ey MedyatSrlerin kaynags
Mast kaynag: yaniti ‘ (sitorinier ve dierad)
hocresi (histamin, dijerier) : i | Bagisikik yamtindaki
rold
Dz kas RS S iy e T e~

v ;- \ e
KAN DAMAR! | @\, @ OQ Q
| , °o Oo

‘ Modyat;;lorin luynaﬁl-

Pom&; ;‘\tﬁve& o«:::ﬁ ] (nitrik oksit, sitokinler
. / ve digerer)
Endotel -« e
Bazal — 5 > ] S g =
membran —— e —
it °° J)\)o : e sl
Mikropla o R
ropiann, Kompieman: Inflamasyon medyatérierl, Ekstraselidlo .
610 dokunun mikroplann yok ediimesi > n::ﬁg: '-—* Omnm]
| yok ediimesi Pihtrlagma faktdrieri ve kininogenler: - proteinleri -
inflamasyon medyatdrieri Fibroblastlar ve hicreler

Sekil 2.5 Yara iyilesmesindeki hiicreler ve fonksiyonlar1 (Robbins Temel Patoloji, 9.
Baski)

2.2.9.1 Enflamasyon Faz1

Doku hasarlanmasini miiteakiben yara iyilesmesinin ilk fazi baglar. Yara
bolgesindeki damarlarda gecici vazokonstriiksiyon olusur ve yaralanan damarlarda
trombositlerin subendotel kollajen ile temast sonucu trombosit agregasyonu ve
degraniilasyonu olusur. Ekstravaskiiler hiicre ylizeyinde bulunan doku faktoérlerinin
etkisiyle intrinsik ve ekstrinsik koagiilasyon zincirleri aktive olur. Trombin, fibrinojeni
fibrine doniistiiriir. Olusan pithti ve gecici vazokonstriiksiyon ile hemostaz saglanir.
Salgilanan mediatorlerin etkisi ile kapillerlerde vazodilatasyon ve permeabilite artisidir.
Notrofillerin, makrofajlarin ve diger enflamatuar hiicrelerin migrasyonu uyarilir. Notrofil,
makrofaj, mast hiicresi, vaskiiler endotel hiicresi, kompleman ve antikordan zengin
interstisyel 6dem meydana gelir. Bu olaylar klinik olarak yarada kizariklik ve sisme
olarak kendini gosterir. Yara yerine ilk gelen enflamatuar hiicreler nétrofillerdir ve

yaralanmadan sonraki birkag giin i¢ginde bolgedeki baskin hiicrelerdir (sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Yara iyilesmesinin enflamatuar fazi (Grabb and Smith's Plastik Cerrahi, 7.
bask1)

Yaralanmanin erken doneminde, hasarlanmis Kkeratinositlerden ve endotel
hiicrelerinden salgilanan monosit kemotaktik protein 1 (MCP-1), tiimor nekrozis faktor
alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinler ve fibroblast growth faktor (FGF),
platelet derive edici biiyime faktorii (PDGF) gibi bag dokusu biiylime hormonlari,
notrofil ve monositlerin kemotaksisini saglarlar (Gillitzer ve Goebeler, 2001).

Notrofiller oksijen radikalleri ve hidrolitik enzimlerle yaradaki yabanci cisim, 6lii
doku ve bakteri fagositozunu yaparak hiicresel debridman yaparlar. Notrofiller gesitli
tipte proteazlara sahiptirler. Serin proteazlar genis etki spektrumuna sahipken,
metalloproteinazlar (¢inko iyonu iceren) Ozellikle kollajen yikimi yaparak matrikste
makrofaj, fibroblast ve keratinositlerin yerlesmesini kolaylastirir (Toriseva ve Kahari,
2009). Ayrica nétrofiller prostoglandin E salgilayarak nekrotik dokunun daha kolay
yikilmasint saglarlar. Nétrofiller, vaskiiler endotel biiylime hormonu (VEGF), TNF-o,
IL-1 gibi yeni damar olusumun saglayan faktorler de salgilarlar. Steril yaralanmalarda
noétrofillerin yaradaki sayisi iiglincii glinden itibaren hizla azalir. Notrofiller bilinmeyen

bir uyariciyla oliirler ve yerlerini makrofajlara birakirlar.
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Yaralanmadan 48-72 saat sonra yaralanma bolgesindeki baskin hiicre tipini
makrofajlar  olusturur. Monositlerin  kemotaksisini saglayan baslica faktorler;
transforming growth faktor beta (TGF-B), MCP-1, IL-1 ve TNF-a’dir (Wolpe ve ark.,
1988).

Monositler IL-2, TNF-a, interferon gama (IFN-y) ve PDGF yardimiyla dokuda
aktif makrofajlara doniisiirler. Aktiflesmis makrofaj ¢ok c¢esitli madde salgilayarak
fagositoz, matriks sentezi ve anjiogenezde rol alip, yara iyilesmesinin esas diizenleyicisi
olurlar (Singer ve Clark, 1999). Makrofaj yoklugunda yara iyilesmesi ger¢eklesmez.
Makrofajlarin salgiladiklar: sitokinler (IL-1, TNF-a) araciligiyla hem kendi {izerinde hem
de notrofiller tizerinde aktive edici etkisi vardir (Luster ve ark., 1997; Murphy, 1994).

Aktive makrofajlar; IL-6, IL-8, graniilosit monosit koloni stimiile edici faktor
(GM-CSF), grantilosit koloni stimiile edici faktér (G-CSF), MCP-1, IL-1, nitrik oksit
(NO) salinimi yaparak anjiogenezde etkili olurlar. NO'nun ayn1 zamanda anti mikrobiyal
etkisi de vardir. Endotel hiicreleri, trombositler, fibroblastlar ve monositlerde nitrik oksit
salgilayarak yarada stirekli NO bulunmasii saglarlar. Yapilan deneysel calismalarda
diisiik konsantrasyondaki NO degerlerinin hiicre proliferasyonunu arttirdigi, yiiksek
konsantrasyonlarda ise hiicre farklilagsmasina neden oldugu bildirilmistir. Enflamasyonun
ge¢ hiicre tipi lenfositler ve mast hiicreleridir ve 7. giinlin sonuna dogru pik yapmaya
baglarlar. Lenfositlerin salgiladiklar1 IL-1 ve IFN-y ile enflamasyon arttirict etkileri
vardir. Yara mediyatorlerin tiimii stimulan 6zellikte degildir. IL-4 ve IL-10 gibi sitokinler
diger sitokinlerin salinimini inhibe ederler. Enflamasyon, koruyucu ve tamir
mekanizmalar ile ortadan kaldirilamazsa doku hasarina neden olur. Sonugta fibrozis ve
doku harabiyeti gelisir. Enflamasyona katilan degisik hiicreler (makrofajlar, basta CD8
olmak tiizere T lenfositler, noétrofiller) ve bunlardan salmman degisik mediyatorler
(proteazlar, oksidanlar, ve toksik peptitler) bir taraftan doku hasarina neden olurken diger
taraftan makrofajlar1 uyarmaktadir. Aktive makrofajlardan ve CD8 T lenfositlerinden
notrofil kemotaktik faktorler salinie. TNF-o, IL-8 ve 16kotrien By (LTB4) gibi gesitli
enfilamatuar mediyatorler ve reaktif oksijen radikalleri serbestlesmektedir. Makrofaj ve T
lenfosit sayisi, parankim hasarinin boyutlari ile yakindan iligkilidir. Makrofajlarin, gerek

notrofil kemotaktik faktorler, gerekse proteolitik enzimler (matriks metalloproteinazlar)
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tireterek, enflamatuar siireci yonlendirdigi distiniilmektedir. T lenfositlerin enflamatuar

stirece katkilari ise ¢ok iyi bilinmemektedir.

2.2.9.2 Proliferatif Faz

Proliferatif fazda ekstraseliiler matriks (ECM) sentezi, epitelizasyon, anjiogenez
ve yara kontraksiyonu goriliir. Yarada pihti, nekrotik debris, yabanci cisim veya
enfeksiyon gibi yara iyilesmesi igin bariyer olusturup enflamasyon siirecini uzatan
etkenler ortadan kaldirildiktan sonra, makrofajlarla birlikte fibroblastlar ve endotelyal

hiicreler graniilasyon dokusunu sentezlemeye baslarlar (sekil 2.5).
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Sekil 2.7 Yara iyilegsmesinin proliferatif faz1 (Grabb and Smith's Plastik Cerrahi,7.baski.)

Yara iyilesmesinde en belirgin gosterge, diizenli bicimde graniilasyon dokusu
Olusmasidir (Kirsner ve Eaglsterin, 1993). Graniilasyon dokusu; ECM, yeni kapiller
tomurcuklanma ile fibroblast ve enflamasyon hiicrelerinin birlesiminden olusan yeni
stroma olusumunu tanimlar (Mutsaers ve ark., 1997; Regan ve Barbul, 1994; Calvin,
1998). Graniilasyon ifadesi yara ylizeyindeki dokunun parlak kirmizi graniiler
goriiniimiinden ileri gelmektedir. Her bir graniil yeni bir kapiller tomurcugu temsil eder.

Makrofaj kaynakli sitokinler 6zellikle PDGF, TGF-f3, 48-72 saatten itibaren ECM

proteinleri ile etkileserek yara c¢evresindeki dokudaki fibroblastlarda integrin
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ekspresyonuna, proliferasyonuna ve migrasyonuna neden olur. Yaraya go¢ etmis olan
fibroblastlar 6zellikle TGF-B etkisiyle ECM igin kollajen6z matriks tiretirler (Clark ve
ark., 1995; Welch ve ark., 1990).

Integrinler fibroblast ve epidermal hiicre yiizeyinde bulunan transmembran
reseptorleridir. Yara iyilesmesi esnasinda hiicre fonksiyonunu diizenlerler. IL-1, TNF-aq,
PDGF, TGF-B ve EGF fibroblastlar i¢cin en 6nemli uyaranlardir. Otokrin ve parakrin
etkiyle fibroblastlar Tip III kollajen, glikozaminoglikan (GAG) ve fibronektinden olusan
matriks sentezlerler. Fibroblastlar bag dokuyu c¢evreleyen farklilagmamis mezenkimal
hiicrelerden ve perivaskiiler adventisyadan koken alarak, dnceden sekillenen fibrin pihtist
icindeki lifler ve yeni gelisen kapillerler boyunca sitoplazmik uzantilar olusturarak
yaranin i¢ine dogru hareket ederler. Yaradaki fibroblastlar makrofajlardan salinan TGF-3
etkisiyle miyofibroblastlara doniisiirler. Enflamatuvar fazda olusan gegici fibrin matriks,
makrofajlar ve fibroblastlardan salinan metalloproteinazlar ile yikilarak kollajen (6nce tip
Il daha sonra tip | kollajen), glikoprotein (fibronektin, laminin) ve proteoglikandan
(hyaluronik asit) zengin gevsek ekstraseliiler matriks yapilarina déniisiirler. Ug sarmalli,
saglam polipeptid yapisinda olusan kollajen dermisin ve graniilasyon dokusunun ana
proteinidir.

Kollajen matriks ile dolan yarada, fibroblastlarin kontakt inhibisyonu ile kollajen
iretimi durur ve sonrasinda hiicreler bilinmeyen bir mekanizma ile apopitozise giderek

aseliiler skar formasyonu olusur.

2.2.9.3 Epitelizasyon

Epitelizasyon, yaralanmadan sonra derinin koruyucu 06zelliginin yeniden
kazandirilmas1 amaciyla epitel hiicrelerin ayrilmasini, go¢ etmesini, ¢ogalmasini,
organize ve keratinize olmasini saglayan bir siirectir. Bu siire¢ yaralanmayi takiben
hemen baglar. Normal sartlarda keratinositler hemidesmozomlar1 araciligiyla bazal
tabakaya, desmozomlar araciligiyla da birbirlerine baghdirlar. Yaralanmada ise bu
baglarda etkili olan integrinler (06-p4) degisime ugrarlar. Yeni integrinler (a5-f1)
keratinosit i¢indeki aktinomyozin filamanlarinda kontraksiyona, hemidesmozom
yapilarinda ise zayiflamaya neden olurlar. Ayrica monofilamanlarin kisalmasi ve
psoiidopod benzeri ¢ikintilarin sekillenmesiyle beraber hiicrelerde belirgin bir fenotipik

degisiklige ugrarlar (Martin, 1997; Efron ve ark., 2005).
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Epidermal hiicrelerinin integrin reseptor ekspresyonu ayni zamanda ECM
proteinleri (vitronektin / fibronektin) ile epidermal hiicrelerin etkilesimine sebep olur.
Yara kenarlarindaki keratinositler merkeze dogru go¢ etmeye baslarlar. Fakat hemostaz
sirasinda meydana gelen piht1 epitelizasyon i¢in engel olusturur. Hasarl1 dokuda bulunan
plasmin ana fibrinolitik enzimdir.

Go6¢ eden keratinositlerde, plasminojeni plasmine c¢evirecek olan doku tipi
plasminojen aktivatorii (tPA) ve iirokinaz plasminojen aktivatorii (uPA) ezimleri ve
enzim reseptorlerinde artis vardir. t-PA, u-PA ek olarak kollajenazlarida (matriks
metalloproteinaz) aktiflestirerek kollajen ve ECM protein yikimina yardimci olur. Bu etki
epidermal hiicrelerin fibrin tika¢ icerisinde ilerlemelerini kolaylagtirir. Bu hiicrelerin
migrasyon ve proliferasyonunu baslatan uyari heniiz tanimlanmamis olmakla birlikte,
serbest kenar etkisi'ne bagli olabilecegi bildirilmistir. Yara kenarina komsu olmayan
epidermal hiicreler, lokal biiylime faktorii salinim1 ve reseptorlerinin ekspresyonu ile hem

kendi iizerindeki proliferasyonu hem de migrasyonu aktive edebilirler.

2.2.9.4 Anjiogenez

Yeni damar olusumunda anjiyogenik sitokinler, proteolitik enzimler, migratuar
faktorler gibi farkli proteinlerin etkin rol aldigi disiiniilmektedir. Bu maddeler
enflamatuvar hiicreler, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve tiimoér komsulugundaki
makrofajlar tarafindan iiretilmektedi. (Leek ve ark., 2000).

Anjiogenez; epitelizasyon ve bag doku olusumu igin gerekli oksijen, enerji ve
ham maddelerin bdlgeye tasinip, metabolit ve artik liriinlerin ortamdan uzaklastirilmasi
icin gerekli olan yeni kan damar1 olusumunu tanimlar. Yeni damar olusumu 24-48 saat
icinde baslar ve yaralanmadan yaklasik 4 giin sonra makroskobik olarak saptanabilir
diizeye gelir. Yaralanma bdlgesine yakin intakt veniillerden yara kenarmna go¢ eden
endotelyal hiicreler prolifere olarak yeni kapiller tiibiiller meydana getirirler.

Hiicre hasarlanmasi sonucu makrofajlardan FGF ve hipoksi sonucu
keratinositlerden VEGF salgilanir. Yaray1 ¢evreleyen ekstraseliiler matriks proteinlerinin
proteolitik enzimlerce yikilmasi, yeni kapiller tiibiillerinin olusumunu ve graniilasyon
dokusuna dogru uzanimlarini kolaylastirir (Pintucci ve ark., 1996).

Proteolitik enzimlerce yikilmis proteinlerin artik parcaciklari periferik dolasima

gecerek monositleri hasarli bolgeye ceker. Bu hiicreler hasarlanmis dokuya gecerek
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aktive makrofaj olurlar ve anjiogenik faktorler (basta FGF olmak iizere TNF-a, VEGF,
hipoksiye bagimli faktér (HIF) ve IL-8 vb.) salgilarlar (Shimura ve ark., 2000;
Hashimoto ve ark., 2000; Khorana ve ark., 2003). Bu faktorler, prokollajenaz ve PA
salgilamas1 i¢in endotelyal hiicreleri uyarir. PA, plasminojeni aktive plazmine,
prokollajenaz1 da aktive kollagenaza cevirir. Bu iki proteaz bazal membrani yikar.
Hasarlanmig basal membran endotel hiicrelerin anjizonom faktor salgilamalarina neden
olur. Ayrica endotel hiicrelerinin {irettigi fibronektin reseptorleri damar c¢evresinde
bulunan fibronektin ile etkileserek yeni damar olusumunun yaraya dogru ilerlemesi icin
kanal fonksiyonu goriir (Clark ve ark., 1982; Brooks ve ark., 1994). Hem
neovaskiilarizasyonun baslatilmasinda hem de yeni damar tomurcuklarinin yaraya dogru
yonelmesinde protezlarin ¢ok 6nemli bir yeri vardir. Kapali takip edilen yaralarda karsit
alanlardan birbirlerine dogru ilerleyen kapiller tiibiiller yaray1 vaskiilerize etmek ic¢in
hizlica birlesirler. Agik takip edilen yaralarda ise yeni olusan tiibiiller birbirlerine komsu
olarak ayni yone dogru biiylime gosterirler ki bu graniilasyon dokusunun olusmasini
saglar (Hunt, 2006).

Neoanjiogenezde rol alan biiyiime hormonlarindan bazilar;; TNF-o, TGF-f,
VEGF, FGF, PDGF, anjiogenin, anjiotropin, anjiopoetin-1, trombospondin, iirokinaz
seklinde olup, trombositlerden, makrofajlardan ve hasarlanmis endotel hiicrelerinden
salgilanirlar (Iruela-Arispe ve Dvorak, 1997).

VEGF en fazla yara kenarindaki keratinositlerden salgilanir. TNF-o0, KGF

(keratinosit biiylime hormonu), TGF-B, IL-1 keratinositlerden VEGF salinimina neden
olur. Hipoksi endotel hiicrelerinden NO salinnmina neden olur ve VEGF salinimini
arttirarak anjiogenezde stimiile edicidir. NO ayrica yeni olusan dokuyu iskemi
reperfiizyon hasarina kars1 koruyucudur. Biiylime hormonlar1 gibi mediatérlerin yaninda
metabolik faaliyetler sonucu olusmus yara ortami da anjiogenez siirecini etkiler. Laktik
asidin artmas1 pH'nin diismesi ve nikotinamid dehidrogenaz (NAD, ATP) diisiisiine bagl

oksijen miktarinin azalmasi neovaskiilarizasyonu inhibe eder.

24



2.2.9.5 Yara Kontraksiyonu

Yara kontraksiyonu yaralanmadan birkag giin sonra baslar ve defektin kapatilmasi
icin yarayi ¢evreleyen yara dudaklarinin merkeze dogru hareketi sonucu yara boyutunun
azalmasidur.

Deri biitlinigliniin bozulmasiyla deride erken donemde elastin liflerin refleks
yanitina bagli yara kenarlarinin uzaklasmasi defektin biiylimesi ile sonuglanir. Ancak
uzun donemde graniilasyon dokusu yara kenarlarini igeri ¢ekerek epitelizasyon ile
kapatilacak alani daraltir. Bu olaylar zinciri hiicreler arasi, hiicre-ECM ve sitokinlerin
etkilesmiyle gelisir. Iyilesmenin 2. haftasinda fibroblastlar aktin filamani igeren
miyofibroblastlara doniisiir. Myofibroblastlar sadece yaralanan dokularda bulunur. Bu
hiicrelerin baslica kaynagi hasarli doku fibroblastlar1 iken vaskiiler diiz kas hiicreleri de
miyofibroblastlara doniisebilir (Gabbiani ve ark.,1971). Kontraksiyonu baslatan esas
uyart EGF, TGF-1 veya TGF-2, PDGF olabilir (Montesano ve Orci, 1971). Diiz kas
hiicrelerinden farkli olarak kontraksiyon geriye doniisiimsiizdiir. Yara dudaklari birbirleri
ile temas sagladiklarinda, miyofibroblastlarin gerim giicii yaray1 ¢evreleyen derinin
gerilimine esit oldugunda veya miyofibroblastlarda yapisal bir bozukluk oldugunda
kontraksiyon durur. Kontraksiyon tamamlandiginda miyofibroblastlar ortadan kalkar

(Bogatkevich ve ark., 2003).

2.2.9.6 Maturasyon Fazi

Yara iyilesme siirecinin son evresi olan maturasyon fazinda yara bolgesindeki
fibroblastlarin miktar1 azalir, kollajen tretimi stabil hale gelir, epitelizasyonun
tamamlanmasiyla yara makroskobik olarak soluk yara renginde goriilir. Bu siireg,
granlilasyon dokusunun skar dokusuna doniismesini, ekstraseliller —matriksin
olgunlagsmasin1 kapsayan yara iyilesmesinin en uzun evresidir. Proliferasyon evresinin
son asamasinda kollajen sentezinin basladig1 (yaralanma sonrasi ~1 hafta) sathadan skar
formasyonun tamamlandigi (12-18 ay) zamana kadar devam eder (sekil 2.6).

Maturasyon fazinda yaranin yeniden sekillenmesi ve gii¢lenmesi i¢in kollajen
matriks depolanmasi ve ¢oziinmesi devam eder. Yaralanmamis doku kollajen matriksi %
80 - % 90 Tip | kollajen, % 10 - % 20 Tip III kollajen igerirken, yaralanmis doku
matriksinde erken donemde % 30 Tip Il kollajen depolanir. Tip III kollajenin baskin
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olmasi, i¢ ige gegmek yerine paralel sekilde dizilimi ve kollajen igeriginin biiyiik oranda
glikolize halde bulunmasi nedeniyle erken donemde gii¢siiz destek doku vardir ve yara
direnci ¢ok disiiktiir. Yaralanmanin 1. haftasinda matriks dayanikliligi yaralanmamis
dokunun %3’ii oranindadir. Kollajenazlar ve proteazlar bu erken kollajeni pargalayarak
yeni kollajen depolanmasini saglarlar. Yeni biriken kollajen ile matriks kalinliginin
artmasi, lizil oksidaz ile bu kollajen fibriller arasindaki ¢apraz baglanmanin saglanmasi

yara dayanikliligini arttirir.

» yenilenmesi
e
—
- —>

Immun
s hiicreler

M e

f

Sekil 2.8 Yara iyilesmesinin maturasyon (remodeling) fazi (Grabb and Smith's Plastik
Cerrahi, 7. baski1)

Zamanla tip | ve tip I kollajen miktarlar1 hasarsiz dokudaki miktarlarina yaklasir.
3. haftada doku dayanikliligi % 30'a ve iyilesmenin 3. aymnda maksimum oran olan

orjinal dayanikliligin % 80'ine ulagilmis olur.

2.3 Stromal Vaskiiler Fraksiyon (SVF)

Stromal vaskiiler fraksiyon (SVF), yag greftlerinin santrifiij edilmesi sonucu elde
edilen ve yag dokusu kokenli mezenkimal kok hiicrelerden (MKH) zengin bir yag doku
komponentidir.

Adipoz dokuya ait mononiikleer fraksiyon mitojenik aktivitesi siiren adipozit

prekiirsorleri olarak tamimlanmistir (Hollenberg ve Vost, 1969). Daha sonra literatiirde
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stromal vaskiiler fraksiyon olarak bahsedilmistir. (Riordan ve ark., 2009; Gimble, 2007;
Gimble ve Nuttall, 2011).

Bilindigi iizere yag dokusu insan viicudunun en biiyiik statik enerji deposudur.
Bununla birlikte yag dokusu; steroid iiretiminde, termoregiilasyon, sivi ve elektrolit
dengesinde metabolik olarak etkin rol alirken, yapisal destek ve hayati organlarin
korunmasinda da 6nemli rol oynar. Son yillarda yag dokusu kokenli periferik MKH
kavraminin ortaya c¢ikmasi ile yag dokusu yeni bir bilimsel arastirma odagi haline
gelmistir (Rehman ve ark., 2004). Yag dokusu heterojen stromal hiicre popiilasyonuna
sahip bir dokudur. Bu 6zelligi ile yag dokusu, kok hiicreden zengin oldugunu bilinen
kemik iligi ile benzesmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, yag dokusunun
adipositler disinda, preadiposit, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve
multipotent yag kaynakli kok hiicre (ADSCs, Adipose Derived Stem Cells) gibi hiicreleri
ihtiva ettigini ortaya c¢ikarmistir. Kok hiicreler, bilindigi tlizere diger hiicrelerden farkli
olarak, kendi ve farkli tiirdeki hiicrelere doniisebilme kapasitesine sahip hiicrelerdir.
ADSCs, lipoaspirat materyalinin stromal - vaskiiler fraksiyonunda bulunmaktadir. Bu
MKH’lerin kemik, kas, kikirdak, sinir, kan damarlar1 gibi birgok mezodermal kaynakli
dokuya doniisebildigi in-vivo ve in-vitro deneylerle gosterilmistir. Yani sira, yag
dokusundaki MKH miktarinin sayisal olarak kemik iligindeki kok hiicre miktarinin
yaklagik 500 kati oldugu ortaya konmustur. Yapilan ¢alismalar yag dokusu igerisindeki
bu hiicrelerin, anjiyogenik ve antiapoptotik salgilarininda oldugunu gostermistir (Rehman
ve ark., 2004). Tim bu bilgiler 1s18inda, kok hiicre igerigi yiiksek yag greftinden elde
edilen SVF’nun, verildigi dokularda yeni damar olusumunu saglayip, vaskiilariteyi
arttirabilecegi, hasara ugramis dokular1 onararak eksikliklikleri giderilebilecegi fikri
ortaya atilmistir (Mojallal ve ark., 2004; Mazzola ve ark., 2009).

Stromal vaskiiler fraksiyon icerisindeki kok hiicreler uygun ortamlarda
cogalabilmekte ve farklilagabilmektedir. Bu hiicreler tedavi amagli doku yenilenmesinde
buiyiik bir potansiyel olusturmaktadir. Yag dokudan elde edilen kok hiicreler, kemik
iliginden elde edilen kok hiicrelerle ayni isleve sahiptir. Yag dokunun avantaji daha kolay
bir yontemle elde edilebilmesidir (De Francesco ve ark., 2009). Stromal vaskiiler
fraksiyonun, graniilosit makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF), damar endoteli
biyime faktori (VEGF), hepatosit biiyiime faktori (HGF), bazik fibroblast biiyiime
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faktori (b-FGF), ve transforming growth faktér -B (TGF- B) gibi anjiogenik ve
antiapoptotik sitokinleri iiretme potansiyeli vardir. Hipoksik ortamda stromal vaskiiler
fraksiyondan VEGF salinimi belirgin derecede artmaktadir (Rehman J ve ark., 2004).

2.3.1 KoKk hiicre

Kok hiicre, farkli hiicre tiplerine doniisme potansiyeline sahip embriyonik
hiicredir. Kok hiicrelerin farklilasma kapasitelerine gore; totipotent, pluripotent,
multipotent ve unipotent olarak smiflandirilabilirler. Bu hiicreler embriyo, embriyo-
sonrast tim doku ve organlar ile embriyo-disi membranlarin ve organlarin kaynagini
olustururlar.

Viicuttaki tiim hiicrelere dontigebilme ve bir canliyr olusturabilme potansiyeline
sahip olan ilk embriyonel hiicreye totipotent hiicre denmektedir. Zigot ve morula
evresindeki hiicreler totipotent hiicredir.

Fertilizasyonun yaklagik besinci giiniinde, yaklasik 150 hiicreden olusan ve ici
stv1 ile dolmaya baslayan blastokist olarak adlandirilan yap1 olusur. Blastokisiti olusturan
bu hiicreler mezoderm, endoderm ve ektodermden koken alan ¢ok farkli hiicre tiplerine
doniisebilme potansiyelindedirler ve bu hiicrelere pluripotent hiicreler denir. Viicuttaki
biitiin dokular1 ve trofoblastlar1 olusturabilir ancak bir bireyi meydana getiremezler.

Hayatin ilerleyen donemlerinde yerlestikleri dokunun hiicre tipini lireten daha
0zellesmis olan kok hiicrelere multipotent yetiskin tip kok hiicreler denir. Kemik iligi, kas
gibi bir doku da yerlesik olarak bulunan kok hiicreleri ise unipotent yetigkin kok hiicreleri
olarak adlandirilir. Embriyonik kok hiicrelere goére gelismenin daha sonraki
basamaklarinda goriilen multipotent kok hiicreler elde edildikleri doneme gore daha
kararhdirlar, giderek daha siirl1 bir boliinme ve farklilasma yetenegi gosterirler.

Ik basarili kok hiicre nakli 1955 yilinda Dr. Donald Thomas tarafindan
uygulanmustir. Ulkemizde i1k kok hiicre tedavi uygulanmasi Dr. Siireyya Tahsin Aygiin
(1973) yapmustir.

Yetiskin  kok hiicreler, viicutta bir¢gok doku ve organda bulunurlar.
Organizmadaki temel gorevleri bulunduklar1 bdlgedeki hiicrelerin hasar gormesi
durumunda ¢ogalarak hasarli dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligin1 saglamaktir.
Bunlar, farklilagsmasini tamamlamis dokularda uygun mikrogevre (yuva; kok hiicre nisi)

icerisinde uykuda bulunan heniiz farklilasmamis hiicrelerdir. Bu hiicreler her yastaki

28



insanda bulunur. Viicudun gereksinimi oldugunda bu hiicreler dokuya 06zgiil hiicre
tiirlerine dontisiirler. Yetigskin kok hiicreler kas, goz, karaciger, deri, adipoz doku, kemik
iligi ve sinir dokularinda bulunurlar. Tipik olarak yetiskin kdk hiicreler bulunduklar
dokunun hiicre tiplerine farklilasmaktadir. Son yillarda gergeklesen bir¢ok deneyde belirli
dokudaki kok hiicrelerin tamamen farklt doku hiicre tiplerini olusturabilecegi

gosterilmistir.

2.3.2 Yag doku kokenli MKH’lerin Plastik Cerrahideki yeri

SVF’da bulunan MKH’ler, yeni damar olusumu, doku veya doku onarimlart igin
kemik, kikirdak, kas ve yag dokusuna farklilasma 6zelligine sahip multipotent eriskin
kok hiicrelerdir (Semenza ve ark., 2007).

Yag doku kokenli MKH’ler, liposaksin ile elde edilen yagdan izole edilebilirler.
Sayet yag dokusu abdominoplasti ya da bir bagka viicut sekillendirme ameliyati ile elde
edilmigse ¢alismaya baslamadan 6nce yag dokusuna mikrodisseksiyon gerekir. Bundan
sonra eritrosit sayisini azaltmak icin yikama, arkasindan filtrasyon ve santrifiij yapulir.
Santrifiij sonras1 elde edilen siispansiyonda, SVF’da MKH’ler bulunur. Bu yag dokusu
kokenli kok hiicreler direkt olarak kullanilabilecegi gibi kiiltiir ortamimna koyularak
cogaltilabilir (Semenza ve ark., 2007). SVF ile “zenginlestirilmis” yag dokusu
transferlerinin, yiiz atrofisi, kozmetik meme biiylitme gibi alanlarda basarili sonuglar
verdigi rapor edilmistir (Asahara ve ark., 1997; Lu ve ark., 2008).

Hasarli dokuda yeni damar olusumunu uyaran sitokinler yerine temel yap1 olarak
kok hiicre verilmesi, yeni damar gelisiminin ortamdaki belirli sayida endotelyal
hiicrelerle sinirlanmasini saglar. Sitokinin dokuya uygulanmasindan ziyade bir¢ok farkli
hiicreye farklilasabilme potansiyeline ve karmasik vaskiilogenez basamaklarini
diizenleyici etkiye sahip kok hiicrelerin terapdtik vaskiilogenez i¢in kullanilmalar
savunulmustur (Uysal ve ark., 2009).

Sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin yar1 dmriiniin kisa olmasi, anjiogenez i¢in
farkli sitokinlerin ve faktorlerin, farkli zamanlarda etkisinin gerekmesi tek baslarina
basarilarinin sinirli oldugu diisiincesini dogurmustur (Uysal ve ark., 2010; Simman ve
ark., 2005).

Yag dokusundaki stromal MKH’lerin vaskiilogenez potansiyelleri, endotelyal

hiicrelere doniisebilme yeteneklerinin yani sira salgiladiklar1 biiylime faktorlerinden de
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kaynaklanmaktadir. Kok hiicrelerin invitro ortamda VEGF salgiladiklar1 gosterilmistir
(Nakagami ve ark., 2005; Yasar ve ark., 2010).

Random cilt fleplerinde damarlanmay1 artirmak i¢in, yag dokusu kdkenli MKH
uygulamasi sonras1 fleplerde canliligin artirilabildigi ve damarlanma artisi
saglanabilecegi gosterilmistir (Mizuno ve ark., 2006). Yag dokusu kaynaklt MKH’lerin
yeni damar yapisinda endotel olarak yer aldiklar1 gézlenmistir. Bu kok hiicrelerin ayrica
sicanlarda iskemik arka uzvu kurtardigi, myokard enfarktiisii sonrasi kalp ventrikiil
fonksiyonlarin diizelttigi gosterilmistir (Jacenko ve ark., 1995; Grimson ve ark., 1997).

Yag dokusu kokenli MKH’ler, SVF olarak adlandirilan lipoaspirattan elde
edilebilen MKH olmalarina ragmen kemik iligi kokenli MKH’lere ¢ok benzerler. Daha
kolay ve cabul iiretilebilir olmalarina karsin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerle esdeger etkinlige sahip olduklar1 gosterilmistir. Giiniimiizde yag grefti
uygulamalarinin artmasi, yag grefti elde edilmesinde daha az travmatik yontemlerin
gelistirilmesine ve bunun sonucu olarak % 50’ye varan uzun dénem sag kalim oranlarinin

yakalanmasina yol agmistir (Coleman ve ark., 2006).

2.3.3 Yag greftinin alinmasi ve SVF’un hazirlanmasi

Yag greftinin alinmasinda iki temel yontem vardir; yagin viicuttan diseksiyonla
¢ikartilmasi ve giiniimiizde en sik uyguladigi sekli ile vakum yardimi ile yagin alinmasi.

Yag greftlerinin santrifiij edilmesi ile sivi haldeki yag, kan ve diger sivi
bilesenlerinden ayrilarak hem greft sag kalim orani arttirilmis hem de Ongoriilebilir
sonuclar elde edilebildigi gosterilmistir (Pu ve ark., 2009).

Yag dokusu transferi ile ilgili makro ve mikro diizeyde bir¢ok teknik
gelistirilmeye devam etmektedir. Bu konu ile ilgili deneysel bazdaki c¢aligsmalar
incelendiginde yag dokusunun aktarimi sirasindaki hazirlik agamasinda santrifiij oraniyla
ilgili farkli goriis ve uygulamalar vardir (Yamamoto ve ark., 2007).

SVF, yag dokudan ozel teknikle elde edilen bir drindir. Siganlarda SVF
hazirlanirken, Once inguinal boélgelerinden yag yastikciklart diseksiyonla cikartilir.
Kontamine olmus hematopoetik hiicreleri uzaklastirmak i¢in doku yikanir. Yag dokusu
ince uglu bir doku makasi ile kii¢iik pargalara boliindiikten sonra kollajenazla muamele
edilip santrifiij yapilir. Sonrasinda matiir adipositler istte, pelet halindeki SVF altta
kalacak sekilde ayrimlari1 yapilmis olur (Bunnel ve ark., 2008)
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2.4 PRP
2.4.1 Tanim

Trombositten zengin plazma (platelet rich plasma — PRP), tam kanin satrifiij
edilmesi ile elde edilen ve tam kandan daha yiiksek yogunlukta trobosit igeren plazma
komponentidir (Paoloni ve ark. 2011). Otolog PRP toksik degildir, immiinreaktif degildir

ve yara iyilesmesi siireglerini hizlandirir.

2.4.2 PRP’de biiyiime faktorleri

Trombositlerin alfa graniillerinde ¢ok sayida biiyiime faktorii bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari; PDEGF (Platelet-Derived Epidermal Growth Factor, Trombosit
Kaynakli Epidermal Biiylime Faktorii), PDAF (Platelet-Derived Angiogenesis Factor,
Trombosit Bitylime Faktorii Kaynakli Anjiogenezis Faktor), IGF-1 (Insulin-like Growth
Factor-1, Insiilin benzeri biiyiime Faktorii-1), TGF-B (Transforming Growth Factor-f,
Transforme Edici Biiylime Faktorii-p), VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktori),
FGF-1 ve FGF-2 (Fibroblast Biiyiime Faktorii 1 ve 2), EGF (Epidermal Biiyiime
Faktorii), PF-4  (Platelet Factor 4, Trombosit Faktor 4)’diir. PRP igerigindeki biiylime
faktorleri birbirleri ve ¢evrelerindeki molekiiller ile etkilesime gecerek tek bir biiyiime
faktorii kullanimima gore daha avantajli olmaktadirlar (Hupp 2008, Ozkaynak 2007).

PRP, bir biiylime faktoriiniin fonksiyonunu ikinci ve iiglincii bliylime faktorlerinin
varhiginda hizlandirir ve diizenler. Bu o6zelligi PRP’deki biliylime faktorlerinin
rekombinant biiylime faktorlerinden ayrildigr yerdir. Tek biiylime faktorii sadece tek bir
rejenerasyon siireci lizerine odaklanir. Yara bolgesinde rekombinant biiylime faktorleri
fonksiyon gosteremez ¢iinkii bolgedeki biliylime faktorlerini regiile etme 06zellikleri

sinirhidir (Lynch, 1999).

2.42.1 PDGF (Platelet Derived Growth Factor, Trombosit Kaynakh Biiyiime
Faktorii)

PDGF, trombositlerin etkili oldugu neredeyse tiim yara iyilesmelerinde izlenir.
Trombositlerin rolii, bliylime faktorii rezervuar: olmak ve bir hemostaz faktorii islevi
gormektir. Yaralanma bolgesinde hizlica olusan kan pihtist igerisindeki biiylime
faktorleri, daha hizli doku tamiri olusumunu ve dolayistyla daha basarili bir iyilesmenin

gerceklesmesini saglarlar. Yara iyilesmesi tlizerinde PDGF’nin pek ¢ok pozitif etkisi
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bulunmaktadir. Mitogenezisi, anjiogenezisi diizenler. Ayrica PDGF diger biiyiime
faktorlerinin ve iyilesme Tlzerinde etkili hiicrelerin islevlerinin diizenlemesinden
sorumludur.

PDGF bir glikoproteindir. Trombositlerdeki primer biiyiime faktorii olmasina
ragmen makrofajlar ve endotelyal hiicreler gibi hiicreler tarafindan da sentez edilir ve
salgilanir. PDGF trombositlerin degraniilasyonu sonucu yara bolgesine dagilir. Her bir
trombositte yaklagik 1200 PDGF molekiilii vardir. Bu miktar PDGF’nin potansiyelinin
vurgulanmas1 agisindan  6nemlidir. PDGF, molekiillerin membran reseptorlerine
baglandiklarinda etkisi baslar. Hiicrelerin popiilasyonlarinin artmasi, anjiogenezisin ve
makrofaj aktivasyonunun baslamasi bu baglanmanin gergeklesmesine baglidir (Lynch

1999, Hupp 2008).

2.4.2.2 TGF-p (Transforming Growth Factor-p, Transforme Edici Biiyiime
Faktorii-f)

TGF-B1 ve TGF-B2, TGF-B ailesinin iiyeleri olup bag doku iyilesmesi ve kemik
rejenerasyonunda biiyiime faktorii olarak ve hiicre farklilagmasina neden olan faktor
olarak gorev yaparlar. Hem TGF-B1 hem de TGF-B2, PDGF gibi trombositlerden
sentezlenirler ve dolayisiyla PRP’de bulunurlar. Ayrica makrofajlarda ve osteoblastlarda
sentez edilmektedirler. Trombositlerin degraniilasyonu ile salindiklarinda ya da
makrofajlardan salindiklarinda biiyiime faktorii olarak islev goriirler. Fibroblastlar, kemik
iligi kok hiicreleri ve preosteoblastlar etkiledikleri hiicrelerden bazilaridir. Buna ragmen
bu hedef hiicrelerden her biri kendine ait TGF-§ sentez ve sekresyonunu yapabilir. TGF-
Bl ve TGF-B2’nin en dnemli fonksiyonu bag doku yara iyilesmesini ve kemik olusmasini
saglamasidir.

Yara iyilesmesinin remodeling fazinda da etkileri vardir. Ozellikle yara
iyilesmesinde esas gorevi olan hiicrelerin proliferasyonu, diferansiasyonu ve gen
ekspresyonunu etkileyerek, baz1 fibrotik hastaliklarin da patogenezinde rol alirlar.
Ekstraselliiler matrikse mitojenik, kemotaktik ve anabolik etkileri olup, enflamatuar ve
immiin cevabin hem hiicresel hem de hiimoral basamaklarinda, ayrica anjiogenezde rol

alirlar (Pierce, Mustoe ve ark., 1989; Grazul-Bilska ve ark., 2003).
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2.4.2.3 IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1, insiilin benzeri Biiyiime Faktorii-1)
Biiylime faktorleri tiim yara iyilesmelerini baslatmaktadirlar. Dogal yenilenme ve
tamir silireclerinde ¢esitli avantajlart vardir. Trombositler igerisindeki biiyiime faktorleri

bu siirecleri desteklemektedir.

2.4.2.4 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii)

Tiimor anjiogenezisi iizerindeki etkisi nedeniyle tanimlanmig bir faktordiir
(Storkebaum ve ark., 2004). Tiimér hiicrelerince salinan VEGF vaskiiler endotel hiicre
gecirgenligini arttirarak, 6deme neden olmaktadir ve bu nedenle ‘vaskiiler permeabilite
faktorii® olarak nitelendirilmistir. Endotel hiicreleri icin giiclii anjiogenik etki gostererek

anjiogenezi arttirir.

2.4.2.5 FGF-1 ve FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-1 and 2, Fibroblast Biiyiime
Faktorii 1 ve 2)

Endotel hiicreleri, noral hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve keratinositler
tarafindan tretilebilirler ve her iki faktdr de mezoderm ve ndroektoderm kokenli hiicreler
tizerine kuvvetli mitojenik etki gosterir (Grazul-Bilska ve ark., 2003). Hasar sonrasi
enflamasyon bolgesinde kemotaksis, hiicre proliferasyonu ve diferansiasyonunu

desteklerler, anjiogenezi uyarirlar (Nurden ve ark., 2008).

2.4.2.6 EGF (Epithelial Growth Factor, Epidermal Biiyiime Faktorii)

1962 yilinda Stanley Cohen tarafindan erkek fare submandibuler bezinden izole
edilmistir (Ozbayoglu, 2008). Endotel hiicreleri, fibroblastlar ve sinir sistemi destek doku
hiicreleri i¢in mitojeniktir. Ayrica, vaskiiler diiz kas hiicrelerine de mitojenik olup,

anjiogenezde de rol alir.

2.4.3 PRP’nin hazirlanmasi ve kullanim

PRP mutlaka otolog hazirlanmalidir (Tsay ve ark., 2005). Dohan ve ark.
trombosit tiriinleri hazirlanig tekniklerini dort gruba ayirmislardir;
- Saf-PRP (P-PRP, Pure-Platelet Rich Plasma, Saf-Trombositten Zengin Plazma):
Anuita’nin PRGF’si (Plasma Rich in Growth Factors), Vivostat PRF (Platelet Rich
Fibrin), hiicre ayirict PRP olarak sunulan tekniklerdir.
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- L-PRP (Leukocyte and Platelet Rich Plasma, Lokosit ve Trombositten Zengin Plazma):
Curasan, Regen, Plateltex, SmartPReP, PCCS, Magellan ya da GPS PRP olarak ticari
kullanima sunulan tekniklerdir.

- Saf-PRF (P-PRF, Pure Platelet Rich Fibrin, Saf-Trombositten Zengin Fibrin): Fibrinet
teknigidir.

- L-PRF (Leukocyte and Platelet Rich Fibrin, Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrin):
Choukroun’un PRF teknigini kapsayan bir siniflamadir.

PRP elde etmenin bircok degisik yolu vardir. Fakat en c¢ok iki yol
kullanilmaktadir. Birincisi hematolojik hiicre ayristiricilart ile yapilan kompleks
teknikler, digeri ise kullanilmaya hazir kitlerle yapilan basitlestirilmis tekniklerdir. Bu
basitlestirilmis teknikte iki basamakli santrifiij ile trombosit konsantrasyonu elde
edilmektedir. Anuita’nin tarifledigi teknikte, %3.8 lik sodyum sitrat ile yikanmig
enjektdre 2 ml kan alinir. Santrifiij tlipline konulan kan 1800 devirde 8 dakika santrifiij
edilir. Santrifiij sonrasi tiiplin alt kisminda eritrositlerin agirlikta oldugu kanin sekilli
elemanlari, iist kisminda trombositten fakir plazma toplanir (sekil 2.7).

AR,
"]

R

5 Trombositten fakir plazma (TFP)
% 55

; IS Likosit ve trombosit iceren
trombositten zengin plazma (TZP)
<%1

Ernitrosit
% 45

Sekil 2.9 Santrifiij islemi sonras1 kanin tabakalara ayrilmis sematik goriiniimii (Recep ve

ark., 2011’den degistirilerek alinmistir)
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Ortada kalan trombositten zengin plazma, altta sekilli elemanlar ile birlestigi
hattin hemen tizerinden bir enjektér yardimiyla alinir. Sicanlardan, almman 1.5 ml kandan
bu teknikle 0.2 ml PRP elde edilmekte, bunu aktiflestirmek i¢in 0.01 ml kalsiyum klorid
eklenip oda 1sisinda 10 dakika bekletilmektedir (Pietrzak ve ark., 2005; Anitua ve ark.
1999; Whitman ve ark., 1997).

Ortada kalan trombositten zengin plazma, altta sekilli elemanlar ile birlestigi
hattin hemen tizerinden bir enjektoér yardimiyla alinir. Sicanlardan, aliman 1.5 ml kandan
bu teknikle 0.2 ml PRP elde edilmekte, bunu aktiflestirmek i¢in 0.01 ml kalsiyum klorid
eklenip oda 1sisinda 10 dakika bekletilmektedir (Pietrzak ve ark., 2005; Anitua ve ark.
1999; Whitman ve ark., 1997).

PRP, bir kez tiretildiginde antikoagiile durumda, stabil ve steril olarak 8 saat kalir.
Bu durumda, plazma ve sekilli elemanlar birbirinden ayrilarak saklanmalidir ¢iinki
konsantre PRP yavasca asagi dagilirak eritrositle karigir ve RPP igerigindeki trombosit
miktar1 diiser.

PRP, cesitli sekillerde uygulanabilir. Ornegin; kemik grefti ile muamele edilebilir,
bir tabaka olarak tek basina greft gibi yerlestirilebilir, yumusak doku yiizeyine sprey gibi
sikilabilir, greftin en {istiine uygulanabilir ya da biyolojik bir membran gibi kullanilabilir
(Garg, 2004).

Pihtilasma ile trombositler aktive olur, hizli bir sekilde biiytime faktorlerini
salgilamaya baglarlar. 10 dakika igerisinde sahip olduklar1 biiylime faktérlerinin %70’ini
salgilarlar ve yaklasik %100’linii ilk saatte salgilamig olurlar. Sonrasinda ilave miktarda
biiyiime faktorlerini 8 giin boyunca tiikenip canliliklarini yitirinceye kadar sentez ederler.

Pek cok cihaz PRP hazirlamada kullanilmaktadir. Kullanici, PRP cihazinin
hazirladig1 konsantrasyonun hasar gérmemis en az 1,000,000 trombosit/ pL icermesi,
steril olmas1 ve enfeksiyon riski icermemesi gerektigini akilda tutmalidir. Otolog kandan
trombositlerin dogru olarak konsantre edilmesi i¢in cihazin ¢ift santrifiij teknigini
kullanmas1 gerekir. Ilk santrifiijde plazmadan az sayida kirmizi kan hiicresi ile birlikte
trombositler ve beyaz kan hiicreleri uygun sekilde ayrilir. ikinci santrifiijde ise yiiksek
sayidaki kirmizi kan hiicreleri trombositten fakir plazmadan ayrilir. Eger tek santrifii
teknigi kullanilirsa; kirmizi kan hiicreleri trombositlerin arasina girerek, uygun sekilde

trombosit ayristirilmasina engel olacaklardir (Marx, 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada deney hayvanlarina uygulanan tiim cerrahi islemler ve hayvanlarin
bakimi, Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK,
2013/27) onay1 ile Ondokuz Mayis Universitesi biinyesindeki Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezinde gergeklestirildi. Calismada denek olarak 300-350 gram arasinda
agirliga sahip toplam 45 adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan kullanildi. Deney
siiresince, hayvanlar farkli kafeslerde, ayni laboratuvar kosullarinda (standart oda

sicaklig1 ve normal giin 15181), sican yemi ve ¢esme suyu ile beslendiler.

3.1 Deneklerin hazirlanmasi

Deneklere cerrahi islemler genel anestezi altinda yapildi. Anestezi, kas i¢ine 50
mg/kg ketamine hidrokloride (Ketalar® 50 mg/ml flakon, Pfizer) ve 0,65 mg/ kg xylazine
hidrokloride (Rompun® flakon, Bayer) enjeksiyonu ile saglandi. Anesteziyi takiben
deneklerin sirt1 once elektrikli tiras makinesi ile, ardindan tirag bigagi ile tiraglanip savlon

(%10) soliisyon ile dezenfekte edildi.

3.2 Yamik modeli
Caligmada yanik modeli olarak, Aslan (2011)’min literatiirdeki benzer yanik

modellerini gelistirerek tezinde kullandig1 yanik modeli baz alindi. Yanik olusturmak

i¢cin, ucunda 15 mm c¢apinda bakir levha bulunan, otomatik termostatli, elektrikli 1sitici

kullanildr (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Calismada kullanilan termostath elektrikli 1sitici.
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Yanik olusturulacak bolgeler, sicanlarin skapula posterioruna uyan sirt

derilerinde, orta hattin saginda ve solunda, aralarinda yaklasik 20 mm intakt deri kalacak

sekilde, 15 mm capli olarak isaretlendi (sekil 3.2).

Sekil 3.2 Tiras edilip savlon ile dezenfekte edilen sicanin sirtinda, termal yanik
olusturulacak bolgeler, 15 mm c¢apta ve aralarinda 20 mm intakt deri adasi kalacak

sekilde isaretlendi.

[saretlenen bolgelere 120°C sicakliga sahip 1s1 probul6 sn. boyunca uygulanarak
derin dermal yanik olusturuldu. Olusturulan dermal yanik ile yanik derinliginin, yara
iyilesmesi i¢in kaynak olusturulabilecek deri tabakalarini tutmasi, bdylelikle bazal
tabaka, dermal sitokinler ve kok hiicreleri igerebilecek deri eklerinin devre dis1 kalmasi

saglandi.

3.3 Calisma Gruplan

Her birinde 15 adet hayvan olacak sekilde; Stromal vaskiiler fraksiyon (SVF)
grubu (1. Deney grubu), Trombositten zengin plazma (PRP) grubu (2. Deney grubu) ve
SVF ile ile kombine PRP grubu (3. Deney grubu) olusturuldu. Her hayvanin sirtinda

olusturulan iki yanik lezyonundan birisi deney, diger tarafi kontrol kabul edildi.
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3.4 Grup 1: SVF grubu (n:15)

Bu gruptaki siganlarin hepsinin sirtinda ayni anda yanik olusturduktan sonra kendi
aralarinda 3 alt gruba boliindiiler. Yanigin erken, orta ve ge¢ donem sathasindaki etkisini
ortaya koymak i¢in sirasiyla yanigin 1. haftasinda 5’ine, 2. haftasinda diger 5’ine ve 3.
hafta sonunda kalan 5’ine, her bir siganin inguinal yag yastik¢igindan otolog hazirlanan
SVF uygulandi. Bunun i¢in 6nce diseksiyonla her bir sicanin inguinal bdlgelerinden yag
yastikciklart ¢ikartildi. Suyla yikanarak hematopoetik hiicreler uzaklastirildi. Yikanan
yag dokusu ince uglu bir doku makasi ile mekanik olarak kiiciik parcalara ayrildiktan
sonra igerisine %0,1°lik kollojenaz tip I (C0130, Sigma Aldrich™, St. Louis, MO) ve tip
11 (C6885, Sigma Aldrich™, St. Louis, MO) konulup 37 °C’de 30 dk bekletildi. Uzerinde
biriken triglisertiten zengin yag tabakasi uzaklastirildi. Ardindan 3000 devir/dk’da 5 dk.
siireyle santrifiij edilerek dipte ¢okmis halde SVF matiir adipositlerden ayrilmis oldu
(Sekil 3.3)

Sekil 3.3 Siganin inguinal bolgesinden yag yastik¢iginin ¢ikartilmasi, mekanik olarak
parcalanmis hali ve santrifiij ile dipte ¢okmiis halde SVF goriilmekte.

SVF, 0,2 ml dozunda, sol taraftaki yanik lezyonunun 4 kutbundan girilerek
subdermal enjekte edildi. Sag taraf yanik lezyonu kontrol kabul edildi. Bu gruptaki

si¢anlarin hepsinde yanigin 4. haftasinin sonunda spesmenler alindi.
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3.5 Grup 2: PRP (Platelet Rich Plasma, Trombositten zengin plazma) grubu (n:15)
Bu gruptaki siganlarda kendi aralarinda 3 alt gruba boliindiiler. Sirasiyla 1. hafta
sonunda 5’ine, 2. haftanin sonunda diger 5’ine ve 3. haftanin sonunda kalan 5’ine PRP
uygulandi. Otolog PRP hazirlamak i¢in, hemen uygulama 6ncesi 21G enjektdr ucu ile
siganin dorsal kuyruk veninden girilerek, % 3,8°lik sodyum sitrat ile yikanmis tiipe 1,5 ml
kan alindi.Bu miktar ortalama biiyiikliikteki bir siganda hayvani soka sokmadan tek
seferde alinabilecek maksimum kan miktar1 olarak bilinmektedir (Abdurrahman A ve
ark.,2010). Anuita’nin tarif ettigi saf PRP teknigine uygun olarak, alinan kan santrifiij
tiipline konuldu ve 1800 devirde 8 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonras1 tiipiin alt
kisminda kirmizi renkte kanin sekilli elemanlari, en {ist kisminda ise agik sar1 renkte
trombositten fakir plazma toplandi (sekil 3.4). Bir enjektdor yardimiyla ortadaki
trombositten zengin 0,2 ml’lik plazma kismi alindi. Alinan plazmay1 aktiflestirmek i¢in

icerisine 0,01 ml kalsiyum klorid eklenip karistirilarak uygulama yapildi (sekil 3.5).

Seki 3.4 Santrifiij sonrasi elde edilen PRP’nin goriiniimii
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Sekil 3.5 Enjeksiyona hazir haldeki PRP’nin goriiniimii ve uygulanisi

Elde edilen PRP, si¢anin sol taraf yanik lezyonuna tipki 1. grupta oldugu gibi 4
kadrandan girilerek subdermal uygulandi. Ayni sekilde sag taraf yanik lezyonu kontrol

kabul edildi. Bu gruptaki si¢anlarda da yanigin 4. haftasinin sonunda spesmenler alindi.

3.6 Grup 3: SVF ve PRP grubu (n:15)

Bu gruptaki siganlarda, kendi aralarinda 5’erli 3 alt gruba boliindiiler. 11k 5’ine 1.
hafta, diger 5’ine 2. hafta ve son 5’ine 3. hafta sonunda SVF ve PRP karisimi kombine
tatbik edildi. Her sicanda tipki 1. grupta oldugu gibi 6nce inguinal bdolgelerinden yag
yastikciklart gikartilip benzer islem uygulanarak SVF elde edildi. Sonra tipk:i 2. grupta
oldugu gibi kuyruk veninden alinan 1.5 ml kandan PRP hazirlandi. Yine sol taraf yanik
lezyonuna hem SVF, hem de PRP kombine olarak yine 4 kutbundan 0,4 ml subdermal

mesafeye uygulandi, sag taraflar1 kontrol kabul edildi (sekil 3.7).
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Sekil 3.7 3.Grupta, hazirlanmis SVF ve PRP karistminin uygulanmasi goriilmekte

Yine hepsinde yanigin 4. haftasinda sakrifiye edilerek spesmenler alind1.

Her ti¢ grupta da sicanlarin sol taraf yanik lezyonlar1 deney uygulanan taraf, sag
taraf yanik lezyonlar1 da kontrol tarafi kabul edildi. Boylelikle ayni sican iizerinde hem
deney hem de kontrol grubu birlikte calisilmis oldu. Sol taraf yanik lezyonuna ilgili
gruptaki deney islemi uygulanirken, sag kontrol taraflarina Grup 1 ve Grup 2’de 0,2 ml,

Grup 3°de 0,4 ml % 0,9 NaCl soliisyonu ayn1 seansta subdermal verildi.

3.7 Histopatolojik 6rnek alinmasi ve hazirlanmasi

Her 3 grupta da yamigin 4. haftasinin sonunda, deney ve kontrol taraflarini
icerecek sekilde sicanin tiim sirt derisi spesmen olarak alindi. Diiz mukavva {izerine
igneler ile tutturularak kontrakte olmalari engellendi. Ornekler %10’luk nétr
tamponlanmis formolin sollisyonunda 1 hafta tespit edilerek fiksasyon islemi
tamamlandi. Ardindan doku ornekleri bir giin boyunca akarsu altinda yikanip Thermo
Sandon marka doku takip cihazi kullanilarak alkol ve ksilen serilerinden gegirilerek ti¢
ayr1 parafin infiltrasyonunun ardindan bloklandi. Doku takip siireci Tablo 3.1°de

Ozetlenmistir.
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Mikrotom (Leica RM2125RT, Germany) ile parafin bloklardan sistematik
rastgele 1/40 ornekleme ile cam lamlar iizerine 10 pm kalinhiginda transvers kesitler
alindi. Alan kesitler 60°C sicakliktaki etiivde 1 gece boyunca bekletilerek kesitlerden
parafin uzaklastirildi. Ardindan kesitler deparafinizasyon islemini tamamlamak icin
ksilen soliisyonlarindan gecirildi. Bu islemlerden sonra dereceli alkol serilerinden
gecirilerek dehidratasyon islemi tamamlanan kesitler hematoksilen-eozin boyama teknigi
ile boyandi

Boyanan tiim kesitler rutin histopatolojik inceleme ve stereolojik analiz igin

entellan ile kapatildi.

3.8 Stereolojik Analiz

Sistematik Rastgele Ornekleme kuralma gore, ilgilenilen alani ve hacmi
orneklemek amaciyla transvers alinan esit uzakliktaki (1/40) kesitler kullanildi.
Sistematik rasgele kesit drnekleme araligi, hata katsayis1 (Coefficient Error) géz oniinde
bulundurularak pilot calismaya gore belirlendi. Tim seri kesit goriintiileri 151k
mikroskobunda (Zeiss Primo Star, P.O.B. 4041, 37030 Gottingen, Germany) x10’luk ve
x40’lik biiyiitmede incelendi ve Cavalieri hacim hesaplama yontemi ile Fujitsu marka
bilgisayar monitdrii kullanilarak iki nokta arasinda 0,5 mm’lik uzakligin bulundugu
noktali alan cetveli yardimiyla yanik alani, dermis, epidermis ve kapiller hacimleri
hesaplanda.

Cavalieri prensibi kisaca, esit aralikli ve paralel dilimlere ayrilmig bir yapinin
hacmini hesaplama yontemidir. Kesitlerin ayn1 yone bakan yiizeylerinde ilgilenilen
yapiya ait izdiisiim yilizey alanlar1 hesaplanarak, elde edilen “toplam yiizey alami”,
ortalama kesit kalinlig1 ile ¢arpilir ve bdylece incelenen kesit goriintiilerindeki yapinin
toplam hacminin tarafsiz bir hesaplamasi elde edilmis olur.

Alan hesaplamasi icin ise en basit ve tarafsiz yontem bir noktali alan Sl¢lim
cetveli kullanmaktir. Noktali alan 6l¢tim cetveli, birbirlerinden esit araliklarla ayrilmis
noktalar1 temsil eden sistematik (+) isaretlerinden olusur. Isaretler arasinda sabit bir aralik
(d) bulundugundan her bir nokta bir birim kareyi (d®) temsil eder. Bu birim kare ya da
dortgen, ‘nokta ile iliskili alan’ [a(p)] olarak bilinir. Bir goriintii ilizerine rastgele
yerlestirilen bdyle bir cetvelin noktalarindan kag¢ tanesinin ilgilenilen goriintii iizerine

isabet edecegi, kesit alaninin biiyiikliigiine ve noktalar aras1 mesafeye baglidir.
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Bu artilarin her birinde tespit edilen sabit bir nokta, sayim i¢in kullanilir. Kesit
goriintiisii lizerine rastgele bicimde konuslandirilan bu cetveldeki noktalardan ilgilenilen
alanin goriintiileri iizerine diisenler sayilir. Kesit goriintiisiiniin alant (A), diisen toplam
nokta sayis1 (Zp) ile bir noktanin temsil ettigi alanin [a(p)] ¢arpimi ile hesaplanabilir; A =
Zp. [a(p)]

Bahsi gecen yontemle yapilan hesaplamalarin, gelismis goriintii analiz sistemleri
ile yapilan hesaplamalarla kesinlik ve dogruluk acgisindan bir fark gostermedigi ortaya
konmustur.

Stereolojik ¢aligmalarin en 6nemli avantajlarindan biri, calismanin hata miktarinin
calisma yapilmadan Once hesaplanabilmesidir. Kullanilan 6l¢iim cetvelleri ve yapi
arasindaki iligki, yapilan 6rnekleme ve hesaplamanin dogrulugu ve kesinligi acgisindan
¢ok onemlidir. Ornekleme ve nokta sayimlarmin is yiikiinii artirmadan en uygun sekilde
yapilabilmesi, esas calismaya baslanmadan 6nce yapilacak bir 6n ¢alisma sonucunda elde
edilen verilerden, hata katsayis1 (HK) hesaplamasinin yapilmasiyla saglanabilir. CE
degeri, yaptigimiz alan ve kesit 6rneklemelerinin hata miktarini belirtir ve ylizde 5’den

daha kiigiik degerler, yeterli bir kesinlik olarak kabul edilir (Kiki ve ark., 2007).

3.9 immiinohistokimya inceleme
Calismamizda, elde edecegimiz histolojik doku bloklarinda Ki-67 parametresi ile

immunohistokimyasal olarak mitotik aktiviteye bakildi.

3.10 Calismanin sonlandirilmasi:
Caligsma ile ilgili kisim alindiktan sonra sicanlara yiiksek doz anestezik madde ile

otenazi uygulandi.

3.11 Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 21.0 for MAC (IBM Corporation) istatistik
paket programi kullanilarak yapildi. Gruplarin karsilastiriimasinda OneWay ANOVA ve
Tukey Post-Hoc Testi kullanildi ve 0.05 anlamlilik derecesi (p) baz alindi. Calisma 4
farkli parametre tizerinde incelendi; Kapiller sayimi, Epidermis hacmi, Dermis/Bag doku

infiltrasyonu ve Yanik hacmi.
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4. BULGULAR
Toplam 5 hayvan, anestezi ve islem esnasinda 6ldii. Calisma dis1 kalan hayvanlar

yenisi ile takviye edildi. Tiim gruplarda deney eksiksiz tamamlandi.

4.1 Histopatolojik Bulgular

Alman spesmenler tlizerinde yapilan histopatolojik ve immiinhistokimya
incelemelerde; her ii¢ grubun deney ve kontrol taraflarinda, 1., 2., ve 3. haftalardaki
uygulamalara ait kapiller sayimi, epidermis hacmi, bag doku infiltrasyonu ve yanikli

dokunun hacmi o6lgiildii.

4.1.1 Kapiller sayimi

Stereolojik yontemler kullanilarak spesmenlerde kapiller sayimlari yapildi.
Kapiller sayisinin artmis olmasi yara iyilesmesi agisindan olumlu bir durum olarak kabul
edildi.

Deney gruplar1 kontrol taraflar ile karsilastirildiginda SVF ve SPRP gruplarinda
tiim haftalardaki uygulamalar sonras1 kapiller sayilar1 artmisti. PRP grubunda 1. ve 2.
hafta uygulama yapilan alt gruplarda kapiller sayilari anlamli derecede artmamuis, 3.
haftada artig anlamli bulunmustur.

1. Hafta SVF uygulanan grupta kapiller sayilar1 2. ve 3. haftada uygulanan alt
gruplardan daha yiiksek ol¢iildii.

SPRP grubunda anjiyogenezin 1. hafta, 2. hafta ve 3. hafta da SVF ve PRP
gruplarindan daha fazla oranda arttig1, yalnizca 1.hafta da SVF ile aralarinda anlamli fark

olmadig1 bulundu. (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2) (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4,5).

4.1.2 Epidermis hacmi

Epidermal hacmin artmis olarak saptanmasi yaranin kotli yara iyilesmesi
potansiyeli tasidig1 lehine yorumlandi.

SVF, kontrol tarafi ile karsilastirildiginda 1. ve 2. haftalarda epidermal hacmin
kontrol tarafinda anlamli derecede artmis oldugu, 3. haftada ise anlamh fark olmadigi
saptandi.

PRP, kontrol tarafi ile karsilastirildiginda epidermal hacim agisindan anlamli bir

fark gézlenmedi.
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SPRP’nin kontrol tarafi ile karsilastirilmasinda, kontrol tarafinda 1. ve 2.
haftalarda anlamli artig varken, 3. haftada anlaml bir artis gézlenmedi.

SVF ile PRP karsilastirildiginda, sadece 2. haftada SVF grubunda epidermal
hacmin PRP’den daha anlamli derecede az oldugu goriildii.

SVF ile SPRP karsilastirildiginda, yalmizca 2. ve 3. haftalarda hacim SVF
grubunda anlamli derecede daha azdi.

PRP ile SPRP karsilastirildiginda ise, 1. haftada PRP’de epidermal hacim anlaml
derecede diisiik saptandi. Oysa 3. haftada SPRP’de epidermal hacim anlamli derede
diisiik bulundu (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2) (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.6).

4.1.3 Bag doku infiltrasyonu

Alman histolojik kesitlerde, stereolojik yontemler kullanilarak yanikli dokularda
bag doku infiltrasyonu hesaplandi. Bag dokuda, basta kollojen lifler olmak {izere
enflamatuvar infiltrasyonunun fazla olmasi yaranin kotii yara iyilesmesi potansiyeli
tasidigi lehine yorumlandi.

SVF, kontrol tarafi ile karsilastinldiginda 1. ve 2. haftalarda bag doku
infiltrasyonunun kontrol tarafinda anlamli derecede fazla oldugu, 3. haftada ise anlaml
fark olmadig1 saptandi.

PRP, kontrol tarafi ile karsilastirildiginda bag doku infiltrasyonunun yalnizca 2.
haftada kontrol tarafinda arttigi, 1. ve 3. haftalarda aralarinda anlamli fark olmadigi
gortldii.

SPRP’nin kontrol tarafi ile karsilastirllmasinda, kontrol tarafinda 1. ve 2.
haftalarda anlamli artis varken, 3. haftada anlaml bir artis g6zlenmedi.

SVF ile PRP karsilagtirldiginda, 2. ve 3. haftada SVF grubunda bag doku
infiltrasyonunun PRP’den daha anlamli derecede az oldugu goriildii.

SVF ile SPRP karsilagtirildiginda, yalnizca 2. haftada bag doku infiltrasyonu
SPRP grubunda anlamli derecede daha azd.

PRP ile SPRP karsilagtirildiginda ise, sadece 2. haftada SPRP’de bag doku
infiltrasyonu anlamli derecede diisiik saptandi. (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2) (Sekil 4.1, Sekil
4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.7).

Tiim gruplarda yanigin erken ge¢ (2. hafta) doneminde daha aktif olan, bag

dokudaki mitotik aktiviteyi gostermek igin Ki-67 antikoru kullanilarak immiinolojik
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boyama yapildi. (Sekil 4.4). Her grupta kontrol tarafina gore mitotik aktivite yiiksek

gozlendi.

4.1.4 Yamk hacmi

Hazirlanan preparatlarda gereg ve yontem boliimiinde detayli tariflenen stereolojik
teknikler kullanilarak yanikli dokunun hacmi hesaplandi. Hacim azalmasi iyilesme
acisindan olumlu bir bulgu olarak kabul edildi.

Gruplar kendi kontrol taraflar1 ile karsilagtirildiginda, SVF’ un uygulandig: tiim
haftalarda anlamli olarak yanik hacmi kontrol tarafindan daha az o6l¢iildii. PRP’nin 2.
hafta uygulandigi grupta ve SPRP’ninde 1. ve 2. hafta uygulandig1 gruplarda kontrol
taraflarina gore anlamli hacim azlig1 vardi.

SVF ile PRP karsilastirildiginda, 1. haftada SVF grubunda, 3. haftada da PRP
grubunda yanik hacmi anlamli derecede az bulundu.

SVF ile SPRP karsilagtirildiginda, yalnizca 2. haftada SVF grubunda yanik hacmi
SPRP grubunda anlamli derecede daha azdu.

PRP ile SPRP karsilastirildiginda ise, 1. ve 3. haftalarda SPRP’de yanik hacmi
anlaml1 derecede diisiik saptandi. (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2) (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3,
Sekil 4.8).
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SVF grubu

Kapiller sayis1 | Epidermal hacim | Bag doku infiltrasyonu | Yanik hacmi
1 Hafta | 137.000=51.134 | 81600 % 20.561 2300.000 £149.215 | 300,000 = 46.998
2 Hafta | 128:000%60.319 | 88.000+ 21.364 1350.000 = 87.714 980.000 £37.335
3.Hafta | 145400  56.224 | 245.400 = 40.327 1780.000 £105.228 | 1540.00 % 86.734

PRP

Kapiller sayis1 | Epidermal hacim | Bag doku infiltrasyonu | Yanik hacmi
1.Hafta| 36-000+10.787 172.600 £ 36.948 2190.000 £130.369 500,000 + 20.701
2 Hafta| 66400 +17.316 228.800 + 43.740 1164.000 +£76.274 1100.00 + 51.238
3.Hafta| 98.000+17.191 234.200 £+ 39.948 1940.000+£129.319 730.000 + 32.218

SPRP

Kapiller sayis1 | Epidermal hacim | Bag doku infiltrasyonu | Yanik hacmi
1 Hafta| 139.000529.327 |  89.000+20.117 2250.000+117.436 788,000 £ 58.718
2 Hafta | 178-000£37.566 | 213.600-58.636 2330.000+110.368 730.000 £ 54.116
3.Hafta| 182-200£39.432 | 408.800+ 67.694 2210.000+146. 324 | 810.000 + 60.341

Kontrol

Kapiller sayis1 | Epidermal hacim | Bag doku infiltrasyonu | Yanik hacmi
1 Hafta| 46.800+7.492 | 204.800+54.662 | 2050.000 + 192.412 1020.00 + 46.816
2 Hafta| 55200+8.497 | 219.000=52.118 | 1560.000 + 123.581 1600.00 = 98.571
3.Hafta| 58:600+0.193 | 179.400=47.356 | 1770.000 + 140.136 700.000 + 61.591

Tablo 4.1 Biitin gruplarda 1., 2. ve 3. hafta yapilan uygulamalara ait kapiller

sayilari, epidermal hacimleri, bag doku infiltrasyonu ve yanik hacmi degerlerinin

karsilagtirilmasi (+ SD, standart sapma).
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SVF ile PRP Kkarsilastirmasi (p)

Kapiller sayis1 | Epidermal hacim | Bag doku infiltrasyonu | Yanik hacmi
1.Hafta 0.001 0.005 0.05 0.0001
2.Hafta 0.001 0.0001 0.0001 0.05
3.Hafta 0.002 0.05 0.02 0.0001

SVF ile SPRP Kkarsilastirmasi (p)

Kapiller sayis1 | Epidermal hacim | Bag doku infiltrasyonu | Yanik hacmi
1.Hafta 0.05 0.05 0.05 0.05
2.Hafta 0.03 0.000 0.001 0.002
3.Hafta 0.04 0.001 0.05 0.05

PRP ile SPRP karsilastirmasi (p)

Kapiller sayis1 | Epidermal hacim | Bag doku infiltrasyonu | Yanik hacmi
1.Hafta 0.0001 0.000 0.05 0.002
2.Hafta 0.0001 0.05 0.001 0.05
3.Hafta 0.0001 0.000 0.05 0.001

SVF ile kontrol tarafi karsilastirmasi (p)

Kapiller sayis1 | Epidermal hacim | Bag doku infiltrasyonu | Yanik hacmi
1.Hafta 0.0004 0,003 0,001 0,001
2.Hafta 0.000 0,001 0,001 0,001
3.Hafta 0.0001 0,05 0,05 0,001

PREP ile kontrol tarafi karsilastirmasi (p)

Kapiller sayis1 | Epidermal hacim | Bag doku infiltrasyonu | Yanik hacmi
1.Hafta 0.05 0,05 0,05 0,05
2.Hafta 0.05 0,05 0,001 0,001
3.Hafta 0.04 0.05 0,05 0,05

SPREP ile kontrol tarafi karsilastirmasi (p)

Kapiller sayist | Epidermal hacim | Bag doku infiltrasyonu | Yanik hacmi
1.Hafta 0.0002 0.001 0,004 0,004
2.Hafta 0.000 0,001 0,001 0,001
3.Hafta 0.0001 0,05 0,05 0,05

Tablo 4.2 Biitiin gruplarin 1., 2. ve 3. hafta yapilan uygulamalara ait kapiller sayilart,
epidermal hacimleri, bag doku infiltrasyonu ve yanik hacmi karsilastirmalarina ait P

degerleri sunulmustur.
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Sekil 4.1 1. Haftada gruplardan alinan kesitlerde epidermal hacim, kapiller yogunlugu,
bag dokusu infiltrasyonu ve yanik hacmi gériilmekte. (A) SVF grubu, (B) SPRP grubu,
(C) PRP grubu, (D) kontrol. Ep; epidermis, De; dermis, Ok basi; yanik yiizeyi,
Dikdortgen; kapiller artisi, Ok; kapiller damarlar1 gostermektedir (x10 ve x25 biiyiitme,
H&E boyama).

49



Sekil 4.2 2. Haftada gruplardan alinan kesitlerde epidermal hacim, kapiller yogunlugu,
bag dokusu infiltrasyonu ve yanik hacmi goriilmekte. (A) SVF grubu, (B) SPRP grubu,
(C) PRP grubu, (D) kontrol. Ep; epidermis, De; dermis, Ok basi; yanik yiizeyi
gostermektedir (x10 biiyiitme, H&E boyama).
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Sekil 4.3 3. Haftada gruplardan alinan kesitlerde epidermal hacim, kapiller yogunlugu,
bag dokusu infiltrasyonu ve yanik hacmi goriilmekte. (A) SVF grubu, (B) SPRP grubu,
(C) PRP grubu, (D) kontrol. Ep; epidermis, De; dermis, Ok basi; yanik yiizeyi
gostermektedir (x10 biiyiitme, H&E boyama).
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Sekil 4.4 Immiin boyamada, tiim gruplarda 2. haftada bag dokuda hakim olan mitotik
aktiviteye ait goriniim. (A) SVF grubu, (B) SPRP grubu, (C) PRP grubu, (D) Kontrol.
Ep; epidermis, De; dermis, Elips; bag dokusundaki artmig mitotik aktivite odaklarini

gostermektedir (x10 bilyilitme Ki-67 antikoru kullanilarak immiinolojik boyama

yapilmistir).
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Sekil 4.5 Kapiller sayilarinin tiim gruplarda karsilastirilmasi
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Sekil 4.6 Epidermis hacminin tiim gruplarda karsilastiritlmasi
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Sekil 4.7 Bag doku infiltrasyonunun tiim gruplarda karsilagtirilmasi
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Sekil 4.8 Yanik hacimlerinin tiim gruplarda karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Gliniimiizde, yanik tedavisinde farkli medikal ajanlarin gelistirilmesine yonelik
caligmalar hiz kazanmistir (Rashaan, 2014). Hiicresel tedavi yontemleri bunlarin baginda
gelmektedir. Kok hiicre ve bliylime faktorlerini igeren ileri laboratuar teknikleri halen
denenme asamasinda olmalarina ragmen tizerlerindeki ilgi artarak devam etmektedir (Lu,
2013).

Anjiogenez, yara iyilesmesinin en Onemli basamaklarindan biridir. Dokularin
fonksiyonlarimin devami igin yeterli bir vaskiiler yataga sahip olmalar1 gerekir.
Neoanjiyogenez, yara bolgesinde perfiizyonu artirarak metabolik ihtiyacin
karsilanmasinda, epitelizasyon ve kollojen sentezinde artisa neden olur. Ayrica,
vaskiilarite artigi, yanikli bolgede hiicreler arasi 6demin ¢oziilmesinde, bu bdlgenin
sogutulmasinda, metabolik tirlinlerin uzaklastirilmasinda, asidozun diizeltilmesinde, yara
iyilesmesinde gorevli hiicre ve sitokinlerin bolgeye ulasmasinda biiyiik rol oynar.
Vaskiilarite arttikca yara iyilesmesi de hizlanmaktadir. Vaskiiler endotelial biiyiime
faktorii (VEGF), endotel hiicre proliferasyonu ve dolayisiyla neoanjiogenez agisindan
giiclii bir uyarandir (Karadéz E ve ark., 2004). Yag dokusu basta VEGF olmak iizere,
bir¢ok biiylime faktoriinden zengin dokudur (Pallua, 2014).

Yag dokusu elde edilmesi kolay ve MKH agisindan zengin olmasi1 nedeni ile
hiicresel tedavi yontemleri icerisinde ilgi odagi olmustur (Kim ve ark. 2007). Yag
dokusundan elde edilen mezenkimal kok hiicreler, kemik iligi kokenli kok hiicreler ile
ayn1 fonksiyona sahiptirler (Claffey ve ark; 1992,, Lorenz PH ve ark; 2006). Yag dokusu
kokenli kok hiicrelerin, GMCSF, VEGF, b-FGF, ve TGF- B gibi anjiogenik ve
antiapoptotik sitokinleri liretme potansiyeli vardir. Hipoksik ortamda yag dokusu orijinli
MKH’ler VEGF salmimimi arttirmaktadir (Zuk ve ark.,, 2002). Yani sira, yag
dokusundaki adiposidlerden salinan spesifik biiyiime faktorlerinin anjiogenezisi
arttirmast Oonemli bir avantajidir (Boquest ve ark; 2005). Yag dokusunda bulunan
preadipositler, yag hiicresi dnciileri olmalarinin yaninda endotelyal hiicrelerle parakrin
etkilesime de sahiptirler. Preadipositlerden salinan ‘monobutyrin’ de anjiogenik etkili bir
protein olup endotelyal hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir (De Francesco ve ark.,
2009). Bu nedenle yag dokusu, basta yanik yaralar1 olmak iizere yara iyilesmesini

kolaylastirict potansiyele sahiptir. Bunun i¢in de yag dokusu SVF denilen, MKH ve
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biliylime faktorlerinden zengin fraksiyona ayrilarak kullanilmistir (Gentile, 2014). SVF,
santrifiij yardimi ile yag dokusunun en alt katmaninda toplanan, preadipositler,
fibroblastlar, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, perisitler ve kok hiicrelerden zengin bir
yag doku komponentidir (Boquest ve ark; 2005). SVF icerisindeki kok hiicreler, uygun
ortamda c¢ogalabilme ve farklilagabilme yetenegine sahiptirler. Bu hiicreler doku
rejenerasyonunda tedavi edici olarak bir potansiyele sahiptirler. Rehman, iskemik yara
modelinde ve Ebrahimian da radyasyon uygulanan ve uygulanmayan farelerde
olusturduklar1 yara modelinde yag dokusu orijinli kok hiicrelerin yara iyilesmesini
hizlandirdigini ve yaralarin daha erken siirede kapandigini gostermislerdir.

Caligmamizda, yanigin erken doneminde (1. Hafta) SVF uygulanmasinin kapiller
sayilarin1 2. ve 3. haftada uygulanan alt gruplardan daha fazla arttirdig1 goriildii. Bu
noktadan yola ¢ikilarak, SVF’un igeriginde bulunan MKH ve basta VEGF olmak {izere
beraberindeki biiyiime faktorlerinin yara iyilesmesinin erken doéneminde (1. hafta)
neoanjiogenezi daha ¢ok arttirdigr bunu da erken donemde yiiksek olan enflamatuvar
hiicreler iizerinden yapmis olabilecegi sOylenebilir. Erken ge¢ donem (2. hafta) ve geg
donemde (3. hafta) ise yarada azalan enflamatuvar hiicre yogunlugu nedeni ile SVF’un
neoanjiogenezi erken doneme gore daha az oranda arttirdigini sdyleyebiliriz.

SVF igerisinde bulunan bir diger hiicre grubu fibroblastlardir. Fibroblastlarin ana
metabolik fonksiyonlari, kollajen, proteoglikan ve elastin sentezidir. Fibroblastlardan
salinan keratinosit biiyiime faktorli (KGF) epidermal hiicre biiyiimesini aktive eder, TGF-
3 ise fibrozisi ve gerilim kuvvetini artirir, platelet kaynakli bliylime faktorii (PDGF)
notrofil, makrofaj, endotel hiicrelerin ¢ogalmasini ve kemotaksisini uyarir (Kern S ve ark
2006). Yapilan caligmalarda yag greft uygulamasinin erken dénemde revaskiilarizasyonu
artirdigr iskemi siddetini azaltip TGF- B iretimini azalttigi gosterilmistir. TGF- 8
seviyelerinin azalmasi kontrolsuz kollajen iiretimini de azaltir (Sultan ve ark., 2011).
Calismamizda SVF ve SPRP gruplarda yanik hacminin anlamli derecede azalmis olarak
Olciilmesi bu literatiir bilgisini destekler niteliktedir.

PRP, basta PDGF, TGF-B, VEGF, IGF-1, PF-4 (Platelet factor — 4) ve
trombospondin gibi lokal etkili faktdrler yani sira tanimlanmamis daha bir ¢ok aktive
edilebilir proteinden zengin bir plazma komponentidir. Eitrosit ve 16kosit gibi kanin

sekilli elemanlarindan arindirilmis, yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonunu arttiracak
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biliylime faktorlerini igeren trombositten zengin plazmadir (Anitua ve ark., 2004). Bu
materyalin hastanin kendi kanindan hazirlanmasi1 6nemli bir avantajidir. Santrifiij islemi
sonrasi elde edilen trombositten zengin plazmanin aktive edilmesiyle, icerdigi sitokin ve
biliytime faktorlerinin konsantrasyonu arttirilmis olmaktadir (Drobni ve ark., 2006).

De Aracena ve ark., kornea yanmigr olan 10 hastaya PRP uyguladiklarinda,
epitelizasyonun daha hizli  gergeklestigini, otolog PRP’nin  subkonjunktival
enjeksiyonunun, evre Il kornea yaniklarinda sikatrist olusumunda 6nemli bir azalma
olusturdugunu gostermislerdir. Kazakos ve ark. da, siirtinmeye bagli dermal yaniklarda
PRP’nin jel formunu basar1 ile kullanmislardir. Domuzlarda yapilan bir ¢alismada,
Henderson ve ark., otolog trombosit jelin enflamatuar yaniti uyarip, fibroblastik
proliferasyon ve kollajen iiretiminde, kapiller sayisinda, hiicre dist matriks ve
graniilasyon dokusu olusumnda artisa neden oldugunu, buna karsin epitelizasyonu
etkilemedigini bildirmislerdir. Vermeulen ve ark. ise, yine domuzlar {izerinde PRP’nin
bir biyomatriks olarak hizmet ettigini, ekstraseliiler matriks gelisimini diizenledigini,
anjiyogenezi artirdigini, yani sira epitelizasyonu da hizlandirdigini gostermislerdir. Bizim
calismamizda, yanigin erken doneminde (1. hafta) yanik alanina PRP uygulamasi,
kapiller sayisim1 artirmis olmakla birlikte, bu artis SVF uygulamasi1 kadar olmamuigtir.
Ancak PRP’nin bu etkisi erken ge¢ (2. hafta) ve ge¢ donemde (3. hafta) de devam
etmistir. Oysa SVF kapiller sayisini arttiric1 etkisini sadece erken donemde (1. hafta)
gostermis, erken gec (2. hafta) ve ge¢ donemde (3. hafta) bu etkisi azalmistir. SVF’ nin
yapisindaki MKH’ler erken donemde gorevlerini yapmig sonraki donemlerde ihtiyag
duyduklar1 biliylime faktorlerinden yoksun olmalarindan dolay1r fonksiyonlarini
kaybettikleri distintilebilir. Oysa, SVF ile PRP’nin kombine edildigi (SPRP)
uygulamalarda, iyilesmenin her asamasinda yamik alanindaki kapiller hacmi yiiksek
bulunmustur. Bunun olas1 nedeni olarak, SPRP’de; hem PRP’den gelen hem de SVF’den
gelen biiyiime faktorlerinin neoanjiogenez iizerinde potansiyelize edici etkileri rol
oynamis olabilir. Knighton ve ark., ile Ganio ve ark., kronik alt ekstremite tilserlerinde
PRP’nin topikal uygulandiginda re-epitelizasyonu arttirdigini gostermislerdir. Domuzlar
lizerinde yapilan bir ¢alismada, PRP ve yag dokusu orjinli MKH kombinasyonu ile
iyilesen yaralarda mikrovaskiiler yogunlugun arttig1, fakat re-epitelizayonun artmadigi

bildirilmistir (Blanton ve ark., 2009). Calismamizda ise, PRP’nin intradermal
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uygulandiginda sadece erken ge¢ donemde (2. hafta) yanik hacmini kontrol tarafina gore
daha anlamli oranda azalttig1 bulundu. Erken dénemde (1.hafta) ve ge¢ donemde (3.hafta)
kontrol tarafi ile anlamli fark yoktu. Bu noktadan hareketle, PRP’nin erken ve ge¢ donem
yanik  hacminin  azaltilmasi  iizerine  etkisinin  olmadigimi  soyleyebiliriz.
Blanton ve ark.lari, domuzlarda olusturduklar1 acik yarada reepitelizasyon
acisindan PRP ve SVF arasinda bir fark olmadigin1 bildirmiglerdir. Ancak 21. giindeki
makroskopik incelemede, PRP ve SVF’un kombine verildigi grupta yara elastisitesi ve
yaptiklar1 skorlamanin diger gruplara gore istatistiksel olarak daha anlamli oldugunu
ifade etmislerdir. PRP ile SVF’u birlikte verdiklerinde VEGF’nin daha fazla arttigini
gostermiglerdir. Kronik alt ekstremite yaralar1 olan 30 hastada PRP ve yag enjeksiyonu
kombinasyonunun yara iyilesmesi tizerinde olumlu etki gosterdigi bildirilmistir (Cervelli
ve ark., 2009). PRP’nin doku iyilesmesini hizlandirici etkisinin gosterilmesi tizerine,
diyabetik ayak iilseri bulunan 24 hasta ilizerinde uygulama yapilmis ve PRP’nin
iyilesmeyi onemli derecede hizlandirdig: bildirilmistir (Liu ve ark; 2011). Calismamizda,
SPRP’nin erken (1.hafta) ve erken ge¢ donem (2. hafta) uygulandigi yanik yaralarinda
epitelizasyonu diger gruplardan anlamli oranda daha fazla arttirdigini bulduk. Ancak
yanigin ge¢ doneminde (3. hafta) SPRP verilmesinin yalniz basma SVF ve PRP
verilmesinden farki goriilmemistir. Bu durumun, yaranin ge¢ dénemde epitelizasyonun
stabil faza kavustugunun gostergesi olarak degerlendirilmistir.
PRP’nin, yanik hastalarinda yara iyilesmesi, cilt rejenerasyonu ve immiin yanit
tizerindeki etkileri yara iyilesmesinin fazina gore farklilik gosterebilir.  PRP’nin
uygulandigr faza gore enflamasyonu arttirma yada re-epitelizasyonu kolaylastirma
fonksiyonu hipertrofik skarlasmanin da derecesini tayin edecektir. Bu nedenle PRP
uygulamasinin zamanlamasinin daha fazla arastirilmaya ihtiyaci vardir. Yan sira, PRP ile
kombine yag enjeksiyonunun nihai skarin daha iyi olmasma katki saglayacag: ileri
stiriilmiistiir (Pallua N ve ark., 2010).
Sonug olarak, SVF’un PRP ile kombine (SPRP) kullaniminda yanik iyilesmesi
lizerine tiim fazlarda olumlu etkisi olmustur. Bu nedenle yanik yaralarinin iyilesmesi

tizerine SVF ile PRP’nin kombine kullaniminin daha iyi fonksiyonel sonuglar verecektir.
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6. SONUCLAR

1-

Calismamizda su sonuglara ulasilmistir;

Yanigin her asamasinda (erken (1. hafta), erken gec (2. hafta) ve ge¢ donem (3.
hafta)) SPRP uygulamasi neoanjiogenezi arttirmistir.

Epidermal hacmin az olmasi anormal yara iyilesmesi reaksiyonu agisindan olumlu
olarak degerlendirildiginde o6zellikle SVF grubunda ve sonra SPRP grubunda
epidermal hacmin daha az oldugu saptandi.

Bag doku infiltrasyonunun az olmasinin da normal yara iyilesmesi acusndan
olumlu bir etki oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda siras1 ile SVF ve SPRP
gruplarinda iyilesmenin daha iyi oldugu gortldii.

Yanik hacminde azalmanin da yara iyilesmesi agisindan olumlu bir bulgu oldugu
diistintildiigiinde, siras1 ile SVF ve SPRP gruplarinda iyilesmenin daha iyi oldugu

goriildii.
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