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OZET

Sicanlarda, radyoterapi sonrasi1 kaldirilan toraks arkasi fasyokutan

fleplerin VSF(vaskuler stromal fraksiyon) ile yasayabilirliginin artirilmasi

Dr Selguk YUCE

Radyoterapi  sonrast  radyoterapili  alanda  yapilacak  cerrahi  girisim
hipovaskiilarizasyon ve yetersiz kollajen {iretimi nedeniyle yara iyilesmesini
geciktirerek komplikasyonlara yol a¢maktadir. Radyasyonun bu agir etkileri
nedeniyle bircok malignitenin tedavisinde cerrahi girisim Oncesi radyoterapi tercih
edilmemektedir. Bu durumda radyoterapi alimi rekonstriiksiyon zamaninin
gecikmesine veya radyoterapili sahada flep ile rekonstriiksiyondan kag¢inilmasina
sebep olmaktadir. Bu nedenle birgok ¢aligmada flep yasayabilirligini arttiran ajanlar
ve yontemler denenmistir. Adipoz doku kaynakli stromal vaskiiler fraksiyon
iceriklerindeki ¢ok sayida biiyliime faktorii ve pluripotent hiicreler nedeni ile tibbin
her alaninda oldugu gibi plastik cerrahide de giderek artan siklikta kullanilmaktadir.
Alternatif olarak radyoterapili alandan aksiyal paternli fasyokutan flep kaldirilarak ve
flep pedikiil etrafina VSF infiltrasyonu yapilarak neovaskiilarizasyon arttirilabilir. Bu
da radyoterapiye bagli komplikasyonlarin tedavisinde daha basit, daha kullanigh ve
daha basarili yontemler ortaya koyarak rekonstriiksiyonda basari sansini arttirir.

Bu amagcla her grupta 250-300 gramlik wistar siganlardan olusmak iizere dokuzarli 3
grup olusturuldu. Grup disinda tutalacak on sicanin her iki taraf inguinal yag
yastik¢iklart yag grefti olarak alinarak vaskular stromal fraksiyon olusturmak ig¢in
kullanild1 ve bu islem sonrasi siganlar sakrifiye edildi. 2. ve 3. gruplarda yer alan
sicanlarin sag toraks cildine insandaki dozun karsilig1 olan, diisiik doz tekrarlayan
seanslara es deger gelecek, tek seans 20 Gray (2000 cGy) radyoterapi uyguland1 ve 7
giin siireyle beklendi. Her 3 gruptada 4 x7 cm boyutlarinda ‘Lateral Torasik Arter
pedikilli fasyokutan flepler kaldirildi. 3. grupta yer alan fleplerin pedikiil etrafina
subdermal cerrahi sirasinda 1 cc vaskular stromal fraksiyon uygulandi. Flepler,

nekrotik alanin  tim flep alanina oran1 fotograflanarak degerlendirildi.
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transilliminasyonda kapiller damarlanmada artis degerlendirilmesi ve flep
etraflarinda yer alan cilt ile birlikte total olarak eksize edilecek ve histopatolojik
olarak flep nekrozu makroskobik ve mikroskobik olarak incelendi.

Sonug olarak 20 Gy radyoterapi uygulanan ciltte VSF’nin etkisini arastiran bu
calismada fleplerde saptanan ortalama nekroz oranlari, grup 1° de %7.17, grup 2°de
%28.45, grup 3’te %9.59 olarak bulundu. Bu da bize VSF’nin endotelyal hucreler
Uzerine mitojenik etkisiyle, sican aksiyel patern deri flepleri zerine radyasyonun

neden oldugu nekroz artisini engelledigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Siganlarda Toraks Arkasi Fasyokutan Flepler, Radyasyon Hasari,
VSF (Vaskiler Stromal Fraksiyon)

X1



ABSTRACT

Enhancement of Flap Viability in Rat Dorsal Thoracic Fasciocutaneous Flaps After
Radiotheraphy by Using Vascular Stromal Fraction ( VSF)

Selcuk YUCE M.D.

After radiotherapy, surgical intervention in irradiated area lead to
complications of hipovascularization and inadequate collagen production causes
delay in wound healing. Radiotherapy is not preferred before the surgery in the
treatment of many malignancies due to the severe effects of radiation on wound
healing. In this case, radiotheraphy could be given after surgery or reconstruction
could be done after radiotheraphy with limited usage of flaps from the irradiated
area. For solving this problem, several agents and methods have been tried to
increase the flap viability in many studies. Adipose tissue-derived stromal vascular
fraction (VGF) increasingly used in plastic surgery as well as in all areas of the
medicine because it contains number of growth factors and pluripotent cells.
Alternatively, neovascularization production can be increased by elevation of axial-
pattern fasciocutaneous flap from the irradiated area and by giving VSF around the
flap pedicul. This provides us simple, useful and pratical method for treatment of
complications depend on radiotherapy and this increases the chances of success in
the reconstruction. For this purpose this experimental study is planned by 3 groups of
rats including 9 wistar rats in each group. For preparation of VSF bilateral ingunal fat
pads were collected from 10 donor rats out of these groups and after this operation
the rats were all sacrificed. For the rats in 2nd and 3rd groups one séance of 20 Gray
(2000 cGy) radiotherapy, which correspond to human dosage and equivalent value of
less dosage repitition, were applied to the rats’ right thorax skin, and 7 days waited.
For each groups, ‘Lateral Thoracic Artery Pediculled Fasciocutaneous Flaps’ were
elevated in 4x7 cm dimension. For the rats in 3rd Group prepared VSF products were
injected subcutaneously to the flap area. Flaps were evaluated with the ratio of the

entire flap area to the necrotic areas by computer based photographic evaluation.
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Increased capillary vascularization is also evaluated by observing transillumination.
Flaps were totally excised with the surrounding skin and flap necrosis evaluated in

histolopathologic means macroscopically and microscopically.

As a result, the effect of VSF at 20 Gy irradiated skin was evaluated
statistically important in decreasing average necrosis rates such as %7.17 for 1st
group, %28.45 for 2nd group and %9.59 for 3rd group. In histopathologic
evaluation, the mitogenic effect of VSF on endothelial cells was shown effective in
preventing radiation caused necrosis on axial-pattern skin flaps.

Keywords: Radiation Injury, VSF (Vascular Stromal Fraction), Rat Dorsal
Thoracic Fasciocutaneous Flap
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GIRIS

Radyoterapi, siklikla malign tlimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Yiiksek
enerjili parcaciklar veya elektromanyetik dalgalar sayesinde tiimor hiicreleri izerinde
DNA hasar1 olusturmak amaglanmaktadir (1). Ancak tiimor olmayan dokularin da
etkilenmesi sonucunda deride de radyasyona bagli olumsuzluklar sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (2). Radyasyon, deride akut doku inflamasyonuna (6dem,
vazodilatasyon ve 16kosit infiltrasyonu) ve bunu takiben progresif kan damarlarinin
kaybina ve intersitisyel alanda fibrosize yol agar (3,4). Radyasyonlu sahada
endarteritis obliterans, asir1 fibrozis, azalmis vaskiilarite, kan akimi, niitrisyona bagli
yetersiz selltler turnover izlenir (5). Damarlar izerindeki etkisi sonucu hipovaskiiler
ve hiposelliiler bir ortam olusturmaktadir. Iskemik ve sagliksiz bu yara yataklart
rekonstriiksiyon yapan cerrahlar1 tedirgin etmektedir. Radyasyonun bu agir etkileri
nedeniyle bircok malignitenin tedavisinde cerrahi girisim Oncesi radyoterapi tercih

edilmemektedir (6).

Viicudun en biiyiik organlarindan biri olan yag dokusu, elde edilmesi en kolay
dokulardan da birisidir. Stromal vaskiiler fraksiyon yag dokudan 6zel tekniklerle elde
edilen bir Grinddr (7). Yag dokusu kiigiik pargalara boliindiikten sonra kollajenazla
muamele edilerek hiicrelerarasi baglantilar kirilir. Olusan siispansiyon santrifiij
edildiginde ii¢ kisma ayrilir; {istte olgun yag hiicrelerinden agiga ¢ikan trigliserit,
ortada olgun yag hiicreleri ve en altta VSF yer alir (8). Vaskular stromal fraksiyon
icerisinde preadipositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, duz kas hiicreleri, perisitler
ve kok hiicreler bulunmaktadir (9). Vaskiler stromal fraksiyonun, granilosit
makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), damar endoteli biyime faktéri (VEGF),
hepatosit buyime faktéri (HGF), bazik-fibroblast biyime faktori (b-FGF), ve
transforming growth faktor -B (TGF- R) gibi anjiogenik ve antiapoptotik sitokinleri
tiretme potansiyeli vardir (10,11). Hipoksik ortamda stromal vaskiiler fraksiyondan
VEGF salmimmin belirgin derecede artmaktadir. Stromal vaskiiler fraksiyon
icerisinde bulunan preadipositler adipojenik Oncii hiicre olmalarmin yani1 sira
mikrovaskiiler — endotelyal hiicrelerle  parakrin  etkilesim  gdstermektedir.
Preadipositler tarafindan salinan ‘monobutyrin’ bir anjiogenik faktoér olup endotelyal

hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir (12). Flep, kan dolasimi korunarak alici



alandan verici alana aktarilabilen doku birimidir. Aksiyel paternli flepler, flebin
icinde uzunlamasina seyreden ve flebin tabaninin Stesine uzanan anatomik olarak
tamimlanmis vaskiiler adas1 olan giivenilir bir pedikiile sahiptir (13). Bir defekte
yerlestirilen aksiyel paternli dokunun hacmi ve giivenirligi herhangi bir random
dolagima sahip flepten belirgin olarak daha fazladir. Aksiyel fleplerin rekonstriiktif
cerrahide belirgin etkileri olmus ve birden fazla dokuyu iceren genis defektlerin
tedavisinde devrim yaratmistir (14). Mevcut arastirmalar cilt iskemik tolerans
sliresinin 6-13 saat arasinda degistigini ve sigan, tavsan, domuz ve insanda benzer
oldugunu gdstermistir. Bu dogrultuda radyoterapi uygulamasini takiben radyoterapi
sahasinda yapilacak fasyokutan veya muskulokutan fleplerin iyilesme oranlarini
gosteren cesitli ¢aligmalar bulunmaktadir. Radyasyonun flepler tizerindeki olumsuz
etkilerinin azaltilmasi veya Onlenmesi amaciyla radyoterapi sahasinda flep
cerrahisine es zamanli vaskuler stromal fraksiyon kullanimi rekonstriiksiyon
seceneklerini daha basite indirgeyebilecektir. Vaskuler stromal fraksiyonun flepler
lizerine olan olumlu etkileri g6z Oniine alinarak, neovaskiilarizasyon sonucunda
radyoterapi verilmis alandaki flep dolasiminda ve dayanikliliginda artis olacaktir
(15,16). Bu artisin, radyasyonun flep dolasimi {izerindeki olumsuz etkilerini

diizeltecegi hipoteziyle bu calisma planlanmustir.



GENEL BIiLGILER
RADYOTERAPI

Radyobiyolojinin Teknik ve Tarihcesi

1895 yilinda Alman fizik¢i Wilhelm Kondrad Roentgen, bir gaz desarj
tiipiinden yayilan ve 151k gecirmez bir kilif icindeki fotograf filmini karartan yeni bir
151n kesfetti ve o zamanlarda nitelikleri bilinmedigi i¢in bunlara X 1sinlar1 ad1 verildi.
Bu kesifle hemen hemen ayni zamanda, 1896 ve 1898 yillarinda sirasi ile, Antonie
Becquerel ve Marie Curie uranyum ve radyumun radyoaktif ézelliklerini buldular.
Bunlar X isinlarina ¢ok benzeyen Yy 1sinlar yayan dogal radyoaktif izotoplardi
(1,3,17). Becquerel, dalginlikla yelek cebine bir radyum preparati koyarak bir siire
tagidiktan sonra, derisinde o bolgede bir yaranin olusturdugu etkiyi ilk kez
gormiistiir. Daha sonra Pierre Curie bu olay1 yeniden denemek amaciyla kolunun
ustiine bir radyum pargasi koydu ve bir siire sonra onun derisinde de bir kizariklik ve
yara olustu. 1906 yilinda Bergonie ve Tribondeau’nun sigan testisleri ile yaptiklari
calismalar sonucunda, hizli boélinen farklilasmamis hiicrelerin  radyasyona
duyarhiliklarinin, yavas bdliinen farklilagsmis hiicrelerden daha yiiksek oldugunu
saptamislardir. Fizik, kimya ve biyolojide kaydedilen gelismeler, 1920’lerden
baslayarak kantitatif radyobiyoloji donemini baslatmistir (1,3,17). Degisik radyasyon
dozlar1 uygulandiktan sonra, canli kalabilen hiicrelerin sayisin1 gosteren sag kalim
egrilerinin ilk defa 1956 yilinda Puck Marcus tarafindan elde edilmesi ve bu egrilerin
istatistik analizi ile, radyasyonun etki mekanizmasi hakkinda bazi sonuglara varmak,

kantitatif radyobiyoloji yardimi ile miimkiin olmustur (17).

Radyobiyolojinin bu tarihsel gelisim siireci iginde 1946 ve 1947 yillari, 6nemli
bir doniim noktasini olusturmaktadir. O yillarda sirasi ile yaymlanan Lea ve
Timofeeff- Ressovsky ve Zimmer’in kitaplar1 radyobiyoloji ilk kez bagimsiz bir
bilim dali olarak kuran eserlerdir. Bu kitaplar II. Diinya Savasi ile cagdas olduklari
icin o glinlerde biiyiik ilgi ¢ekmislerdir. Bu tarihten sonra, radyobiyoloji artik
bagimsiz bir bilim dali olarak hizla gelismistir (1,3,17).

1953 yilinda Gray ve arkadaslarinin oksijenin canlilar1 radyasyona karsi

duyarl hale getirici etkisini saptamalari, 1959 yilinda Elkind ve Sutton’un radyasyon



etkisi ile meydana gelen subletal hasarlar ve bunlarin onarimi ile ilgili bulgular1 da
radyobiyolojide yeni ufuklarin agilmasini saglamistir. Glinlimiizde meme, kolorektal,
bas-boyun ve jinekolojik kanserler basta olmak {izere bircok malignitenin
tedavisinde, ekstremite koruyucu cerrahilerde ve palyatif tedavide radyoterapi
multidisipliner prensipler dogrultusunda uygulanmaktadir. Radyasyon miktart,
uygulandig1 dokunun agirlik basina absorbe ettigi enerjiye gore belirlenir. Buna gore
1 kg dokuya 1 jul enerji veren radyasyon miktar1 1 Gray (Gy)’dir. 1 Gray’da 100 rad

radyasyon dozu olarak tanimlanir (1,3,17).

Radyoterapinin Deri Uzerindeki Etkileri

Deri, dista epidermis igte bag dokusu ile; kil, tirnak, ter ve yag bezleri ve duyu
reseptorlerinden olusan birlesik bir organdir. Derinin 1sinlanmast durumunda
olusacak reaksiyonlara bu yapilarin timii ¢esitli derecelerde katkida bulunur. Kil
kokleri ¢cok duyarlidir ve duyarlilik derecelerinin kil bityiime hizi ile dogru orantili
oldugu da saptanmistir. 4-5 Gy civarindaki 1sinlamalardan sonraki birkag¢ hafta i¢inde
sac ve sakallarda dokilme meydana gelir. Bu dozlarda, dokilen saclar 1-2 ay sonra
tekrar ¢ikar. Ancak 7 Gy ve Ustiindeki dozlarda depilasyon streklidir. Deri bezleri de
kil kokleri gibi duyarhidir. Ancak bunlardaki hasarlarin onarimi daha uzun zaman alir
(3,4). Epidermis tabakasi bir hiicre yenileme sistemi icerir ve yenilenme orani giinde
yaklasik %?2’dir. Bu sebeple radyasyona karsi duyarhidir. Derinin radyasyona
cevaplar1 ile bunlarin dereceleri cesitli faktorlere baglidir. Bunlarin fiziksel ve
biyolojik olmak Uzere baslica iki gruba ayirmak miimkiindir. Doz, doz hizi,
fraksiyon ve uygulanan radyasyonun Kalitesi gibi kriterler fiziksel faktorleri,
radyasyon uygulanan derinin viicuttaki lokalizasyonu ile yas gibi kriterler ise
biyolojik faktdrleri olustururlar. Bu faktorlere bagli olarak, deride minimum diizeyde
degisiklikler ile total nekrozlar arasindaki c¢esitli derecelerde hasarlar olusur ve bu
hasarlarin derecesine gore, onarim olaylar1 da hizli ve tam olarak gergeklesir ya da
mimkun olamaz (3,4).

Radyoterapi Uygulamalan

Radyoterapi eksternal, internal ve brakiterapi olmak Ulzere u¢ yoldan
uygulanabilir. Eksternal tedavide kaynak ile hasta cildi arasindaki uzaklik 5-350
cm.’dir. X-isinlar1, Co-60 (Kobalt-60), y 1sinlar1 ve parcacik seklindeki (genellikle

elektronlar) radyasyonlar kullanilir. Radyoaktif maddelerin, cilt {izerine, doku arasina



veya doku bosluklarma yerlestirilerek uygulanmasina brakiterapi ad1 verilir. Internal
tedavi ise P parcaciklar1 ve y 1sinlart veren acgik kaynaklarin sivi ve kolloidal
radyoizotoplar viicuda uygulanmasidir.

Giliniimiizde en yaygin kullanilan eksternal tedavi cihazlar1i lineer
hizlandiricilardir. Lineer hizlandiricilar, dogrusal bir tiip sayesinde elektronlar gibi
yiiksek enerji yiiklii parcaciklart hizlandirmak igin yiiksek frekansh elektromanyetik
dalgalardan yararlanan cihazlardir. Yiiksek enerjili elektron demetinin kendisi
yiizeysel timorlerin tedavisi i¢in kullanilabilirken, bir hedefe carptirilmalari sonucu
elde edilen yiiksek enerjili X 1sinlari ile derin yerlesimli tiimorlerin tedavisinde de
kullanilabilmektedir.

Radyoterapinin temel hedefi, tiimorde yiiksek doz saglanirken normal
dokularda miimkiin oldugu kadar diisik doz olusturmaktir. Ozellikle ciltte
olusturdugu akut ve kronik etkiler, yara iyilesmesini olumsuz olarak etkilemesi,

kullanimini kisitlayicr faktorler olabilmektedir.

FLEPLERIN TANIMLANMASI VE SINIFLANDIRILMASI

Flep Tanm Ve Tarihcesi
Flepler, doku eksikliklerinin onarimi i¢in hazirlanilan, taban1 veya
pedikiiliinden giren arter ve venlerle dolagimi saglanan deri, deri alti, fasya, kas,

kemik ya da bu dokularin kombinasyonunu i¢erebilen doku pargalaridirlar.

Fleplerin rekonstriiktif cerrahide kullanimlar1 M.O. 600’lu yillara dayanir. Ilk
kayitl flep kullanimi, Sushruta Samhita’nin nazal rekonstriiksiyon amaglh pedikiilli
flepleri kullandigin1 isaret etmektedir. Viicudun ¢esitli yerlerinde yara iyilesmesinde

zorluklarla karsilasildigi igin, bu bolgelerde random flepler denenmistir (18) .

19. yy’a kadar bir siirecte bu bilgilerin hepsi unutulmus, duragan siireg
baslamistir. Carpue alin fleplerini bagarili bir sekilde kullanmasi ile 20. yy’da
yeniden ilerleme donemine girilmis ve ilk kez random tiip flepler kullanilmaya
baslanmistir. Yine bu donemde fleplerde delay ile flep yasamini arttirma prosediirii
yapilmaya baslanmigtir. Carl Manchot, bir Alman anatomist, 1889°da deride
kanlanmay1 saglayan anatomik bolgeleri tanimlamistir (19). Tansini 1906’da

latissimus dorsi muskulokutan flebi tanimlamustir (20).



1950-1975 yillar1 arasinda donemin en 6nemli gelismesi McGregor ve Morgan
tarafindan random ve aksiyel paternli flep kavramlarmin ortaya atilmasi ve tam
olarak agiklayamasalar dahi aralarinda bazi farklarin oldugunu belirtmeleridir. Fasya-
deri ve kas-deri fleplerindeki hizli gelismeye ek olarak ameliyat mikroskobunun

kullanima girmesiyle birlikte serbest doku aktarimlari giindeme gelmistir (21).

1977°de Ger Atlanta’da ilk kez kas ve kas-deri fleplerini, 1981°de Ponten
fasyokutan flepleri tarif etmistir. 1981°de Mathes ve Nahai kas fleplerini vaskiiler

anatomiye gore siniflamislardir (22) . 1987 de Taylor anjiozomlari tarif etmistir (23).

Fleplerin Simiflandirilmasi
Flepler; tasinma sekli ya da hareket kabiliyetine gore, dolasim sekline gore ve

icerdigi dokuya gore tiplendirilirler (18,21,24,25).

Fleplerin tasinma ilkesine gore siniflandirilmasi

Flepler tasinma sekline gore lokal ve uzak flepler olarak ikiye ayrilir.

Lokal fleplere; ilerletme flepleri, transpozisyon flepleri, rotasyon flepleri,
interpolasyon flepleri 6rnek olarak gosterilebilir. Serbest flepler ve uzak pedikulli

flepler uzak flepler sinifina girer.

Fleplerin icerdigi doku tipine gore siniflandirilmast
Cilt flepleri, fasya, fasya-cilt flepleri, adipofasyal flepler, kas ve kas-cilt
flepleri, kemik dokusu igeren flepler, ii¢ farkli dokuyu beraber igeren flepler olarak

isimlendirilirler.

Fleplerin dolasimina gore siniflandiriimast
Deri flepleri McGregor ve Morgan tarafindan dolasmina gore random paternli

flepler ve aksiyel paternli flepler olarak ikiye ayrilmistir (Tablo 1).

Tablo 1: Deri flebinin dolagima goére siniflandiriimasi

Random paternli flep Flep dolagimimi besleyen dominant, belirgin bir pedikiil
yoktur. Flep, dermal subdermal pleksus tarafindan beslenir.

Aksiyel paternli flep Flebin icinde boylu boyunca seyreden spesifik direkt
kutandz arter yani tanimlanmig anatomik arteryel-vendz
damarlar igerirler.




Fasya-cilt flepleri, flebi besleyen perforatér damarlarin kaynagina gore iki

smiflandirma yontemiyle tige ayrilir (Tablo 2).

Tablo 2: Deri flebinin dolagima gore siniflandirilmasi

Cormack-Lamberty Simiflamasi Nahai- Mathes Siniflamasi

Tip A: Birden ¢ok perforatérden beslenir. Tip A: Direkt deri perforatoriinden beslenir.

Tip B: Tek bir perforatdrden beslenir Tip B: Septokutandz perforatdrlerden
beslenir.

Tip C: Segmental perfotdrlerden beslenir. Tip C: Muskulokutandz perforatérlerden
beslenir.

Kas, kas-deri flepleri ise Nahai- Mathes siniflamasina gore 5 tipe ayrilir (Tablo
3).

Tablo 3: Kas, kas-deri flebinin dolagima gore siniflandirilmasi

Tip1l Tek vaskiler pedikil: Kasa tek bir vaskiler pedikil girer. Ornek: M. Vastus
lateralis, m. Abductor digiti minimi, m.anconeus

Tip 2 Dominant vaskiler pedikil(ler) ve minor vaskiler pedikil(ler): Bu flebin
kullanilabilmesi i¢in dominant pedikiiliin korunmasi ve minér pedikiillerin bir
kismi veya tamaminin kesilmesi gerekir. Ornek: M.gracilis, m.brachioradialis

Tip 3 Dominant pedikiiller: Genis iki pedikiil vardir ve her biri tek basina kasi
besleyebilir. Ornek: G. maksimus, m.orbicularis oris

Tip4 Segmental vaskiiler pedikiiller: Kas boyunca giren genellikle esit buyUklikte
segmental pedikiiller vardir. Her segmental pedikiil kasin bir segmentini besler.
Ornek: M.sartorius, m.tibialis anterior

Tip 5 Dominant vaskiiler pedikiil ve sekonder segmental vaskiiler pedikiiller: Kasin
genis bir pedikiilii vardir ve pedikiil kas1 besler. Ornek: M.latissimusdorsi,
m.pectoralis major

Flep Fizyolojisi
Flepleri greftlerden ayiran en 6nemli 6zellik intrinsek dolagimlarinin olmasidir,
bu nedenle flepler kritik doku kayiplarinin rekonstriiksiyonunda kullanilmaktadir.

Flep dolasgiminin iyi bilinmesi cerrahi bagariyr arttirmak acisindan biiyiik 6nem tagir.

Fleplerin de diger dokular gibi makro ve mikro dolagimlari mevcuttur.
Makrodolasim flebi besleyen ana arter ve venler sayesinde saglanir. Makrodolagimin

anatomisi flebin tanimlanmasinda ve tasariminda kullanilir. Flebin ana arteriyal




akimi ve vendz geri donilisii mikrodolasim yatagi tarafindan olusturulur, bdylece
flebin beslenmesi ve oksijen ihtiyaci karsilanirken karbondioksit ve metabolik
atiklarin flepten uzaklastirilmasi saglanmis olur. Bu mikrodolagim diizeyi arterioller,
venlller, kapiller damarlar ile arteriovenoz anatamozlar seviyesindedir ve perflizyon

kontroliiniin en fazla oldugu, asil metabolik degisimin gerceklestigi yerdir (26,27).

Derinin beslenme alanlar ile ilgili topografik tasvir ¢alismalar ilk olarak bir
Alman anatomist Manchot tarafindan 1889’da kadavralar tizerinde yapilmistir.
1983°de Spalteholz kaslar ve sonrasinda fasyal septalar arasindan deriye ulasan
arteriyel sistemleri tanimlamistir (28). Bu c¢alisma da fasyokutandz ve
muskulokutanéz fleplerin temelini olusturmustur. Bu ¢alismalar anatomik temelde
aciklayici, ancak potansiyel bolgesel vaskiiler perfiizyon hakkinda yetersizdi.
Periferik vaskiiler topografik ¢alismalari Manchot ve Salmon, Taylor ve arkadaslar

yapmislar ve anjiyozom konseptini tanimlamislardir (23) (Sekil 1).

PLEKSUSLAR

Subkutan doku

Fasya

Kas

Septokutan Arter
internal Arter

Sekil 1: Derinin kan dolagimi. Daniel RK, Kerrigan CL. Principles and
Physiology of Skin Flap Surgery. In: McCharty JG, Saunders WB. Plastic surgery.
Philadelphia: 1990: 282

Cilt mikrodolagimi yiizeyel, derin ve orta pleksus olmak {izere ii¢ pleksus ile

saglanir (29). Ylzeyel pleksusda arteriyel ve vendz yapilar bulunur, doku beslenmesi



bu tabakadan saglanir. Arteriyo-venoz santlar (AV santlar) derin pleksus seviyesinde
bulunur. iki pleksus arasinda bulunan ve orta pleksus adini verebilecegimiz
pleksusda ise vendz komponent agirliklidir. Deriye gelen kan akiminin kontrolii
arteriyoller diizeyindedir. Sempatik sistem arteriyoller ve AV santlardaki diiz kas
tonusunu diizenleyerek etki gosterir. Her t¢ pleksusun en énemli gorevlerinden biri
1s1 regiilasyonu digeri ise yara iyilesmesine yeni damar olusumunu saglayarak
katkida bulunmalaridir. Yaslanma, radyasyon, sigara ve yaniklar mikrodolagimi
olumsuz etkilerler. Mikrodolasimin olumsuz etkilendigi her durum flep

yasayabilirligini azaltacaktir (Sekil 2).

Termmal aneriol f

Arteriyovendz anastomoz

Sekil 2: Derinin Mikrodolasimi

Deri ve derin dokular1 besleyen bir ana arterin olusturdugu alan “anjiozom
kavram1” olarak tanimlanir. Anjiozom olarak adlandirilan 3 boyutlu anatomik
vaskiiler alanlar deri ve kemik arasinda uzanan bir kaynak arter (segmental veya
dagitic1) ve buna eslik eden ven(ler) tarafindan beslenir. Her anjiozom eslesen
arterizom (arteryel alanlar) ve venozom (vendz alanlar) alt gruplarina ayrilabilir.
Anatomik caligmalar viicutta yaklasik 374 ana perforatoriin oldugunu dolayisiyla
heniiz tanimlanmamis pek c¢ok potansiyel deri flebi alanmin oldugunu
gostermektedir. Anjiyozom kavrami dinamik bir kavramdir. Her anjiyozom
yanindaki anjiyozom ile ya baglanti halindedir ve anastomoz yapar buna “true
anastomoses” denir ya da kalibrasyonu incelerek diger anastomoz ile baglant1 kurar,
buna da “choke anastomoses” adi verilir. Flep “delay” prosediirii uygulandiginda

“choke anastomoses”, “true anastomoses” kalibrasyonuna dilate olurlar. Bir sonraki



asamada Taylor ve Minabe vaskiiler bolgeleri tam olarak tanimlayabilmek igin
Salmon’un “retiform anastomoses” kavramini “choke anastomoses” kavrami ile
birlestirmislerdir. Arteriyel sisteme eslik eden vendz baglantilarin (“oscillating
veins”) oldugunu sdylemislerdir. Bu venlerin kapaksiz venler oldugu ve her iki
yonde kan akimina olanak sagladigi belirtilmistir. Bu sayede ters akimli flepler

dizayn edilmis ve fizyolojileri agiklanabilmistir (30) .

Deri kan akiminin ana diizenlenmesi arteriolar diizeydedir. Sempatik tonus,
prekapiller sfinkterler, arterioller ve arteriovendz anastamozlardaki akimi diizenler.
Lokal ya da sistemik sempatik tonusa cevap olarak prekapiller sfinkterlerin
kontraksiyonu, kan akiminin kapiller yatagi arteriovenéz anastamozlar araciligiyla
by-pass etmesine neden olur. Bunun disinda flep kan akimi; sistemik santral kan
basinct ve mikrodolasimdaki endotel, trombosit, kan hiicreleri gibi hiicresel

faktorlerden de etkilenir.

Flep Kan Akiminin Ayarlanmasi

Deri kan akimi sistemik ve lokal etki mekanizmalar1 ile kontrol edildir.
Sistemik kontrol noral ve humoral regilasyonun kontrolli altindadir. Noral
reglilasyon predominanttir ve primer olarak sempatik fiberler ile a-adrenerjik
reseptorler zerinden vazokonstriksiyon yaparak; R-adrenerjik reseptorler tizerinden
vazodilatasyon yaparak etki ederler. Ek olarak a-adrenerjik reseptorler arteriyoventz
anastomozlar uzerinde bulunurlar ve vazokonstriksiyon yaparlar. Bu mekanizma
sayesinde, arteriyol ve arteriyovendz anastomozlarda bulunan diiz kaslarin tonusu

degistirilerek regiilasyon saglanir (31).

Humoral regiilasyonda sistemik vazoaktif maddeler spesifik reseptorleri
uzerinden etkilidirler. En dnemlilerinden epinefrin ve norepinefrin (NE) a-adrenerjik
reseptorler Gzerine etkir ve vazokonstriksiyon yaparlar. Kortizol ise bu yollart dolayli

olarak etkileyerek gorevini yapar (31).

Endojen vazoaktif maddeler ise kendilerine spesifik reseptorler tizerinden etki
goOsterir.  Seratonin, tromboksan A2 (TXA2), prostoglandin F2a (PGF2a)
vazokonstruksiyon yaparken; prostoglandin EI (PGE1) prostoglandin 12
(prostosiklin), histamin, bradikinin, Iékotrien C4 ve D4 vazodilatasyona neden
olmaktadir (31).
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Kan akiminin lokal kontrolii baska deyisle otoregiilasyonu, viicudun pek ¢ok
bolgesinde kontrol mekanizmasidir. Ozellikle metabolik hizin yiiksek oldugu kas
iskelet sistemi bu sekilde idare olunur. Hiperkapni, hipoksi, asidozis gibi metabolik
faktorler vazodilatasyon nedenidirler. Ek olarak fiziksel faktorlerin pek ¢ogu da kan
akimi regiilasyonunda etkilidir. Artmis doku perfiizyon basinci “myojenik refleks” i
tetikler. Bu da vazokonstriksiyon ile sonuglanir. Lokal hipotermi lokal kan akimini
azaltarak direk vaskuler duz kaslara vazokonstruktor etkide bulunur. Hipertermide
bunun tersi etkidedir. Reolojik (akis bilim=maddenin s1v1 halini inceleyen bilim dal1)

faktorler sadece anormal kondisyonlarda kan akimina etkilerler (27,31).

Flep Kaybi Ve Iskemi Reperfiizyon Hasar
Fleplerin bazilarinda distal veya periferal nekroz olusmasi, bazilarinda ise
flepte total sag kalimin saglanmasi fleplerin dogal kan akimlarina ve iskemi

toleransina bagl olarak degisiklik gostermektedir.

Fleplerde nekrozun flep distalinde ger¢eklesmesinin nedeni, elevasyon sonrasi
perfiizyon basincinin en diisiik oldugu yerin flep distali olmasidir. Fleplerde distalde
arteriyollarda vazokonstriksiyon da bu siirece katkida bulunmaktadir. Flep
elevasyonu sonrasi besleyen damarlar ve sempatik sinirler flepten ayrilir. ilk 12-18
saat icinde dramatik olarak flep distalinde kan akimi azalir. Kan akimi azalmasi
sonrasinda vazokonstriktor madde salmimlari nedeni ile akim daha da azalr.
Sempatik norotransmitterler 12-24 saat igerisinde tiikenirler. 2-3 gun sonra da flep
yatagindan revaskiilarizasyon meydana gelir. Flep distalinde bulunan iskemi 6-12
saat boyunca devam ederse dolasim saglandiginda reperfiizyon yaralanmasi nedeni
ile mikrovaskiiler kapanma meydana gelir ve genellikle dokularda nekroz gelisir
(30).

Kihiabani ve Kerrigan yaptiklari calismada iskemi sonrast reperfiizyon
yaralanmasi olayinda kas ve deri fleplerinde farkliliklar tespit etmislerdir. Kas
fleplerinde reperfiizyon sonrasinda erken hiperemik fazda vazoaktif maddeler etkisi
ile kan akimmin arttigimni gosterirken, yine bu vazoaktif maddeler nedeni ile deri

fleplerinde vazokonstriksiyon olmaktadir (32,33).
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Arteriyel yetmezlikler flep nekrozunda oldukc¢a 6nemli olmasina ragmen venoz
doniiste olduk¢a dnemlidir. Serbest doku nakillerinden sonra ven6z okliizyona bagl
flep kayiplar1 daha 6n plana ¢ikmaktadir (34). Yapilan hayvan ¢alismalarda sekonder
iskeminin primer iskemiye oranla flep kaybinda daha koOtU sonuglar dogurdugu

bilinmektedir.

Kerrigan ve ark.’lari, ti¢ durumda flebin tamaminin nekroza gidecegini
bildirmiglerdir. Bunlar; intrinsik kan akimindan daha genis hazirlanmis flepler,
arteriyel tromboz ve vendz tromboz olarak siralanmaktadir. Random ya da aksiyel
tasariml1 pedikiillii fleplerde tromboz genellikle hatali flep planlamasi sonucunda
mikrodolasimda diisiik akim paterninin gelismesine, iskemi reperfiizyon hasarina,
mikrodolasimi etkileyen sistemik faktorlere (hipotansiyon, sepsis, sigara kullanimu,
vazokonstriktorler) ya da flebin fiziksel kompresyonuna (uygun olmayan

adaptasyon, king, hematom) sekonder olarak ortaya ¢ikar (33).

Flebin kaldirilmasindan sonra oOzellikle flebin iskemik distal kisminda ¢ok
sayida ve ileri derecede metabolik degisiklikler ortaya cikar. Iskemik dokularda
oksijen diisiisii ile anaerobik metabolizma hizlanir, glikoz ve Adenozin-Tri-Fosfat
(ATP) seviyelerinde hizli diisis, buna karsin karbondioksit ve laktik asit
seviyelerinde artis meydana gelir. Prostasiklin ve tromboksan diizeyleri ciddi sekilde
yiikselir. Glikoz ve glikojen tiiketimi flebin iskemik ancak yasayan boliimlerinde,
iskeminin derecesine gore artis gosterir. Glikoz tiiketimi 3. giinde pik yapar ve 7.

gunde normale déner (30).

Iskemik kalan dokuda oksijen yetersizligi nedeniyle aerobik solunumun yerini
anaerobik solunum alir, hiicresel oksidatif fosforilasyon durur ve buna bagl olarak
ATP ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir (35). Dokuda hucresel
yagsamin devami ic¢in gereken enerjiyi saglamak icin ¢ok daha fazla substrat
kullanilmaya baslar buna sekonder olarak da dokuda karbondioksit (CO2) ve laktid
asit gibi hiicresel atiklar birikir. Hiicrede enerji depolarinin bosalmasi ile hiicre
zarinda bulunan sodyumpotasyum ATPaz (Na-K-ATPaz) pompast inhibe olur.
Sonugta hiicre i¢inde sodyum (Na) ve kalsiyum (Ca) konsantrasyonlar1 artar (36).
Hicre icinde Ca konsantrasyonunun artis1 hiicre i¢in sitotoksiktir (37). Bu donemde

hlicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile ve hiicre zarindaki fosfolipidlerin
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katabolizmasinin baglamasi nedeniyle proinflamatuar sitokinlerin ve 16kosit
adhezyon molekiillerinin yapiminda artis olusur. Iskemi déneminde ATP (retimi
anaerobik yolla oldukca azalarak devam ettigi halde hiicresel kullanimi devam ettigi
icin ATP’nin yikim {riinleri olan AMP (adenozin-mono-fosfat) ve adenozin miktari
artar. Adenozin ise hiicre disinda inozin ve hipoksantine parcalanir. Dolayisiyla,
iskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin (ATP ve fosfokeratin) yikimi,
dokuda ksantin ve hipoksantin gibi plrin metabolitlerinin birikimine hiicre icinde
inaktif durumda olan proteazlarin aktive olarak ksantin dehidrojenazin (KDH),
ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol acar (38). Normal sartlarda hipoksantin tirik
asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alici nikotinamid adenin dintikleotid
(NAD) dir. Ancak hipoksi ya da iskemi nedeniyle KDH, KO’a doniistiigiinden
hipoksantinin iirik asite doniisiimii KO tarafindan gergeklesir ve bu reaksiyonda ise
elektron alic1 olarak molekiiler oksijen kullanilir. Sonug¢ olarak toksik siiperoksit

radikallerinin olusumu da artar (39) (Sekil 3).

" ATP
m |
]
g AMP
pe * Ksantin
dehidrogenaz
Adenozin
l gt L Proteaz
inozin Ksantin
‘ oksidaz
¥

Hipoksantin e O
4 -
Ksantin
O,

Reperfiizyon .

Sekil 3: Reperflizyon sirasinda direkt olarak hiicresel hasar olusturabilen toksik oksijen
radikallerinin olusumu
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Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili ¢esitli faktorler ileri
striilmiistiir. Bunlar birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve humoral olaylar

serisidir.
Iskemi reperfiizyon hasarini olusturan dort ana bilesen:
1. Serbest oksijen radikalleri,
2. Polimorf naiveli I6kositler (PNL),
3. Kompleman sistemi,
4. Endotel hiicreleridir.

Serbest oksijen radikalleri

Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekiildiir. Genelde
elektronlar bir atom veya molekiilde birbirlerini esleyecek miktarda bulunduklari i¢in
atom veya molekil stabildir; ancak molekile bir elektron ilavesi ya da bir elektron
kayb1 olusmasi molekiilii reaktif hale getirir. Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve
dis etkenlere karsi organizmanin savunmasinda da belirli oranda olusur ve hiicresel
mekanizmalarla olas1 zararli etkileri 6nlenir. Hiicrelerde olusan serbest radikallerin
endojen kaynaklar1 oksijen, nitrik oksit (NO), uyarilmis notrofil, mitokondriyal
elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma

membranidir (40).

Solunumla alinan oksijenin % 95’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde
enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik %35°1 de serbest radikallere doniismektedir .
Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve siiperoksit
dismutaz (SOD) aracilig1 ile hidrojen peroksit (H202)’e indirgenir. Hidrojen peroksit
eslenmemis elektron icermedigi icin tek basina radikal degildir. H202, katalaz
(KAT) veya glutatyon peroksidaz (GSH- Px) tarafindan toksik olmayan {iriinlere
doniistir veya Fenton reaksiyonu sonrasi hiicre igin ¢ok toksik olan hidroksi (OH- )
molekilu olusur. Hidroksil radikali negatif yiiklii olmasi nedeni ile DNA, 21 protein,
karbonhidrat ve lipitler gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek bu yapilarda
oksidatif hasara neden olur. Membran liptlerinin peroksidasyonu ve hiicre zarinin
sekonder olarak permeabilitesinde artma, hiicresel proteinlerde ¢apraz bag olusumu

ile proteinlerin yap1 ve fonksiyonunun bozulmasi, DNA’nin yapisinda bulunan timin
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ile reaksiyona girerek sarmal yapiin kirilmasi serbest radikallerin hiicre iginde
olusturdugu etkilerdir. Siiperoksit radikalleri (SOR) ayni zamanda PNLler igin
kemotaktik 6zellik gosterir (41).

Reperfiizyonun baslangi¢c déoneminde, mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde
endotel hiicrelerinde NO olusumu azalir. Siiperoksit radikali ile NO arasindaki
dengenin bozulmasi, endotel hiicrelerinden PAF, TNFoa gibi inflamatuvar
mediyatorlerin salinmasina ve l6kosit-endotel hiicre adhezyonuna aracilik eden
adhezyon olekiillerinin biyosentezinin artmasina neden olur (41).

Polimorf Nuveli Lokositler (PNL)

Reperfiizyon hasarimi 6nlemeye yonelik yapilan calismalar, reperflizyonda
vaskiiler permeabilitedeki artistan baslica notrofillerin sorumlu oldugunu gostermistir
(42,43) . I-R ile lokosit aktivasyonu, kemotaksis ve I6kosit adezyonu meydana gelir
(44) . iskemi reperfiizyon hasarinda PNLlerin rolii ile ilgili bazi mekanizmalar ileri

stiriilmistiir (42,43). Bunlar:
1) Mikrovaskuler okliizyon,
2) SOR salinmasi,
3) Sitotoksik enzim salinmasi,
4) Vaskuler permeabilite artisi,
5) Sitokin salinmasinda artis,
6) Apopitozun tetiklenmesi.

Yapilan son calismalarda, notrofillerin aktivasyon ve dokuya infiltrasyon
derecesi ile reperfiize dokudaki nekroz ve apoptozis derecesi arasinda bir korelasyon
oldugu bulunmustur (45). PNLler damar i¢inde olusturduklari hiicre topluluklari
(agregatlar) ve aktive olmus trombositlerle birlikte damar endoteline yapisarak
mikrovaskiiler tikanmaya neden olurlar (46). Iskemi arteriyollerde endotel bagiml
dilatasyonun bozulmasina, kapillerlerde 16kosit tikaclarinin olugmasina ve sivi
filtrasyonunun artmasina, postkapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar digina
sizmasina ve bdylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur. Sonug

olarak dokuya tekrar kan akimi saglansa bile bu tikaclar dolagimin hiicrelere
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ulasmasini engelleyebilirler (46). Serbest radikallerin olusumunda ve I-R hasarinda
6nemli bir kaynak olan notrofiller azurofilik grandllerinde oksidan etkili NADPH
oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz ezimlerini icerirler(47,48). Bu enzimler
oksidatif doku hasarinda 6nemli roller iistlenir. PNLIerin aktivasyonu ile PNL
sekonder graniillerden salinan apolaktoferrin, plazminojen aktivatorii, komplemant
aktive eden enzim ve elastaz, kolajenaz, ve jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar
endotelinde hasara neden olmaktadir. Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda
yapmin degisimi ve duvar yapisinin gevsemesi ile nétrofillerin dokuya gocii

kolaylasir (47,48) . Bu da kisir dongiiniin bir parcasidir.

Hayvan Modeli Ve Toraks Arkasi Deri Flebi

Sican sirtindan hazirlanan flep modeli, ilk olarak 1965 yilinda Robert
McFarlane ve ark.’ lar tarafindan tanimlanan kraniyal tabanli yarimada sekilli sigan
sirt deri flebidir. O yillarin gozde konularindan biri olan “geciktirme kavramini”
arastirmak tizere gelistirilmis olan bu model “random” dolasim paternine sahip kabul
edilmis ve sonraki yillarda ¢esitli arasgtirmalarda kabul gormiistiir. Flep
beslenmesinin 6zellikle flep geciktirme kavraminin arastirildigi modellerde standart
bir nekroz alaninin bulunmasi ve kolay hazirlanmasi nedeniyle bu flep sikg¢a tercih
edilmistir. Fleplerin vaskiiler temelinin daha iyi anlagilmas: ile random tasariml
fleplerin rekonstriiktif cerrahide kullanimi azalmis, yerine aksiyel tasarimli deri
fleplerinin kullanim1 artmistir.

Toraks arkasi flebi, Shamsuddin Syed ve arkadaslari1 tarafindan 1992 yilinda
tanimlanmistir. Sicanlarda yaptiklar1 ¢calismada, damar i¢ine boya vererek kutanz
maksimus kas1 lizerinde bulunan daha genis bir deri bolgesinin lateral torasik
arterden kan alabildigini gostermislerdir. Lateral torasik-ortak torasik- aksiler damar
sisteminden kan alan bolge toraks sinirlarini biraz asmakla birlikte bu flep daha
kiigiik planlanir. Flebin siiperior kismi skapula ucu, asagida toraks alt kenari,
medialde sirt orta ¢izgisi, lateralde ise 6n koltuk alt1 ¢izgisi arasinda kalan kabaca
dikdortgen bi¢imli bir alandir. Flebin kranyal, kaudal ve medial kenarlar1 kesilip
derin kaslar iizerindeki gevsek plandan disseksiyon yapilinca flebin alt yliziinde
bulunan lateral torasik arter dallarinin dagilimi1 goriiliir. Bunlar izleyerek aksillaya

dogru pedikiil glivence altina alinarak disseksiyona devam edilir. Bu bilgiler 1s1g1nda
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calismamizda lateral torasik arter pedikiillii aksiyel paternli deri flebi kullanilmigtir

(49) (Sekil 4).

1 T
S I -
-~ ' )
- ' )
- ! )
] ]
. ' g '
' \'\ \ 1
' - {
| o
] ' N /
| /’
L
—
- = il
{

Sekil 4: Lateral torasik arter pedikilli aksiyel paternli deri flebi
KOK HUCRE

Kok hiicre tanim ve tiirleri

Kok hiicreler, uygun biyokimyasal sinyallerin varliginda farkli hiicre tiplerine
doniisebilme 6zelligine sahip hiicrelerdir. ilk kok hiicre izolasyonu Evans ve ark.
tarafindan 1981 yilinda gergeklestirildi (50). Kok hiicre tanimi bugiinkii anlayisimiza
1961 yilinda Till ve Mc Culloch’un irradiye edilmis farelere sinjeneik tiirden kemik
iligi verdigi zaman fare dalaklar1 {izerinde olusan kolonileri tanimlamalar ile
gelmistir. Kemik iligi nakli yapilan farelerin dalaklarinda mikroskobik olarak
belirlenmis eritroid, miyeloid ve megakaryositik serilere farklilasabilen kolonilerin
varliginin gdsterilmesi, bu kolonilerin multipotansiyel kok hiicreyi ifade edebilecegi
goriisiinden hareketle bu kolonilere Colony Forming Unit-Spleen (CFU-S) adi

verilerek multipotansiyel kok hiicrenin tanimi yapilmustir (51).

Kok hiicrelerin simiflandirilmasi

Kok hiicrelerin farklilasma kapasitelerine gore hiyerarsileri vardir; totipotent,
pluripotent, multipotent ve unipotent olarak adlandirilabilir. Bu hiicreler embriyo,
embriyo-sonrasi tiim doku ve organlar ile embriyo-dis1t membranlarin ve organlarin

kaynagini olusturan kok hiicre tiirleri olarak tanimlanir (52,53).

Totipotent Hiicre: Erkegin spermi ile kadinin yumurtasi birlestiginde yani
dollenme meydana geldiginde olusan hiicre (zigot) tek basina tiim organizmay1

meydana getirebilecek genetik bilgiye ve gilice sahiptir. Bu hiicrelere her seyi
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yapabilen anlamina gelen totipotent hiicre denir. Dollenmeden sonraki ilk 4 gin
icinde olusan hiicrelerin her biri totipotent hticredir ve sinirsiz farklilasma ve farkli

yonlere gidebilme 6zelliginde olan kok hiicrelerdir (52).

Pluripotent Hucre: Fertilizasyonun yaklasik besinci giiniinde, yaklasik 150
hiicreden olusan ve ici siv1 ile dolmaya baslayan kistik bir yapr olusur. Bu yapi
blastokist olarak adlandirilir. Blastokisti olusturan bu hiicreler mezoderm, endoderm
ve ektodermden koken alan ¢ok farkli hiicre ¢esidine doniisebilme potansiyelindedir.
Bu 6zellige sahip hiicrelere de pluripotent hiicreler denir. Viicuttaki biitiin dokulari

ve trofoblastlar1 olusturabilir ancak bir bireyi meydana getiremez (54).

Multipotent Hucre: Hayatin ilerleyen donemlerinde yerlestikleri dokunun hiicre
tipini lireten daha 6zellesmis olan bu tip kok hiicreler multipotent yetiskin tip kok
hiicreler olarak adlandirilir. Yetiskin kok hiicre bir doku ya da organdaki farklilagmis
hiicreler arasinda bulunan farklilagsmamais hiicre olup kendisini yenileyebilir ve i¢inde

bulundugu doku ya da organin 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilir (52,53).

Oligopotent hiicre: Lenfoid ve myeloid hiicrelerde oldugu iizere sadece birkag

hiicre grubunu olusturan kok hiicrelerdir (52).

Unipotent hiicre: Kemik iligi, Kas ana hiicresinde oldugu iizere bir hiicre tipini
olusturan kok hiicrelerdir (52). Eriskin kok hiicreler olarak da isimlendirilirler.
Dogumdan sonra dokulardan elde edilen, kendini yenileyebilme ve farklilasabilme
yetenegine sahip hiicrelerdir. Kemik iligi, kan, beyin, yag, kas, karaciger, pankreas,
dis, umbilikal kord kanindan elde edilebilirler (54). Bu kok hicreler, kaynak

dokusunda bulunan hiicre toplulugunun ¢ok az bir kismini olustururlar (Sekil 5).
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Sekil 5: Kok hiicrelerin farklilasma 6zelliklerine gore siniflandiriimasi

Mezenkimal Kok Hicreler

Koken aldigr doku disinda pek c¢ok hiicre tipine farklilasma yetenegine sahip
multipotent kok htcrelerdir. Mezenkimal Kok Hucreler (MKH) ilk olarak
Friedenstein ve Petrakova tarafindan tanimlanmiglardir (55). MKH heniiz diferansiye
olmamis multipotent hiicreler olup en ¢ok calisilan MKH’ler kemik iligi kaynakli
olanlardir. Kemik iligi yani sira cilt, amniyotik s1vi, sinovyal s1vi, umblikal kord kan
veya yag kaynakli MKH’ler de mevcuttur. MKH’ler kemik, kikirdak, kas, kemik iligi
stromasi, tendon, ligament, yag ve diger bag doku elemanlarina doniisebilme
yetenegine sahip hiicrelerdir (56,57). MKH’ler, kiiltirde izolasyon ve
ekspansiyonlarinin kolay olmasi, multipotent Ozellikleri, migrasyon 0Ozellikleri,
immiinmodiilatuar etkileri ve tedavi amaciyla kolayca ¢ogaltilabilmesi sebebiyle

ciddi aragtirma ve kullanim aln1 bulmaya baslamistir.

MKH’lerin gonderildigi ortamdaki hiicrelere doniisebilme kabiliyeti sonrasi iki
adet kavram ortaya ¢ikmistir. Dokuya 6zgun kok hicrelerinin, kaynak dokudan daha
farkli bir hiicre tipine farklilasabilme yetenegine “erigkin kok hiicre plastisitesi”

denir. Transdifferensiasyon ise, kok hiicrelerin plastisite potansiyeli anlaminda
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kullanilan bir fenomendir. MKH’lerin plastisite yetenegi simdiy kadar yapilan pek
cok calismada kanitlanmistir (57,58).

MKH’lar tarafindan salgilanan anjiogenik, antiapopitotik ve mitojenik faktorler
hasara ugramis dokularin rejenerasyonu saglar, yara iyilesmesini aktive eder,
vaskularizasyonu arttirir. Transforming growth faktor- R (TGF- B), hepatosit growth
faktor, IL-1, IL-1B, IL-3, IL-6, IL-7, IL-11 bunlara 6rnek olarak gosterilebilir (59).

Mezenkimal kok hiicre arastirmalarinda gerceklesen son 10-15 yildaki
gelismeler bircok hastalikta hiicresel tedavi ve doku miihendisligi uygulamalarinin

onemli biyolojik araglar1 olacagini géstermektedir.

VASKULER STROMAL FRAKSIYON

Yag Dokusu

Yag dokusu, baskin hiicre tipi yag hiicreleri (adiposit) olan bag dokusunun 6zel
bir tipi olup mezenkimal kdkenlidir. Adipositler bag dokusunda tek basina
olabilecekleri gibi kiicik gruplar halinde de bulunabilir (7). Yag dokusu, zengin bir
vaskiiler yatak ve sinir agina sahip bir bag dokusu ile tam olmayan lobdllere
boliinmiistiir. Adipositler, retikiiler liflerden zengin ince ve ag seklinde bir yap: ile
desteklenerek birbirlerine baglanirlar. Yag dokusunda bulunan hiicrelerin yaklagik
tigte ikisi adipositlerdir. Diger hiicreler; ¢esitli kan hiicreleri, endotel hicreleri,
perisitler, fibroblastlar ve cesitli farklilasma evrelerinde olan 6nciil hiicrelerdir (60).
Yag dokusu insanlarda ilk olarak embriyonal hayatin {i¢lincii ayindan itibaren
viicudun ¢esitli bolgelerinde (yanak, boyun, omuzlar, kalga, perirenal) goriilmeye
baslar. Ilk olarak iginde yag bulundurmayan yogun mezenkimal hiicre kiimeleri
olusur ve bunlar organize damar agiyla sarilir. Kapillerlerin ¢evresinde yogun yag
igeren Oncii yag hiicresi kiimeleri olusur. Yag dokusu gelisiminin son asamasinda
yag hiicrelerinin boyutu artarken bunlar1 ¢evreleyen septalar olusur. Embriyogenez
esnasinda yag dokusu olusumu ile damar ag1 olusumunun siki bir iligki i¢inde oldugu
goriiliir. Yag hiicrelerinden salinan spesifik biliylime faktorlerinin anjiogenezisi
yonlendirmesi 6nemli bir konudur (7). Biiyiime faktorlerine ek olarak salinan
‘monobutyrin’ yag dokuya spesifik bir anjiogenez faktoriidiir (12,61). Yag dokusu
adipositlerin igerdigi lipid damlaciklarina gore unilokiiler (beyaz) ve multilokiiler

(kahverengi) yag dokusu olarak siniflandirilir. Beyaz adipositler sadece biiyiik bir
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yag vakuoliine sahiptir. Yag asitlerinin depolanmasi ve kullanilmasindan rol alirlar.
Kahverengi adipositler multilokilerdir ve hiicre icinde bol miktarda mitokondri
vardir. Uyarildiklarinda depolanmis kimyasal enerjiyi 1siya doniistiiriirler. Yag
dokusunun gorevleri sunlardir; enerji depolama, yagda eriyen vitaminleri depolama,
fiziksel koruma, 1s1 iiretimi, adipokin (adipositokin) salinimidir. Adipokinler yag
dokudan salinan protein yapisindaki maddeler olup endokrin, parakrin ve otokrin

etkilere neden olurlar (7).

Vaskular Stromal Fraksiyon (VSF)

Vaskuler stromal fraksiyon yag dokudan ozel tekniklerle elde edilen bir
triindiir. Yag dokusu kiiciik parcalara boliindiikten sonra kollajenazla muamele
edilerek hiicreler aras1 baglantilar kirilir. Olusan siispansiyon santrifiij edildiginde ii¢
kisma ayrilir; iistte olgun yag hiicrelerinden agiga ¢ikan trigliserit, ortada olgun yag

hiicreleri ve en altta VSF yer alir (Resim 1).

Resim 1: Vaskuler Stromal Fraksiyon
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Vaskuler stromal fraksiyon icerisinde preadipositler, fibroblastlar, endotel
hlcreleri, duz kas hicreleri, perisitler ve kok hiicreler bulunmaktadir (3). Vaskiiler
stromal fraksiyon igerisindeki kok hiicreler uygun ortamlarda g¢ogalabilmekte,
farklilasabilmektedir. Bu hiicreler tedavi amacli doku yenilenmesinde biiyiik bir
potansiyel olusturmaktadir. Yag dokudan elde edilen kok hiicreler, kemik iliginden
elde edilen kok hiicrelerle ayn1 isleve sahiptir. Yag dokunun avantaji daha kolay bir
yontemle elde edilebilmesidir (38-40). Vaskiler stromal fraksiyonun, granulosit
makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), damar endoteli biiytime faktori (VEGF),
hepatosit buylime faktori (HGF), bazik fibroblast buyime faktori (b-FGF), ve
transforming growth faktor - (TGF- B) gibi anjiogenik ve antiapoptotik sitokinleri
tiretme potansiyeli vardir. Hipoksik ortamda vaskiler stromal fraksiyondan VEGF
saliniminin belirgin derecede artmaktadir (5). Anjiogenez, yani yeni damar olusumu,
yara iyilesmesinde onemli bir basamaktir. Dokularin iglevlerini yerine getirebilmesi
icin kendilerine 6zgili damarlanma yapisina sahip olmalar1 gereklidir. Damar endoteli
biiylime faktorii, endotel hiicre biiylimesinin giiglii bir uyaranidir (41). Vaskiiler
stromal fraksiyon icerisinde bulunan preadipositler adipojenik ©6ncu hicre
olmalarmin yan1 sira mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerle parakrin etkilesim
gostermektedir. Preadipositler tarafindan salinan ‘monobutyrin’ bir anjiogenik faktor
olup endotelyal hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir (36,41). Vaskiiler stromal
fraksiyon icerisinde bulunan bir diger hiicre grubu fibroblastlardir. Fibroblastlarin
ana metabolik fonksiyonlari, kollajen, proteoglikan ve elastin sentezidir.
Fibroblastlardan salinan keratinosit biiytime faktorii (KGF) epidermal hiicre
biiylimesini uyarir, TGF-8 ise fibrozisi ve gerilim kuvvetini artirir, platelet kaynakl
blyime faktoru (PDGF) nétrofil, makrofaj, endotel hiicrelerin ¢ogalmasini ve

kemotaksisini uyarir (42).

Patricia A. Zuk ¢aligmalarinda kullandig1 liposaksin materyallerine Islenmis
Lipoaspirat (PLA) adin1 vermis ve tanim olarak VSF’dan ayirmistir. VSF igerisinde
bulunan stromal progenitor hiicreler, uygun sartlar ve mikrogevre altinda adipojenik,
osteojenik, kondrojenik, miyojenik ve ndrojenik farklilasmaya ugrayabilmektedir.
Mezoderm kokenli yag dokusunda bulunan bu kok hiicrelerin transdiferansiasyon

ozelligi, bu hiicrelerin pluripotent olabilecegini diisiindiirmiistiir (62).
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Zuk ve ark. VSF’dan elde edilen ve ¢ok yonlii (multi-lineage) farklilasma
yetenegine sahip bu hiicre grubuna eriskin yag dokusu kaynakli kok hiuicre (ADAS)
adin1 vermislerdir. Yapilan ¢alismalarda PLA veya VSF’dan elde edilebilecek MKH
sayisi, kemik iliginden elde edilen MKH sayis1 ile karsilastirilmistir. Kemik iliginde
MKH oran1 1/10.000-1/100.000 oranlar1 arasinda iken Zuk ve ark.lar1 yaptiklar
calismada 300 ml PLA icerisinde 2-8 x 108 kadar MKH ¢ikabilecegini tespit
etmislerdir (62,63).

Yine Brian ve ark. yaptiklar1 ¢alismada yag dokusunda bulunan her 100
nikleer hlcrenin %1-2’si veya gram yag dokusu basma yaklagik 5000 hiicrenin
MKH oldugunu tespit etmislerdir. Dondr saha probleminin kemik iligine gore
minimal olmasi, islemin kolay ve elde edilen MKH saysinin kemik iligi kaynakli
MKH miktarina gore ¢ok daha verimli olmasi, yag dokusunu degerli, verimli ve en

popiiler MKH kaynagi haline getirmistir (64).

Stashower ve ark. yaptiklar1 ¢alismada VSF ve PLA’tan elde edilen hiicreleri
karsilastirmistir. VSF icerisinde bulunan hiicresel yogunluk PLA’a gbre daha fazla
bulunmustur. Bu hiicresel yogunluk mezensimal progenitér hiicrelerin membran

belirteci olan CD34 ile tespit edilmistir (65).

Eto ve ark.’lar1 da VSF ve PLA igerisinde bulunan hiicrelerin miktarin1 ve
yasayabilirligini karsilastirmistir. Aspirasyon yontemi ile alinan yag hiicrelerinin
travmaya bagl olarak daha fazla hasarlandigi ve total hiicre sayisimin 6li hiicre

sayisina oraninin daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (66).

Yani VSF, PLA’a gore daha yogun MKH icermektedir. Bu da VSF’u klinik ve
deneysel kullanimda kok hiicre miktar1 olarak daha degerli bir kaynak yapmaktadir.
Kemik iligi kaynakli MKH’ler ile ayn1 morfolojik ve farklilagma yetenegine sahip
olan yag dokusu kaynakli MKH’ler, bircok deneysel calismada da kullanilarak

rejeneratif tip igcerisindeki yeri saglamlastirilmaya galisilmistir.

VSF’nin dokuda rejenerasyon, neovaskularizasyon gibi olumlu sonuglarinin
olmasi flep sagkalimi {izerine de etkilerinin olacagini gostermektedir. Bunula 1lgili
cesitli calismalar yapilmistir. Sheng ve ark. yaptigi calismada sicanlarin sirtndan

kaldirilan Mc Farlene flep modelinde VSF’nin flep sagkalimini artirdigi ortaya
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konmustur (8). Yine ayni sekilde Nan Xu ve ark. tavsan kulagindan kaldirdiklar cilt
flebinde vendz konjesyonun flepte yaptigi nekrozu VSF enjeksiyonu ile azalttiklarini
ortaya koymuslardir (67). In-Su Park ve ark. yaptigi ¢alismada 1sik-yayan diyot
fototerapi (light-emitting diode phototherapy) ile adiposit kaynakli stromal hiicrelerin
kombine ve tek tek kullaniminda cilt flebi sagkalimini artirdig1 iizerine yaptiklari

calismada, stromal hiicrelerin olumlu sonuglarini1 gormiislerdir (68).
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GEREC VE YONTEM
Calisma icin, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’nun 16/01/2015 tarih ve 60758568-020/2622 sayil1 yazisi ile onay alinmasi
sonrast calismanin yiiriitiilmesi amaciyla Pamukkale Universitesi Rektorliigii

Bilimsel Aragtirma Projesi (BAP) Koordinasyon Miidiirliigii’nden destek alindi.

Calisma 40 adet 250-300 g agirliginda Wistar susu si¢anlar tizerinde yapildu.
PAUTF Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuari tarafindan saglanan hayvanlar yine
ayn1 laboratuarda ‘PAUTF Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuar1 Usul ve Isleyis

Esaslar1” dogrultusunda bakim ve degerlendirmeye alindi.

Sicanlar uygun kafeslerde, 22420 C sicaklikta ve 12 saat karanlik 12 saat
aydinlik ortamin saglandig1 kosullarda barindirildi. Hayvanlarin beslenme ihtiyaglari
standart laboratuar yemi ve su verilerek diizenli olarak karsilandi. Sicanlar basit
rastgele Ornekleme yontemiyle her biri 9’ar adetten olusan 3 gruba ayrildi.
Degerlendirme gruplarina dahil edilmeyerek istatiksel degerlendirme disinda
tutalacak sicanlar, her iki taraf inguinal yag yastik¢iklar1 yag grefti olarak alinarak
ayni kapta karistirilarak vaskular stromal fraksiyon olusturmak i¢in kullanildi.

CALISMANIN YAPILDIGI BOLUMLER

Tiim cerrahi islemler steril kosullar esaslar1 goz 6niine aliarak PAUTF Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuari’nda yapilmistir. Siganlarin radyoterapi planlamasi
PAUTF Radyasyon Onkoloji Anabilim Dali’nda planlanmis ve radyoterapi ayni
merkezde uygulanmis; VSF elde edilmesi, hiicre sayim1 yapilmast PAUTF Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda ve materyallerin histomorfolojik ve
immunhistokimyasal incelemeleri PAUTF Tibbi Patoloji Anabilim Dali

Laboratuvari’nda gereceklestirilmistir.

RADYASYON UYGULAMALARI
PAUTF Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’nda siganlara radyasyon verildi.
Radyasyon verilmeden 6nce Tedavi Planlama Sistemi sayesinde siganlarin sag toraks

cildine verilmek istenen doz, Tibbi Radyofizik Uzmani tarafindan planlandi.
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Isinlama Plam

Tek fraksiyonda ve ayni anda 3 adet si¢anin i1sinlanmasi planlandi. Siganlar,
doz dagilimina olumsuz etki yansimayan bir koplik iizerinde 1sinlandi. X- 1sinlarinin
masadan geri sa¢ilmasini engellemek amaciyla kopiik altinda 5 cm kalinlikta dokuya
esdeger fantom kullanildi. Isin alani, 30x4 cm?2 olacak sekilde acildi. Radyasyon
dozunu cilt lizerinde yogunlastirmak ve i¢ organlara ulasan dozu azaltmak amaciyla
1,5 cm kalinlikta dokuya esdeger ‘Bolus’ materyali kullanildi (Resim 2). Bolus

materyali sigcanlarin sag toraks cildi lizerine gelecek sekilde yerlestirildi (Resim 3).

Resim 2: Bolus materyali

Sicanlarin Isinlanmasi

Anestezi altindaki sicanlar, Siemens ARTISTE lineer hizlandirici cihazin
tedavi masasma yerlestirildi ve sicanlarin ilizerine 1,5 cm kalinligindaki Bolus
materyali koyuldu (Resim 3). Kaynak-cilt mesafesi (SSD), 98,5 ¢cm olacak sekilde
masa yliksekligi ayarlandi (Resim 4). Isin alani izosentrda 30x4 cm2 olacak sekilde
acild1 ve sicanlarin 151nlama pozisyonlari ayarlandi. Lineer hizlandirici, 6 MV enerjili
X-1s1nlan ile planlama sonucu 2000 cGy’e karsilik gelen 1900 MU (Monitor Unit)
verecek sekilde ayarlandi (Resim 5). Anestezi etkisinin azalmasina bagli hareket
etme riski olan siganlar bu siire icinde kameradan takip edildi (Resim 6). Tiraglanma
nedeniyle viicut 1silar1 diisen siganlar, anestezi siiresi gecene kadar (yaklasik 4 saat)
151k kaynagi altinda isitilarak hipotermiden korundu. Anestezi etkisinin geg¢mesi

ardindan sicanlar laboratuardaki ortamlarina yerlestirildi.
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Resim 3: Siganlarin radyoterapi cihazina yerlestirilmesi
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Resim 6: Siganlarin kameradan takibi
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CERRAHI iISLEM
Cerrahi islemler steril kosullarda PAUTF Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda
gergeklestirildi. Sicanlar, hipotermiden korunmak amaciyla cerrahi islemler sonrasi

anestezi etkisi azalana kadar 151k kaynagi altinda 1sitilarak hipotermiden korundu.

Sag Toraks Arkasi Cilt Flebinin Kaldirilmasi

Tim cerrahi slemler, radyoterapili gruplarda i1simnlamadan 7 giin sonra
gerceklestirildi. Sicanlara 50 mg/kg Ketalar (Ketamin) + 10 mg/kg Ksilazol
(Ksilazin) ile anestezi yapildi. Anestezi altinda siganlarin sag toraks ve sirt bolgeleri
tiraglanarak cerrahi yapilacak saha ortaya ¢ikarildi (Resim 7-8). Cilt kalemi ile
stiperior kism1 skapula alt ucu, asagida toraks alt kenari, medialde sirt orta ¢izgisi,
lateralde 6n koltuk alt1 ¢izgisi arasinda yer alan 4x7 cm’lik insizyon hatt1 isaretlendi
(Resim 9). Cerrahi yapilacak alanda Polyvinylpyrolidone iod (batticon soliisyon) ile
lokal saha temizligi yapildi (resim 10). Flebin kraniyal, kaudal ve medial kenarlari
kesilip, deri ve pannikulus karnosusu igerecek sekilde 4x7 cm’lik sahaya kiint
diseksiyon yapildi. Flebin alt yiiziinde bulunan lateral torasik arter dallarinin dagilimi
goruldu (Resim 11). Grup 1°de kaldirilan cilt flepleri tekrar ayn1 sahaya 5/0 vicril ve
5/0 ipekle suture edildi (Resim 12). Grup 2’de (20 Gy radyoterapi almig) kaldirilan
cilt fleplerinin tabaninda yer alan lateral torasik arter dallarinin etrafina 1 cc %0,9
NaCl (Sodyum Klortir) s1vist infiltrasyonu yapildi. Sonrasinda flepler ayn1 alana 5/0
vicril ve 5/0 ipekle kontinyu suture edildi. Grup 3’de (20 Gy radyoterapi almis)
kaldirilan cilt fleplerinin tabaninda yer alan lateral torasik arter dallarinin etrafina 1
cc VSF infiltrasyonu yapildi. Sonrasinda flepler ayn1 sahaya 5/0 vicril ve 5/0 ipekle
suture edildi. Cerrahinin 7. giinii tiim si¢anlarin flepleri suturasyon hattinin

etrafindan total olarak eksize edildi.
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Resim 7: Radyoterapi almis siganda cilt goriintiisii

Resim 8: Radyoterapi almamis siganda cilt goriintiisii
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Resim 9: Flebin planlanmasi

Resim 10: Povidan iyot ile temizlenmis cerrahi saha
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Resim 11: Lateral torasik arter ve dallar

Resim 12: Siitiirasyon sonrast flebin pozisyonu
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Yag Greftinin Alinmasi

Sicanlara 50 mg/kg Ketalar (Ketamin) + 10 mg/kg Ksilazol (Ksilazin) ile
anestezi yapildi. Dondr olarak hazirlanan anestezi altindaki 10 sicanin inguinal
bolgeleri traglandi. Steril Polyvinylpyrolidone iod (batticon soltisyon) ile temizlendi.
Sicanlar sirt iistii yatirilarak alt ekstremiteleri traksiyona alindi. Rektus abdominalis
kaslarmin lateralleri belirlenerek her iki inguinal krize paralel olarak yapilan insizyon
ile girilerek inguinal yag yastikciklar1 eksize edildi (Resim 13). Inguinal yag
yastik¢ig1 igeren doku fosfat buffer soliisyonu igerisine koyuldu. Cilt 5/0 ipek ile
stire edildi. Ayni islem diger inguinal bolgeye de uygulandi.

TR

Resim 13: Sol inguinal yag yastik¢igi

Vaskuler Stromal Fraksiyon’un Elde Edilmesi

Elde edilen tiim yag greftleri birka¢ kez fosfat buffer soliisyon ile yikandi.
Yikama sonrasi yag grefti, steril petri kabina konarak 20 nolu bistiiri ve steril ince
doku makas1 yardimu ile ince pargalara bolindii. Parcalanan dokular, Fosfat buffer
solisyon (PBS, Sigma) icinde %0.1 olarak eritilen kollajenaz (Collagenase from
Clostridium histolyticum C0130, Sigma) silispansiyonun i¢ine 1/1 (kollajenaz/yag
doku orani ile) muamele edildi. Elde edilen karisim yavas ¢alkalamali su banyosunda
37°C de 60 dakika bekletildi. Fosfat buffer solisyonla (PBS, Sigma) seyreltilerek
kollajenaz uzaklastirildi. Hucre suspansiyonu 1800 rpm de on dakika santrifuj edildi.

33



Altta kalan pallet kisim birakilip iistteki doku artiklar: aspire edilmesi sonrasi palleti
istine 10 ml DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) konuldu. Olusan yeni
siispansiyon tekrar 1800 rpm de on dakika santrifiij edildi. Ayn1 islem bir kez daha
tekrarlandi. Toplamda 3 kez santrifiij islem yapilmis oldu. Ustte mattir adipositlerden
olusan siipernatant kismi uzaklastirildi. Hiicre siispansiyonu 6nce 40 pm, sonra 100
um capa sahip hiicre siizgeclerinden gegirilerek biiyiik partikiiller uzaklastirilmasi
saglandi. Dibe ¢oken pellet kisim filtreden siizillerek ‘stromal vaskiiler fraksiyon’
olarak kullanildi (Resim 14).

Elde ettigimiz VSF’de hiicre sayimi i¢in; 100 mikrolitre (ul) VSF, 400 ul PBS
vel pl tripan blue konularak ¢alkalandi. Olusan karigimdan 20pl alinip cellmetre
lamma konulup hiicre sayimi yapildi. Yaklasik olarak %77.7 canlilik orami ile

1.55x10" cells/ml canl1 hiicre tespit edildi (Resim 15).

Resim 14: VSF; Tabanda kalan pallet
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Elde edilen VSF, 3. Grupta bulunan her bir sicanin lateral torasik arter etrafina

30 G’ lik igne ile 1 cc olacak sekilde nejekte edildi.

Resim 15: VSF'de hiicre sayim1

GRUPLAR

Dokuz adet 250-300 g agirliginda Wistar sigcanlardan olusmustur. Grup 1’ de
yer alan sicanlar, sag toraks arkasi cilt flebinde yer alan degisikliklerin gosterilmesi
ve grup 2 ve grup 3 ile kiyaslanmast amaciyla dahil edilmistir. Grup 2 ve 3’de yer
alan siganlar 3-3-2-2 seklinde gruplanarak Siemens ARTISTE lineer hizlandiricinin
tedavi masasma yerlestirilerek planlamaya uygun olarak daha oOnce belirtildigi
sekilde ve dozlarda radyoterapi uygulandi. Isinlanmis siganlar 7 giin siireyle takip
edildi. 7 giinliik silirenin sonunda tiim siganlara planlamaya uygun olarak lateral
torasik arter ortaya konacak sekilde sag toraks arkasi cilt flebi cerrahi islem

prosediirii uygulandi.

Grup 1°de kaldirilan sag toraks arkasi cilt fleplerinin tiimii herhangi bir igleme

tabi tutulmadan tekrar ayni sahaya 5/0 vikril ve 5/0 ipekle suture edildi (Resim 16).

Grup 2’de bulunan siganlarin flep i¢ yliziine, sag lateral torasik arter ve dallar1
etrafina 30 G enjektor ile 1cc %0,9 NaCl (Sodyum Kloriir) sivist infiltrasyonu; grup
3’de bulunan si¢anlara ise 1 cc VSF (Vaskuler Stromal Fraksiyon) infiltrasyonu
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uyguland1 (Resim 17-18). Uygulama sonrasi flepler kaldirildiklari sahaya 5/0
vikril ve 5/0 ipekle suture edildi (Resim 19).

Cerrahinin 7. giinii tiim siganlarin cilt flepleri suturasyon hattinin etrafindan
total olarak eksize edildi (Resim 20-21-22). Flep eksizyonlarinin tamamlanmasi

sonrasi si¢anlarin tiimii sakrifiye edildi.

3 e e _‘ A -,_;:—-- -1.-’44—'9-‘&’%
Resim 16: Grup 1'de Lateral Torasik Arter GOranumi
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Resim 17: Grup 2 1sinlama yapilmis - sag lateral torasik arter (ok ile isaretli)
Flep tabaninda yaygin fibrozis

Resim 18: Grup 3 1sinlama yapilmis - sag lateral torasik arter etrafina 1cc VSF
enjeksiyonu
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Resim 19: Siitiirasyon sonrasi flep goriitiisii
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Resim 20: Grup 1 Isinlama yapilmamis - sag toraks arkasi cilt flebinin
etrafindaki saglam dokuyla eksize edilerek kopiik tizerine ignelerle tespiti

38



Resim 21: Grup 2 1simnlama yapilmis ve sag lateral torasik arter etrafina 1 cc
%0,9 NaCl sivist infiltrasyonundan 7 giin sonra cilt flebinin etrafindaki saglam
dokuyla eksize edilmis ve koplik iizerine tespit edilmis hali

Resim 22: Grup 3 1smlama yapilmis ve sag lateral torasik arter etrafina lcc
VSF infiltrasyonundan 7 giin sonra cilt flebinin eksizyonu
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SAKRIFIKASYON PROTOKOLU

Flep cerrahinin 7. giinii tim sicanlarin cilt flepleri suturasyon hattinin
etrafindan histopatolojik degerlendirme igin total olarak eksize edildi. Flep
eksizyonlarmin tamamlanmasi sonrast siganlarin tiimii servikal dislokasyonla

sakrifiye edildi

DEGERLENDIRMELER
Nekrotik ylizey alaninin total flep alanina oranlar1 ve histopatolojik olarak
notrofil  sayisi, kollajen miktar1 ve neovaskularizasyon o6lgiimsel olarak

degerlendirildi.

Yiizey Alan degerlendirilmesi

20 Gy radyoterapi uygulanan alandan kaldirilan 4x7 cm’lik aksiyel paternli
flepte VSF(Vaskuler Stromal Fraksiyon) etkisini arastiran bu ¢alismada flep nekroz
oranlarini belirleme amagl cilt flepleri, etraflarinda yer alan 1 cm’lik saglam dokuyla
birlikte postoperatif 7. giiniin sonunda total olarak eksize edildi. Alinan bu flepler
kopuk bloklar tizerine ignelenerek sabitlendikten sonra esit mesafeden Nikon D3100
(Nikon Corp., JAPAN) digital fotograf makinasi ile fotograflama yapildi. Fotograflar
Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems. USA) ve Windows 8 (Microsoft
Corporation. USA) programi kullanilarak grafiklestirildi. Photoshop programinda,
once nekrotik alan ¢izimi sonra tiim flebin alan ¢izimi yapilarak piksel sayilar
kaydedildi. Degerler birbirine oranlandi ve yiizde alan olarak ifade edildi. Fleplerde

siipheli olarak goriilen alanlar nekrotik olarak degerlendirildi (resim 23).
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Resim 23: Adobe photoshop CS4 ile flep yuzey alan 6l¢limi
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Histopatolojik degerlendirme
Fleplerin histopatolojik degerlendirmesi, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda bir patoloji uzmani tarafindan,

degerlendirilen materyalin hangi gruba ait oldugu bilinmeksizin yapildi.

Postoperatif yedinci giinde flep nekroz-normal doku gecis zonundan alinan
doku orneklerinde nétrofil yogunlugu, kollojen yogunlugu ve neovaskularizasyon
degerlendirilmesi yapildi. Kil safti ¢evresi yangi tipi bolgeler, enfeksiyon abse

odaklari, granulomatdz tip reaksiyon bolgeleri degerlendirmeye alinmadi.

Gruplardan yedinci ginde flep nekrotik ile saglam doku arasindaki gegis
zonundan aliman doku biopsileri %10’luk formalinde tespit edildikten sonra parafin
bloklara gomiildiiler. Mikrotomla 4 mikronluk kesitler alindi. Kesitler hematoksilen

eozin ile boyanarak 151k mikroskobunda incelendi.

Orneklerde 10x biiyiitmede nétrofil miktar;, neovaskularizasyon, kollagen
yogunlugu ve homojenizasyon olmak iizere ii¢ adet parametre goz Oniine alindi.
Patolojik degerlendirmeler yapilirken skorlama uygulandi (Tablo 4). Skorlama
yapilirken; notrofil miktart i¢in 10x biiyiitmede nekrotik olmayan alandaki ndtrofil
odagt yogunlugu, fibrozis degerlendirilmesi icin 10x biiyilitmede randomize
alanlardaki kollagen yogunlugu, neovaskularizasyon i¢in nekrozdan uzak bolgede

subkutan alanda randomize 10x blyutmede damar sayimi1 yapildi.

Tablo 4: Histopatolojik Skorlama

yok fokal Diffuz-Yuzeyel Diffuz-Tam Kat

Notrofil miktar 0 1 2 3
(1-3 aras1 | (Dermisde diffliz | (dermigt+hipodermis+¢
odak) tutulum) izgili kasda tutulum)
Kollagen artig1 ve 0 1 2 3
homogenizasyon (1-3 aras1 | (Dermisde diffliz | (dermig+hipodermis+¢
odak) tutulum) izgili kasda tutulum)
neovaskularizasyon 10x buyutmede, nekrozdan uzak bolgede subkutan alanda

randomize damar sayisi
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Istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen tiim veriler SPSS paket programiyla analiz edildi.
Gruplar igin siirekli degiskenler ortalama =+ standart sapma, medyan (min —maks.
degerler) ve kategorik degiskenler say1r ve yiizde olarak verildi. Bagimsiz grup
farkliliklarin karsilastirilmasinda Ki-Kare testi ve Kruskal Wallis Varyans Analizi
kullanild1. Ki-Kare testi icin p<0,001; Kruskal Wallis Varyans Analizi i¢in p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Genel Degerlendirme Sonuclari

Fleplerin durumlar giinliik olarak izlendi. Cerrahi sonrasindaki yedinci giine
kadar go6zlemlenen hayvanlarda enfeksiyon, abse, seroma, total nekroz gibi
istenmeyen bulgulara rastlanmadi. Tiim gruplarda ameliyat sonrasi ikinci giinde flep
distallerinde renk degisikligi ve sogukluk saptandi. Besinci giinde beslenme
bozuklugu olan flep distallerinde nekroz gelisimi ve demarkasyon hatlar
belirginlesmeye basladi. Yedinci giinde fleplerde oturmus olan nekroz alanlari
goriildii. Yasayan alan ile nekroze gitmis alan arasinda demerkasyon hatt1 belirgin

sekilde izlendi.

Grup 3’0 Grup 1 ile kiyasladigimizda, 1simnli sahada sag toraks arkasi cilt
flebinin disseksiyon islemi esnasinda pannikulus karnosusun tabaninda yaygin

fibrotik dokular sebebiyle flep disseksiyonu esnasinda giicliikle karsilagildi.

Flebin alt ylzinde bulunan lateral torasik arter dallarinin grup 1 ile

kiyaslandiginda sklerotik ve frajil oldugu goriildii.

Grup 2’yi Grup 1 ile kiyasladigimizda, 1s1nli sahada sag toraks arkasi ciltin
kalitesinin bozuldugu, ciltte atrofik degisiklikler olustugu goriildi.  Flebinin
disseksiyon islemi sirasinda pannikulus karnosusun tabaninda yaygin fibrozis

olustugu goriildii (Bkz. Resim 19).

Flebin alt yliziinde bulunan lateral torasik arter dallarinin grup 1 ile
kiyaslandiginda sklerotik ve frajil oldugu, flep distaline ilerledik¢e dallanmanin

seyreklestigi goriildii.

Yuzey Alan Degerlendirme Sonuclari
Fleplerde saptanan ortalama nekroz oranlari, grup 1° de 17,36 + 11,18, grup
2’de 26,18 + 7,04, grup 3’te 5,94 + 2,3 olarak bulundu (Tablo 5).
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Tablo 5: Gruplarda flep nekroz oranlari

Gruplar ve Denekler Yiizde(%)

GRUP-1

46,75
15,41
16,75
9,73
13,85
13,49
14,09
12,96
13,23

Kontrol

g o ool N WNE

GRUP-2

20,62
32,89
35,9
20,7
36,01
21,84
18,13
27,2
22,35

Radyoterapi+SF

Ol g Oy Ol N WNPEF

GRUP-3

7,54
5,58
7,26
9,23
6,82
3,4
4,7
7,1
1,81

Radyoterapi+VSF

Q g~ Oy Ol MW |IN (-

Flep nekroz yiizdeleri degerlendirilmesinde 3 grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmaktadir (p=0,0001). Ikili olarak incelendiginde, kontrol
grubu - radyoterapi+VSF gruplar1 arasinda ve radyoterapi+SF - radyoterapi+VSF
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir. Radyoterapi+VSF
grubunun degerleri kontrol grubuna gore ve radyoterapi+SF grubuna gore anlaml
sekilde diisiik gikmustir (Tablo 6).
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Tablo 6: Gruplarin flep nekroz oranlarinin karsilastirmalari

Grup 1 Grup 2 Grup 3
ortalama + Std. ortalama + Std. ortalama + Std.
Sapma Sapma Sapma P
medyan (min - medyan (min - medyan (min -
maks) maks) maks)
flep nekroz 0,000
(%';’ 17,36 + 11,18 26,18 + 7,04 5,04 2,3 1
22,35 (18,13 -
13,85 (9,73 - 46,75) 36,01) 6,82 (1,81 -9,23)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; Kruskal Wallis Varyans Analizi

Bu sonuglara gore, preoperatif donemde radyoterapi uygulanan grup 2’de
radyoterapi uygulanmayan grup 1 ve grup 3’e gore nekroz alani ortalamasi daha
yiiksek oldugu goriildii. Hem radyoterapi hemde VSF uygulanan grup 3’ te, grup 1
ve grup 2’ ye kiyasla nekroz alani ortalamasinda anlamli azalma izlendi. Grup 3’teki

bu azalma VSF nin flep iizerine koruyucu etkisine baglandi.

Histopatolojik Degerlendirme Sonug¢lar:
Postoperatif yedinci ginde flep nekroz-normal doku gegis zonundan alinan
doku orneklerinde noétrofil yogunlugu, kollojen yogunlugu ve neovaskularizasyon ile

ilgili sonugclar sifirdan tige kadar skorlanarak Tablo 8’de gosterilmistir.

Neovaskularizasyon degerlendirilmesinde de 3 grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik goriilmiistiir(p=0,005). ikili olarak incelendiginde, kontrol
grubu - radyoterapi+VSF gruplar1 arasinda ve radyoterapi+SF - radyoterapi+VSF
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir. Radyoterapi+VSF
grubunun degerleri kontrol grubuna gore ve ve radyoterapi+SF grubuna gére anlaml

sekilde yiiksek ¢ikmistir (Tablo 7).

Tablo 7: Gruplarin neovaskularizasyon oranlarinin karsilastirmalart

Grup 1 Grup 2 Grup 3
ortalama + Std. ortalama + Std. ortalama + Std.
Sapma Sapma Sapma P
medyan (min - medyan (min - medyan (min -
maks) maks) maks)
neovaskularizasyon 18,00 + 4,77 16,11 + 4,99 24,67 +£4.8 2’005
17 (10 - 25) 17 (8 - 25) 23 (20 - 34)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; Kruskal Wallis Varyans Analizi
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Resim 24°de grup 1’den 6rnek histopatolojik kesit verildi. Bu grupta kollejen
yapisinin normal formasyonda oldugu, ciddi PMNL infiltrasyonu olmadigi
gortlmektedir. Resim 25’de Grup 2’den aliman Ornek histopatolojik kesit
gorintisunde yogun kollagenizasyon ve nétrofil infiltrasyonu gorilmektedir. Resim
26 ve 27°da Grup 3’den 6rnek histopatolojik kesit gorinttlerinde VSF infiltrasyonu

sonrasi kollagenizasyonda ve nétrofil infiltrasyonunda ciddi azalma goriilmektedir.

Resim 25: Grup 2’de histopatolojik kesit goriintiisii ( yogun kollagenizasyon
ve notrofil infiltrasyonu gorilmektedir. )
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Resim 26: Grup 3’de histopatolojik kesit goriintiisii ( VSF infiltrasyonu sonrasi
kollagenizasyonda ve nétrofil infiltrasyonunda ciddi azalma mevcut. Skorlamada

sifira karsilik gelmektedir. )

Resim 27: Grup 3’de kollagenizasyonun skorlamada ikinci seviyeye
diistiigiiniin histopatolojik goriintiisii

Sonuglar degerlendirme amagh birbirleri ile karsilastirildi ( Tablo 8).

47



Tablo 8: Gruplarmin histopatolojik inceleme skorlari

Gruplar ve Denekler Notrofil yogunlugu | neovaskularizasyon | Fibrozis yogunlugu
GRUP-1

16
20
24
20
16
14
25
10
17

Kontrol

OO |INO|ORWIN|F-
el i llell llell o] le]
OO0k |OIN|O|O

GRUP-2

16
17
17
18
20
8
12
12
25

Radyoterapi+SF

OO|INOURWIN| -
WWWWWWINWIW
WWWWWINWINW

GRUP-3

29
21
28
20
25
34
20
23
22

Radyoterapi+VSF

RN RN ook kN
RPN PR RN -

O OINO|UBR(WIN(F-

Notrofil yogunlugu acisindan degerlendirme yapildiginda grup 1’de grup 2 ve
3 e nazaran nétrofil yogunlugunun daha diisiik oldugunu gérmekteyiz. Grup 2 de ise
ciddi notrofil yogunlugu mevcuttur (Bkz. Resim 25). Grup 3 e baktigimida ise
notrofil yogunlugu yiizdesi agirlikli olarak histopatolojik skorlamaya gore (Bkz.
Tablo 4) fokal nétrofil yogunlagsmasi oldugu bulundu (Bkz. Resim 26-27) (Tablo 9).

Histopatolojik skorlamaya goére noétrofil yogunlugu acgisindan O(NGtrofil
yoklugu) ve 1 (fokal nétrofil) ‘i bir grupta 2 (ylizeyel yaygin norofil) ve 3(tam kat
yaygin notrofil)’ii bir grupta toplayarak istatistiksel degerlendirmeye aldigimizda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p=0,0001)

(Tablo 10). Ikili olarak incelendiginde, kontrol grubunda nétrofil yogunlugunun
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diisiik oldugu goriildii. Radyoterapi+SF grubunda radyasyon etkisine bagli ciddi
notrofil  yogunlugu goriilmekte iken radyoterapi+VSF grubunda nétrofil
yougnlugunun azaldig1 goriildii. Radyoterapi+SF-Radyoterapi+VSF gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilhik gozlenmistir. Radyoterapi+VSF grubunun

degerleri radyoterapi+SF grubuna gore anlamli sekilde yiiksek ¢ikmistir (Tablo 10).

Tablo 9: Gruplarin nétrofil yogunluguna gore karsilastiriimasi

Notrofil yogunlugu

0 1,00 2,00 3,00 Toplam

grup | kontrol n 5 4 0 0 9
% | 55,6% | 44,4% | 0,0% 0,0% 100,0%

Radyoterapi+SF  n 0 0 1 8 9
% 0,0% | 0,0% | 11,1% 88,9% 100,0%

Radyoterapi n 2 4 3 0 9
*VSF % |22,2% | 444% | 333% |  0,0% 100,0%
Toplam n 7 8 4 8 27
% | 25,9% | 29,6% | 14,8% 29,6% 100,0%

Ki-Kare testi Analizi

Tablo 10: Gruplarin nétrofil yogunluguna gore karsilagtirilmasi

Notrofil yogunlugu Total
Ovel 2ves3
grubu grubu
grup Grup 1 adet 9 0 9
% (grup ici) 100,0% 0,0% 100,0%
% (totale gore) 60,0% 0,0% 33,3%
Grup 2 adet 0 9 9
% (grup ici) 0,0% 100,0% 100,0%
% (totale gore) 0,0% 75,0% 33,3%
Grup 3 adet 6 3 9
% (grup ici) 66,7% 33,3% 100,0%
% (totale gore) 40,0% 25,0% 33,3%
Total adet 15 12 27
% (grup ici) 55,6% 44,4% 100,0%
% (totale gore) 100,0% 100,0% 100,0%

*p<0,0001 istatistiksel olarak anlamli farklilik; Ki-Kare Test Analizi
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Gruplart kollagenizasyon, yani radyoterapi etkisine bagli fibrozis artist
(kollagenizasyon) agisindan degerlendirecek olursak; grup 2 de kollagenizasyon
artig1 ciddi olarak diffliz-tam kat yayilim gostermis olup grup 3 de kollagen artisinda
ciddi azalma goriilmiis, kollagenizasyonun %77,8’nin fokal yayilim yapmis

oldugunu tespit edildi (Resim 26-27) (Tablo 11).

Histopatolojik skorlamaya gore kollagenizasyon yogunlugu agisindan
O(Notrofil yoklugu) ve I(fokal fibrozis) ‘i bir grupta 2(ylizeyel yaygin fibrozis) ve
3(tam kat yaygin fibrozis)’ii bir grupta toplayarak istatistiksel degerlendirmeye
aldigimizda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p=0,0001) (Tablo 12). ikili olarak incelendiginde, beklendigi iizere kontrol
grubunda kollagenizasyon yogunlugunun diisiikk oldugu goriildii. Radyoterapi+SF
grubunda radyasyon etkisine bagli ciddi kollagenizasyon yogunlugu goriilmekte iken
radyoterapi+VSF grubunda kollagenizasyon yogunlugunun azaldigi gorildii.
Radyoterapi+SF-Radyoterapi+VSF gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gézlenmistir. Radyoterapi+VSF grubunun degerleri radyoterapi+SF grubuna

gore anlaml sekilde yiiksek ¢ikmistir (Tablo 12).

Tablo 11: Gruplarin kollagenizasyon artigina gore karsilastiriimasi

kollagen artis1_fibrozis(kollagenizasyon)
0 1,00 2,00 3,00 Toplam
grup | kontrol n 6 2 1 0 9
% 66,7% 22,2% 11,1% 0,0% 100,0%
radyoterapi + n 0 0 2 7 9
SF % 0,0% 0,0% 22,2% 77,8% 100,0%
radyoterapi n 0 7 2 0 9
+VSF % 0,0% 77,8% 22,2% 0,0% 100,0%
Toplam n 6 9 5 7 27
% 22,2% 33,3% 18,5% 25,9% 100,0%

Ki-Kare testi Analizi
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Tablo 12: Gruplarin kollagenizasyon artisina gore karsilastirilmasi

kollagenizasyon Total
Ovelgrubu | 2ve3grubu

grup Grup 1 adet 8 1 9
% (grup ici) 88,9% 11,1% 100,0%
% (totale gore) 53,3% 8,3% 33,3%

Grup 2 adet 0 9 9
% (grup ici) 0,0% 100,0% 100,0%
% (totale gore) 0,0% 75,0% 33,3%

Grup 3 adet 7 2 9
% (grup ici) 77,8% 22,2% 100,0%
% (totale gore) 46,7% 16,7% 33,3%

Total adet 15 12 27
% (grup ici) 55,6% 44,4% 100,0%
% (totale gore) 100,0% 100,0% 100,0%

*p<0,0001 istatistiksel olarak anlamli farklilik; Ki-Kare Test Analizi
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TARTISMA

Travma, tiimor eksizyonu ya da dogumsal anomali gibi ¢esitli nedenlerle
olusmus doku eksikliklerinde veya deformasyonlarinda tekrar form ve fonksiyon
kazandirmak Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahinin ana hedefidir. Ozellikle viicutta
olusan tam kat deri kayiplarinda primer kapama yapilamadiginda deri fleplerinin
kullanilmasiyla defekt onarilir. Islevsel ve anotomik agidan basarili bir onarim iyi
planlanmis flep uygulamalariyla miimkiindiir. Giintimiizde farkli viicut bolgelerinde
derinin kanlanma paternini bilmek aksiyel paternli deri fleblerin kullanmasini
olanakli hale getirmistir. Cogunlukla aksiyel paternli fleplerde flep sagkaliminda
sikintt beklenilmese de flep distalinde olusacak kritik iskemi ve sonrasinda
reperfiizyon hasar1 ile doku hasarinin daha da yayginlagsmasi sonucu doku 6liimii,
flep distalinde nekroz kacinilmaz hale gelmektedir. Nekroz olusunca ek cerrahi
girisimler, hastanede kalis siiresinde artis, artan tedavi masraflari gibi istenmeyen
sonuclar meydana gelmektedir. Bu baglamda fleplerin distal kisminda gelisen hasari
azaltarak flebin yasayabilir kismini arttirmak, klinik olarak 6nemli bir hedeftir (69).
Flep cerrahisinde olusan nekrozlarin sebepleri intrensek ya da ekstrensek olmak
tizere iki grupta toplanabilir. Yetersiz kan akimi ana intrinsek faktor olarak kabul
edilmekte ve en sik flep kaybina neden olan sebep olarak goze ¢arpmaktadir (70).
Ekstrensek nedenler ise sistemik, cevresel ve teknik olarak (i¢ grupta toplanabilir,
sistemik nedenler arasinda hipotansiyon, arteriyopati ve enfeksiyon, ¢evresel
nedenler arasinda sicaklik, kompresyon ve gerginlik, teknik nedenler arasinda ise
planlama ve uygulama hatalarini sayabiliriz (70). Tiim bu nedenler flep kaybina
neden olabilmektedir. Flebin elevasyonuyla birlikte flebin distalinde inkomplet bir
iskemi, yani yetersiz bir kan akimi olmaktadir. Iskemik dokuda ise &nce ATP
diizeyleri azalmakta, sonrasinda anaerobik metabolizmaya gecilmekte ve laktik asit
birikimi olmaktadir. Bir yandan laktik asit birikimi doku pH’mi azaltirken, bir
yandan da hiicre membrani biitiinliiglinii saglayan Na:K ATP’az pompasi ¢alisamaz
duruma gelir ve bunun sonucunda da hiicre i¢i kalsiyum ve sodyum degerleri artar.
Dokularin iskemiye olan toleransi boyutunda silire¢ uzadiginda doku nekrozu
kaginilmaz hale gelmektedir (71). Bu durumda reperfiizyonun en kisa zamanda
gerceklesmesi iskemik doku nekrozunun sinirlanmasi igin temel gereklilik haline

gelmektedir. Paradoksal olarak, uzamis iskemi siiresinde dokuda biriken
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metabolitlerin de etkisiyle, reperfiizyon gerceklesince temel olarak mitokondrilerin
trettikleri reaktif oksijen metabolitleri vasitasiyla doku hasar1 daha da
artabilmektedir (71). Hatta reperfiizyonun iskemiye gore daha ¢ok doku hasarina
sebep oldugu oOne siirilmektedir. Yukarida da belirtildigi gibi bir deri flebi
kaldirildiginda flebin distalinde baslangicta kan akimi ciddi bicimde azalmaktadir
ancak 24 saat sonra ciddi bir sekilde tekrar artmaktadir (72). Baslangigtaki flep
distalindeki iskemi, inkomplet bir iskemi 6zelligindedir. Hiicresel diizeyde ise, bu
inkomplet iskemi sirasinda nétrofillerin aktivasyonuna bagli olarak inflamatuar yanat
ve 6dem gelisimi, endotel disfonksiyonu, trombosit aktivasyonu ve sonucunda liimen
i¢i trombiis olusumu da hasardan sorumlu temel etkenlerdir (73). Komplet iskemi ile
total doku hasarinin olustugu diisiiniiliirse, inkomplet iskemik alanda iskemik hasarin
azaltilmasi ve reperfiizyon hasarina girilmeden normal reperflizyon fazina girilerek
doku sagkaliminin artiritlmasi olduk¢a 6nemli bir hedeftir. Bu dogrultuda, iskemik
doku hasar1 sonrasi gelisen reperfiizyon hasarinda ilk 24 saatte dokularin iskemiye
olan toleransini arttirmanin flep sagkalimini 6nemli Olclide olumlu etkileyecegi
diistintilerek bu yonde farkli mekanizmalar {lizerinden etkili olabilecek maddelerle ve
yontemlerle birgok c¢alisma ylriitiilmiistiir. Yontemler arasinda cerrahi veya
farmakolojik geciktirme yoOntemleri sayilabilir. Farmakolojik ajanlar arasinda
vazodilatérler, Na:K  ATP’az  inhibitori, fosfodiesteraz inhibitdrleri,
neovaskilarizasyon yapan ajanlar, buyume faktorleri, prostaglandin inhibitorleri,
kalsiyum kanal blokorleri, antikoagilanlar ve serbest radikalleri ortadan kaldiran
antioksidanlar farmakolojik ajanlar bashig: altinda sayilabilir (74,75) . Yine yontem
olarak elektrosok dalgasi, lazer ve trombositten zengin plazmanin deri fleplerindeki

etkileri lizerine yapilmis ¢calismalar da mevcuttur (76,77) .

Yapilan deneysel c¢alismalarda, deri fleplerinde iskemi toleransinin en az
oldugu bolge flebin distal kismidir. Bu boélge, kutandz kan akiminin en az oldugu
bolgedir. Flep kaldirilmasindan ancak 24 saat sonra bu bolgede kan akimi belirgin
olarak artmaktadir. Iskemiyi takiben revaskiilarizasyondaki yetersizlik ‘no-reflow
fenomen’i olarak tanimlanmaktadir. Cilt fleplerinde bu durum, doku nekrozundan
onceki  mikrovaskiiler = ttkanma  (hiicresel =~ 6dem, adrenerjik  kokenli
vazokonstriksiyon), limen obstruksiyonu (trombosit tikaglari), Iokositlerin

infiltrasyonu ve aktivasyonu veya bunlarin kombinasyonlar1 ile olur. Flep

53



sagkaliminda tiim bu basamaklar g6z Oniiniinde bulundurularak gelistirilen ve
gelistirilmekte olan maddelerin bu mekanizmalarin bir veya birkagini etkileyebilecek
potansiyelde olmasi amaglanmis ve flep sag kalimimi attirmak i¢in ¢ok sayida

calisma yapilmustir (78).

Rohrich ve ark. flep yasayabilirligini artirmaya yonelik kullanilacak ilag veya
uygulama i¢in; kolay uygulanabilir olmali, giivenilir olmali, postoperatif olarak
kullanilabilmeli, ucuz olmali, etki mekanizmasi tam olarak bilinmeli, elde edilebilir

olmal1 ve flep nekrozunda koruyucu olmali seklinde 6zetlemistir (79).

Flep cerrahisinde komplikasyonlardan kaginmak i¢in dogru flep secim ve
planlamas: ile dogru cerrahi teknik sarttir. Buna ek olarak radyoterapili sahada flep
kaldirma zorunlulugu flep nekroz riskini daha da artirmaktadir. Plastik ve
rekonstriiktif cerrahinin  sikga yaptigi malign sebepli bas-boyun cerrahisi
operasyonlar1 sonrasinda tiimoriin siir pozitifliginin (devamliligl) veya lokal
niikslerinin Oniine ge¢mek icin cerrahi yaranin iyilesmesini takiben radyasyon
onkolojisi tarafindan cerrahi alana radyoterapi uygulanmasi tercih edilebilmektedir.
Radyoterapinin etkilerine veya lokal tiimor niikslerine bagli cerrahi sahada kronik
yaralar gelisebilmektedir. Bu durumda agik yaralarin kapatilmasi amaciyla basit,
kullanigli, uygulanabilirligi kolay lokal fasyokutan flepler planlanabilir. Fakat
radyoterapi sahasinda saglam dokular da hasar gérmektedir. Bu da yapilacak lokal
fasyokutan flep cerrahisini engellemekte veya giivenirliligini azaltmaktadir. Ciinki
iyonize radyasyon endotelyal hiicre hasarina neden olur ve dokularda ilerleyici

obliterasyon, kapiller sayisinda azalma meydana gelir (80).

Radyasyon 1900°lii yillarin  basindan beri  malignite tedavisinde
kullanilmaktadir. Radrasyonun malign hiicre Gzerindeki etkileri ortaya konmasi ile
birlikte, son yillarda malignite tedavisi protokoliindeki yeri saglamlasmistir. Bu
sebeple, radyasyonun canli sistemler zerindeki etkilerinin anlasilmasi biiyiik 6nem
tasir. 1900°1i yillarin basindan itibaren degisik radyasyon dozlari uygulamalar1 ve
canlt kalabilen hiicrelerin sayisini gosteren sag kalim egrileri, radyasyonun etki
mekanizmas1 hakkinda fikir sahibi olmamizi saglamis giliniimiiz tedavilerinin
planlamasina temel olusturmustur. Radyoterapi uygulamalar1 kanser cerrahisi sonrasi

adjuvan olarak uygulandig1 gibi yumusak doku sarkomlarinda tiimor miktarinm
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kiigiiltmek amacli neoadjuvan olarak veya hastalarda tiimor yiikiinii azaltmak amach
palyatif tedavi olarak da kullanilmaktadir. Ozellikle yumusak doku sarkomlarinda
ekstremite koruyucu yaklasim amaciyla operasyon oncesi radyasyon uygulamalari,
radyasyonun yara iyilesmesi ile ilgili yan etkilerini diisinmemiz gercegini bize
hatirlatmistir (81). Lokal rekkiirens riskinin azalmasi ve uzun dénemde fonksiyonel
kazanglarin artmasit nedenleri ile yumusak doku sarkomlarinin tedavisinde
preoperatif RT tercih edilmektedir. Ancak yara iyilesmesindeki sorunlar postoperatif
RT uygulamasina gore daha sik goriilmektedir. RT sonras1 bu komplikasyonlari
azaltacak uygun cerrahi zaman belli degildir (82). Preoperatif RT sonrasinda gelisen
yara iyilesme sorunlari %34-45 arasinda iken operasyon sonrasinda radyoterapi

uygulanan hastalarda bu oran %17’lere kadar diismektedir (83).

Plastik rekonstruktif ve estetik cerrahi ile radyoterapi arasindaki iliskiye
baktigimizda bas boyun malignitesi ve meme kanseri ik akla gelen maligniteler
olarak gbze carpmaktadir. Bas boyun malignitesi ve meme kanseri sebebiyle
uygulanan radyoterapi sonrasi cilt ve ciltalt1 yag dokunun etkilenmesi pek ¢ok plastik
cerrah trafindan sik karsilasilan bir durumdur (84). Dahasi radyasyon {iilseri gormek
nadir bir durum olmaktan ¢ikmistir. Derinin 1sinlanmasi durumunda, olusacak
reaksiyonlara bu yapilarin tiimii ¢esitli derecelerde katkida bulunur. Kil kokleri ¢cok
duyarhdir ve duyarlilik derecelerinin kil biliylime hiz1 ile dogru orantili oldugu da
saptanmistir. 4-5 Gy civarindaki 1simnlamalardan sonraki birkac hafta icinde sag ve
sakallarda dokilme meydana gelir. Bu dozlarda, dokiilen saglar 1-2 ay sonra tekrar
cikar. Ancak 7 Gy ve istiindeki dozlarda depilasyon siireklidir. Deri bezleri de kil
kokleri gibi duyarlidir. Ancak bunlardaki hasarlarin onarimi daha uzun zaman
alir(3,4). Epidermis tabakasi bir hiicre yenileme sistemi igerir ve yenilenme orani
giinde yaklasik %2 ’dir. Bu sebeple radyasyona karsi ciddi anlamda duyarhidir ve
etkilenmesi ka¢inilmazdir. Bu bolgelerde cerrahi islem yapmak, lokal flepler
uygulamalar1 sonrasi, dahasi primer siitiir iyilesmesinde bile sorunlar gormek
mimkunddr (85). Bu da bizleri vaskularize fleplere yonlendirmektedir. Fakat aksiyel
paternli fleplerin de rayoterapili alanda, sagkalimi risk altinda olup yara iyilesmesi

sorunlar1 ve flepte parsiyel nekroz goriilme riski mevcuttur.

Radyoterapinin bu kadar genis bir sahada kullanim alan1 bulmasi, yan etkileri

gibi Onemli bir soruna zemin hazirlamaktadir. Cerrahi sonrast uygulanan
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radyoterapiden en sik etkilenen viicut alanlarindan biri de cilttir. Intraoperatif
radyoterapi hari¢, tim radyasyon tedavileri sirasinda radyasyon yaralanmalarina

varan sonuglar dogurdugu i¢in, radyoterapi deriyi ilgilendirmektedir.

Iyonize radyasyonun dokularda olusturdugu biyolojik etkiler rad veya Gray ile
oOl¢iiliir. Rad, 1 gram dokuya 100 erg enerji tagiyan 1s1nim miktaridir. 1 Gray 100 rad'a
esittir. Lineer hizlandiricilarin radyoterapi uygulamalarina girmesi, radyasyonun
yiizeyel bélgelere planlanan dozda uygulanabilme imkani saglamistir (86). Bu
cihazlar, BT ile goriintilleme ardindan planlama yapilarak yiizeyden 6 cm. derinlige
kadar yerlesmis malignitelerin tedavisinde istenilen dozda radyasyon verme imkani
saglamistir. Bizim ¢alismamizda da ayni prensip goz oniine alinarak BT goriintiileri
uzerinden Prowess Panther 5.1 Tedavi Planlama Sistemi ile ti¢ boyutlu doz dagilimi
olusturuldu. 6 MV’lik X-151n1 altinda 1,5 cm kalinliginda Bolus tizerinde Kaynak-
Cilt mesafesi (SSD), 98.5 cm iken siganlarin sag toraks cildinde 2000 cGy doz
olusturan bir plan elde edildi. 6 MV’lik X-1s1n1 iireten Siemens marka ARTISTE
model lineer hizlandirici ile 1sinlama yapildi. Bu sayede saglam dokularin

etkilenmesi azaltilsa da yine de radyoterapi sahasinin etkilenmesi kaginilmazdir.

Derinin radyasyona cevaplari ile bunlarin dereceleri ¢esitli faktorlere baghdir.
Bunlarin fiziksel ve biyolojik olmak {iizere baslica iki gruba ayirmak miimkiindiir.
Doz, doz hizi, fraksiyonasyon ve uygulanan radyasyonun kalitesi gibi kriterler
fiziksel faktorleri, radyasyon uygulanan derinin viicuttaki lokalizasyonu ile yas gibi
kriterler ise biyolojik faktorleri olustururlar. Bu faktorlere bagli olarak, deride
minimum diizeyde degisiklikler ile total nekrozlar arasindaki gesitli derecelerde
hasarlar olusur ve bu hasarlarin derecesine gore, onarim olaylart da hizli ve tam
olarak gerceklesir ya da mumkiin olamaz. Hasar boyutu boliinmiis doz miktariyla
orantilidir. 200 cGy {izerindeki dozlarda fibrozis ve atrofi goriilebilir. Tam doz
radyasyon ile endotel hiicreleri mezenkimal hiicreler ve epitel hiicrelerinin ¢ogalma
yetenegi kaybolur. Ge¢ devrede epidermal-dermal atrofi, vaskilarizasyonda azalma,

fibrozis ve hatta doku yikimi ile nekroz olusabilir (80).

Preoperatif donemde radyasyon uygulanmasi postoperatif donemde yara
tyilesmesini  ve flep sagkalimmi olumsuz yonde etkileyerek vyara yeri

enfeksiyonlarina, insizyon hatttinda ayrilmalara, yara iyilesmesinde gecikmelere,
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flepte parsiyel nekrozlara neden olmaktadir (85,87). Radyasyon sonrasi bu tarz
komplikasyonlarin ~ olusmasimnin  temel  nedenlerinden  biri  fibroblastlarin
etkilenmesidir (88,89). Dermal fibroblastlarin etkilenmesi ve fibroblastlarin
proliferasyonunun ve migrasyonunun azalmasi sonucunda yeterli ve efektif kollajen
uretilmemekte, kollajen gen ekspresyonu azalmakta, kollajen matlrasyonu
gecikmekte ve fibroblastlardan TGF-B, FGF, IGF-1 ve CTGF gibi blyime
faktorlerinin salintmi azalmaktadir. (90,91). Bizim ¢alismamizda radyoterapi alan
sicanlarin 1g1l1 bolgesinde sag toraks arkasi cilt flebinin disseksiyon islemi
esnasinda pannikulus karnosusun tabaninda yaygin fibrotik dokular sebebiyle flep
disseksiyonu esnasinda giicliikkle karsilasildi. Flebin alt yiiziinde bulunan lateral
torasik arter dallarinin sklerotik ve frajil oldugu goriildii. Isinli1 sahada sag toraks
arkasi ciltin kalitesinin bozuldugu, ciltte atrofik degisiklikler olustugu goriildii.
Flebin alt yiiziinde bulunan lateral torasik arter dallarinin sklerotik ve frajil oldugu,
flep distaline ilerledik¢e dallanmanin seyreklestigi goriildii. Radyoterapili sahalarin
histopatolojik degerlendirilmesinde cildin fizyolojik kollajen yapisinin bozuldugu,
fibrotik bir yapiya doniistiigi kollajenizasyonun arttigi goriildii. VSF uygulanan cilt

flebinde anlamli derecede kollajenizasyonda diizelme tespit edildi.

Hem flep sagkalimimi artirmak hemde radyasyonun negatif etkilerini en aza
indirmeye yonelik biiyiime faktor etkili pek¢ok calisma yapilmistir. Flep sagkalimi
lizerine ve radyasyonun etkilerini azaltmaya yonelik bircok calisma yapilmstir.
Patrick ve ark. tarafindan 2011 yilinda ratlarin karin bolgesine 5 seansta toplam 40
Gy radyoterapi uygulamig, 28 giinliik takip sonrasi 1sinlama alanindan inferior
epigastrik arter pedikiillii fasyakutan flepler kaldirmislardir. Calisma grubuna topikal
VEGF pDNA 165-aa rekombinant ile fibrin dolgu, kontrol grubuna sadece fibrin
dolgu uygulamisglardir. Her iki grupta yer alan ratlarin yarisinda 7. ve 14. giinlerde
pedikiil hasar1 olusturmuslardir. VEGF pDNA 165-aa rekombinantin etkilerini,
radyoterapi uygulanmis ve iskemik hasarli fleplerin revaskiilarizasyon oranlarini
degerlendirmislerdir. Bu c¢alismayla radyoterapi alaninda VEGF pDNA
uygulanmasinin  flep revaskiilarizasyonun ve yasayabilirliginin  arttirildigim

gosterilmistir (16).

Dr. Saglam’in 2012 yilinda, Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi
Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali’nda “Trombositten Zengin
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Plazma ve Yag Dokusu Kaynakli Stromal Vaskiiler Fraksiyonun Flep Yasayabilirligi
Uzerine Etkilerinin Incelenmesi” isimli tez ¢calismasinda siganlarin yag dokularindan
hazirlanan Vaskuler Stromal Fraksiyon(VSF) ile yine ratlarin kanindan elde edilen
Trombositten Zengin Plazma’nin random paternli fleplerin sagkalimi (izerine olan
etkilerini  incelemistir.  VSF’nin  neovaskularizasyonu ve  reepitelizasyonu

hizlandirdigin flep yasayabilirligini artirdigini tespit etmislerdir.

Gorodetsky ve ark. X-isin1 kaynagi kullanarak siganlara 18 Gy tek doz
fraksiyone radyasyon uygulamasi ardindan fibroblast kiiltiirliniin yara iyilesmesi
tizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Sonug¢ olarak intradermal fibroblast kiiltiirii
enjekte edilen siganlarda insizyon skarinda yara gerim kuvvetinde belirgin derecede
artis saptamislardir. Fibroblastlarin enjeksiyon Oncesinde isinlanmasinda ise bu
artisin gozlenmemesi radyasyonun fibroblast fonksiyonunu etkiledigini gosteren bir
bulgu olmustur (91). Ferguson ve ark.’lar1 da radyoterapi verilmis si¢an cildine
otolog intradermal fibroblast enjekte etmisler ve ayni sonucu bularak yara
iyilesmesini artirdigin1  tespit etmislerdir (92). Dantzer ve ark. radyoterapi
uygulanmis sigan sirtlarina intradermal uyguladiklar1 fibroblast ve stromal hiicre
uygulama ile yaptiklar1 calsimada her ikisinde de kontrol grubuna gore anlamli
derecede yara iyilesmesinde artis ve pozitif yonde iyilesme gormislerdir (93). Xie
ve ark. yaptig1 calismada eriyebilir fibrin mikro ¢ubuklari {izerine yayilmis kemik
iligi kokenli stromal hiicrelerin fibroblast aktivitesini artirarak yara iyilesmesini

sagladig1 ortaya konmustur (94).

Yara iyilesmesi ve flep sagalimi lizerine ciddi etkilerinin oldugu gosterilmis bir
diger ajan da TGF-B’dir (95-97). TGF-B, hiicre olgunlasmasi, hiicre farklilagmasi,
neovaskularizasyon, angiogenezde artis saglamasi gibi Ozellikleri vardir (98,99).
Fibroblastlar icin kemotaktik olan TGF-f ayni zamanda pozitif geri doniisim
mekanizmasiyla fibroblastlardan TGF-f salinimini arttirmaktadir. Agnes ve ark.
radyoterapili sahadan kaldirilan deri fleplerinde yara iyilesmesi ve flep sagkalimim
arastirmiglardir ve TGF-B nin hem yara gerim kuvvetini artirdigimi hemde flep
sagkalimini arttirdigini tespit etmislerdir (100). Yine Huemer ve ark. yaptigi
calismada adenovirus aracili transforming growth faktor- B gen terapisinin epigastrik
deri flebinde felp sagkalmini artirdigimi tespit etmislerdir (101). Georg ve ark.
siganlarda epigastrik deri flebinde TGF-p ile ekstrakorporal sok dalga terapinini flep
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sagkalimi iizerindeki etkisini arastridiklart c¢alismada, TGF-f nin sadace
neoangiogenesisi arttirarak degil, ayn1 zamanda kolljenizasyonu artirip yara
tyilesmesini hizlandiridgi igin ve iskemi reperfiizyon hasarini onledigi i¢in flep
sagkalmimi arttirdigin1 belirtmislerdir (102). TGF-B1’in, radyasyon sonucu olusan
yaralardan izole edilen insan fibroblastlarindan in-vitro kosullarda anjiogenik

biiylime faktorii olan VEGF sekresyonunu arttirdigr gosterilmistir (103).

Fibroblast growth faktor-2(FGF2), diger adiyla bFGF; ¢ok sayida hiicre, doku
ve organ sistemlerinin fonksiyon ve gelisiminde etkili olan bir biiylime faktoriidiir
(104, 105). Kok hiucre diferansasyonundan, anjiogeneze,  fibroblast
olgunlagmasindan, T lenfosit ve makrofaj ekpresyonuna kadar ¢cok genis skalada etki
gostermektedir (106,107). Deride; melanojenez, doku tamiri, keratinosit morfojenezi
saglar. Vaskuler sistemde; damar gelisimi (anjiogenez), diiz kas hiicre ¢ogalmasi,
atherogenez, kan basing kontrolii saglamaktadir (108). Endotel hiicre ¢gogalmasi, go¢
etmesi ve yeni kan damar1 olusumunun uyarilmas1 bFGF’nin en iyi karakterize edilen
fonksiyonlaridir (109). bFGF, oncelikle fibroblastik hicreler icin mitojenik bir
faktor olarak tanimlanmistir. bFGF dokularin rejenerasyonunda etkilidir. Yara
iyilesmesi tizerine ciddi etkileri vardir (110). Hicre migrasyonu, granulosit
formasyonu, reepitelizasyon, angiogenezis tetikleyerek yara iyilesmesini hizlandirir
(111). Bu 0zellikleri sebebiyle bFGF nin flep sagkalim iizerine etkisini gosteren ¢ok
sayida ¢alisgma vardir (112). Khouri, Im ve Rashid in bFGF nin flep sag kalimi
lizerine yaptig1 calismalarda izole bFGF nin dahi flep sagkalimini ciddi oranda
artirdigint gostermislerdir (113,114). Park ve ark. yaptigi ¢alismada kontrol grubu
bile kullanmaya gerek duymamis ve bFGF nin flep sagkalimina olan etkisini Fosfat
buffer saline-bFGF ile Heparin konjuge fibrin-bFGF yi karsilastirmistir. Bu
calismada kontrol gurubu dahi konulmamasi bFGF nin flep yasayabilirligi lizerine
olan etkisinin kabul gordiigiinii gostermektedir (115). Yine benzer bir ¢alismada
Guo ve ark. yaptig1 simerik adenoviral vektor aracili bFGF gen terapisinin tavsan
kulaginda iskemik kronik yara iyilesmesi iizerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismada
vaskular endotelyal hiicre ve fibroblast aktivitesini artirarak lyilesmeyi
hizlandiridgini tespit temisledir. Bizim ¢alismamizda da VSF igerisinde ihtiva eden

bFGF sayesinde grup 3 de grup 2 ye gore hem flep dokularinda histopatolojik
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incelemede fibrozisde ciddi azalma ve neovaskularizasyonda anlamli artis tespit

edilmistir (116).

Anjiogenik etkili olan major buyime faktér proteinlerinden biri vaskiler
endotelyal blyime faktoradir (VEGF). Vaskiler endotelyal biylme faktorl
homodimerik, heparin-binding glikoproteindir (45 kDA) (117). Fibroblastlarin da
bulundugu bir¢ok hiicre tarafindan firetilir. Endotelyal hiicreler {izerine giiglii
mitojenik etkisi vardir ve vaskiiler permeabiliteyi arttirir. Endotelyal hiicrelerde
nitrik oksit sentaz stimilasyonuyla vazodilatasyonu, hiicre migrasyonunu arttirir ve
apopitozu inhibe eder (118,119). Radyasyon sonrasi karsimiza siklikla ¢ikan
radyoterapiye bagli kronik yaralarin temel nedenlerinden biri fibroblastlarin
etkilenmesidir.  Dermal  fibroblastlarin  etkilenmesi  ve  fibroblastlarin
proliferasyonunun ve migrasyonunun azalmasi sonucunda yeterli ve efektif kollajen
uretilmemekte, kollajen gen ekspresyonu azalmakta, kollajen matiirasyonu
gecikmekte ve fibroblastlardan VEGF salinimi yetersiz olmaktadir (93). VEGF nin
yara iyilesmesi ve flep sagkalimi iizerine olumlu etkisi ile ilgili bircok ¢aligma
mevcuttur. Daha oOnce yapilan c¢alismalarda VSF’nin yara iyilesmesinde
damarlanmay1 belirgin olarak arttirdigi gosterilmistir (63). Damarlanmadaki artis
hem histolojik incelemede direk neovaskularizasyonun artisin gosterilmesi ile hem
de immiinohistokimyasal analizde VEGF diizeyinin artisi ile gosterilmistir (8).
Yapilan c¢alismalarda stromal hucrelerin anjiogenik etkisinin endotel hicrelerin
cogalmasina, apopitozun azaltilmasina ve VEGF saliniminin artisina bagl olarak
gerceklestigi gosterilmistir (8,120). Hasdemir v ark. siganlarda radyoterapili sahada
kaldirilan random paternli fleplere adiposit kaynakli stromal hiicre uygulamsi sonrasi
fleplerde VEGF artisin1 immiinohistokimyasal olarak gostermislerdir (120). Bizim
calismamizda VSF nin, VEGF ile birlikte pekcok biiyiime faktorii de ihtiva ettigi i¢in
VEGF ile yapilan caligmalardakine benzer sekilde neovaskularizasyonu artirmistir.
Gup 3 de, hem grup 2 den hemde grup 1 e gore neovaskularizasyonda anlamli artis

olmustur.

Kokai ve ark. VSF’nin klinik kullanim alani, doku onarimi ve rejenerasyonu
lizerine yaptig1 calismada; VSF yukarida da belirttigimiz sitokin ve biiyiime

faktorleri icermesi sayesinde yara iyiylesmesinden flep sagkalimina kadar pek ¢ok
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pozitif etikileri oldugu ortada olup bizim g¢alismamiz da bunu desteklemektedir

(121).

Aksiyel paternli flepler, plastik ve rekontriiktif cerrahide oldukg¢a yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Random tasarimli fleplerin aksine flebin ig¢inde boylu
boyunca seyreden ve flebin arteriyle dolasimini saglayan spesifik direkt kutantz arter
yani tanmimlanmis anatomik arteryel-vendz damarlar icerirlerler. Bu durum random
paternli fleplerin aksine aksiyel fleplerinin giivenilirligini arttirmistir. Herhangi bir
nedenle flep dolasimi olumsuz etkilendigi zaman flepte kismen veya total nekrozlar
gelisebilmekte, bu durum hem hasta hem de cerrah agisindan yeni sorun ve revizyon
cerrahi prosediir gerekliligini olusturmaktadir. Bu tiir fleplerin yasayabilirliginde en
onemli etken flebin pedikiiliiniin korunmasidir. Flep dolagiminin bozuldugu
durumlarda doku oksijen seviyesinin diismesine bagli olarak, hiicre i¢i metabolizma
aerobikten anaerobige doner. Bu, membran transport mekanizmasini bozacak olan
laktat birikimine, hiicredeki pH seviyesininin diismesine ve iyonik pompalardaki
ATP depolarinin bosalmasina neden olur. Dolagim normale doniip dokuya tekrar
oksijen girmesi ile birlikte serbest oksijen radikali olusumu meydana gelir. Serbest
oksijen radikallerinin protein, karbonhidrat ve yag igeren biitiin hiicre yapilarina
toksik etkileri vardir. Daha da 6nemlisi, meydana gelecek endotelyal hasar, trombosit
ve notrofillerin damar duvarina yapismasina yol agacak, bu da pihtilagma siirecini

baglatacaktir (122).

Flep sagkalimina yonelik yapilan ¢aligmalra siklikla random paternli flepler
tierinde yapilmaktadir. Lu ve ark.’in yaptig1 VSF nin flep lizerine etkisi ¢alismasi,
Zhang ve ark.’larmin VEGF nin flep lizerine yaptigi c¢alisma, yine Sheng ve
ark.’larinin  ¢alisms1 buna Ornektir(123-125). Radyasyonun ciltte olusturdugu
hipovaskiiler ve hiposelliiler ortam géz 6niine alindiginda aksiyel tasariml fleplerde
de dolasim problemi olabilecegi akla gelmektedir. Flep sagkaliminda tim bu
basamaklar goz oniine alindiginda, kullanilacak olan ajanin bu mekanizmalarin bir

veya birkacini etkileyebilecek potansiyelde olmasi gerekir.

Literatlrde iskemi-reperfiizyon hasarinin dnlenmesi amaci ile tanimlanmis ¢ok
sayida yaym mevcuttur. Iskemi reperfiizyon sonrasi olusan hasardan primer olarak

notrofiller ve onlarin  olusturdugu serbest radikaller sorumludur. nétrofiller
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reperfiizyon hasarinin primer mediatorii olarak kabul edilmektedir. Aktif haldeki
notrofiller arasidonik asit metabolitleri salgilayarak, yumaklasan trombositler ve
eritrositler ile birlikte reperflizyon sonrasi kapillerlerin obstriiksiyonuna yol agarlar.
Butln bu hiicresel metabolik olaylar sonucu vaskiiler okliizyon ve sonrasinda flep
nekrozu geligir. Yapilan son c¢aligmalarda, nétrofillerin aktivasyon ve dokuya
infiltrasyon derecesi ile reperfiize dokudaki nekroz ve apoptozis derecesi arasinda bir
korelasyon oldugu bulunmustur (45). PNL’ler damar iginde olusturduklar1 hiicre
topluluklar1 (agregatlar) ve aktive olmus trombositlerle birlikte damar endoteline
yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya neden olurlar (46). Iskemi arteriyollerde endotel
bagiml dilatasyonun bozulmasina, kapillerlerde 16kosit tikaclarinin olugsmasina ve
stv1 filtrasyonunun artmasina, postkapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar
disina sizmasima ve bdylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur.
Sonug olarak dokuya tekrar kan akimi saglansa bile bu tikaglar dolasimin hiicrelere
ulasmasini engelleyebilirler (46). Serbest radikallerin olusumunda ve i-R hasarinda
onemli bir kaynak olan nétrofiller azurofilik grandllerinde oksidan etkili NADPH
oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz ezimlerini icerirler (47,48). Bu enzimler
oksidatif doku hasarinda 6nemli roller istlenir. PNL’lerin aktivasyonu ile PNL
sekonder graniillerden salinan apolaktoferrin, plazminojen aktivatorii, komplemant
aktive eden enzim ve elastaz, kolajenaz, ve jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar
endotelinde hasara neden olmaktadir. Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda
yapmin degisimi ve duvar yapisinin gevsemesi ile nétrofillerin dokuya gogi
kolaylasir (47,48). Bu da kisir dongiiniin bir parcasidir. Bundan dolay1 son ¢aligmalar
Ozellikle notrofillerin fonksiyonlari tizerinedir. Yapilan bir¢ok ¢alismada dokularda
ndtrofil sayisini azaltan ajanlarin flep yasayabilirligini de arttirdig1 gosterilmistir. Lee
ve ark. iskemik myokutan fleplerde nétrofil sayisini azaltan antineoplastik ajan olan
siklosporin kullanarak flep sagkalimimi arttirmustir (126). Askar ve ark. farkli
antineoplastik ajanlar1 kullanarak uygun diisiik doz da nétropeni yapan antineoplastik

ajan aragtirmiglardir (48).

Bu arastirmacilardan Salgado ve Killroy yag doku stromal hiicrelerinin gesitli
sitokinler salgilayarak anti-apopitotik etkinlik gosterdigini ve adipoz doku kaynakli

hiicrelerin otoimmiin yanit1 ve enflamasyonu azalttigi gosterilmistir (127,128).
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Vaskuler stromal fraksiyon, Interlokin 10 ve Prostoglandin E2 (PGE2) sekresyonu

saglayarak immiinsupresyon ve notropeni saglamaktadir (129,130).

Yine kronik iskemik myokardli deneklerde yapilan c¢alismalarda adipoz
kaynakli VSF uygulananlarda cardiomyositlere diferansiasyon, neoanjiogenezin yant

sira antienflamatuar etkinin de arttigi1 gosterilmistir (131,132).

Biz c¢alismamizda yukaridaki makalelere paralel olarak tim tedavi
guruplarindaki notrofil sayisini, radyoterapi almig gurup II’ye gore anlaml diizeyde
daha diisik bulduk. Bu etkinin VSF uyguladigimiz gurup III’de VSF’nin anti-

apoptotik ve anti-inflamatuar etkisine bagl olustugunu diisiiniiyoruz.

Yetigkin kok hiicreler, non-embryonik kok hiicre grubunda yer alir. Bu hiicreler
morfolojilerine, ylizeyel isaretleyicilerine diferansiyasyon potansiyellerine gore
mezenkimal kok hiicre, hematopoetik kdk hiicre ve endotelyal progenitdr hiicre gibi
alt gruplara ayrilirlar. Yetiskin kok hicrelerin temel gorevi bulunduklar1 ortamda
olusacak hasarlardan sonra dokuyu tamir etmek ve doku biitiinligliniin devamin
saglamaktir. Bu hiicrelerin farkli hiicrelere diferansiye olabilme ve sonsuz
bolunebilme o6zellikleri viicudumuzda bulunan somatik hiicrelerden temel farklaridir.
MKH’ler, birgok dokuda bulunurlar ve uygun sinyal olusuncaya kadar farklilasma
gostermezler (133,134). Ayrica MKH’lerin hepatosit, fibroblast, kas, sinir ve epitel
hiicresi gibi farkli germ tabakasindan koken alan hiicrelere doniisebilme 6zelliklerine
‘trans-diferansiyasyon’ adi verilmistir (57,58,135,136). CTGF kullanilarak insan
MKH’lerinin fibroblasta diferansiye olabilecegi sicanlar iizerinde yapilan deneysel
caligmada gosterilmistir (137). Rea S ve ark. yaptig1 ¢alismada kemik iligi kaynakli
kok hiicreleri kullandi ve kok hiicrelerin yanik yarasinda inflamatuar hicrelere,

fibroblastlara, keratinositlere farklilagtigini gostermistir (138).

Kemik iligi (KI) kokenli MKH’lerin klinikte kullanim amaciyla
diistintildiigiinde elde edilmesi i¢in invaziv ve agrili bir girisim olan kemik iligi
biyopsisi yapilmasi gerekmektedir. Viicutta bol miktarda bulunan yag dokusundan
liposaksin gibi daha az invaziv yontem sonucunda elde edilmesi ve doku basina
diisen MKH sayisinin fazla olmasi kok hiicre tedavilerinde kemik iligi kaynakli
MKH’lere gore ADAS’lar1 avantajli kilmaktadir. Taze yag dokusundaki niikleuslu
hiicrelerin %27’si kok hiicredir. Ki’nde bu oran %0,001-0,004 arasindadir (139).
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Yag doku kaynakli kok hiicreler kolay elde edilebilen zengin bir otogreft kaynagidir
(139). Saflastirilmis yag doku kaynakli kok hiicrelerinin etkinligi heterojen hiicre
karisimindan olusan VSF ile karsilastirildiginda in-vitro farklilasma potansiyeli daha
fazladir (140). Ancak VSF’den ADAS izolasyonunda daha fazla teknik ekipmana
ihtiyag duyulmakta, daha uzun zaman gerektirmekte ve tedavi maliyetini
yiikseltmektedir. Bizim ¢alismamizda da VSF kulllanilmis olup yukarida bahsedilen
caligmalar 1s1¢inda  VSF igerisinde ADAS oldugu kabul edilerek c¢alisma

tamamlanmistir. Sonuglarimiz buna parelel olarak bulunmustur.

Yag dokusunun kiigiik parcalara ayrilmasi ve enzimatik sindirime maruz
birakilmasi sonucu elde edilen VSF; fibroblast, endotel hicreleri, perisitler,
preadipositler ve ¢esitli stromal progenitor hiicreler igermektedir. VSF igerisinde
bulunan stromal progenitor hiicreler, uygun sartlar ve mikrogevre altinda adipojenik,
osteojenik, kondrojenik, miyojenik ve noérojenik farklilasmaya ugrayabilmektedir.
VSF icinde bulunan ve erken vaskiler éncu hicresi olarak gorev yapan hicreler
mevcuttur. Kiiltire edilmis ADAS’lar ile karsilastirildiginda VSF homojen hiicre
yapisina sahip degildir ve fakat kok hiicre icerdigi ¢esitli calismalarla kanitlanmistir
(121). Tanaka ve ark. yaptigt manuel VSF hazirlanmasi ile otomatik izolasyon
sistemleri ile VSF hazirlanmasi arasindaki ADAS miktarinin benzer oldugu calismasi
da VSF de kok hiicre bulundugunu gostermektedir (141). Bizim ¢alismamizda kok
hiicre bulundurmasi kanitlanmamis olsa da sonug¢larimiz varligin1 diger

calisamalarda oldugu gibi teyit etmektedir.

Stromal vaskuler fraksiyon’un flep sagkalimi zerine olan etkisini belirlemek
amaglh VSF, per operatif lateral torasik arter ¢evresine ve flebin iade edilecegi cilt
cevrsine  uygulanmistir.  Flep  sagkaliminda, yara iyilesmesinde ve
neovaskularizasyonda olumlu yonde degisiklik saptanmustir. Sheng’in yaptigi
calismada operasyondan iki giin 6énce VSF uygulamasi yapildigin1 gormekteyiz. Lu
ve ark. ise bizim c¢aligmamiza benzer sekilde flep elevasyonu ile ayn1 zamanda VSF
uygulamasi yapmistir ve olumlu sonuglar almistir. Yag doku Kisinin kendisinden elde
edilir ve cesitli muameleler sonras1 VSF elde edilip yine ayni kisiye uygulanir. Bizim
flep elevasyonu ile ayni seansta VSF uygulamasi yapmamizdaki amacimiz, ayni

kisiden elde edilecek olan yag doku kaynakli VSF yi ikinci bir cerrahi prosedire
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gerek kalmadan tek seansta uygulama yolunun 6rneklemekti ve Lu’nun ¢aligmasina

paralel olarak olumlu sonuglar aldigimizi s6yleyebiliriz (125).

Ornek alinan deneysel calisma modelleriyle uyumlu olmak iizere bizim
calismamiz da VSF vericisi olarak ayirilan siganlardan alinan yag Ornekleri
kullanilmigtir (125,142,143). Oysa klinikte yag dokusu kisinin kendisinden elde
edildigi i¢in immiin reaksiyon olusmasi beklenmez ve etik bir sorun olusturmaz
(144). VSF nun yag emme yontemiyle elde edilmesi kolay ve morbiditeyi ¢ok fazla
arttirmayan bir yontemdir. Radyasyon, deride akut doku inflamasyonu sonrasi
progresif kan damarlarinin kaybina ve intersitisyel alanda fibrosize yol agmaktadir
(145,146). Radyasyon uygulanmis bolgelerden kaldirilan fasyokutan flepleri bu
olumsuz etkilerden korumak amaciyla vaskuler stromal fraksiyon’un etkilerinden
yararlanilabilir. Cerrahi 6ncesi donemde veya cerrahiyle es zamanl olarak VSF
uygulanmasi anjiogenezis ve neovaskiilarizasyon saglayarak, citte notrofil
yogunlugunu azaltip iskemi reperflizyon hasarini engelleyerek, radyoterapiye bagh
fibrozisi onleyip kollejen onarmmini artirarak flep cerrahisinde cilt kritik iskemi
siiresinde avantaj saglayabilir. Bizim ¢alismamizla birlikte yapilan mevcut caligmalar
bunu destekler niteliktedir. Bu caligmanin, ileri deneysel ve klinik caligmalara ve

sonrasinda yapilabilecek cerrahi uygulamalara yol gdsterici olacagini umuyoruz.
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SONUC

Flep sagkaliminda yasanan sorunlar ve ¢6zmeye yonelik uygulamalar plastik
ve rekonstruktif cerrahinin temel konularindan biridir. Flep yasayabilirligin
arttirmaya yonelik yillardir c¢esitli cailsmalar yapilmistir ve yapilmaya devam
edilmektedir. Bas boyun cerrahisi ve meme cerrahisinde 6zellikle onkolojik cerrahi
acisindan radyoterapi uygulanmis alanlarda rekonstriiksiyon, giinlimiizde sik
rastlanan bir durumdur. Radyoterapinin deri dolasim1 ve yara iyilesmesi iizerindeki
olumsuz etkileri géz Oniine alindiginda rekonstrilksiyonun zorlugu onemli bir

problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Son yillarda doku yenileme ve rejenerasyonu iizerine yapilan ¢aligmalar kok
hiicre tizerine yogunlasmistir. Vaskuler Stromal Fraksiyon da bu g¢alismanin bir
tiriiniidiir. Emme yontemi ile minimal morbidite birakilarak elde edilen yag doku
kaynakli bu iiriin kisinin kendisinden elde edildigi i¢in immiin reaksiyon olugmasi
beklenmez ve etik bir sorun olusturmaz. Uygulandig1 alanda fibroblastik aktiviteyi

artirir, neovaskularizasonu saglar, doku rejenerasyonunu hizlandirir.

Caligmamizda, VSF’nin, radyoterapi uygulanmis sahadan kaldirilan aksiyel
paternli deri fleplerinin yasayabilen kismini arttirdigini flep yilizey alan 6l¢iimii ile
gosterdik. Ayn1 zamanda VSF’nin igeriklerindeki biiyiime faktorleri ve proaktif
hiicreler sayesinde flep sahasinda neoanjiogenezi arttirdgini, flep sagkalimina negatif
etkisi olan inflamatuar hiicre birikimini azalttigin1 ve fibroblastik aktiviteyi artirarak

radyoterapiye bagli olusan kollagenizasyonu azalttigini gdsterdik.

Bu iiriin kolay elde edilmesi, ucuz olmasi, otolog oldugundan giivenli olmasi,
ameliyat sirasinda uygulanabilmesi nedeni ile doku rejenerasyonunda ve
rekonstruksiyonunda ¢ok genis kullanim alani bulacaktir. Bu deneysel ¢alismanin
benzer konularda yapilacak klinik calismalara oncii olacagimi ve VSF nin benzer
sorunlarin diizeltilmesi i¢in pratik uygulamalarda kullanilmasina katki saglayacagini

diisiiniiyoruz.
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