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1. GIRIS VE AMAC

Otolog yag nakli zamanla plastik cerrahide hacim ve kontir deformitelerinin
diizeltilmesinde hem estetik hem de rekonstriiktif islemlerde yiiksek etkinlik gosteren
onemli tekniklerden biri olmustur. ilk zamanlarda yag grefti nakli her ne kadar sadece estetik
prosediirlerde kullanilmis olsa da yeni gelismelerle rekonstriiktif cerrahide de cazip segenek
haline gelmistir. Yag grefti yontemi yiiz genglestirilmesi, meme augmentasyonu, radyasyon
hasarmin hafifletilmesi, meme kapsiil kontraktiirleri tedavisi, post-travmatik deformitelerin,
dogumsal anomalilerin ve yanik hasarmin diizeltilmesinde basarili sekilde kullanilmigtir.*’
Rekonstriiksiyonda otolog yag grefti kullaniminin; dondr saha morbiditesinin az olmasi,
prosediiriin teknik olarak karmasik olmamasi, diisiik maliyet, immun reaksiyon olusmamasi,
viicutta kaynaklarin genellikle yeterli olmas1 gibi bir¢ok yararli 6zellikleri vardir. Bunun
disinda, yag dokusu greftlerinde biyoaktif faktdrler mevcuttur. Adipoz doku partikiilleri;
adipoz kok hiicreler veya preadipositler, fibroblastlar, vaskiiler endotelyal hiicreler ve bir¢ok
immiin hiicreler igermektedir.® Stromal vaskiiler fraksiyonel hiicrelerin ve adipoz kok
hiicrelerin anjiojenik oOzellikleri sayesinde yag grefti sagkalimini arttirmasi konusu son
yillarda genis arastirma konusu olmustur.®°Adipoz doku kaynakli hiicre kiiltiirleri doku
miihendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda genis kullanim alan1 bulmustur.

Calismamizin amaci tiyokolsikosid grubu kas gevsetici ilaglarin alici sahada erken
donemde yag greftinin temas ettigi ylizeyde kaslarin travmatik myospazmina bagl yikici
etkilerinin izole edilmesi ve baglayan rejenerasyon siireci igin stabil bir mikrocevre

saglanmasinin agirlik ve hacim kaybinina etkisinin degerlendirilmesi olarak belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1.Yag Greftinin Tarihgesi

Jacques Reverdin 1! 1869 yilinda insanda basarili olarak epidermis dokusunu naklederek,
orijinal bolgesinden tamamen ayrilmis bir doku parcasinin, yiizeyi kaplamak i¢in viicudun
baska bir boliimiine nakledildiginde hayatta kalabilecegini kanitlamistir. Deri greftleme kisa
siirede kronik yaralarin tedavisi i¢in tercih edilen yontem haline gelmistir.

Tarihsel olarak yag greftlemesi ile ilgili ilk bildiri 1893 yilinda koldan yag dokusu alarak,
osteomiyelit sonras1 ¢okmiis fasiyal skari1 diizeltmek i¢in kullanan Alman cerrah Gustav
Neuber tarafindan yaymlanmistir.®> Bunu 2 yil sonrasinda ameliyat sonrasi gogiis
deformitesini diizeltmek i¢in kal¢adan lipom transferi yapan Vincenz Czeerny takip
etmistir.’® O zamanin sartlarinda yag grefti nakli 6ngoriilemez sonuglar1 ile ¢ok zor
prosediirler olarak sayilmaktaydi. Yag dokusunu alict alana uygulamak i¢in siringalarin
piyasaya siiriilmesine kadar, yag her zaman en-blok olarak, genellikle dermis (dermal yag
grefti olarak da adlandirilir) ile naklediliyordu.Bu problemlerinin ¢6ziimii i¢cin Eugene

Holldnder ilk kez yag kii¢iik caph kaniiller ile enjekte etmistir.}41°

Yagin iyilestirme potansiyeli, Birinci Diinya Savasi'min neden oldugu korkung sekil
bozukluklarinin yonetimiyle karsi karsiya kalan cerrahlar tarafindan fark edilmistir.
Yaralara, iyilesme siirecini desteklemek veya yaralanan askerlerin atesli silah yaralarindan
kaynaklanan diizensiz yara izlerini diizeltmek i¢in yag uygulanmistir. Alman maksillofasiyal
cerrah Erich Lexer % ilk olarak, yiizii bozulmus bir askerde bir protez yerlestirmek ve goz
yuvasini yeniden yapilandirmak i¢in lokal flepler ve kikirdak grefti ile birlikte yag dokusunu
kullanmustir.

Baslangicta, cerrahlar tek basina veya cilt flepleri ile kombinasyon halinde en-blok yag
grefti teknigini coskuyla tercih etmislerdir, ¢ilinkii bu genellikle biiyiik sorunlar1 basit bir
sekilde ¢ozmenin tek yolunu temsil ediyordu. Romberg hastaliginda yiize, mastektominin
sekellerini diizeltmek i¢cin memeye veya yarik damak ameliyatinda burundan hava kagisini
azaltmak i¢in farinkse yag yerlestirilmistir. Bununla birlikte, 1930'larda, artan deneyimle
birlikte, klinisyenler, yliz giildiiriicii erken sonuglarin 6ngériilemeyen bir yeniden emilim
orani ve yaglh kistler olusturma egilimi nedeniyle uzun vadede kétiilestigini fark etmislerdir.
Esnek yag grefti yavas yavas degisime ugrayarak edilerek sertlesip fibrotik hale
gelmekteydi.’

Erken dénem iyi sonuglarina karsilik uzun dénem sonuclari degisken ve dngdriilemez olan

yag doku nakli uzun dénem tercih disinda kalmistir. Fakat, 1950°1i yillarda Lyndon Peer’in



nakledilmis yag dokusunun makro ve mikro O6zelliklerini arastirarak, adipoz greftlerin
agirhiginin iglem sonrasi 1. yil sonunda yaklasik %45’ini kaybettigini raporlamasiyla yag
doku transferinde gelistirme ve Ongoriilebilir sonuglar i¢in umutlar yeniden dogmustur.
Peer’in degerlendirmelerine gore yag dokusu alinirken ve nakledilirken uygunsuz saklanma
kosullar1 yag dokusu yasayabilirligini azaltmaktadir. Bunun disinda biiyiikk voliimli yag
greftlerinin, kiigiik partikiil seklinde olanlara karsilik daha hizli rezorbe oldugunu
bildirmistir. Peer’e gore mikroskopik olarak goriilen revaskiilarizasyon orani greft
yasayabilirligi icin nemlidir.'® Buna ek olarak 1980’lerde liposuction yénteminin Fournier
ve lllouz tarafindan tariflenmesi sonrasinda yag greftine ilgi yenilenmistir.%%
Lipoaspiratin greftlenmesi erken donemde yalniz kismi olarak basarili olmustur;
yasayabilirligin daha da artmasi i¢in hazirlik siirecinin gelistirilmesi daha c¢ok anlam
kazanmigtir. Coleman’in 1990’larda tarif ettigi standart teknige kadar bu alanda ciddi bir
kafa kanisikligi mevcuttu. Bu, yapisal yag greftlemesi isimli teknik yag greftinin nazik bir
sekilde alinmasi, santrifiij edilmesi ve coklu doku planlarina seri kiiclik hacimli
enjeksiyonlar1 tariflemektedir.?? Coleman’m oncii calismasinda kullanilan "rejeneratif
protokoller" yag greftinin 3000 rpm devirde santrifiij edilmesini Onermekteydi. Bu
uygulama, nakledilecek dokularda 6nemli bir hasara neden olmadan, yag miktarini azaltmak
ve miimkiin oldugunca fazla yag, kan ve suyu gidermek amaciyla deneysel olarak
belirlenmisti.?? Santrifiij sonras1 yagm ultrastriiktiirel arastirilmasi, olgun adipositlerde
sitoplazmik membranda bozulmalar ve hiicresel nekroza kadar degisen ¢esitli derecelerde
hasarlar oldugunu gdstermistir. Bununla birlikte, minimal hasarla stromal vaskiiler
fraksiyonun (SVF) korundugu gézlemlenmistir.?® 2007'de Gino Rigotti ve ark.? Adiposit
kaynakl1 kok hiicrelerin (ASC) rejeneratif 6zelliklerini kullanarak radyasyon doku hasarini
basariyla yonetmislerdir. Bu rejeneratif terapilerin ilk 6rnegi olarak kabul edilebilir.
Giliniimiizde yag enjeksiyonu uygulamalar1 farkedilebilir sekilde evrimlesmis ve en
popiiler prosediirler arasinda yer almaktadir. Ciinkii bu uygulamalar plastik cerrahlara
dokular iizerinde sasirtici rejeneratif etkileri olan inanilmaz bir estetik ve rekonstriiktif klinik

uygulama yelpazesi sunmaktadirlar.

2.2. Yag Dokusunun Genel Ozellikleri
Adipoz doku 6ncelikli olarak lipid yiiklii adipositlerden ve onu ¢evreleyen her birisi farkl

fonksiyona sahip stromal vaskiiler hiicrelerden olugmaktadir. Stromal vaskiiler hiicreleri



fibroblastlar, immun hiicreler, perisitler ve endotelyal hiicreler olusturmaktadir. Adipositleri
bir arada tutan ekstraselliiler matriks adipoz doku i¢in bir iskeletsel ¢at1 saglamaktadir.
Adipoz dokunun kahverengi yag dokusu ve beyaz yag dokusu olmak {izere iki ana formu
vardir. Insanda kahverengi yag dokusu neonatal donemde mevcut olup agirhikli olarak
termogenezisin olusumunda gorev almaktadir. Bunun disinda kahverengi yag dokusunun
eriskin insan metabolizmasinda bilinen 6nemli rolii yoktur. ?* Yag doku greftlemesinde
kullanilan yag dokusu ise beyaz yag dokusu oldugundan, bu tip yag dokusu odak noktamiz
olacaktir.

Beyaz yag dokusunun enerjiden zengin trigliseridleri igermek, yasamsal yap1 ve
organlarin tamponlanmasi, metabolik homeostazin siirdiiriilmesinin saglanmasi, immun
regiilasyon ve anjiogeneziste farkli rol ve fonksiyonlar1 mevcuttur. 28 Adipoz dokunun
imbalansi; fazla yag dokusu seklinde obezite, azalmis yag dokusu seklinde edinsel/konjenital
lipodistrofiler veya yaslanmanin kontur diizensizlikleri olarak ortaya ¢ikar. Adipoz doku
tirettigi hormon tiirleri, sitokinler, biiyiime faktorleri ve diger peptidler sayesinde metabolik
homeostazi etkilemektedir. Adipoz dokudan salgilanan faktorler lipid ve steroid
metabolizmasi, bliylime faktoriiniin uyarilmasi, protein baglanmasi, sitokin sinyal iletimi,
vazoaktivite, eikozanoid aktivitesi, alternatif kompleman sistemi aktivasyonu ve
ekstraselliiler matriks depolanmasi gibi genis spektrumlu fizyolojik olaylar1 etkilemektedir.
Adipokin olarak adlandirilan bu efektdr molekiiller etkilerini endokrin, parakrin ve otokrin

yollarla gosterir. 2528

Adiposit tiirevi kok hiicreler insan adipoz dokularinda, kan damarlarinin ¢evresinde ve
bag dokusu iskeletinde yaygin olarak bulunmaktadirlar. Bu hiicrelerin hiicre kiiltiir
ayristirmasi icin bir cok teknikler tamimlanmistir.?®3'Ayristirilmis sonug hiicre kiiltiirii
yiiksek heterojenite iceren stromal vaskiiler fraksiyondur(SVF). Taze ayrigtirilmis ve kiiltiire
edilmis adiposit tiirevi kok hiicrelerin flow sitometrik analizlerinde CD34, CD90, CD31,

CD146 seklinde progenitor yiizey markerlerin bulundugu gériilmiistiir. 30-32-%

Yag transferindeki sonuglari iyilestirmek i¢in otolog SVF hiicrelerinin yag greftine
eklenmesiyle greft hacmini koruyan ve neovaskiilarizasyonu tesvik eden bir klinik strateji
gelistirilmistir.3”~%° Hiicre destekli lipotransfer (CAL) olarak adlandirilan, lipoenjeksiyonda
ASC katilimini, kok hiicrelerin biliylime faktorii salinimi, 6zellikle vaskiiler endotelyal

biiyiime faktorii gibi anjiyojenik biiylime faktorlerinden kaynaklanmaktadir. Yag greftine



ASC eklenmesini destekleyen baska bir hipotez, ASC'lerin iizerinde ilave kdok hiicrelerin

organize edebilecegi ve farklilasabilecegi bir iskele sagladig1 kavramini savunmaktadir.®®

2.3 Otolog Yag Grefti AliInmasi, Hazirlanmasi ve Uygulama Teknikleri

Yaklasik 30 yili agkin siirede literatiirde ¢cok sayida otolog yag dokusu greftleme teknikleri
tanimlanmistir. Bu tekniklerin hepsi kendiliginde gelistirilmis tutarlilik ve daha giivenilir
sonuclar vadetmistir. Ancak bugiline kadar tiim otoriteler tarafindan kabul edilmis bir
standart belirlenememistir. Otolog yag dokusu greftlemesinde 3 ana asamada cevaplanmasi
gereken birgok soru mevcudiyetini korumaktadir:(1) greftin donor sahadan alinmasi;(2)
greftin ex vivo iglenmesi;(3) alict sahaya uygulanmasi. Bu teknikleri gelistiren arastirmacilar
adipogenezin hem in vivo ve in vitro modellerinin yani sira klinik degerlendirmelerden de
yararlanmistir. Simdiye kadar bir fikir birligi olmamasi, c¢esitli metodolojiler
karsilastirildiginda belirsiz sonuglar gdsteren ¢ok sayida galigmadan kaynaklanmaktadir.
2009 yilinda, Amerikan Plastik Cerrahi Dernegi Yag Grefti Calisma Grubu (Fat Graft Task
Force) mevcut literatiiriin kapsamli bir incelemesine dayanarak, otolog yag grefti i¢in kanita
dayali kilavuz yaymlamistir.*® Otolog yag grefti alinmasinda genel yaklasim siringa
aspirasyonunu ve liposuction 1 icermektedir.*** Almma sirasinda ana odak noktalar
invazivlik diizeyinin azaltilmas1 ve doku yasayabilirliginin yiikseltilmesidir. Yag Grefti
Calisma Grubu’nun 2009 yili raporunda 3-4 mm kiint kaniillerle minimum suction miktarina
ulasarak, greft alimi uygulamasi énerilmistir.** Buna karsilik, 2013 raporunda Lee standart
bir 4 mm kaniil yoluyla —0.83atm'ye kadar emme basinglar1 ile yag grefti toplandiginda,
paket boyutunda veya histolojik mimaride istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigini
gdstermistir.*® Ek olarak, ultrason destekli liposuction kullaniminin hiicresel canlilik ve
genel greft sagkalim oranlar1 ilizerinde minimum etkiye sahip oldugu goriilmektedir;
kullanilan greft alim teknigine bakilmaksizin, benzer miktarda SVF hiicre popiilasyonuna

ulasilmgtir.*8

Liposuction aspiratlari, yag dokusu greftlemesi ve rejenerasyonu i¢in gereksiz olan bazi
bilesenleri igerir; su, yag (mekanik olarak hasarlanmis yag hiicreleri) ve kan hiicreleri
(eritrositler ve beyaz kan hiicreleri). Bu tiir bilesenlerin ¢ikarilmasi ve canli adipositlerin ve
ASC'lerin sayisini azaltmadan greft hacminin azaltilmasi Onerilir; buna greft dokusunun
yogunlagtirtlmas1 denir. Doku yogunlastirilmasi, ozellikle meme biiyiitme gibi greft
hacminde maksimum bir limit oldugunda énemlidir. Greft dokusu yogunlastirma i¢in 3 ana

yontem vardir: dekantasyon (yergekimi ¢okeltme), vakumlu veya vakumsuz filtrasyon ve



santrifiijleme. Bu iic yontem arasinda su igerigini izole etmek i¢in en etkili yontem
santrifiijleme olup dezavantaj olarak, ASC'leri kaybetmekle birlikte, bazi adipositler
mekanik kuvvete maruz kalabilir ve ortaya ¢ikan yogunlasmis yag daha viskoz hale gelebilir.
Bu ytiiksek viskoziteli yagi kiigiik bir kaniil yoluyla enjekte etmek i¢in daha yiiksek basing
gerekebilir. Mekanik travmaya maruz kalmis adipositlerden salinan yag yabanci madde
benzeri inflamasyona neden olabilir, bu nedenle, greftleme sonrasi daha iyi sonug igin
tariflenen yagm uygulanan greft materyalinden ayristirilmas: gerektigi savunulmaktadir.*’
Kontaminasyonu azaltmak ve yasayabilirligi arttirmak i¢in acik hava maruziyeti ve mekanik
travma minimalize edilmelidir.

Islendikten sonra yag dokusu kiint uclu enjeksiyon igneleri kullanilarak, farkli dagilim
yontemleriyle ciltalti olarak uygulanir. Yag grefti yasayabilirliginin optimizasyonu igin,
enjeksiyon asamasinda mekanik doku hasarinin azaltilmasi gerekmektedir. Yag Grefti
Caligma Grubu 2009 raporu 2-2.5 mm kiint uclu infiizyon kantilii ile enjeksiyon yapilmasini
Onerir; kiiciik yag porsiyonlari augmentasyon alanindaki ¢oklu doku planlarina ¢oklu
enjeksiyonlarla uygulanmahdir.** Adipositlerin enjeksiyon sirasinda akis hizi ile orantili
olarak, makaslama gerilimi etkisine oldukca duyarli oldugu gdzlemlenmistir.?* Lee ve ark.
hizli enjeksiyonlara (3-5 cc/sn) oranla yavas enjeksiyonlarin (0.5-1 cc/sn) yag grefti
yasayabilirligi oraninda %38 daha basarili oldugunu gostermistir.*® Greft {izerindeki
makaslama gerilimini arttiran faktorlerin minimalize edilmesi 6zel ilgi odagi olmalidir.
Viskozite, konsantrasyon, kantil uzunlugu, kantil ¢ap1 ve akis hiz1 gibi degiskenler yag grefti
sagkalimi izerinde 6nemli rol oynar ve uygun teknik kullanilmadiginda bunu olumsuz yonde
etkileyebilir.

Yag greftlemesinin nihai sonucunu etkileyebilen bir diger degisken ideal dondr saha
sartlaridir. Bunun disinda, otdrler uygun hasta se¢imini 6nemli kilan bir faktori, adiposit
tiirevi kok hiicre fonksiyonlarinda yasa bagl degisiklikleri fark etmislerdir. Ayrica alinan
dokulardaki adiposit tiirevi kok hiicre miktarlarinin da hastadan hastaya biiylik olcilide

farklilik gosterdigini gdzlemlemislerdir.?*

Simdiye kadar yayinlanan veriler basarili, kalic1 ve dayanikli yag grefti nakli sonucuna
ulasan, herkes tarafindan kabul edilen bir algoritma gelistirmek i¢in yeterli olmamistir.
Yaklagik 30 yillik degisen yag transferi uygulamalarinin ardindan, cerrahlar ve bilim
adamlari, hastalara optimize edilmis klinik sonuglar saglamak icin yag dokusu greftleri

tekniklerindeki kavram farkliliklarimi 1iyilestirmeye ¢alistyorlar. Ancak s6z konusu



degiskenlerin sayisinin ¢oklugu ve uygun sekilde korlemenin zorlugu géz 6niine alindiginda

bliytik iyi tasarlanmig prospektif randomize klinik ve deneysel arastirmalara ihtiya¢ vardir.

2.4. Yag Greftinin Tutma Mekanizmalari

Yag greftinin tutma mekanizmasi, greft ve alici saha damarlarinin anastomozu yoluyla
olusan erken kan dolasimina dayanir. Halihazirda bazi arastirmacilar yag grefti tutma
mekanizmalariyla ilgili yeni goriisler sunmuslardir. Bunlardan biri Peer’in tarifledigi eski
hiicre hayatta kalma teorisinden gelismis olan ,digeri ise adipoz tiirevi kok hiicrelerin ortaya
cikmasi ve anlasilmasiyla ortaya atilmis olan greft yerine koyma teorileridir.*°

Peer'm hiicre hayatta kalma teorisi, in vivo transplantasyondan sonra yag greftinin nasil
hayatta kaldigina dair temel anlayisimizi olusturmustur. Yag greftleri igindeki adipositlerin,
yag greftleri toplandiktan ve islendikten sonra canli kalmasi gerekmektedir. Genel olarak,
yag greftleri daha az travmatik bir teknikle alinmali ve yag greftlerinin nispeten konsantre
ve birlesik kalmasi i¢in diger hiicrelerinden arindirilmalidir. Carpaneda ve Ribeiro’nun
Slcalismasina dayanarak, vaskiilarize dokunun kenarindan sadece 2 mm icerisindeki yag
greftleri, plazmatik imbibisyon yoluyla yag asilamasindan sonra hayatta kalabilir. Bu
nedenle, yag grefti enjeksiyonu teknigi de daha az travmatik olmali ve her enjeksiyon
sirasinda az miktarda yag grefti belirlenmis alana c¢oklu girislerle multiple plana
yerlestirilmelidir. Boylelikle yag greftleri, greftlere dolagimin yeniden kurulmasini saglamak

icin alic1 bdlge ile maksimum temas alanina sahip olacaktir.>?

Yoshimura ve ark.®® arastirmasinda gozlemlenen bulgular greft yerine koyma teorisi ile
aciklanabilir. Yag yastig1 i¢indeki adipositler iskemik kosullar altinda kolayca 6liirken,
adiposit tiirevi kok veya progenitor hiicreler iskemik kosullar altinda hayatta kalabilir ve
aktive olarak, daha sonra yag dokusu onarimimna katkida bulunmaktadir. Boylelikle
aragtirmacilar yag grefti dokusunda adipoz kaynakli kok hiicrelerin iskemi altindaki
dokudaki onarim siirecini arttirabildigini ve hizlandirabildigini iddia etmislerdir.Daha
sonraki ¢alismada ayni yazarlar erken donemde greftte adipositlerin 6lmesi ve adiposit tiirevi
kok hiicrelerin aktivasyonu ve rejenerasyonu yoluyla 6lmis hiicrelerin yerine gectigini
gdstermislerdir.>*

Greft yerine koyma teorisi ve greft sagkalim teorisi birlikte, yag greftinin in vivo
transplantasyondan sonra nasil hayatta kaldigi hakkinda bilinen mevcut anlayisi

gostermektedir (Resim 1).
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Resim 1: Greft sag kalim ve greft yerine koyma teorilerinin kombinasyonunu tarif eden sematik
diyagram. Yag grefti periferik zonda greftin hayatta kalma teorisi ile tariflenen sekilde, aralik zonda
ise greft yerine korma teorisi ile tariflenen sekilde hayatta kaliyor. Santral zondaki adiposit ve

adiposit tiirevi kok hiicreler dliiyor.*

Greft olarak alinmis yag vaskiilarize olmayan bir dokudur ve deri greftinde oldugu gibi
sadece yiizeysel hiicreler yasayabilir. Greftteki diger hiicrelerin ¢ogu O6lmesine ragmen,
dejenere olmus doku, ASC'lerin ve diger kok/progenitor hiicrelerin katkisinin bir sonucu
olarak kismen yenilenebilir. Rejenerasyon bolgesinde olusan hipoksik durum greftlemeden
sonraki 3 giin i¢inde revaskiilarizasyon ile giderilmekte ve ASC'ler yeni adipositlere
doniiserek, sonunda 6lii adipositlerin yerini almaktadir. Ote yandan, nekroz bdlgesindeki
mikrogevre 3 giin i¢cinde diizelmemektedir ve bdylece ASC'ler dlerek greft dokusunun santral
nekrozuna yol agmaktadir. Alict bolgeye enjekte edildikten sonra, yag dokusu iskemik
durumdadir ve revaskiilarizasyon gerceklesene kadar birkag giin ¢evredeki konak dokudan
plazmatik difiizyonla beslenir. Bu durum, 24 saat iginde hem greft dokusunda birgok
adipositin 6liimiiyle, hem de hasarli konak¢1 dokudan ¢oklu hiicre 6liimii veya yaralanmayla
iliskili faktorlerin salinmastyla sonuglanir.>*>® Makrofajlar ve lenfositler gibi inflamatuar
hiicreler alana go¢ eder ve interlokinler gibi inflamatuar sitokinler salgilanir. Adipositlerin

Oliimiine ragmen, siddetli iskemide bile 72 saate kadar islevsel kalabilen ASC'ler aktive olur



ve kemik iliginden alana go¢ eden kdk/progenitor hiicreler ile isbirligi i¢inde hasarli dokuyu

onarmaya caligir.>**

Yag greftlemesinden sonraki ilk 3 ay doku yenilenme dénemidir ve bu donemden sonra
adipogenez olusmaz.>’ Greftlenmis yag periferden merkeze dogru ii¢ bdlgeye ayrilir: (1)
yiizeysel zon (yasayan adipositler), (2) rejenerasyon zonu (orta) ve (3) nekroz zonu
(santral).>* Yasayan bolgenin (100-300 pm kalinliginda) rejenerasyon bolgesinden siniri 1
haftada netlesir. Rejenerasyon ve nekrotizan bolgeler arasindaki fark ise 2 ile 4 hafta arasinda
belirginlesir. Rejenerasyona paralel olarak rejenerasyon ve nekrotizan bolgelerde fagositoz
ve fibrozis gibi stabilizasyon olaylar1 meydana gelir. Rejenerasyon bolgesindeki
adipogenez/rejenerasyon siireci 4. haftada zirveye ulasip 12. haftada tamamlansa da, klinik
gozlemlere gore, yag greftleme sonrast hacim azalmasinin ilk yilin sonuna kadar devam
ettigi gibi, stabilizasyon siireci en az birka¢ ay devam eder. Kii¢iik boyutlu yag damlaciklari
emilir veya ¢ok katmanli M2 makrofajlarla gegici olarak kusatilir, bu da lipid
absorbsiyonuna paralel olarak fibrogenez ile 6lii bosluk replasmanini indiikler. Daha biiyiik
yag damlaciklart (>8 mm) birka¢ ay icinde yag kistleri olusturur, kalic1 olarak kronik

inflamasyon ve kalsifikasyonu tetikler. Bu durum yag greftlemenin en olast kotii sonucu

olarak kabul edilir.56-58

Olgun adipositler cogunlukla greftteki ASC'lerden tiiretilir. Vaskiiler duvar bilesenleri
(diiz kas hiicreleri) esas olarak greftten tiiretilmis olsa da; kapilerler (VEC'ler) esit olarak
greftten ve konak¢r kemik iliginden kaynaklanir. Rejenere yagin ASC'leri, greftlenmis,
konakg¢1 kemik iligi dis1 ve konakg1 kemik iligi hiicrelerinin bir karistmidir. Bu bulgular
adipositlerin  rejenerasyonu i¢in greftlenmis yagda bulunan ASC'lerin 6nemini
vurgulamaktadir. Ayrica, alic1 kemik iligi kdkenli hiicreler ve yerel dokular, kilcal aglara ve
gelecekteki yeniden sekillenmeye katkida bulunabilecek yeni ASC'lerin saglanmasina
onemli dl¢lide katkida bulunurlar. Bu nedenle ASC'ler adiposit nekrozu siirecinde adiposit
rejenerasyonuna katkida bulunmak igin adipositlere bitisik kalarak hazir sekilde beklerler.*
Yag dokusunun yeniden sekillenmesinin ilk 3 ay1 boyunca, nakledilen adipositlerin mikro
ortamlarina bagli olarak farkli kaderleri vardir. Yukarida gosterildigi gibi, karmasik hiicresel
olaylar basitlestirilmistir ve adiposit kaderi dort modele ayrilmistir: hayatta kalma, basarili

rejenerasyon, basarisiz rejenerasyon (skatrizasyon) ve yag kisti olusumu (Resim 2).
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Resim 2: Yag dokusunun yeniden sekillenmesinin ilk 3 ay1 boyunca, nakledilen adipositlerin mikro
ortamlarina baglh olarak farkli kaderleri vardir. Bu semada adiposit kaderi dort modele ayrilmstir:
hayatta kalma, basarili rejenerasyon, basarisiz rejenerasyon (skatrizasyon) ve yag kisti olugumu.

Skatrizasyon ve yag kisti olusumu genellikle 3 ayda tamamlanmamaktadir.>®

Adipoz dokunun hiicresel bilesenleri arasinda adipositler, 15 mm Hg PtO> gibi iskemik
kosullar altinda 6liime en duyarli olanlardir. Siddetli iskemi uzadiginda, ilk olarak 24 saat
icinde adipositler oliir ve ardindan vaskiiler endotel hiicreleri ve kandan tiiretilen hiicreler
O0lmeye baslar. Aksine, ASC'ler siddetli iskemi altinda bile 3 giine kadar canli kalabilir; 3
giin boyunca ASC'ler 6lmekte olan hiicrelerden salinan sinyaller tarafindan aktive edilir.
Genellikle kemik iliginden salgilanan diger kok / progenitdr hiicreler ile isbirligi yaparak,

adipogenez ve anjiyogenez gibi adaptif onarim siirecine katkida bulunur.>*>®
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Mekanik kuvvetler, harici (kesme, germe, gerilim, distraksiyon ve sikistirma) veya
endojen (aktif hiicre iskeleti i¢inde iiretilen) olarak, yag dokusu biiylimesini ve hiicresel
fonksiyonlar1 etkiler. Ayrica, ASC'ler ve hiicre dig1 matriks arasindaki fiziksel etkilesimler
yag hiicre davranislarini etkiler.®®%'Bir ¢ok ¢alisma yag greftinin alic1 alanda temas ettigi
zeminin stabil olmasinin dokuyu mobilizasyonun mekanik etkilerinden korudugunu

belirtmigtir.52%4

Cilt alt1 yag dokusu, organlar arasinda en yiiksek doku parsiyel oksijen basincina (ptO2;
40-60 mm Hg) sahiptir. Yag dokusunun yiiksek ptO2'si muhtemelen kapiller aginin kilcal
damarlarin sikligi ve dokunun diisiik oksijen tiiketim oranini yansitir.®® Yag dokusu
adipositlerinin hiicresel bilesenleri arasinda, 15 mm Hg ptO2 gibi iskemik kosullar altinda,
Olime en yatkindir. Siddetli iskemi uzadiginda VEC'ler ve kandan tiiretilen hiicreler 6lmeye
baslar. Buna karsilik, ASC'ler siddetli iskemik kosullar altinda bile 3 giine kadar canli
kalabilirler. ASC'ler 72 saat boyunca, 6lmekte olan hiicrelerden gelen sinyallerle aktive
edilebilirler. Adipogenez ve anjiyogenez gibi adaptif onarim siirecine katkida bulunabilirler.
Greftlenmis non-vaskiilarize yag dokusu yukarida anlatildig: gibi, iskemiye maruz kalir ve
cevre dokudan revaskiilarizasyon gerceklesene kadar birka¢ gilin boyunca sadece konak
dokudan plazmatik difiizyonla beslenir. Bu siiregte, 24 saat icinde bircok adipositin
Olimiiyle birlikte, hasarli konak¢i dokudan g¢oklu hiicre 6liimii ve yaralanmayla iliskili
faktorlerin salinmasiyla sonuglanir. Makrofajlar ve lenfositler gibi inflamatuar hiicreler
alana infiltre olur, interlokinler gibi inflamatuar sitokinler salgilanir. Adipositlerin 6liimiine
ragmen, siddetli iskemi altinda bile 72 saate kadar islevsel olabilen ASC'ler aktive olur ve
kemik iliginden infiltre kok ve progenitor hiicreler ile is birligi i¢inde hasarli dokuyu
onarmaya caligir. Son yayinlara gore, yag greftlemesinden sonraki ilk 3 ay yag dokusu i¢in

remodeling dénemi olup bu siireden sonra adipogenez olusmaz. >+>°

Yag greftleme sonrasi nihai hacmi belirleyen nekroz ve hayatta kalan/rejenerasyon zonlari
arasindaki oran vaskiilarite, greftlenen yagin boyutu, greftleme teknigi ve postoperatif bakim
gibi faktorlere bagli olarak alicinin mikro ortamina bagl olarak degisir. Hayatta kalan
bolgenin boyutu ve kalinliginin ¢evredeki alict dokudan etkilendigi diistiniilmektedir. Alict
dokunun daha iyi damarlanmas1 ve daha yiiksek oksijen gerilimi, hayatta kalan bolgeyi
arttirir. Alict dokumun 6n kosullandirilmasi, negatif basing ve/veya hiperoksijenasyon bu
amac i¢in yardimci olabilir. Asirt yiiksek internal basing, alici dokuda iskemik sartlar

olusturur ve hayatta kalan bolgeyi azaltir. Deri greftlerinde oldugu gibi, immobilizasyon
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kilcal damarin ilk hafta greft icine dogru biiylimesine yardimci olarak, rejenerasyon
bolgesinin parsiyel oksijen basincinmi iyilestirir ve ASC'leri iskemik Olimden kurtarir.
Greftlenmis yagin boyutu ve yiizey alani, merkezi nekrotizan bolgeyi en aza indirmek i¢in
kritik bir faktordiir; greftlenmis yag parcaciklarinin ¢apinin 2 mm kadar kiiciik olmasi
tavsiye edilir. Yag greftlemesinden sonra adipogenez icin, greftte hem canli adipositlerin
hem de ASC'lerin ¢ok sayida olmasi ¢ok onemlidir. Adipositler, bitisik ASC'leri aktive
etmek i¢in Onemli faktorleri serbest birakabilir ve onlart adipositlere farklilasmaya
yonlendirebilir. Bu bulgu greftlemeden dnce doku isleme sirasinda daha iyi oranda adiposit

ve ASC hazirlamanin énemini vurgular.®

2.5. Tiyokolsikosid Grubu Kas Gevsetici Ilaclar

2.5.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri
N-((7S)-3-(beta-D-glucopiranosiloksi)-1,2-dimetoksi-10-(metilsiil fanil )-9-okso-

5,6,7,9tetrahidrobenzo(a)heptalen-7-il)asetamid olarak adlandirilan, C27H33NO10S kapali

formiiliinde sahip bir maddedir. Molekiil agirhig1 563,618 g/mol’diir. ¢

2.5.2. Farmakolojik ozellikleri

Tiyokolsikosid Colchicum Autumnale’nin naturel bir glikozit olan kolsikosidden yari
sentetik bir siilfiir derivesidir. Bu dogal glikosid kas gevsetici, antiinflamatuar, analjezik
ozelliklere sahiptir. Tiyokolsikosid, GABA ve Glisin reseptorlerine spinal seviyede aktive
ederek miyorelaksan etkisini gosterir. Bunun yaninda tiyokolsikosidin glisinomimetik
etkileri sinir sisteminin degisik seviyelerinde goriiliir. Motor plak paralizisine neden olmaz,
solunumla ilgili problem goriilmez. Ayrica kardiyovaskiiler sistem lizerine etkisi de yoktur.
Ek olarak, bu ila¢ hayvan modellerinde gézlemlenen analjezik ve antiinflamatuar 6zelliklere
sahiptir ve 1iyi etkinliginin yami sira ,giivenlik profili bir¢ok calismada klinik olarak
gosterilmistir.®® Bir calisma tiyokolsikosidin meme kanseri ve multipl miyelom hiicreleri
tarafindan  indilklenen = RANKL yolakli  osteoklastojenezi  baskiladigin1  One
siirmiistiir.®*Biyokimyasal ¢alismalar, hem [*H] y-aminobiitirik asidin, hem de [°H]
strikninin sirastyla sican serebrokortikal ve omurilik membranlarina in vitro ve in vivo olarak
baglanmasini engelleyebildigi géz oniine alindiginda, tiyokolsikosidin y-aminobiitirik asit
reseptorleri ile etkilesime girebilecegini gdstermistir.”>"2 Bu bulgular ay-aminobiitirik asit

agonisti olan tiyokolsikosidin merkezi sinir sisteminde depresyona ve buna bagli olarak
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miyorelaksasyona neden oldugunu diisiindiirse de , antiinflamatuar etkisinin mekanizmasi

hala bilinmemektedir.”>"*

Tiyokolsikosid oral yoldan uygulandiginda hizla emilir, yaklagik 1 saat icinde plazma
doruk konsantrasyonuna ulasir. Tiyokolsikosid intramuskiiler yoldan uygulandiginda hizla
kana gecer, 15-45 dakika i¢inde plazmada doruk konsantrasyona ulagir. Plazma yarilanma
Omrii 2.5-5 saat arasindadir. Verilen ilag ve verilis yolu ne olursa olsun, bir ilacin yar1 6miir
stiresinin 10 kat1 kadar bir siire gectikten sonra yaklasik olarak ilacin tiimiine yakin kismi
organizmadan elimine olur. Tiyokolsikosidin metabolizasyonu kanda gergeklesir ve
karaciger enzimlerine gerek duymaz. Uygulanan dozun %20’si de8ismemis ya da
metabolitleri halinde idrarla, %75-81’1 ise safra feces yoluyla atilir.

Tiyokolsikosid, sicanlarda 2 mg/kg/giin'e esit veya daha disiik tekrarlanan dozlarda
uygulandiginda, oral uygulamayi takiben iyi tolere edilmistir.Hayvanlarda parenteral yoldan
0,5 mg/kg/giin'e esit dozlar kullanildigina dair preklinik veriler mevcuttur.”

Yan etkileri, deride kizariklik, sisme, alerjik reaksiyonlar (allerjik vaskiilit) nadiren
bildirilmistir. Kas i¢i uygulama sonrasinda nadiren hipotansiyon, gecici biling bulanikligi

veya eksitasyon bildirilmistir.”®

3. GEREC VE YONTEM
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Bu arastirma, Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KOU
HADYEK) onay ile (Proje No: 2021/10, tarih 29.04.2021), Kocaeli Universitesi Deneysel
Tip Arastirma ve Uygulama Birimi'nde (KOU-DETAB) yapildi (Resim 3a). Arastirma igin
Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’nden (Proje No:

TTU-2021-2670) biitce destegi alindu.

3.1. Deney Hayvanlari ve Bakim-Barinma Kosullar:

Calismada Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Birimi’nde (KOU-DETAB) iiretilen, ortalama yas1 12 hafta olan, agirliklar1 250-350 g
arasinda degisen toplam otuz adet Wistar Albino cinsi geng erigskin sican kullanildu.
Hayvanlar 1siklarin sabah saat 08.00’da acildig1 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamin ve
22 + 2 °C sicakligin saglandigi, nemi %60-70 oraninda korunan uygun kafeslerde tek tek
barindirildi (Resim 11). Sicanlara herhangi su kisitlamasi veya 6zel diyet yapilmadi, %1820
protein iceren pellet sican yemi ve musluk suyuyla beslendi. Hayvanlar laboratuvar
sorumlusu veteriner hekim tarafindan giinliik gézlemlendi. Deneklerin kafeslerine grup
numaralar1 yazilarak karigmalar1 engellendi. Yapilan arastirmada preklinik hayvan ¢alisma

ve aragtirmalari ile ilgili kurallara uyuldu.”
3.2. Sicanlara Anestezi Uygulanmasi

Anestezi i¢in xysilazine HCI (Rompun®-Bayer Ila¢ San. Tiirkiye) 5-10 mg/kg
intraperitoneal ve ketamin 50 mg/kg (Ketalar®- Pfizer Ilaglar1 Ltd. Sti. Tiirkiye)
intraperitoneal kullanildi. Bu uygulamada ratlarda yaklagik 30 dakika siire ile anestezi
saglamasi1 planlanmakta olup, cerrahi islemin 30 dakikay1 astig1 durumlarda ketamin

enjeksiyonu 5 mg/kg intraperitoneal olarak tekrarlandi.
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Resim 3: Deneylerin gergeklestirdigi Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve

Uygulama Birimi (a); operasyonlarin yapildigi standartlara uygun ameliyathane odasi (b).
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Resim 4: Denekler postoperatif bakim {initesinde ayr1 kafeslerde barindirildi ve giinliik bakimlari

yapildi.

3.3. Deney Gruplar
Hayvanlar her grupta on hayvan olacak sekilde rasgele ii¢ gruba ayrildi. Ilk operasyon
sonrasinda 12 haftalik takip siiresinin ardindan tiim gruplardaki deneyler sakrifiye edilerek
ense bolgesine yerlestirilmis olan yag greftleri alinarak makroskopik degerlendirme

sonrasinda histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeye gonderildi.

3.4. Deney Cerrahisi Akis Plan1
Deney c¢alismasi boyunca biitiin hayvanlarda cerrahi sirasinda sterilizasyon kurallarina
uyulmustur. Tiim cerrahi aletler ve cerrahi alan steril olarak kullanildi. Biitiin gruplarda tiim
islemleri ayni cerrah gergeklestirmistir. Anestezi indiiksiyonu sonrasi siganlarin sag kasik ve
ense-sirt bolgesi tragslanmistir ve povidon iyodiir ile temizlendi. Operasyon sirasinda hem

pron hem de supin pozisyonda calisildi.

3.4.1 Kullamilan Cerrahi Arac ve Gerecler
Operasyonlar sirasinda 15 numara bistiiri, portegiiler, diseksiyon makaslari, pensetler,

bistiiri sap1, ekartorler, cerrahi siitlir malzemesi olarak 4.0 ipek kullanildi. (Resim 5) Yag
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greftlerinin voliimetrik degerlendirilmesi i¢in Scc lik enjektorler kullanildi. Greft hacmi sivi
tagirma yontemi ile hesaplandi. Greftlerin agirlik 6l¢iimleri SCALTEC SPB31 marka dijital
hassas terazi yardimiyla yapildi. Deneyin tiim cerrahi ve makroskopik degerlendirme

asamalar1 Canon 450D marka SLR fotograf makinesiyle dokiimente edildi.

Resim 5: Operasyon sirasinda kullanilan cerrahi aletler.

3.4.2 Deney

Tim gruplara standart cerrahi prosediir uygulanda.

Anestezi altinda agirlik 6l¢iimiinii takiben pron pozisyonda interskapuler bolge orta hattan
yapilan 1 cm’lik horizontal insizyonla girildi ve panniculus karnozus tabakasinin altindan
oksipital bolgeye dogru cilt alt1 tiinel olusturuldu. Oksipital bolgede kas iistii planda standart
pos olusturularak, alici yatak hazirlandi. Ardindan supin pozisyona gecildi, sag kasik
bolgesinden yapilan 1 cm’lik standart insizyon ardindan sag inguinal yag yastik¢igi iizerine
diisiildii. Yag yastik¢ig1 cevre dokulardan keskin ve kiint diseksiyonla ayrilmis ve greft
seklinde alindi. Elde edilen yag grefti dijital hassas terazide 6l¢iildii, yiizdlirme yontemiyle
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hacim Sl¢imii yapildi. Makroskopik degerlendirme sonrasinda greft alici sahaya transfer

edildi. Insizyonlar non-absorbable siitiirle onarild.

Grup 1 (n:10): Kontrol grubu
Bu gruptaki denekler iki cerrahi igslem arasinda herhangi ek islem ve ila¢ uygulamasi

yapilmadi.

Grup 2 (n:10): Oral uygulanan tiyokolsikosid deney grubu

Bu gruptaki deneklere ilk cerrahi miidahalenin ardindan, postoperatif 0. giinde ilk doz
olmak iizere, toplamda 5 giin, 12 saat araliklarla, giinde 2 kere orogastrik gavaj yoluyla
uygulanacak sekilde, giinlik 2 mg/kg olmak {izere tiyokolsikosid grubu kas gevsetici
(Muscoril 8 mg kapsiil, Sanofi) uygulandi.

Grup 3 (n:10): Parenteral uygulanan tiyokolsikosid deney grubu

Bu gruptaki deneklere ilk cerrahi miidahalenin ardindan, postoperatif 0. giinde ilk dozu
olmak iizere, toplamda 5 giin, 12 saat araliklarla, giinde 2 kere intramuskiiler yoldan
uygulanacak sekilde giinlik 0,5 mg/kg olmak iizere tiyokolsikosid grubu kas gevsetici
(Muscoril 4 mg/2ml, IM, Enjeksiyonluk ¢dzelti, Sanofi) uygulandi.

On iki hafta takip sonrasinda tekrar genel anesteziye alinan siganlarin oksipital bolgesine
adapte edilen yag greftleri alinarak agirlik ve hacim dlgtimleri yukarida tarif edildigi sekilde
yapildi ve kaydedildi. Yag greftleri formaldehitli soliisyona alindi, sonrasinda 1s1k

mikroskobu, immunohistokimya degerlendirmeleri i¢in patoloji laboratuvarina gonderildi.
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GRUPLAR

ILK OPERASYON iLAC iKiNci DEGERLENDIRME
UYGULAMASI OPERASYON
L. GRUP e
KONTROL GREFTLERIN
YOK PREOP VE POSTOP
HACIM VE KITLESEL
OLCUMLERI YAPILDI
PATOLOJI
ILK OPERASYONDA POSTOPERATIF 12 =
2. GRUP RATLARIN SAG POSTOPERATIF 0. | HAFTA TAKIP REG}E:IIS%‘(?&%LR%EE
ORAL GAVAJ | KASIK BOLGESINDEN GUNDEN SONRASINDA OIL RED) (H&Eye
ALINAN YAG GREFTI BASLAYARAK OKSIPITAL BOLGEYE
MAKROKOSKOPIK ORAL GAVAJ KASUSTU PLANDA .
OLCUMLER YONTEMIYLE 5 GON | YERLESTIRILMIS YAG | * Kist-vakuol olusumu
SONRASINDA SUREYLE, GUNDE 2 | GREFTLERI 2. + Fibrozis
SIRTTAN GIRILEN KERE OPERASYONLA . Inﬂmasyon
INSIZYONLA TIYOKOLSIKOSID | ALINDI VE « Adipositlerde sekil
OKSIPITAL BOLGEDE UYGULANDI MAKROSKOPIK bozuklugu
OLUSPTSS*}SLAN géggrsﬁil; " » Vaskiilarizasyon
3. GRUP KASUSTUPLANDA | POSTOPERATIF0. | PATOLOJ Tebliysinagirolyuny
M YERLESTIRILDI GUNDEN LABARATUARINA
BASLAYARAK YOLLANDI
ENJEKSIYON INTRAMUSKULER 4  IMMUNOHISTOKIMYA
ENJEKSIYON . Penhpm-Galecnn 3
(PARENTERAL) YONTEMIYLE 5 GUN + CD31
SUREYLE, GUNDE 2 + VEGF
KERE
\A TIYOKOLSIKOSID
UYOULANDI ISTATISTIKSEL
DEGERLENDIRME

Tablo 1: Deney siralamasinin sematize tablosu.
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Resim 6: Alici sahanin hazirlanmasi. a) preoperatif olarak ciltte isaretlemeler yapildi (alic1 alanin
ciltteki iz diisiimii mavi yildizla isaretlenmistir); b) Interskapuler bdlge orta hattan yapilan 1 cm’lik
horizontal insizyonla girildi; c) Panniculus karnozus tabakasinin altindan oksipital bolgeye ciltaltt
tiinel olusturuldu; d) oksipital bolgede kasiistii planda standart pos olusturuldu.
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Resim 7: Oksipital b6lgeye dogru olusturulan cilt alt1 posun giris insizyonundan goriiniimii.

Diseksiyonda zeminden cilde dogru giden perforatorler korunmustur.
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Resim 8: a) Sag inguinal bélgede 1 cm’lik standart insizyon planlandi; b) Insizyonun ardindan sag

inguinal yag yastik¢ig1 goriiniir hale geldi.
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Resim 9: Yag yastik¢i8i ¢evre dokulardan keskin ve kiint diseksiyonla ayrildi ve greft seklinde alindi.
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Resim 10: a) Elde edilen yag greftinin makroskopik gériiniimii; b) Doku drnegi dijital hassas terazide

6l¢iildii; ¢) Yiizdiirme yontemiyle hacim dl¢timii yapildi.
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Resim 11: Greft 6l¢iim islemleri sonrasinda; a) interskapuler bolgedeki insizyondan girilerek; b) cilt

altindan tiinelize sekilde oksipital bolgedeki alic alana transfer edildi.
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Resim 12: a) inguinal bolgedeki donor saha; b) sirt bolgesindeki alici saha insizyonlar

nonabsorbable siitiirlerle primer onarildi.

3.4.3. Deneyin sonlandirilmasi: Yag grefti 6rneklerinin alinmasi ve histopatolojik
inceleme

Biitiin ¢calisma gruplarindaki ratlar islemden 1 saat sonra ketamin anestezisi altinda yiiksek
doz anestezik madde uygulanarak sakrifiye edilmistir. Yag grefti ornekleri makroskopik
olarak yapilan degerlendirme (Resim17) ve fotograflama sonrasi %10’luk formaldehit
soliisyonunda fikse edilmistir ve histopatolojik inceleme amaciyla patoloji laboratuvarina

gonderilmistir.
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Resim 13: On iki haftalik takip siiresi sonrasinda oksipital b6lgeden yapilan insizyonla yag
greftlerine ulagildi.
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Resim 14: On iki haftalik takip sonrasinda; a) Oksipital bolgeye uygulanmis olan yag greftinin alici
sahadan alinmasindan hemen Onceki makroskopik goriinlimii; b) Zeminden grefte dogru giden
vaskiiler yapilar makroskopik olarak goriilmekte (mavi ok); c¢) Greftin alic1 sahadan alinmasindan

hemen sonra zeminde clavotrapezius kaslarinin gortiniimii.
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Histopatolojik inceleme KOU Patoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir. Degerlendirme, her

bir parametre i¢in belirlenmis olan derecelendirme Slgeklerine gore uygulanmugtir.’

Biitiin gruplardan alinan yag dokusu 6rnekleri %10’luk formalin soliisyonunda 24 saat tespit
edildi. Tespit islemi sonrasi1 formalin soliisyonu i¢inden alinan doku 6rnekleri cesme suyu
altinda yikandi ve sirasiyla %75, %96 ve %100 etanol serisinden gecirilerek suyunu giderme
islemi uygulandi. Bundan sonra ksilen ile seffaflastirilan dokular siv1 parafinle 60°C’lik
etlivde 3 saat inkiibe edilerek parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan Leica RM
2125RT model sliding mikrotom ile 5 um kalinliginda kesitler alindi.
Doku kesitlerine Hematoksilen-Eozin (H&E) ve Oil red O boyasi uygulandi.
Histopatolojik olarak yag nekrozu, kist-vakuol olusumu, fibrozis, inflamasyon, yag dokusu
hiicresinde sekil bozuklugu, miyelin figlir olusumu degerlendirilip skorlama yapildi.
Skorlama i¢in kullanilan degerler; %0; (-) Yok, %1-20; (+1) az, %21-40; (+2) azdan ortaya,
%41-60; (+3) orta, %61-80; (+4) ortadan kuvvetliye ve %81-100; (+5) kuvvetli olarak
belirlendi.
Uygulanan H&E boyama protokolii asagidaki gibidir: v/

Ksilen ile deparafinizasyon v* %100, %96 ve %75

etanol serisi ile hidratasyon v Yikama (¢esme

suyunda) v’ Hematoksilen soliisyonu, 1 dakika

v" Yikama (g¢esme suyunda) v’ Eozin

soliisyonu, 1 dakika v Yikama (¢esme suyunda) v/

%75, %96 ve %100 etanol serisi ile dehidratasyon
v Ksilen ile seffaflandirma v* Entellan kullanarak
lamelle kapama

Boyanan preparatlar, Olympus BX50 marka 151k mikroskobuyla incelendi ve fotograflandi.
Histokimyasal olarak nétral lipitleri gosteren Oil red O boyandi. Oil red O boyama protololii
asagidaki gibidir:

1- Ornekler %70’lik alkole 1 saniye daldirilip ¢ikarildi.

2- Daha sonra Oil Red O boyasi igerisinde 5 dakika inkiibe edildi.

3- Tekrar %70’lik alkolde hizlica yikandi.
4- Suda yikama yapildi.

5- Harris Hematoksilen boyasiyla 1 dakika zit boyama yapilda.

6- Suda yikanan 6rnekler havada kurutuldu ve lamel ile kapatildi.
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Daha sonra parafinize dokulara CD31, VEGF, Galectin-3 ve Perilipin boyalar ile
immiinohistokimyasal analiz yapildi.

CD31, c¢ogunlukla wvaskiiler endotel hiicre yiizey belirteci olarak bilinir.
Calismamizda CD31 antikoru ile boyali preparatlarda gruplar arasindaki yeniden
damarlanma oranlarina bakilmistir. Yag dokusu greftinden alinan &rneklerde
vaskiilarizasyonun degerlendirilmesi kantitatif olarak her preparat iizerinde 10 tane biiylik
bliylitme alaninda damar sayilar1 sayilarak yapildi. CD31 ile immiinohistokimyasal boyama
protokolii agagidaki gibidir:

Poly-L-lysin kapli lama alinan kesitler bir gece 37°C*lik etiivde bekletildi.

Ardindan 30 dakika (dk) 56°C*lik etiivde bulunan ksilolde ve 15 dk oda
sicakligindaki ksilolde deparafinize edilen kesitler azalan oranlarda alkol serilerinde
rehidrate edildi.

Kesitler bu islemden sonra 6nceden hazirlanmis olan pH: 7.2 olan phosphate buffered
saline (PBS) soliisyonunda 5 dk bekletildi.

Ardindan 5 dk boyunca endojen peroksidaz aktivitesini bloke eden %3“liikk hidrojen
peroksit (H202) damlatilarak bekletildi ve 5 dk boyunca PBS soliisyonunda yikandi.

CD31 ile isaretlenecek olan kesitler ise EDTA (pH: 8.0) soliisyonu dolu kaplara
yerlestirilerek mikrodalga firinda 750 watt*da 5 dk, 500 watt“da 2x5 dk siire ile inkiibasyon
islemi uygulandi. Boylece antijenin agiga ¢ikmasi saglandi.

Bu islemden sonra uygulanan kaynatmanin ardindan kesitler oda 1si1sinda sogumaya
birakildi.

Tiim kesitler sogumay1 takiben 5 dk PBS soliisyonunda yikand: ve kurulandi.

Her bir kesitin lizerine primer antikor soliisyonu dokuyu tamamen ortecek sekilde
damlatilarak 1 saat bekletildi.

Baglanmamis antikorlar 5 dk PBS soliisyonunda yikanarak uzaklastirildi ve biotine
baglayici sekonder antikor eklenerek 10 dk bekletildi.

Takiben kesitler 5 dk PBS soliisyonunda yikanarak kurulandi.

Kesitlere Streptovidin Peroksidaz soliisyonu (Spring Bioscience) damlatilarak 10 dk
beklendi ve ardindan tekrar 5 dk PBS soliisyonunda yikandi.

Renk verecek goriintiiyli saglamak amaci ile Diaminobenzidin tetraklorid (DAB,
Spring Bioscience) damlatildi ve kahverengi gbzlenene kadar beklendi.

Renk olusunca ¢esme suyunda 5 dk yikandi ve zemin boyanmasi i¢in kesitlere

hematoksilen ile zit boyanma yapilarak ardindan yine ¢esme suyunda 5 dk yikandi.
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Yikama sonrast dehidratasyon igin kesitler sirasi ile yiikselen oranlarda alkol

serilerinden gecirildi ve ksilolde saydamlastirma sonrasi balzam ile kapatildi.

VEGF boyanmasi gosterip kahverengi boyanan hiicreler her bir 6rnek i¢in x400 biiylitmede

tic farkli alanda sayildi. VEGF ile immiinohistokimyasal boyama protokolii asagidaki

gibidir:

4 mikrometrelik parafin kesitler 70°C’lik etiivde 1,5 saat bekletildi.

Deparafinizasyon yapildi.

Ik xylende 5 dakika bekletildi,

Ikinci xylende 5 dakika bekletildi,

Kurutma islemi yapildi,

%100’lik alkolde 5 dakika,

%90’l1ik alkolde 5 dakika,

%80’1ik alkolde 5 dakika bekletildi.

Distile suda 5 dakika yikama yapildi.

VEGF i¢in; ImM etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), pH8 olan soliisyonda
diidiiklii tencerede basingla 1,5 dakika kaynatilan kesitlere boyama asamalari
uygulandi.

PBS (Fosfat buffer soliisyonu)’de 5 dakika yikama,

%3’lik hidrojen peroksit ile 5 dakika inkiibasyon (endojen peroksidaz
aktivitesinin ortadan kaldirilmasi), « PBS’de 5 dakika yikama,

Ultra V Blok soliisyon (5 dakika inkiibasyon)

Primer antikor (VEGF, Thermo Fisher Scientefic, Fremont CA, USA, 1/100,
endostatin, Hycult Biotechnlogy, Netherlands, 1/15) (1.5 saat inkiibasyon)
PBS’de 5 dakika yikama,

Value Primary Antikor Enhacer (20 dakika inkiibasyon),

PBS’de 5 dakika yikama,
Value HRP Polymer (1s18a hassas oldugu icin karanlik ortamda 30 dakika

inkiibasyon),

PBS’de 5 dakika yikama,

Kromojen (3,3’ Diaminobenzidine) (5 dakika inkiibasyon),
PBS’de 5 dakika yikama,

Mayer’s Hematoksilen’del dakika bekletme

Akan su altinda 5 dakika yikama,
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%100’k alkolde 1 dakika bekletme,

%90’lik alkolde 1 dakika bekletme,

%80’lik alkolde 1 dakika bekletme,

Kesitler kuruduktan sonra xylende 2 dakika bekletme

Kapama (Aqueous mounting medium).

Galectin-3 ile hiicre 6limii ve apoptozisin yogun oldugu alanlarda; Perilipin ile canli

adipositlerde pozitif reaksiyon izlenmistir. Perilipin ve Galectin ile immiinohistokimyasal

boyama protokolii asagidaki gibidir:

1.
2.
3.

10.
11.

12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.

Polilizinli ve pozitif sarjli lamlar {izerine 4 mikron kalinliginda kesitler alindi.
56°C etiivde 1 gece bekletilerek deparafinizasyon islemine baslandi.
Deparafinizasyona ksilen ile devam edildi. Bu islem 60°C etiivde 3 kez 10'ar
dakika ksilende bekletme ve her 10 dakikanin ardindan S'er dakika soliisyon
yenilenerek disarida sogumaya birakma seklinde uygulandi.

Ksilenin giderilmesi i¢in %96'lik alkol muamelesine gecildi. Kesitler alkolde
60°C etiivde her seferinde solusyon yenilenerek 4 defa 10'ar dakika tutuldu.
Lamlar 3 kez distile sudan gegirildi.

Dokularda bulunan endojen peroksiti bloke etmek i¢in metanolde hazirlanmig
%?3'lik H202'de 37 °C etiivde 15 dakika bekletildi.

Distile suda 5 dakika bekletildi.

Lamlar pH 7.4 olarak hazirlanmig PBS soliisyonunda 10 dakika bekletildi.
“EDTA buffer” %10“luk soliisyonda maksimum devirde 20 dakika, 600 devirde
10 dakika muamele edildi.

Oda 1s1sinda yarim saat bekletildi.

Distile sudan gegirildi.

Lamlar pH 7.4 olarak hazirlanmis PBS soliisyonunda 10 dakika bekletildi.
Reaktiflerin kesit disina tagsmasinm1 engellemek icin lamlardaki kesitlerin etrafi

Pap pen ile ¢izildi.

Her lama Large Volume Ultra V Blok damlatildi ve 10 dakika tutuldu

Distile suda 3 dakika bekletildi.

PBS ile 5 dakika muamele edildi.

Primer antikor soliisyonu damlatild1 ve 60 dakika oda 1sisinda bekletildi.
Lamlar {izerindeki antikorlar distile su ile uzaklastirilip PBS soliisyonu ile 5

dakika muamele edildi.

32



19. Biotinylated Goat Anti-Polyvalent soliisyonunda 15 dakika, oda 1sisinda
bekletildi.

20. PBS ile 5 dakika muamele edildi.

21. Streptavidin Peroxidase soliisyonunda 15 dk oda 1sisinda bekletildi.

22. PBS ile 5 dakika muamele edildi.

23. Oda 1s1sinda AEC kromojen ile 10 dakika inkiibe edildi.

24. Cesme suyunda 5 dakika bekletildi.

25. Hematoksilen zit boya 2 dakika siire ile uygulandi.

26. Cesme suyunda 3 dakika bekletildi.

27. %1'lik amonyakta 20 sn bekletildi.

28. Cesme suyundan gegirildi.

29. Su bazl balzam ile kapatildi.

3.4.4. Istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel degerlendirme IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket
programi ile yapildi. Niimerik degiskenler medyan (25.-75. persentil) olarak verildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar Kruskal-Wallis testi ile belirlendi. Coklu karsilastirmalar i¢in Dunn
testi kullanildi. Bagimli grup karsilastirmalarinda Wilcoxon Signed Rank testi kullanildi. Tki

yonlii hipotezlerin testinde p<0,05 istatistiksel 6nemlilik icin yeterli kabul edildi.

4. BULGULAR

Calisma esnasinda denek kaybi yasanmadi. Deneklerde cerrahi isleme bagli olarak
meydana gelebilecek cerrahi alan enfeksiyonu, cilt nekrozu, detagsman gibi komplikasyonlar

gorilmedi.

4.1. Makroskopik Degerlendirme

Yag transferi Oncesi ve yag transferi sonrasi 12. haftada deneklerin agirlik Slgiimleri
kaydedildi. Deneklerin agirlik yilizde degisim oranlar1 hesaplandi ve gruplar istatistiksel
olarak karsilagtirildi. (Tablo 2). Gruplarin istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile
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karsilagtirmasinda deneklerin agirlik ylizde degisim oranlar1 arasinda anlamli farklilik

saptanmadi, p> 0,05 bulundu.

Kontrol (n=10)  Oral (n=10) Parenteral (n=10) * P
medyan (Q1-03) medyan (Q1-03) medyan (Q1-Q3)
Denek agirh@ yiizde
degisimi 4,35 (3,28-5,02) 4,92 (3,57-6,79) 4,05 (3,73-5,35) 0,428

Tablo 2: Gruplarin istatistiksel olarak karsilastirmasinda denek agirlik ylizde degisim oranlar
arasinda anlamli farklilik saptanmadi, p> 0,05 bulundu. (*:Kruskal-Wallis testi, Q1-Q3: 25.-75.
persentil)

Tiim deneklerde ilk operasyonda uygulanan ve ikinci operasyonda elde sonug¢ yag
greftlerinin agirlik ve hacim degerleri dl¢iilerek kaydedildi (Tablo 3).

GRUP DENEK NO PREOP YAG GREFTI AGIRLIGI MGPOSTOP YAG GREFTI AGIRLIGI MG PREOP YAG GREFTI HACMI ML POSTOP YAG GREFTI HACMi ML
1.NO DENEK 909,3 3711 0,6 0,45
2.NO DENEK 820,5 409,8 0,45 0,2
3.NO DENEK 986,5 669,9 0,6 0,4
4.NO DENEK 730,3 268,9 0,45 0,2
5.NO DENEK 920,6 391,2 0,8 0,4
KONIROBIGENES 6.NO DENEK 792,5 340,1 0,65 0,25
7.NO DENEK 671,2 498,8 0,55 0,4
8.NO DENEK 498,6 437,2 0,45 0,25
9.NO DENEK 570,3 356,7 0,55 0,3
10.NO 877,3 596,6 0,6 0,4
DENEK
ORAL UYGULAMA GRUBU 1.NO DENEK 573,1 469,7 0,35 0,3
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2.NO DENEK 600,9 384,4 0,4 0,35
3.NO DENEK 587,5 419,6 0,4 03
4.NO DENEK 813,8 573,7 0,6 0,5
5.NO DENEK 481,3 316,8 0,4 03
6.NO DENEK 552 370,8 0,25 0,2
7.NO DENEK 670,3 608,2 0,45 0,35
8.NO DENEK 987,5 884,3 0,45 0,4
9.NO DENEK 701,5 600,2 0,4 0,35
10.NO 708,2 587,5 0,45 0,4
DENEK
1.NO DENEK 1164,3 1038,5 0,7 0,55
2.NO DENEK 818,3 804,3 0,6 0,55
3.NO DENEK 895,8 864,2 0,6 0,55
4.NO DENEK 686,5 672,3 0,45 0,4
5.NO DENEK 8225 685,6 0,8 0,7

PARENTERAL UYGULAMA

GRUBU 6.NO DENEK 878,7 757,2 0,8 0,65
7.NO DENEK 558,5 225,3 0,5 0,35
8.NO DENEK 817,4 482,8 0,6 0,45
9.NO DENEK 07,1 697,6 0,6 0,55
10.NO 635,1 608,6 0,55 0,5
DENEK

Tablo 3: Deneklerde ilk operasyonda uygulanan ve ikinci operasyonda elde edilen sonu¢ yag
greftlerinin agirlik ve hacim degerleri dlgiilerek kaydedildi. (mg:miligram, ml:millitre)

Greftlerin agirlik ve hacimsel yiizde degisim oranlar1 hesaplandi ve gruplar istatistiksel
olarak Kkarsilastirildi (Tablo 4). Gruplarin istatiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile

karsilagtirmasinda greft agirlik yiizde degisim oranlar1 ve greft hacim ylizde degisim oranlari

arasinda anlaml farklilik saptandi, p <0,05 bulundu.

Kontrol (n=10)
Medyan (Q1-Q3)

Oral (n=10)
Medyan (Q1-Q3)

Parenteral (n=10)
medyan (Q1-Q3)

Greft agirhg:
yiizde degisimi

Greft hacmi
yiizde degisimi

-43,75 ((-57,93) — (-30,41))

-44,94((-55,55) — (-31,81)

-23,31 ((-33,16) - (-13,43))

-15,47 ((-22,91) — (-12,15))

-12,18 ((-22,71) - (-3,16))

-11,80 ((-22,32) — (-8,33))

0,010

<0.050




Tablo 4: Gruplarin istatistiksel olarak karsilagtirmasinda greft agirlik ve hacim yiizde degisim
oranlari arasinda anlamli farklilik saptandi, p <0,05 bulundu. (*:Kruskal-Wallis testi, Q1-Q3: 25.-
75. persentil)

Ug grubun ikili karsilastirmasinda (Grafik 1 ve Tablo 5) parenteral uygulama grubundaki
greft agirlik ylizde degisimi kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiiktii (p <0,008).

0,00

-10,00

-20,00

-30,00

-40,00

Yag grefti agirhg (ylizde degisim)

-50,00

-60,00

KONTROL ORAL PARENTERAL

Grafik 1: Grafik her 3 gruba ait yag grefti agirlik yiizde degisim oranlarinin medyan, 25. ve 75.
yiizdelik dilimlerdeki degerler karsilagtiriimasi.

Greft Agirhik Yiizde Degisim Oranlari

KONTROL - ORAL 0,180
KONTROL - PARENTERAL 0,008
ORAL - PARENTERAL 0,791

Tablo 5: Ug grubun ikili karsilastirmasinda parenteral uygulama grubundaki greft agirhk yiizde
degisim oranlar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiiktii.
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Ug grubun ikili karsilastirmasinda (Grafik 2 ve Tablo 6) oral ve parenteral uygulama

grubundaki greft hacim yiizde degisimi kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diistiktii.

0,00
. ! !
-20,00
-30,00
-40,00
-50,00

-60,00

Yag grefti hacmi (ylizde degigim)

KONTROL ORAL PARENTERAL

Grafik 2: Gruplar arasinda yag grefti hacim yiizde degisim oranlarinin medyan, 25. ve 75. persentil
dilimlerdeki degerler karsilastirilmasi.

Greft Hacmi Yiizde Degisim Oranlar p
KONTROL - ORAL 0,003
KONTROL - PARENTERAL <0,05
ORAL - PARENTERAL 1,000

Tablo 6: Ug grubun ikili karsilastirmasinda oral ve parenteral uygulama grubundaki greft hacim
yiizde degisim oranlar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diistiktii.
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Resim 15: Gruplara ait sonug greft 6rnekleri a) kontrol grubu greft 6rnegi; b) oral uygulama grubu
greft 6rnegi; c) parenteral uygulama grubu greft 6rnegi.

4.2. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik olarak yag nekrozu, kist-vakuol olusumu, fibrozis, inflamasyon, yag dokusu
hiicresinde sekil bozuklugu, miyelin figlir olusumu degerlendirilip skorlama yapildi.
Skorlama i¢in kullanilan degerler; %0; (-) Yok, %1-20; (+1) az, %21-40; (+2) azdan ortaya,
%41-60; (+3) orta, %61-80; (+4) ortadan kuvvetliye ve %81-100; (+5) kuvvetli olarak
belirlendi (Tablo 7).

. . 0% %1-20 %21-40 %41-60 %61-80 %81-100
HISTOLOJIK
PARAMETRE
Yok Az Azdan Ortaya Orta Ortadan Siddetli
Siddetliye
Yag nekrozu
inflamasyon
Vaskiilarizasyon
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Miyelin figiir olusumu 0 1 2 3 4 5

Tablo 7: Histopatolojik parametrelerin puanlanmasi.

Kruskal-Wallis testi uygulanarak yapilan istatistik analizde (Tablo 8), yag nekrozu (Grafik
3), kist-vakuol olusumu (Grafik 4), vaskiilarizasyon (Grafik 5), adipositlerde sekil
bozuklugu (Grafik 6), miyelin figiir olusumu (Grafik 7) parametreleri degerlendirildiginde

gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

Histopatoloiik Kontrol Oral Parenteral
P X J (n=10) (n=10) (n=10) medyan  P"
parametre medyan (Q1-Q3)  medyan (Q1-Q3)  (Q1-Q3)
Yag nekrozu 2,00 (1,75-3,00) 1,70 (1,00-2,25) 1,60 (0,75-2,00) 0,418
Fibrozis 0,50 (0-1,25) 1,40 (0,75-2,25) 1,80 (1,00-2,25) 0,050
inflamasyon 2,50 (1,00-4,00) 1,10 (0,75-2,00) 0,60 (0-1,00) 0,002
Kist-vakuol olusumu 2,00 (1,75-3,25) 3,00 (2,00-5,00) 2,90 (2,00-4,00) 0,577
Vaskiilarizasyon 2,00 (2,00-3,00) 2,30 (2,00-3,00) 2,60 (2,00-3,00) 0,486
Adipositlerde sekil 2,00 (2,00-3,25) 1,80 (1,00-2,00) 2,00 (1,75-2,25) 0,196
bozuklugu

Miyelin figir olusumu 2,00 (2,00-3,25) 1,90 (1,00-2,25)  1.90 (1,75-2,25) 0,310

Tablo 8: Gruplar arasinda histopatolojik parametrelerin degerlendirilmesi. (*:Kruskal-Wallis testi,

Q1-Q3: 25.-75. persentil)
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Yag nekrozu
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1

KONTROL ORAL PARENTERAL

Grafik 3: Gruplar arasinda yag nekrozu histopatolojik parametresinin medyan, 25. ve 75. persentil

dilimlerdeki degerlerinin karsilastirilmasi.

KONTROL ORAL PARENTERAL

w

Kist-vakuol olusumu

-

Grafik 4: Gruplar arasinda kist-vakuol olusumu histopatolojik parametresinin medyan, 25. ve 75.
persentil dilimlerdeki degerlerinin karsilastirilmas.
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Resim 16: Kistik vakuol ve yag nekrozu bulgulari- H&E boyama. a) Kontrol grubunda kistik vakuol
(kalin ok) ve yag nekrozu (daire) (H&E, x200 biiyiitme)b) Parenteral uygulama grubunda kistik
vakuol (kalin ok) ve yag nekrozu (daire) (H&E, x400 biiyiitme).

41



Resim 17: Kistik vakuol ve yag nekrozu bulgulari- Oil red boyama. a) Kontrol grubunda kistik
vakuol (kalin ok) ve yag nekrozu (daire) (Oil red, x400 biiyiitme); b) Parenteral uygulama grubunda
kistik vakuol (kalin ok) ve yag nekrozu (daire) (Oil red, x400 biiyiitme).

42



w

Vaskiilarizasyon

-

i

KONTROL ORAL PARENTERAL

Grafik 5: Gruplar arasinda vaskiilarizasyon histopatolojik parametresinin medyan, 25. ve 75.
persentil dilimlerdeki degerlerinin karsilastiriimasi.

IER B

KONTROL ORAL PARENTERAL
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Yag dokusu hiicresinde sekil bozuklugu

Grafik 6: Gruplar arasinda adipositlerde sekil bozuklugu histopatolojik parametresinin medyan, 25.
ve 75. persentil dilimlerdeki degerlerinin karsilastirilmast.

43



w

Miyelinfiglir olusumu
N

-

KONTROL ORAL PARENTERAL

Grafik 7: Gruplar arasinda miyelin figiir olusumu histopatolojik parametresinin medyan, 25. ve 75.
persentil dilimlerdeki degerlerinin karsilastirilmasi.

Ancak fibrozis (Grafik 8 ve Tablo 9) ve inflamasyon (Grafik 9 ve Tablo 10 )
parametrelerinin degerlendirilmesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriildi. Parenteral uygulama grubundaki fibrozis orani kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli derece yiiksekti, p<0,05 olarak hesaplandi (Tablo 9).
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Resim 18:Yag dokusunda sekil bozuklugu ve miyelin figiir olusumu- H&E boyama. a) Kontrol
grubunda diisiik derece adipositlerde sekil bozuklugu ve miyelin figlir olusumu (kalin ok) b)
Parenteral uygulama grubunda diisiik derece adipositlerde sekil bozuklugu ve miyelin figiir olusumu
(kalin ok) (H&E, x200 biiyiitme).
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Fibrozis

KONTROL ORAL PARENTERAL

Grafik 8: Gruplar arasinda fibrozis histopatolojik parametresinin medyan, 25. ve 75. persentil
dilimlerdeki degerlerinin karsilastirilmasi.

FiBROZIS p

KONTROL - ORAL 0,407
KONTROL - PARENTERAL 0,045
ORAL - PARENTERAL 1,000

Tablo 9: Ug grubun ikili karsilastirmasinda parenteral uygulama grubundaki fibrozis oranlari kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha yiiksekti.

Parenteral uygulama grubundaki inflamasyon orani kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli derece diisiik saptandi, p<0,05 olarak hesaplandi (Tablo 10).
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Grafik 9: Gruplar arasinda inflamasyon histopatolojik parametresinin medyan, 25. ve 75. persentil
dilimlerdeki degerlerinin karsilastirilmasi.

INFLAMASYON p
KONTROL - ORAL 0,542
KONTROL - PARENTERAL 0,001
ORAL - PARENTERAL 0,075

Tablo 10: Ug grubun ikili karsilastirmasinda parenteral uygulama grubundaki inflamasyon oranlart
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiiktii.
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Resim 19: Fibrozis ve inflamasyon bulgulari- H&E boyama. a) Kontrol grubunda diisiik derece
fibrozis (kalin ok), yliksek derece inflamasyon (isaretli alan) (H&E, x400 biiyiitme); b) Parenteral
uygulama grubunda grubunda yiiksek derece diizeyde fibrozis (isaretli alan), diisiik derece
inflamasyon goriiniimii (H&E, x400 biiyiitme).
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4.3. Immunohistokimyasal inceleme

Immunohistokimyasal olarak perilipin ve galectin boyamasi ile yasayan adiposit
yasayabilirligi, CD31 boyama ile yag greftinin tamamlanmig vaskiilarizasyon orani, VEGF
boyama ile dokunun devam etmekte olan neovaskiilarizasyon oran1 degerlendirildi. CD31
boyama i¢in 10 biiylik biiylitme alaninda (BBA) sayim yapildi. Perilipin ve galectin 3
boyamasi ile yapilan immunohistokimyasal incelemede yasayan adipositlerin sayilmasi 6
puanlik degerlendirilme ile kaydedildi. Puanlama 0-5 arasi olarak, 0 (0%, yok), 1 (%1-20,
az), 2 (%21-40, azdan ortaya), 3 (%41-60,0rta), 4 (%61-80,ortadan siddetliye), 5 (%81-100,
siddetli) olarak belirlendi.

Kruskal-Wallis testi uygulanarak yapilan istatistik analizde perilipin-galectin boyamasi ile
degerlendirilen adiposit yasayabilirligi (Grafik 10 ve Tablo 11) parametresi
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

Kontrol Oral Parenteral
Immunohistokimyasal (n=10) (n=10) (n=10)
parametre p*
medyan (Q1-Q3) medyan (Q1-Q3) medyan (Q1-Q3)

Adiosit yasayabilirligi

(Perilipin ve Galectin) 4,00 (4,00-5,00) 4,30 (4,00-5,00) 4,20 (4,00-4,25) 0,674
VEGF 27,50 (24,75-32,50) 22,50 (18,25-28,25) 19,50 (17,00-22,00) 0,003
CD31 70,00 (59,50-81,00) 78,00 (75,75-96,25) 76,00 (67,50-88,50) 0,044

Tablo 11: Gruplar arasinda immunohistokimya parametrelerinin  degerlendirilmesi.
(*:KruskalWallis testi, Q1-Q3: 25.-75. persentil)
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Grafik 10: Gruplar arasinda perilipin ve galectin ile immunohistokimyasal boyamayla
degerlendirilen adiposit yasayabilirligi parametresinin medyan, 25. ve 75. persentil dilimlerdeki
degerlerinin karsilagtirilmasi.
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Resim 20: Viable-non viable adiposit sayimi a) Kontrol grubunda galectin 3 ile boyama paterni; b)
Oral uygulama grubunda galectin 3 ile boyama paterni (kalin ok) (Galectin 3, x400 biiyiitme); c)
Kontrol grubunda perilipin ile boyama paterni; d) Oral uygulama grubunda perilipin ile boyama
paterni (kalin ok) (Perilipin, x400 biiyiitme).

CD31 (Grafik 11 ve Tablo 12) ve VEGF (Grafik 12 ve Tablo 13) boyama ile yapilan
immunohistokimyasal incelemenin Kruskal -Wallis testi ile degerlendirildigi istatistik
analizde gruplar arasinda anlamli farklilik bulundu. CD31 ile immunohistokimyasal boyama
sonras1 degerlendirmede gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmasinda oral uygulama

grubunun boyanma oranlar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptandi. (Grafik
11 ve Tablo 12).
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Grafik 11: Gruplar arasinda CD31 ile immunohistokimyasal boyamayla degerlendirilen

vaskiilarizasyon parametresinin medyan, 25. ve 75. persentil dilimlerdeki degerlerinin
karsilastiriimasi.

CD31 P

KONTROL - ORAL 0,037
KONTROL - PARENTERAL 0,723
ORAL - PARENTERAL 0,555

Tablo 12: Ug grubun ikili karsilastirmasinda oral uygulama grubundaki CD31 ile
immunohistokimyasal boyanma oranlar1 kontrol grubuna gére anlamli olarak daha yiiksekti.
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Resim 21: Gelisimini tamamlamig vaskiiler yapilarin degerlendirilmesi a) Kontrol grubunda damar
duvari (kalin ok); b) Oral uygulama grubunda boyanan damar duvarlari (kalin oklar), (CD31, x400).
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Grafik 12: Gruplar arasinda VEGF ile immunohistokimyasal boyamayla degerlendirilen
vaskiilarizasyon parametresinin medyan, 25. ve 75. persentil dilimlerdeki degerlerinin
karsilastiriimasi.

VEGF ile immunohistokimyasal boyama sonrasi degerlendirmede gruplarin kendi
aralarinda karsilastirilmasinda parenteral uygulama grubunun boyanma oranlari kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisiik saptandi. (Tablo 13).

VEGF p
KONTROL - ORAL 0,137
KONTROL - PARENTERAL 0,002
ORAL - PARENTERAL 0,497

Tablo 13: Ug grubun ikili karsilastirmasinda kontrol grubundaki VEGF ile immunohistokimyasal

boyanma oranlar1 parenteral uygulama grubuna gére anlamli olarak daha yiiksekti.
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Resim 22: Neovaskiilogenezin degerlendirilmesi a) Kontrol grubunda boyanan damar duvari (kalin
ok) VEGF, x200); b) Parenteral uygulama grubunda boyanan damar duvarlar1 (kalin oklar), (VEGF,
x400).

5. TARTISMA
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Otolog yag dokusu genis depolari, erisim kolayligi ve dogal goriiniimii géz Oniine
alindiginda miikemmel bir yumusak doku dolgu maddesidir. Bununla birlikte, yag
dokusunun greft seklinde nakli sonrasinda uzun donem takiplerde yasayabilirligi
belirsizligini korumaktadir. Bu belirsizlik yag greftlerinin en biiyiik eksikliklerinden biri
olarak goriilmektedir. Literatiirde yag grefti ile iliskili caligmalarda uzun donem takiplerde
%20 ile 90 arasinda degisen emilim oranlar1 gdstermistir.**’®8 Ancak greft kaybindan
sorumlu mekanizmalar halen tam olarak anlasilamak ile birlikte, en ¢ok kabul goéren teori,
transplantasyon sirasinda canli adipositlerin sayisinin nihai yag grefti hayatta kalma hacmi
ile iliskili oldugunu belirten Peer'in hiicre hayatta kalma teorisidir.*°Teoriye gore, serbest bir
greftteki hiicreler, farkli doku ile temas halinde, transplantasyonun ardindan hayatta
kaldiginda, greftin hiicreler arast matris ve hiicre i¢i yapilar1 da hayatta kalma egilimi
gosterir, greft karakteristik goriiniimiinii ve fiziksel 6zelliklerini korur. Boylece bir kikirdak
grefti kikirdak olarak, bir kemik grefti kemik olarak, bir yag grefti yag olarak evrilir.Greftteki
hiicreler nakil sonras1 yagsamini stirdiiremediginde, hiicreler aras1 ve hiicre i¢i materyal, greft
farkl1 doku ile temas halinde ise dejenere olma egilimi gosterir. Olii hiicrelere sahip bu tiir
dejenere greftler karakteristik yapilarini1 kaybederler ve kemik spikiiller veya fibréz doku
gibi bag dokusu tiirevleri ile degistirilirler. Coziilmemis sorun, 6zellikle hacim oranlarinin
en kritik oldugu meme rekonstriiksiyonu ve fasiyal konturun diizeltilmesinden sonra
greftlenmis yag dokusu hacminin korunmasidir. Bu yiiksek emilim orani, yag elde etmek
icin tekrarlanan aspirasyon yardimli lipektomi operasyonlarinin yani sira, daha yiiksek
maliyet, olumsuz goriiniim, artan hasta morbiditesi ve rahatsizligi ile iliskili istenen bolgede
over-korreksiyon ve yeniden enjeksiyon prosediirlerini gerektirir.

Alic1 sahaya transfer edilen yag greftinin yasayabilirligini etkileyen 6nemli faktorelreden
birisi alici sahada olusan mikrogevre sartlaridir.Literatiirde alici saha sartlarinin
tyilestirilerek yag grefti icin daha stabil ve vaskiiler yatak olugturmay1 amaglayan ¢alismalar
mevcuttur.62-64,84-86

Sezgin ve ark.84%® alic1 sahanin mikroigneleme teknigiyle dnkosullanmasinin yag grefti
sagkaliminda etkisini deneysel ve klinik olarak aragtirmis ve basarili sonuglar bildirmisler.

Alic1 sahanin mikrogevre sartlarininn iyilestirilmesinde farkli yollardan biri de alanin
mobilizasyon acgisindan stabilizasyonudur.Stabil,atravmatik ve hipermobil olmayan cevre
sartlarinin olusturulmasinin yag greftinin  yasayabilirligini arttirabilecegi

diisiiniilebilir. Arastirmacilar genel olarak bu amacla botulinum toksinini
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degerlendirmislerdir.?? % Ancak bu ¢alismalar greft agirlik ve hacim retansiyonu agisindan
celiskili sonuglar sunmustur. Alici alana botulinum toksin-A (Btx-A) enjeksiyonu yapilarak
yag grefti agirlik ve hacim kaybi oranlarini azaltmayi1 amaclayan bir deneysel calismada
toksinin alict alanda vaskiiler yapilarin ve matiir adipositlerin arttigini raporlanmaistir.
Bunun, dokularin kan perflizyonunu artirma ve immobilizasyona ek olarak ASC'lerin
islevini iyilestirme gibi dogrudan etkiye sahip olan Btx-A'dan kaynaklandigini one
stiriilmiistiir. Ancak ¢aligmada agirlik ve hacim kaybi Btx-A yapilmayan kontrol grubuna
gore anlamli farklihk gostermemistir.®® Salin enjekte edilen gruba karsi botulinum
norotoksini enjeksiyonu yapilan deney grubunu karsilastiran bir baska fare ¢aligmasinda ise
Btx-A yapilan grupta agirlik ,hacim ve histolojik parametreler agisindan daha iyi sonuglar
bildirilmistir.®?Ciplak farelerde kas {istii planda insan yag grefti uygulanmasi modeli
olusturan bir baska calismada botulinum toksini ile 6n kosullandirilmis alic1 saha, es zamanlh
Btx-A enjeksiyonu ve enjeksiyon yapilmayan gruplar karsilastirilmis ve ndrotoksin yapilan
gruplarda daha 1iyi vaskiilarizasyon, adiposit yasayabilirligi ve sonu¢ greft hacmi
raporlanmistir.% Yag grefti alic1 sahasmin nérotoksinle immobilize edilmesinin yag grefti
uygulamalarinda her zaman klinik olarak kullanigh olmayabilir. Orta ve alt yiiz bolgesine,
gluteal bolgeye yag grefti uygulamalarinda zemindeki muskiiler yapilarin Btx-A nérotoksini
ile fel¢ edilmesinin 6zellikle estetik kaygiyla bagvuran saglikli bireylerde giivenli ve pratik
klinik karsilig1 yoktur. Calismamizda alici alanin fizyodinamisini etkilemeden (kas felci
yapilmadan) yatakta greft i¢in travmatik olan myospazmlarin engelleyerek, yag greftinin
sahaya tutunmasi i¢in en kritik donemde hareketlilige bagli adiposit kaybini azaltma ve
iliskili olarak, uzun donemde basarili yag grefti sonu¢ hacim ve agirligina ulagsmak
hedeflenmistir.Literatiirde alici sahanin mobilizasyonunu kisitlama amagh tiyokolsikosid
grubu ilaglarin kullanimu ile ilgili herhangi bir arastirma bulunmamaktadir.

Otolog yag greftleri, canliliklarin1 artirmak ve kok hiicre tedavileri dahil olmak {izere
emilim oranimi azaltmak i¢in son yillarda trombositten tiiretilen biiylime faktorii (PDGF),
temel fibroblast biliylime faktorii (bFGF), vaskiiler endotelyal biiylime faktérii (VEGF),
epidermal biiytime faktorii (EGF) gibi biiyiime faktorleri, trombositten zengin plazma (PRP),
aktive M2 makrofajlar ve matris metalloproteinaz -2 gibi ¢ok sayida farkli ajanla kombine
edilmistir.8% Bir diger klinik ¢alismada otorler membran kapama ozelligine sahip
polaksomerlerin yag grefti yasayabilirligini arttirdigini belirtilmis.** Demir selatorii olan

desferrioksaminin antioksidan, neoanjiojenezi stimiile edici ve kok hiicre aktivasyon
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ozelliklerinden yola ¢ikarak, yag grefti yasabilirligine etkisinin degerlendirildigi ¢alismada
olumlu sonuglar bildirilmistir.%

Yag grefti sag kalimi lizerine bildirilmis olan bir¢cok ¢alisma olmasina karsilik, deneysel
calismalarda metodolojik farkliliklar nedeniyle objektif kiyaslamalar yapmak zordur.
Yapilan calismalardaki baslica metodolojik farkliliklar; deney hayvaninin tiir, cinsiyet,
verici-alici alan se¢imi, deneysel model haritalamasi (gruplarin olusturulmasti), takip stiresi
degerlendirme parametre ve kriterleridir. Yag grefti deneysel ¢alismalarinda kullanilan in
vivo modellerin bliylik ¢ogunlugunu siganlar ve fareler iizerinde yapilmis olan ¢alismalar
olusturmaktadir. Daha biiyiik hayvan modellerinin insan anatomi ve fizyolojisini daha iyi
yansitabilecegi diisiiniilmiis olsa da, artan finansal maliyet ve tesis kapasiteleri
arastirmacilart daha c¢ok kemirgen modeller kullanmaya yoneltmistir. Sican ve fareler
barinma, beslenme, bakim, dayaniklilik, ulasilabilme ve cerrahi isleme uyum gibi faktorler
bir arada goz oniine alindiginda diger modellere gére iistiinliik kazanmaktadir. %%

Caligmamizda bakim, besleme, dayaniklilik ve maliyet faktorleri degerlendirilerek,

WistarAlbino cinsi si¢anlar kullanilmistir.

Sicanlarda inguinal yag yastig1 dondr saha olarak ulasilmasi kolay ve diisiik komplikasyon
olasilig1 nedeniyle otolog yag greftinin model olusturdugu deneysel calismalarda siklikla
tercih edilmigtir.52568490.100-104 By, §zellikler degerlendirilerek, ¢alismamizda greft dondr
sahasi olarak sag inguinal yag yastik¢ig1 tercih edilmistir.

Matiirasyon fazinda olan skar dokusunun yag grefti yasayabilirligine etkisiyle ilgili
literatiirde yeterli sayida ¢alisma mevcut degildir. Ancak matiirasyon fazinda olan skar
dokusunun fibrozisi indiikledigi bilinen bir gercektir.!® Caligmamizda donér sahaya
uygulanan yag greftini insizyonun matiirasyon fazinda olusacak fibrotik etkilerinden izole
etmek i¢in sirt bolgesinden yapilan standart boyutlu kesiyle girilerek cilt altindan tiinelize
edilmistir ve deneklerin oksipital bdlgesinde kas iistli planda olusturulmus posa
yerlestirilmistir.

Cinsiyet hormonlar1 (6zellikle Gstrojen) ve onlarin ko-reseptorleri adiposit farklilagmasi
ve islevinde kritik bir rol oynar. Ostrojen yiikleme dozu yapilmis fare modellerini kullanan
caligmalarda, Ostrojenin, agirlikli olarak ER-a (Ostrojen Reseptdr- o) aracilifiyla yag
gelisimi iizerindeki inhibitor etkisi gdsterilmistir.1®®1%7 Ostrojenin adipoz gelisiminin negatif
diizenleyicisi olarak islev gordiigiinii gosteren verilere ragmen, 17p-estradiol'un adiposit

proliferasyonunu ve farklilasmasini uyardigi da one siiriilmiistiir. %
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Deneysel ¢alismalarda, disi cinsiyet kullanilmasi 6strojen iligkili olarak yag grefti sag kalim1
iizerinde degisken etkilere neden olabilir.?®®*2Sonuglarm cinsiyet kaynakli lipojenik
etkilerden arindirilabilmesi amaciyla ¢alismamizda Wistar-Albino cinsi erkek sicanlar
kullanilmustir.

Literatiirdeki bircok calisma deney sonlandirma siiresi olarak adipogenezin sonlandigi
belirtilen 12 haftay1 baz almigtir.53°6:57:98109.110 Caly;smalara gére, bu dsnemden sonra adipoz
greftler agirlik veya hacimsel olarak degisime ugramaktan ziyade, histolojik olarak
olgunlasma gosterir.®’ 1968-2015 yillar1 arasinda yag greftleri iizerinde yapilmis olan tiim
caligmalar birlikte incelendiginde; yag grefti olgunlagsma doneminin sonu olarak 12 haftalik
siireyi deney sonlandirma noktasi kabul eden calismalarin en yiiksek orana sahip oldugu

8 Kato ve ark.*® adipogenezin 12 haftaya kadar tamamlandigmi o6ne

goriilmiistiir.’
siirmiiglerdir. Nekroze adipositlerden tiiretilen lipid damlaciklarin bu silirede konak
tarafindan yavas yavas absorbe edildigi ve bdylece bu siiregte adiposit rejenerasyonuna
kadar boslugu koruyarak adipoz remodelinge yardimct oldugu belirtilmistir. Calismamizda
adipogenezin tamamlanma siiresi esas alinarak, deney sonlandirma 12. haftada
gerceklestirilmistir.

Greftleme sonrasi adipoz dokunun sitolojik degisimini degerlendirildigi deneysel
calismada canli adipositlerin 1. giin gibi erken bir siire zarfinda dramatik bir sekilde azaldig1
ve nakledilen greftin sadece periferinde (yilizeyden yaklasik 300 um derinlikteki alanda)
tespit edilmistir.>* Arastirmacilara gore alict alanin vaskiilarize canl yiizey ile temas eden
bu alanin daha derinindeki adipositler beslenemedigi icin yasayabilirliklerini
stirdiirememektir. Ancak adipoz dokunun ilerleyen siirecte rejenerasyonunu saglayacak olan
multipotent ASC’ler mikrogevredeki siddetli stresli kosullar altinda bile 3 giine kadar canl
kalabilir. Muhtemelen cevre saglam dokudan plazma difiizyonuyla beslenemediginden
dolay1 2. glinden 5. giine kadar canli adipositlerin sayisinin giderek azaldigini ve dlmekte
olan adipositlerin perilipin ekspresyonunu tamamen kaybettigini, sonugta 5. giinde periferik
alanda perilipin ile zayif pozitif boyanan sayisal olarak daha az adiposit goriilmesine neden
olmustur. Ancak 7. giinden sonra, canli adiposit alaninin tiim adipoz doku alanina oraninda
yeniden artis gozlemlenmistir, bu artan say1r ve yeni adiposit boyutu gibi rejeneratif
adipojenik degisikliklerin basladigini ortaya koymustur. Gergekten de 5. ve 7. giinlerde canli
adiposit alani ile 6lii adiposit alani arasindaki baglanti ¢evresinde Ki67 pozitif proliferatif
hiicreler saptanmis, bu da 6ncii hiicrelerin proliferasyonunu teyit etmistir. Ozetle bir yag

greftini sagittal kesitte incelersek en yiizeysel bolge, 300 um'den daha az kalinlikta olan
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hayatta kalan bolgedir. Hayatta kalan bolgede hem adipositler hem de ASC'ler goriiliir.
Ikinci bolge ise ¢evre dokularm damarlanma ve tutunma gibi mikrogevresel kosullara bagl
olarak kalinlig1 degisen rejenerasyon bolgesidir. Bu bolgede, adipositler 1. giin gibi erken
bir tarihte Oliir, ancak ASC’ler hayatta kalir ve nekroze gitmis hiicrelerin yerine yeni
adipositlerin olugmasini saglar. En merkezi bolge hem adipositlerin hem de ASC’lerin
nekroze gittigi, rejenerasyonun beklenmedigi ve Olii boslugun emilecegi veya skar

olusumuyla kaplanmis olan nekroz bélgesidir.>*®

Calismamizin amact deney gruplarina postoperatif 5 giin oral ve parenteral yoldan
tiyokolsikosid grubu kas gevsetici ilag verilerek erken donemde metabolik olarak hassas olan
greftin temas ettigi zeminde kaslarin travmatik myospazmina bagh yikici etkilerden izole
edilmesi ve 5. giinden sonra baslayan rejenerasyon siireci i¢in stabil bir mikrogevre
saglanarak greftte agirlik ve hacim kaybinin azaltilmasi olarak belirlenmistir. Ayrica
tiyokolsikosid grubu kas gevsetici ilaglarin antiinflamatuar etkisinin erken donemde dengeli
kullanilarak, ilk 5 glinde 300 um’den daha derinde yerlesen adipositlerin nekroz sonrasi
alanda olusan inflamasyonu minimuma indirerek, 5. giinden sonra adipoz rejenerasyon ve
vaskiilogenez i¢in gerekli olan inflamatuar siirecin aktif baskilanmamas1 da hesaba katilarak,
ila¢c uygulanma siiresi tiyokolsikosid grubu ilaglar i¢in onerilen giivenli aralik olan 5 giin
olarak belirlenmistir.

Bugiine kadar yapilan tiim yag grefti ile dolgu-augmentasyon klinik uygulamalarinda,
yine bu baglamda klinik ve deneysel ¢aligmalarin biiyiik ¢ogunlugunda ana amag ve sonug
yag greftindeki agirlik ve hacimsel rezorpsiyonu azaltarak, uygulama asamasindaki greftin
miktarinin maksimum olarak korunmasi olmustur. Calismamizda nakledilen yag greftlerinin
agirhigr ve hacmi biitiin deneklerde azalmistir. 12 haftalik takip sonucunda elde edilen bu
bulgular literatiir ile uyumlu bulunmustur.}*Ancak parenteral tiyokolsikosid uygulama
grubunda gozlemlenen agirlik azalmasi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik
olarak bulunmustur.Yine yag grefti hacim degisimi degerlendirildiginde, hem oral
tiyokolsikosid uygulama grubunda, hem de parenteral tiyokolsikosid uygulama grubundaki
azalma kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak daha diisiik olarak
gbzlemlenmistir. Bununla da ¢alismanin amaci olan tiyokolsikosid uygulamasi sonrasi
donor saha myospazmlarinin engellenerek greft icin daha stabil mikrogevre olusturulmasi
ile sonugta daha az agirlik ve hacim kayb1 hedeflerine ulagilmistir.

Yag grefti sag kalim hacminin degerlendirilmesinde kullanilan bugiine kadar bildirilmistir.

Temel parametreler agirlik Olglimii, hacim Olglimii, histolojik inceleme ve
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immunohistokimyasal yoOntemleridir. Bunlar arasinda en sik degerlendirilen parametre
agirlik Olglimii olmasina karsin calismalarin birgogunda bu yontem tek basma yeterli
bulunmayarak hiicresel yapmin da incelenebilmesi i¢in histolojik incelemeler ve
immunohistokimya c¢aligsmalara dahil edilmistir .Boyama teknikleri arasinda en sik
kullanilan H&E olmasina ragmen, metabolik etkilesimden bagimsiz olarak tiim yapilar1 esit
diizeyde boyadig1 igin kanit degeri diisiiktiir.®®1** Immunohistokimyasal boyamalar daha
ileri teknik gerektirmelerine karsilik, hedefe yonelik boyama yaptiklar1 i¢in daha
spesifiktirler.>*15118 Yas grefti viabilitesini degerlendirimek icin en sik kullanilan
immunohistokimyasal ajan perilipindir. Perilipin, parafinize kesitlerde metabolik olarak
aktif adipositlerde yiizey belirteci olarak bulunur, ancak 0lii adipositlerde boyanma
gostermemektedir. S394%098113117120 Galectin 3 ise intrinsik ve ekstrinsik apoptotik
yolaklarda etkin olan ve hiicre Oliimiinii ortaya koymak i¢in siklikla bagvurulan hiicre
belirtecidir.’®! Bu nedenle ¢alismamizda canli-6lii adiposit oranlar1 degerlendirilirken H&E
boyama yontemi yerine canli yag hiicreleri varligini gostermek i¢in immunohistokimyasal
belirte¢ olarak perilipin, 6lii hiicreleri gdstermek i¢in galectin 3 kullanilmistir. CD31
vaskiiler endotelyal hiicreleri ve hematopoetik kok hiicreleri yaygin olarak boyadigi igin
anjiyogenezin degerlendirilmesinde stk  kullanilan hassas immunohistokimyasal
belirtegtir.!?> Bunu baz alarak c¢alismamizda greft tamamlanmis vaskiilarizasyonu
immunohistokimyasal olarak CD31 ile degerlendirilmistir.

Calismamizda yapilan histolojik degerlendirmede yag nekrozu, fibrozis, inflamasyon,
Kist-vakuol olusumu, vaskiilarizasyon, adipositlerde sekil bozuklugu, miyelin figlir olusumu
(geri doniisiimsiiz hiicre hasar1 gdstergesi) parametreleri degerlendirilmistir. Ug grubun
karsilastirilmasinda yag nekrozu, kist-vakuol olusumu, vaskiilarizasyon, adipositlerde sekil
bozuklugu ve miyelin figiir olusumu parametreleri acisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriilmemistir. Ancak parenteral tiyokolsikosid uygulama grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derece az inflamasyon bulgular1 gézlemlenmistir.
Bu tiyokolsikosid grubu kas gevsetici ilaglarin anti inflamatuar etkisi ile
aciklanabilir.”*1?3124 Yakin zamanlara kadar tiyokolsikosid grubu kas gevsetici ilaglarm anti
inflamatuar etkisinin mekanizmas1 belirsizligini korumustur. Tiokolsikosid grubu kas
gevsetici ilaglarin anti kanser ve anti inflamatuar etkisine odaklanan bir arastirmada ilacin
anti inflamatuar etkisini gosterebilecegi olas1 bir mekanizmanin, yaygin olarak inflamasyon

ve tiimdrigenezde yer alan NF-xB yolunu modiile etmesi ile iliskilendirmistir.”*
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Calisgmamizin sonuglarina gore parenteral uygulama grubunda fibrozis oranlar1 kontrol
grubuna gore anlamli derece yiiksek ¢ikmasina ragmen, ¢alismadaki her ii¢ grubun oranlari
literatiirle karsilastirildiginda, botulinum toksini, deferroksamin, aktive PRP (plateletten
zengin plazma) uygulanan benzer ¢aligsmalarda belirtilen oranlardan daha diisiik ve ya benzer
olarak gozlemlenmistir.8*%1%° Yag greftinin sonuglarini immunohistokimyasal olarak
incelemeye odaklanan deneysel calismaya gore greftleme sonrasi ilk 3 ay bir doku onarimi
donemi ve bu donemden sonra adipogenez olmamaktadir. Dokudaki ilk iskemik hasardan
sonra, inflamatuar hiicreler grefte infiltre olur, dnce rejenerasyon bolgesine ve ardindan
nekrotizan bodlgeye dahil olur. Rejenerasyon bolgesinde adipogenez ve anjiyogenez
ilerlemekte, muhtemelen dokuda yerlesik ASC’lerden kaynaklanan yeni nesil adipositler 6li
adipositlerin yerini almaktadir. Rejenerasyon olaylarina paralel olarak lipid absorbsiyonu
(fagositoz) ve skar dokusu ile lipid replasmani (fibrozis) gibi stabilize edici olaylar ortaya
cikar. Hem rejenerasyon hem de stabilizasyon siirecleri, ilk 3 ay boyunca rejenerasyon
bolgesinin ylizeysel katmanlarindan daha derin katmanlara dogru ilerler. Rejenerasyon
stireci 4 haftada pik yapmasina ve 3 ayda tamamlanmasina ragmen, stabilizasyon siireci 3
ayda bitmemektedir. Stabilizasyon siireci en az birka¢ ay daha devam edebilir. Arastirmanin
bulgular1 ayrica, adiposit biiyiikliiglindeki yag damlaciklarinin emildigini veya ¢ok katmanli
M2 makrofajlarla gegici olarak dolduruldugunu, fibrotik doku iirettigini, ancak 6nemli
Olciide daha biiyiikk yag damlaciklarinin birkag¢ ay icinde yag kistleri olusturabilecegini ve
kalic1 olabilecegini gdstermistir.’® Gruplar ve calismalar arasindaki farkliliklar fibrozis
siirecinin bu parametreler arasinda daha uzun siire zarfinda olustugu, yukarida belirtildigi
gibi gibi aslinda yag greftinin tutunmasinda 3 aydan sonra baglayan stabilizasyon doneminde
devam etmesi ve 6-12 aya kadar siirebilmesi ile iliskilendirilebilir. Calismamizin siiresi yag
grefti miktarinin makroskopik olarak stabil kaldigi 12.hafta ile smirlanmistir. Bu
sinirlanmanin bagka bir nedeni uzun takip siirelerinde hayvan deneklerde yaslanma, hastalik
ve denek kaybi oranlarmin ylikselerek calisma sonucunda istatistiksel biasa neden
olabilecegidir.

Immunohistokimyasal ~ degerlendirmede perilipin-galectin 3  boyamayla adiposit
yasayabilirligi, CD3 lylizey belirteci boyamasiyla greft vaskiilaritesi degerlendirilmistir. Her
3 grupta yasayan adiposit oran1 yiiksek olarak dl¢iilmiistiir, ancak spesifik gruplar arasinda
istatisiksel olarak anlamli farklihlk goriilmemistir. CD31 yiizey belirteci ile
immunohistokimyasal boyamada oral tiyokolsikozid uygulama grubundaki vaskiilarite orani

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.Bu
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tiyokolsikosid grubu miyorelaksan ilagla alict sahanin travmatik miyospazmdan
arindirilmasinin alanda grefte dogru olusan neovaskiilarizayonun sekteye ugramadan
olugmasi ile aciklanabilir.Greftin erken tutunma asamasinda olusan bu vaskiilogenez
sonucunda gelisimini tamamlamis damarlar olarak goriilmiistiir.

VEGEF ile immunohistokimyasal boyama sonrasi1 devam etmekte olan neovaskiilarizasyon
siirecini  degerlendirmede, gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmasinda parenteral
uygulama grubunun boyanma oranlar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
saptanmistir. Bir ¢ok c¢alismada VEGF’in gelismekte olan neovaskiilarizasyon siirecini
gostermede etkili bir parametre oldugu belirtilmistir.*?®'?" Calismamizda da vaskiiler
yapisint  tamamlamamis yapilar ve endotelyal hiicreler VEGF boyama ile
degerlendirilmistir.Parenteral uygulama grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diisiik inflamasyon ve yiiksek fibrozis oranlari ile eszamanli degerlendirildiginde
inflamasyon siirecinin tiyokolsikosid tarafindan baskilanmasinin greftin uzun siireli
takibinde tamamlanmamis olan neovaskiilarizasyon siirecini de negatif etkiledigini
aciklayabiliriz.

Tiim parametreler birlikte degerlendirildiginde tiyokolsikosid grubu kas gevsetici ilaglarin
uygulanmasinin uzun dénem takiplerde yag grefti miktarinin basaril sekilde korunmasinda

etkili olan basit, giivenli ve basaril1 bir yontem oldugu sonucuna varilmistir.

6. SONUC

Yag grefti uygulamalar1 rekonstriiktif ve estetik cerrahide en ¢ok uygulanan tekniklerden
birisidir. Klinikte genel olarak dokuya hacim kazandirmak i¢in uygulansa da kronik agri,
yiiz ve el genclestirme, kok hiicre tedavileri, skar iyilestirilmesi gibi genis alanlarda
kullanim1 yaygindir. Bir¢ok istiinliiklerinin yanisira yag grefti uygulamalarinin en biiyiik

eksisi uzun donemde yasayabilirliginin 6ngoriilemiyor olmasina bagli hacim kaybidir. Bu
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konuda bir¢ok caligma yapilmasina ragmen, heniiz klinik uygulamayla ilgili herhangi
fikirbirligi olusturulamamistir. Bu konuda ana odaklardan biri de alic1 alanda erken donemde
metabolik olarak hassas olan yag greftinin etrafinda stabil bir mikrocevre saglanarak bunun
uzun donem greft yasayabilirlifine yansimasinin arastirilmasidir.Alict  alanin
immobilizasyonu i¢in Onceki ¢aligsmalarda botulinum toksini kullanilmigtir.Calismamizda
donor saha mobilizasyonunu sinirlanmasi ve uzun déonemde yag grefti viabilitesine etkisi
amaciyla tiyokolsikosid grubu kas gevsetici ilaglar arastirilmistir.

Tim deneysel hayvan calismalar1 gibi, bu calismanin sigcan yag dokusu kullanilarak
yapilmas1 ve ayni sonuglarin insanda da direkt olarak yansimamasi'?®, bu calismanimn bir
kisitlamasi olarak kabul edilebilir. Arastirmamiz ileride insan yag grefti iizerinde yapilacak
klinik caligsmalar i¢in temel olusturabilir.

Calismanin adiposit gelisim tamamlanmasi baz alinarak 12. haftada sonlandrilmasina
karsilik, ileride genel doku histolojik remodelinginin degerlendirilmesi i¢in daha uzun siireli
deneyler yapilabilir.

Parametreler birlikte ele alindiginda tiyokolsikosid grubu kas gevsetici ilaglarin yag grefti
agirlik ve hacminin korunmasinda etkili olan kolay uygulanabilir, giivenli ve basarili bir

yontem oldugu sonucuna varilmistir.

OZET Tiyokolsikosid Grubu Kas Gevsetici flaclarin Yag Grefti Yasayabilirligine
Etkisinin Deneysel Olarak Arastirilmasi
Giris ve Amag: Yag grefti uygulamalari rekonstriiktif ve estetik cerrahide en ¢ok uygulanan
tekniklerden birisidir. Bir¢ok tstiinliiklerinin yanisira yag grefti uygulamalarinin en biiytik
dezavantaji uygulanan alanda hacim kaybidir. Bu konuda bir¢ok ¢alisma yapilmasina
ragmen, heniiz klinik uygulamada herhangi bir konsensus olusturulamamistir. Calismamizin
amac1 tiyokolsikosid grubu kas gevsetici ilaglarin aracilifiyla alict alanda yag greftinin

temas ettigi ylizeyde myospazma bagli yikici etkilerin izole edilmesi ve sonrasinda
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rejenerasyon siireci i¢in stabil bir mikrogevre saglanmasimin agirlik ve hacim kaybinina
etkisinin degerlendirilmesi olarak belirlenmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada ti¢ ayr1 grupta 30 adet Wistar-Albino cinsi si¢an kullanildi.
Birinci gruba iki cerrahi islem arasinda ek miidahale yapilmadi. ikinci gruba oral, {igiincii
gruba parenteral yoldan 5 giin tiyokolsikosid grubu ila¢ uygulandi.12 haftalik takip siireci
sonrasinda yag greftleri geri alindi. Greftler makroskopik, histolojik ve
immiinohistokimyasal parametreler agisindan degerlendirildi. Ardindan elde edilen veriler
istatistiksel olarak incelendi.

Bulgular: Gruplarin istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile karsilastirmasinda
deneklerin agirlik yiizde degisim oranlari benzerdi. Parenteral uygulama grubundaki greft
agirlik azalmasi ve inflamasyon orani kontrol grubuna gore diistiktii. Oral ve parenteral
uygulama grubundaki greft hacim azalmasi kontrol grubuna gore anlamli olarak daha
diisiiktii. Parenteral uygulama grubundaki fibrozis orani kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derece yiiksekti. Tamamlanmis vaskiilogenezin degerlendirmesinde oral
uygulama grubunun boyanma oranlar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksekti.Gelisimi devam eden neovaskiilarizasyonun degerlendirmesinde parenteral
uygulama grubunun boyanma oranlari kontrol grubuna gore anlamli olarak diistiktii. Diger

parametreler degerlendirildiginde gruplar arasinda sonuglar benzerdi.

Sonu¢: Caligmamizda tiyokolsikosid grubu kas gevsetici ilaglarin yag grefti agirlik ve
hacminin korunmasinda etkili, kolay uygulanabilir ve basaril1 bir yontem oldugu sonucuna

varilmistir.

Anahtar kelimeler: Yag grefti, tiyokolsikosid, kas gevsetici, adiposit yasayabilirligi.
ABSTRACT Experimental Investigation of the Effect of Thiocolchicoside Group

Muscle Relaxing Drugs on Fat Graft Viability
Introduction and Aim: Fat graft applications are one of the most applied technigues in
reconstructive and aesthetic surgery. In addition to many advantages, the biggest
disadvantage of fat graft applications is the loss of volume in the applied area. Despite many
studies on this subject, no consensus has yet been established in clinical practice. The aim
of our study was to isolate the destructive effects of thiocolchicoside group muscle relaxants
due to myospasm on the surface of the fat graft in the recipient area and to evaluate the effect
of maintaining a stable microenvironment for the regeneration process on weight and volume

loss.
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Materials and Methods: In the study, 30 Wistar-Albino rats were used in three different
groups. No additional intervention was made between the two surgical procedures in the first
group. Thiocolchicoside group was administered orally to the second group and parenterally
to the third group for 5 days. After a 12-week follow-up period, the fat grafts were taken
back. Grafts were evaluated in terms of macroscopic, histological and immunohistochemical
parameters. Then, the obtained data were analyzed statistically.

Results: When the groups were compared statistically with the Kruskal-Wallis test, the
weight percent change rates of the subjects were similar. Graft weight reduction and
inflammation rate in the parenteral administration group were lower than in the control
group. Graft volume reduction in the oral and parenteral administration group was
significantly lower than in the control group. Fibrosis rate in the parenteral administration
group was statistically significantly higher than the control group. In the evaluation of
completed vasculogenesis, the staining rates of the oral administration group were
significantly higher than the control group. In the evaluation of the developing
neovascularization, the staining rates of the parenteral administration group were
significantly lower than the control group. Results were similar between groups when other
parameters were evaluated.

Conclusion: In our study, it was concluded that thiocolchicoside group muscle relaxants are
an effective, easily applicable and successful method in preserving fat graft weight and
volume.

Key words: Fat graft, thiocolchicoside, muscle relaxant, adipocyte viability.
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