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ONSOZ
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Giilsen hocama, ailemin en geng iiyesi olup, tam bir abilik gorevi yaparak bilimsel yolda yol

gosterici ayn1 zamanda sanatimi 6grenmemde yardimci olan Dog¢. Dr. Kemal Findikgioglu



hocama tesekkiir etmek istiyorum. Su an aym klinikte olmasak da beraber calistigimiz
bilimsel, akademik, cerrahi ve hayat konularinda destek olup gelismemde yardimci olan Prof.
Dr. Kenan Atabay ve Prof. Dr. Reha Yavuzer hocalarima da tesekkiir ederim. Ayrica tezimi
hazirlamamda yardimer olan giileryiizlii ekibi ile Dog¢. Dr. Cigdem Elmas’a, Dr. Merve
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tesekkiir ederim.

Asistanlifa beraber basladigimiz eskidemlim, ayni zamanda Ankara Tip donem
arkadasim, hep yanimda olan ve olacak olan sevgili dostum Dr. Bora Ozel’e arkadashig ve

destegi i¢in tesekkiir ederim.

Ailevi temel egitimimi bana veren, benim i¢in her tiirlii fedakarlikta bulunan ve
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annelik gorevi yapan, sirdasglarim olan, maddi ve manevi destek veren, hi¢ kopmayacak
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GIRIS VE AMAC

Serbest otolog yag grefti uygulamalar1 yiizyili askin siiredir kullanilan ve gliniimiizde
gerek kozmetik amacgli gerekse rekonstriiktif amagli sik basvurulan bir prosediir olarak
karsimiza g¢ikmaktadir. Birgok kullanim endikasyonu mevcuttur. Bunlar arasinda; kontiir
bozukluklarinin giderilmesi, hasar gormiis cilt ve cilt altt doku kalitesinin arttirilmasi ve
estetik amagli yumusak doku dolgunlastirilmast bulunmaktadir. Yag grefti uygulamasi ucuz
ve pratik olmasi, bol miktarda yag elde edebilme olanaginin olmasi, toksik olmayisi,
hipersensitivite reaksiyonlarima yol ag¢mayisi, gerektiginde uzaklastirilabilir olmasi,
tekrarlanabilir olmasi ile avantajli hale gelmektedir. Bunun yaninda rezorpsiyon oranlari,
rezorpsiyon siiresi ve uygulama sonuglar1 hala dngoriilememektedir. Yag grefti sagkaliminin

arttirllmasina yonelik giincel literatiir ve bilimsel ¢calismalar oldukca yaygmdlrl’z.

Yag greftlerinin yliksek absorbsiyon oranlart mevcut olup literatiirde yiizde 20 ile 90
arasinda degisiklikler géstermektedir3. Yiiksek absorbsiyon oranlarinin altinda yatan
mekanizma tam olarak net degildir®. Bu konuda en ¢ok kabul géren teori ise Peer’in hiicre
sagkalim teorisidir. Bu teoriye gore, greft uygulama aninda sag kalan yag hiicre (adiposit)
sayist, ileriki donemde greft sagkalimim belirleyen ana faktordiir’. Bu galismanin yaninda
sagkalimi etkileyen bagka faktorlerin oldugu caligmalarda bulunmaktadir®. Genelde serbest
yag greftinin sagkalimini etkileyen faktorler; alict sahanin kanlanmasi, mikrovaskiiler
yogunluk iskemiye dayanma siiresi, canli adiposit sayisi, inflamasyon tipi ve derecesi,
sistemik biiyiime faktorleridir®, Yag hiicrelerinin alim ve aktarilmasi sirasindaki mekanik
travma sonucu adipositlerin zarar gormesi, alict sahada devaskiilarizasyona bagli olarak

iskemik siirece maruz kalarak nekroza ugramalar1 6nemli faktorler arasindadir®*°.

Histolojik c¢alismalarda, yag grefti sonrasi ilk 48 saatte adipositlerin etrafinda kismi

revaskiilarizasyon baslamis ve az oranda da adiposit nekrozu goriilmiistiir. Adipositler bu



asamada daha g¢ok plazmatik imbibisyonla beslenmektedirler. Dordiincii giinde ise alict
yataktan greft alanina neovaskiilarizasyon ilerlemistir’. Boylece erken ve uygun sekildeki
revaskiilarizasyon greft sagkalimi icin Onem tasiyan bir diger teoridir. Kan desteginin
herhangi bir sebeple gecikmesi ile adipositler iskemiye maruz kalip kolayca nekroza
ugramaktadirlar™. Alici yatagin kan damarlari agisindan zengin olmasi yag greftinin
sagkalimmi arttirdigini destekleyen calismalar bu teorileri desteklemektedir. Bunlardan bir
tanesi de kanlanma agisindan zengin olan kas dokusu igerisine verilen yag hiicrelerinin biiyiik
oranda rezorbe olmadan sagkaliminin fazla oldugunu destekleyen calismadir'?. Ayrica daha
once FGF, EGF, vitamin E, fibringlue, insiilin, PRP ve eritropoetin uygulamalarinin yag grefti

sagkalimin arttirmaya yonelik olumlu etkierini gésteren ¢aligmalar da meveuttur’,

Biitiin bu calismalara ragmen serbest yag grefti uygulamalarinda klinik kullanima rutin

olarak girmis, ucuz ve pratik bir yontem bulunmamaktadir.

Iskemi, hiicre zedelenmesinin en sik gériilen seklidir. Damar yataginda Kan akismnin
azalmasi ya da dokunun damar yatagi olmayan bir bolgeye aktarilmasi sonucu iskemi baglar.
Tanim olarak greft tamamen devaskiilarize sekilde bir dokunun viiciitta bagka bir alana
aktarilmasidir. Ilk asamada plazmatik imbibisyonla beslenen greft dokular1 daha sonra alict
sahadan revaskiilarizasyon ile beslenirler. Yag hiicreleri ilk aktarildiklar1 zaman alic1 sahada
mutlaka iskemiye ugramaktadirlar ve adipositlerin nekrozuna kadar giden siire¢ goriiliir. Bu
stirecte iskemi, iskemi reperflizyon hasart ve inflamatuar hiicre akini ile hiicre yikimi
olmaktadir. Serbest radikaller, biiylime faktdr ve hormonlarin azalmasi, sitotoksik T hiicreleri,
ATP sentezinin azalmasi sonucu DNA hasari, Kalsiyum bagimli proteaz ve diger enzim
sistemleri kaspas aktivasyonu, matriks metallopreteinaz (MMPs) enzim aktivasyonu,
mitokondriyal sitokrom C salinimlar1 gibi mekanizmalarla hiicre nekrozuna ve programlanmis

hiicre oliimlerine (apoptoz) yol agmaktadirlar. Yag hiicreleri de aktarildiklar: alic1 sahada bu



mekanizmalarla hiicre 6liimleri goriilmekte ve canli adiposit sayis1 azalmasi sonucu da yag

grefti sagkaliminin azaldig diistiniilmektedir.

Minosiklin 2. kusak, yiiksek lipofiliteye sahip bir tetrasiklin grubu antibiyotiktir. Bu
ilacin antiinflamatuar antibakteriyel, antiapoptotik ve néroprotektif oldugu bilinmektedir™.
Kaspas bagimli ve bagimsiz iki hiicre 6liim yolunu da inhibe etmektedir. Ayrica inflamatuar
hiicrelerden serbest oksijen radikal salinimini, 16kosit aktivitesini, sitokrom C salinimini,

MMPs ekspresyonunu ve COX-2 enzim inhibisyonu yapmaktadir'>*°.

Bu c¢alismadaki amacimiz minosiklinin hiicre oliimii lizerine ve inflamatuar sistem
tizerine olan etkisini ve yag greftinin maruz kaldigi iskemik siirecteki hiicre Oliimiini
engelleyerek yag grefti sagkalimini arttirtp arttirmadigini arastirmaktir. Boylece ileride yag
grefti uygulanacak hastalara antibiyotik olarak minosiklin verilerek hem antibakteriyel
etkisinden hem de yukarida bahsettigim etkilerinden yararlanarak yag greftinin kalicilig
arttirllmis olacaktir. Bu etki saglanabilirse tekrar eden yag grefti uygulama prosediirlerine de

gerek duyulmayacaktir.



GENEL BIiLGILER

Yag Dokusunun Yapisi ve Fizyolojisi

Olgun yag hiicresi (adiposit), hacminin %85-90’1 kadar trigliserit depolayabilen
fibroblastlardan gelisen bir hiicredir. Yag hiicreleri fibroblastlardan preadipositlere farklilagir
daha sonra ilk iki yilda preadipositlerden adipositler gelisir ve ergenlige kadar mitoz ile

g:ogahrlar”’w’19

. Ergenlik sonrasi hiicre sayilar1 artmaz sadece boyut olarak biiyilime
gosterebilirler. Yag hiicrelerinin ¢ap1 20-200um arasinda olup, hiicre ¢ap1 20 kat, hacim
olarak ise 1000 kat biiyiime gosterebilmektedir'’*®. Adipositler, stromal vaskiiler komponent
ile beraber gevsek bir bag dokusu olan matiir yag dokusunu olustururlar. Stromal vaskiiler

komponentte fibrolastlar, kan hiicreleri, makrofajlar, mezensimal hiicreler, preadipositler ve

endotel hiicreleri bulunmaktadir.

Histolojik olarak yag dokusu hiicreleri, icerdigi lipid tiirline gbre unilokiiler (beyaz) ve
multilokiiler (kahverengi) olarak ikiye ayrilmaktadir. Beyaz yag dokusunun ozelligi genis
lipid depolama oldugu i¢in ¢ekirdek ve organeller kenara dogru itilmis durumdadir ve bu
yiizden tagh yliziik goriinimii mevcuttur. Viseral yag (omental yag) ve deri alt1 yag (subkutan
yag) olarak kendi i¢inde ikiye ayrilmaktadir. Kahverengi yag dokusunu olusturan hiicreler ise
birden fazla lipid damlacig1 bulundurur ve fazla miktarda mitokondri tasidigi i¢in ¢iplak gozle

19,20

kahverengi olarak goriiliirler". Lipid damlaciginin %95°1 trigliseritten ibaret olup geri kalan

kisim kolesterol, fosfolipidler, yag asitleri ve notral yaglardan olusmaktadir.

Yag dokusunun asil gorevi en yiiksek enerji kaynagi olmasidir. Lipogenez ve lipoliz ile
yag asitlerini trigliserit olarak depolayabilir ve gerektigi zaman yikimini saglayabilirler. Enerji

depolamasinin yaninda, yagda eriyen vitaminleri depolama, fiziksel koruma, 1s1 lretimi

21,22

fonksiyonu, otokrin, parakrin ve endokrin bir takim fonksiyonlart mevcuttur®““. Bu salgi

maddeleri immiin sistem, kan dolasimi ve steroid metabolizmasinda da rol oynadigi

4



gosterilmistir. Yag hiicresinden leptin, resistin, TNF-a, adiponektin, adipsin, plazminojen
aktivator inhibitori-1 (PAI-1), IL-6, TGF-B, IGF-I, PGI,, anjiyotensinojen, mokrofaj inhibitor

faktor gibi bir ¢ok farkli gorevde maddeler salgllanmaktadlrzo‘ze”24‘25‘26’27’28’29’30’31.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda yag dokusunda bulunan stromal vaskiiler hiicre
komponentleri zengin kok hiicre kaynagi olarak goriilmektedir®. Adipoz dokudan elde edilen
kok hiicrelerin gesitli anjiyogenik ve antiapoptotik faktorler salgiladigi yapilan calismalarda
gosterilmistir®®. Bu nedenle bunlarin saf olarak elde edilmesi ise kanlanma ihtiyaci olan ve
mezensimal hiicrelerden doniisiim yolu ile hiicre ihtiyaci olan alanlarda kullanimi giderek
artmaktadir. Greft dokusu, ilk olarak alic1 sahaya aktarildiginda iskemiye maruz kalmaktadir,
adipoz dokudan elde edilen kok hiicreler (ASCs) anjiyogenik ve antiapoptotik 6zellikleri ile

sag kalim ¢aligmalarinda kullanllmlst1r34‘35‘36.

Yag Grefti

Greft, viicuttaki herhangi bir dokunun, aktarilacagi alanda form ve fonksiyon kazanmak
amaci ile bu dokuyu besleyen damar ve sinir baglantisi olmadan baska bir bolgeye nakil
edilmesidir. Siklikla greft olarak kullanilan dokular; deri, kikirdak, kemik, damar, sinir, fasya,
yag, dermis, sa¢ folikiilii ve kok hiicrelerdir. Tek baslarina uygulanabilecegi gibi birden fazla

doku (dermis ve ciltalt1 yag) ayn1 anda kompozit olarak kullanilabilir.

Seksenli yillarin baglarinda liposuction yontemi ile yag dokusu yari sivi halde elde
edilebilir oldu. Sadece kaniil kullanimi1 gibi kolay bir yontemle yaglarin elde edilebilir olmasi
ile de yag grefti uygulanabilirligi daha popiiler bir hale geldi. Yag dokusunun greft olarak
kullanim1 daha ¢ok yumusak dokuda bosluk doldurma olarak bagladi. Kisinin kendisinden

elde edilebilir olmasi, miktar olarak biiyiik hacimlerin alinabilmesi, gerektiginde geri



alinabilmesi, aktarildigi alanda uyumlu olmasi gibi 6zelliklerinden dolayr son 10 yilda
uygulama alani artti ve ideal bir dolgu maddesi olarak da goriilmeye baslandi®. Plastik
cerrahide estetik ve rekonsriiktif bir¢ok alanda kullaniminin yaninda géz, dermatoloji, kulak

burun bogaz béltimlerinde de kullanimi1 yayginlasti.

Yag grefti ideal bir dolgu olmasinin disinda da skar eleminasyonunda, radyasyon
hasarinda, meme kapsiil kontraksiyonlarinda, vokal kord hasarlarinda, kronik iilserasyonlarda,

38,39,40,41,42,43

kalvariyal kemik biiyiimesinde kullanilmistir . Boylece yag grefti, ideal bir dolgu

maddesi olmasinin disinda ¢ok daha fazla 6zelliklere sahiptir37.

Ancak ¢ok ¢esitli cerrahi alanlarda kullanilir olmasina ragmen greft sagkalimi en biiyiik

tartisma konusu olmustur.

Yag Greftinin Tarihcesi

Insanlarda otolog yag grefti uygulamas: ilk olarak 1800’lerde rapor edilmistir. ilk olarak
yag dokusu transplantasyonu 1889 yilinda Van Der Meulen tarafindan rapor edilmis olup
serbest olarak omentum ve yag dokusunu karaciger ve diyafram arasma aktarimini
saglam1$t1r48. Neuber ise ilk olarak serbest yag greftini tiim 6zellikleri ile kullanmis olup,
1893 yilinda orbitada kozmetik amagl olarak yag greft uygulamasini yaymlamistir. Ancak
daha dnce genis yag dokusu kullanip basarisiz oldugu i¢in kii¢iik parcalar halinde kullanmay1
tercih etmistir”®. Daha sonra 20. yiizyilda eniikleasyon sonrasi orbital defektlerde, hemifasiyal
atrofilerde, kiiciik memelerde biiylitme amaclh kullanimi baglamustir®. Bruning ise 1911
yilinda yag grefti uygulamasini subkutan olarak uygulayan ilk kisidir ve bu uygulamay:

yumusak doku dolgusu olarak giindeme getirmistir*’. Charles Conrad Miller’in 1926° da yag



dokularmin kisiden kaniil yardimi ile temini ve infiltrasyonu hakkinda yayin olmustur®. Ama

hi¢bir zaman tarif ettigi yontemler popiiler hale gelmemistir.

Sonraki yillarda deneysel yag grefti ¢aligmalar1 hiz kazanmigtir. Peer, 1950 yilinda yag
grefti calismalart yapmus, histolojik kesitler almigtir. Yag hiicrelerinin transferinden 1 yil
sonra yaklasik yarisimnin yasayabildigini gostermis olup hiicre sagkalim teoremini

yaylnlamlstlr50 :

Leaf ve Zarem, 1972 yilinda dikkatleri yiizdeki konturlari dermal yag grefti ile
doldurulmasina ¢ekmisglerdir. Rezorpsiyon oranlarini diisiirmek igin greft alim tekniklerine
6nem vermislerdir’’. Chajchir, 1983’lerin baslarinda yiizde liposuction ve yag grefti
caligmalarini yaymlamlstlrsz. lllouz ise 1986 yilinda deprese alanlart doldurmak igin yeni
teknik olarak yag hiicre grefti adli yayimnini yay1n1am1§t1r53. Seksenli yillarin sonlarinda ise yag
hiicreleri alimi sirasinda mekanik travmanin 6énemi ve uzun donem sagkalima etkisi dnem

kazanmistir™®.

Ik olarak Avrupa’da, 1970 yillarinda, kiint kaniiller ve negatif basing kullamlarak yag
aspirasyonu popiiler hale gelmistir®. Daha sonra Fournier, lllouz ve Ottenti 1982 yilinda
Amerikan Plastik ve Rekonstriiktif cerrahlar dernegi toplantisinda deneyimlerini
aktarmislardir. Fournier, mikrokantilleri yag aspire etme ve enjekte etme yontemleri arasina
sokarak popiilaritesini arttirmistir® . Klein ise 1987 yilinda yag aspirasyonunda tiimesan
teknigini yaymnlamistir. Sulandirilmis lokal anestetik maddeler genis hacimli alanlara
verilerek direk infiltrasyon uygulanmis ve intraoperatif az kanamalara, postoperatif ise agri

kontroliine katk1 saglam1§t1r59’60.

Coleman ise 90’11 yillarda elde edile yagin santrifiij edilmesi gerektigini, siringa yardimi

ile aspire edilmesi gerektigini, ¢oklu planda kii¢lik kaniiller ile enjekte edilmesi gerektigini

vurgulamistir ve “Coleman teknigi” ad1 altinda 1994 yilinda yay1nlam1st1r55'61.



Biitiin bu gelismelerden sonra yag grefti uygulamasi plastik cerrahide hem estetik hem de
rekonstriiktif amagli yaygin kullanilir hale gelmistir. Yag grefti uygulamasi, plastik cerrahi

disinda bir¢ok branslarda da kullanilmaktadir.

Yag Greftinin Ozellikleri

Yag grefti elde edilmesi:

Kisinin kendisinden temin edilen serbest yag grefti uygulamasi ideal bir yumusak doku

dolgu maddesi olarak kabul gérmektedir*.

Yag greftleri gesitli yontemlerle temin edilir. Tarihte de ilk 6nce yag dokusu tek parga
halinde greft olarak nakledilmistir. Ancak neovaskiilarizasyon periferden santrale dogru
oldugu i¢in bu tek parga halinde aktarilan yagin 6zellikle santral kismi beslenme problemi
yasadig1 i¢in basarili sonucglar alinamamistir. Daha sonra kanlanmanin her alana esit
yayilabilmesi ve yag hiicrelerinin sagkalimini arttirabilmek amaciyla elde edilen bu tek parga
yagin doku makasiyla kiyilmasi ve kiiciik pargalara ayirip yiizey alaninin arttirilmasi yontemi
kullanilmistir. Giiniimiizde bu yontemler insanlarda klinik olarak pek uygulanmamaktadir.
Daha ¢ok deneysel hayvan ¢alismalarinda bu yontemler kullaniimaktadir®. Klinik olarak yag
elde etmenin en sik bagvurulan yontemi vakum yardimli yag c¢ekme yontemi olan
‘liposuction’dir. Bu yontem igne ya da kaniiller yardimi ile yapilmaktadir. Ama hala herhangi
bir standardizasyonu bulunmamaktadir. Hava temasi olan ya da olmayan, makine yardimli ya
da enjektor yardimli vakum uygulamasi gibi farkli yontemler bulunmaktadir. Son zamanlarda
mekanik travmayi ortadan kaldirmak icin Coleman teknigi popiiler olmustur®. Geleneksel
liposuction yerine enjektdr ile elde edilmesiyle daha az negatif basing uygulanmakta, bu

sayede hem adiposit bitinligi korunup hem de fonksiyonlar1  olumsuz



etkilenmemektedir®*®

. Yaglar hangi yontemle elde edilirse edilsin santrifiij edilip edilmemesi
de bir tartisma konusudur®®’. Bazi galismalarda elde ettikleri yaglar1 enzimatik (kollajenaz
I1) reaksiyonlara ugratip etraftaki istemeyen hiicrelerden kurtulup ve ardindan yikanmasi ile
daha verimli sonuglar alindigi savunulmaktadir®. En son olarak elde edilen yaglarm alici
sahaya verilme yontemleri de tartisilmistir. En sik kullanilan yontem, yaglarin kiigtik hacimler
halinde, birgok katmana azar azar enjekte edilmesidir. Biitin bu farkliliklara ragmen halen

yag greftlerinin elde edilmesi, hazirlanmasi1 ve enjekte edilmesi konusunda ortak kesin bir

goriis bulunmamaktadir.
Otolog yag greftlerinin birgok avantajlar ve dezavantajlari bulunmaktadir.
Avantajlari:

Ucuz, kolay elde edilebilirlik, istenilen hacimlerde elde edilebilme, otolog olmasindan
dolay1 alerjik ve yabanci cisim reaksiyonlara yol agmamasi, giivenilir, dogal goriiniim

olusturmasi ve alic1 sahada yiiksek uyum kapasitesi, uzun kalicilik®" 44686970

Dezavantajlari:

Cerrahi bir islem ile elde edilebilir olmasi, verici alan morbiditesi, baz1 hastalarda verici
sahanin yetersiz olmasi, uygun yontem kullanilmaz ise yag nekrozu riski, cerrah islem
olmasindan dolay1 enfeksiyon ve yara yeri problemleri, kaliciligin her zaman Onceden

saptanamamasi, ameliyata ve verilen ilaglara bagl komplikasyonlar...

En son tartisilan konu ise aktarildiktan sonra yag dokusunun hangi miktarlarda kalici
olacagidir. Literatiirde yag nakli sonras1 greft hacminin %20 ila %80 arasinda kaybedilecegi

S('jylenmektedirez’71

. Kalicilik siirelerinin ise 3 ay ile 8 yil arasinda degisiklik gosterdigi
belirtilmektedir’>’2. Bu konuda en ¢ok kabul gdren teori ise Peer’in hiicre sagkalim

teorisidir’. Bu teoriye gore canl olarak aktarilan ve canlibigimi siirdiirebilen adiposit sayisi



ilerideki sagkalimi belirleyen ana faktordiir. Bu teoriden yola ¢ikarsak yag hiicreleri elde
edilirken en az travmaya maruz kalmali, hiicrelere zarar vermeyecek hazirliklar yapilmali,
vaskiiler acidan zengin alic1 sahaya aktarilmali, enjekte edilirken yiizey alanlari arttirilmali,
birgok plana verilmeli ve postop immobilizasyon greft sagkalimi igin saglanmalidir.

Sagkalimi belirlemede kisisel faktorlerin de 6ne ¢iktig unutulmamahdir® ™.

Yag greftinin fizyolojisi:

Yag grefti alici alana aktarilir aktarilmaz hemen hasara ugramaktadir. Bunun nedeni alim,
hazirlik ve aktarim islemlerinde mekanik travmaya maruz kalmasi ve alici sahada akut
iskemiye maruz kalmasidir. Greft uygulamasinin ardindan ilk giin yag hiicre alanina nétrofil
infiltrasyonu olmaktadir. Daha sonra makrofajlar, histiyositler ve multiniikleer dev hiicreler
alana gelmektedir. Biitiin bu hiicreler selliiler atiklari temizlemektedirler. Aynen deri
greftlerinde oldugu gibi ilk 4 giin plazmatik imbibisyon ile beslenmektedirler. Kirksekizinci
saatte yapilan histolojik analizlerde otolog yag greftinin bir kesiminde revaskiilarizasyon
goriilmistiir. Dordilincli giinde greft damarlanmasi neovaskiilarizasyon ile saglanmaya
baslamaktadir. Yalniz bu damarlanma periferden baslar ve santral bolge iskemik kalir. Erken
ve uygun damarlanma greft sagkaliminda kritik rol oynar. Iskemiye hassas olan hiicreler
nekroza ugramaktadir. iskemi sonucunda bir takim dejenaratif degisiklikler olusur. Bu
degisiklikler, hiicre membranlari biitiinliigiiniin bozulmasi, yag kistlerinin ve vakuollerinin
olusmas1 gibidir. ileriki dénemde ise fibrozis kaybolmus olan yag hiicrelerinin yerini alir

ancak hacim olarak veterli miktarda kompanse edemez®’ 1747576

Baz1 c¢alismalar
revaskiilarize olmasina ragmen yag greftinde hacim kayiplarinin devam ettigini gostermistir.
Bunun nedeni ise apoptotik hiicre Oliimlerine bagli adiposit sayr azalmasi olarak
gosterilmektedir'. Erken hacim kayiplari akut nekroza bagli, ge¢ hacim kayiplari ise apoptotik

oliimlere bagli olabilmektedir. islem sonrasi 30 giin boyunca 6lii yag hiicreleri ve yag

parcaciklar1 makrofajlar tarafindan temizlenmektedir. Bu da hacim kaybinin devam etmesini
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aciklayabilir. Yag hiicrelerindeki apoptozlar1 sitokinler, insiilin, kortikosteroidler, 1s1 veya
serum azalmasi baslatabilir. Sonugta yag grefti aktarildigi zaman hipoksik kalmakta ve
beslenme tirlinleri agisindan eksik kalmaktadir. Ayrica erken donemde 16kosit infiltrasyonlar
da goriilmektedir. Inflamasyona bagh sitokinler veya hipoksi ve besin maddelerindeki
yetersizlik sonucu olusan genetik bozulmalarla apoptoz kolaylikla yag hiicrelerinde

goriilebilmektedir™"""®.

Yag Grefti Sagkalim Arttirma Teknikleri

Yag grefti uygulamasi plastik cerrahide bu kadar popiiler hale geldikten sonra sagkalim
miktarlar1 6ngoriilemedigi icin, kaliciligini arttirmaya yonelik calismalar hiz kazanmistir.

Literatiirde bununla ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Yag greftinin yasayabilirligi, canli yag hiicre sayisina, alici saha kanlanma 6zeliklerine,
mikrovaskiiler yogunluga, iskemiye dayanma siiresine, ortamdaki inflamasyon tipi ve
derecesine, sistemik bilyiime faktorlerine baglidir®. Biitin bu basamaklarin  degisik

seviyelerine miidahale edilerek sag kalimi arttirmaya yonelik caligmalar yapilabilir.

Canli hiicre sayisin1 arttirmak icin negatif basingla alim islemi sirasinda minimal
travmaya maruz birakilmalidir. Yine canli hiicre sayisini arttirmak i¢in yikama yapilarak ya
da enzimatik prosediirlerle inflamatuar hiicrelerden ve mediatérlerden arindirilabilir. Santrifiij
yontemi ile yag hiicre yogunlugu arttirilarak canli hiicre sayis1 en fazla diizeyde tutulup

kalicilig arttirilabilir’.

Bir diger sagkalim arttirma yontemi ise deneysel modellerde birtakim faktorler ekleyerek
alic1 sahanin kanlanmasimin arttirilmasidir. Bunlara 6rnek olarak, insulin, vitamin E, fibrin

glue, fibroblast biiylime faktorii (FGF), trombositten zengin plazma (PRP), eritropoetin
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(EPO), interlokin-8 (IL-8), epidermal biiylime faktorii (EGF) gibi ek ajanlarla sagkalim

arttirma ¢alismalart yap11m1$t1r13’62’75‘80'81’82

. Digaridan eklenecek ek ajanlar disinda endojen
olarak bir takim yontemlerle de kanlanma arttirilabilir. Bunlar i¢in yapilmis iskemik
onkosullandirma c¢alismalari, silikon blok yerlestirilmesi, travmatik onkosullandirma gibi
caligmalarla kanlanma arttirma ya da iskemiye direnci arttirma caligmalar1 Ornek

verilebilir®8485,

Bir diger teori, yag grefti uygulandiktan sonra iskemi-reperfiizyon hasarinda oldugu gibi
iskemik hasara bagli yag hiicrelerinin apoptoza ugramasi ve reabsorbe olmasidir. Bu
asamadaki apoptozu onlemek i¢in yiiksek antioksidan 6zelligi olan lipoik asid (LA) denenmis
ve hem antioksidan hem de immiinmodiilator etkileriyle erken apoptozu azalttigi, 6 haftalik

doénemde ise artmis yag grefti sagkalimi saptanmistir.

APOPTOZ

Hiicre Olimiu ve Mekanizmalar

Hiicre oliimii iki sekilde gerceklesmektedir; nekroz ve apoptoz. Nekroz genelde olumsuz
dis faktorlere baglh olarak ortaya c¢ikar. Nekrozda hiicrenin kendi i¢inde sindirimi (otoliz),
l6kositler tarafindan sindirimi (heteroliz) ve protein denatiiraSyonu seklinde olaylardan

kaynaklanir®’®,

Apoptoz ¢ok hiicreli organizmalarda goriilen, fizyolojik veya patolojik olaylarda, genetik
materyal tarafindan ne zaman gerceklesecegine karar verilen, irreversible programli hiicre
oliim mekanizmasidir. Latince kokenli bu kelime ayr1 diisme anlaminda kullanilmaktadir. Bin
dokuz yiiz yetmis ikide J.F.K.Kerr tarafindan iskemiye maruz kalmig doku etrafinda

nekrozdan farkli hiicre oliimlerinin saptanmasiyla kesfedilmistir®. Fizyolojik olarak
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viicudumuzda normal hiicre dongiisii i¢in siirekli apoptoz goriilmektedir. Ancak mutasyonlar,
radyasyon gibi cevresel faktorler, inflamasyon gibi etkenlerle de patolojik olarak apoptoz
goriilebilir. Genelde biitiin viicutta hiicre sayisinin sabit tutulmasinda, hormon bagimli
atrofilerde, embriyonik gelisimde, immiin sistem gelisimi ve fonksiyonel olmasinda apoptoz
rol oynar. Immiin sistemdeki apoptoz dengesinin bozulmasi, Alzheimer, Parkinson,
dejeneratif hastaliklar, Ttlseratif kolit gibi kronik hastaliklara, cesitli kanserlere yol

acabilir®®%92,

Apoptoz genetigindeki asamalar, 6liime karar verme, hiicre Oliimiinii gergeklestirme,
pargalanma ve fagositoz seklinde olur. Ilk olarak bir takim sinyallesmeler ile apoptoz
indiiklenir. Bunlar, biiylime faktdr yoklugu, 6zgiil reseptor-ligand etkilesimleri (TNF/TNF-
reseptor), sitotoksik T hiicrelerinden granzimlerin salinmasi, radyasyon toksinler, hipoksi ve

serbest radikaller gibi faktorlerdir.
Apoptoz morfolojisi:

Apoptoz sirasinda hem 1gik hem de elektron mikroskobunda bir takim spesifik morfolojik
goriintiiler belirlenir. Erken evrelerinde hiicre biiziilmesi ve g¢ekirdek biiziilmesi (piknoz)
goriiniir hale gelir. Biiziilmiis hiicreler boyut olarak daha kiictik, sitoplazmalar1 daha yogun ve
organaller siki paketlemis halde bulunur. Bu hale gelen hiicrenin, H&E ile boyanmasi ile
yuvarlak veya oval bir hiicrede koyu eozinofilik sitoplazma ve mor kromatin fragmanlari
seklinde gozlenir. Daha sonra piknotik haldeki c¢ekirdek parcalanir (karyoreksis), hiicre
fragmanlar1 apoptotik pargaciklart olusur. Bu asamaya tomurcuklanma denir. Intakt bir
sitoplazma i¢inde sikica paketlenmis organaller bulunur, ¢ekirdek yapilarini igerebilir ya da
icermeyebilir. Bu apoptotik pargaciklar ¢evredeki makrofajlar tarafindan fagosite edilerek

uzaklastlrlhrlang’gs.
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Apoptoz genetigi:

Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik alt birimlerden olusan ve apoptozda ¢ok 6nemli
rol oynayan bir protein grubudur. Bcl-2 ve Bcl-XL’nin apoptozu 6nleme fonksiyonlar1 vardir.
Bu etkilerini ya direk kaspaslarin 6ncii formlarin1 durdurarak ya da sitoplazma igine kaspas
akisini direk saglayan apoptoz uyarici faktér (AIF) ve sitokrom-C gibi faktorleri durdurarak

gerceklestirirler™. Bcl-2 benzer fonksiyonu C-myc proteini de gosterir ve apoptozu engeller™.

Bax ve Bak ise proapoptotik olup mitokondriden sitokrom-C’yi serbestlestirir ve kaspas

. 94,96
serbestlesmesini uyarir™ ™",

P53 yine bir proapoptotiktir. Birgok antitiimor ilag p53 seviyesini arttirir ve apoptozu
uyarir. Bircok tiimor genetiginde, p53 genindeki bir mutasyonun rolii oldugu giiniimiizde
belirlenmistir. Ek olarak p53 ile ayni gorevleri yapan p63 ve p73 genleri de

saptanmlst1r97’98’99.

Ces-1 ve Ces-2 gibi genler de apoptozu uyarirlar. Ced-3, 9 ve 11 hiicrede 6liime yol agan

100,101

diger genlerdir. Ced-3 geni bir proteazi kodlar . Bu yikima yol acan enzimin en 6nemli

etki ettigi enzim, poli ADP riboz polimeraz (PARP)’dir. Bu enzim DNA tamirinde rol oynar

92,102,103

ve yikimi sonucu DNA tamir mekanizmast bozulmus olur . Boylece Ced-3 tarafindan

parcalanan PARP apoptozun ortaya ¢ikmasinda 6nemli fonksiyonlara sahiptir.

Ayrica hiicre membraninda yerlesmis olan ve apoptoz icin 0Ozel reseptorler
bulunmaktadir. Bunlar TNF (tiimor nekroz faktor) olarak bilinen 6 farkli reseptdr iceren 24

iiyesi bulunan reseptdr ailesidir. Bu bdlge apoptoz aktivasyonunda énemli rollere sahiptir'®,

Kaspaslar ise sitoplazmada bulunan ve inaktif haldeki proteolitik enzimlerdir. Kaspaslar

mitokondri zar fonksiyonlarmi1 bozarak hiicrenin iskelet ve ¢ekirdeginde hasara yol
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91,104

acarlar . Mitokondriden salinan sitokrom-C ise apoptotik proteaz aktive etme faktoriinii

(APAF-I) aktive eder ve sitoplazmaya salar, bu da direk kaspas sistemlerinin uyarilmasina

neden olarak apoptozu indiikler™®.

Apoptotik yolak mekanizmalari:

Apoptotik yolak mekanizmasi olduk¢a karmasiktir. Apoptotik yolakta 2 ana yol
bulunmaktadir. Bunlar, ekstrensek (6liim reseptorleri) ve intrensek (mitokondriyal) yollardir.
Bu yollar birbirleriyle bagh ve etkilesimde olabilirler’®. Bu iki yolun disinda bir de T-hiicre
sitotoksitesine bagli perforin/granzim (granzim A ve B) yolu bulunur. Ekstrensek, intrensek
ve granzim B yollar1 ortak kaspas-3 aktivasonu ile apoptoza yol agarken, granzim A ise

kaspas-bagimsiz yol ile hiicre dliimiine yol agar™”.

Ekstrensek yol membranda bulunan 6liim reseptorleri olan tiimor nekroz faktorii (TNF)
reseptor gen ailesine bagli baslar'™®. Reseptor uyarilmasi ise sitoplazmaya sinyal iletir ve
adaptor protein olan TRADD uyarilir, bu da prokaspas-8’i aktive eder'®*. Baylece 6liim
sinyal kompleksi olusur ve otokatalitik aktivasyon baslar'*’. Daha sonra kaspas-3 aktive

edilerek ortak yola girer.

Intrensek yol genelde biiyiime faktdrleri azalmasi, hormonal etki ve sitokinlerle ya da
radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikallerle
baglayabilir. Biitiin bu uyarilar sonrasi mitokondri membraninda mitokondriyal permabilite
gecis porlart (MPT) agilir. Iki ana grup proapoptotik maddeler sitoplazmaya gecer. Bunlardan
ilki sitokrom-C olup prokaspas-9 ile birlesir ve onu aktive eder. Boylece “apoptosom”
olusmus olur™?**3, Bu da direk kaspas-3’ii aktive ederek ortak yola girer. Diger ana grup ise
AIF, endoniikleaz G ve CAD’dir. AIF ve endoniikleaz G kaspas-bagimsiz olarak evre-1 DNA
fragmanlarimin olusumuna, CAD ise kaspas-3 fizerinden evre-2 DNA fragmanlarinin

114,11
olusumuna yol agar™™ .
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Perforin/granzim yolu T-hiicre sitotoksitesi sonucu tip IV hipersensitivite reaksiyonu
olarak baslar. Iki énemli serin proteaz olan granzim A ve granzim B igerigini porlardan hiicre
icine gonderir'™®. Granzim B prokaspas-10’u aktive eder ve o da kaspas-3’ii aktive ederek

117

ortak yola girer. Ancak granzim B direk olarak kaspas-3’ii aktive edebilir~'. Granzim A ise

kaspas-bagimsiz olarak DNA yapisin1 koruyan enzimleri inaktive ederek DNA ve kromatin

yapilarinin ayrismasina yol acar™®.

Ortak yol ise kaspas-3 aktivasyonu ile baglar. Kaspas-6 ve kaspas-7 de bu yolda aktive
olan diger proteinlerdir. Endoniikleaz aktvasyonlari ile kromozomal DNA parcalanmasi,
proteaz aktivitesi ile sitoskeletal proteinlerin parcalanmasi gozlenir. Daha sonra hiicre
biitiinliigli bozulup, yogunlasmalar meydana gelip ¢ekirdek parcalamalar1 ile apoptotik

parcaciklar olusurllg(sekil-l).

Ekstrensek Yolak intrensek Yolak Perforin/Granzim Yolagi

Radyasyon, Hipoksi, Toksinler...

Sitotoksik T-hiicresi
Olim ligandi o
Oliim reseptorii ~a

}

adaptorler mitokondriyal degisimler (MPT) / \ .
granzim B granzim A

disk formasyonu apoptosom l l

\

kaspas-8 aktivasyonu \ kaspas-9 aktivasyonu /

kaspas-3 aktivasyonu
( Ortak infaz yolu
'

SET kompleksi

) DNA ayriimasi

endoniikleaz aktivasyonu —  kromozomal DNA ayrigmasi
proteaz aktivasyonu —» sitoskeletal proteinlerin ve niikleer yapinin ayrismasi ~ —  sitoskleletal reorganizasyon

sitomorfolojik degisimler :
kromatin ve sitoplazmik yogunlagmalar, niikleer fragmantasyon...

Apoptotik cisimlerin olusumu

120

Sekil-1: Apoptoz basamaklari™ (Elmore S. Apoptosis: a review of programmed cell

death. Toxicol Pathol. 2007 Jun;35(4):495-516)
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Apoptozu belirleme yontemleri:

A. Hiicrede belirleme

1. Elektron mikroskopu
DNA Ladder
Tunel
FACS Analizleri
MTT
Annexin

ISR A

B. Gen iiriinlerini belirleme

. Immiinohistokimya
Immiimblot

Semi kantitatif mRNA analizler
Rnaz iiretim

Fas ligand analizi

Bcl-2

Bcel-XL

Kaspaslar

Sitotoksisite

©CoN kDR

Immiinohistokimya:

Dondurma ya da parafin blok sonras1 kesitler dokulardan elde edilir. PBS ve TBS iceren
%1’lik bovin serum albiimin ile yikanir. Daha sonra oda sicakliginda 1 saatten az olmamak
sart1 ile monoklonal ya da poliklonal antikorlarla inkiibe edilir. Bir dizi islem sonrasi antikora

0zgii antijenik yapilar mikroskop altinda tespit edilir'?,

MINOSIKLIN

Minosiklin (Minocycline Hydrochloride) yar1 sentetik 2. kusak tetrasiklin grubu bir
bakteriyostatik antibiyotiktir. Genellikle akne tedavisinde, solunum, iiriner sistem enfeksiyoz
hastaliklarinda, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarda, aerobik ve anaerobik gram-pozitif,

gram-negatif bakteri enfeksiyonlarinda kullanilir.
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Tarihgesi:

Bu grup antibiyotiklerin temelleri 1948 yilinda Wisconsin Universitesinde Benjamin M.
Duggarin, “klortetrasiklin” izole etmesiyle atilmis oldu. Bu madde mezarlik etrafinda
yasayan Streptomyces aureofaciens adli bakteriden izole edildi. Yaklasik 2 yil sonra
A.C.Finley yine bir bakteriden “terramycin” elde etti. Daha sonra R.B.Woodward
”oxytetracycline” bularak, sentetik tetrasiklinlerin bulunmasina Onciilik etmistir. Cogu
tetrasiklin 1950 yillarinda bulundu. En son iiyesi 2005 yilinda iretilerek kullanilmaya

basland1122’123’124’125.

Antibakteriyel etki:

Tetrasiklinler pasif difiizyon ve aktif transport yollar1 ile bakteri duvarini gecebilirler.
Hiicre iginde reversible olarak ribozomun 30S alt birimine baglanirlar. Boylece aminoacil
tRNA, RNA-ribozom kompleksine baglanmasi engellenmis olur ve protein sentezi durur.
Ayrica bakteri sitoplazmik membran gegisini bozarak hiicre i¢i niikleotid ve organellerin
hiicre digina sizmasimna neden olur. Bakterileri Oldiirmez, ancak bakteriyostatik etki

gésterir124’126.

Farmakodinamigi:

Biyoyararlanimi en yiiksek olan minosiklindir. Doku penetrasyonu, lipidde
¢oziiniirliigiine gore en yiiksek olan yine minosiklindir. Lipofilitesi ¢ok yiiksek olmasindan
dolayr viicuttaki tiim membranlar1 ve bariyerleri kolayhkla gecer'?’. Kan beyin bariyerini
kolaylikla gegebildigi i¢in santral sinir sistemi hastaliklarinda kullanilir. Genelde oral olarak
kullanilir, hizli bir gsekilde tamamen emilir, daha uzun yar1 6mrii bulunur, doku penetrasyonu

138

miikemmeldir, %100 biyoyararlanimi bulunur™~". Minosiklin genelde karacigerde metabolize

edilir. Cok az bir kesimi bébrek ve digki yolu ile viicuttan atilir?®,
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Uzun dénem kronik hastaliklarda kullanimi giivenli ve iyi tolere edilir. En sik yan etkileri
bulant1 ve bag donmesidir. Ayrica 6zefagus erozyonuna da yol agtig1 i¢in gece yatmadan once
kullanilmast Onerilmez. Alti aydan uzun kullanimlarda hastalar hepatotoksisite agisindan

122

monitorize edilmelidir<*. Yine uzun kullanimlarda hiperpigmentasyona yol agabilir, ancak

bazi ¢calismalar pigmentasyon etkisinin doz ve siire bagimli olmadigini géstermistirlzg.

Tetrasiklinlerin antibiyotik etkinlikleri 4. karbondaki dimetilamino grubuna baglh olarak
goriiliir. Bu karbondaki dimetilamino grubu eger uzaklastirilirsa antibiyotik etkileri azalir.
Minosiklinde ise dietilamino grubunun 7. karbonda bulunmasiyla ve 6. karbondaki
fonksiyonel grubun olmamasi ile tetrasiklinden farki ortaya c¢ikar ve daha lipofilik hale

gelir™® (sekil-2).

Tetrasiklin

CH, OH N(?Ha)z

0

Sekil-2: Minosiklin ve tetrasiklinin kimyasal yapisi™
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Diger etki mekanizmalari:

Antibakteriyel etkilerinin yaninda ciddi antiinflamatuar, antiapoptotik, néroprotektif ve

immunmodilator etkileri mevcuttur.

Noroprotektif ve antiinflamatuar etkisinden, ayrica yiiksek lipofiliteye sahip olup kan-
beyin bariyerini kolaylikla asabildiginden dolay1 ayrica mikrogliyal aktiviteyi baskiladigindan
dolay1 santral sinir sistemindeki bir¢ok hastalikta etkinligi gosterilmistir. Bunlar arasinda,
beyin iskemisi, amyotrofik lateral skleroz (ALS), multiple skleroz (MS), Parkinson hastaligi,

. . 14,16,131,132,133,134,135,1
travmatik beyin hasar1 bulunmaktadir™™ 6.131,132,133,134,135.136

Anti-inflamatuar etkileri, sitokin salinim inhibisyonu, serbest radikal inhibisyonu, COXj,

ve indiiklenir NOS sentez inhibisyonu yaparak ortaya ¢ikar™®**,

Antiapoptotik etkilerini ise kaspas bagimli ve bagimsiz hiicre 6liimiinde farkli yonleri ile
invitro ortamlarda inhibe ederek gosterdigi saptanmistir. Kaspas bagimli, mitokondriyal
membran gecisini bloke ederek sitokrom-C salimmim inhibe eder'. Boylece kaspas-3
inaktive kalir. Ayrica direk kaspas-1 inaktivasyonu yapar. Antiapoptotik olan Bcl-2 ve Bcl-xI
sentez artisina, proapoptotik olan Bax, Bid, Fas, p53 salinimlarinin da azalmasina yol ac;ar139
(sekil-3). Hatta bazi calismalarda iskemik kalp hiicrelerinde kaspas 7, 8, 9 ve 12’nin
ekspresyonlarini azalttig1 gosterilmistir'®’. Kaspas bagimsiz olarak ise PARP-1 bagimli hiicre
sliimiinii, yani enzim aktivitesini en potent inhibe eden tetrasiklin yine minosiklindir'®® (sekil-
4). Ateroskleroz, iskemi reperfiizyon hasari, intestinal mukozit gibi hastaliklarla ilgili

yapilmis calismalarda bu etkisi gésterilmistirlﬂ'l’142’143

. Bunlarin yaninda ¢inko bagiml
proteinazlar olan matriks metalloproteinazlari (MMPs) inhibe ederler. Bunlar kollagenaz,

gelatinaz gibi enzimler olup iskemi reperfiizyon hasarinda rol oynarlar®.

Antiapoptotik, antiinflamatuar etkilerinden dolay: tetrasiklinler ile ilgili son donemde

hizla yayginlasan ¢alismalar bulunmaktadir. Bunlara drnek, tetrasiklinlerin mast hiicrelerinde
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ve kolon kanser hiicrelerinde apoptozu azalttigin1 (alfa-beta), iskemik hasara karst myokard
koruyucu etkilerini*®’, santral sinir sistemi hastaliklara karsi koruyucu etkilerini'®, viral
enfeksiyonlarda apoptozu engellendigini'*, iskemik akut renal hasarlari azalttigini gosteren

calismalar olabilir®®.

APOPTOTIC STIMULI

Minocycline

Bcl-2 family
F . x” ™
. Bcl-2 ¥

l v Bcl-xl
Apaf—l Ang-apopiat: Pro-apoptotic
L —

Minocycline

Sekil-3: Minosiklinin antiapoptotik etkisi (kaspas bagimlr) **

(Garrido-Mesa N, Zarzuelo
A. What is behind the non-antibiotic properties of minocycline? Pharmacol Res. 2013

Jan;67(1):18-30)
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Minocycline

—~—

‘ PAR

polymer

Minocycline

Sekil-4: Minosiklinin antiapoptotik etkisi (kaspas bagimsiz) *° (Garrido-Mesa N,
Zarzuelo A. What is behind the non-antibiotic properties of minocycline? Pharmacol Res.

2013 Jan;67(1):18-30)
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanin, G. U. ET-12.038 kod numaras ile Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan etik kurul onayr alinmistir. Calisma, Gazi Universitesi
Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’inde (GUDAM)
gerceklestirildi. Calismada ortalama agirliklart 235 (£ 20) gr olan, Wistar tiirii disi albino
sicanlar kullanildi. Toplam 8 grup bulunmakta olup her bir grupta 6’sar hayvan olmak iizere

toplam 48 deney hayvani kullanildi.
Gruplar ve Aciklamalan
2 ana grup, 4’er alt grup, toplam 8 grup bulunmaktadir (tablo-1).
A- Uzun dénem sagkalm ¢alismasi, islem sonras1 90. Giin (3 ay) degerlendirme

1: (kontrol grubu): standart teknik ile yag grefti uygulandi. (n=6)

2: (sistemik ila¢ grubu): standart teknik ile yag grefti uygulamasindan 2 saat dnce

intraperitonel (IP) sistemik minosiklin uygulandi, daha sonra yag grefti uyguland: ve takip

eden 4 giin boyunca giinde 1 kez IP, sistemik minosiklin uygulamasi yapildi. (n=6)

3: (lokal ilag grubu): standart teknik ile yag grefti uygulandi, yag grefti aktarilirken

lokal olarak greftlerin tizerine bir kez minosiklin verildi. (n=6)

4: (sistemik ve lokal (mikst) ila¢ grubu): standart teknik ile yag grefti uygulamasindan

2 saat Once intraperitonel (IP) sistemik minosiklin uygulandi, daha sonra yag grefti
uygulamasi sirasinda greft lizerine tek seans minosiklin uygulandi, ardindan 4 giin boyunca

giinde 1 kez IP, sistemik minosiklin uygulamasi yapildi. (n=6)
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B- Erken donem apoptoz degerlendirilecek grup, islem sonrasi 9. Giin degerlendirme

5: (kontrol grubu): standart teknik ile yag grefti uygulandi. (n=6)

6: (sistemik ila¢c grubu): standart teknik ile yag grefti uygulamasindan 2 saat dnce

intraperitonel (IP) sistemik minosiklin uygulandi, daha sonra yag grefti uyguland: ve takip

eden 4 giin boyunca giinde 1 kez IP, sistemik minosiklin uygulamasi yapildi. (n=6)

7: (lokal ila¢ grubu): standart teknik ile yag grefti uygulands, yag grefti aktarilirken lokal

olarak greftlerin lizerine bir kez minosiklin verildi. (n=6)

8: (sistemik ve lokal (mikst) ila¢ grubu): standart teknik ile yag grefti uygulamasindan
2 saat once intraperitonel (IP) sistemik minosiklin uygulandi, daha sonra yag grefti
uygulamasi sirasinda greft lizerine tek seans minosiklin uygulamasi, ardindan 4 giin boyunca

giinde 1 kez IP, sistemik minosiklin uygulamasi yapildi. (n=6)

Grup Kontrol Sistemik Lokal Lokal+ Sagkalim
sistemik

1 + - - - 3 ay (90 giin)
2 - + - - 3 ay (90 giin)
3 - - + - 3 ay (90 giin)
4 - - - + 3 ay (90 giin)
5 + - - - 9 giin

6 - + - - 9 giin

7 - - + - 9 giin

8 - - - + 9 glin

Tablo-1: Gruplar, ilag uygulama yontemleri ve sagkalim siireleri
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Yag grefti kaynagi olarak siganlarin inguinal bolgeleri kullanildi. Alict saha ise siganin
ense bolgesi olarak belirlendi. Ensede standart cep agildi ve panniculus carnosus tabakasina
yaglar yerlestirildi. Yaglar tek parca olarak nakledildi. Kontrol gruplarina (1 ve 5) higbir
sistemik ya da lokal ilag uygulamasi yapilmadi. inguinal bélgeden alinan yaglar salin ile
yikandiktan sonra enseye nakledildi. Sadece 3. ve 7. gruplara lokal olarak yag grefti elde
ettikten sonra minosiklin uygulandi ve daha sonra yag nakli yapildi. 2. ve 6. gruplara ise
sadece islemden 2 saat Oncesi periton igine minosiklin uygulamas: yapildi, daha sonra yag
greft islemi yapild1 ve takip eden 4 giin boyunca giinde bir kez periton igine ilag uygulamasi
devam etti. 4. ve 8. gruplara ise hem sistemik hem de lokal minosiklin uygulamasi yapildi. 1.,
2., 3., 4. gruplar sagkalimi degerlendirmek i¢in olusturuldu ve 3 ay (90 giin) sonra sakrifiye
edilerek yaglar ense bolgesinden alindi. Histolojik ve immiinohistokimyasal olarak
degerlendirildi. 5., 6., 7., 8. gruplar ise apoptoz yolagi degerlendirilmesi i¢in 9 giin sonunda
sakrifiye edildi ve yaglar enseden alindi. Makroskopik, voliimetrik ve histolojik

degerlendirmeler yapildu.

Minosiklin uygulama yontemleri

Iki yolla ilag uygulamasi yapildi: Lokal ve Sistemik

Toz halindeki ilag serum fizyolojik (SF) ile sulandirildi. Tek flakonda toplam 1 Gram

Minosiklin Hidrokloriir olarak temin edildi (sekil-5).
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Sekil-5: Minosiklin Hidrokloriir (1 gram)

Lokal: inguinal bolgeden elde edilen tek parga yaglar saline ile yikandiktan sonra steril
bir petri kabina yerlestirildi. Daha sonra 6 mg minosiklin enjektdr yardimi ile yag dokusunun

icine enjekte edildi ve 37 CP<de 10 dakika bekletildi (sekil-6).

Sekil-6: Lokal minosiklin uygulamasi
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Sistemik: islemden 2 saat 6nce 30 mg/kg minosiklin, kasik bolgesinden periton igine 27
G enjektor ile 0,5 cc olacak sekilde enjekte edildi. Takip eden 4 giin boyunca, giin i¢inde ayn1
saatte 1 defa olmak kosulu ile 30 mg/kg minosiklin yine periton i¢ine enjekte edildi. Bdylece

her bir hayvan i¢in toplam 5 enjeksiyon, 24 saatte bir yapildi (sekil-7)

Sekil-7: Periton igine sistemik minosiklin enjeksiyonu

Cerrahi yontem

Yag greftlerinin elde edilmesi:

Sicanlarin, 45 mg/kg Ketamin HCl ve 5 mg/kg Xylazin intramiiskiiler enjeksiyonu ile
uygun anestezileri saglandi. Ardindan ense ve sol kasik bélgeleri traslandi (sekil-8, 9).
Sicanlar oncelikle sirt iistii pozisyonda her iki kol ve bacaklarindan tespit edildi. Uygun saha

temizligi ve oOrtlimii takiben sol kasikta inguinal ligamana paralel deri kesisi yapildi. Deri
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kesisi sonrasi adipofasyal yastik¢iga ulasildi ve ¢evre dokudan diseke edildi (sekil-10). Yag
yastik¢igina giden epigastrik damarlar baglandi. Elde edilen yaglar bekletilmeden hacimleri
su tasirma yontemi ile Olgiildii. Hacimleri dik duran ve i¢inde 1 mL serum fizyolojk sivi
bulunan 2,5 mL’lik enjektorlerle kurulan diizenekle 6lgiildi (sekil-11). Daha sonra gazli bez

iizerinde kurutulan yaglar hassas tarti ile agirliklar1 gram cinsinden ol¢iildii.

Sekil-8: Sirt {istii pozisyonda tespit edilen ve sol kasik bolgesi traslanan denek
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Sekil-9: Ense bolgesinin hazirligi

Sekil-10: Inguinal yag yastik¢iginin diseksiyonu
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Sekil-11: Su tagirma yontemi ile yaglarin hacminin dl¢iilmesi

Kasik bolgesinde agilan insizyonlar 4/0 absorbe edilen dikislerle dikildi.

Yag greftlerinin sican ensesine nakli:

Dikis islemi sonrasi yiiziistli ¢cevrilen siganlarin ensesine uygun saha temizligi ve ortiimii
takiben lineer insizyon ile girildi. Bu bolgede cilt alt1 planda panniculus carnosus tabakasinin
altinda cep acildi. Standardize edilmek tizere dairesel kesilmis 2x2 ¢m boyutunda steril bir
plastik kullanildi (sekil-12). Takiben hazirlanmis ve 6lglimleri yapilmis yag tek parga sekilde
hazirlanan cep igerisine yerlestirildi (sekil-13). Agilan insizyon 4/0 absorbe edilen dikis ile
dikildi. Daha sonra siganlara file giydirildi ve anestezinin etkisinin gectikten sonra 12 saat
gece, 12 saat gilindiiz dongiisii olacak sekilde uygun kosullarda bakim ve beslenmenin

saglandig1 kafeslere alindi.
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Sekil-12: Standart bir plaka kullanilarak uygun cep agilmasi

Sekil-13: Elde edilen yaglarin ensede agilan cep igerisine yerlestirilmesi
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Doku orneklerinin elde edilmesi:

5., 6., 7., 8. grup siganlarin 9 giin yasatildiktan sonra 45 mg/kg Ketamin HCI ve 5 mg/kg
Xylazin intramuskiiler enjeksiyonu sonrasi uygun anestezileri saglandi. Ense bolgeleri tras
edildi ve yliziistii tespit edildi. Yag nakli yapilirken uygulanan lineer insizyon ile tekrar
girildi. Cilt diseke edildi ve nakledilen yaglara ulasildi. Cevre bag dokusundan
uzaklagtirilarak hacim ve agirliklart 6l¢iildi ve histolojik incelemeler yapilmak tizere %10’ luk

notral formol igine yerlestirildi (sekil-14).

Sekil-14: Ense yag dokularinin elde edilmesi

1, 2., 3., 4. grup sicanlara ise 3 ay (90 giin) yasatildiktan sonra ayni islemler uygulandi.
Dokular alindiktan sonra tiim siganlarin kalplerinden tiim kanlar1 enjektor ile alindi ve 6tenazi

saglandi.
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Histolojik Yontemler

Yag pakelerine ait tiim doku 6rnekleri 151k mikroskobik inceleme igin ilk olarak % 10’ luk
formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespit isleminden sonra doku Ornekleri kasetlere
konularak akar su altinda 24 saat siiresince yikandi. Suyun uzaklastirilmasi i¢in dokular artan
derecelerde alkol serilerinden ( %70, %80, %90, %100) gecirildiler. Sonrasinda dokular
parlatilmalart amaciyla ksilolden gegirildi ve ardindan erimis parafine gomiildiiler. Hazirlanan
parafin bloklardan elde edilen 4-5 mikron kalinligindaki kesitlere tim gruplar igin
Hematoksilen-Eozin boyamasi, 9. giin sakrifiye edilen gruplar i¢in immiinohistokimyasal
TUNEL yontemi ve 90. giin sakrifiye edilen gruplar igin de 0il red O boyamas1 uygulandi.
Kesitler Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde, Leica Q

Vin 3 programinda degerlendirildi ve resimleri ¢ekildi.

Hematoksilen-Eozin boyama ile yapilan degerlendirmeler sonucunda Dejenerasyon
Kriterleri tablosu olusturuldu.

Boya Soliisyonlarinin Hazirlanisi :

1- Harris Hematoksilen Soliisyonu

Hematoksilen 1gr

Alkol 10 ml

Potasyum alum (aliiminyum potasyum siilfat) 20 gr
Distile su 200 ml

Civa oksit 0.5 gr

Glasiyal asetik asit 8 ml
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2- Eozin Soliisyonu

Eozin 1gr

Distile su 100 ml

1 kiigiik timol kristali

Boyama Yontemi :

Deney gruplarindan alinan kesitler 60°C etiivde 30 dakika bekletildikten sonra, 2x15
dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalar1 saglandi. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan
alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %80, %70, %50) havada kurutuldu. 10 dakika akar
suda yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’de 10-15 dakika boyandi ve 10 dakika akar suda
yikandilar. % 70 alkol + 2 — 3 damla glasiyel asedik asit karisimina batirilip tekrar 10 dakika
akar suda yikandi. Lamlar 5-10 dakika Eozinde bekletilip 10 dakika daha akar suda
yikandiktan sonra artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek (%50, %70, %80, %96, %100),

2x15 dakika ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi.

Dokuda tiim alan biyiikliigiiniin sayisal degerlendirilmesinin yapilabilmesi adina,
1.25x’lik objektif kullanilarak tiim alanda, her grup ve her hayvan igin 6 ayr1 bolge kesitsel
diizlemde uzunluk Olcimii yapildi (sematik ¢izim), istatistik uygulamasi i¢in veriler

olusturuldu.
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Sematik cizim: Tek parca yag dokusunun ekvatoryal diizlemde alinan kesit alaninda,
mikroskop altinda (1,25x’lik biiyiitmede) 2 en uzun, 2 en kisa ve 2 ¢apraz kesitsel uzunluk

(um) olgiimleri

Oil Red O Boyama Yontemi

Doksaninci giin sakrifiye edilen deney gruplarina ait yag dokusu bloklarindan lamlara 4
um kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 60°C etiivde 1,5 saat bekletildikten sonra, 2x5 dakika
ksilole alinarak deparifizasyonlar1 saglandi. 2x3 dakika %100’liik alkolden gegirildikten sonra
sirastyla azalan dereceli alkol serilerinden geg¢irildi. Kesitler daha sonra distile suyla
yikanarak oncelikle; Bio-optika Oil Red O (Cat: 04-220923, Lot: 4812, Bio-Optica 20134
Milano, ITALY via S. Faustino 58) kitine ait Oil Red O Soliisyonuna (reagent A) 20 dakika
etkin birakildi. Sire sonunda fazla boyanin arindirilmasi amaciyla hizlica akar suda
calkalanarak yikanan kesitlere 10 damla Hematoksilen Soliisyonu (reagent B) damlatildi ve
30 saniye bekletildi. Daha sonra, dokular 3 dakika boyunca akar suda yikandi. Son olarak

suyu alinan camlar Large Volume Vision Mount (Thermo Scientific) ile kapatildi.

TUNEL Yontemi

DNA parcalanmasi1 ve apoptotik hiicre oliimiiniin belirlenmesi i¢in in situ apoptozis
saptama kiti kullanildi (Millipore Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, Lot:
2199001. Temecula, CA 92590). Parafin bloklardan elde edilen kesitler 37 °C ‘deki etiivde bir
gece tutuldular, daha sonra deparafinizasyonu kolaylastirmak igin etiiv 1sis1 57 °C‘ye
cikarilarak bu 1sida 1 saat tutuldular. Camlar deparafinizasyonu tamamlamak amaciyla 2 kez
15’er dakika ksilol’e etkin birakildilar. Daha sonra 10’ar dakika sirasiyla %100, %96 ve
%80’lik etil alkol serilerinden gegirildiler. Kesitler alkolden arindirilmak amaciyla iki kez

S’er dakika distile sudan gecirildikten sonra 15 dakika 20 pg/ml proteinaz K ile inkiibe
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edildiler. Distile su ile yikama asamasindan sonra 5 dakika %3 liik hidrojen peroksit ile etkin
birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. PBS ile yikanan kesitler 5
dakika dengeli tamponda ve 60 dakika 37 °C nemli ortamda TdT enziminde (77 pL
Reaksiyon Buffer + 33 pL TdT Enzim, 1lpl TdT enzim) inkiibe edildiler. Ardindan oda
sicakliginda onceden 1sitilmis durdurma/yikama tamponunda 10 dakika bekletildi ve Anti-
Digoxigenin’de 30 dakika inkiibe edildiler. Her asamada PBS ile dikkatle yikama yapildi.
Yikamanin ardindan TUNEL pozitif hiicreleri belirleyebilmek i¢in DAB ile boyama yapildi.

Zemin boyamasi i¢in 5-10 dakika siireyle Metil yesili uygulandi.

Boyanan camlar artan alkol serilerinden gegirilerek suyu alindiktan sonra 20 dakika

seffaflastirmak icin ksilolde bekletildiler. Ardindan entellan ile kapatildi.

Dokuda apoptozise giden hiicreler saptandi ve hiicreler 1 merkez, 5 perifer bolgede olmak
iizere toplam 6 bolge i¢in tiim grup ve tiim hayvanlarda sayilarak, istatistik uygulamasi igin

veriler olusturuldu.

Istatistiksel Yontem

Degerlendirilen biitiin parametrelerden elde edilen verilerin istatistiksel incelemesi igin
SPSS for Windows v15.0 programindan ( Statistical Package for the Social Sciences,
Chicago, IL ) faydalanildi. Tiim verilerin ortalama, ortanca, minimum, maksimum ve standart
sapmalar1 hesaplandi. Verilerin karsilastirilmasinda bagimsiz degiskenler icin Mann Whitney-
U testi ve Kruskal Wallis varyans analizi, bagimli degiskenler i¢in Wilcoxon isaretli siralar

testi kullanilmistir. Degerlendirmede p<0.05 anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Makroskopik Bulgular

Grup 1, 2, 3 ve 4’te bulunan toplam 24 hayvan 3 ay siireyle uygun kosullarda takip edildi.
Grup 5, 6, 7 ve 8’de bulunan hayvanlar ise 9 giin boyunca uygun kosullarda takip edildi.
Otokanibalizme bagli inguinal bolgede postoperatif ikinci giinde yara yeri agilmalar1 gortildii
tekrar yara yerleri dikilerek giinliik takipleri yapildi. Hicbir denekte ense bolgesinde abse,
enfeksiyon, nekroz, hematom veya seroma gibi bir komplikayon goriilmedi. Calisma

stiresince hi¢bir hayvanda kayip gozlemlenmedi.

Biitiin deneklerin islem 6ncesi agirliklar1 kaydedildi ve daha sonra sakrifiye edildikleri
giinler agirliklar tekrar 6lciildii. Islem 6ncesi 235 (£ 20) olan ortalama degerleri islem sonrasi
230 (+ 18) olarak olciildii. Islem sonrasi agirliklar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlaml1 degildi (p>0.05).

Ense bolgelerinde yapilan insizyon sonrasi elde edilen yaglar incelendiginde grup 1’de
daha kiiglik boyutlarda ve daha az kanlanan yag greftleri dikkati ¢ekti. Grup 2, 3’te ise kontrol
grubuna gore daha iri ve daha ¢ok kanlanan yaglar saptadi. Grup 4’te ise yag greftlerinin daha
ir1 oldugu, yapilarin1 daha 1yi muhafaza ettikleri ve daha vaskiiler olduklar1 gézlendi (sekill5-

16).
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Sekil-15: Kontrol grubuna ait makroskopik goriintii, yag greftinin solgun ve

damarlanmanin az oldugu goriilmekte

Sekil-16: Sistemik + lokal grubua ait makroskopik goriintii, yag dokusunun hacimsel

olarak daha biiyiik oldugu ve kanlanmanin daha fazla oldugu goriilmekte
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Makroskopik goriintiileri desteklemek i¢in kullanilan 5x biiyiitmede de (S8 APO, Leica,
Weetlar, Germany, DFC 320 Camera, Leica, Weetlar, Germany) grup 2, 3 ve 4’iin kontrol

grubu olan grup 1’e gore daha iyi korundugu ve daha fazla kanlandig1 gézlendi (sekil-17).

Grup 5 ve diger gruplar 9. Giin sakrifiye edildikten sonra ense yaglarina bakildiginda
makroskopik ve 5x biiylitmede (S8 APO, Leica, Weetlar, Germany, DFC 320 Camera, Leica,

Weetlar, Germany) yapilan inceleme sonucu grup 5’deki yaglarin daha az vakiiler oldugu

gozlendi. Grup 6, 7 ve 8 arasinda makroskopik bir fark gozlenmedi.

Sekil-17: 5x biiylitme, sol tist; grup 1’deki yag grefti damarlanmasi, sag iist; grup 2’deki

yag grefti damarlanmasi, alt orta; grup 4’deki yag grefti damarlanmasi
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Yag greftleri, yapilan insizyondan girilerek ¢evre dokudan dikkatlice diseke edildi. Daha

sonra su tagirma yontem ile hacimleri ve hassas tarti ile agirliklart gram cinsinden 6lgiildii

(tablo 2). Greftleme Oncesi ve sonrasi yag hacim farklar1 ve agirlik farklar1 karsilastirildi.

Denek no Grup 1 (cc) Grup 2 (cc) Grup 3 (cc) Grup 4 (cc)

Once Sonra | Once Sonra | Once Sonra | Once Sonra
1

0,71 0,10 0,30 0,18 0,41 0,20 0,52 0,48
2

0,68 0,12 0,60 0,30 0,42 0,14 0,51 0,46
3

0,66 0,16 0,57 0,30 0,56 0,21 0,59 0,52
4

0,53 0,10 0,72 0,44 0,82 0,31 0,50 0,45
5

0,52 0,23 0,64 0,45 0,41 0,27 0,59 0,44
6

0,58 0,21 0,68 0,29 0,45 0,27 0,51 0,46
Denek no Grup 1 (gr) Grup 2 (gr) Grup 3 (gr) Grup 4 (gr)

Once Sonra | Once Sonra | Once Sonra | Once Sonra
1

0,7165 | 0,0994 0,3040 | 0,1897 | 0,4167 | 0,2152 | 0,5092 | 0,4847
2

0,6864 | 0,1270 0,6121 |0,3031 | 0,4291 | 0,1471 | 0,5034 | 0,4669
3

0,6699 | 0,1671 0,5753 | 0,3077 |0,5723 | 0,2243|0,5852 | 0,5229
4

0,5332 | 0,1415 0,7219 | 0,4408 | 0,8223 | 0,3220 | 0,4950 | 0,4569
5

0,5261 | 0,2540 0,6420 | 0,4550 | 0,4114 | 0,2756 | 0,5801 | 0,4405
6

0,5836 | 0,2155 0,6803 | 0,2959 | 0,4588 | 0,2775|0,5186 | 0,4625

Tablo 2: Grup 1, 2, 3, 4’iin igslem Oncesi ve sonrasi yag grefti hacim (cc) ve agirlik (gr)

degerleri
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Yag grefti sagkalimi1 degerlendirildigi zaman iglem Oncesi grup 1’de ortalama yag grefti
hacmi 0,61 + 0,08 iken 3 ay sonunda ortalama yag grefti hacmi 0,15 + 0,05 olarak hesaplandi.
Grup 2’de islem Oncesi ortalama yag grefti hacmi 0,58 + 0,14 iken 3 ay sonunda hacim
ortalamasi 0,32 + 0,10 olarak hesaplandi. Grup 3’de islem Oncesi ortalama yag grefti hacmi
0,51 + 0,16 iken 3 ay sonunda hacim ortalamas1 0,23 £ 0,06 olarak hesaplandi. Grup 4’de ise
islem Oncesi ortalama yag grefti hacmi 0,53 = 0,04 iken 3 ay sonunda hacim ortalamasi 0,46 +
0,02 olarak hesaplandi. Islem &ncesi hacimler incelendigi zaman gruplar arasi hacim
farkliliklar1 saptamadi (p>0,05), boylece hacimler arasi dengesiz dagilimlar gériilmemis oldu.
Ug ay sonunda hacim degisimleri ele alindiginda grup 1°de hacim azalmasi diger biitiin
gruplara gore daha anlamli sekilde azaldi (p<0,05). Grup 2 ile 3 arasinda hacim ve agirlik
azalmasinda anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Grup 4’de ise diger biitiin gruplara goére
hacim ve agirlik azalmasi anlamli sekilde az olarak saptandi (p<0,05). Boylece 3 ay sonunda

en fazla hacim azalmasi grup 1’de goriiliirken en az azalma grup 4’de goriildii (grafik-1).

B0

A0

hacimfark

00

grup

Grafik-1: Gruplar aras1 3 aylik siiregte hacim degisim miktarlari
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Histolojik ve Immiinohistokimyasal Bulgular

Hematoksilen-Eozin boyama ile yapilan degerlendirmelerde; ilag verilmeksizin, sadece
yag greft uygulamasi yapilan ve 9. giin sakrifiye edilen kontrol grubu’nda (Grup 5); bazi
adipositlerde deformasyon, adipositler arast bag dokuda lenfosit infiltrasyonu ve yine bu
alandaki bag dokuda artig goriildii. Interselliiler matriks ve bag doku artisi ile birlikte, dilate
damarlar da dikkati c¢ekti. Adipositler yer yer birbirleri ile birleserek, adipositler arasinda
fiizyon izlendi. Ayrica lipid igeriginde bozulma, heterojen lipid birikimi ile birlikte bazi

adipositlerde de sekil bozuklugu tespit edildi (sekil-18).

Sekil-18: Grup 5’de bazi adipositlerde deformasyon ve sekil bozuklugu (*) (18D), adipositler
aras1 bag dokuda (@) artis (18A,18B) ve bu alanlarda lenfosit infiltrasyonu (>) (18C,18D) izlendi.
Doku igerisinde dilate damarlar (™) (18B) ve adipositlerin olusturdugu fiizyon (<) (18C) yapilari
goriildi (18A: Hematoksilen-Eozin x100; 18B,18C,18D: Hematoksilen-Eozin x400)
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llag verilmeksizin, sadece yag grefti uygulanan ve 90. giin sakrifiye edilen kontrol
grubu'nda (Grup 1); adipositler arasindaki bag dokuda azalma, interselliiler matriks ve
adipositler arasi bag dokunun normal adiposit dokusu ile uyumlu oldugu goriildii. Bu grup
lenfosit infiltrasyonunda belirgin bir azalma dikkati ¢ekti. Adiposit doku ¢evresindeki
kapsiiler bag dokusu yapilart normal kontrol grubu yag dokusu 6zellikleri ile uyumlu olarak
izlendi. Adipositler arasinda kapiller yapilar geliskin ve normal yapilarinda izlendi. Beyaz yag
dokusu hiicrelerinin yani1 sira, doku genelinde yaygin olarak kahverengi yag dokusu hiicreleri

(Brite Adiposit) ayirt edildi. Beyaz yag dokusu hiicrelerine bakildiginda, Grup 5’den farkli

olarak, bu grupta izlenen beyaz yag dokusu hiicrelerindeki fiizyon ve sekil bozukluklarinin
bliylik oOlclide azaldigi ancak bazi1 alanlarda beyaz yag dokusu hiicrelerinde sekil
bozukluklarinin devam ettigi ve lipid igeriklerinin bozularak, miyelin benzeri figiirlerin

olustugu saptandi (sekil-19).

Sekil-19: Grup 1°de adipositler aras1 bag dokuda (*) azalma gériildii (19A). Damarlar geliskin ve
normaldi (*) (19C). Beyaz yag dokusu hiicrelerinin (B) yani sira, kahverengi yag dokusu hiicrelerinin
(K) varligr dikkati ¢ekti (19B,19D). Adipositlerde deformasyon ve sekil bozuklugu (%) azdi (19D)
(19A: Hematoksilen-Eozin x100; 19B,19C,19D: Hematoksilen-Eozin x400)
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Yag grefti uygulamasi oncesi lokal minosiklin uygulamasi yapilan ve 9. giin sakrifiye
edilen Grup 7’nin; 9.glin sakrifiye edilen kontrol grubu (Grup 5) ile karsilastirildiginda, en
belirgin farkliligin lenfosit infiltrasyonundaki azalma oldugu izlendi. Bununla birlikte,
damarlardaki dilatasyon da bu grupta izlenmedi. Grup 5’e oranla, doku ¢ok daha normal

histolojik goriiniimde olmakla birlikte, bazi beyaz yag dokusu hiicrelerinde sekil bozukluklari

ve bazilarinda da flizyon, izlenen dejeneratif bulgular olarak degerlendirildi (sekil-20).

Sekil-20: Grup 7°de lenfosit infiltrasyonunda (>) azalma (20B,20D) goriiliirken, damarlar
normal yapisindaydi (*) (20A,20D). Baz1 beyaz yag dokusu hiicrelerinde deformasyon ve sekil
bozuklugu (%) (20C), bazilarinda da flizyon («<) dikkati ¢ekti (20B,20D) (20A: Hematoksilen-E0zin
x100 ; 20B,20C,20D: Hematoksilen-Eozin x400)
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Yag grefti uygulamasi o6ncesi lokal minosiklin uygulamasi yapilan ve 90. giin sakrifiye
edilen Grup 3’de; irili ufakli adipositler arasindaki ¢evre bag dokudan gelen kapsiillerin
dokuda lobiiler yapilar olusturdugu ve olusan bu bag dokusu septalarin, adipositler arasina
kapiller yapilar1 tagidigi izlendi. Beyaz yag dokusu hiicreleri arasinda ciddi dlgiide fiizyon
oldugu tespit edildi. 9. giin sakrifiye edilen kontrol grubu’na (Grup 5) oranla, adipositler

arasinda lenfosit infiltrasyonu az olmakla beraber, yine de varligini stirdiirdiigii dikkati ¢ekti

(sekil-21).

Sekil-21: Grup 3’de ¢evre bag dokudan gelen kapsiillerin (¢) dokuda lobiiler yap1 olusturdugu ve
bu septalarin dokuya kapiller tasidigi (*) (21A), fizyon yapilarinin (<) ¢ogunlukta oldugu (21B,21D)
ve az olmakla birlikte lenfosit infiltrasyonu () (21C) dikkati ¢ekti (21A: Hematoksilen-Eozin x100;
21B,21C,21D: Hematoksilen-Eozin x400)

Yag grefti uygulamasi 6ncesi ve sonrasi sistemik minosiklin uygulamasi yapilan ve 9.

giin sakrifiye edilen Grup 6’da; beyaz yag dokusu hiicrelerinde yer yer sekil bozulmalar ve
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bazi yag dokusu hiicrelerinde de flizyon izlenirken, bazi beyaz yag dokusu hiicrelerinin lipid

iceriklerinin bozuldugu ve miyelin figiir benzeri olusumlar meydana getirdigi izlendi.

Damarlarda dilatasyon tespit edilmedi (sekil-22).

Sekil-22: Grup 6’da beyaz yag dokusu hiicrelerinde yer yer deformasyon ve sekil bozuklugu (%)
(22B,22D), bazilarinda fiizyon («>) (22C) dikkati ¢ekti. Bazi hiicrelerin lipid igeriklerinde miyelin
benzeri figlir olusumu (m) izlendi (22B,22C,22D). Damarlar normal yapisindaydi (*) (22A,22D)
(22A: Hematoksilen-Eozin x100; 22B,22C,22D: Hematoksilen-Eozin x400)

Yag grefti uygulamasi oncesi ve sonrasi sistemik minosiklin uygulamasi yapilan ve 90.
giin sakrifiye edilen Grup 2’de; ¢evre bag dokudan adipositler arasina giren septalarda bol
miktarda kan damari olusumu izlenirken, bu bag dokusu igerisinde belirgin lenfosit
infiltrasyonu izlenmekteydi. Bazi beyaz yag dokusu hiicrelerinde fiizyon ve sekil bozuklugu
dejeneratif bulgu olarak izlenmeye devam etti. Kahverengi yag dokusu hiicrelerinin varligi

(Brite Adiposit) belirgindi (Sekil-23).
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Sekil-23: Grup 2’de ¢evre bag dokudan gelen kapsiillerin (0) adipositler arasina bol kan damari
tasidigr (*) (23A,23B), bu bolgede belirgin lenfosit infiltrasyonu oldugu (>) (23A,23B) dikkati ¢ekti.
Baz1 beyaz yag dokusu hiicrelerinde fiizyon («<») (23C,23D), deformasyon ve sekil bozuklugu (%)
(23B,23C) goriildii. Kahverengi yag dokusu hiicrelerinin varligi (K) belirgindi (23C) (23A:
Hematoksilen-Eozin x100; 23B,23C,23D: Hematoksilen-Eozin x400)

Yag grefti uygulamasi oncesi lokal ve sistemik minosiklin uygulamasi, sonrasinda ise
sistemik minosiklin uygulamasi yapilan ve 9. giin sakrifiye edilen Grup 8’de; yag dokusu
cevresindeki ve aralarindaki bag dokusu septalarda bulunan kan damarlart ¢evresinde belirgin
lenfosit infiltrasyonu goézlemlenirken, doku genelinde lenfosit infiltrasyonunun ¢ok yogun
olmadig1 saptandi. 9. giin sakrifiye edilen diger gruplardan ayricalikli olarak bu grupta,
kahverengi yag dokusu hiicrelerinin belirgin olarak izlendigi tespit edildi. Beyaz yag dokusu
hiicreleri diizgiin kontiirleri ve homojen lipid igerikleri ile ayirt ediliyordu. Bazi yag dokusu
hiicrelerinde ve doku genelinde seyrek olmakla beraber bazi alanlarda, minimal dl¢iide yag

hiicresi kontiirlerinde bozulma ve lipid igeriginde miyelin figiir olusumu izlendi (sekil-24).
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Sekil-24: Grup 8'de 6zellikle bag doku septalarda bulunan kan damarlari ¢evresinde belirgin
lenfosit infiltrasyonu (>) (24A) goruldu, kahverengi yag dokusu hiicrelerinde (K) belirgin artis (24D)
tespit edildi. Beyaz yag dokusu hiicreleri diizglin kontirleri ve homojen lipid icerikleri ile (B) ayirt
edildi (24B). Yag dokusu hicrelerinde minimal duzeyde deformasyon ve sekil bozuklugu (*) ve lipid
iceriginde miyelin figlir olusumu izlendi (m) (24C) (24A: Hematoksilen-Eozin x100; 24B,24C,24D:
Hematoksilen-Eozin x400)

Yag grefti uygulamasi ncesi lokal ve sistemik minosiklin uygulamasi, sonrasinda ise
sistemik minosiklin uygulamasi yapilan ve 90.giin sakrifiye edilen Grup 4’de; sistemik ve
lokal uygulamanin birlikte yapilmasinin sonucu olarak; damarlarda dilatasyon, bag doku

hiicrelerinde fiizyon izlenmezken, doku genelinde kahverengi yag dokusu (Brite Adiposit)

yapisinin 90. giin sakrifiye edilen diger gruplarla karsilastirildiginda belirgin derecede
azaldig1 ve sadece birkag alanda goriildigii dikkati ¢ekti. Diger dejeneratif bulgular minimal

diizeyde saptand1 (sekil-25).
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Sekil-25: Grup 4’de beyaz yag hiicreleri diizgiin kontiirleri ve homojen lipid igerikleri (B) ile
belirgindi (25C,25D) (25A: Hematoksilen-Eozin x100; 25B,25C,25D: Hematoksilen-Eozin x400)

Hematoksilen-Eozin boyama ile yapilan degerlendirmeler sonucunda olusturulan
dejenerasyon tablosu sonucu “ 0 = Hi¢ Yok, 1 = Zayif, 2 = Orta Dereceli, 3 = En Giigli”

sayisal veriler olarak kabul edildi (Tablo 3).
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Kontrol | Kontrol Sistemik | Sistemik | Sistemik

DEJENERASYON 9.Giin | 90.Giin 90. Giin

KRITERLERI

Grup-5 Grup-1  Grup-7 Grup-3 Grup-6 Grup-2 Grup-8 Grup-4

Lenfosit infiltrasyonu 3 1 2 2 2 2 1 1
Beyaz Yag Dokusu Hiicresinde 1 3 2 3 1 il 1 il
Sekil Bozukluklar

Kahverengi Yag Dokusu 0 3 0 2 0 1 il 1
Hicrelerinin Yogunlugu

Cevre Bag Dokuda Artis 2 1 2 2 il il 1 1
Adipositler Arasi Bag Dokuda 3 1 1 2 il il 1 1
Artig

Damarlarda Dilatasyon 7 0 0 1 0 0 0 0
Beyaz Yag Dokusu 2 1 1 2 2 1 0 0
Hiicrelerinde Fiizyon

Lipit igeriginde Bozulma ve 1 2 2 3 2 2 1 1
Miyelin Figiir Olusumu

Tablo-3: Hematoksilen-Eozin boyamasi sonucu yapilan degerlendirmelere gore, tim gruplara ait

Dejenerasyon Kriterleri (0 = Hi¢ Yok, 1 = Zayif, 2 = Orta Dereceli, 3 = En Giiglii)

Ayrica Hematoksilen-Eozin boyamasi sonrasinda 1.25x’lik objektif kullanilarak tim
alanda, her grup ve her hayvan i¢in 6 ayr1 bolgede kesitsel uzunluk 6l¢iimii yapildi. Grup 1°de
toplam uzunluk 6lgtimii 2635,38 + 40,07 um, Grup 2’de toplam uzunluk 6lgiimii 5158,66 +
84,00 um, Grup 3’de 4616,68 + 25,87 um, Grup 4’de ise toplam uzunluk 6l¢iimii 5340,03 +
17,93 um olarak saptandi. Saptanan sayisal degerler istatistiksel olarak yorumlandi. Grup 1
diger tiim gruplardan anlamli 6l¢iide kiigiik olarak hesaplandi (p<0,05). Grup 4 ise diger tim
gruplardan anlamli Ol¢lide biiyiik olarak hesaplandi. (p<0,05). Grup 2 ise grup 3’den

istatistiksel olarak anlamli 6lgiide biiyiik olarak hesaplandi (p<0,05) (grafik-2).
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Grafik-2: Ug ay takip sonunda gruplar aras1 1,25X’lik objektif ile yapilmis biiyiitmede

yag grefti toplam uzunluk degerleri (p<0,05)

Oil Red O boyamasi, 90. giinde sakrifiye edilen gruplarin saglikli yag dokusu
hiicrelerinin ve bu hiicrelerin lipid igeriklerinin gosterilmesi amaci ile yapildi. Kirmizi ile
boyanan alanlar, bu hiicrelerin saglikli yag dokusunu ve lipid igeriklerini gostermektedir.
Kontrol grubunda flizyon sonucu biiyiik vakuoler yapilara doniismiis adipositler izlenirken,
yag icerigi korunmus adipositler de goreceli olarak az olmakla birlikte dikkati ¢ekti (sekil-26).
Kontrol grubuna oranla, kirmizi ile boyanan yani lipid igerikleri korunmus alanlarin belirgin
bir bigimde ve yine goreceli olarak sirasi ile lokal (sekil-27), sistemik (sekil-28), sistemik ve
lokal uygulamanin birlikte yapildigi gruplarda (skil-29) arttig1 izlendi. Bu durumda, yag
dokusu hiicre ve igeriklerinin en 1yi sistemik ve lokal uygulamanin birlikte yapildigi grupta

oldugu saptandi.
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Sekil-26: Grup 1’°de flizyon sonucu biiyiik vakuoler yapilara donilismiis adipositler («>v) ve yag
icerigi korunmus adipositler () izleniyor (26: Oil Red O x100)

Sekil-27: Grup 3’de yag igerigi korunmus adipositler (o) izleniyor (27: Oil Red O x100)
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Sekil-29: Grup 4’de yag icerigi korunmus adipositler (o) izleniyor (29: Oil Red O x100)
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9. giinde sakrifiye edilen gruplara uygulanan TUNEL yonteminde; dokuda apoptozise
giden hiicreler saptandi ve hiicreler bir merkez, bes perifer bolgede olmak iizere tiim grup ve
tiim hayvanlarda sayildi. Bu veriler dogrultusunda tiim preparatlar icerisinde en az reaktif
hiicre sistemik ve lokal uygulamanin birlikte yapildig1 gruplarda goriildii (sekil-33). Bunu
sirast ile; sistemik (sekil-32) ve sonrasinda lokal uygulama grubunun (sekil-31) takip ettigi
tespit edildi. En ¢ok reaktif hiicre de kontrol grubunda (sekil-30) izlendi. Sonug olarak; Oil
Red O boyamasi ile paralel bir sekilde, sistemik ve lokal uygulamanin birlikte yapildigi

grubun apoptozis acisindan da en fazla korunan grup oldugu anlasildi.

Sekil-30: Grup 5’de apoptotik hiicre ¢ekirdekleri (=) goriiliiyor (30: TUNEL x400)
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Sekil-31: Grup 7’de apoptotik hiicre ¢ekirdekleri (=) goriiliiyor (31

Sekil-32: Grup 6’da apoptotik hiicre ¢ekirdekleri (=) goriiliiyor (32

: TUNEL x400)

- TUNEL x400)
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Sekil-33: Grup 8’de apoptotik hiicre gekirdekleri (=) goriiliiyor (33: TUNEL x400)

Dokuda apoptozise giden hiicreler saptandi. Bunlar toplam 6 alanda olmak kosulu ile
veriler toplandi. Grup 5’ de apoptoza giden 6 alandaki toplam hiicre sayilar1 70,66 + 2,94,
Grup 6’ daki toplam say1 16,33 + 2,16, Grup 7’ deki toplam say1 31,33 + 2,06, Grup 8’ deki
toplam say1 ise 9,66 + 2,06 olarak saptandi. Grup 5 diger tiim gruplarla karsilastirildigi zaman
anlamli olarak apoptoza giden hiicre sayis1 fazla olarak hesaplandi (p<0,05). Grup 8 ise diger
gruplarla karsilastirildigt zaman apoptoza giden hiicre sayist anlamli Ol¢lide az olarak
hesapland1 (p<0,05). Grup 7’daki apoptoza giden hiicre sayisi, grup 6’ye gore anlamli olarak

fazla olarak hesaplandi (p<0,05).
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Grafik-3: Gruplar arast Tunel yontemi ile toplam 6 alanda apoptoza giden hiicre sayilar

Sonug olarak; 90. giin sakrifiye edilen gruplarin, 9. giin sakrifiye edilen gruplara oranla
cok daha kotii histolojik bulgular sergiledigi tespit edildi. Dokunun; anjiogenezis olaylanana
kadar beslenemedigi icin, 6nce dejenere oldugu ve beslenememesine bagli stres sonucunda

dokuda kahverengi yag hiicrelerinde (Brite Adiposit) artis meydana geldigi tespit edildi.

Gergek anlamda yag doku hiicrelerinin viabilitesinin gozlemlenebilmesi ig¢in, 180. giin
sakrifiye edilecek deney grubunun da olusturulmasi 6ngoriildii. Bunun temel nedeninin,
dokunun 90. giinde iken heniiz adaptasyon caligmasina devam ettigi ve kendini

toparlayamadigi oldugu diisiintildii.

Kahverengi yag dokusu (Brite Adiposit) olusumunun tiim gruplarda 90. giinde,

dokunun etken kaldig1 stres nedeni ile meydana geldigi ancak bu dokunun en az sistemik

minosiklin uygulamasi yapilan ve 90. giin sakrifiye edilen grupta ve ayrica sistemik ve lokal
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minosiklin uygulamasinin birlikte yapilarak yine 90. giin sakrifiye edilen grupta izlenmesi

nedeni ile, bu uygulamalarda dokunun en iyi korundugu kanisina varildi.

Sistemik ve lokal minosiklin uygulamasinin birlikte yapildigi gruplarda en belirgin
ozellik, 6zellikle diger gruplardan farkli olarak, 9. giinde sakrifiye edilen gruplarda ¢ok az
olmakla birlikte, kahverengi yag dokusunun (Brite Adiposit) izlenmesi olarak karsimiza ¢ikti.
Bu durum, sistemik ve lokal minosiklin uygulamasinin birlikte yapildig1 gruplarda yag

dokunun rejenerasyon agisindan daha hizli bir siire¢ yasadigini diistindiirdii.

Beyaz yag dokusu hiicrelerinin morfolojik 6zelliklerinin en iyi sistemik minosiklin

uygulamasinda korundugu goézlemlendi.

Minosiklin uygulamasinin antiinflamatuar etkisi; lenfosit infiltrasyonuna bakilarak, bu
bulgunun lokal veya sistemik minosiklin uygulamasi yapilarak 9. giin sakrifiye edilen
gruplarda ayni olmakla birlikte; uygulamanin kesilmesi ile 90. giinde lenfosit infiltrasyonun
devam ettigi tespit edildi. Bu nedenle, inflamasyonun Onlenmesinde minosiklin

uygulamasinin goreceli olarak devam ettirilmesinin daha uygun olacagi goriisiindeyiz.
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TARTISMA VE SONUC

Yag grefti uygulamalari plastik cerrahide ve daha bir¢ok bransda son yillarda oldukca
popiiler bir uygulama haline gelmistir. Yapilan ¢aligsmalarla yag grefti uygulamasi ideal bir
dolgu maddesi olarak literatiire ve klinik kullanima girmistir. En 6nemli nokta ise kaliciliginin

belirlenememesi ve uzun dénem sonuglarinin 6ng6rﬁlememesidir44.

Yag grefti kalicilig1 bu kadar 6nemli noktaya geldigi i¢in kalicilig1 arttirma yontemleri ve
caligmalar1 da son dénemde biiylik hiz kazanmistir. Yaglar elde edilirken farkli viicut
bolgelerinden alinmasi, alinirken kiint uclu ya da sivri kaniillerle elde edilmesi, kaniillerin
caplari, elde edildikten sonra havasiz ortamla aktarilmasi, makasla kiyilmasi, yikanmasi,
enzimlerle muamele edilmesi, santrifiij edilmesi, kok hiicre ya da bir¢ok biiyiime faktorleri ile
karigtirilmasi, alict saha vaskiiler yogunlugu arttirict maddeler kullanilmast gibi birgok
yontem hakkinda ¢alismalar bulunmaktadir. Bu yontemlerden de hangisinin en ¢ok kaliciligi

arttirdigina dair kesin bilgi yoktur®©263048366.67

Yag grefti uygulamasinda serbest olarak yag hiicreleri kanlanmasinin kesilip baska bir
viicut bolgesine aktarilmaktadir. Erken donemde plazmatik imbibisyonla beslenirken daha
sonraki giinlerde neovaskiilarizasyonla beslenmektedirler. En 6nemli kabul gérmiis yag grefti
sagkalim teorisi Peer’in “hiicre sagkalim” teoremidir®. Boylece aktarilan bolgede canh kalan
yag hiicre sayist ileriki donemde kalicilig1 belirleyen ana etken olarak goriilmektedir. Hiicreler
elde edilirken travmaya, aktarildiktan sonra da iskemiye ve alic1 alanda inflamasyona maruz
kalmaktadirlar. Bu faktorler adipositlerin hiicre membranlarinin kirilmalarina yol agmaktadir
ve boylece nekroz ve apoptoz ile hiicre dliimlerine yol agmaktadir. Membran biitiinliigiiniin
kayb1 apoptotik yolaktaki kaskatlar1 aktive eder, programlanmis hiicre 6liimii gerceklesir.
Oliimler sonucu lipd artiklar1 meydana gelir ve organizma tarafindan bunlar rezorbe edilir.

Boylece canli yag hiicre sayisi azalmakta ve greft voliim kayiplar1 meydana gelmektedirm.
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Miguel A. Medina ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada yag grefti sagkalimini arttirmak {izere
polimer terapisi denenmistir. Bu maddeler hiicre membranlarini stabilize etmektedir. Boylece
hasarlara karsi yag hiicrelerini korumakta ve apoptozu engellemektedir. Caligmada insandan
elde edilen yaglar immiin olarak aktivite gostermeyen fare modelinde greft olarak uygulanmis
ve polimerler (P188) calisilmistir. Sonu¢ olarak apoptozu engelleyerek hiicre canliligi

korunmus ve kalicigi artt1rm1§t1r146.

Tetrasiklinler ¢ok sik kullanilan, giivenli ve iizerinde bir¢ok calisma yapilmis bir
antibiyotiktir. Minosiklin ise 2. kusak semi-sentetik bir tetrasiklindir. Kimyasal 6zelliginden
dolay1 ¢cok daha lipofiliktir ve doku penetrasyonu daha fazladir. Antibiyotik olma 6zelliginin
yaninda antiapoptotik, antiinflamatuar, immiinmodiilatér, ndoroprotektif o6zellikleri de
bulunmaktadir. Biitiin bu 6zelliklerinden dolay1 dejeneratif ve travmatik santral sinir sistemi
hastaliklarinda, myokard iskemisinde, kolon kanserlerinde, bazi viral enfeksiyonlarda
kullamlmasiyla ilgili calismalar bulunmaktadir™***"***. Ewald A.W.J. Dumont ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada da parsiyel flep kaybi meydana getirilmis fare modelinde
minosiklin uygulamast yapilmig, minosiklinin antiapoptotik etkisiyle iskemi reperfiizyon
hasarlarin azalttigi ve flep kaybinda azalmaya yol agtigi ayrica apoptotik hiicre 6liimiine de

engel oldugu gésterilmistirm.

Yag grefti uygulamasi sonrasi travmatik stres ve iskemik stres sonucu yag hiicrelerinin
apoptoza gittigi belirtildi. Tetrasiklin grubu ilaglardan minosiklinin yapilmis bir¢cok ¢aligmada
antiapoptotik etkisi ve membran stabilizasyon etkisi kanitlanmistir. Bu iki bilgiden yola
cikarak minosiklinin antiapoptotik etkisinden yararlanarak stres sonucu apoptozla adiposit

kaybina ugrayarak voliim kaybeden yag dokusunun kaliciligini arttirmay1 planladik.

Calismamizda yag grefti sagkalimi icin minosiklin uygulamasi yapmak iizere hayvan

modeli kullandik. Yag greft uygulamasini yapmak iizere sigan inguinal yaglarini elde edip,
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ense bolgesine tek parca olarak greft seklinde aktardik. fla¢c uygulamasmi ise 3 sekilde
modelledik. Minosiklinin i.v. formunu sistemik, lokal ve ikisinin bir arada oldugu sekilde
uyguladik. Sistemik minosiklin uygulamasinin ilk dozunu yag grefti uygulamasi yapmadan 2
saat once uyguladik, boylece oldukca lipofilik olan minosiklinin tim dokulara ve 6zellikle
aktarilacak olan yag dokusuna ulagmasii hedefledik. Daha sonra greft uygulamasinin
ardindan 4 giin boyunca giinde bir kez olacak sekilde ayni dozda sistemik minosiklin
uyguladik. Literatiirde yapilmis calismada hiicre oOliimleri en ¢ok ilk 4 giin oldugunu
belirttikleri i¢in bu modeli kullandik™*’. Lokal uygulamasini ise doz hesaplamasi yaparak elde
edilen yag dokusu agirhigina gore direk yag icine enjeksiyon yontemi ile yapildi. Kontrol
grubuna ise hem yag icine hem de sistemik olarak ayni enjeksion sayilarinda serum fizyolojik
(SF) uygulamas1 yapildi. Boylece 4 grup olusturulmus oldu. Sagkalimi degerlendirmek igin
daha once yapilmis calismalar degerledirildi. Greft sagkalimi i¢in yapilmis calismalarda
standart bir degerlendirme giinii belirlenmemistir. Yag grefti sagkalimi i¢in en az 6 hafta
olmak kosulu ile 12, 15, 16 hafta gibi siirelerde degerlendirmeler yapilmistir*>®>">% Biz de
calisgmamizda sagkalimi degerlendirmek tizere 12 hafta yani 3 aylik bir siire belirledik.
Apoptoza etkisini degerlendirmek i¢in yeterli giin sayisin1 9 olarak belirledik. Daha 6nce
yapilmis ¢alismalarda herhangi bir tetiklenme sonrasi olusan apoptozun ilk 10 giinde en sik

oldugunu ve pik diizeylerinin ise 6-9 giin arast oldugu belirtilmistir®.

Belirtilen siirelerin sonunda yaglar elde edildikten sonra hacim Ol¢iimlerinin ardindan
makroskopik olarak incelendi. Makroskopik olarak boyutlarinin ve kanlanma miktarlarinin en
az kontrol grubunda oldugu, en fazla ise sistemik ve lokal minosiklin uygulamasinin beraber
oldugu grupta goriildii. Ug aylik sagkalim siirecinden sonra elde edilen yaglarm islem 6ncesi
hacimleri ile farklar1 alindi ve bu farklarin en fazla kontrol grubunda oldugu saptandi.
Sistemik uygulama ile lokal ilag uygulanan gruplarda hacim farklar istatistiksel olarak

anlamli ¢ikmadi. Biitlin gruplarla karsilastirildiginda en anlamli sonug, sistemik ve lokal ilag
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uygulamasinin beraber uygulanan grupta oldugu saptandi. Bdylece erime miktar1 en fazla
hi¢bir ila¢ uygulamasi yapilmayan grupta iken, en az erime ikili ila¢ uygulanan grupta
bulundu. Sistemik ila¢ uygulamasi ile lokal ila¢ uygulamasi, kontrol grubuna gére anlamli
Ol¢iide hacim farki azalmasina yol agarken birbirleri ile arasinda anlamli1 bir fark saptanmadi.
Bunun {izerine denebilir ki lokal uygulanan minosiklin yag grefti sagkalimina etkisi
olmaktadir, aynm1 sekilde sistemik uygulanan minosiklinin de yag grefti sagkalimimna etkisi
olmaktadir ama birbirleri ile arasinda anlamli bir fark yoktur. Ancak iki uygulamanin beraber
yapilmas ile etkileri potansiyelize olmakta ve en iyi sonuglar anlamli sekilde bu grupta

bulunmaktadir.

Yapilan hematoksilen-cozin boyamasi sonucu 9 giinliik kontrol gruplarinda adipositlerde
deformasyon, lenfosit infiltasyon artigi, dilate damarlar, adiposit fiizyolar1 ve sekil
bozukluklar1 saptandi. Bunlar erken hipoksik etkiler sonucu olusmaktadir. Kontrol grubunun
3 aylik boyamalarinda ise adiposit aras1 bag doku azalmasina, lenfosit infiltrasyon azalmasina,
normal yapilarinda az miktarda beyaz yag dokusunun bulunmasina ama bunun yaninda doku
genelinde yaygm kahverengi (brite) yag dokularina rastlandi. Yag hiicrelerinin sekil
bozuklugu biiylik ol¢iide azalsa da halen devam ettigi ve lipid igeriginin bozuldugu
saptanmistir. Lokal ila¢ uygulamas: yapilan 9 giinliik grupta lenfosit infiltrasyonu ve damar
genislemesi daha az olarak goriilmektedir. Yine lokal uygulama yapilan 3 aylik grupta ise en
dikkati ¢eken 6zellik yag dokulari i¢ine uzanan septalar ve bunlarin yogun kapiller yapilar
icermesidir. Sistemik ilag uygulamasi yapilan ve 9 giinlik grupta damar genislemelerine
rastlanmadi. Kontrol grubuna gore daha az olmakla beraber yer yer yag hiicrelerinde sekil
bozukluklarina rastlandi. Yine sistemik ila¢ uygulamasi yapilan 3 aylik grupta ise lokal
gruplarinda oldugu gibi septalar ve igerilerinde yogun kapiller yapilar dikkati ¢cekti. Beyaz yag
dokusunun yaninda yine kahverengi (brite) yag dokusu dikkati ¢eken bir diger unsur olarak

goriildii. Lokal ve sistemik ilag uygulanan 9 giinliik grupta daha az lenfosit infiltrasyonu,
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erken donemde bile diger hicbir grupta goriilmeyen kahverengi (brite) yag dokusu, bunlarin
yaninda kontiirleri diizgiin ve homojen lipid igerikli yag dokusu ve minimal yag hiicre sekil
bozukluklar1 saptandi. Aymi sistemik ve lokal ila¢ uygulamasi yapilip 3 ay sonra
degerlendirilen gupta ise bag dokusu flizyonu ve damar genislemesine rastlanmadi. Diger
gruplara gore kahverengi (brite) yag dokusunun belirgin derecede azaldigi gorildii ve
minimal dejeneratif bulgulara rastlandi. Bu bulgular 1s1¢inda minosiklinin antiinflamatuar
etkisinden dolayr 9 giinliik gruplarda lenfosit infiltrasyonunun ve damar genislemesinin
azaldig1 soylenebilir. Ancak 3 aylik siiregte tekrar lenfosit infiltrasyonun bu gruplarda dahi
olmasi ilacin daha uzun kronik siirelerde kullanilmasi ile azaltilabilecegini diisiindiirdii.
Morfolojik olarak en iyi yag hiicreleri sistemik minosiklin uygulamalarinda saptandi.
Kahverengi yag dokusu insanlarda fetal yasamda bulunan ve zengin mitokondri igerigi ile
daha ¢ok termoregiilasyonda rol oynayan yag dokusudur. Lipid depolama 6zelligi beyaz yag
hiicrelerinindir. Yapilmis olan ¢alismalarda beyaz yag hiicreleri soguk gibi maruz kaldig1 bir
takim stres fakorine bagli olarak kahverengi yag dokusuna doniisiim gosterirler ve isimleri

brite adipoz doku olarak adlandirilir*®®

. Himms-Hagen et ark. tarafindan yapilmig bir
caligmada ise hayvan modelinde adrenerjik etkisi olan bir ila¢ uygulamasi ile beyaz yag
dokusu hiicrelerinin enerji metabolizmasinda ve termoregiilasyonda etkili olan kahverengi
(brite) yag dokusu hiicrelerine déniistiigiinii gdstermistir™*. Bu hayvan modelinde de yaglarda
ugradigi iskemik strese bagli olarak ya da stres sonucu adrenerjik etki ile doniistim
saptanmaktadir. Literatiirdeki bircok calismada brite adipositlerin prekiirsorlerinin adipoz-
derive kok hiicreler oldugu gosterilmistir'®. Bizim sonuglarimiza bakildiginda minosiklin
uygulamasinin hem sistemik hem de lokal uyglanan grupta erken, 9. giinde bile brite
adipositlerin goriilmesi erken rejenerasyonu ve erken adaptasyonu gostermekte ve bu

doniistimii hizlandirdig1 diistiniilmektedir. Ama uzun dénem sonuglarda ise brite adipositler en

az bu grupta gorilmektedir. BoOylece siireci erken baslatip en az diizeyde kalmasim
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saglamaktadir. Asil gorevi yag depolama olan ve voliim saglamada rol oynayan beyaz yag
dokusu hiicreleri en ¢ok bu grupta saptanabilmektedir. Preadipositlerin miktarlarinin
saptanmasi brite adipositlerin kaynagim gdstermekte rol oynayabilir. ileriki calismalarda bize

yol gosterici olacaktir.

Ayni boyamalarda yapilan her grup ve hayvan icin 6 ayri bolgeden tiim alan 6l¢iim
sonuclarina gore anlamli olarak en biiyiik alan, yani en biiyiik yag dokusu, sistemik ve lokal
ila¢ uygulanan grubu, daha sonra sirasi ile sistemik ila¢ grubu, lokal ila¢ grubu ve son olarak
da kontrol grubu olarak bulundu. Bu bulgular yag dokusunun sag kalimi verileri ile paralel

olarak saptandi.

Yapilan oil-red boyama sonucunda, kontrol grubunda biiyiik vakuoller, daha az yag
icerigi korunmus adiposite rastlandi. Sirasi ile en ¢ok yag igerigini koruyan, sistemik ve lokal
ilag uygulanan grup, sonra sistemik ilag grubu daha sonra lokal ilag grubu olarak belirlendi.
Bu veriler, yag icerigi fazla olan hiicrelerin grup 4’de fazla olmasi ile hacim miktarinin ayni

grupta fazla olmasi arasindaki baglantiy1 desteklemektedir.

Apoptoz degerlendirmek icin yapilan TUNEL yontemi sonucunda apoptoza giden hiicre
sayist toplam 6 alandan gerceklestirildi. En fazla reaktif hiicre kontrol grubunda saptandi.
Daha sonra sirasi ile lokal ila¢ grubu, sistemik ila¢ grubu, sistemik ve lokal ilag grubu oarak
belirlendi. Bu sonuglar oil-red boyamasi ile ve hacim degerlendirmeleri ile paralellik gosterdi.
Sonug¢ olarak ayr1 ayr1 uygulamalarda minosiklinin antiapoptotik etkisi ile apoptozu
engellemektedir. Sistemik ve lokal olarak beraber uygulamada da etkileri potansiyelize olup
en iyi sonuglar bu grupta alinmaktadir. Erken dénemde apoptozun engellenmesi ile de uzun

donemde sag kalima katkisi ile hacim miktarlar1 fazla olarak bulumaktadir.

Minosiklinin ¢ok yaygin olarak kullanilan antibiyotik olmasi ile klinik uygulamalara

girmesi kolay olacaktir. Yag grefti islem Oncesi ilag baglanarak, daha sonra alinan yag
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dokusunu lokal ilagla karigtirip greft uygulamasinin ardindan, ila¢ 9-19 giinliik apoptoz
evresinde kullanilmaya devam ettirilip sag kalima katkis1 gozlemlenebilir. Ileriki 6nemde
yapilacak olan klinik ¢aligsmalar bize yol gosterecektir. Ancak uygulanacak olan doz ile ilgili
kesin verilerimiz yoktur. Rutin kullanilan antibiyoterapi dozlar1 etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Hem antibiyotik etkisi ile enfeksiyon oranlarini diislirmesi hem de

sagkalima katkisi ile yag grefti uygulamalarinda yeni bir ¢ag baslatacaktir.

Calismanin kisitlayict basamaklarindan bir tanesi yaglarin travmaya maruz kalmadan
alinip aktarilmasidir. insanlarda rutin uygulanan yag gefti uygulamasinda kaniil yardimu ile
yaglar aliir ve yine kaniillerle dondr alana aktarilir. Bu asamada yaglar travmaya maruz
kalirlar. Buna benzer model immiin olarak aktif olmayan nude micelarda yapilabilirdi.
Boylece greft igin insan yagi kullanilmis olurdu, greft alma ve aktarma asamalarina benzer bir

model olusturulabilirdi.

Sonug olarak yag grefti uyglamasi dncesi, islem sirasinda ve sonrasinda minosiklin ya da
tetrasiklin grubu antibiyotiklerle kombine edilmesi ile yag grefti sagkalimina olumlu etkisi

olacak, klinige uygulamasi kolay, ucuz ve etkin bir alternatif olacaktir.
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OZET

Yag grefti uygulamalar1 son dénemde plastik cerrahide olduk¢a yayginlagmistir. Bunun
nedeni yagin iyi bir yumuSak doku dolgusu olmasi, ucuz ve kolay elde edilebilir olmas1 ve
otolog olmasindan dolayr herhangi yan etkisinin olmamasidir. Yalniz yag grefti sagkalim
oranlart net olarak bilinmemektedir. Literatiirde yag grefti sagkalimimi arttirmaya yonelik

bir¢ok calisma bulunmaktadir.

Bu ¢alismanin amac1 antiapoptotik, antiinflematuar ve antibakteriyel ajan olan minosiklin
uygulamasi ile erken donemde yag hiicrelerinin kaybina yol agan iskemi sonucu yag hiicre

apoptozunu engellemek ve yag sag kalimini arttirmaktir.

Calismada 48 adet Wistar Albino sican kullanildi. Sicanlar her bir grupta 6 adet olacak
sekilde toplam 8 gruba ayrildi. Grup 1 ve 5 kontrol grubu olup, higbir ilag verilmeden
sicanlarin inguinal bolgelerinden yag pakeleri eksize edilip, ense bolgesinde agilan ceplere
nakledildi. Grup 2 ve 6 sistemik minosiklin uygulamasi olup yaglari ayni sekilde nakledildi.
Grup 3 ve 7 lokal minosiklin uygulamasi sonrasi yaglari nakledildi. Grup 4 ve 8 ise lokal ve
sistemik minosiklin uygulamasi sonrasinda yaglari nakledildi. Grup 1, 2, 3 ve 4, 90 giin sonra
sakrifiye edildi ve yag pakeleri ensesinden eksize edildi. Sag kalimi degerlendirmek iizere
histolojik yontemlerle boyandi. Grup 5, 6, 7 ve 8 ise 9. giin sakrifiye edildi ve elde edilen
yaglar erken apoptozu degerlendirmek i¢in immiinhistokimyasal yontemlerle boyandi. Elde

edilen sonuglar istatistiksel olarak degerledirildi.

Minosiklinin lokal ve sistemik olarak bir arada verildigi grupta hacim degisim
degerlerinin en az, tiim alan boyut miktarlarinin ve lipid igerigi saglam olan yag hiicrelerinin
en fazla oldugu goriildi (p<0,05). Bunu siras1 ile sistemik ila¢ uygulamasi, lokal ilag
uygulamasi ve kontrol grubu takip etti. Apoptoza giden hiicre sayis1 en fazla kontrol grubunda
iken en az lokal ve sistemik ilacin beraber verilen grupta oldugu goriildii (p<0,05).
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Sonug olarak sistemik veya lokal minosiklin uygulamasi ile erken dénemde apoptozu
azaltmis olmasi ile ileri donemde yasayan ve lipid igerigi korunmus yag hiicrelerinin elde
edilmesini saglandi. Iki uygulamanin kombine edilmesi ile etkileri potansiyelize olup yag

grefti uygulamasi sonrasi kaliciliga katkisi oldu.
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SUMMARY

Recently use of fat grafting has been popularized in plastic Surgery. The main reasons
for this are: use of fat grafting is a good soft tissue filler, cheap, easy and has no side effects.
But the survival rate of fat grafts is unknown. There are lots of studies about methods to

increase fat graft survival rate.

The purpose of this study is to increase fat graft survival rate and to inhibit early stage
apoptosis that cause fat cell death after ischemia by using minocycline (antiapoptotic,

antiinflammatory and antibacterial drug) .

Forty-eight Wistar Albino rats were used. We had 8 groups, and every group has 6 rats in
each. Group 1 and 5 is control group, we did not use minocycline, we get inguinal fat pads
and put them in interscapular area. Group 2 and 6 is systemic minocycline group. Group 3 and
7 is local minocycline group. Group 4 and 8 is local and systemic minocycline group. In every
group we get their inguinal fat pads and after systemic, local or both minocycline application,
their fat pads transplanted their back. Group 1, 2, 3 and 4 were sacrifice after 90 days later.
We get their fat pads from back for analyse of fat graft survival by volume measure and
histological procedures. Group 5, 6, 7 and 8 were sacrifice after 9 days later and we
determined early stage apoptosis by histological procedures. Results analysed using statistical

methods.

Grafts treated with local and systemic minocycline group, changes in volume values are
very low, the amount of size in all areas and lipid contents in intact fat cells was very high (p
<0.05). It was followed by systemic drug administiration, lokal drug administiration and the

control group. The maximum number of cells going into apoptosis were observed in control
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group, the minimum numbers were observed in the systemic and local drug administiration

group (p <0.05).

As a result of using systemic or local drug administiration is prevent apoptosis in early
stages and they increase the number of living fat cells with intact lipid contents. By
combining using systemic and local minocycline are potentiated and they effects the retention

of fat volume.
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