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RATLARDA YAG DOKUDAN ELDE EDILEN STROMAL
VASKULER FRAKSIYONUN II. DERECE DERIN YANIKLARIN
IYILESMESi UZERINE ETKiSINiN ARASTIRILMASI

OZET

Amac: Derin ikinci derece yaniklarin tedavisinde yag dokudan elde edilen stromal

vaskiiler fraksiyonun iyilesme iizerine etkilerinin arastirilmasi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada yirmi 20 adet Wistar-Albino rat {izerinde yapildi.di.
Ratlarin hepsinin bilateral inguinal yag dokular: eksize edildi. Ratlarin sirtinda 70°C
sicak su ile derin ikinci derece yanik olusturulduktan sonra her biri 10 rattan olusan
iki gruba ayrildi. Tedavi grubundaki ratlarin yanik alanina intradermal olarak stromal
vaskiiler fraksiyon, kontrol grubuna ise serum fizyolojik verildi. Yanik alanlarindan
3,7, 10. ve 14. giinlerde biyopsi alindi. Histopatolojik incelemede; enflamatuar hiicre
yogunlugu, fibroblastik aktivite ve damar yogunlugu degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal analizde damar endoteli biiyiime faktorii (VEGF) ve cogalan

hiicre cekirdek antijeni (PCNA) arastirildi.

Bulgular: Stromal vaskiiler fraksiyon damar endoteli biiyiime faktoriinii ve cogalan
hiicre cekirdek antijeni indeksini daha erken donemde arttirmaya baslamakta ve daha
yiiksek seviyelerde devam ettirmektedir. Stromal vaskiiler fraksiyon uygulanan
grupta enflamasyon 3. giinden sonra kontrol altina alinmakta ve 7. giinden sonra
diisiise gecmekte iken kontrol grubunda artis 10. giine kadar devam etmektedir.
Damarlanma ve fibroblastik aktivite stromal vaskiiler fraksiyon uygulanan grupta 3.
giinde goriilmeye baglarken diger grupta 7.glinden sonra goriilmektedir. Damarlanma
ve fibroblastik aktivite stromal vaskiiler fraksiyon uygulanan grupta daha yiiksek

diizeylerde seyretmektedir.

Sonu¢: Stromal vaskiiler fraksiyon yamik yarasinda hiicre c¢ogalmasini ve

damarlanmay1 arttirmakta, enflamasyonu daha erken donemde azaltmakta ve
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fibroblastik  aktiviteyi  arttirmaktadir.  Yanik  yarasinin  rejenerasyonunu

hizlandirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Derin 2. derece yanik, stromal vaskiiler fraksiyon, yag doku

kaynakl1 kok hiicre.



THE EFFECT OF ADIPOSE TISSUE DERIVED STROMAL
VASCULAR FRACTION ON HEALING OF DEEP SECOND
DEGREE BURN WOUND

ABSTRACT

Aim: This experimental study was perfomed to determine the effect of adipose tissue

derived stromal vascular fraction on deep second degree burn wound.

Material and Methods: Twenty Wistar-Albino rats were used in this study.
Bilateral inguinal fat tissues of all rats were excised. Stromal vascular fractions of fat
tissues were seperated. Deep second degree burn wounds were created on the back of
rats with 70°C hot water. Rats were randomly divided into two groups. Burn wounds
were treated by intradermal injection of stromal vascular fraction in experimental
group and saline solution in control group. Tissue samples were obtained at
particular time intervals after burn injury (3, 7, 10. and 14. days). Tissue samples
were taken for histological and immunohistochemical studies. Inflammatuary
reaction, vascularisation and fibroblastic activity examined histologically.
Proliferating cell nuclear antigen antibody (PCNA) and vascular endotelial growth

factor (VEGF) antibody detected immunohistochemically.

Results: Stromal vascular fraction, increases vascular endotelial growth factor and
proliferating cell nuclear antigen antibody index much earlier. Vascular endotelial
growth factor and proliferating cell nuclear antigen antibody continue at higher levels
in stromal vascular fraction applied group. Inflamation was taken under control at 3™
day and decreased after 7" day in stromal vascular fraction applied group, while the
increase continued until 10™ day in control group. Vascularization and fibroblastic
activity in stromal vascular fraction applied group started at 34 day while in control
group at 70 day. Vascularization and fibroblastic activity continued at higher levels

in stromal vascular fraction applied group.

xi



Conclusion: Stromal vascular fraction increases cell proliferation and
vascularization of burn wound, while reducing inflammation at an earlier period and
increasing fibroblastic activity. Stromal vascular fraction accelerates regeneration of

burn wound.

Keywords: Deep second degree burn, stromal vascular fraction, adipose derived

stem cell
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1.GIRIiS ve AMAC

Yanik, bir insanin yasayacagi en yikici tecriibelerden biridir. Yamk tedavisi
Plastik Cerrahinin temel konular1 arasindadir. Yaniklar ¢ok c¢esitli nedenlerle
meydana gelebilmektedir. Alev yaniklart ve sicak sivi yaniklari, sivil toplumda
goriillen en sik yanik sebepleridir. Sicak sivi yamigimin derinligi; sivinin 1s1
derecesine, etkene maruz kalma siiresine ve sivinin yogunluguna baghdir. Termal
yaralanma; epidermisi, dermisin bir kismin1 veya tamamini, hatta derialti dokuyu
etkileyebilir. Yanik derinliginin artmasi yara iyilesmesini olumsuz yonde etkiler.
Birinci derece (Yiizeyel) yanik; sadece epidermisin etkilendigi yanik olup bazal
tabaka korundugu icin 3-5 giin icerisinde epidermis yenilenerek iyilesir. Ikinci derece
(kismi kalinliktaki) yanik epidermisin tamaminin ve dermisin bir kisminin etkilendigi
yaniktir. Etkilenen dermis derinligine gore yiizeyel ve derin olmak iizere ikiye ayrilir.
Yiizeyel 2.derece yamikta hasar papiller dermis ve st retikiiler dermis
seviyesindedir. 7-14 giin icerisinde kendiliginden 1iyilesir ve genellikle gozle
goriilebilen bir iz birakmaz. Derin 2.derece yanikta hasar, retikiiler dermisin
derinlerine kadar uzanir, e8er enfeksiyondan korunursa 3-8 hafta arasinda
kendiliginden iyilesme sansina sahiptir. Ancak bu spontan iyilesme; tipik olarak skar
olusumu ve kontraktiir ile birlikte gerceklesir. Derin 2.derece yaniklarin tedavisinde
altin standart olan tedavi yontemi Olii dokularin erken cerrahi eksizyonu ve
greftlemedir. Uciincii derece yanikta epidermisin ve dermisin tamaminda nekroz
vardir. En uygun tedavi 6lii dokularin uzaklastirilmasi ve olusan defektlerin greft ve

fleple onarimudir (1,2).



Stromal vaskiiler Fraksiyon (SVF) yag dokudan elde edilen bir iiriindiir. Yag dokuda
bulunan hiicrelerin yaklasik iigcte ikisi adipositlerdir. Diger hiicreler; cesitli kan
hiicreleri, endotel hiicreleri, perisitler, fibroblastlar ve cesitli farklilasma evresinde
olan Oncii hiicrelerdir. Yag dokusu kollajenazla muamele edilip santrifiij edildiginde
tic kisma ayrilmaktadir; par¢alanmis olgun yag hiicrelerinden agiga ¢ikan trigliserit,
olgun yag hiicreleri ve SVF (3). Stromal vaskiiler Fraksiyon ve icerisinde yer alan
yag doku kaynakli kok hiicreler (ADSC) iizerine yapilan calismalarda bu hiicrelerin
bircok biiyiime faktorii salgiladigi (4), yeni damar olusumunu arttirdigr (5,6), anti-
apopitotik etkilerinin oldugu(5), antioksidan etkili oldugu(7), yara iyilesmesini
olumlu yonde etkiledigi (4,8), anti-enflamatuar etkili oldugu (9) ve fibroblastlardan

kollajen sentezini arttirdig1 (10) gosterilmistir.

Derin 2.derece yamik tedavisinde yag dokudan elde edilen SVF’nin
intradermal olarak uygulanmasi planlandi. Giiniimiizde derin 2.derece yanik
tedavisinde altin standart olan erken tanjansiyel eksizyon ve greft uygulamasina
alternatif olabilecek, yara iyilesmesini hizlandiracak, yara doniisiimiinii engelleyerek
nekrozu azaltacak etkin ve ekonomik bir tedavi secenegi yoktur. Stromal vaskiiler
faksiyonun; kok hiicre kaynagi oldugu, biiyiime faktorleri salgiladigi, damarlanmay1
arttirdigl, antioksidan etkiyle oksidatif hasar1 Onledigi, apopitotik hiicre 6liimiinii
azalttigi, anti-enflamatuar etki sagladig1 ve kollajen sentezini arrtirdigi bilinmektedir.
Bu etkileri kismen veya tamamen saglayarak yanik yarasinin iyilesmesini olumlu

yonde etkileyecegi diisiiniildiigii i¢in bu ¢alismanin yapilmasi planlandi.



2.GENEL BiLGIiLER

2.1 TARIHCE

2.1.1 Yanik Tedavisi Tarihcesi

Eski caglara ait magara resimlerinden elde edilen bulgulara gore yanik tedavisi 3500
yildan beri yapilmaktadir. Misirda bulunan ve M.O. 1500 yilina ait Smith
Papiiriislerinden elde edilen verilere gore recine ve bal karistmindan olusan
merhemler kullanilmistir. Cinliler M.0.600 yilinda cesitli karisimlar ve cay
yapraklarindan elde edilen 6zsularin kullanmasin1 dnermektedir. Yaklasik iki yiiz yil
sonra Hipokrat erimis yag ve regine ile yogrulmus pansumanlar1 onermistir. Daha
sonra bu pansumanlara 1lik sirke ve mese agaci kabugundan elde edilen soliisyonlar
katilmistir. Celcus, M.S. ilk yiizyilda, sar1 sakiz reginesi ve saraptan hazirlanan ve
muhtemelen bakteriostatik Ozelliginden faydalanilan bir losyon kullanmistir. M.S.
130-210 Yillar1 arasinda yasayan Galen sirke kullanmis ve yaranin acik takibi
yontemini denemistir. Arabistanli doktor Rhases yanik agrisinin azaltilmasinda
soguk su uygulanmasini Onermistir. Ambroise Pare (M.S. 1510-1590) ortacag
simyasina ait kremler 6nermis, soganla etkili bir sekilde yanik tedavi etmis ve erken
yara eksizyonunu tammmlamistir. Bir Alman cerrah olan Guilhelmus Fabricius
Hildanus 1607°de “De Combustionibus”u yayinlayarak yanigin patofizyolojisini
tartismis ve kontraktiirlerin tedavisi hakkinda bilgi vermistir. Edward Kentish 1797

de yanik agrilarinin azaltilmasi ve biil olusumunun Onlenmesi i¢in baskili giysi



kullantmin1 6neren bir deneme yayinlamistir. Bu donemlerde, Marjolin, uzun siire
kapanmayan yanik yaralarindan yassi hiicreli kanser gelistigini fark etmistir.
Ondokuzuncu yiizyil baslarinda, Dupuytren, 50 yanik hastasinin tedavisi ile ilgili bir
derleme yayinlamig ve yanmik derinligi ile ilgili bugiin bile gecerliligini koruyan
siniflamayr yapmustir. Yamiga bagli olusan gastrik ve duedonal ilserleri de
muhtemelen ilk tanimlayan odur ancak bu problem ilk kez 1842 de Londra’da
Curling tarafindan detaylica tartisilmistir. Yanikta sivi elektrolit tedavisi Frank P
Underhill’in ¢aligmalariyla baglamistir. 1921 yilinda Rialto tiyatrosu yanginindan
sonra yanikli hastalarin biil sivisinin igeriginin plazmaya benzedigini ve Oliim
oraninin kaybedilen sivi miktar ile iliskili oldugunu fark etmistir. Hastalara tuz ve
protein igeren sivilar verilerek sivi kaybinin yerine konmasi gerektigini soylemistir.
Boston’da 1946 yilinda meydana gelen Coconut Grove Night Club yangininda, Dr.
Oliver Cope ve Dr. Francis Moore sivi tedavisinin miktar1 iizerine c¢alismalar
yaptilar. Hiicreler arasi boglugun major sivi kacagi olan alan oldugunu tespit ettiler.
Yanan viicut yiizey alanina gore verilmesi gereken sivi miktarini formule ettiler. Dr
Truman G Blocker yanik tedavisinde multidisipliner ekip caligmasinin Onemini
ortaya koydu ve 1947°de Texas sehri Limaninda amonyum nitrat giibre yiikli iki
yiilk gemisinin ¢arpigsmasi sonucu ortaya ¢ikan, 560 kisinin 6ldiigii, 3000 kisinin
yaralandig1 felakette ekip calismasini uyguladilar. Truman ve Virginia Bloker 9 yil
boyunca 800’den fazla yanikli hasta takip etti ve bircok yayin yaptilar. Andrew M
Muster 1970’lerde agir yanikli hastalarin yasam kalitelerini inceledi ve erken
eksizyonun mortaliteyi onemli Olciide diisiirdiigtinii bildirdi (11). Pigeon J, 1960
yilinda, ikinci derece yaniklarin tedavisinde amniyon zari kullanimini denedi ve
olumlu sonuglar aldigini bildirdi (12). Withaker AJ, 1962 yilinda, yanik tedavisinde
soguk uygulama, steroidli pomad ve antibiyotikli pomatlarin etkili oldugunu
yayinladi (13). Nekrotik dokularin eksizyonu ve deri grefti uygulamasi 1954 yilindan
beri yanik tedavisinde yerini almustir. Ikinci derece derin yaniklar ve tam kat
yaniklarin tedavisinde halen altin standart olarak kabul edilen ve ilk 72 satte yapilan
erken tanjansiyel eksizyon ve greftlemeyi ilk olarak 1970 yilinda Janzekovic
tanimlad1 (14). Yanik tedavisinde her ne kadar otogreft altin standart olsa da genis
yaniklarda dondr alanin kisith olmasi bunu zorlagtirmaktadir. Bu sebepten dolayr pek
cok doku miihendisligi {iiriinleri ile deri kaybi1 gecici veya kalict olarak yerine
konmaya calisilmaktadir. Rejeneratif tiptaki ilerlemelere paralel olarak kok hiicre

kullanim popiilarite kazanmaya basladi. i1k kez 2004 yilinda Rasulov F derin yanikli



hastalarda kemik iligi kaynakli kok hiicreleri kullandi. Kok hiicreler yanik yaralarina
lokal uygulandiginda aktif bir neoanjiogenez ve hizli bir rejenerasyon oldugu

goriildii (16).
2.1.2 Stromal Vaskiiler Fraksiyon Tarihcesi

Yag dokusunun hiicreden zengin stromal kismi ilk kez 1964 yilinda Rodbell M
tarafindan tanimland1 ve “Stromal Vaskiiler Hiicreler” olarak adlandirildi (17). Daha
sonra, 1989 yilinda Hauner H, stromal vaskiiler hiicrelerin iizerine yogunlasarak
bunlarin progenitor (6ncii) hiicreler icerdigini ve bu hiicrelerin daha sonra adiposite
farklilastigim1 gosterdi (18). Ailhud 1992 yilinda yayinladigr calismada SVF
icerisinde preadipositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, perisitler
ve Oncii hiicreler bulundugunu gosterdi (3). Zuk PA tarafindan 2001 yilinda yapilan
calismada SVF’nun farkli hiicrelere doniisebilme potansiyeline sahip multipotent
kok hiicreler icerdigi gosterildi (19). Halen SVF ve ADSC’lerle ilgili ¢cok sayida
deneysel ve klinik calisma yapilmaktadir. Plastik cerrahi alaninda doku yenilenmesi
ve genglestirmede kisinin kendi kok hiicrelerinin kullanimui ile ilgili aragtirmalar son

yillarda hiz kazanmstir (20).

2.2 DERI
2.2.1 Derinin yapisi

Deri, yasamin devami icin ¢cok 6nemli fonksiyonlar1 olan ve ¢ift katmandan olusan
bir organdir. Deri viicudun en biiyiik organidir (21). Viicudun tiim yiizeyeni kaplar
ve sindirim, solunum, ve iirogenital sistem epiteli ile devamlilik gosterir. Viicudun en
fazla travmaya maruz kalan organidir. Hayatin devam edebilmesi i¢in ¢ok onemli

fonksiyonlar1 olan derinin devamliliginin ve biitiinliigliniin korunmas1 gereklidir.



Ter kanali

Errektdr pili kam

Dokunma reseptitlen

. . Gua; y ;.;u".--h .'- e bt L
Epidemus{ ALTL) % n%\ e % £ &Epidemﬂs hazal
= i A Al B ISty tabakas
Dottty m—
Yagtabakas
Tetbes Eal folikili
Fat damatlan serbest sinit sonlatumalan

Sekil 1: Deri anatomisi

Deri temel olarak iki katmandan olusmustur; epidermis ve dermis.

Epidermis: Derinin dis katman1 olup damarsiz bir yapiya sahiptir. Epidermisin temel
fonksiyonu 6lii hiicrelerden olusan sert bir dis tabaka olusturarak organizmay1 zararl
cevresel etkilerden korumaktir. Epidermisin kalinligi bulundugu anatomik bdolgeye

gore farklilik gosterir. Ornegin goz kapaginda 0,04 mm iken avug icinde 1,6 mm dir.

Epidermis, embriyonal hayatin 3. haftasinda olusmaya baslar ve ektodermden koken
alir. Dordiinci haftadan itibaren bazal germinal tabaka ve glikojenden zengin
periderm denilen {ist tabaka goriiliir. Gelisim devam ederken tonofilamenlerden
olusan ve birbirine desmozomlarla bagl bir ara bolge olusur. Besinci aydan itibaren
bu ara bolgede keratohyalin graniilleri olusur. Altinct aydan itibaren deri tamamen
kornifiye olur ve 5 farkli tabaka meydana gelir. Bunlar; bazal tabaka diger ismiyle
stratum germinatum, stratum spinozum, stratum graniilozum, stratum lucidum ve son

olarak da stratum korneumdur.

Epidermis 4 farkli hiicre tipinden olugmustur: Keratinosit, melanosit, Langerhans

hiicresi ve Merkel hiicresi. Keratinositler asil epitel hiicreleridir ve keratin



sentezlerler. Bazal tabakada yer alan keratinositler mitotik aktiviteye sahip geng
silindirik hiicrelerden olusur. Bunun iizerinde yer alan stratum spinozum katmaninda
mitoz gézlenmez, ancak protein sentezi belirgindir. Keratin olusumunun 6ne ¢iktigi
katman ise stratum graniilosumdur. Hiicrelerin ¢ekirdeklerini kaybedip yassilastiklar
kisim stratum lusidum, keratinize 6lii hiicrelerden olusmus en iist katman da stratum
korneumdur. Melanositler noral krest hiicrelerinde koken alir ve 8. haftada
epidermise ulasir. Melanositler 5. aydan itibaren melanozom {iiretmeye baglar ve
keratinositlere melanin aktarirlar. Melanositler ultraviyole 1sinlarina karsi melanin
pigmenti olustururlar ve bu sayede keranosit ¢ekirdegini ultraviyolenin zararli zararl
etkilerine karst korurlar. Langerhans hiicrelerinin hemapoetik kok hiicrelerden
kaynaklandig1 diisiiniiliir ve ilk olarak 6.haftada epidermiste goriiliir. Langerhans
hiicreleri derinin immiinolojik karekteristigini belirler. Merkel hiicreleri yaklasik 16.
haftada goriiliir. Merkel hiicrelerinin orijinleri hala tartigmalidir. Noral krest veya
ektodermden koken aldiklar1 diistiniilmektedir. Merkel hiicreleri 6zellesmis

norosensorial hiicrelerdir, mekanoreseptor olarak gorev yaparlar (22,23).

Dermis: Derinin dayanikliligini saglayan ve deri eklerini tutan kisimdir. Dermis iki
katmandan olusur; iistte yer alan papiller tabaka ve altinda yer alan retikiiler tabaka.
Papiller dermis diizensiz kollajen lifleri, elastik fibriller, fibrositler ve yogun bir
damarsal aga sahip hiicreler aras1 maddeden olusur. Papiller dermisteki yogun damar
ag1 metabolik olarak aktif olan ancak damarlanmasi olmayan epidermisin
beslenmesini saglar. Retikiiler dermiste bulunan kalin kollajen bantlar1 deriye gerim
kuvveti saglar. Dermiste kil folikiilleri, ter ve yag bezleri, damarlar sinirler ve
lenfatikler bulunur. Dermis hiicreleri fibroblastlar, mast hiicreleri, histiyositler,
Langerhans hiicreleri, makrofajlar, endotel hiicreleri, lenfositler ve nadir goriilen
eozinofillerdir. Fibroblastlar kollajen ve elastin iiretir. Kollajen ve elastin, deriye
gerilmeye karsi dayanma ve esneklik kazandirir. Kollajen yara iyilesmesi ve skar
olusumu ic¢in gereklidir. Kollajen deri agirhiginin yaklasik %70’ini olusturur.
Dermiste en fazla tip 1 kollajen bulunur. Retikiilin lifleri de denilen tip III kollajen
total kollajenin %15°1 olup papiller dermiste ve deri ekleri ¢cevresinde bulunur. Tip
IV kollajen epidermis ile dermis arasindaki bazal membranin asil yapisini teskil eder

(22,23).



2.2.2 Derinin gorevleri

Koruma: I¢ organ ve yapilar1 zararh dis etmenlere kars: (siirtiinme, hava sartlari,

kimyasallar, radyasyon vb.) korur.

Immiinolojik: Immiin sistemde gorevli hiicrelere antijen sunmakta yardimcidir. Deri
yiizeyinde bulunan wuzun zincirli yag asitleri antibakteriyel 6zelliktedir.

Deskuamasyon invazif 6zellikteki bakterilerin penetrasyonuna engel olur.

Homoestaz: Sivi-elektrolit ve protein kaybini onler ve sekresyon yapma ozelligi ile

viicut dengesine yardimci olur.
Norosensoriyal: Dokunma, aci, sicak, soguk gibi ¢evresel uyaranlari algilar.

Termoregulatuvar: Deri 1s1 kaybini1 6nledigi gibi sicak havalarda ter salgilar ve

evoperasyon ile sogumaya yardimci olur.
Metabolik: Vitamin-D metabolizmasinda gorevlidir.

Sosyal-iletisim: Cinsel kimlik ve ¢ekicilik ile kisiler arasi iletisim saglar (24).

2.3 YANIK

Yanik yaralanmasi dokularin tammiil edebildiginden fazla miktarda i1sinin deriye
transferiyle olusan, protein denatiirasyonu ve hiicre harabiyetine neden olan bir
travmadir. Temel hasar mekanizmalari; 1siya bagli doku o©limii, enflamatuar
mediatorlere bagli olusan hasar ve 1sinin etkisi ile tromboze olan damarlarin yol
actig1 iskemik hasardir. Yanigin derinligi; 1sinin derecesine, temas siiresine, ortama
(hava-sivi) ve o bolgedeki deri kalinhigina gore degisir. Kiiciik ylizeyli yaniklar
bolgesel doku hasar1 yaparken genis viicut yiizeyini kaplayan yaniklarda deri hasari

ile birlikte sistemik yanit da olusur.”
2.3.1 Yanmik Derinligi

Yanikta tedavi yanmigin derinligi ve kapladigi viicut alaninin belirlenmesi ile baglar.
Bu nedenle yaralanmanin derinlik ve alan olarak belirlenmesi tedavinin planlanmasi
icin ¢ok Onemlidir (26). Olusan doku hasar1 etkene, temas siiresine, ortama ve
etkilenen viicut kismina gore degisebilir. Yamigin derinligini erken donemde
belirlemek her zaman miimkiin olamamaktadir. Yanik derinligini belirlemek i¢in

ultrasound incelemesi, intravendz floresan verilmesi gibi yontemler tanimlanmis



olsada en giivenilir yontem seri klinik gozlemdir (Tablo 1). Yaralanmanin derinligi

genellikle 48 ila 72 saat sonra net olarak belirginlesir.

Tablo1 : Farkli derinlikteki yaniklarin klinik 6zellikleri (15).

Yanik Derinligi | GOriiniim Biil Kapiller Dolum | His
Epidermal Kirmizi, parlak | Yok Canli Agrili
Yiizeyel dermal | Agik pembe Kiiciik Canli Agrili
Derin dermal Kuru,  yamali | Bulunabilir Yok Az veya yok
kirmizi renk
Tam kat Kuru, beyaz | Yok Yok yok
yada siyah

Birinci derece (Yiizeyel) (Epidermal) yanik; hasar epidermiste sinirlidir,

Ikinci derece (Dermal) yanik; epidermis ve dermisin bir kisminda hasar vardir.
Yiizeyel 2.derece yaniklarda epidermis ve dermisin 1/3 iist kismi1 hasarli iken, derin

2.derece yaniklarda dermisin derinlerine kadar uzanan hasar vardir.

Uciincii derece (Tam Kat) Yanik; derinin her iki katmaninin da tamamen etkilendigi

yaniktir (15).

Isinin derecesi ve temas siiresi doku hasarinin esas belirleyicisidir. Ayrica 1sinin
etkisi viicudun degisik kisimlarinda da farklilik gosterir. Derisi kalin oldugu avug i¢
ve ayak tabani gibi bolgeler yanik hasarina daha direncli iken gz kapagi veya el sirt1
gibi derinin ince oldugu yerler daha hassastir. Cocuklarin ve yashlarin derileri

erigskinlere gore daha ince oldugu icin tam kat yaniklar daha fazla oranda goriiliir.
2.3.2 Yanik Zonlar

Yiiksek 1s1 temas noktasindan cevreye dogru yayilan bolgesel doku hasarina neden
olur. Temas alaninda hiicre O©liimii meydana gelirken c¢evre dokuda protein
denaturasyonu olusur (25). Yanik zonlart ilk kez 1952 yilinda Jackson tarafindan
tanimlanmis olup bu tanimlama halen gecerliligini korumaktadir. Bu tanimlamaya

gore;




Koagulasyon Zonu (Nekroz zonu ): Is1 transferinin en yogun oldugu alanda goriilen,
protein denaturasyonu ve koagulasyonla karakterize, tam hiicre nekrozunun olustugu

alandir.

Staz Zonu (Hasar Zonu): Koagulasyon zonunun derinlerinde ve periferinde yer alan,

daha az hasarin olustugu ve baslarda ¢cogu hiicrelerin canli oldugu alandir.

Hiperemi Zonu: Staz zonunun altinda ve kenarlarinda yer alan zondur. Cevre
dokularin enflamasyonu sonucu salinan mediatorlerin indiikledigi vazodilatasyonla
karakterize alandir. Hiicresel hasar azdir ve enfeksiyon veya derin doku

inflamasyonu olusmadig: siirece tamamen iyilesmesi beklenir (28).

Elogulasyon zoms

Staz zot

Hipetremi zot

Sekil 2: Yanik zonlari

2.3.3 Yamik Patofizyolojisi

Isinin deriye aktarilmasiyla hiicresel diizeyde ortaya cikan ilk etki hiicre duvari
biitiinliigiiniin kayb1 ve protein denatiirasyonudur. Kisa bir siire sonra toksik
enflamatuar mediatorler ortama salimir. Ozellikle nekroz alami cevresindeki doku
hasarinin ¢ogu yanikla aktive olan toksik enflamasyon mediatorlerine bagh
gelismektedir. Yara iyilesmesi icin enflamasyon gereklidir ancak yanikta oksidanlar
ve proteazlar gibi enflamatuar mediatorlerin asir1 salinimi damar endoteli ve deri

hiicrelerinin hasarim arttirir. inflamasyon biiyiime faktorlerinin de fonksiyonunu
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bozar. Inflamasyon esnasinda ortamdaki oksijenin notrofiller tarafindan kullanilmasi
doku hipoksisini arttirir. Isinin hiicre hasar1 yaptigr alanda damar trombozlari da
meydana gelir ama ilk yaralanmanin olusumunda iskeminin etkisi yoktur. Hiicrelerin
bir kisminin canli oldugu alanlarda 1s1 ve mediatorlerin etkisiyle kapiller trombozun
ilerlemesi iskemiye neden olarak doku nekrozunu arttirir. Olii dokular ve bakteriel
kolonizasyona bagli olarak ortamdaki notrofiller artar. Notrofillerden salinan

proteazlar ve oksidan ajanlar canli dokulara da zarar verir (29,30).

Bir dokudaki hiicre 6liimii temel olarak iki mekanizmayla meydana gelir; apopitoz ve
nekroz. Apopitoz intrinsik veya extrinsik yolla olusur. Her iki yolun sonunda da
hiicre i¢i proteazlar aktive olur ve hiicre 6liimii gerceklesir. Gravante G ve ark. derin
kismi kalinliktaki yaniklarda apopitotik hiicre 6liimii olup olmadigini arastirmak i¢in
bir calisma yaptilar. Termal yaralanmanin apopitozu uyardigini, staz zonundaki
hiicrelerin yariya yakinin apopitotik oldugunu, apopitozun yaniktan sonra en az 20
giin devam ettigini ve derin kismi kalinliktaki yaniklarda, yiizeyel yanik ve tam kat

yaniklara oranla ¢ok daha fazla apopitotik hiicre bulundugunu gosterdiler (31,32).

Yara doniisiim Teorisi: Yaniklar ilk birka¢ giin dinamik bir siire¢ izlerler. Yogun
enflamasyon, vasokontriiksiyon ve enfeksiyon, nekroz alanin ¢evresindeki hasarli
ancak canliligm koruyan hiicrelerin de yikimina neden olur. Bunun sonucunda
yamigin derinligi ve genisligi artar. Yara doniisiimiinde etkili olan faktorler sunlardir:
bozulmus kan akimi, artmis enflamasyon, yiizey kurulugu, enfeksiyon, metabolik
bozukluk (glukoz uptakenin azalmasi, artmis metabolik ihtiya¢ vs.), apopitoz ve

hastanin genel saglik durumudur (yas, ek hastaliklar vs.) (31,33).
2.3.4 Yamk Yarasimn lyilesmesi ve Tedavisi

Iyilesme’nin bircok anlami vardir. En genis tanimiyla ele alacak olursak hasarli bir
durumun tekrar eski haline donmesi diyebiliriz. Bunu yara iyilesmesine
uyguladigimizda hasarli dokunun ayni doku elemanlar1 ile onarilmasi seklinde
tanimlayabiliriz. Yanik yarasimin iyilesmesi temel yara iyilesme basamaklari
tizerinde seyretmektedir. Bu kabaca 4 basamakta olugmaktadir; ilk olarak yara yerine
kan akimi durdurularak hasarli doku sinirlandirilir. Ikinci basamakta kan akimi
arttinlarak yara yerine enflamasyonda gorevli hiicreler tasinir, bunda amag Olii
dokularin  ortamdan  uzaklastirllmast  ve  kurtarilabilinecek  dokularin

mikroorganizmalardan korunmasidir. Uciincii basamak proliferasyon fazidir. Kan
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damarlart yeniden olusturulur, fibroblastlar fibroz iskeleti kurar, yara kenarlarindan
ve derin epidermal eklerden epitel hiicreleri ¢ogalir. Yara yeri epitel ile kapatildiktan
sonra en uzun asama olan yeniden sekillendirme sathasi baslar. Fibroz doku

farklilagsarak skar dokusu olusturulur (30).

Yanik yarasimin iyilesmesinde cevre dokularin yani sira kemik iligi kaynakh
hiicrelerde etkin rol oynamaktadir. Rea S ve ark. tarafindan yapilan calismada
farelerde radyasyon ile kemik iligi kurutulduktan sonra isaretli kemik iligi hiicreleri
periferik vene verildi ve hayvanlarda tam kat yanik olusturuldu. Yanik yaralar
incelendiginde erken evrede enflamatuar hiicrelerin tamaminin, ge¢ evrede
fibroblastlarin yarisinin ve keratinositlerin ufak bir kismimnin kemik iligi kaynakl

hiicrelerden olustugu gosterildi (34).

Yanik tedavisinin konservatif mi yoksa cerrahi mi olacagini belirlemede temel unsur
yamgin derinligidir. Birinci derece yaniklar ve 2.derece ylizeyel yaniklar canli kalan
kil folikiilleri, ter ve yag bezlerinin epitelinin yiizeye ilerlemesiyle 2-3 haftada
kendiliginden iyilesir. Ikinci derece derin yamklarda primer epitelizasyonu
saglayacak deri eki miktar1 daha azdir. Ayrica ylizeydeki 6lii dokularin ortamdan
uzaklastirilmasi gereklidir. Kendi haline birakildiginda yara iyilesmesi uzun zaman
alir, enfeksiyon riski yiiksektir, hipertrofik skar gelisme orani yiiksektir. lyilesme
siiresini kisaltmak icin cerrahi tedavi gereklidir. ikinci derece derin yaniklar ve tam

kat yaniklarin tedavisinde altin standart otogreft kullanimidir (27).

2.4 YAG DOKUSU

Yag dokusu, baskin hiicre tipi yag hiicreleri (adiposit) olan bag dokusunun 6zel bir
tipi olup mezenkimal kokenlidir. Adipositler bag dokusunda tek basina olabilecekleri
gibi kiigiik gruplar halinde de bulunabilir. Yag dokusu, zengin bir vaskiiler yatak ve
sinir agina sahip bir bag dokusu ile tam olmayan lobiillere boliinmiistiir. Adipositler,
retikiiler liflerden zengin ince ve ag seklinde bir yapi ile desteklenerek birbirlerine
baglanirlar. Yag dokusunda bulunan hiicrelerin yaklasik iigcte ikisi adipositlerdir.
Diger hiicreler; cesitli kan hiicreleri, endotel hiicreleri, perisitler , fibroblastlar ve

cesitli farklilasma evrelerinde olan Oncii hiicrelerdir (3).
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Yag dokusu insanlarda ilk olarak embriyonal hayatin lglincii aymdan itibaren
viicudun ¢esitli bolgelerinde( yanak, boyun, omuzlar, kalga, perirenal) goriilmeye
baslar. Ilk olarak icinde yag bulundurmayan yogun mezenkimal hiicre kiimeleri
olusur ve bunlar organize damar agiyla sarilir. Kapillerlerin ¢evresinde yogun yag
iceren Oncii yag hiicresi kiimeleri olusur. Yag dokusu gelisiminin son asamasinda
yag hiicrelerinin boyutu artarken bunlari ¢evreleyen septalar olusur. Embriyogenez
esnasinda yag dokusu olusumu ile damar ag1 olusumunun siki bir iligki icinde oldugu
goriilir. Yag hiicrelerinden salinan spesifik biiyiime faktorlerinin (Farklilastirici
biiytime faktorii (TGF-8), prostoglandin E2 (PGE2) vs.) anjiogenezisi yonlendirmesi
onemli bir konudur (3). Biiylime faktorlerine ek olarak salinan ‘monobutrin’ yag

dokuya spesifik bir anjiogenez faktoriidiir (3,35).

Yag dokusu adipositlerin igerdigi lipid damlaciklarina gore unilokiiler (beyaz) ve
multilokiiler (kahverengi) yag dokusu olarak siiflandirilir. Beyaz adipositler sadece
biiylik bir yag vakuoliine sahiptir. Yag asitlerinin depolanmast ve kullanilmasindan
rol alirlar. Kahverengi adipositler multilokiilerdir ve hiicre i¢inde bol miktarda
mitokondri vardir. Uyarildiklarinda depolanmis kimyasal enerjiyi 1s1iya doniistiiriirler.
Yag dokusunun gorevleri sunlardir; Enerji depolama, yagda eriyen vitaminleri
depolama, fiziksel koruma, 1s1 {iiretimi, adipokin (Adipositokin) salinimidir.
Adipokinler yag dokudan salinan protein yapisindaki maddeler olup endokrin,

parakrin ve otokrin etkilere neden olurlar (36).
2.4.1 Stromal Vaskiiler Fraksiyon

Stromal vaskiiler fraksiyon yag dokudan elde edilen bir iiriindiir. Yag dokusu kiigiik
parcalara boliindiikten sonra kollajenazla muamele edilerek hiicreler arasi baglar
kopartilir. Olusan siispansiyon santrifiij edildiginde ii¢ kisma ayrilir; iistte olgun yag
hiicrelerinden aciga cikan trigliserit, ortada olgun yag hiicreleri ve en altta SVF

(Sekil 3).
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Ust tabaka; pargalanmug yag
hiicreleritnden apiZa cikan trigliserit

Orta tabaka; olgun yag
hiicreleri ve bag dokusu

Alt tabaka ( stromal waskiiler
faksiyor) ;Preadiposit,
fihrohlast, endotel hileress, kdk
hiicre

Sekil 3: Fraksiyonlarina ayrilmis yag dokusu

Stromal vaskiiler fraksiyon icerisinde preadipositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri,
diiz kas hiicreleri, perisitler ve kok hiicreler bulunmaktadir (3). Stromal vaskiiler
fraksiyon icerisindeki kok hiicreler uygun ortamlarda cogalabilmekte,
farklilagabilmektedir. Bu hiicreler tedavi amacli doku yenilenmesinde biiyiik bir
potansiyel olusturmaktadir. Yag dokudan elde edilen kok hiicreler, kemik iliginden
elde edilen kok hiicrelerle ayn isleve sahiptir. Yag dokunun avantaji daha kolay bir

yontemle elde edilebilmesidir (37-39).

Stromal vaskiiler fraksiyonun; graniilosit makrofaj koloni uyaric1 faktér (GM-CSF),
damar endoteli biiylime faktorii (VEGF), hepatosit biiylime faktorii (HGF), temel
fibroblast biiyiime faktorii (b-FGF), ve farklilastirici biiytime faktorii-8 (TGF- ) gibi
anjiogenik ve antiapoptotik faktor salgilama potansiyeli vardir. Hipoksik ortamda
stromal vaskiiler fraksiyondan VEGF saliniminin belirgin derecede artmaktadir (5).
Anjiogenez, yani yeni damar olusumu, yara iyilesmesinde onemli bir basamaktir.
Dokularin islevlerini yerine getirebilmesi i¢in kendilerine 6zgii damarlanma yapisina

sahip olmalart gereklidir. Damar endoteli biiylime faktorii, endotel hiicre
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biiylimesinin giiclii bir uyaranidir (40). Stromal vaskiiler fraksiyon icerisinde bulunan
preadipositler adipojenik Oncii hiicre olmalarinin yani sira mikrovaskiiler endotelyal
hiicrelerle parakrin etkilesim gostermektedir. Preadipositler tarafindan salinan
‘monobutyrin’ bir anjiogenik faktor olup endotelyal hiicre proliferasyonuna neden
olmaktadir (35,40). Stromal vaskiiler fraksiyon icerisinde bulunan bir diger hiicre
grubu fibroblastlardir. Fibroblastlarin ana metabolik fonksiyonlari, kollajen,
proteoglikan ve elastin sentezidir. Fibroblastlardan salinan keratinosit biiyiime
faktorii (KGF) epidermal hiicre biiyiimesini uyarir, farklilastirict biiyiime faktorii

(TGF-B) ise fibrozisi ve gerim kuvvetini artirir (1).
2.4.2 Yag Doku kaynakh Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendini yenileyebilen, uzun siire canli kalabilen, 6zellesmis hiicrelere

doniisebilen hiicrelerdir .

J
J

@%“

Fatlds hiticrelere dl:unuﬁ ehilir

Eendird yenileyehilir

KOK HUCRE

v

Sekil 4: Kok hiicre

Kok hiicre tipleri;

Totipotent Kok Hiicre: Plasental yapilar dahil viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilen

ilk embriyonal hiicrelerdir. Yeni bir canli olusturabilir.
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Pluripotent Kok Hiicre: Zigot olusumunu takip eden 5. giinden sonra olusan ve
plasental yapilar hari¢ her hiicre tiiriine doniisebilen hiicrelerdir. Canlinin her hiicre

tipini olusturabilir ancak yeni bir canli olugturamazlar.

Multipotent Kok hiicre: Belirli hiicre tiirlerine doniisebilen kok hiicrelerdir. Orn:
multipotent hemapoetik kok hiicreler gerektiginde eritrosit, 16kosit veya

trombositlere doniisebilirler.
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Sekil 5: Kok hiicre tipleri

“Erigkin kok hiicresi” bir doku veya organdaki farklilasmis hiicreler arasinda
bulunan farklilasmamis hiicre olup, bu hiicre kendini yenileyebilir ve icinde
bulundugu doku veya organin 6zellesmis hiicre tiirlerine farklilasabilir. Eriskin kok
hiicrelerinin yasayan organizmadaki esas gorevi bulunduklari dokuyu tamir etmek
ve dokunun devamliligini saglamaktir. Dokularda bulunan kok hiicrelerden salinan
anjiogenik, antiapopitotik ve mitojenik faktorler hasara ugramis dokularin

rejenerasyonunu artirir, cogu dokuda gosterilmis olan endojen-kok hiicrelerin
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cogalmas1 ve farklilasmasim artirir, inflamasyon ve immiin reaksiyonlar1 azaltirlar

(41).

Yag dokusundan elde edilen kok hiicreler eriskin kok hiicrelere oOrnektir ve
mezenkimal kokenlidir. Zuk P ve ark. 2001 de yaptiklar1 calismada yag doku aspirati
icerisinde kok hiicre icerdigi varsayilan bir grup hiicre tanmimladilar ve bunlar
“Islenmis Lipoaspirat Hiicreleri (PLA)” olarak adlandirdilar. Ayni calismacilar 2002
yilinda yaptiklar1 calismada PLA hiicrelerinin gercekten kok hiicre igerip
icermedigini ortaya koymak ve bu hiicrelerin farklilasma potansiyellerini
degerlendirmek icin bir dizi molekiiler ve biyokimyasal tanimlama yaptilar. Islenmis
lipoaspirat hiicrelerinin kemik 1ligi kaynakli kok hiicrelerle ayni yiizey antijenik
ozellikleri gosterdikleri, uygun kimyasal uyaranlarla adipojenik, osteojenik,
kondrojenik, myojenik ve noérojenik hiicreler gibi bircok hiicreye farklilasma
kapasitesine sahip olduklarim1 gosterdiler. Bu hiicreleri “Yag doku kaynakli kok
hiicre (ADSC) ” olarak adlandirdilar (19). Kern S ve ark. tarafindan yapilan
calismada kemik iligi kaynakli kok hiicreler, gobek bagi kaynakli kok hiicreler ve
yag doku kaynakli kok hiicreler birbiri ile karsilastirildi. Her iic kaynaktan elde
edilen kok hiicrelerin ayn1 fibroblastoid morfolojiye sahip oldugu, ayni kolonileri
olusturduklari, ayn1 multipotansiyel farklilasma yetenegine sahip olduklar1 ve benzer
yiizey proteinlerine sahip olduklar1 gosterildi. Osteojenik, kondrojenik ve adipojenik
farklilasma kapasitesinin ADSC’lerde diger iki gruba gore daha yiiksek oranlarda
gerceklestigi goriildii (42). Kim WS ve ark. tarafindan yapilan c¢alismalarda;
ADSC’lerin fibroblastlardan kollajen sentezini uyararak dermis kalinligini arttirdig:
(4,10), giiclii bir antioksidan aktivite gostererek dermal fibroblastlar1 oksidatif
hasardan korudugu, serbest radikallere bagli olusan deri hasarini onledigi gosterildi
(7,43). Deneysel hayvan calismasinda farelerde tam kat yaralar olusturularak lokal
olarak ADSC ile zenginlestirilmis kollajen jel uygulandi. Bu uygulamanin yara
tyilesmesini belirgin derecede hizlandirdigi, graniilasyon veya epidermal hiperplazi
olusturmaksizin diizgiin bir yara iyilesmesi sagladig1r gosterildi (43). Park BS ve
ark.’nin  ADSC’lerin salgi fonksiyonlarimi arastirmak ic¢in yaptiklar1 calismada
ADSC’lerin platelet kaynakli biiytime faktorii (PDGF), plasental biiylime faktorii
(PIGF), temel fibroblast biiyiime faktorii (basic FGF), keratinosit biiyiime faktorii
(KGF), farklilagtirici biiylime faktorii (TGF B1-B2), hepatosit biiyiime faktorii
(HGF) ve damar endoteli biiylime faktorii (VEGF), kollajen ve fibronektin
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salgiladiklar1 gosterildi (44). Yag doku kaynakli kok hiicrelerin yag doku, kemik,
kikirdak, iskelet kasi, kalp kasi, noral hiicre, hemopoetik hiicre, endotel hiicresi,
epitel hiicre ve hepatosite farklilagabildigi in-vivo ve in-vitro deneylerle gosterildi
(19,45). Yag doku kaynakli kok hiicreler anjiogenik ve antiapopitotik biiylime
faktorleri salgilamakta ve bu salgilar1 hipoksik ortamda daha da fazla olmaktadir.
Yag doku kaynakli kok hiicreler aynt zamanda progenitér hiicrelerin endotel
hiicrelerine farklilasmasini arttirmaktadir (6). Yara iyilesmesinde dokular1 yeniden
yapilandirilabilmesi icin yeni olusan damarlar araciligiyla oksijen ve besin
maddelerinin tasinmasi gereklidir. Damar endoteli biiyiime faktorii iyilesmekte olan
yarada damarlanmanin temel diizenleyicilerindendir (46). Lu F ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada random patern deri fleplerine lokal olarak ADSC uyguland1 ve kan
akiminda ve flep vitalitesinde belirgin artis oldugu gézlendi. Bu artisin hem ADSC’
lerin direk olarak endotel hiicrelere farklilasmasina hem de indirek olarak
salgiladiklar1 anjiogenik biiyiime faktorlerine bagli olustugu sonucuna varildi (47).
Iskemik dokularin yeniden damarlanmasi ve fonsiyonlariin tekrar kazanilmasinda
mezenkimal kok hiicrelerin tedavi edici potansiyelleri ile ilgili kanitlar giin gectikce
artmaktadir. Uysal CA ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ADSC’lerin iskemi-
reperfiizyon hasarmi onledigi gosterildi (48). Ebrahimian TG ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada yaralara lokal olarak ADSC uygulandi. Yesil floresan protein ile
isaretli ADSC’lerin dermal ve epidermal dokulara yerlestigi ve epidermal marker
olan K5 ve K14 sentezledigi gosterildi(8). Rigotti ve ark. tarafindan radyonekrozlu
dokulara lipoaspirat verildiginde dokularin yenilendigi ve semptomlarin diizeldigi

gosterildi (49).

18



3. GEREC ve YONTEM

Arastirma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TSU-
10-2991 kodlu proje ile desteklendi. Hayvan ¢alismasi Erciyes Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurul Bagkanliginin 10.03.2010 tarih ve 10/29 sayili izni ile yapildi.

3.1 Denekler

Calismada ortalama agirliklar1 297,05gr olan(187-380gr aras1) 20 adet Wistar —
Albino tipi sican kullanildi. Hayvanlar pleksiglas kafeslerde muhafaza edildi ve her
kafese en fazla 3 hayvan konularak bakimlar1 yapildi. Hayvanlar penceresiz odalarda
sicaklik (22 £2 °C) ve 151k (07.00-21.00 arasinda 14 saat aydinlik ve 21.00-07.00
arasinda 10 saat karanlik periyodu) ortaminda takibi yapilarak tutuldu. Tiim si¢anlar

deney Oncesi ve deney siiresince standart laboratuar yemi ile beslendiler.

Sicanlarin inguinal bolge deri alti yag dokularinda kok hiicre bulundugu ve bu
hiicrelerin farkli uyaranlarla osteosit, kondrosit, diiz kas hiicresi, noral hiicre vs.
doniisebildigi bilinmektedir (50). Sicanlarin hepsinin inguinal yag dokulari ¢ikarildi
ve bu yag dokular1 ayristirilarak stromal vaskiiler fraksiyon elde edildi. Sicanlarin
sirtinda derin 2.derece yanik olusturuldu. Siganlar rasgele olarak segilerek kontrol

(n:10) ve deney grubuna (n:10) ayrildi.

Kontrol Grubu (n=10): Bu gruptaki si¢anlarin yanik alanlarina intradermal olarak

yaklasik 1 cc serum fizyolojik insiilin enjektorii ile 6 ayr1 noktadan enjekte edildi.
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Deney Grubu (n=10): Bu gruptaki sicanlarin yanik alanlarina intradermal olarak

yaklasik 1 cc SVF insiilin enjektorii ile 6 ayr1 noktadan enjekte edildi.

3.2 Anestezi ve Analjezi

Sicanlarin inguinal yag dokulari ¢ikarilirken, yanik olusturulurken ve doku
ornekleri alinirken intraperitoneal olarak ketamine hidrokloride (Ketalar , Pfizer-
Istanbul) (50 mg/kg) ve xylazine hydrocloride ( Rompun, Bayer-istanbul) (5 mg/kg)
verilerek anestezi saglandi. Cerrahi islem ve yanik olusturulmasindan sonraki 5 giin
icme sularina parasetamol 2mg/ml( Calpol, Glaxo Smith Kline- Istanbul) katilarak

analjezi sagland1 (51).

3.3 Stromal Vaskiiler Fraksiyonun Hazirlanmasi

Anestezi altindaki sicanlarin inguinal bolgeleri traslandi(Sekil 6) steril %10
povidon iyot (Isosol, merkez Laboratuar- Istanbul) ile temizlendi (Sekil 7). Her iki
inguinal krize paralel olarak yapilan insizyon ile girilerek inguinal yag
yastik¢iklarindan 2 adet 1x1x1 cm (1 cm3) biiyiikliigiinde yag dokusu eksize edildi
(Sekil 8). Insizyon alanlar1 3/0 Ipek ile dikildi (Sekil 9).
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Sekil 6: Inguinal bolgesi traglanmis sican Sekil 7: Povidon iyot ile temizlik

Sekil 8:inguinal insizyon Sekil 9: Inguinal insizyonun kapatilmasi

Cikarilan yag dokular1 birkag kez fosfat buffer soliisyonu ile yikand1 (Sekil 10). Ince
doku makas1 ile kiigiik parcalara boliindii (Sekil 11). Dokular %0.1 kollajenazla
(Collagenase from Clostridium histolyticum CO0130 , Sigma, istanbul) muamele
edilerek yavas calkalamali su banyosunda 37 °C de 60 dakika bekletildi (Sekil
12,13,14) Fosfat buffer soliisyonla (PBS, Sigma, Istanbul) seyreltilerek kollajenaz
uzaklastirildi.
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Sekil 10: Cikarilan inguinal yag dokusu Sekil 11: Yaglarin ince doku makasi ile

parcalanmasi

(. d

Sekill12: Calkalamali su banyosu Sekil 13: Calkalamali su banyosuna

koyma

Sekil 14 : Calkalamali su banyosundaki tiipler
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Hiicre siispansiyonu 1,300 rpm (260 G) de iki kez beser dakika santrifiij edildi (Sekil

15,16,17). Ustte matiir adipositlerden olusan siipernatant kismi uzaklastirildi. Dibe

coken pellet kisim filtreden siiziilerek ‘stromal vaskiiler fraksiyon’ olarak kullanildi

(Sekil 18) (45,50).

Sekil 15: Santrifiij aleti Sekil 16: Santrifiije konan tiipler

Sekil 17: Santrifiij edilmis siispansiyon Sekil 18: Stizme islemi

SVF hazirlanirken tiim ratlardan toplanan yag dokulart birlikte isleme alindi. Yag
doku kaynakli kok hiicreler non-immiinojenik profile sahip olduklarindan dolay:

allojenik kullanimlari miimkiindiir (52).
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Elde ettigimiz stromal vaskiiler fraksiyon icerisindeki canli hiicrelerin sayimi i¢in
100 mikro litre (ul) SVF eppendort tiipiine kondu, iizerine 100 mikro litre (ul)
Trypan Blue ilave edilerek pipetaj yapildi. Thoma lami diiz bir zemin {izerine kondu
ve lamelin yapigmasi gereken sayim alani cercevesinin iizerine lamel kapatildi.
Thoma laminin her iki yaninda bulunan kanallarin ortasinda kalan sayim alaninda
lamelin lam ile birlestigi noktaya pipetin ucunu dayayarak tam orta noktasindan
yavasga hiicre solusyonu sayim alanina pipetlendi (hazirladigimiz stispansiyondan 50
ul alarak). Daha sonra thoma lam1 mikroskobun tablasina yerlestirildi. Hiicreler tek

tek sayilarak not edildi (53). Yaklasik olarak 4x10%ml canli hiicre tespit edildi.

3.4 Yanik Olusturulmasi

Ratlarin sirt1 traglandi. Agiz acikligi yaklasik 7 cm? olan pet siseye 70°C sicak su
dolduruldu. Bu sise sicanin sirtinda ters ¢evrilerek kenarlardan sizdirilmadan 30 sn
siireyle sicanin sirtina temas ettirildi (Sekil 19,20) (54). Daha 6nce yapilan pilot

calismada bu sicaklik ve siirede derin 2.derece yanik elde edildigi goriilmiistii.

Sekil 19:Yanik olusturulan alan Sekil 20: Yanik olusturulmast

Yanik alam asagidaki formiile gére hesaplandi:
SA=k x W?

(SA: Yiizey alani, k sabiti: 9,46, W: agirlik)

24



Bu formiile gore hesaplandiginda siganlarin viicut alaninin yaklasik %?2 lik kisminin
yanmis oldugu goriildii. Yanik alaninin takibinde seri biyopsiler alinacagi i¢in en az
bu biiyiikliikte bir yamik alanina ihtiya¢ vardi. Daha genis bir yanikta sivi
canlandirma protokoliine ihtiya¢ olacagi ve ayrica daha fazla sistemik enflamatuar

yanit olusacagi i¢in daha biiytik bir yanik olusturulmada.

3.5 Doku Orneklerinin Alinmasi

Siganlarin yanik alanlarindan anestezi altinda 3, 7, 10. ve 14. giinlerde
yaklagtk 5x10mm boyutunda insizyonel biyopsiler alindi. Uglincii giin
enflamasyonun en yogun olacagi giin olarak diisiiniildiigi icin biyopsi almaya bu
giinde baslandi. Yedinci giin enflamasyonun seyri ve hiicre cogalmasinin baslayip
baslamadiginin belirlenmesi i¢in tercih edildi. Onuncu giin enflamasyonun takibi,
hiicre ¢ogalmasinin degerlendirilmesi ve damarlanmanin baslayip baslamadiginin
tespiti i¢in biyopsi alindi. Ondordiincii giin ise hem 6nceki olaylarin takibi hem de
doku yenilenmesinin gerceklesip gerceklesmediginin gozlenmesi icin biyopsiler

alindi. Alinan doku 6rnekleri % 10’luk formol soliisyonuna konuldu.

3.6 Degerlendirme
3.6.1 Histopatolojik Degerlendirme Yontemi

Yiizde onluk formol i¢inde saklanan deri Ornekleri histopatolojik takibe alindi.
Parafin bloklara gomiilen Orneklerden bes mikron kalinliginda kesitler alinarak
hemotoksilen-eozin boyasi ile boyandi. Boyanan preparatlar 151k mikroskobunda
degerlendirildi. Tiim histopatolojik degerlendirmelerde bakilan preparatin hangi
gruba ait oldugu patolog tarafindan bilinmemekteydi. Histopatolojik incelemede
enflamatuar hiicre yogunlugu (notrofiller, monositler, lenfositler vs.), damarlanma,

fibroblastik hiicre yogunlugu degerlendirildi (56).

Yogunlugu hig tespit edilmeyenler (0), zayif olarak tespit edilenler (1), orta derecede

tespit edilenler (2) ve giiclii olarak tespit edilenler (3) olarak skorlandi.
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3.6.2 immiinohistokimyasal Boyama Yontemi

Damar endotel biiyliime faktorii ve cogalan hiicre ¢ekirdek antijeni belirlenmesi igin
immiinohistokimyasal boyama kullanildi. Belirlenen giinlerde alinan biyopsiler
%10’luk formaldehit soliisyonunda tesbit edildi. Distile su ile yikandiktan sonra
sirayla %60, 70, 80, 90 ve 100’likk etanol soliisyonlarindan gecirilerek dehidrate
edildi. 90 dk ksilol soliisyonunda bekletildi ve 60°C’de parafine yerlestirildi. Bes
mikron kalinliginda kesitler lizin kapli lamlara alindi. Etiivde 60°C de bir saat
bekletilerek parafin eritildi. Etiivden ¢ikarilan lamlar 15 dk ksilol dolu kapta
bekletildi. Sirasiyla %99’luk, %96’lik ve %70’lik alkol soliisyonlarinda beser dakika
bekletildi. Preparatlar alkol soliisyonlarindan sonra distile suda 5 dk bekletildi.
%10’luk etilen diamin tetra asetik asit (EDTA,Thermoscientific/LLab Vision,
Germany) 1 soliisyonuna konulan camlar mikrodalga firmnda %50 giicle 20 dk
tutuldu. Endojen hidrojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in dokularin iizerine
%3’liik hidrojen peroksit damlatildi ve 10 dk inkiibe edildi. Camlar distile suya
almarak 5 dakika yikandi. Camlar fosfat buffer soliisyonda (PBS,
Thermoscientific/Lab Vision, Germany) 10 dk bekletildi. Damar endoteli biiyiime
faktorii antikoru ile boyanacak camlara 1/25 oraninda seyreltilmis VEGF antikor
(VEGF Ab-1, Thermoscientific/Lab Vision, Germany) damlatilarak 20 saat inkiibe
edildi. PCNA (PCNA Ab-1, Thermoscientific/Lab Vision, Germany) antikor ile
boyanacak camlara 1/100 oraninda dilue edilmis antikor damlatilarak 2 saat inkiibe
edildi. Antijen antikor baglanmasim gostermek icin camlara biotinylated anti-rabbit
antikor damlatilarak 10dk bekletildi, PBS icinde 10 dk yikandi, streptavidin ABC-
HRP damlatilarak 10 dk bekletildi, 10 dk PBS ile yikandi, diaminobenzidin (DAP)
kromojen damlatilarak 10 dk bekletildi, distile su ile 10 dk yikandi. Zit boyama
islemi i¢in Mayer hematoksilen damlatilarak 2 dk beklendi, distile suda 2 kez beser
dk yikandi. Dokular sirasiyla %70’lik, %96’lik ve %99’luk alkol soliisyonlarinda
beser dakika ve ksilol soliisyonunda 15 dk bekletildi. Lamlarin iizerine balsam

damlatilarak lamel ile kapatildi (57).
3.6.3 PCNA Indeksi Degerlendirmesi

PCNA, replikasyon ve onarim mekanizmalart esnasinda niikleik  asit
metabolizmasinda rol alan protein yapidir (58). Cogalan hiicre niikleer antijen
antikoru ile isaretlenen doku kesitlerinde hiicrelerde niikleer boyanma pozitif olarak

kabul edildi. Hiicre proliferasyonu maximum boyanma gosteren alanlardaki
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hiicrelerin sayilmasi ile skorlandi. Biiyiik biiyiitme sahasinda (X400) pozitif ve
negatif boyanan hiicreler sayildi. Her preparatta 100 hiicre sayilip pozitif boyanan

hiicrelerin sayis1t PCNA indeksi olarak belirlendi (57).
3.6.4 VEGF Ekspresyon Skoru degerlendirmesi

Kesitlerde, VEGF ekspresyonu, hiicrelerin boyanma yogunluklari ve pozitif boyanan

hiicrelerin oranina gore skorlandi (59). Skorlama su sekilde yapilds;

Tablo 2. VEGF ekspresyonun skorlanmasi

Parametre Skor

(a) Boyanma Siddeti

Zayif 1
Orta 2
Kuvvetli 3

(b) Pozitif hiicrelerin oram

< 1/3 yanik alan1 1
1/3-2/3 yanik alam 2
> 2/3 yanik alan1 3

(a) ve (b) skorlar1 toplam degerlendirmeye alindi

3.6.5 istatistiksel Degerlendirme

Bu calismanin istatistik analizleri SPSS 15.0 ve Sigmastat 3,5 paket
programlartyla %95 giiven seviyesinde yapildi. Degiskenlerin normal dagilip
dagilmadigi  Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Bagimsiz ikili grup
karsilastirmasinda Mann-Whitney U testinden faydalanildi. Bagimhi degiskenlerin
karsilastirilmasinda ¢ Tekrarli 6l¢timlerde varyans analizi’ ve Freidman analizinden

faydalanildi. P< 0,05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
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4. BULGULAR

4.1 Histopatolojik bulgular

Histopatolojik incelemede alinan doku Orneklerinin iyilesme siirecini takip
etmek i¢in enflamasyon, damarlanma ve fibroblastik aktivite degerlendirildi. Her bir

parametre i¢in kontrol ve tedavi gruplar1 karsilastirildi.
4.1.1 Enflamasyon

Incelenen doku orneklerinde 3 giindeki enflamasyon diizeyi her iki grupta hemen
hemen esit olarak gozlendi. Yedinci giin enflamasyon diizeyleri karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi ancak kontrol
grubunda artma egilimi gozlenirken deney grubunda azalma egiliminde oldugu
goriildii. Onuncu giinde kontrol grubunda enflamasyon belirgin olarak artarken
deney grubunda diisiik seviyelerde idi ve aradaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulundu. Ondordiincii giinde kontrol grubu enflamasyon diizeyi azalarak deney

grubu ile ayni seviyelere ulasti.
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Sekil 21: Histopatolojik olarak gbzlenen enflamasyon diizeyleri

Enflamasyonun diizeylerinin giinlere gore dagiliminin varyans analizi yapildiginda;

Kontrol grubunda enflamasyon diizeyleri 3. giinden itibaren 10. giine kadar artis
egiliminde seyretti ancak bu giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

yoktu. Onuncu giinden sonra istatistiksel olarak anlaml diisiis oldu.

Deney grubunda enflamasyon diizeyinin en yiiksek oldugu giinler 3. giin ve 7. giin
idi. Yedinci giinden sonra enflamasyon gerilemeye basladi. Istatistiksel olarak giinler

arasinda anlamli bir fak bulunamadi.

Tablo 3: Kontrol ve deney grubu enflamasyon diizeylerinin karsilastirmasi

3. GUN 7. GUN 10. GUN 14. GUN
X+SS X+SS XSS XSS
Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p—%75p) | Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p —%75p)

Kontrol 1.50+0.84 1.90+0.73 2.100.73 1.000.47
Grubu 1.00(1.00-2.25) 2.00(1.00-2.25) 2.00(1.75-3.00) 1.00(1.00-1.00)
Tedavi 1.500.70 1.500.52 1.300.48 1.000.00
Grubu 1.00(1.00-2.00) 1.50(1.00-2.00) 1.00(1.00-2.00) 1.00(1.00-1.00)
P P>0,05 (p=0.82) | P>0,05 (p=0.21) | P<0,05 (p=0.02) | P>0,05 (p=1.00)
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4.1.2 Damarlanma

Histopatolojik olarak damarlanmanin degerlendirilmesinde kontrol grubu ile deney

grubu arasinda 3.giin, 10.giin ve 14.giin anlamh farklilik tespit edildi. Ancak 7.giin

de istatistiksel olarak anlamli1 bir fark bulunamadi. Damarlanma kontrol grubunda 7.

giinden sonra ortaya ¢ikarken, deney grubunda 3. giinden sonra ortaya ¢ikmaktadir

ve daha yiiksek seviyelerde seyretmektedir.
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Sekil 22 : Kontrol ve deney grubu damarlanma diizeyleri

Damarlanmanin giinlere gore dagiliminin varyans analizi yapildiginda;

Kontrol grubunda ve deney grubunda tiim giinler arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik oldugu goriildii.

Tablo 4: Kontrol ve deney grubu damarlanma diizeylerinin karsilagtirmast

3. GUN 7. GUN 10. GUN 14. GUN

X+SS X+SS X+SS X+SS

Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p — %75p)
Kontrol Tiim degerler 1.10+0.73 1.70+0.67 2.40+0.70
Grubu sifir 1.00(0.75-2.00) | 2.00(1.00-2.00) | 2.50(2.00-3.00)
Deney 1.1+0.73 1.60+0.52 2.40+0.52 3.00+0
Grubu 1.00(0.75-2.00) | 2.00(1.00-2.00) | 2.00(2.00-3.00) | 3.00(3.00-3.00)
P P<0,05 P>0,05 P<0,05 P<0,05

(p=0.02) (p=1.12) (p=0.02) (p=0.01)
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4.1.3 Fibroblastik aktivite

Histopatolojik olarak fibroblastik aktivitenin degerlendirilmesinde gruplar arasinda
3.glin ve 14.giin anlamli fark bulunurken, 7.giin ve 10.giin anlamh bir fark tespit
edilmedi. Fibroblastik aktivite deney grubunda 3. giin baslarken kontrol grubunda
aynt giin hi¢ bir aktivite gézlenmedi. Yedinci giin kontrol grubunda fibroblastik
aktivitenin baglamis oldugu gozlenirken deney grubunda artarak devam etti.Onuncu
giinde her iki grubunda fibroblastik aktiviteleri esit olarak gozlendi. Ondordiincii giin
kontrol grubunda hafif bir artis izlenirken deney grubunda istatistiksel olarak anlamli

bir artis oldugu goriildii.
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Sekil 23: Kontrol ve deney grubu fibroblastik aktivite diizeyleri
Fibroblastik aktivitenin giinlere gére dagiliminin varyans analizi yapildiginda;
Kontrol grubunda 3, 7. ve 10. giinler arasinda fark varken, 14.giin de fark olmadig:

goriildii. Deney grubunda tiim giinler arasinda farklilik oldugu goriildii.

Tablo 5: Kontrol ve deney grubu fibroblastik aktivite diizeylerinin karsilagtirmasi

3. GUN 7. GUN 10. GUN 14. GUN

XtS8S XtS8S XtS8S XtS8S

Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p—%715p) | Ort(%25p —%15p) | Ort(%25p —%75p)
Kontrol Tiim dgerler 1.10+0.57 2.30+0.94 2.40+0.84
Grubu sifir 1.00(1.00-1.25) | 3.00(1.00-3.00) | 3.00(1.75-3.00)
Deney 0.90+0.57 1.40+0.52 2.30+0.48 3.00£0
Grubu 1.00(1.00-1.00) | 1.00(1.00-2.00) | 2.00(2.00-3.00) | 3.00(3.00-3.00)
P P<0,05 P>0,05 P>0,05 P<0,05

(p=0.00) (p=0.24) (p=0.71) (p=0.03)
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4.2 VEGF Ekspresyon skoru

Biyopsi alinan her giin icin deney ve kontrol grubu verileri birbiri ile kiyaslandi.
Kontrol ve deney grubu VEGF degerlerinin karsilastirmasinda 3.giin ve 10. giinlerde
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii. Deney grubunda 3. giin VEGF
ekspresyon skoru kontrol grubunun neredeyse 2 kati seviyede idi. Onuncu giine
kadar VEGF ekspresyon skoru deney grubunda daha yiiksek seviyelerde devam etti.

Ondordiincii giin her iki grubunda VEGF ekspresyon skoru diizeylerinin esitlenmis

oldugu goriildii.
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Sekil 24: Kontrol ve deney grubu VEGF ekspresyon skoru

VEGF ekspresyon skorunun giinlere gore dagiliminin varyans analizi yapildiginda
hem kontrol grubunda hem deney grubunda 3. giin ile diger giinler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu goriildii.

Tablo 6: Kontrol ve deney grubu VEGF degerlerinin karsilastirmasi

3. GUN 7.GUN 10. GUN 14. GUN
XSS XSS XSS X+SS
Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p — %T5p)
Kontrol 1.90+1.60 4.70+1.15 4.70+.82 5.50+.71
Grubu 2.00 (.00-3.0) 5.00(3.50-5.00) | 4.50(4.00-5.25) | 6.00(5.00-6.00)
Deney 4.00+1.25 5.50+.71 5.90+.32 5.50+.53
Grubu 4.00(3.50-5.00) | 6.00(6.00-6.00) | 6.00(6.00-6.00) | 5.50(5.00-6.00)
P P<0,05 P>0,05 P<0,05 P>0,005
(p=0.009) (p=0.098) (p=0.003) (p=0,830)
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4.3 PCNA indeksi

Kontrol ve deney grubu PCNA Degerlerinin karsilastirmasinda 3, 10. ve 14. giinlerde
istatistiksel anlamli bir fark oldugu goriildii. Her iki grupta da PCNA indeksinin 7.
giinde belirgin olarak yiiksek oldugu goriildii. Onuncu giinde ve 14. giinde kontrol
grubu ile deney grubu arasinda belirgin bir farklilik vardi. Ozellikle 14. giinde deney
grubu PCNA indeksinin belirgin derecede artmis oldugu goriildii.
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Sekil 25: Kontrol ve deney grubu PCNA indeksi
PCNA degerlerinin giinlere gore dagiliminin varyans analizi yapildiginda;

Kontrol grubunda 3. giin ile diger giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli1 bir fark
oldugu goriildii. Diger gilinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilemedi. Deney grubunda ise tiim giinler arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik varda.

Tablo 7: Kontrol ve deney grubu PCNA indeksi karsilastirmasi

3. GUN 7.GUN 10. GUN 14. GUN
X*S5S X*S5S X*S5S X*SS
Ort(%25p — %75p) | Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p —%75p) | Ort(%25p — %75 p)
Kontrol 1.00+.00 11.20+£7.80 11.10£10.90 17.20+8.33
Grubu 1.00(1.00-1.00) | 10.00(3.75- 11.00(1.00- 15.50(10.75-
7.50) 5.75) 20.50)
Deney 1.80+1.13 12.10+4.95 21.00+£10.24 34.60+9.74
Grubu 1.00(1.00-3.00) | 11.50(7.00- 20.00(16.00- 35.00(25.75-
16.50) 24.50) 41.25)
P P<0,05 P>0,05 P<0,05 P<0,05
(p=0.03) (p=0.67) (p=0.05) (p=0.002)
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5. TARTISMA

Yanik tedavisi Plastik Cerrahinin temel konular1 arasindadir. Yaniklar bircok nedene
bagli meydana gelse de alev ve sicak sivilar giiniimiizde en sik goriilen yanik
sebepleridir (1). Bu nedenle calismamizda sicak su ile olusturulan yanik modeli
kullanildi. Sicak sivilarla olusan yanikta, yanik derinligi sivinin 1sisina, yogunluguna,
temas siiresine, etkilenen bolgedeki deri kalinligina, hastanin yasima vs. bagl olarak
degisebilir. Sicak sivilar ve yaglar genellikle derin 2.derece ve hatta 3.derece
yaniklara neden olmaktadir. Derin 2.derece yaniklarin spontan iyilesme siireci 3-8
haftadir Normal deri bariyerinin kaybiyla yamiga baghi komplikasyonlar gelismeye
baglar. Bunlar enfeksiyon, sivi kaybi, 1s1 kaybi, insanlar arasi iletisimi saglayan
goriiniim ve dokunma gibi duyu kayiplaridir. Ge¢ donemde ise fonksiyon kisitliligi
yapabilen biiziilmeler, cekilmeler ve skarlar goriilebilir.(29). Ikinci derece yaniklarda
tedavi siirecini kisaltmak ve komplikasyonlar1 azaltmak i¢in nekrotik dokularin erken
tanjansiyel eksizyonu ve greft ile deri bariyerinin olusturulmasi giiniimiizde en
gecerli tedavi metotudur (15,27,30). Derin 2.derece yaniklarin spontan
epitelizasyonunu hizlandiracak, doku elemanlarinin yenilenmesini saglayacak etkili

ve ekonomik bir tedavi secenegi heniiz yoktur.

Rejeneratif tip, hasarli dokularin yenilenmesinde viicudun kendi kok hiicrelerinin ve
biiylime faktorlerinin kullanilmasi esasina dayanan alternatif bir tedavi stratejisi
olusturmaktadir (4,6,8,9,20,44,53). Yag dokusu, hiicreler aras1 baglar1 yikilip

santriifiij edildiginde fraksiyonlarina ayrilmaktadir (3). Hiicreden zengin stromal
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vaskiiler fraksiyon kisminin rejeneratif tedavide kullamilabilirliligi ve faydalarin
arastirmaya yonelik calismalar son yillarda hiz kazandi. Plastik cerrahi ile ilgili
olarak yapilan calismalarda stromal vaskiiler fraksiyonun ve igerisinde yer alan kok
hiicrelerin; yara 1iyilesmesinde (4), kinigikliklarin azaltilmasinda  (4,10),
damarlanmanin arttirilmasinda ve iskeminin azaltilmasinda (5), hiicrelerin oksidatif
hasardan korunmasinda (7), flep canliliginin arttiritlmasinda (47), iskemi-reperfiizyon
hasarinin azaltilmasinda (48), radyonekrozlu dokularin iyilesmesinde (49), dokulara
kok hiicre deste8i saglamada (53) ve yag grefti yasamini arttirmada (60) olumlu
etkileri oldugu goriildii. Calismamiz SVF'nun yamk yarasindaki etkilerinin
arastirtlmasi i¢in planlandi. Stromal vaskiiler fraksiyonun bilinen etkileri 1s18inda

yanik iyilesmesini olumlu yonde etkileyecegi diisiiniildii.

Kolay elde edilebilen cilt alt1 yag dokusu stromal hiicrelerinin gii¢lii anjiogenik ve
antiapopitotik potansiyeli Rehman ve ark. larmin yaptigi calismada gosterildi. Bu
calismada SVF’nun GM-CSF, VEGF, HGF, bFGF ve TGF gibi biiyiime faktorleri
salgiladigi  gosterildi. Hipoksik ortamin biiylime faktorleri iiretimindeki etkisi
arastirildiginda diisiik oksijenli ortamda VEGF salinmminin yaklagik 5 kat artmis
oldugu goriildii. Damarlanmanin artabilmesi i¢in endotel hiicrelerinin ¢cogalmasi ve
canli kalabilmesi gerekmektedir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda SVF’1i kiiltiir
ortaminin endotel hiicrelerinin c¢ogalmasini arttirdigi, bu artisin diisiik oksijenli
ortamda daha yiiksek oldugu ve hiicrelerin apopitoz oranlarinin da diisiik oldugu
gozlendi. Stromal vaskiiler fraksiyon hiicrelerinin canli dokuda yasayip yasamadigini
anlamak icin farelerde iskemik arka bacak modelinde ¢alisma yapildi. Yesil florasan
isaretli SVF hiicreleri farelerin bacaklarina enjekte edildi. 1 hafta sonra kesitler
alindiginda isaretli SVF hiicrelerinin biiyiik kisminin canli oldugu goriildii. Onuncu
giiniin sonunda SVF uygulanan farelerde bacagin canli oldugu, diger grupta ise
tamamen nekroze oldugu goriildii (4). Yanik yarasinda damarlarda mikrotrombiisler
olusur. Ayrica hasarli dokudan ortama salinan toksik inflamasyon mediatorleri
kapiller endotel hasar1 olusturmaktadir. Bunlarin sonucunda yanik yarasinda hipoksik
bir ortam olusur (15). Hipoksik, yogun inflamasyonun eslik ettigi ve nekrotik
dokularin bulundugu bir ortamda damarlanma artisi ile hasarli ve canli hiicrelerin
beslenmesinin saglanmasi, apopitozun azaltilmasi ve ortamda bulunan biiyiime
faktorlerinin arttirllmasinin derinin kendini yenilemesine olumlu katki saglayacagi

distiniildii. Yaptigimiz calismada SVF uygulanan grupta damarlanmanin daha erken
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basladig1 ve daha yiiksek seviyelerde seyrettigi goriildii. Bu bulgu daha once yapilan

caligmalarla uyumlu bulundu.

Dermal fibroblastlar hiicreler arasi matriks poteinleri, glikoproteinler, yapistirici
molekiiller, bazi sitokinler ve kollajen sentezlerler. Ayrica fibroblastlar
keratinositlerle ve endotel hiicreleri ile siirekli etkilesim halindedirler. Ultraviyole-B
isinlart  kollajen yikimimi arttirarak ciltte kirigikliklara neden olur. Kim ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada farelere ultraviyole-B 1sinlar1 uygulanarak kirisikliklar
olusturuldu. Daha sonra cilt altina ADSC enjekte edildi. Deri kalinlig1 ve kollajen
miktarmin arttigl, kinsikliklarin anlamh diizeyde azaldigi, fibroblastlarin ¢ogaldig:
ve fibroblastlardaki apopitotik hiicre Oliimiiniin azalmis oldugu goriildii (10). Bu
bulgularin yanikli derinin yenilenmesinde faydali olacagi muhakkaktir. Derin 2.
derece yaniklarda dermisin derinlerinde canli kalan fibroblastlarin korunmasi,
cogalmasinin saglanmasi, kollajen ve hiicreler aras1 madde sentezlerinin artmasi ve
deri kalinliginin arttirilmasi deri yenilenmesini hizlandiracaktir. Bizim ¢alismamizda
da fibroblastik aktivitenin SVF uygulanan grupta daha erken donemde basladigi ve
daha yiiksek diizeylerde seyrettigi goriildii. Elde ettigmiz veriler SVF nun dermis

hiicrelerinin yenilenmesinde olumlu etkilerinin oldugunu gosterdi.

Yanik yaralanmasi staz zonundaki ve hiperemi zonundaki hiicrelerde apopitozu
uyarmaktadir (31,32). Apopitoza programlanmis hiicrelerin kurtarilmasi doku
hasarin1 azaltir. Stromal vaskiiler fraksiyonun anti-apopitotik etkinligi yapilan
calismalarda gosterilmistir (5). Bizim c¢alismamizda direk olarak apopitozu
degerlendirmeye yonelik bir veri yoktur bu nedenle SVF’nun yanik yarasindaki
apopitoza olan etkisi net olarak ortaya konamamistir ancak onceki ¢alismalarin verisi

15181nda olumlu etkileri oldugu diisiiniilmektedir.

Stromal vaskiiler fraksiyon icerisinde kok hiicrelerin yani sira endotel hiicreleri ve
perisitler de bulunmaktadir. Rubina ve ark. tarafindan yapilan caligmada SVF
icerisinde bulunan perisitlerin endotel hiicreleri ile direk etkilesime girerek olusan
yeni damarlarin stabilizasyonunu sagladig goriildii. Aym1 calismada Onceki
caligmalara paralel olarak SVF hiicrelerinin anjiogenik va anti-apopitotik biiyiime
faktorleri salgiladigi, bu salgilarin hipoksik ortamda belirgin diizeyde arttig1
gosterildi (6). Yara iyilesmesinde olusan yeni damarlarin stabilizasyonun saglanmasi

saglikli doku olusumu icin gereklidir. Yaptigimiz calismada endotel hiicreleri ve
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perisitler direk olarak incelenmedi ancak SVF uygulanan grupta gozlenen

damarlanma artisina katki sagladiklar diisiiniilmektedir.

Yag doku kaynakli kok hiicrelerin antioksidan etkileri vardir ve dermal fibroblastlar
oksidatif hasardan korumaktadirlar. Kim ve ark. tarafindan yapilan calismada
fibroblastlar ADSC’ler ile birlikte kiiltiire edilerek siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzim diizeyleri 6l¢iildii. Kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda ADSC’lerle birlikte kiiltiire edilen ortamlarda antioksidan enzim
diizeylerinin anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edildi. Ayrica ADSC’lerin
fibroblastlarin canli kalma oranimi arttirdigl, oksidatif stresten korudugu ve apopitoz
oranini azalttig1 gosterildi (7). Oksidatif hasar yanik yarasinda da goriilmektedir. Bu
hasarin azltilmasina yardimci olan faktorler sayesinde dokudaki canli hiicreler

korunabilir.

Yanik yarasinda nekroz alani ¢evresindeki doku hasarinin ¢ogu yanikla aktive olan
toksik enflamasyon mediatorlerine bagli gelismektedir. Yara iyilesmesi icin
enflamasyon gereklidir ancak yanikta oksidanlar ve proteazlar gibi enflamatuar
mediatorlerin asirt salinmmmi damar endoteli ve deri hiicrelerinin hasarini arttirir.
Enflamasyon biiyiime faktorlerinin de fonksiyonunu bozar. Enflamasyon esnasinda
ortamdaki oksijenin nétrofiller tarafindan kullanilmasi doku hipoksisini arttirir (15).
Gonzales ve ark. tarafindan yapilan calismada ADSC’lerin otoimmun yaniti ve
enflamasyonu azalttigi gosterildi. Lokal olarak enjekte edilen ADSC’ler cesitli
enflamatuar sitokin ve kemokinlerin sentezini azaltmakta ayni zamanda
antienflamatuar sitokin olan interlokin-10"nun salilmmmini arttirmaktadir (9). Bizim
calismamizda SVF’nun antienflamatuar etkinligini gosteren bulgular elde edildi.
Stromal vaskiiler fraksiyon uygulanan yanik yaralarinda enflamasyonun {igiincii
giinden sonra artmadig kontrol grubunda ise artisin onuncu giine kadar devam ettigi

goriildii.

Yag doku kaynakli kok hiicrelerin yara iyilesmesindeki etkileri hem fizyolojik hem
de patolojik yara modellerinde c¢alisildi. Ebrahim ve ark. tarafindan yapilan
caligmada radyasyon uygulanan ve uygulanmayan farelerde olusturulan yara
modellerinde SVF yara cevresine lokal olarak enjekte edildi. Olusturulan acik
yaralarin ¢alisma grubunda, kontrol grubuna oranla daha kisa siirede kapandigi ve
derinin daha elastik oldugu goriildii. Stromal vaskiiler fraksiyonun doku

rejenerasyonundaki akibetini arastirmak i¢in yesil fliioresan isaretli stromal hiicreler
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yaraya uygulandi. Bunlarin bir kismunin keratinositlere doniistiigli goriildi.
ADSC’lerin yiiksek oranda keratinosit biiylime faktorii salgiladiglr ve damarlanmayi
arttirdigr gozlendi (8). SVF ‘nin yanik yarasinda, fibroblastlart ve damarlanmay1
arttirdigi bizim yaptigimiz calismada da gosterildi. Ancak bunun kok hiicre
farklilasmasiyla m1 olustugu yoksa kok hiicrelerden salinan biiyiime faktorlerine mi
bagl olarak ortaya ¢iktigi net degildir. Yesil floresan isaretli SVF hiicrelerin yanik
yarasindaki akibeti ve kok hiicrelerin hangi hiicrelere farklilastiginin ortaya konmasi

icin ileri caligmalarin yapilmasi gereklidir.

Yanik yarasinin iyilesmesi esnasinda dolasimda yer alan kok hiicrelerin buraya gog
ettigi, cesitli hiicrelere farklilastigi ve yeni olusan dokunun yapisina katildigi
bilinmektedir (34). Yaptigimiz c¢alismada stromal vaskiiler fraksiyon igerisinde
bulunan kok hiicreleri direk olarak dermise verdik. Bu hiicrelerin parakrin etkiyle
tyilesme esnasinda gerekli hiicre tiplerine farklilastigi diisiiniilmektedir. Stromal
vaskiiler fraksiyon icerisindeki ADSC’lerin hangi doku elemanlarina farklilagtigin

ortaya koymak i¢in ileri ¢calismalarin yapilmasi gereklidir.

Yag doku kaynakli kok hiicreler klinik olarak kolay elde edilebilen zengin bir
otogreft kaynagidir. Yag doku kisinin kendisinden elde edildigi icin immiin
reaksiyon olusmasi beklenmez ve etik bir sorun olusturmaz (41). Derin 2. derece
yaniklarin tedavisinde altin standart otolog deri grefti uygulamasidir. Ancak genis
yaniklarda deri grefti almak icin yeterli alan bulunamamaktadir. SVF nun yag emme
yontemiyle elde edilmesi kolay ve morbiditeyi ¢ok fazla arttirmayan bir yontemdir.
2. Derece derin yamklarda deri grefti uygulanmadan Once yanik alanlarina
intradermal olarak SVF uygulanmasi doku onarimini hizlandirabilir ve greftlenmesi

gereken alan1 azaltabilir.

Saflagtinlmis yag doku kaynakli kok hiicrelerinin etkinligi heterojen hiicre
karistmindan olusan SVF ile karsilastirildiginda in-vitro farklilagsma potansiyeli daha
fazladir (53). Ancak SVF den ADSC izolasyonunda daha fazla teknik ekipmana
ihtiyac duyulmakta, daha uzun zaman gerektirmekte ve tedavi maliyetini
yiikseltmektedir. Yanik gibi acil miidahale gerektiren yaralanmalarda taze elde edilen

SVF kullanilmast daha uygun olacaktir.

Genis yaniklarda greft alinabilecek saglam deri miktar1 ciddi oranda azalir. Nekrotik

yanik alanlar1 uzaklastirildiktan sonra olusan defektlerden sivi kaybi devam eder
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ayrica bu alanlarda derinin koruyucu ozelligi ortadan kalktigi i¢in enfeksiyon
gelisimi siktir. Erken donemde stromal vaskiiler fraksiyon uygulanarak hasarli
hiicreler kurtarilabilir ve 6lii dokularin yeniden yapilandirilmasi saglanabilir. Boylece
hem uzaklagtirilmasi gereken doku miktar1 azaltilir hem de greftlenmesi gereken alan

kiigtiltiilmiis olur.

Yanik yarasinin iyilesmesinde epitelizasyon elbetteki cok onemlidir. Ancak sadece
epitel olusumu ile degil, doku elemanlarinin yenilenmesi ile olusan iyilesme ¢ok
daha onemlidir. Zira rejenerasyon ile derinin yerine getirecegi fonksiyonlar: artacak,
skar dokusu olusumu ve buna bagh olarak ortaya ¢ikan olumsuzluklar azalacaktir.
Calismamizda SVF’un yanik yarasinda damarlanmayi, fibroblastik aktiviteyi ve
hiicre ¢ogalmasim arttirdigr gosterilmistir. Bunlarin tiimii g6z Oniine alindiginda

rejenerasyonun olumlu yonde etkilendigi goriilmektedir.

Bizim caliyjmamizda yara iyilesmesi 14. giine kadar degerlendirilmistir. 14. giinde
yapilan epitelizasyon degerlendirmesinde hem deney grubunda hem kontrol
grubunda yeterli diizeyde epitel olugsmadigr goriilmiistiir. Epitel olusumunun

degerlendirilmesi i¢cin daha uzun siireli takiplere ihtiyac¢ vardir.
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6. SONUC

Stromal vaskiiler fraksiyon yanik yarasindaki yogun enflamasyonun kontrol altina
alinmasinda etkilidir. Stromal vaskiiler fraksiyon enflamasyonun artmasini
engellemekte ve daha erken donemde kontrol altina alimmasini saglamaktadir.
Giinlere gore dagilimina bakildiginda enflamasyon kontrol grubunda 10. giine kadar
yiikselmekte sonra diisiis gostermektedir. Deney grubunda ise enflamasyon 3.

giinden sonra artis gostermemekte ve 7. giinden sonra diismeye baglamaktadir.

Stromal vaskiiler fraksiyon damarlanmanin daha erken baslamasini saglamakta ve
daha yiiksek diizeylerde devam ettirmektedir. Histopatolojik olarak damarlanmanin
degerlendirilmesinde gruplar arasinda 3.giin, 10.giin ve 14.glin anlaml farklilik
tespit edildi. Ancak 7.giin de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. .
Damarlanma deney grubunda 3. giinden sonra ortaya ¢ikarken, kontrol grubunda 7.

giinden gozlenmektedir ve deney grubunda daha yiiksek seviyelerde seyretmektedir.

Stromal vaskiiler fraksiyon fibroblastik aktiviteyi daha erken donemde baslatmakta
daha yiiksek seviyelerde devam ettirmektedir. Histopatolojik olarak fibroblastik
aktivitenin degerlendirilmesinde gruplar arasinda 3.giin ve 14.giin anlamli fark
varken, 7.giin ve 10.giin anlaml1 bir fark tespit edilmedi. Fibroblastik aktivite deney
grubunda 3. giinde gozlenmeye baslarken kontrol grubunda 7. giinden sonra ortaya
cikmaktadir. Ondordiincii giin ise deney grubunda fibroblastik aktivite kontrol

grubuna gore yliksek olarak gozlenmektedir.
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Stromal vaskiiler fraksiyon, VEGF salinimim attirmaktadir. Deney grubunda VEGF
salintmi daha erken donemde yiikselmekte ve 10. giine kadar daha yiiksek
diizeylerde devam etmektedir. Deney grubunda 3. giinde VEGF antikor salinimi

artarken, kontrol grubunda 7. giinden sonra artis oldugu goriildii.

SVF uygulanan grupta PCNA indexi daha erken donemde artmakta ve daha yiiksek
diizeylerde seyretmektedir. Deney grubunda PCNA indexinin 3. giinden itibaren
yiiksek oldugu goriildii. Kontrol grubunda bu yiikselme 7. giinden sonra oldu.
Onuncu ve 14. giinlerde de deney grubunda PCNA indexi kontrol grubuna gore daha
yiiksek idi.

Bu bulgular 151ginda SVF’ nun yanik yarasi rejenerasyonunda olumlu etkileri oldugu

diistiniilmektedir.
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