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OZET

Sicanlarda Silikon Implant Etrafinda Kapsiil Olusumuna Otojen Yag Dokudan
Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin Etkisinin Arastirilmasi: Sican Modelinde
Deneysel Calisma

Bu calismada, Otojen yag dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin silikon
etrafindaki kapsiil olusumuna etkisini arastirdik. Calismada 270-310 gr agirhiginda 16 adet
Wistar Albino cinsi sigan kullanildi. Denekler deney ve kontrol grubu olmak iizere esit sayida
iki gruba ayrildi. Tim gruplarin pektoral boélgesinde protez kadar pos agilarak cilt altina
silikon implantlar yerlestirildi. Grup 1 i¢in herhangi bir uygulama yapilmazken Grup II i¢in
40milyon/cc hiicre bulunan siispansiyon silikonun oldugu posa enjekte edildi. Tim
gruplardan ameliyattan 8 hafta sonra protezler ¢ikarildi. Olusan kapsiil iki tabaka halinde
cikarilarak histopatolojik degerlendirmeye alindu.

Morfometrik degerlendirme ile kapsiil kalinligi hacimsel 6l¢iildi, immunohistokimya
yapilarak prokollajen—kollajen miktarina bakildi ve Masson Trikrom boyama ile 11k
mikroskopisi yapildi. Grup I ile Grup II arasinda morfometrik degerlendirmede kapsiil
kalinlig1 agisindan anlamli farklilik goriildi (p<0,032). Grup II’de prokollogen-kollogen
miktar1 disiik bulundu. Isik Mikroskopisinde ise Grup Il de neoanjiogenez yiiksek oldugu
saptandi.

Bu ¢alismada, 40milyon/cc mezenkimal kok hiicre kullanilarak silikon implant etrafinda
kapsiil olusumunu azalttigin1 ve silikon implantin yabanci cisim reaksiyonu olusturmadigini

saptadik.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, yag doku, silikon implant



ABSTRACT

An experimental study in a rat model: The research of the effect of mesenchymal
stem cells derived from autogenous fat tissue to the capsule formation around silicone
implants.

In this study, the effect of mesenchymal stem cells derived from autogenous fatty
tissue on capsule formation around silicone implants was investigated.

16 Wistar Albino rats, weighing between 270-310 gr, were used for the study. The
subjects were divided into two groups as control group (Group I,N:8) and stem cell treated
group (Group 11,N:8) . The silicone implants were placed subcutaneously in the pectoral area
by creating a implant size pocket precisely.In group I1(N:8) a 40 million cells / cc of stem
cell suspension was injected in the pocket yet surounding the implant evenly. All animals
were autonized and implants were removed with the capsule shell at the postoperative 8"
week from.The specimens were examined histologically by using the morphometric
evaluation for capsule thickness and the immunohistochemical dye for measuring
procollagen/collagen ratio. Results showed that the capsule thickness was significantly
deceased in groupll(p<0,032).Also the procollagen/collagen ratio was lower in group Il in

comparing to values in the control group.
In conclusion, this study shows that adipose derived mesenchymal stem cells have

indeed decreased the capsule formation in silicone implants which may denote to a future

treatment modality in capsule contracture resulted after breast augmentation.

Key Words: Mesenchymal Stem Cell, Fat Tissue, Silicon Implant
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1. GIRIS

Alloplastik implantlarin, yumusak doku ve kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda
kullanimi giin gectikce artmaktadir.

Silikon, polimerler smifindan olup, yalmiz kozmetik amagli operasyonlarda degil,
tendon rekonstriiksiyonu, eklem replasmani, hipertrofik skar tedavisinde oldugu gibi genis bir
kullanim alanma sahiptir. Silikon, non-toksik, non-irritan, non-allerjenik, non-karsinojenik
inert bir materyaldir (1-3). Viicuda yerlestirildiginde ¢evresinde fibroz kapsiil gelisir.
Kapsiiliin zamanla kalinlastigi, kontrakte oldugu ve boylelikle implantin distorsiyonuna neden
oldugu bilinir (4). Kapsiil olusumu ve sonrasinda kapsiiler kontraktiir gelisimini 6nlemeye ve
azaltmaya yonelik pek ¢ok calisma yapilmustir. implanta ait yiizey &zelliklerinin, implanti
dolduran maddeye ait 6zelliklerin, implant lokalizasyonunun kapsiil gelisimi {izerine olan
etkileri incelenmistir (5). Implantin yerlestirilecegi alan povidon iyot soliisyonuyla yikanmus,
intraluminal antibiyotik denenmistir (6,7). Peroperatif ve postoperatif donemlerde; steroidler,
E ve A vitamini, ibuprofen kullanilmis, kapsiile MitomisinC, amnion sivisi gibi maddelerin
enjeksiyonu incelenmistir (8-11).

Subkutan mastektomi sonrasi beklemeksizin ekspandir ve implant ile meme
rekonstriiksiyonu uygulanmasi hastalar i¢in dnemli bir segenektir. Yapilan ¢aligmalar, silikon
implant ile meme rekonstruksiyonu sonrasi radyoterapi uygulanan olgularda basta kapsiiler
kontraktiir olmak iizere komplikasyon oraninin arttigini gostermistir (12-15).

Yeni binyil ile popiilerligini artiran “kok hiicre teknolojisi” heniiz az bilgiye ragmen
birgok konuda umut vaat etmektedir. Yapilan c¢aligmalarda miyokard infarktiisiinden
Parkinson hastaligina, diabetten kansere kadar birgok hastaligin tedavisinde, kok hiicre ile
olumlu sonuglar alinmistir. Hatta ileri donem Hodgkin ve 16semi hastalarina giiniimiizde tek
care olarak kok hiicre tedavisi onerilmektedir (16). Olusmus olan kapsiilii yok etmeye ya da
azaltmaya yonelik kok hiicre ¢aligmalar1 yapilmistir. Kemik iliginden elde edilen mezenkimal
kok hiicreler ile subklinik enfeksiyonu yok ederek, adiposit kaynakli kok hiicrelerden salinan
hepatosit growth faktor, fibroblast growth faktor ile olugsmus olan kapsiiliin azaltilmasi
saglanmustir (17). In vitro bir ¢alismada ise yag dokudan elde edilen stromal hiicrelerin
fibroblast growth faktor lizerinden fibrogenezi inhibe ettigi saptanmustir (18).

Bu ¢alismada amag biyolojik protez olusturmaya ¢alismaktir. Biyolojik bir protez i¢in
gerekli olan ise yabanci cisim reaksiyonu yaratmamali, mikroorganizmalarin iiremesine ortam
hazirlamamali ve steril edilebilir, non toksik, non allerjenik, nonkarsinojenik ve biyolojik

olarak uyumlu olmalidir . Giiniimiizde tamamen bu kriterlere uygun protez mevcut



degildir.Yag doku kaynakli kok hiicrelerin verildigi bolgede yeni damar olusumunu
saglayarak kan akimini arttirdigi ,bu mekanizmayla bakteri {liremesine kars1 direng
olusturdugu bilinmektedir.Ayn1 zamanda uygulandig1 bolgede fibroblastlarin davranisini
degistirerek yara iyilesmesinin reorganizasyon safhasinda kollajenin asir1 olarak iiretilmesini
engelledigi diigiiniilmektedir. Ayn1 zamanda kok hiicreler protezin etrafini bir ortii gibi sararak
hiicresel sinyalleri degistirerek yabanci cisim reaksiyonunu engelleyebilirler. Tim bu
mekanizmalardan faydalanilarak protezin otojen bir dolgu seklinde kullanilmasini

saglayabilirler.



2. GENEL BILGILER
2.1. Dermisin Anatomik ve Histolojik Yapisi

Derinin epidermisten sonra, derin katmanini olusturan dermisin primer fonksiyonu
epidermisi beslemek ve desteklemektir (Sekill). Dermis daha kompleks yapiya sahiptir ve iki
tabakadan kompozisyonuyla olusur.

a. Papiller dermis

b. Retikiiler dermis

Dermis

Hypodermis— &

Sekil 1. Derinin katmanlarinin goriiniimii

Papiller dermis tabakasi insana O6zgii bir yapidir, diger memeli tiirlerinde daha az
gelismigtir. Papiller dermis incedir. Kapillerlerin, elastik ve retikiiler liflerin, daha az oranda
kollajenin gevsek bir konnektif bag dokusu i¢inde diizenli ve seyrek dagilimindan olusmustur.

Retikiiler dermis kalindir. Daha genis ¢apli kan damarlarini, elastik lifleri, ¢apraz baglar
yapmis ve yiizeye paralel diizenlenmis kollajen lifleri igeren siki konnektif dokudan olusur.

Retikiiler tabaka, ayrica fibroblastlari, mast hiicrelerini, sinir uglarini, lenfatikleri, epidermal



cepleri igerir (19). Dermis mukopolisakkaridlerin (hyaluronik asit basta olmak {izere)
kondroitin sulfat ve glikoproteinlerin kompozisyonuyla olusmus jel benzeri zeminle
stirlanmistir. Dermisin asil hiicre tipi fibroblastlardir. Bu hiicreler prokollajen iiretir ve
salmmmin1 saglar. Prokollajen tek bir aminoasit zincirinden olusur. Bu zincirler disiilfid
baglariyla baglanip ii¢lii heliks yapisinda tropokollajeni olusturur. C vitamininin koenzim
oldugu prolin ve lizin hidroksilasyonundan sonra ¢apraz baglh kollajen lif yapisi olusur. Bu
sik1 capraz bagli kollajen lifler derinin siyrilma ve diger mekanik giiclere karsi direngli
olmasin1 saglar ve gerim giiciinii olusturur. Dermisin agirligiin % 70’ini Tip | kollajen ( total
kollajenin % 85°’1) ve Tip Il (Total kollajenin % 15’1) olusturur. Elastik lifler dermis
agirliginin % 1°den azini olusturur ancak cildin deforme edici giiglere karsi direncini ve eski
formuna donmesini saglar.

Dermisde yer alan diger hiicreler mast hiicreleri, histiositler, lenfositler, Langerhans
hiicreleridir. Mast hiicreleri, diger konnektif doku hiicrelerinden bazik anilin boyalar ile
metakromatik boyanma 6zelligi gostermesi ile ayrilir. Bu hiicreler kan damarlari, sinirler ve
deri eklerine yakin yer alirlar. Mast hiicreleri panhemapoetik belirtecler sunarlar. Langerhans
hiicrelerinin geg asir1 duyarlilik ve deri allogreft reaksiyonlarinda anahtar rol oynayan, kemik
iligi kokenli immunkompetan hiicre oldugu bilinmektedir. Dermoepidermal bileske epidermis
ve dermisi birbirine baglayan tabakadir. Lamina Ilucida ve lamina densanin
kompozisyonundan olusur. Lamina lucida epidermal keratinositlerin bazal tabakasinin hemen
altinda yer alir. Lamina densa kalindir, dermisle temas halindedir. Dermal papillalar papiller
dermisten cilt yilizeyine uzanan, kapiller ve lenfatik pleksusu iceren, parmak benzeri
¢ikintilardir. Bu ¢ikintilar yiizey alanin1 genisleterek, avaskuler epidermisin dermisten oksijen
ve besin ihtiyacin1 difuzyon yoluyla karsilamasini kolaylastirir (20). Epidermal girintiler,
differansiyasyona ugramis epitel hiicrelerinin olusturdugu, intradermal epitelyal tabakadir.
Ustteki epidermis tabakasi ayrildiginda (yanik, abrazyon, kismi kalinlikta deri grefti
alindiginda) epitelizasyon i¢in gerekli epitel hiicrelerinin kaynagi bu tabakadir. Epidermal
girintiler sebase bezler, yag bezleri, apokrin bezler, meme bezleri, kil folikiillerinin etrafin1 da
ayrica ¢evreler. Insan derisi iyi kanlanan bir organdir. Kutandz damarlar; septokutandz,
fasiokutandz  perforatdrlerden veya muskuler damarlarin terminal  dallarindan
(muskulokutandz perforatdrler) orjin alirlar. Epidermis, dermisten diffiizyon yoluyla beslenir.
Deriyi besleyen damarlar, komsulugunda seyrettigi konnektif dokuda (kemik, kas, fasya, yag)
seyreden damarlarin dallar1 ile anastomozlar yapar. Bdylece birbirlerine kominikan
damarlarla bagl yiizeyel ve derin vaskiiler pleksus olusur. Bu pleksuslarin kapillerleri papiller

dermise kadar ulasir. Kutandz damarlar diger kutanéz damarlarlada anastomoz yaparak



horizontal damar agi olusturur. Random cilt fleplerinin beslenmesini bu ag saglar.
Termoregulasyon, hipotalamusun kontrolu altinda kutanéz damarlarin vazokonstriksiyon ve
vazodilatasyonuyla saglanir. Dermiste myelinli ve myelinsiz duyusal sinirler bulunur. Sinir
uclar epidermise penetre olurlar. Dokunma duyusunu algilayan Meissner cisimcikleri, basing
duyusunu algilayan Pacinian cisimcikleri dermiste bulunur. Motor sinirler kan damarlarini, ter
bezlerini, erektdr pili kasint innerve eder. Erektor pili kasinin insersiyosu kil kokiindedir.

Kasildiginda kili dik konuma getirir.

2.2. Fare Derisinin Anatomik ve Histolojik Yapisi

Yapilan ¢aligmalar; epidemis, dermis ve subkutan dokuyu ve yag bezlerini igermesi
yoniinden insan dersine en yakin derinin fare derisi oldugunu gostermistir. Fare epidermisi
iki, ii¢ sira hiicreden olusan c¢ok katli yass1 epitel yapisindadir. Keratin kat1 oldukga incedir.
Stratum spinosum tabakasi yoktur. Stratum bazale ve graniilozum belirgindir. Papiller dermis
az gelismistir. Kollajen lifler epidermise yakin ince, derinde kalin demetler yapar, insan
derisinden farkli olarak yiizeye paralel seyretmeyip her yone dogru uzanim gosterir. ince
kollajen lifler subkutan dokuda yag hiicreleri gevresinde de izlenir. Insan derisinde elastik
lifler tim dermise yayilmis olup retikiiler dermiste siki bir ag tabakasi olustururken, fare
dermisinde elastik lifler seyrektir ve caprazlasmadan bulunur. Dermis kil folikiillerini ve yag

bezlerini yogun bigimde igerir. Fare derisinde subkutan doku kalindir (21).

2.3. implant Materyelleri ve Silikonun Kimyasal Yapisi

Implant materyelleri, ilk kez Inka’lar tarafindan altin ve giimiisiin doku defektlerinde
kullanilmasi ile tip diinyasina girmistir (1). Yapilan ¢alismalar ideal implant materyelinin,
nonalerjen, non-karsinojen, gerilme ve basi gibi eksternal travmatik giiglere direngli olmasinin
yaninda, steril edilebilir ve istenilen formda iiretilebilir olmas1 gerektigini ortaya koymustur
(3,8,22). Otojen doku kullanimina alternatif olan implantlarin avantajlari; operasyon siiresini
kisaltmalari, dondr saha morbiditesinin olmamasi, rezorbsiyona daha az ugramalar
sayilabilir. Ancak implant i¢in ideal sartlarin olmadigi, radyoterapi uygulanmis, ¢evre dokuda
kan akiminin yetersiz ve doku kalitesinin diigiik oldugu durumlarda vaskiilarize otojen doku
kullanilmast daha uygundur. Bu durumlarda, implant1 ¢evreleyen dokularin iyilesmesi
problemli olur, infeksiyon riski artar ve implant ekspoze olabilir (1).

Kimyasal kompozisyonlarina gére implant materyelleri 4 grupta toplanabilir:



1. Metal alagimli implantlar

2. Seramik alagimli implantlar

3. Polimerler

4. Biyolojik materyeller

Silikon, polimer yapili implant materyelleri arasinda bulunan non-toksik, non-irritan,
non-alerjen ve biodegradasyona ugramayan materyeldir (1,8). Silikon temel olarak Silisyum
atomu igeren bir maddedir. Berzielius silisyum oksit (SiO;)’i veya silika olarak isimlendirilen
yapiy1 potasyum floriir ile birlestirmis, Deville elde edilen maddeyi eriterek silisyum tozunu
olusturmustur(8). Silisyumun keton ile reaksiyone edilmesi ile olusan bilesik "silikon" ismini
almistir. Tibbi kullanim i¢in en basit silikon, dimetilsiloksanin polimerizasyonuyla elde edilen
“polidimetilsiloksan”dir. Polidimetilsiloksan, dimetilsiloksanin lineer zincir yapmasiyla
olusur. Lineer zincirlerin uzunlugu silikonun akiciligi iizerine dogrudan etkilidir (1,2,8). Sivi
silikon kisa polimer zincirlerinden olusurken, polimer zincirlerin uzamasi jeloz tipte silikonu,
silikon polimerlerinin yan baglarin artirilmasi ve zincirlerin birbirine baglanmasi ise kati
silikonu olusturur (8,22). Polidimetilsiloksan agimin bosluklarinin silikat, demir oksit, benzol
peroksit gibi maddelerle doldurulmasi silikonun elastikiyet ve dayamikliligini artirir. Bu
isleme "vulkanizasyon" adi verilir. Vulkanizasyon oda 1sisinda (room temperature
vulcanization; RTV) veya yiiksek 1sida (high temperature vulcanization; HTV) yapilabilir.
Medikal kateterler, hidrosefali sant ve drenaj tiipleri, meme protezlerinin membranlari, eklem
protezleri, penil protezler RTV veya HTV seklinde iiretilen yiiksek yogunluklu silikon
elastomerleridir (8). Uchida 1961 yilinda meme augmentasyonunda ilk sivi silikon
enjeksiyonu uygulanmis 1963 yilinda gelistirmistir (5). Ancak Chaplin 1969 yilinda bu
injeksiyonlarin meme nodiilleri, kronik inflamasyon, cilt ve meme nekrozu ve 6liime yol
actigin1 rapor etmistir (5). Jel formundaki silikon enjeksiyonuda kontur deformitelerinin
diizeltilmesinde uygulanmis, ancak "Human Adjuvant Disease" adi verilen otoimmun
reaksiyonlar1 arttirabilecegi ve migrasyonlar1 sonrasi, yag dokularinda kisa zincirli polimer
yapilar1 ile fibroz kapsiil reaksiyonlar1 olusturduklari rapor edilmis, 1992 den itibaren

kullanimi kisitlanmustir (5,8,22,23). FDA tarafindan alinan bu karar ABD’de halen gegerlidir.



2.4. Silikon Implantlar

1.Silikon implantlarin tipleri
Silikon meme implantlari:

a) Icleri doldurulmus implantlar,

b) Sisirilebilir implantlar,

¢) Cift limenli implantlar olarak siniflandirilabilir.
Yiizey ozelliklerine gore ise:

a) Diiz yiizeyli,

b) Piirtiiklii (texture) yiizeyli olarak ikiye ayrilir(5).

a) Icleri doldurulmus implantlar: Meme implantlar gelistirilirken daima iki kriter
aranmustir: glivenlik ve etkinlik. Giivenirliligini toksik etkisi, immunojenik etkisi, teratojenik
etkisi, karsinojenik etkisi ve mamografi {izerindeki potansiyel etkisinin olmamasi belirlerken;
etkinligini kapsuler kontraktiir, deflasyon, palpasyonla ele gelmesi ve kivrilma olasiliginin
diisiik olmasi belirler (24,25). Bu, ABD’de kullanilan meme implant1 segenekleri dolayisiyla
kullanilan dolgu materyelleri zaman ic¢inde smirlanmistir. Cronin ve Gerow, 1960 yilinda
dayanikli polimerik membran ile ¢evrelenmis silikon jel dolu implanti uygulamiglardir (26) .
Ancak % 30-50 oraninda kapsiil kontraksiyonu gelistigini tespit etmislerdir (5,8). 1970 ve
80’li yillarda politiretan kaplanmuis silikon jel dolu implantlar gelistirilerek kapsiil gelisiminin
azaltilmasi amaclanmistir. Ancak poliiiretanin ¢evre dokuya sikica yapigmasi ve poliiiretanin
biodegradasyonu sonucu toluen 2,4 diisosiyanat ve toluen 2,6 diisosiyanat gibi karsinojenik
iki Griiniin olustugunun saptanmasi iizerine implantlar kullanimdan kaldirilmistir (27). Saline
(serum fizyolojik) dolu implantlar 1960°dan bu yana kullanilmaktadir. Orijinal salin dolu
implantlar diiz ylizeyli iken, 1980°den sonra piirtiiklii (textured) yiizeyliler gelistirilmistir.
Piirtiiklii yiizeyin kapsiiler kontraksiyon oranini azalttig1 calismalarla gosterilmistir (28,29).
Diger alternatif dolgu materyelleri organik polimerler ve ek kimyasal igerenler olarak iki
grupta toplanabilir: Organik polimerler i¢inde lipidler (trigliseridler, soya yagi, yer fistig
yag1), hidrojel, polivinilpirolidon(PVP), hidroksipropilmetilseliiloz, hyaluronik asit, yosun
sayilabilir. Kimyasal igerikli olana 6rnek polietilenglikoldur (30). Bunlardan PVP ve soya

yag1 kullanimdan kalkmustir.



b) Cift liimenli implantlar: 1974 yilinda gelistirilmislerdir. Iki liimen igerir:
ayarlanabilir voliimde salin dolu liimen ve sabit voliimde silikon jel dolu liimen. Orijinal ¢ift
liimenli implant 2 sekildedir:

a) Jel dolu i¢ liimen ve salin dolu dis limen

b) Salin dolu i¢ liimen ve jel dolu dis liimen.

Jel dolu i¢ liimen ve salin dolu dis limenin avantajinin salin dolu liimenin silikon jel
icin ikinci bir bariyer olusturmasi olarak sunulmustur. Salin dolu liimen intraluminal
antibiyotik ve steroidlerin yapilmasina olanak saglar. Ellenberg ve Braun 291 hastay1 igeren
serilerinde ¢ift limenli implant + intraluminal steroid ile silikon jel dolu implanti
karsilagtirmiglardir (5,8). Cift liimenli implant + steroid grubunda kapsiiler kontraktiir orani
onemli Ol¢iide azalmistir. Becker ekspansiyon protezi jel dolu dis liimen ve salin dolu i¢

limen seklinde tasarlanmis ¢ift liimenli implantin modifikasyonudur (5,8).

c) Sisirilebilir (inflatable) implantlar: 1965 yilinda Arion tarafindan sunulmustur (5).
Implant diiz yiizeyli sert polimerik silikonla kapli normal salin solusyonunu igerir.
Politetrafloroetilen igeren valv sistemi vardir. Avantajlari; kiigiik insizyondan kolayca
yerlestirilir, meme asimetrisi rekonstrilksiyonunda boyutlar ayarlanabilir. En O6nemli

dezavantaji valv hasarina bagli sivi kagagi ve sonmedir (5,31).

2. Silikon implantlarda kapsiil olusumu

Silikon implant ile meme biiylitme ameliyat1 sonrasi en yaygin komplikasyon, implant
etrafinda konstriktif fibréz kapsiil olusmasidir (32). Kapsiil, viicuda yerlestirilen yabanci
cisim gevresinde olusan fibroz skar dokusu seklinde tanimlanabilir (4). Kapsiil duvari iki
tabakadan olusur: Dis tabaka; siki kollajen kompozisyonundan olusur ve kapsiiliin
kalinligindan primer sorumludur. Bu tabakanin kalinligi arttik¢a, hipertrofik skar dokusu
gelisiminde oldugu gibi, kollajen liflerin diizenlenmesi degisir. Hiicresel igerik daha
belirgindir. Mononiikleer makrofajlar basta olmak iizere, histiositler ve lenfositleri igerir. i¢
tabaka; yiizeye paralel daha ince diizenli kollajen liflerinden olusur. Kapsiiliin i¢ yiiziine
dogru lifler daha az giicliidiir ve hyalin dejenerasyon gosterir (10,33,34). Ginschbach, Busch,
Kiihnel yaptiklar1 ¢calismalarda fibroz kapsiil yapisi icinde kontrakte olma 6zelligine sahip, az
sayida myofibroblastlarin oldugunu tespit etmislerdir (32). Implantlar cevresinde kapsiiliin
meydana gelis asamalarina yonelik yapilmis histolojik incelemelerden elde edilen sonuglara

gore kapsiil gelisimi 3 doneme ayrilabilir (8):



1. Erken dénem: Kapsiil olusumunda hiicresel reaksiyon belirgindir. Ilk hafta iginde
implant ¢evresinde makrofaj, fibroblast ve lenfositlerden zengin granulasyon dokusu meydana
gelir. Fibroblast oncii hiicre olup, matiir hali fibrosit ismini alir. Dordiincii haftanin sonunda
kapstil yapisindaki hiicreler progresif azalir, kapsiil kollajen liflerin baskin oldugu bir yapiya
doniisiir. Ikinci aya kadar kollajen sentezi ve birikimi devam eder. Bu siireden sonra kollajen
miktar1 azalip yeni kapiller damarlarin olusumu belirginlesir.

2. Standart donem: 3-24 ay arasi1 donemdir. Kapsiilde yag hiicresi infiltrasyonu baslar.
Yara iyilesme siirecine benzer 6zellikler gosterir.

3. Ge¢ donem: Gecikmis yara iyilesme etkenlerinin kronik hal almasi sonucu meydana
gelir. Kollajen lifler kalinlasir. Fibroz kapsiil yapist iginde talk, silikon damlaciklar1 gibi
yabanci cisimler gosterilmistir (8,34,35).

2.5. Kok Hiicre

Kok hiicre arastirmalari, gliniimiiziin bilim ve teknoloji giindeminin en 6nemli, ayni
zamanda en tartismali konusunu olusturmaktadir. Embriyonel gelisme mekanizmalarinin
incelenmesini miimkiin kilan ¢ok ayrintili bir model sunmasinin 6tesinde kok hiicre, doku ve
organlar1 yenileme anlamindaki dstiin potansiyeli sayesinde, doku harabiyeti veya kaybi
sonucunda ortaya ¢ikan pek c¢ok hastaligin tedavisine yonelik tip diinyasinda ve toplumda
biiyiik beklentiler dogurmaktadir. Insan kék hiicresinin bir kaynagi eriskin birey dokularidir.
Arastirmalar, erigkin bireylerin farklilasmis olan dokularinda bulunan bu tiir kok hiicrelerin
farkli yonlerde gelisme yeteneklerinin kisitlanmis oldugunu gostermistir. Beklentilere karsilik
verebilecek potansiyeli tasiyan embriyonel kok hiicre kaynaklari tartismalidir. Bunlar, insanda
tip bebek uygulamalarindan artan ve kullanilmayan embriyolar ya da gebeligin
sonlandirilmasiyla ceninden elde edilen doku oOrnekleridir. Insan doku ve hiicrelerinin
arastirma amagli kullanilmasi 6zellikle bati tilkelerinde gesitli ¢evrelerin tepkisini ¢ekmekte
ve embriyo haklar1 adina insan yasaminin ne zaman basladigina iliskin farkli goriislere dayali
etik ve yasal tartismalara yol agmaktadir. Tedavi amaciyla gergeklestirilen bu islemler, ayni
zamanda insan klonlama islemlerinin ilk ve en kritik asamasina da karsilik gelmektedir.
Tartigsmalar, en yogun bi¢imde siirdiiriildiikleri bati iilkelerinde, bu iilkelerin bilim ve
teknolojik alt yapilara karsilik, kok hiicre arastirmalarini sinirlayan ve engelleyen bir boyut
kazanmis, sonugta bu alandaki arastirmalarin agirligi Giiney Kore gibi iilkelere kaymaya
baslamistir. Son yillarda bu alandaki atilimlarin gelismekte olan {ilkelerden yapilmaya

baglamas1 bunun acik gostergesidir. Ulkemiz; tip bilim ve teknolojileri alanlarinda ulastig:
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bilgi ve birikim ile kok hiicre aragtirmalarinda ciddi bir atilim yapmak ic¢in uygun bir
konumda bulunmaktadir. Tiim kurumlari ile kok hiicre ¢alismalarina kaynak ve insan giicii
aktarabildiginde, tilkemizin bat1 iilkelerinden dogan boslugu doldurabilecek ve bu alanda 6ne

¢ikma sansini yakalayabilecegine inaniyoruz.

2.5.1. Tammmlamalar ve Tarihge

Gerekli bilgileri amaca uygun aktarabilmek i¢in bazi temel terimleri agiklamak uygun
olacaktir:

Kok hiicre, boliinerek kendini yenileyebilen ve kan, karaciger, kas ve sinir dokusu gibi
Ozellesmis gorevler tstlenen dokulari olusturabilecek bigimde faklilasabilen hiicrelerdir. Bu
hiicreleri digerlerinden ayiran baslica iki ozellik yenilenebilme ve farklilasabilme
yetenekleridir (Sekil 2). Okarma ve arkadaslari, tekli hiicrelerden elde edilen embriyonik kok
hiicre serilerinin 300—400 dongli boyunca ¢ogalabildiklerini gostermistir (36). Sonug olarak,
meydana gelen hiicreler o6zellesmemislerdi ve bu nedenle hiicrelerin uzun doénemde
kendilerini yenileyebilme yeteneklerine sahip olduklar1 bildirildi. Hiicrelerin bdéliinme
kapasitelerini kromozomlarin u¢ kismimda bulunan ve “telomer* denilen DNA zincirleri
belirler. Telomerler ne kadar uzunsa hiicreler o kadar ¢ok boéliinebilir. Telomerlerin de uzun
kalmasini saglayan “telomeraz enzimi”dir. Bir hiicrede telomeraz enzimi ne kadar aktif ise
telomer uzunlugu da o kadar korunabilir. Kok hiicrelerinde de ¢ok aktif telomeraz enzim
aktivitesi vardir. Bu nedenle kok hiicreler bu kadar ¢cok boliinebilir. Kok hiicreler, birden fazla
hiicre tipine farklilasabilirler. Farklilasma kabiliyetlerine gore totipotent, pluripotent ve

multipotent hiicreler olmak {izere ii¢ grupta incelenirler.



B Bir k6k hiicresi kendini yenileyebilir
veya hicre dncillerine ya da son bir
farklanma yoluna giren hiicrelere doniise-
bilir. Doku inhtiyacina gore bir kdk hiicresi,
gegici olarak sessiz kalabilir veya dongii-
de kararh hale gelebilir,

e ———————

Kok hiicre
yeniden artigi
(kendini yeni-
leme)

a Cogalma

Bir dnciil hiicre,
birkag seri hiicre bolin-
mesine gidebilir, Bir dncl
hiicre farklandikga, her nesil |
igin ayirici yapi karakterleri
kazanr.

’
rmmm el ---

u Farklanmis hiicreler,
mitotik 0zelli§i olmayan hiic-
relerdir.

Sekil 2. Kok Hiicre Ozellikleri. Histoloji ve Hiicre Biyolojisi

2.5.2. Tarihi Gelisim

1949 yilinda Jacobson ve ark 1951 de Lorenz ve ark. ilk defa 6liimciil dozda 1ginlanmis
hayvanlar1 kurtarmak i¢in intravendz kemik iligi inflizyonu ihtimalini ortaya atmislardir
(37,38).

1959- Invitro fertilizasyon (IVF) yontemi ile ilk hayvan (tavsan) tiretildi.

1961- Till ve McCulloch hematopoetik kok hiicrelerin siganlardaki radyasyona bagli
gelisen hematopoetik yetmezligi diizeltebilecegini ortaya attilar .

1968- Edwards ve Bavister ilk insan ovumunu in vitro olarak fertilize ettiler.

1978- ilk IVF bebek Ingiltere’de dogdu.
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1981- Evans ve Kaufman fare embriyonik kok hiicrelerini elde ettiler.

1988- Kordon kani transplantasyonu, ilk kez Fanconi anemili bir hastaya uygulandi.
1996- Rhesus maymunlarinin embriyonik kok hiicreleri elde edildi.

1998- Thomson ve arkadaslari ilk insan embriyonik kok hiicresini elde ettiler.

2000- Insan embriyonik kok hiicresinin pluripotent oldugu anlasildi.

2.5.3. Kok Hiicre Tiirleri

a. Totipotent kok hiicreler (Totus-Tam, boliinmemis; Potentia-Giic)

Her yonde farklilasma ve farkli yonlere gidebilme yeteneginde olan kok hiicrelerdir.
Zigot, viicuttaki tiim hiicrelere dontisebilecek potansiyele sahip ilk embriyonel hiicredir.

Bu hiicreye her seyi yapabilen anlamina gelen “totipotent hiicre” denir. Bu terim
embriyonun 5. giiniine kadar tiim blastomerleri i¢in gegerlidir (erken embriyonik donem). Bu

hiicrelerin her birinden ayr1 birey elde edilebilir (Sekil 3,4).

Sekil 3. U¢ (3) giinliik embriyo
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Sekil 4. Dort(4) giinliik embriyo
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Pluripotent K&k Hicreler

In vivo
fertilized egg

8 cell
embryo

Cultured
undifferentiated
stem cells

Blood cells

Neural cells

Cardiac muscle

Sekil 5. Pluripotent kok hiicre farklilagsmasi

b. Pluripotent Kok Hiicreler

Gebeligin 5. gliniinde “blastosol” sekillenir. Embriyo bu donemde blastosist olarak
tanmimlanir (Sekil 5). Blastosist 3 yapiy1 i¢ine alir: Trofoblast, Blastosol, Nodus embriyonalis.
(Sekil 6,7) Blastosist hiicreler pluripotent kok hiicreler olarak siniflandirilabilir. Bu hiicreler,

viicuttaki biitiin dokulara kaynaklik edebilir fakat yeni bir birey meydana getiremez.
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Sekil 6. Blastosist altinci (6.) giin

Sekil 7. Blastosist 8. Giin T: Trofoblast, ICM: Inner Cell Mass (Nodus Embriyonalis)
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C. Multipotent kok hiicreler

Fetal donemde hiicreler, biraz daha ozellesmis eriskin kok hiicrelerine doniistir. Bu
eriskin kok hiicreleri de tipik olarak bulunduklart dokunun hiicre tipini {retirler. Yani
multipotent kok hiicrelerin farklilasmasi, daha sinirh sayida hiicre dizesidir (39).

Bu tiir hiicrelere en iyi bilinen 6rnek, hematopoetik kok hiicrelerdir (Sekil 8).

T Lymphocyte
- =38

Lymphoid
Stem Cell

—-—_.__*.h"’\”‘”j'____:wmphmm

\ o ')

Multipotent B Lymph e Plasma Cell

J kiK hiicre it

\ Ery‘thmc‘,rte
/ ‘4 Megakaryocyte

(blood clotting)
Myeloid \
Stem Cell
2 — & Macrophage

Monocyte

™. Granulocytes

Sekil 8. Hematopoetik kok hiicre farkhilasmasi

Insan viicudunda ancak birkac hiicre tiiriine déniisebilen multipotent kok hiicreler,
laboratuvar kosullarinda gerekli destekleyici ortam ve sinyaller saglandiginda ¢ok daha fazla
hiicre tiiriine doniisebilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda insanlik tarihi boyunca sorulmus olan su
soru tekrar giindeme gelmistir: “Hasara ugramis bir organin fonksiyonlarini restore etmenin,

onun yerine yenisini koymaktan daha iyi bir yolu var midir?”
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Tarih boyunca transplantasyon diigiincesi bu soru iizerine yogunlasmis olup Misir
sfenksleri ve denizkizlar1 gibi mitolojik semboller birer ksenotransplantasyon 6rnegi olarak
yerini almistir. Mitolojide atesi Olimpus Dagindan c¢alarak, insanliga hediye eden
Prometheus’un Zeus tarafindan cezalandirilmasi hikayesi de buna bir Ornektir. Zeus
tarafindan Kafkas daginda bir kayaya baglanarak karacigerinin hergiin bir kartal tarafindan
yenmesi seklinde bir cezaya carptirilan Prometheus’un Karacigeri hergiin kendisini
yenilemektedir. Bu hikaye, karaciger hiicresinin rejencrasyon yetenegini ve dolayisiyla kok
hiicre kavramini ortaya koyan ilk anlatimdir. Yiizyillar sonra bu transplantasyon fantezi ve
teknolojisi, tibbi bir profesyonelin eline gegerek klasik edebiyatin bir u¢ 6rnegini olusturacak
sekilde Mary Shelley’in Frankenstein romanina malzeme olmustur.

Bugiiniin kok hiicre tedavisi lizerine diinyada belki de ilk caligmalari1 yapan, insan
Omriinii uzatmanin yolunun, dogum sonrasi atilan plasentalarda ve kordon hiicrelerinde
oldugunu sdyleyen arastirmaci Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygiin’diir. 1950-1960 11 yillarda
hayvanlarda Fetal greftler ve kordon kani greftleri ile g¢esitli hastaliklarin tedavisinde

arastirmalar yapmis ve Almanca tip dergilerinde yaymlamistir (40).

2.5.4. Kok Hiicre Plastisitesi

Gergek kok hiicre tanimini olusturan prensipler temelde sunlardir:

1- Kendini yenileyebilme yetenegi ya da baslangigtaki hiicrelerin karakterlerini tasiyan
en az bir benzer hiicre olusturabilme yetenegi (self renewal)

2- Tek hiicreden birden fazla seri hiicresine faklilasabilme (multi-lineage differention)

3- Belli bir dokunun in-vivo fonksiyonel rekonstriiksiyonu (41).

[k olarak farelerden daha sonra da primatlardan ve ¢ok daha yakim bir zaman &nce
insan blastosistlerinden elde edilen embriyonik kok hiicreler bu temel prensiplerin tiimiine
uymaktadir (42). Eriskin kok hiicrelerin biiyiik bolimii de self renewal ve differansiyasyon
potansiyellerinin embriyonik kok hiicrelerden daha diisiik derecede olmasma karsin bu
kriterlere uymaktadir. Uzerine en iyi ¢alisilmis eriskin kok hiicreler olan hematopoetik kok
hiicreler en azindan in vivo olarak kendini yenileyebilen hiicre boliinmelerine ugramakta, tek
hiicre diizeyinde biitiin matiir kan elemanlarina diferansiye olabilmekte ve myeloid serisi
zayiflamig bir insan veya hayvanin kemik iligini yeniden popiile edebilmektedir. Diger erigkin
kok hiicreler ise daha yakin zamanda tanimlanmis olup iizerlerinde daha az c¢alisilmistir.
Bununla beraber ndéronal kok hiicreler, mezankimal kok hiicreler ve epidermal kok hiicreler

yukarida aciklanan temel kriterlere uymaktadir. Korneal kok hiicreler ve angioblastlar ya da
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endotelyal kok hiicreler olarak adlandirilan diger kok hiicrelerde tek diferansiye hiicre tipine
farklilagabilme 6zellikleri disinda bu kriterlere uymaktadirlar (43).

Son yillarda, belli bir dokudan alinan hiicrelerin farkli bir dokuya diferansiye olabilme
Ozelligini bildiren c¢alismalarin sayis1 giderek artmistir ve bu ¢alismalar “kok hiicre
plastisitesi” ¢atis1 altinda toplanmislardir. Kok hiicre plastisitesi; bir hiicrenin koken aldiklar
dokularin digindaki dokulara diferansiye olabilme &zelligini tanimlamaktadir. Bunun
ornekleri arasinda endotele, kas hiicrelerine, kalp kasina, hepatositlere ve nodronlara
doniisebilen kemik iligi kokenli hiicreler ve piirifiye edilmis hematopoetik kok hiicreler
bulunmaktadir (40).

a. Hematopoetik Kok Hiicre Plastisitesi

Hematopoetik kok hiicre diferansiyasyonun dokuya sinirli oldugu bilgisinin degismesi
ve sadece hematopoetik hiicrelere degil ayn1 zamanda iskelet kasina, endotele, néroektoderme
ve epitelyum dokusuna diferansiyasyonun tanimlanmasi, hematopoetik kok hiicre plastisitesi
kavramimi ortaya ¢ikarmustir. Bu diferansiyasyonun gergeklestigini  kanitlamak ve
plastisiteden bahsetmek i¢in i¢ kosul olusmalidir:

Birincisi, degisen hiicrelerin orijini hiicre isaretleyicileri ile belirlenmelidir. ikincisi,
degisen hiicrenin bulundugu dokunun morfolojik pargasi oldugu gosterilmelidir. Ugiinciisii;
degisen hiicre bulundugu dokunun ya da organin fonksiyonlarmi edinmelidir. Erigkin kok
hiicre plastisitesini bildiren ¢aligmalarin neredeyse tamami bugiine kadar kemik iligi veya
hematopoetik kok hiicrelerden zenginlestirilmis periferik kan kullanilarak gergeklestirilmistir
(40).

b. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, yasayan saglikli hiicreleri viicuttan izole edip, ¢ogaltip, onlar
biyouyumlu tasiyict materyallerle birlestirmek ve olusan iriinleri hastalara yeniden
transplante etme islemidir. Kok hiicrelerin ¢esitli dokulara farklilasma potansiyeli rejeneratif
tip i¢in 6nemli olmakla beraber hiicrelerin farklilasma yollarini ve gelisimini, istenen dokuya
nasil yonlendirilecegi konusu heniiz tam olarak anlasilmis degildir. Doku mihendisligi,

Ozellikle doku eksikliklerinin sebep oldugu bosluklar: doldurma amaciyla kullanilabilir.
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2.5.5. Kok Hiicrelerin Kullanim Alanlar:

Son yirmi yildir diinyada kabul goren sekliyle kemik iligi veya kandan elde edilen ve
kan dokusu iiretebilen nakil; Akdeniz anemisi, 16semi ve lenfoma gibi hastaliklarin ve bazi
kanser tiirlerinin tedavisinde basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Bu yéntemin kullanimini
siirlayan en 6nemli faktor, alict ile verici arasinda tam bir doku uyumunun gerekli olmasidir.
Toplumda doku uyumu agisindan binlerce farkli bireyin varligi sebebiyle bu uyum ancak
kardesler arasinda gergeklesmektedir. Kardeslerin doku uyumu gostermesi ihtimali ise sadece
% 25°dir (44).

2.5.5.1. Kok Hiicrelerin Temel Yasam Bilimlerinde Kullanim Alanlar

a. Memeli organizma hiicrelerinin gelisiminde kok hiicrelerinin erken doénemlerde
degisik hiicre tiirlerine yonlenmelerinin temel mekanizmalarinin arastirilmasi

b. Kok hiicrelerin embriyonun erken donemlerinden itibaren yonlendirilmelerinde rol
alan biyolojik siireglerin agikliga kavusturulmasi

c. Diferansiyasyon ve yonlenmede rol alan genlerin arastirilmasi

d. Kani olusturan hiicrelerin biiyiime, ¢ogalma ve farklilasmalarinda rol oynayan
mezankimal kok hiicrelerin incelenmesi

e. Embriyonik kok hiicrelerin in vitro sartlarda erigkin hiicre ve organ olusumunu

saglamaya yonelik evrelerin agiga ¢ikarilmasidir.

2.5.5.2. Kok Hiicrelerin Klinik Bilimlerde Kullanim Alanlar:

Embriyonik kok hiicreler lizerindeki temel bilimsel arastirmalarin, bu hiicrelerin yakin
gelecekte klinikte tedavisi miimkiin olmayan birgok hastaliga yeni ¢oziim yollar: iiretecegi
beklenmektedir. Boylece, kendini yenileme ve onarim kapasitesi olmayan hiicrelerin kaybina
bagli olarak gelisen hastaliklar tedavi edilebilir hale gelecektir. Bu béliimde, olumlu sonuglar

vermis ve klinik pratikte uygulama ihtimali yiiksek ¢alismalardan bahsedilecektir.

a. Yara Iyilesmesinde Kok Hiicreler

Endotelyal progenitdr hiicre tedavisi ve terapotik vaskiilogenezin plastik cerrahide
cesitli uygulamalari vardir. Son yillarda problemli yaralarda yeni damar olusumunu artirmak
icin endotelyal progenitor hiicre transplantasyonu kullanilmaktadir (45). Sistemik dolasima

enjekte edildikten sonra endotelyal progenitor hiicreler segici bir sekilde iskemik dokulara
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yerlesir. Boylece endotelyal progenitor hiicreler iskemik flepleri kurtarmada faydali olabilir.
Terapotik damar olusumunun flep yasayabilirligini arttirma, yara iyilesmesini gelistirme,
doku ¢ogalmasini hizlandirma potansiyeli vardir.

Endotelyal progenitor ve kok hiicreler, diyabetik hastalarda veya yaniklarda oldugu gibi
komplike yaralarin tedavisinde tek basma biiylime faktorlerinden daha cok hiicreleri

yenileyerek yararli olabilir (46).

b. Kemik Doku Miihendisligi ve Kok Hiicre

Genis kemik pargalarinin rekonstriiksiyonu i¢in ideal bir secenek halen bulunamamustir.
Osteokondiiktif bir ¢atiyla kombine edilen osteojenik islenmis hiicrelerin miihendisligi ile
elde edilen kemik greft materyali imit veren bir yaklasim olabilir. Baz1 ¢aligmacilar,
multipotent kok ve progenitor hiicreler kullanarak kemik greft mithendisliginde iyi sonuglar
bildirmislerdir (47). Rapor edilen modellerin ¢ogunda uzun bir kemikte olusturulmus genis,
segmental eksiklik in vitro cogaltilmig otolog osteojenik progenitorleri tasiyan silindir
seklinde pordz bir biyoseramik ile doldurulmustur. Stromal osteoprogenitorler lokal olarak
biyoseramik c¢atilara aktarildiginda kok hiicreler, kritik boyutlu kemik defektlerinin
iyilesmesini hizlandirmaktadir. Hayvanlardaki basarili sonuglardan sonra insanlarda kemik
rekonstritksiyonu igin ¢esitli klinik denemeler yapilmaktadir (48). Kok hiicreler ve
progenitorlerin, doku rejenerasyonundaki fonksiyonlar1 hakkinda yeterli bilgi edinildiginde
kraniyofasiyal kemik defektlerinin diizeltilmesinde dnemli rol oynayacaktir.

Kraus, 2006 yilinda yayinladigi c¢alismasinda; genis kemik defektleri oldugu
durumlarda kemik rejenerasyonu igin izole edilip kiiltiirde ¢ogaltilmis mezankimal kok
hiicreler, osteokondiktif ve osteoindiitif 6zellikleri ile en az otojen kanselloz kemik grefti

kadar basarili olmustur (49).

c. Kikirdak Doku Miihendisliginde Kok Hiicreler

Hasarli kikirdagin onarim ve rejenerasyonu i¢in doku mithendisligi kullanilarak in vitro
hazirlanan yapay kikirdak kullanimi iyi bir segenek olabilir. Cesitli calismalar, kemik iligi
kaynaklt mezankimal kdk hiicrelerin kikirdak doku miihendisliginde kullaniminin, kiiltiire
edilmeleri zor olan kondrositlerden daha umut verici oldugunu gostermistir (50). Bu
calismalarda, progenitor hiicreler defekt bulunan kikirdak doku igine implante edildikten

sonra cogalip kondrositlere farklilagtig1 gozlenmistir.
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d. Tendon Miihendisliginde Kok Hiicre

Cesitli deneylerle fibroblastlar veya kemik iligi kaynakli mezankimal kok hiicreler
tendon ve ligament onarimini iyilestirmek igin tip I kollajen jellerine enjekte edilmistir (18).
Tendon ve ligament eksikliklerinin tam iyilesmesini saglamak ve biyomekanik ozellikleriyle
beraber hasarlanmis tendonun fonksiyonelligini gelistirmek icin baska ¢alismalara da ihtiyag
vardir. Tendon doku miihendisligi iriinleri; otogreftlere maliyet bakimindan {istiin olmali,
elastik Ozellik tasimali, lineer olmayan strese dayanmikli olmali, fiksasyon metoduna

dayanabilmeli ve hiicreler iskeleye kolayca ekilebilmelidir.

e. Noral Doku Miihendisliginde Kok Hiicreler

Yag kaynakli erigkin kok hiicreleri, mezankimal kok hiicre kaynaklarindan biri olup
kondrosit, myosit, osteoblast ve noral progenitor hiicrelere dontisebildikleri rapor edilmistir.
Noral dokularin kok hiicre arastirilmasi igin kullanilmasi, vericide morbidite sebebi
oldugundan saglanabilecek hiicre miktar1 kisitlidir. Viicutta gok miktarda bulunan ve belirgin
donor alan morbiditesi olusturmadan elde edilebilecek bir doku olmasi nedeniyle yag dokusu
tizerinde arastirmalar yogunlagsmis ve uygun ortamda iiretim sirasinda néral doku olusumu
gozlenmistir. Bazi arastiricilar yag doku kaynakli kok hiicreleri kullanarak hasarli merkezi
sinir sistemine intraserebroventrikiiler olarak enjekte etmis ve bu hiicrelerin daha ¢ok hasarli

bolgelere gog ettigini gostermislerdir (51).

f. Eriskin Kok Hiicrelerinin Kalp Kas1 Hiicresine Diferansiyasyonu

Orlic ve ark secilmis hematopoetik kok hiicreleri, koroner arterleri baglanarak miyokard
infarktiisii olusturulan farelerin nekrozlu miyokard alani cevresine enjekte etmislerdir.
Enjeksiyondan 9 giin sonra, hiicrelerin enjekte edildigi nekrozlu alanin % 68’inde kalp
dokusunun her {i¢ tabakasinin da rejenerasyonunu gostermislerdir. Gelisen rejenerasyon ile
beraber kalp fonksiyonlarinda sistolik sirasinda % 40 ve diyastolik sirasinda % 36 olacak
sekilde belirgin diizelme saglanmistir (52). Bir baska ¢alismada Strauer ve ark kemik iligi
hiicrelerini intrakoroner enjekte ederek infarkt sahasinda kiigiilme, ventrikiiler fonksiyonlarda

ve miyokardiyal perfiizyonda diizelme saglamislardir (53).
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2.5.6. Kok Hiicre Kaynaklar:
2.5.6.1. Kemik 1ligi

Kemik iligi, heterojen yapida hematopoetik hiicre grubundan olusur. Bu gruplarin bir
kismini progenitor kok hiicreler olusturur. Kemik iligi transplantasyonunda standart yontem,
kok hiicrelerin herhangi bir isleme tabi tutulmadan alict Kisiye verilmesidir. Allojenik
transplantasyonda, donor ve alici arasindaki uyumsuzluk arttikca Greftversus-Host hastaligi
(GVHH) gibi ciddi yan etkilerin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir.

Greftte bulunan T lenfosit sayisimi1 azaltma girisimleri ise GVHH siddetini ve sikligin
azaltmakla birlikte engraftman yetersizligine neden olabilmektedir. Basarili kemik iligi nakli
icin yeterli sayida hiicrenin elde edilmesi ve biiyiilk miktarlarda (6 X 108 mononiikleer

hiicre/kg) hiicre verilmesi gerekmektedir.

2.5.6.2. Periferik Kan

Yeterli sayida hiicre elde etmek, kemik iligine gore daha kolay oldugu gibi greft
yetersizligi ve relaps orani1 daha diistiktiir. CD 34+ hematopoetik kok hiicreler, kemoterapi
veya bliyiime faktorii ile mobilize edilerek periferik kandan toplanabilir. Mobilize edilmeyen
periferik kan ¢ok az miktarda (yaklasik % 0.15 oraninda) CD 34+ mononiikleer hiicre igerir.
Periferik kan kaynakli kok hiicreler, aliciya verilmeden once yeterli sayiy1 elde etmek i¢in in-
vitro cogaltma sistemleri kullanilir. Periferik kan kullanimmin bir avantaji da ozellikle
lenfoma, solid tiimorlerde ve remisyondaki l6semik hastalarda kemik iligine gore daha az

oranda malign hiicre icermesidir.

2.5.6.3. Kordon Kani

Eriskin kemik iliginin aksine gobek kordon kanindan alinan saflastirilmis progenitor
hiicreler, biiylime faktorii verilmese bile maturasyona ugrarlar. Broxmeyer ve ark yaptiklari
caligmalarda, hem term hem de preterm gobek kordon kaninin erigkin periferik kanina goére
anlamli olarak daha fazla sayida progenitor kok hiicre igerdigi gostermistir (54).

[lk kordon kani transplantasyonu, 1988 yilinda Fanconi Anemili bir hastaya
uygulanmistir. Yeterli hematopoetik kok hiicreye sahip kordon kani toplanarak HLA uyumlu
hastaya transplante edilmis ve kiir elde edilmistir. Bu olgu sonrasinda kordon kani toplama,

kordon kan1 bankacilig1 ve transplantasyon sayis1 hizla artmistir.
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Baslangi¢ ¢alismalarindan ¢ikan ilk sonuglar, kordon kani transplantasyonunun kemik
iligi transplantasyonuna iyi bir alternatif oldugunu gostermistir. Cocuklarda malign ve malign
olmayan hastaliklardaki sonuglar oldukg¢a iyidir. HLA uyumlu kordon kani transplantasyonu
yapilan hastalarda GVHH orani daha azdir. Bu etki, kordon kaninda mevcut lenfosit sayisinin
az olmasina, kontamine anne hiicrelerinin immunsupresif etkisine ve dogumda immiinolojik

fonksiyonlarin immatiir olmasina baglanmaktadir.

2.5.6.4. Fetal Karaciger

Fetlis gelisimi swrasinda karaciger, fizyolojik olarak hematopoetik sistemin bir
parcasidir. Gebeligin ikinci ayindan yedinci ayina kadar olan siire i¢inde ve lenfopoezin
baslangicindan 6nce fetal karaciger transplantasyon igin kullanilabilir. Konjenital immiin
yetmezligi olan gocuklarda yapilan ¢alismalarda, fetal karacigerin hem lenfopoetik hem de

hematopoetik sistemin yeniden yapilandirilmasinda oldukg¢a basarili oldugu gosterilmistir .

2.5.7. Mezankimal Kok Hiicre

Kemik iligi stromasinin yeniden yapilandirilmasi ve dolasima kok hiicrelerin
salinmasini saglayan “mezankimal kok hiicre” olarak adlandirilan bir progenitoér hiicre
grubunun varligr bilinmektedir. Mezankimal kok hiicreler ayn1 zamanda kondrosit, osteoblast,
noroblast ve myeloblast gibi diger mezankimal organ ve dokularin prekiirsér hiicreleridir (55).

Kemik iligi kaynakli mezankimal kok hiicreler kullanilarak gergeklestirilen ilk klinik
calismalar, osteogenesis imperfekta tanisi almis ¢ocuklarin tedavisi ig¢in uygulanmustir .

Ayrica kalp kasi hiicresi ve endotel gibi 6zellesmis doku iiretiminde de mezankimal kdk
hiicrelerden yararlanilmaktadir (56).

Insanlarda ana mezankimal kok hiicre kaynagi kemik iligi stromasidir. Mezankimal kok
hiicre elde etmek igin krista iliakadan alinan kemik iliginin en uygun oldugu diistiniilmektedir
(57). Yasla birlikte kemik iligindeki mezankimal kok hiicre sayis1 onemli oranda azalir. Bu
nedenle otolog ve allojenik kullanim igin alternatif kaynaklar gerekmektedir. Umblikal
kordon kani, kok ve progenitdr hiicreler i¢in zengin bir kaynaktir ve insan umblikal veninden
kiiltir edilen mezankimal kok hiicre benzeri hiicrelerin kemik iligi ve diger kaynaklardan elde
edilen kiiltiire edilmis mezankimal kok hiicrelerine birgok yonden olduk¢a benzedigi

gosterilmistir (Sekil 9).



Sekil 9. Koloni yapan tavsan mezankimal kok hiicreleri (x20, saflastirma sonrasi 3.pasaj
Kiiltiirii-ATI Teknoloji/ KTU)

Mezankimal kok hiicreler, kemik iligi hiicrelerinin sadece % 0,01 ile % 0,001’ini
olusturur. Cam ve plastik tiipe olan yapiskanliklari sayesinde hematopoetik hiicrelerden
ayrilabilir. Viicutta kemik iligi, kemik, kikirdak, diiz kas ve iskelet kasi gibi dokularda
bulundugu ve deri, karaciger ve néronlara dontisebildigi gosterilmistir. Tam tersi olarak noral
kok hiicrelerden kan hiicrelerine de doniisiim tanimlanmustir.

Mezankimal kok hiicreleri kemik iliginden izole edildikten sonra in-vitro kiiltiir
kosullarinda c¢ogaltmak miimkiin hale gelmistir (Sekil 10). Bu hiicrelerin doku
miihendisliginde kullanimi basarili sonuglar vermistir. Ayrica mezankimal kok hiicreler, bazi
retroviral ve diger vektorlerle degistirilerek sistemik ve lokal hastaliklarin somatik gen
terapileri i¢in kullanilabilir. Kanser hastalarinin malign hiicrelerine kemoterapotik ilaclarin
tasinmasin1 saglayan genlerle modifiye edilmis mezankimal kok hiicrelerle yapilmis basarili
calismalar mevcuttur. Kemik iligi kaynakli mezankimal kok hiicrelerin, de novo myokard
olusturdugu ve infarkt alanina yapilan mezankimal kok hiicre infiizyonunun artmis kalp

fonksiyonlarimi sagladig: bilinmektedir.
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Sekil 10. Koloni yapan Tavsan mezankimal kok hiicreleri (x10, saflastirma sonrasi
2.pasaj kiiltiirii-ATI Teknoloji/ KTU)

2.5.8. Kok Hiicre Uygulamalarinin Gelecegi

Gen degistirme tekniklerindeki gelismeler, kok hiicrelerin in-vivo ¢ogaltilmalar
sirasinda degisebilmelerine imkan vermektedir. Boylece bir hastanin kendi kok hiicrelerini
daha iyi hale getirmek miimkiin olabilir. Kaybolan bir gen aktivitesi sebebiyle genetik bir
hastalik varliginda, genin aktivitesini diizeltmek veya durdurmak boylece basarilabilir. Ayrica
bireyden elde edilen ve kendi doku onarimu i¢in kullanilan otolog kok ve progenitdr hiicreler
immiinolojik olarak da idealdir.

Kok hiicrelerin vaat ettigi biiylik potansiyele ragmen ¢oziilmeyi bekleyen pek ¢ok sorun
vardir.

1. Transplantasyonun basarili olabilmesi igin tiim kok hiicrelerin farklilagmasi gerekir.
Aksi durumda siirekli boliinme ve ¢cogalma yetenegi tasiyan tek farklilasmamis kok hiicrenin
bile varlig: timor olusumuyla sonuglanabilir.

2. Allojen transplantasyondan sonra farklilasmis kok hiicreler alici immiin sistemi
tarafindan kendinden olarak tanimadigi zaman immiinolojik cevap, verici hiicrelerin alictya

dahil olmasin1 engelleyebilir.
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3. Bazi mezankimal hiicre serilerini baslatan ajan ve faktorler bilinmesine ragmen
serilerin gelisimini diizenleyen molekiillerin detaylarmin arastirilmas: gereklidir. Doku
miihendisligi uygulamalari, hastaya 6zel serileri uyarici ve serileri diizenleyici faktér dozlar
gerektirebilir.

4. Kok hiicre c¢aligmalari, aliciya hiicre tiirevlerinin nasil, nereye ve ne zaman
verilecegini ortaya koymalidir. Ayni zamanda bu hiicrelerin potansiyellerinin degisip
degismeyecegi, istenen forma ulasabilmek i¢in yapisal ¢atiya ihtiyag olup olmadigi ve genetik

olarak nasil degiseceginin net bir sekilde tartisiimalidir (56).

2.6. Silikon implantlara Bagh Kapsiiler Kontraktiir
2.6.1. Nedenleri

Kapsiiler kontraktlir silikon implant ile meme rekonstruksiyonunda en yaygin
komplikasyondur (58,59). Kapsiil yapisindaki degisiklikler ile kapsuler kontraktiir gelismesi
arasinda direkt iliski vardir. Kontaktiir gelismis kapsiil yapilar histolojik olarak incelenmis,
kontraktiir gelismemis kapsiil yapisiyla karsilastirilmis ve su sonuglara ulasilmistir:

1. Kontrakte kapsiil daha kalindir. Fibréz kapsiil kalinligi, kapsiiler sertlikle
baglantilidir. Ancak kapsiiler kalinlik ile klinik olarak meme formunun bozulmasi arasinda
dogru orant1 bulunmamustir (60).

2. Kontrakte kapsiilde basta fibroblastlar olmak {izere hiicresel yogunluk artmistir.
Myofibroblastlar olarak bilinen, diiz kas hiicreleri benzeri davranig gosteren kontraktil
fibroblastlarin  yara kontraksiyonunun aktif elementleri oldugu diisiiniilmektedir.
Myofibroblastlar; yanik skari, siroz, Dupuytren kontraktiiriinde oldugu gibi viicudun diger
bolimlerindeki patolojik dokularda da kontraksiyona neden olmaktadir. Ryan tarafindan
silikon meme implant1 g¢evresindeki dokudan myofibroblastlar identifiye edilmistir (61).
Silikon meme implanti ¢evresindeki kapsiiliin kontraksiyonundan da viicudun diger
boliimlerinde oldugu gibi myofibroblastlarin sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak yar1
Omiirlerinin uzun olmamas1 ve yara yerinden kisa silire i¢inde uzaklasmalari,
myofibroblastlarin ge¢ donemde olusan kapsiil kontraktiiriinden tek baslarina etken
olamayacaklarin1 gostermektedir (60,61). Histiositler, polimorf niiveli 16kositler, lenfosit ve
plasma hiicreleri diger kapsiil hiicrelerindendir. Hiicresel zenginlik, implant yiizeyine bakan

kapsiil tarafinda daha belirgindir (34).
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3. Silikon jel dolu implantlarin kapsiil yapisinda, dis tabakada daha fazla olmak iizere
silikon damlaciklar1 bulunabilir. Bu durum, klinik olarak memenin sertligi ve sekil bozuklugu
ile iligkili degildir.

4. Kapsiil yapisinda plasma hiicrelerinin bulunmasi, B cell iligkili immun cevabi
diistindiirmektedir. Reaksiyonun derecesi ile klinik bulgular arasinda oranti yoktur (60).
Kapsiiliin histolojik 6zelliklerinin yani sira, kapsiiler kontraktiir gelisimi iki 6nemli teoriylede
aciklanmaya caligilmistir. Bunlardan biri non-infeksiy6z teoridir. Teorinin dayandigi temel
noktalar; silikon implant materyeli ylizey o6zellikleri, hematom, implantin i¢ini dolduran
maddeye ait 6zellikler, implantin yerlestirildigi bolge olarak 6zetlenebilir. Ersek, kollajen
liflerin diizensiz yerlesmesine yol acan piirtiiklii yilizeyin kapsiiler kontraktiirii azalttigini
vurgularken Fagrell, yiizey 6zelliklerindeki farkliligin, kapsiiler kontraktiir gelisimi {izerinde
onemli etkisinin olmadigini ileri stirmiistiir (31,35) . Barnsley, yapmis oldugu randomize
kontrollii ¢aligma ile kapsiiler kontraktiir oranini1 azaltma yoniinden, pirtikli yiizeyli
implantlarin diiz yiizeyli implantlardan daha istiin oldugunu gostermistir (63). Deney
hayvanlarinda, operasyon sirasinda gelisen ve bosaltilmayan hematomun implant ¢evresinde
sert bir kapsiile neden oldugunu bildiren Williams, salin ile dolu implantlarin jel dolu olanlara
oranla daha az kontraktiire neden oldugunu gosteren Buchardt’ in ¢calismalar1 da bu alanda yer
alan diger arastirmalardir. Puckett ve arkadaslari ise implant kas altina yerlestirildiginde
kontraktiirin daha az goriilecegini belirtmiglerdir (5). Kapsiiler kontraktiir gelismesinde
bahsedilen diger teori, infeksiydz teoridir. Meme duktuslarinda Stafilokokus Epidermidis in
izole edilmesi ile ortaya atilmistir (64). Pajkos A. ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada; 27
hastadan ¢ikardiklar1 (19°nda Baker grade I11-1V kapsuler kontraktiir tespit edilmis) kapsiil
yapisini mikrobiyolojik kiiltiir, elektron mikroskobi ile incelemisler ve 17 hastada baslica
Stafilokokkus Epidermidis olmak {izere koagulaz negatif Stafilokoklar1 i¢eren pozitif kiiltiir
sonucu elde etmislerdir. Kapsiil yapisinda S. Epidermidis biofilm tabakasi olustugunu ve
kapstiler kontraktiirlii hastalarda arastirilmas1 gereken O©nemli unsurlardan oldugunu
belirtmislerdir (65). Sonugta olusan kapsiiler kontraktiiriin derecesini etkene maruz kalma

stiresi, sayisi ve derecesi belirlemektedir (8).

2.6.2. Kapsiiler Kontraktiir Ol¢iim Yéntemleri

Kapsiil kontraktiiriiniin derecesinin belirlenmesinde ideal yontem intraprotetik basincin

direkt olarak Ol¢lilmesidir. Bunun pratikte imkansiz olmasi indirekt yontemlerin 6n plana
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gecmesini zorunlu hale getirmistir (8). Indirekt yontemler subjektif ve objektif yontemler

olmak tizere iki grupta incelenebilir:

2.6.2.1. Subjektif Yontemler

Inspeksiyon ve palpasyon olmak iizere iki parametre iizerine kurulu Baker
klasifikasyonu bu gruba girmektedir (8,65). Uygulamadaki kolaylik agisindan giiniimiizde en
sik kullanilan klasifikasyondur:

I. derece: Inspeksiyon ve palpasyon normal. Implant ele gelmiyor.

I1. derece: inspeksiyon normal, palpasyonda minimal sertlesme var.

III. derece: Inspeksiyonda hafif deformite mevcut, palpasyonda belirgin sertlik ele
geliyor.

IV. derece: Inspeksiyonda sferik, deforme meme goriilmekte. Palpasyona asir1 sertlik
mevcut, memeler soguk ve hassas.

Bu klasifikasyonda, I ve II. derece kontraktiirler kabul edilebilir olarak degerlendirilip,
invazif isleme gerek duyulmazken, III. ve IV. Derece kontraktiirler cerrahi diizeltme

gerektirirler.

2.6.2.2. Objektif Yontemler

Rutin goriintilleme teknikleri disinda (Mamografi, USG, MRI, BT, Histolojik
degerlendirme) diger onemli degerlendirme yontemleri memenin kompresyona direnci ve
Laplace kanunlarina gore ne kadar sferik sekil aldigidir (8,66). Bu amagla kullanilan
metodlar:

1. Kompresometri: Dinamometre cihazi yardimiyla memenin kompresyon kabiliyetini
Olger.

2. Aplanometri: Memenin kompresyon kabiliyetini 6lgmede kullanilir. Bu amagla,
tizerinde Ozel bir skalasi olan, saydam ve yeterli agirlikta cam veya pleksiglass levha
hazirlanmistir.  Olgiim meme bu levha {izerine yerlestirildikten sonra kompresyon
kabiliyetinin degerlendirilmesi esasina dayanir.

3. Tonometri: Birbiri i¢inde hareket eden ve ilerleyen iki silindirin memeye bastirilmasi
ile memenin direncini 6lgen bir yontemdir.

4. Goriintileme  metodlari:  Ultrasonografi(USG), Mamografi, Bilgisayarl
Tomografi(BT), Magnetik Rezonans Image (MRI).
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2.6.2.3. Kapsiil Olusumu ve Kontraktiiriiniin Onlenmesine Yonelik Cahsmalar

Kapsiiler kontraktiirii 6nlemede, non-infeksiyoz kapsiiler kontraktiir teorisinden yola
cikilarak steroidler uygulanmistir. Baslangicta uzun etki siireli preparatlar, cerrahi islem
sirasinda olusturulan alana uygulanmis ancak yapilan ¢aligsmalar etkisiz oldugunu gostermistir
(67). Cift lumenli implantlara intraliiminal olarak, gecikmis intrakapsiiler injeksiyon
yontemleri denenmis; intraluminal steroid etkili bulunmus, gecikmis intrakapsiiler injeksiyon
deney hayvanlarinda ¢ok etkili sonu¢ verirken insanlarda orta derecede etkili bulunmustur
(63). Caffee’nin c¢alismasinda, Baker klasifikasyonuna gore III ve IV derece kapsiiler
kontraktiirii olan 86 hastanin, implantlari ¢ikarilip kapsiilektomi uygulanmis, subpektoral, jel
dolu implant yerlestirilmistir (68). Cerrahiden 4-6 hafta sonra triamsinolon solusyonu (20 mg
triamsinolon+ 10 ml salin) kapsiile enjekte edilmis takiplerinde rekiirren kapsiiler kontraktiir
oraninin azaldigin1 géstermistir (68). Steroid uygulamasinda yan etkilerin doza bagli oldugu
total dozun 20 mg’ 1 gegmemesi durumunda yan etkilerin daha az goriildigi tespit edilmistir
(5). Kapsiiler kontraktiiriin engellenmesinde vitamin A ve vitamin E enjeksiyonlar
denenmistir.

Vitamin E icin tavsiye edilen dozaj, 1000 IU, giinde iki kez, cerrahiden 1 hafta dnce
baglanmasi ve iki yil boyunca devam edilmesidir (69). Uzun siireli yiiksek doz kullanim
gerektirdiginden ve etkilerinin kanitlanmamis olmasi nedeniyle uygulamalar1 kisitlanmistir
(64). Deney hayvanlarinda, implantin yerlestirilecegi cebe, topikal Mitomisin-C
uygulanmasinin, kapsiil yapisindaki fibroblast proliferasyonu ve kollajen sentezini azaltarak,
kapsuler kontraktiir gelisimini onledigi rapor edilmistir (9). Yine deneysel olarak topikal
kullanilan ibuprofenin de kapsiil kalinligin1 azaltip, daha yumusak bir kapsiil elde
edilebilecegi belirtilmistir (8). Hyaluronik asitin mononiikleer fagosit ve lenfositlerin
aktivitesini inhibe etmesi ve insan amniotik sivisinda hyaluronik asit igeriginin yiiksek
konsantrasyonda bulunmasindan yola ¢ikilarak, deney hayvanlarinda silikon implant etrafina
insan amnion s1vist enjeksiyonu uygulanmis, kapsiil kalinliginin ve hiicresel igerigin azaldig
gosterilmistir (10,11). Bir diger deneysel calismada, transforming growth factor- betal
inhibitdr peptid kullanilarak, silikon implantlar tetragliserol dipalmitat solusyonu iginde
bekletilerek deneysel model olusturulmus, kapsiiler kalinlik ve hiicresel igerigin azaldigi
gosterilmistir (70). Periprostetik bakteriel kontaminasyonun kapsiiler kontraktiire neden
oldugu goriisiinden yola ¢ikarak Shah Z intaluminal sefalosporin kullanmis, Burkhardt ve ark.

subglanduler cebi % 5’lik povidon-iyodin solusyonu ile irrige etmis ve her iki ¢caligmada da
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kapsiiler kontraktiirde azalma gozlenmistir (6,7). Vinnik tarafindan, hastalarin post-operatif
donemde gilinde iki kez, 15 saniye siireli iic masaj hareketinin (kapsiil ekspansiyon
egzersizleri) yapilmasiyla kapsiiliin minimalizasyonunun saglanabilecegi ortaya konulmustur
(59). Ancak bu tip zorlayict hareketlerin, silikon jel dolu implantlarda jel sizintisini
artirabilecegi ve riiptiirlere yol acabilecegi i¢in sinirli kullanim alant bulmustur (59). Kapsiilde
kontraktiir gelistikten sonra tek etkili tedavi yontemi kapsiil biitiinliigiiniin bozulmasidir.
Kapali ve agik kapsiilotomi uygulanir (71). Ag¢ik kapsulotomi internal kapsiiler skoring,

parsiyel kapsiilektomi, total kapsiilektomi olmak tizere ii¢ ayr1 sekilde uygulanabilir (5,8).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Denekler

Bu calisma, Istanbul Universitesi Deneysel Tibbi Arastirma Enstitiisii (DETAE),
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji AD. ve Yeditepe Universitesi
Histoloji ve Embriyoloji AD. Béliimlerinin fiziki mekanlarinda BVU BAP birimi destegi ile
DETAE etik kurul onayr alindiktan sonra gergeklesdi. Calismada agirliklar1 270-310 gr
arasinda degisen (ortalama 295 gr), 16 adet yetiskin, Wistar-Albino cinsi, disi sican kullanildx.
Denekler igin 6zel tretilmis i¢i sivi silikonla dolu implantlar kullanildi (Nagor ®, Sekil 11)

Denekler, deney ve kontrol grubu olmak iizere esit sayida iki gruba ayrildu:

Sekil 11. Siganlar i¢in kullanilan Nagor® silikon implant

Grup I, Kontrol grubu; deneklerin pektoral bolgelerinde 1,5x2 ¢cm pos olusturularak

ciltalt: cebe implantin yerlestirildigi grup,



32

Grup 11, Deney grubu: deneklerin pektoral bolgelerinde 1,5x2cm pos olusturularak
ciltaltt cebe implant yerlestirildikten sonra etrafina yag doku kaynakli 40 milyon/cc
mezenkimal kok hiicrenin enjekte edildigi gruptur. Tiim deneklerin temini ve beslenmesi
DETAE tarafindan saglandi, denekler standart yem ile beslendi. Calisma esnasinda higbir

denek sakrifiye edilmedi, deneklere Helsinki Nihai Senedi kurallarina uygun davranildi.

3.2. Kok Hiicrenin Hazirlanisi

Grup Il deki her bir sicanin sag inguinal bolgesinden alinan yag doku (standart Imgr
agirhginda) ITF Histoloji ve Embriyoloji A.D. steril olarak kok hiicre iiretilmesi igin
gonderildi. Laminair altinda steril petrilerde bistiiri ile dogranan bu dokular CMF-PBS
(Kalsiyum magnezyum free-Phosphate Buffer saline) icinde %1 kollagenaz igeren falcon
tiiplere konarak 37 Cesu banyosu iginde 1 saat siireyle ¢alkalandi. Daha sonra 40 pm naylon
meshten (BD Falcon Cell Strainer) siiziilerek siiziintii 300 g’de 5 dakika siireyle santrifiij
edildi. Ustte kalan siv1 dokiilerek pellet DMEM-F12 1:1 + %10 FCS (Fetal Calf Serum)
medyum ile siispanse edildi. Her flask i¢inde 2 milyon hiicre olmak {izere hiicre kiiltiir
siselerine ekildi. % 5 CO’lu hava karisimi igeren inkiibatorlerde kiiltiire edilen hiicrelerin
zemine tutunduklar1 goriildiikten sonra 3 giinde bir medyum degisimi yapilarak flasklarin
zemini 3/2 konfluent oluncaya kadar kiiltiire devam edildi. Konfluent olan flasklar EDTA
(Etilen Diamino Tetra Asetikasit) iceren % 0,5 tripsin ¢6zeltisi ile muamele edilerek hiicreler
toplandi. Sayma kamarasinda toplanan hiicre sayist belirlenerek, icinde 40 milyon/ml hiicre
iceren enjektorler hazirlandi. 37 °C’de inkiibatorde muhafaza edildi. Kullanima hazir hale

geldi.

3.3. Histopatoloji Degerlendirmenin Yapilmasi
3.3.1. Morfometrik Degerlendirme

Alinan kapsiil , 5 mm aralikl fiziksel parcalama aleti ile 6rneklendi. Her kapsiil yapist
0.1 M fosfat tamponda hazirlanmis %10’luk Notral formaldehit ile daldirma teknigi ile fikse
edilerek rutin histolojik takip islemine alindi. Her denekten 4-5 doku blogu elde edildi.
Bloklar 2 oraninda G6rneklenerek 10 pm kalinliginda seri kesit alindi. Ilk kesit sistemik
rastgele ornekleme metoduna gore secildi ve 1/50 oraninda 6rneklendi (Sterio DC, 1984).

Orneklenen kesitler Masson Trikrom teknigine goére boyandi.



33

Boyanan kesitler, stereolojik is istasyonu ile incelendi. Bu sistem, analizlerin ve
goriintiilerin incelendigi CCD dijital kamera (Optronics Microfire 1600x1200P, Goleta, CA,
USA), goriintii karti (ATI FireGL Advance Micro Device, Camberly, UK), bilgisayar
kontrollii motorize stage, (Bioprecision, Howtrone, NY, USA), Mikrokatér (Heidenhein,
Traunreut, Germany) ve 1sik mikroskobundan (Leica DM 4000B, Wetzlar, Germany)
olusuyordu.  Olgiimler  yukarida  belirtilen  diizenekte  Sterioinvestigator ~ 7.0.5
(Microbrightfield, Williston, VT, USA) programi kullanilarak yapildi. Hiicreler sayilirken
Leica C plan x10 objektif (NA=0,22) kullanildi.

Hacim o6l¢iimleri i¢in kesitlere Cavalieri sondasi uygulandi, iki nokta arast mesafesi 200

um’den olusan noktali sayim cetveli kullanildi.

3.3.2. Immunhistokimya

Isaretlenmis poliklonal antikorlar kullanilarak prokollajen I liflerini bulunduklar1 yerde
gostermek amaciyla Streptavidin-Biyotin-peroksidaz yontemi ile immunohistokimyasal
boyama uygulandi.

Rutin formol-parafin takibinden ge¢mis bloklardan hazirlanan 2\im kalinligindaki
kesitler pozitif yiiklii elektrostatik lamlara alindi, etiivde 56 °C’de bir gece bekletildikten
sonra sirastyla 30 dakika ksilol'de, 5 dakika aseton'da, 15 dakika etil alkolde bekletilerek
parafinden kurtarildi ve distile suya indirildi. Antijen iyilestirme iglemi i¢in sitrat tamponu
(pH:6) icerisinde mikrodalga firina yerlestirildi. Lamlar firinda ii¢ kez beser dakika siireyle
1sinlandi. Isinlama isleminden sonra 20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi. Sonra distile
suya alindi. Dokularin etrafi hidrofobik kalemle sinirland1 ve tekrar distile suya alindi. Daha
sonra dokularin iizerine proteaz (Dako Proteinase K RTU Code No: S3020) bes dakika
siireyle oda 1sisinda uygulandi. Tekrar distile suya alindi ve lamlar tamponlanmis fosfat
tuzuna (PBS) (pH:7,6) alinarak immunhistokimya asamasi baglatilmis oldu. Sonra endojen
peroksidaz aktivitesini baskilamak i¢in peroksidaz blok (peroxidase block Immunocruz
Staining System sc-2053) damlatildi ve 15 dakika bekletildi. Lamlar tekrar distile suya alindu.
Hemen ardindan serum blok (Immunocruz Staining System sc-2053) damlatildi ve 20 dakika
bekletildi. Bu siirenin sonunda lamlarin iizerinden serum blok aspire edildi ve antikor
(Procollagen Type | (A-17) sc-25973, Lot # cod no: J 0405 clon: goat polyclonal Ig G Santa
Cruz Biotechnology) damlatildi. 90 dakika bekletildi. Bu siire sonunda lamlar 5 dakika PBS
ile yikand1 ve lamlara biyotin bagl antikor (Immunocruz Staining System Donkey anti-goat

IgG: sc-2053) damlatildi ve 30 dakika bekletildi. Lamlar tekrar PBS'ye alindi ve yikandi.
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Lamlara bu kez HRP-Streptavidin (Immunocruz Staining System sc-2053) damlatild: ve 30
dakika bekletildi. Lamlar tekrar PBS'ye alindi. Ardindan DAB kromojen 1,6 ml distile suya
kitin i¢inde bulunan substrat bufferdan 5 damla, DAB kromojenden 1 damla, peroksidaz
substrattan 1 damla eklendi. Pipetaj yapilarak kullanildi. Lamlar distile suya alindi. Buradan
karsit boyama i¢in Mayer hematoksilene alindi ve 10 saniye bekletildi. Distile su ile tekrar
yikandi. Su bazli kapatma sivist ile kapatildi (Aqueous Mount Ref: AML 060).
Immiinhistokimya ile boyanan preperatlarin boyanma yogunluklar1 iki ayri arastirict

tarafindan degerlendirilerek derecelendirildi.

3.4. Cerrahi Teknik

1. Silikon Implant

2. Preoperatif hazirlik

Tiim cerrahi islemler DETAE ameliyathanesinde, steril kosullarda ve ayni arastirmaci
tarafindan gerceklestirilmistir. Deneklerin anestezisi Xylazine hidrokoriir (Rompun- BAYER,
5 mg/kg IM) ve Ketamin Hidrokloriir (35 mg/ kg IM) uygulanmas: ile saglanmistir.
Deneklerin pektoral bolgelerindeki tiiyler tras edilmis, saha %10 polyvinilpyrolidon iyotlu
solusyon (Polyod, Drogsan-Tiirkiye) ile temizlendikten sonra steril olarak Ortiilmiistiir.
Operasyonlardan 15 dakika 6nce ve postoperatif birinci giinde antibiyotik (Genta ampul, IE

Tiirkiye; 3 mg/kg IM) uygulanmustir.

3.4.1. Kullamlan Cerrahi Ara¢-Gerec

Operasyonlar sirasinda bobrek kiivet, portegii, disseksiyon makasi, tek disli (Adson)
penset, No:15 bistiiri, No: 3 bistiiri sap1, degisik boylarda pensler ve hook kullanilmistir.

Kullanmadan 6nce tiim cerrahi set elemanlari otoklavda sterilize edilmislerdir.

3.4.2. Implantlarin Yerlestirilmesi

Deneklerin pektoral bolgelerinde, horizontal 1.5 cm’lik insizyonun ardindan,

disseksiyonla cilt altinda 1,5 X 2 cm boyutlarinda cep olusturuldu (Resim 1).



35

Resim 1. Silikon implant i¢in hazirlanan pos

3.4.3. implantlar Yerlestirildikten Sonra Kok Hiicrenin Uygulanmasi

Grup 1l ye silikon implantlar yerlestirildikten sonra siitiir araligindan 1 cc yaklasik 40

milyon kok hiicre enjekte edildi (Resim 2,3).
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Resim 2. Tiip icerisinde ASC goriiniimii

Resim 3. ASC’lerin mikroskobik goriiniimii
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3.4.4. implantlarin Cikarilmasi

Tiim deney hayvanlar1 postoperatif 12. haftada aynmi kosullar altinda tekrar opere
edildiler ve yerlestirilen implantlar ¢ikarildi. Deneklerin pektoral bolgelerinde, palpasyonla
yerlestirilen implantlar bulundu. 1.5 cm’lik horizontal insizyonla girilerek, cilt alt1 dokusuna
ulasild1 ve implant ¢evresindeki kapsiile zarar vermemeye 6zen gostererek dikkatlice gikarildi.
Insizyon 4/0 prolenle kapatildi. Cikarilan dokularin hepsi % 10’luk formaldehit soliisyonunda
24 saat fiske edildi. Preparatlar olusan kapsiil ve implant birlikte olacak sekilde transvers

olarak 3 mm kalinliginda kesilip rutin doku takibine tabi tutuldu.

3.5. istatistiksel Yontem

Calismanin istatistiksel analizleri Statistical Package For The Social Sciences (SPSS)
16.0 siiriimii kullanilarak yapildi. Istatistik anlamlilik degeri p <0.05 olarak alindi.
Tanimlayic istatistik verileri i¢in ortalama ve standart hata kullanildu.

Gruplar, bagimsiz 6rneklem, t testi ile karsilagtirildu.
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4. BULGULAR
4.1. Makroskopik Bulgular

Deney ve kontrol gruplarindan c¢ikarilan implant materyellerine ait makroskopik

bulgular her grup i¢in ayr1 ayri tanimlandi (Resim 4). Buna gore;

Resim 4. Makroskobik olarak Grup I ve Grup II kapsiille sarili silikon implantlar

1. Grup | (Kontrol grubu):

Silikon implantlarin ¢iplak olarak pektoral bolge cilt alti dokusunda hazirlanan cebe
yerlestirilmesini takiben, standart kapsiil olusumu baslangic donemi olan 12. haftada
implantlar kolaylikla palpasyonla tespit edildi. Mobilizasyonlar1 simrli bulundu. Implantlar
¢ikarildiktan sonra makroskopik olarak incelendi ve deney grubu ile karsilastirildi. Grup |

implantlar ¢evresinde fasyaya benzer kapsiil yapisi belirgin gézlendi (Resim 5).
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Resim 5. Grup I makroskobik kapsiil goriiniimii

2. Grup 11 ( Deney grubu):

Kok hiicre uygulanan silikon implantlarin deneklerin pektoral boélge ciltalti dokusunda
olusturulan cebe yerlestirilmesini takiben, 12. haftada palpasyonla, Grup I implantlara gore,
daha zor tespit edilebildi. Mobil olmalarindan yararlanilarak yerleri belirlendi. Implantlar
cevresinde belirgin kapsiil yumusak kivamli bir kapsiil yapisi oldugu goriildi. Bu yumusak

kivamli yapi igerisinde damar olusumu gézlemlendi (Resim 6).
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Resim 6. Grup II makroskobik kapsiil ve yeni damar olusumu goriiniimii

4.2. Mikroskopik Bulgular

1. Grup I (Kontrol grubu):

Isik mikroskopu ile kontrol grubundaki deneklerden ¢ikarilan implantlardan hazirlanan
preparatlardaki damar olusumu ve kapsiil yapisi incelendi. Kapsiil yapisinin grup I de siki bag
dokusundan zengin oldugu bulundu. Kapsiill Hacmi 67,58 cm?® olarak saptandi. Masson
Trikrom ile yapilan boyamada ise kapsiil yapisinin organize ve daha kalin oldugu bulundu
(Resim 7). Immunohistokimyasal olarak yapilan boyamada prokollajen olusumu yiiksek

miktarda oldugu gézlendi (Resim 8).
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Resim 7. Masson trikrom teknigi ile boyanmis Grup I kapsiil 6rnegi. Biiyiik resimde kas
tarafi, epidermis tarafi ve pos boslugu goriilmektedir. Beyaz ok kapsiil duvarin (siki
bag dokusu) ve beyaz yildiz pos i¢ini gostermektedir.

(Biiylik resimde bar: 20 pum, kiiciik resimde bar: 100 pm )
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Resim 8. Grup | pos ¢eperinde yogun kolajen demetlerinin olusturdugu kalin fibroz
kapsiil ve periferde immiinohistokimyasal olarak diaminobenzidin ile renklendirilmis

oldugu icin kahverengi izlenen belirgin prokollajen varhg: dikkat cekmektedir.

2. Grup 11 (Deney grubu):

Deney grubu implantlarinin kapsiil yapisinin 151k mikroskopu ile incelenmesi
sonucunda; kapsiil yapisinin miik6z oldugu ve bol miktarda damar yapist oldugu goriildi
(Resim 9). Masson Trikrom ile boyamada kapsiil yapisinin kontrol grubuna gore ince ve
diizensiz oldugu gorildii (Resim 10). Hacimsel degerlendirmede istatiksel olarak kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,032) (grafik 1). Kapsiil hacmi 35,88 cm?
olarak saptandi (Tablol). Prokollojen olusumun Grup I e gore daha az olustugu bulundu
(Resim 11).
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Resim 9. Grup Il , miikéz bag dokusu goriiniimii tasiyan periferik bolgede cok sayida
fibroblast ve yer yer mezenkim hiicre morfolojisi sergileyen hiicrelerin yani sira yeni

damar olusumlar izlenmektedir.
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Resim 10. Masson trikrom teknigi ile boyanmis Grup II kapsiil 6rnegi. Biiyiik resimde kas
tarafi, epidermis tarafi ve pos boslugu goriilmektedir. Beyaz ok kapsiil duvarini (siki bag
dokusu) ve beyaz yildiz pos icini gostermektedir (Biiylik resimde bar: 20 um, kii¢iik resimde

bar: 100 pm )
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Resim 11. Kok hiicre implante edilen grupta (Grup Il ) pos cevresindeki kapsiiliin ince
oldugu ve hemen disindaki kollajen liflerinin gevsek bag dokusu goriiniimiinde organize
oldugu izlenmektedir. Prokollajen boyanmasi daha hafif ve daginik olarak

izlenmektedir.
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GRUPLARIN HACIiM TABLOSU
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Grup |
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Grafik 1. Grup I ve Grup II kapsiil hacmi degerlendirme grafigi

Tablo 1. Grup I ve Grup II kapsiil hacmi degerlendirme tablosu

KAPSUL HACIM Gl G2 p
ORTALAMA 67,58 35,88

0,032
SEM 12,12 3,89
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5. TARTISMA

Gliniimiizde implant materyellerinin kullanim alanlarinin genislemesi, beraberinde bu
materyellerin olusturabilecekleri komplikasyonlarin onlenmesine yonelik c¢alismalarida
hizlandirmistir. Biyolojik olarak inert sayilsa da silikon implantlarin ¢evresinde kapsiil olarak
tanimlanan, kontraksiyon 6zelligine sahip degisen derecelerde skar dokusu olusmaktadir (4).
Kapsiiler kontraktiiriin, absorbe olmayan tiim implant materyellerinin etrafinda olusan kapsiil
yapisinda bulunan fibroblast ve myofibroblastlarin aktivasyonu sonucu ortaya c¢iktigi
diistiniilmektedir (61). Kapsiil kontraksiyonu ile degisen yiizey alani/ hacim orani sonucu
implant miimkiin olan en kii¢lik ylizey alanini1 kaplamaya yani kiiresel sekil almaya zorlanir.
Sonugta asimetriler ve deformasyon gelisebilir.

Son zamanlarda kok hiicre c¢alismalar1 bir¢ok hastalik i¢in popiiler olarak
uygulanmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerle, Baker’a gore grade 3-4 kapsiil kontraktiiriiniin
giderilmesi i¢in yapilan deneysel ve klinik ¢aligmalardan basarili sonuglar elde edilmistir.Yag
doku kaynakli kok hiicrelerin ¢esitli biiylime faktorleri salgilayarak, hangi sinyal yoluyla
oldugu net olarak anlagilamamasina ragmen travmatik dokuda fibroblastlarin genel davranis
modelini degistirerek engelledigi gosterilmistir. Bizde c¢alismamizda da fibroblast
davraniginin mezenkimal kok hiicreler tarafindan degistirerek kapsiil olusumunu azalttigini
morfometrik olarak gozlemledik.

Kapsiil kontraktiirli, meme protezi yerlestirilirken olusan travmaya sonrasi hematoma
baglt olarak gelisebilir (5).Bizim c¢alismamizda yag doku kaynakli kok hiicrelerden salinan
faktorler, bolgedeki fibroblastlarin bilinen davranisimi degistirerek kapsiil kontraktiirii
olusumunu azalttigin1 yada kok hiicrelerin protezi bir oOrtli gibi sararak endotelyal hiicrelere
differansiye olup neoangiogenez ile protezin otojen bir dolgu olarak algilamasini saglayarak
kapsiil olusumunu azalttigini diigiinmekteyiz.

Meme biiyiitme tekniklerinden biri otojen yag doku naklidir. Otojen yag doku ve ASC
kombine edilerek yumusak doku agumentasyonun uygulandigi klinik ¢alismalar yapilmistir
(72). Bu yontem yeterli yag dokusu olmayan hastalar i¢in uygun degildir. Ancak uygulamada
giiven uyandiran yontem bizim c¢alismamizla yakindan iligkilidir. Ciinkii otojen yag dokuda
bulunan adipositlerin trettigi VEGF (vaskiiler endotelyal growth faktdr) sayesinde yag
hiicrelerinin o bolgedeki dokular taklit ederek canliliginin devam etmesi ve biyolojik uyumu
saglamasi temeline dayanmaktadir (73).

Hyaliironik asitin hiicresel fonksiyonlari tizerine bilinen etkileri; granulosit, makrofaj ve

periferik lenfositlerin gogiinde azalma, makrofajlarin ve granulositlerin fagositik aktivitesinde
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azalma, periferik lenfositlerin olusumunda ve prostoglandin salimiminda azalmadir.
Hyaluronik asit fibroblastlardan sentezlenen tip 3 kollojen miktarini artirir. Fetal dokuda tip 3
kollajen eriskine gore daha fazladir. Tip 1/3 orani1 kollojen fibrillerin ¢apini gosterir. Bu oran
kiiglildiikge fibrillerin ¢apida kiigliliir (74). Fibroplazi, kollajen depolanmasi ve
neovaskularizasyonu azaltir. Bu etkilerinden yola ¢ikilarak kapsiil olusumunu engellemek igin
calismalar yapilmis ve kapsiil yapisini azalttigini gostermistir (75). Bizim ¢alismamizda 1s1k
mikroskopisinde gordiigiimiiz miikéz bag dokusu yapisi, normalde eriskinde bulunmamakla
birlikte (gobek kordonunda) hyaliironik asitin yiiksek miktarda oldugunu gostermektedir.
Mezankimal kok hiicrenin kapsiilii azaltmasinin yaninda ,daha yumusak hale getirmesi miikoz
bag doku olusumuyla (hyaliironik asitten zengin doku) saglamaktadir.

Invivo yapilan bir ¢alismada; kapsiil kontraktiirii olusmus 15 hastada implant1 ¢ikarip
acil olarak yeniden yerlestirerek olugsmus olan kapsiiliin etrafina ASC iceren lipoaspirat
uygulamasi yapilmis olup, 15 hastanin 8 inde kapsiilii azalttiklarint ve uygun yumusak doku
kontiirii olustugunu gostermislerdir. ASC degisik yollarla bu ¢alismada ki basarili sonuca yol
acmis olabilecegi 6n goriilmiistiir(17). Bu mekanizmalar;

1. Adipositlerin rejenerasyonu

2. Adipositlerin ekstraseliiler matriks araciligiyla vaskiiler endotelyal hiicrelere
doniismesi

3. Anjiogenik biiyiime faktorlerinin serbestlenmesi gibi nedenlerle agiklanmaktadir
Bizim hipotezimizin bu c¢alisma sonrasi basarili olmasimin nedenin yukarida bahsettigimiz

tim mekanizmalari igererek gerceklestigini diistinmekteyiz.
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SONUC

Bu caligmada, otojen yag dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicreler ile silikon
implant etrafinda kapsiil olusumunu engellemek amaglandi. iki gruba ayrilan siganlardan
Grup II’de (ASC uygulanan grup) makroskopik ve mikroskopik olarak yeni damar olusumu
gozlemlendi. Bunun nedeninin kdk hiicre ile sarili olan silikonun bulundugu alanda yara
iyilesmesini arttirmasi ile agiklamaktayiz. Diger taraftan prokollajen olugumunun azalmasi
yara iyilesmesinin son basamagi olan reorganizasyonunun azalmasi ile agiklanabilir. Diger bir
deyisle tikiz bag dokusu yerine gobek kordonundaki dokuya benzer miikéz bag doku
olusmasidir. Sonug olarak kapsiil hacmi her iki grup arasinda karsilagtirildiginda Grup 11’ de
olusan kapsiiliin hacmi Grup I’e gore daha az oldugu saptandi. Temel mekanizmanin ASC’nin
endotelyal hiicrelere doniiserek ekstraseliiler matriks araciligiyla kapsiil olusumundan

sorumlu fibroblastlarin davranis paternini degistirmesi oldugunu diistinmekteyiz.
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