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KISALTMALAR

ACCM : Amniyotik sivi kokenli hiicre kiiltiir medyumu
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HASA : Hyaluronik asit uyarici aktivator
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TIMP-1 : Doku matriks metalloproteinaz inhinitori bir
TIMP-2 : Doku matriks metalloproteinaz inhinitori iki
FGF : Fibroblast biytime faktor

ECM . Ekstraselliiler matriks
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IVF . In-vitro fertilizasyon
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NGF : Sinir buyume faktori
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INSAN AMNIYOTIK SIVISI KOKENLi HUCRE KULTUR MEDYUMUNUN
SILIKON PROTEZ CEVRESINDEKI KAPSUL OLUSUMUNA ETKISi

OZET

Giris: Silikon meme implantlari son elli yildir meme biiyilitme ve mastektomi sonrasi
meme rekonstriiksiyonu i¢in kullanilmaktadir.

Kapsiiler kontraktiir, meme protezi etrafindaki reaktif kapsiiliin kalinlagmasi,
memenin sikilifinma yol agmasi ile ortaya c¢ikan olgudur. Bu durum, estetik ve
rekonstriiktif meme cerrahisinin en yaygin komplikasyonlarindan biridir. Bu nedenle
literatiirde pek ¢ok ajan, allogreft veya doku miihendisligi (Ugboyutlu meme
kaliplarinin  kullanilmas1 ve igeriSine yag transferinin gergeklestirilmesi) gibi
yontemlerin protez cevresi kapsiil olusumuna etkisi ¢alisilmistir. Biz ise calismamizda
bu amagla ACCM’nin (insan amniyotik sivis1 kokenli hiicre kiiltiir medyumu) ve
YDKKH’nin (yag dokusu kaynakli kok hiicre) hem tekbasna hem de birlikte
ugulanmasinin  protez ¢evresi kapsiill olusumu Uzerindeki etkinliklerinin
karsilagtirilmasmi amagladik. ACCM olarak amniyotik sivi hiicrelerinin ve koryon
villus hiicrelerinin in vitro kiiltiir eldesinde kullanilan bir besin ortami olan AmnioMax
™ C-100 (AmnioMAX ™ C-100 ve AmnioMAX ™ Il Complete Media,Life
Technologies, 5791 Van Allen Way, Carlsbad, California 92008) kullanilda.

Gerec ve YOntem: Calismada agirliklar1 250-300 gr arasinda Sprague Dawley 26 adet
disi sigan kullanildi. 26 sican rastlantisal olarak, kontrol, 3 ¢alisma grubu (sadece
ACCM, sadece YDKKH-yag doku kaynakli mezensimal kok hiicre, ACCM +
YDKKH) ve YDKKH temin edilecek gruplar seklinde (2 sigan) kullanildi. Sigcanlara
paravertebral insizyon ile pannikulus karnozus altinda, paravertebral kaslarin tizerinde
1x1 c¢cm boyutunda cep hazirlandi. implant yerlestirmeden &nce: Grup 1 (Kontrol)
hazirlanan cebe 0,5 cc normal salin enjekte edildi. Grup 2 (ACCM) de cebe 0.5 cc
ACCM enjekte edildi. Grup 3 (YDKKH): Cebe 0,5 cc YDKKH enjekte edildi. Grup
4 (ACCM+YDKKH): Cebe 0.5 cc ACCM ve 0.5 cc YDKKH enjekte edildi. Ardindan
implant cebe yerlestirildi. Siganlarin tiimii 2. aym sonunda sakrifiye edilerek cerrahi
alandaki periprostetik kapsiiller eksize edilerek c¢ikarildi. Kapsiil kalinliklar ile
morfolojik analiz yapildi. Histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler icin doku
ornekleri alindi. Elde edilen veriler Shaphiro wilk testi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi.

Bulgular: Gruplar arasinda TGFB-1 ve 2, IL-2, TAS, TOS ve OSI parametre
ortalamalarinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli olduklar1 tespit edildi
(p<0,05). Kombine gruptaki deneklerin TGFpB-1ve 2 (31,18+13,11 ve 20,7946,9), IL2
(14,442,34), TOS (0,24+0,06) ve OSI (0,53+0,12) ortalamasmin diger gruplara gore
anlamli diizeyde diisiik oldugu izlendi. TAS ortalamasinin (0,47+0,09) ise Kombine
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grupta diger gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu izlendi. Gruplar arasi
miyofibroblast  belirteci olan o-SMA oranlarmin  degerlendirilmesi ile
immiinreaktivite siddetleri karsilastirild. Immiinreaktivite siddetlerinin kiyaslanmas1
sonucu Kontrol grubundaki deneklerin tiimiinde siddetli diizeyde immunreaktivite
(%100) gozlenmisken, ACCM grubundaki deneklerin ¢ogunlugunda (%66,7),
Kombine gruptaki deneklerin ise tamaminda zayif diizey immunreaktivite gozlendi.

Sonug: Calismamizda bakilan mevcut parametrelerden yola cikarak elde edilen
sonuclara gore, ACCM ve YDKKH’nin kombine uygulandigi grubun oksidatif strese
daha dayanikli, daha zayif immiinreaktivite duzeyine sahip olup periprostetik kapsil
olusumundan sorumlu fibroblastlarin davranig paternini degistirerek kapsiil
olusumunu daha fazla azalttigin1 diisiinmekteyiz.
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THE EFFECT OF HUMAN AMNIOTIC FLUID CELL CULTURE MEDIUM
ON CAPSULE FORMATION AROUND SILICONE PROSTHESIS

SUMMARY

Introduction: Silicone implants have been used for breast augmentation and breast
reconstruction after mastectomy for the last fifty years.

Capsular contracture is a phenomenon that occurs when the reactive capsule around
the breast prosthesis thickens, tightens and causes tightness of the breast. This is one
of the most common complications of aesthetic and reconstructive breast surgery. For
this reason, the effects of many agents, methods such as allograft or tissue engineering
on the formation of capsule around the prosthesis have been studied in the literature.
In our study, we used both ACCM and ADSC for this purpose and compared their
effects on the capsule formation around the silicone prosthesis. AmnioMAX ™ C-100
(AmnioMAX ™ C-100 and AmnioMAX ™ Il Complete Media,Life Technologies,
5791 Van Allen Way, Carlsbad, California 92008), a nutrient medium used for in vitro
culture of amniotic fluid cells and chorionic villus cells, was used as ACCM.

Materials and Methods: In the study, 26 female Sprague Dawley rats weighing
between 250-300 g were used. 26 rats were randomly assigned to control, 3 study
groups (ACCM only, only ADSC-adipose tissue derived mesenchymal stem cell,
ACCM + ADSC) and two rats were used to obtain ADSC. A 1x1 cm pocket was
prepared above the paravertebral muscles under the panniculus carnosus with a
paravertebral incision in the rats. Before implant placement: 0.5 cc of normal saline
was injected into the prepared pouch in Group 1 (Control). In Group 2 (ACCM), 0.5
cc ACCM was injected into the pouch. In Group 3 (ADSC) 0.5 cc ADSC was injected
into the pouch. In group 4 (ACCM+ADSC), 0.5 cc ACCM and 0.5 cc ADSC were
injected into the pouch. And then the implant was placed in the pouch. All rats were
sacrificed at the end of the second month, and the periprosthetic capsules in the
surgical area were excised. Morphological analysis was performed evaluating with
capsule thickness. Tissue samples were taken for histopathological and biochemical
examinations. The obtained data were evaluated statistically with the Shaphiro Wilk
test.

Results: TGFB-1 and 2, IL-2, TAS, TOS and OSI parameter averages were found to
be statistically significantly different between the groups (p<0.05). The mean of
TGFp-1land 2 (31.18+13.11 and 20.7946.9), IL2 (14.4+2.34), TOS (0.24+0.06) and
0OSI (0,53+0,12) of the rats in the combined group were found to be significantly lower
than other groups. The mean TAS (0.47+0.09) was found to be significantly higher in
the combined group compared to the other groups. As a result of the comparison of
the immunoreactivity intensities between the groups, all the subjects in the Control
group had severe immunoreactivity (100%), while weak immunoreactivity was
observed in the majority of the rats (66.7%) in the ACCM group and in all of the rats
in the Combined group.

Conclusion: According to the results obtained from the current parameters examined
in our study, we think that the group in which ACCM and ADSC were applied
combined was more resistant to oxidative stress, had a weaker immunoreactivity level,
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and reduced the capsule formation more by changing the behavior pattern of the
fibroblasts responsible for periprosthetic capsule formation.
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1.GIRIS VE AMAC

Meme implantt meme boyutunu artirmak (biiylitme) veya kanser, travma nedeniyle
¢ikarilan meme dokusunun yerini doldurmak, ciddi ve ileri dizey meme anomalilerini
onarmak amaciyla meme dokusu veya gogiis kasi altina yerlestirilen tibbi geregtir. Son
elli yilda kullanimi1 yaygmlasmistir. Meme implant1 uygulanan hastalarda bir dizi
komplikasyon gelisebilir ki (asimetri, agri, meme dokusunun atrofisi, Kalsiyum
birikintileri, gogiis duvar1 deformitesi, lenfédem veya lenfadenopati, meme basinda
duyu kaybi, kizariklik ve morarma, seroma, ciltte doklntller ve s.) bunlarin ¢ogu

kapsiil kontraktiirii dedigimiz durum ile iliskilidir.

Bir implant yerlestirildiginde viicut, fizyolojik yanit olarak koruyucu bir zar-kapsul
olusturarak tepki gosterir. Bazi hastalarda inflamatuvar hticreler tarafindan proteze
karsi asir1 bir yanit geliserek kapsiil kontraktiirii olarak isimlendirilen durum ortaya
cikar. Kapsul kontraktiirii protezin etrafinda olusan, meme sertligi, agr1 ve sekil
bozukluguna neden olarak implantasyon sonrasi en rahatsiz edici ve en sik gorilen
komplikasyon olarak bilinir. Protez meme implanti1 prosediirlerinin %40 kadari
kapsuler kontraktir ile komplike olur ve bu hastalarin ¢goguna implantin ¢ikarilmasi
veya degistirilmesi i¢in yeniden operasyon gereklidir. Ayrica gliniimiizde giderek
yayginlasan meme protezi ile iligkili anaplastik blytk hicreli lenfoma’nin (BIA-
ALCL), meme protezi ile iliskili otoimmiin hastalik (BII), meme protezi ile iliskili
yassi hiicreli karsinomun (BIA-SCC) ve meme protezi ile iliskili diger lenfomalarin
etyopatogenezi tam olarak bilinmese de protez ¢evresinde gelisen kapsiil ile benzer
etyolojiye sahip olup, kapsiil zemininde gelistigi ve kapsiil katmanlari kaynakli oldugu

bilinmektedir.

Bu nedenle protez ¢evresinde kapsiil olusumunun engellenmesine yonelik literatiirde
5-fluorourasil (1), I6kotrien antogonistleri (2) veya kollajenaz (3) gibi pek ¢ok ajan,
allogreft veya doku miihendisligi gibi etken ve yontemler arastirilmistir. Amniyon

stvist kismen amniyon hiicreleri tarafindan olusturulan fakat esas olarak anne
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kanidan gelen berrak bir stvidir. Hyaluronik asitin (HA) mononiikleer fagositlerin ve
lenfositlerin aktivitesini inhibe ederek skar olusumunu azalttig1 igin yiiksek
konsantrasyonlarda HA, HA uyaric1 aktivator (HASA) ve diger faktorler iceren insan
amniyotik sivist (HAF), intraluminal olarak uygulandiginda fibréz kapsiil olusumunu
ve kapsiil kontraktiiriinii engelleyebildigi bilinir (4). Son donemlerde IGF gibi, doku
metalloproteinaz inhibitori (TIMP), a2- makroglobulin ve fibroblast biyyime faktori
(FGF) gibi proteinlerin de bulundugu amniyon sivisiin yara iyilesmesi ve doku
yenilenmesi gibi bir¢cok patolojide kullanilabilirligi ve tedavi edici etkileri
arastirilmaktadir  (5-8).  Amniyon hucrelerinin, yara iyilesmesi ve doku
yenilenmesinde etkili olan faktorler yoninden degerlendirebilmek ve klinik olarak
kullanilabilmek i¢in amniyon sivisinda hiicre popiilasyonunun az olmasindan dolay1
in vitro sartlarda ¢ogaltilarak degerlendirilmesi gereklidir. Bu amacla elde edilen
amniyon sivisindaki kok hiicrelerin sayismi artirmak i¢in 6zel besin ortamlari
kullanilmaktadir. Amniyon sivisi kokenli hiicre eldesi i¢in kullanilan farkli besin
ortamlar1 farkli 6zelliklere sahiptir. Insan amniyotik sivis1 kokenli hiicre kiiltiir
medyumu ACCM’nin in vitro hiicre Kkiltiir ¢alismalarinda fetal hicre
proliferasyonunu ve biiyliime performansini indiikledigi gésterilmistir. (9-11). Biz bu
calismada ACCM olarak amniyotik sivi hiicrelerinin ve koryon villus hiicrelerinin in
vitro kiiltiir eldesinde kullanilan bir besin ortami olan AmnioMax ™ C-100’ii
(AmnioMAX ™ C-100 ve AmnioMAX ™ |I Complete Media, Life Technologies,
5791 Van Allen Way, Carlsbad, California 92008) kullandik. ACCM (AmnioMax ™
C-100) yara iyilesmesinin hem rejeneratif hem de antiinflamatuar asamasinda gorev
alan mezensimal/stromal kok hiicre yanitini giiclendirmektedir. Protezin yerlestirildigi
cebe ACCM uygulanmasi literatiirde daha 6nce yapilmamis bir ¢calismadir. Kapsiil
olusumunu engelleyici olarak ACCM’nin etkisinin ispatlanmasi, yukarida bahsedilen
durumlarmn karsisini alarak hem rekonstriktif hem de estetik cerrahide blylk kazang
saglayacagini diisiinmekteyiz. Ayrica c¢aligmamiza protez yerlestirilecek cebe
YDKKH uygulanmasini da ekleyerek, ACCM’nin ve YDKKH’nin hem ayrilikta hem
de birlikte ugulanmasmin protez gevresi kapsiil olusumu tizerindeki etkinliklerinin

karsilagtirilmasmi da amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 MEME PROTEZi

2.1.1 implant Materyalleri ve Silikonun Kimyasal Yapisi

Implant, biyolojik yap1 eksik ise tamamlamak, hasarh ise desteklemek veya mevcut
olan yapiy1 genisletmek, uzatmak i¢in iiretilmis tibbi {iriindiir. Tip diinyasinda ilk
implant materyali (altin ve giimiis) kullanimi Inka’lara uzanir (12). ideal bir implantin
tasimasi gereken 6zellikler; yabanci doku reaksiyonunun minimal olmasi, elastisiteye
sahip olmasi, kolay sekillendirilebilir olmasi, karsinojenik ve allerjenik olmamasi,
yuksek gerim giiciine sahip olmasi, korozyona direncli, enfeksiyonlu ortamlara
toleransli, kimyasal olarak inert (baska maddelerle kimyasal reaksiyona girmeyen),
diistik maliyetli, sterilize edilebilir olmasidir (13). Alternatifi oldugu otojen dokular
ile kiyaslandiginda avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Ameliyat siiresini kisaltmalari,
dondr alan gereksiniminin olmamasi ve dolayisiyla dondr alan morbiditesinin
olmamasi, daha az emilime ugramalar1 en tstiin 6zellikleridir. Ancak radyoterapi
Oykiisii bulunan hastalarda, ¢evre dokunun kalitesi diisiik ve dolagimi yetersiz oldugu
durumlarda otojen doku kullanilmasi daha uygundur. Ciinkii bu durumlarda implant
kullanilir ise ekspoze olma ihtimali vardir. implant materyalleri; metaller, polimerler,
seramikler, yapistiricilar, deri alternatifleri ve biyoprostetik fileler olmak tizere genel

kategorilere ayrilir (12).

Silikon degisen uzunlukta polidimetilsiloksan [(CH3)2-SiO] monomer zincirlerinden
olusan yar1 inorganik polimerik molekiillerin bir karigimidir. Toksik, irritan, allerjen
olmayan ve biyolojik par¢alanmaya ugramayan, kimyasal olarak aktif olmayan inert
bir maddedir (12,14). Silikonlarin fiziksel Ozellikleri, ortalama polimer zincir
uzunluguna ve polimer zincirleri arasindaki ¢apraz bag sayisina bagl olarak oldukca
degiskendir. Sivi silikonlar, nispeten kisa uzunluga ve az c¢apraz baglara sahip
polimerlerdir. Silikon jeller polimer zincirlerinin uzunlugunu, ¢apraz bag sayisini ve
yan zincir sayisint kademeli olarak artirarak degisen viskozitede {iretilebilir.

Zincirlerin uzamasi ile jeloz silikon olusurken, silikon polimerlerinin yan baglarinin



artirtlmasi ile zincirlerin birbirine baglanmasi sonucu kati silikon olugmaktadir.
Silikon jel polimerinin gapraz baglari sonrasi esnek, kauguk benzeri kaliteye sahip bir
elastomer olarak adlandirilan kati bir silikon formu olusur. Silikon elastomerler, yiiz
implantlarinin, doku genisleticilerin ve tiim meme protezlerinin dis yiizeyinin
iretiminde kullanilir. Silikonun elastisiyet ve dayanikliligini artrmak igin
"vulkanizasyon" islemi ger¢eklestirilir. Bu islem silikat, demir oksit, benzol peroksit
gibi maddelerle polidimetilsiloksan zincir yapis1 arasindaki  bosluklarin
doldurulmasidir. Kateterler, hidrosefali sant ve drenaj tiipleri, meme protezlerinin
membranlari, penil protez, eklem protezi gibi tibbi iirtinler yliksek yogunluklu silikon

elastomerlerinden yapilan materyallere 6rnektir (14).
2.1.2 Tarihge :

[Ik bilinen meme biiyiitme operasyonunu Vincenz Czerny 1895 yilinda
gergeklestirmistir. Czerny memede adenom rezeksiyonu sonrasi olusan boslugu
doldurmak amagli bir lomber lipomu eksize ettikden sonra memeye yerlestirmistir.
Ardmdan parafin, vazelin, zeytin yagi gibi maddelerin memeye enjeksiyonuyla meme
ogmantasyonu gerceklestirilmistir ki, saghgi etkileyecek kotii sonuglara neden
olmustur. Ik meme protezi 1958 vyilinda gelistirilmistir. Bdylece meme
rekonstriiksiyonu ve meme biliyiitme ameliyatlarinda yeni bir ¢ag agilmistir. Meme
bilyiitme ameliyatlarnda kullanilan ilk protezler ivalon siingerlerindendir (Polivinil
Alkol) ve sonuglar1 ¢ok da tatmin edici olmamistir (15). 1961 yilinda Uchida, meme
biiylitme amac1 ile memeye sivi1 silikon (polidimetilsiloksan) enjeksiyonu denemistir
(16). Bu teknik enfeksiyon, kronik enflamasyon, graniilom ve nekroz gibi farkh
komplikasyonlara ve 6liime neden olmustur. Bu yiizden kullanilmasi yasaklanmstir.
1963 yilinda, Cronin ve Gerow silikon jel protezi gelistirerek hem meme biiyiitme hem
de rekonstriiktif meme cerrahisinde basari ile kullanmustir (15). O tarihten bu yana
implantlar birka¢ modifikasyona ugranustir. ideal meme implantmi belirleyen
giivenlik ve etkinlik kriterleri vardir. Bu kriterler dikkate alinarak en uygun segcenekler
tipta kullanoma sunulmustur. Implantin  giivenirliligini belirleyen toksik,
immunojenik, teratojenik, karsinojenik etkilerinin ve mamografi Gizerinde potansiyel
etkisinin olmamasidir.Etkinligini belirleyen ise kontraktiir gelismemesi veya daha az
gelismesi, implantta hacim kaybmmn olusmamasi, palpasyonla ele gelmemesi ve

anatomik cep igerisinde katlanma olasiliginin az olmasi gibi 6zellikleridir (17-19).



2.1.3 Silikon Implant Cesitleri
Silikon meme implantlar1 igerdikleri malzemeye gore 3 grupta siniflandirilabilir:

1. Icleri doldurulan
2. Sisirilebilen
3. Cift lumenli

Yiizey ozelliklerine gore ise iki grup altinda incelenebilir: diiz (smooth) ve piirtiikli,

purdzli (texture)
2.1.3.1 icleri Doldurulmus implantlar

Birinci nesil silikon iceren meme protezleri Dow Corning firmasi tarafindan Dr. Frank
Gerow ve Dr. Thomas Cronin’in yardim ile gelistirilmistir (20). Bu implantlar orta
derecede yapiskan silikon jel ile doldurulmus kalin yumusak silikon elastomerler
iceren kilif ile kaplhidir. Ancak kalin kilifin ve igerdigi yapiskanligi orta olan silikon

icermesi nedeniyle yiiksek kapsiil kontraksiyon riski tagimastir.

Ikinci nesil silikon implantlar yetmisli yillarda iiretilmistir. Bu implantlar kapsiil
kontraksiyonunu azaltmak amaci ile kiliflar1 daha ince ve daha az yapiskan silikon
icerigi olacak sekilde iiretilmistir. Ancak implantlarin bu 6zellikleri silikon jel

sizintisina neden olarak “bleeding” fenomeninin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.

Seksenli yillarda tic¢ilincii nesil silikon implantlar iiretilirken bu fenomenin azaltilmas1
icin daha gucli ve daha iyi gegirgenlige sahip kilif materyalleri i¢in ¢ok katli silikon

elastomerleri kullanilmistir. Sadece yuvarlak formlar1 mevcuttur.

1986 yilinda, Amerika Birlesik Devletlerin gida ve ilag dairesinin (Food and Drug
Administration (FDA)) kriterlerini karsilayan dordunct nesil silikon implantlar
gelistirilmistir. Daha ¢ok yuvarlak formlarda {retimi gerceklesmektedir. Butln
ozellikleri arasinda en 6nemlisi bu implantlarin piirtiiklii ylizeye sahip olmalaridir ki,
bu da kapsul kontraksiyon riskini 6nemli derecede azaltmaktadir (21). Ardindan
besinci nesil “gummy bear” tip diye adlandirilan silikon implantlar gelistirildi Ki,
bunlarin dordiincii nesil silikon implantlardan tek farki yiiksek koheziv olmalaridir.
Daha ¢ok anatomik formlar1 mevcuttur. Pirtiiklii yiizeye sahip bu implantlar

yapiskanlig yiiksek olan koheziv silikon jel icermektedir (22).



2.1.3.2 Sisirilebilir Meme implantlarl

Sigirilebilir meme implanlarin kullanimi ilk kez 1965 yilinda Fransada Arion
tarafindan bildirilmistir (23). Sisirmek i¢in salin soliisyonu kullanilmistir. Implantin
kilift sert polimerik silikon olup (karboksimetilsellilloz) valf sistemine sahiptir.
Kiigiik insizyon kullanilarak, posa kolayca yerlestirilmesi en biiyiik avantajidir (14).
Hem de asimetrik memelerde sisirmek i¢in kullanilan salin soliisyonunun verilen
miktarmin kontrolii cerrahin elinde oldugu i¢in daha simetrik olgular elde etmek
mumkunddr. Ancak, yukarda bahsedilen valf sisteminde herhangi bir hasar olustugu
durumda siv1 kacagi olur ve protezin hacim kaybi ve sonmesi ortaya cikar (16,24).
Silikon jel yerine salin igermesi sayesinde kacak durumunda silikon jel sizintisina

benzer sikayetler ve kapsiil kontraktiirii ortaya ¢ikmaz.
2.1.3.3 Cift lumenli implantlar

Liimenlerden biri jel digeri ise salin ile doldurulmustur. Bu liimenlerden salin igerigi

ayarlanabilirken jel icerik miktar1 sabittir. Iki cesidi vardir:

1. Salin dolu i¢ liimen, jel dolu dis liimen

2. Jel dolu i¢ limen ve salin dolu dis Kimen

Birinciye en yaygin érnek Becker doku genisletici protezlerdir (14,16). Ikinci grupta
ise intraliminal olarak antibiyotik ve steroid enjeksiyonu gibi miidaheleler yapilma
olasilig1 saglamakla kapsiil kontraktiir olusumunun azaltilmasi amaglanmistir (25).
Hem de bu grubun 6rneklerinde salin dolu dis liimen silikon jel i¢in ikinci bir bariyer

olusturmaktadir.
2.1.3.4 Implantlann yiizeyi

Yiizeyine gore piirtiiksiiz, piirtiiklii ve poliiiretan kapl implant ¢esitleri mevcuttur.
Seksenli yillardan itibaren pirtiiklii ylizeye sahip implantlar iretilmektedir.
Literatiirde pirtiiklii implantlarin piirtiiksiiz implantlara goére daha az kapsul

kontraktiiriine neden olduguna dair ¢aligmalar vardir (26,27).

Kapsiil kontraktiirii insidansin1 azaltmak i¢in piirtiikli ylizeyli implantlar
gelistirilirken ilk olarak poliiiretan kapli implantlar {iretilmistir. Poliliretan kopiik
katmanli implantlar1 ilk defa 1969 yilinda Ashley kullanmistir (28). Poliiiretan
protezlerin giivenligi bir¢ok arastirmaya, mesleki ve kamuoyu tartigmalarina (yapitasi

olan-toluenin kanserojen etkiye sahip olmasi nedeniyle) konu olmus olsa bile (29),



giinlimiizde poliiiretan kapli implantlar, plastik cerrahide kapsul kontraktiri tedavisi
icin ¢ok popiilerdir. Buna sebep politiretan kapli implantlarin riiptiir, pitoz, kanama,
enfeksiyon ve kontraktiir gibi uzun vadeli komplikasyon riskinin daha distik

olmasidir.
2.1.4 Silikon Implantlara Bagh Kapsul Kontraktiirii
2.1.4.1 Genel Bilgiler

Meme implant1 viicuda yerlestirildiginde ¢evredeki yumusak dokular belli oranda
travmatize edilir. Viicut hem implant1 yabanci cisim olarak algiladigindan, hem de
cevre dokulara vermis oldugumuz zarar nedeniyle fizyolojik bir yanit olusturur. Sonug
olarak implant1 g¢evreleyen zar olusur ki, bu da yara iyilesmesi sonucu skar
gelismesiyle benzer mekanizmayla gelisir. Bahsedilen zar-kapsil formasyonu,
viicudun genel olarak yabanci materyellere karsi olusturulan fibrotik yabanci cisim
reaksiyonudur. Bazi hastalarda inflamatuvar hiicreler ve fibroblastlar tarafindan
proteze kars1 abartili bir yanit gelismekte, bu durum kapsiil kontraktiirii adini

almaktadir. Bu ise yara iyilesmesindeki hipertrofik skar ve keloide ile benzerdir.

Kapsiil kontraktiirii meme biiylitme ve meme rekonstriiksiyonu sonrast memede
sertlik, agri, hassasiyet, dogal olmayan goriintiiniin ortaya ¢ikmasma neden olur.
Meme biiylitme vakalarimin yeniden cerrahi prosediir ihtiyacinin en sik sebebi kapsiil
kontrakturidlr. Primer meme biiyiitme ameliyatlar1 uygulanan hastalarin %7,2de,
primer meme rekonstriikksiyonu vakalarinin ise %12,7°de kapsiil kontraktiiriine

raslanildig: bildirilmistir (30).
2.1.4.2 Etyoloji

Kapsiil kontraktiiriiniin olusumunun etyolojisi hala net olarak anlagilamamstir. Konu

hakkinda literatiirde iki teori mevcuttur.

Enfeksiydoz neden olarak bir ¢esit mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilm
zemininde kapsiil kontraktiiriiniin ~ gelistigi  diisliniilmektedir. ~ Biyofilmler,
enfeksiyonun neden oldugu kapsiiler kontraktiir siirecinin en olas1 agiklamasidir. Bu
teoriye gore, bakterilerin geri donilisiimlii tutunmasi ilk Once implant yiizeyine
gerceklesir. Daha sonra baglanma geri doniisiimsiiz hale gelir ve bakteri liremesini ve
farkhilagmasini uyarir. Sonug olarak, bakteriler yayilir. Implanti cevreleyen kapsiil
kalinlagarak ve sertleserek kapsiil kontraktiiriiniin olusmasina neden olur (31-34).

Kapsiilden kiiltiire edilen organizmalar1 igeren ¢ok sayida mikrobiyolojik ¢aligmalar
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da bu teoriyi desteklemektedir. Ozellikle memenin siit kanallarinda bulunan
Staphylococcus epidermidisin bu duruma yol agtigr bildirilmistir. Ancak, bu teori
yapilan bircok c¢aligmada tamamen dogrulanamamustir. Tamboto ve ark. domuz
modeli kullanarak minyatiir silikon jel implantlarin etrafina Staphylococcus
epidermidis enjekte ederek yaptiklari ¢aligmada, inokiile edilen poslara sahip
modellerin 36’sindan 28'inde kapsiiler kontraktiir gelismistir (%78), fakat ayni
zamanda inokule edilmeyen 15 modelin 7'sinde de kapsul kontraktiri (%47)
gelismistir (35). Jacombs ve ark. domuz modellerinde purtiklu yuzey implantlarda
diiz implantlara gore 20 kat (in vitro olarak 72 kat) daha fazla bakteri yapismis ve daha
fazla biyofilm bliytimesi izlese de hem purtukli hem de diiz ylizey implantlarda kapsl
kontraktiir oranlarin1 benzer diizeyde oldugunu saptamistir (36). Bu teoriyi
destekleyenler, meme implant uygulamasi sirasinda 6zellikle dikkat edilecek adimlari

ve implant cebinin irrigasyonu i¢in soliisyon kullanimini belirtmisler (37).

Non-enfeksiydz hipertrofik skarin dayandirildigi nedenler olarak; silikon implantin
ylizey yapisi, implant ¢evresi olusan hematom, seroma, meme implantinin igini
dolduran maddeye ait Ozellikler ve implantin yerlestirildigi anatomik bdlge
siralanabilir. Barr ve ark. piirtiiklii yiizeyli implantlarda fibroblastlarin daha derin bir
seviyede daha rastgele dizilimine neden olarak daha az kapsul kontraktiriine neden
oldugunu ortaya koymustur (38). Jel dolu implantlarm salinle dolu implantlara kiyasla
daha az kapsul kontraktlriine neden oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (39).
Implant igerisinde kullanilan jel yeteri kadar koheziv degil ise riiptiir sonras1 meme
parankimine invazyon olasiligi daha yiiksektir. Dolayisiyla jel sizintismin
miyofibroblastlar1 agir1 uyarmasi sonucu viicudun yabanci cisim reaksiyonu da daha
siddetli olacaktir (40,41). Implant yerlestirilecek olan cebin yanlis diseksiyonu, plan
yonetiminin kaybedilmesi hematom, seroma ve enfeksiyon riskini artirir. Kas altina
yerlestirilen implantlara bagh kapsul kontraktirli oraninin daha diisiik oldugunu

gosteren ¢aligmalar vardir (16).

Ozetle kapsiil kontraksiyonunun etiyolojisinde birgok faktér vardir. Bunlar
inflamasyonu uyarict ve baskilayict faktorler arasindaki dengeyi bozarak kapsiil

kontraktiiriiniin ortaya ¢ikmasina neden olur (Sekil 2.1).



TETIKLEYEN —

FAKTORLER Bakteriyemi TOPLAM SONUG
(gec kontraktiir)
Doku travmasi
Bakteri /Kan
. - ! Kapsil
Implant Inflamasyon ) " Kontraktiiril
Antibiyotik Uygun cerrahi implant Tipi Masaj,vitaminler...
Irrigasyonlan Teknik
BASKILAYAN
FAKTORLER

Sekil 2.1:Kapsul kontraktirtnin etyolojisi. Hiicresel diizeyde erken inflamatuar

yanit, kontraktiir etiyolojisini anlamanin en temel noktasidir (37).
2.1.4.3 Patofizyoloji

Kapsul kontraktiri olusumunda implanta karsi olusan lokal hiicresel yanitin neden
oldugu &ne siiriilmiistiir (42). Implant ¢evresi olusan kapsiiliin histiyolojik incelemesi

sonucu 4 katmandan olustugu anlasilmistir (14,42-44):

Dis katman kalindir ve farkl tiirde hiicrelere (matir fibroblast, makrofaj, histiosit ve
lenfositlerden), zengin vaskiiler yapilara sahiptir. Gevcek kollajen lifleri diizensiz
sekilde dizilmistir. Cok sayida miyofibroblast icerigi nedeniyle kontraktiirden ve

kapsiiliin kalinligindan esas sorumlu katmandir.
Gecis katmam gevsek kolajen lifleri ve birkag kan damar1 mevcuttur.

Merkezi katman protez yizeyine paralel dizilimli kalin kollajen lif demetleri arasinda

preslenmis, uzamis fibroblastlar ve miyofibroblastlar icerir.

I¢ katman ince zar gibidir. Sinovial karakterde histiositler ile hyalin dejenerasyon

iceren fibrin tabakas1 mevcuttur.

Kapsul kontraktiri ise kapsiil yanitina neden olan hiicrelerin asir1 reaksiyonu sonucu
ortaya ¢ikan Klinik durumdur. Kapsiil yapisinda bulunan hiicrelerin her birinin kendine
O0zgli gorevi vardwr. Esas kontraksiyon fenomeninden sorumlu hiicreler
miyofibroblastlardir. Kapsiiliin yukarda belirtildigi gibi yapisinda bulunan kollajen

tiretimini de miyofibroblastlar gergeklestirmektedir. Makrofajlar ise kollajen
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uretiminde 6nemli olan sitokinler, fibroblast blyume faktori (FGF) ve transforming
biyume faktor-beta (TGF-B) salinimmdan sorumludurlar (45). Kapsiil yapisinda
bulunan bir diger hiicre ¢esidi plazma hiicreler ise kapsiil formasyonunda B hiicre

iligkili hiicresel yanitin da yer aldigimi diisiindiirmektedir (46).

Protez etrafinda kapstil olusumu 4-6. haftalarda belirgin hale gelmektedir. 9 ve 12.
aylarda ise kapsiil stabil bir yap1 kazanmaktadir. Ameliyat sonrasi donemde kapsiil
olusumu 3 donemde incelenebilir (14):

Erken donem- Hiicresel reaksiyonun daha belirgin oldugu dénemdir. ilk 7 giin
icerisinde graniilasyon dokusu olusur. Bu doku makrofaj, fibroblast ve lenfositlerden
zengin bir dokudur. Oncl hiicre olan fibroblast matiire olarak fibriosite doniisiir. 4.
hafta sonunda hiicre sayist daha az olan, ama fazla kollajene sahip olan kapsiil olusur.
2. aya kadar kollajen yogunlugu ile beraber hiicre sayisi da artar. Daha sonra ise

kollajen miktar1 azalarak, yeni damarlarin olusumu belirginlesir.
Standart donem- 3-24 ay aras1 donemdir. Kapsiilde yag hiicresi infiltrasyonu baslar.

Ge¢ donem- Gecikmis yara iyilesmesi etkenlerinin kronik hal almas1 sonucunda ortaya
cikar. Bu donemde kollajen lifler kalinlasir. Pudra, silikon damlaciklar1 gibi yabanci

cisimler de bu donemde fibroz kapsiil yapisinda goriliir (14,44,47).

Ozetle; kontraksiyonun gelismesinde fibroblastlar anahtar hiicrelerdir. Bu hiicrelerin
cogalmasi, kollajen sentez etmeleri bir sira sikluslar tarafindan diizenlenir. Implantn
viicuda yerlestirilmesi oncesi nedenler gibi, yerlestirilmesi sonras1 da bir¢ok uyaran
varligi kapsiil ve kapsul kontraktiirii olusumunu tetikleyebilir. Fibroblastlarin
regiilasyonu bu uyaranlarin (enflamasyon, stress, hormonal siklus vb.) etkisiyle
bozulabilir (14). Sonug¢ olarak hem ameliyat oncesi hem de ameliyat sonrasi
faktorlerin etkisiyle viicudun hiicresel yanit1 siddetlenerek kapsiil kontraktiiriiniin

ortaya ¢ikmasi ile sonuglanabilir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 : Kapsiil kontraktiiriinin patogenetik mekanizmasi. Fibrozis, implantin
silikon ve/veya bakteriyel kontaminasyonunun neden oldugu kronik inflamatuar
reaksiyonlarm nihai sonucudur. Ekstraselliiler matriks (ECM) birikimi artar.
Fibroblastlar tarafindan depolan nan net kollajen miktari, kollajen sentezi ve kollajen
katabolizmasi tarafindan siirekli olarak diizenlenir. Kollajen ve diger ECM
proteinlerinin devri, ¢esitli MMP'lar ve bunlarm inhibitérleri (doku
metalloproteinazlar inhibitorleri) TIMP'leri tarafindan kontrol edilir (48).

2.1.4.4 Klinik Simiflandirma

Kapsiil kontraktiiriiniin derecesinin 6l¢limii i¢in protez i¢i basincin belirlenmesi en
idealdir. Ancak, klinik kullanimmin imkansizlig1 nedeniyle dolayli yontemler daha

iistiin hale gelmistir (4,14).
Dolayli yontemler objektif ve subjektif yontemler olarak iki grupta incelenebilir:

Objektif yontemler: Bazi aletler vasitas1 (Kompresometri, Aplanometri, Tonometri)
ile gergeklestirilir. Memenin kompresyona direnci veya memenin ne kadar sferik sekle

dontistiigi 6lgtilerek kapsil kontraktiirii hakkinda bilgi edinilir.

Subjektif yontemler: Baker siniflandirmasi bu grupta yer alir. Fizik muayene ile
inspeksiyon, palpasyon ve agri kriterleri ele alinarak gelistirilmistir. Klinikte en ¢ok

kullanilan siniflandirmadir (49):

I derece: Implant ele gelmez, meme yumusak ve dogal goriiniimdedir. Kapsiil

kontraktlr( yoktur.
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Il derece: Implantta hafif sertlesme var ve palpasyonda hissedilmekte ama karsidan

gorinumde farkedilmemektedir.

Il derece: Memede sertlik daha da artmustir, karsidan goriiniimde hafif deformasyon

mevcut olup palpasyonda belirgin sertlik ele gelmekte, implant ele gelmektedir.

IV derece: Asir1 deforme meme goriintiisii vardir. Palpasyona asir1 hassasiyet ve

siddetli sertlik mevcut.

Evre 1-2 de invazif isleme gerek duyulmaz. Baker evre III. ve IV. kontraktiirlerinde

ise ameliyat gerekmektedir.
2.1.4.5 Histolojik Siniflandirma

Wilflingseder ve ark. tarafindan tanimlanan morfolojik duruma goére kapsiil
kontraktiiriinii 4 kategoride inceleyen smniflandirma vardir. Lukas ve ark. ise
calismalarinda Baker’in siniflandirmasi ile ve Wilflingseder’in histolojik skoru

arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu ispatlamistir (50).
2.1.4.6 Tam ve Goriintilleme

Kapsul kontraktlriniin siddetini degerlendirmede goriintiileme tekniklerinin 6nemi
literatiirde birgok calismada belirtilmisti. Mamografi, meme dokusunun
goriintiilenmesi ve ekstrakapsiiler silikon implant riiptiiriiniin degerlendirilmesi igin
ideal yontemdir. Ancak intrakapsiiler implant riptiiriiniin degerlendirilmesinde
yetersizdir (51,52). Mamografi, minimal ve orta dereceli kapsll kontraktlrinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Siddetli kapsiil kontraktiirii olgularinin

tanisinda kullanimi sinirhidir (53).

Ultrasonik goriintiileme, duyarliligi yiiksek olan bir radyolojik yontemdir. Zor
O0grenme egrisinin olmasi, panoramik bir goriintiiniin olmamas1 gibi dezavantajlari
olsa da manyetik rezonans ile beraber implant uygulanmis olgularin ameliyat sonrasi
stire¢ takibinde, implant riiptiirii gibi olgular1 saptamakta siklikla kullanilan
yontemdir. Ozellikle ektrakapsuler riptirlerde “kar firtmas1”, intrakapstiler
ripturlerde ise “anahtar deligi”, “bag”, “dil” gibi bulgular tani koymada g¢ok
yardimcidir. (54-60).

Manyetik rezonans goriintiilemesi hem implantin saglamligt hem de kapsiil
kontraktiiriiniin siddetini degerlendirmede altin standart yontemdir (61). Amerika

Birlesik Devletlerin gida ve ilag dairesi (Food and Drug Administration (FDA)) meme
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biiylitme ameliyatindan 3 yil sonra ve daha sonra her 2 yilda bir MR ile implant

degerlendirmesini dnermektedir (62).

Histopatolojik incelemeler deneysel ve klinik c¢alismalarda en sik kullanilan
degerlendirme yontemidir. Kapsiil kalinligi, enflamasyon ve fibrozis siddeti, yeni
damar olusumu (transforming biiylime faktorii beta (TGF-f), vaskiiler endotelyal
blytme faktorii (VEGF)) ve miyofibroblast aktivitesi (diiz kas aktin antikoru (anti-a-

SMA)) gibi farkli parametreler incelenerek daha detayl bilgi edinilmektedir (63).
2.1.4.7 Tedavi ve Onleme

Kapsul kontraktiriinin medikal profilaksisi sistemik veya topikal ila¢ kullanimini
icermektedir (64). Ozellikle etyolojik olarak mikroorganizmalarm olusturdugu
biyofilm zemininde kapsiil gelisimi teorisi nedenli antibiyotik kullanimi daha ¢ok
denenmistir. Onun diginda sistemik olarak oral kolsisin (65), pirfenidon (66), E
vitamini (67,68) sentetik triptofan metaboliti tranilast (69) gibi ajanlar denenmistir.
Topikal olarak implant yerlestirilecek posa uygulanan povidon iyot (70), anti-
adhezyon ajanlar1 (2,71), antibiyotikler (72,73), 16kotrien inhibitorleri (45,74-81),
insan amniyotik sivisi (4), steroidler (82-84), 5-fluorourasil (1), botulinum toksin A
(85,86) gibi ajanlar ¢alisilmistir. Ancak bahsedilen ilaglardan ¢ogu yan etkileri veya

yetersiz etkileri nedeniyle kullanima uygun gériilmemistir.

Kontraktiir gelistikten smra tek etkili tedavi yontemi kapsiiliin biitiinligliniin

bozulmasidir. Bu kapali ve agik miidahele yontemleriyle miimkiindiir.

Kapal kapsiilotomi (Squeezing): 1976 yilinda Baker kapali kapsiilotomi teknigini
yaymlamistir. Belirli basing uygulayarak kapsiiliin yirtilmasini saglamak ve sferik
kontraksiyonunu dnlemek mumkuindir. Ancak implant ruptirt gibi komplikasyonlar
nedeniyle kullanimi yasaklanmistir. Bu yontem ancak tecriibeli cerrahlarin kontrolli

olarak orta siddette kuvvet uygulayarak yapilmasi gereken tedavi sinifina girmistir.
Acik cerrahi tedavi ise yerlestirilmis posun anatomik lokalizasyonunun degistirilmesi
veya ayni posa yonelik farkli yontemler igermektedir (87). Posun degistirilmedigi
durumda;

Kapstlotomi: Implant malpozisyonunun oldugu ama kapsiil kontraktiirii izlenmedigi

durumlarda, Baker evre 2°de faydalidir. Implant gikarilarak, pos Adams soliisyonu ile

irrige edilir. Kapsiil i¢ duvarinda mevcut tiim biyofilm tabakasi temizlenir ve yikanir.
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Vertikal, anterior kapsiilotomi insizyonlar1 gergeklestirilir. implant geri yerine

yerlestirilir.

Parsiyel kapsulektomi: Total kapsiilektominin uygulanmasi zor oldugu durumlarda
kullanilir. Anterior kapsiilektomi gergeklestirilir. Kapsiil kontraktiirii riski ytiksektir

ve biyofilm tabakasi tamamen aradan kaldirilamamaktadir.

Abrazyon ile kapsulorafi: ‘Double Bubble’ goriintiisii ortaya ¢iktigi durumlarda,
implantm inferiora yer degistirdigi olgularda kullanighdir. Bu durumda yeni meme alt1
kivrimi olusturulmalidir. Kapsiiliin alt sinir1 yeni meme alt1 kivrima siiture edilmelidir.
Endoskopik igne tutucu ile bu gerceklestirilir. Siitur koltuk alt1 kisimda sonlandirilir.
Eski kapsiiliin yeni meme alt1 kiviiminin alt kismima yapismasi i¢in spatula tipi
endoskopik monopolar u¢ kullanilarak elektrikli abrazyon — ‘Popcorn kapsiilorafi’

yapilmalidir.
Pos degistirilerek yapilan islemler ise bu sekildedir:

Total kapsllektomi: Altin standart yontemdir. Ozellikle Baker evre 3 ve evre 4
kapsiil kontraktiirlerinde kullanilmaktadir. Pos degisimi subglandiilerden submuskular
pozisyona gecis; dual plan’a gecis, submuskiilerden subglandiiler pozisyona gecis
gergeklestirilerek saglanabilir. Veya submuskiiler yeni pos olusturulabilir: Eger protez
ilk ameliyatta submuskiiler yerlestirilmis ise, bu durumda suprakapsiiler ve
submuskiiler yeni pos olusturulabilir ki, buna da submuskiiler ‘Neospace’ yontemi ad1

verilmistir.
2.2 KOK HUCRE

Tip bilimi gelistikce, hastaliklara hitap edecek teknolojik gelismeleri kullanarak daha
fazla tedavi secenegine sahip olmaktadir. Koruyucu ve rejeneratif tip uygulamalarinin
yenilik¢i bir tedavi yaklasimi olarak kullanimi artmaktadir. K6k hiicre tedavisi,
koruyucu ve rejeneratif tibbin kullandig1 birgok hiicresel terapi tiiriinden sadece
biridir. Kendilerini yenileyebilme, surekli bolinebilme ve farkli hiicre tiplerine
doniisebilme kabiliyetine sahip olan hiicrelere kok hiicreler adi verilir. Kok hicreler
viicudun her yerinde bulunur. Tipki derin bir uykuda gibidirler, ancak tetiklendiginde
hasarli dokuyu onarmak, degistirmek igin gorevini yerine getirebilirler (89). Bu
hiicreler 6zel biyolojik sinyallerle karsilasmadiklar siirece dokulara 6zgii islevsellik
kazanmamius ve farklilasmamis hiicreler olup, sinyallerin etkisiyle dnciil hiicrelerinden

farkli Ozellesmis hiicreye doniisebilirler (plastisite). Kendilerini yenileyebilme
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Ozelliklerini organizmanin yagami boyunca siirdiiriirler. Son on yilda, kok hiicre
tanimi, ger¢ek kok hiicrenin izolasyonuna izin verebilecek 06zgiil belirteglerin
olmamas1 nedeniyle yaygin ve uygunsuz bir sekilde kullanilmistir. Birgok laboratuvar
beyin, kan, deri, iskelet kasi, kordon kani ve kemik iligi gibi bircok dokudan kok
hiicreleri basariyla izole etmistir ve bircogu da kdok hiicreler {lizerindeki kesiflerini

klinik uygulamaya doniistiirmeye ¢aligmistir (90).
2.2.1 Tarihge

Ik defa 1949 yilinda Jacobson ve ark., 1951 de Lorenz ve ark. 6limciil dozda
isinlanmig hayvanlar1 kurtarmak i¢in intravendz kemik iligi inflizyonu g¢alismasini
yapmislar (91,92). In-vitro fertilizasyon (IVF) yontemi ile ilk hayvan (tavsan) 1959
yilinda {retildi (93). Kok hiicrelerin sicanlardaki radyasyona baglh gelisen
hematopoetik yetmezligi diizeltebilecegini Till ve McCulloch 1961 yilinda ortaya
koydular (94). Insan ovumunun ilk in vitro fertilizasyonunu 1965 yilinda Edwards ve
Bavister gerceklestirdi (95). Ilk IVF bebek ise 1978 senesinde Ingiltere“de dogdu (96).
Embriyonik kok hiicreleri ilk elde edenler ise Evans ve Kaufman oldu. Bu ¢alismay1
1981 senesinde fare modelinde gerceklestirdiler (97). 1996 yilinda Rhesus
maymunlarinin embriyonik kdk hiicreleri elde edildi (98). Ilk insan embriyonik kok
hiicresi i1se 1998 yilinda Thomson ve ark. tarafindan elde edildi (99). 1988 yilinda
kordon kani transplantasyonu, ilk kez Fanconi anemili bir hastaya uygulandi (100).
Insan embriyonik kok hiicresinin pluripotent karakterde oldugu ise 2000 yilnda
yapilan caligmalar ile anlasildi (101,102). 2000 yilina kadar yetiskin kok hiicre
makaleleri hematopoetik kok hiicreler, mezensimal kok hiicreler, noral kok hiicreler
ve kas satellit hiicresi ile sinirlt gériiniiyordu. Literatiire 2001 ve 2002 yillarinda Zuk
ve ark. yeni kok hiicre tiirii, lipaspirasyonla elde edilen yag dokunun stromal vaskiiler

fraksiyonundan izole edilen YDKKH terimini ekledi (103,104).
2.2.2 Kok Hucre Turleri
Farklilagma potansiyellerine gore kok hiicreler 4 grupta siiflandirilmistir.

e Totipotent hiicre (Totus-Tam, boliinmemis; Potentia-GUg¢): Vicuttaki tum hicre
ve dokulara farklilagabilen hiicredir. Tek 6rnegi zigottur.
e Pluripotent hicre: Bu kok hiicre tipi blastokistin i¢ htcre kitlesinde bulunan

ektoderm, mesoderm veya endoderme farklilasabilen embriyonel hiicrelerdir.
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e Multipotent hiicre: Tek germ tabakasinin cesitli hiicrelerine farklilasirlar. Bu
hiicrelerin farklilagmasi daha smirli sayida hiicre dizesidir (105). En iyi Ornek,
hematopoetik kok hiicrelerdir.

e Unipotent hiicre: Tek germ tabakasinin sadece bir hiicre tipine farklilagir (106).
2.2.3 Kok Hiicre Kaynaklarn

Kok hiicreler kaynaklarina gore 3 kategoride incelenmektedir: embriyonel kok

hiicreler, gobek kordonu kok hiicreleri ve erigkin kok hiicreler.

Embriyonel kok hicreler gergek kok hiicrelerdir, pluriopotent hiicrelerdir. Ancak
ortaya koyduklar1 etik kaygilar (tiip bebek uygulamalarindan artan ve kullanilmayan
embriyolar ya da gebeligin sonlandirilmasiyla ceninden elde edilmektedir) nedeniyle,
son zamanlarda yetiskin dokulardan izole edilen kdk hiicreler {lizerine yapilan

arastirmalar onlar1 geride birakmustir.

Kordon Kam fazla sayida progenitdr kok hiicreler bulundurur. 11k kez 1988 yilinda
basarili kordon kani transplantasyonu sonrasi, kordon kani toplama, kordon kani

bankacilig1 ve transplantasyon sayisi hizla artmistir.

Eriskin kok hiicreler maturasyon, yaglanma ve hasara bagl kayba ugrayan hiicreleri
yenileyerek doku biitiinliigliniin ve dengesinin korunmasindan sorumlu multipotent
hiicrelerdir. En iyi bilinen eriskin kok hiicreler hematopoetik kok hiicreler ve
mezenkimal kok hiicrelerdir. Yetiskinde her organ ve dokuda ayni sayida ve
potansiyelde kdk hicreler bulunmaz (107). Mezenkimal kok hiicreler preklinik ve
klinik ¢aligmalarda siklikla arastirilmaktadir. Friedenstein ve ark. mezenkimal kok
hicreleri kemik iliginden ilk izole eden kisilerdir. Bu hiicreler fibroblastik morfolojiye
sahip olup kemik, kas, tendon hiicrelerine farklilasabilen ve non mezenkimal olarak
noron ve astrositlere de farklilasabilen hiicrelerdir (108,109). Erigkin kok hiicreler,
kemik iligi, umblikal kordon, dental pulpa, epitelyum, ensefalon ve son zamanlarda

popiiler olan adipoz doku gibi ¢esitli dokulardan izole edilmektedir:

e Fetal Karaciger: 2-7.ay aras1 gebelik siirecinde fetal karaciger transplantasyon
icin kullanilabilir. Fetal karacigerin hem lenfopoetik hem de hematopoetik
sistemin yeniden yapilandirilmasinda konjenital immiin yetmezligi olan
cocuklarda oldukg¢a basarili oldugu gosterilmistir.

e Kemik iligi: Kemik iligi hematopoietik kok hiicreler, mezenkimal kok hiicreler,

endotelyal progenitor hiicreler ve diger birgok hiicreyi icerir. Bu hiicreler CD36 ve
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negatif CD106 gibi ylizey belirtecleri ile karakterize edilir ve onlar1 ¢evreleyen
diger kemik iligi elemanlarindan ayiran baska bir yiizey belirteci noral gangliozit
(GD2) igerir (89).

e Periferik kan: Hiicreler kemik iligine gore daha kolay izole edilir. Kemik iligine
gore daha az sayida malign hiicreler igerir. Bu yiizden lenfoma, solid tiimorlerde
ve remisyondaki 1osemik hastalarda periferik kan kullanimi daha avantajhidir.
Periferik kandan CD 34+ hematopoetik kok hiicreler toplanabilir.

e Yag doku: Yag doku kaynakli kok hiicreler, erigkin kok hiicrelerin karakteristik
Ozelliklerine sahiptir. Bu hucreler fenotipik ve genotipik olarak mezenkimal kok
hiicrelere benzemesine ragmen iki hiicre arasinda bazi farklar vardir. (Bakiniz

2.2.5)
2.2.4 Kok Hiicre Kullanim Alanlan

Kok hiicre tedavisi bir sira hastaliklarin (Akdeniz anemisi, 16semi ve lenfoma, bazi
kanser tiirleri) uygulanmaktadir. Ozellikle kemik iligi nakli bunlar arasinda en yaygin
olanidir. Kok hiicrelerin  hem temel yasam bilimlerinde (differensiyasyon
mekanizmalarmin arastirilmasi ve s.) hem de klinik bilimlerde kullanim1 yaygindir.
Klinik bilimlerde 6zellikle doku miihendisliginde (kemik, kikirdak, noral, tendon),
yara iyilesmesinde kok hiicreler genis kullanilmaktadir. Estetik cerrahide de cildin
genglestirilmesi, meme cerrahisi, yara iyilesmesi sonucu ve yanik sonrasi olusan

skarlarin inceltilmesi gibi islemlerde de genis yer almig bulunmaktadir.
2.2.5 Yag Dokusu Kaynakh Kok Hiicre (YDKKH)

Denek hayvanlarinin (fare, tavsan) yag dokusundan hiicre izolasyonu metodunu ilk
kez Rodbell ve ark. 1960 yilinda tariflemis ve modifiye ederek insan yag doku
orneklerinde uygulamistir (106). 2000 yilina kadar kok hiicreler sadece hemapoetik
kok hucre ve kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicreler olarak
bilinmekteydi. Ik kez 2001 yilinda Zuk yag dokusu kaynakli kék hiicreler elde etti.
Elde edilen lipoaspiratin her iki farkli kismindan da kok hiicre izole edilebilir (103).
Zuk’un elde ettigi kok hiicre yilizeydeki yag fraksiyonu kaynakli idi. Ardindan 2006
yilinda Yoshimura ise daha yogun olan siv1 fraksiyonundan kok hiicre izole etmistir

(110).

YDKKH’ler fenotipik ve genotipik olarak mezenkimal kdk hiicrelere benzeseler de

bazi farkl 6zelliklere sahiptirler:
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-Mezenkimal kok hiicreler CD106+ iken, yag doku kaynakli kok hiicreler CD49d+

ozelligine sahiptirler.

-Mezenkimal kok hiicreler daha iyi kondrojenik differansiyasyona sahipken, YDKKH

ise daha ¢ok miyojenik differensasyon gdstermektedir.

YDKKH’ler, yag dokusunun stromal vaskiiler fraksiyonundan (SVF) izole edilir
(111). SVF preadipositler, adipositler, makrofajlar, endotelyal progenitdr hucreler
(EPH'ler), YDKKH dahil olmak iizere heterojen hiicrelerden ve ayrica bFGF, IGF-1,
VEGF ve PDGF-BB gibi birgok buyiime faktoriinden olusur. YDKKH’in kendisi
angiogenez ve antiapoptotik olaylarda rol alan VEGF, HGF, IL-6, IL-7, TNF-alfa, M-
CSF, TGF-betal gibi sitokin ve blyume faktorlerini sekresyonu yapabilirler. Bu
hicreler adipojenik, osteojenik, kondrojenik, ndrojenik ve miyojenik yodnde
farklilasabilme yetenegine sahiptir (112). YDKKH’in invitro olgun adipositlere
farklilasmas1 insulin, izobutilmetilksantin, deksametazon ve indometazin gibi
ajanlarmn etkisi altinda saglanmaktadir. Bu siire¢ iki asamada gerceklesmektedir. ilk
asama kok hiicrenin belirlenmesi ve bir preadiposite doniismesi iken; ikinci ve son
asama hiicre ig¢inde tek bir lipid damlaciginin birikmesi ile karakterize olan olgun

adipositin olusmasidir (113).

Yag dokusu biiyiik miktarda kok hiicre verimi sagladigindan ve daha non invaziv
yontemlerle kok hiicre izolasyonunu miimkiin kildigindan, kemik iligine kiyasla yara

onarimi, rejenerasyonu i¢in en ¢ok tercih edilen kok hiicre kaynagidir (112,114)
2.2.5.1 Yag Dokusu Kaynakh Kok Hiicre (YDKKH)’nin klinik kullanimi

YDKKH ilk olarak iyilegsmeyen fistiillerin tedavisinde kullanilmigstir. Bunlarm %75°1
tedaviden fayda gérmiistiir. 50 perianal fistiilii bulunan hastada yapilan bir ¢calismada
ise trombositten fakir plazma ve YDKKH kombinasyonu ile %71 oraninda tedavi
saglandig1 gorlilmiistiir. Bir bagka calismada ise kiz ¢ocugunun kalvarial kemik
defektinin YDKKH ve kanselloz illiak kemik grefti kombinasyonu ile iyilestirildigi
gosterilmistir (115-117). YDKKH’ler rejeneratif klinik uygulama i¢in ideal kok hiicre

olarak kabul edilmektedir.

YDKKH’lerin bir sira dejeneratif hastaliklari tedavisinde, X’e bagli muskuler distrofi
tedavisinde (106,118), lipoatrofi tedavisinde kullanimina dair c¢alismalar vardir
(106,119,120). Radyasyonun yan etkilerini azaltarak neovaskiilarizasyonu artirdigina

dair de ¢alisma mevcuttur (121).
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2.2.5.1.1 Yag Dokusu Kaynakh Kok Hiicre (YDKKH) ve Meme Cerrahisi

Otolog yag grefti hem meme estetigi hem de meme rekonstriiksiyonu igin klinik
ortamda basariyla kullanilmaktadir. Yag transferinin meme cerrahisinde kullaniminin
tarihgesi ise ¢ok eskiye dayanmaktadir. Soyle ki, ilk meme rekonstriiksiyonlar1 yag
grefti uygulamalari ile gerceklestirilmekteydi. Mastektomi sonrasi memeyi yeniden
yapilandirmak i¢in ise yiiksek hacimde yag dokusu gerekmektedir. Bununla birlikte
%25 ila %80 arasinda degisen rezorbsiyon oranlari, yag nekrozu, yag kisti olusumu
ve mikrokalsifikasyonlar gibi komplikasyonlarla sinirli bir basar1 elde edilmistir (122).
Rezorpsiyon oranini diisiirmek igin ilk kez 2006'da Matsumoto ve ark. asilamadan
once otolog lipoaspiratlarin YDKKH lerle zenginlestirilmesini igceren hiicre destekli
lipotransfer yontemini ortaya koymustur (123). Otolog yag lipoaspiratlarmin
YDKKH’lerle zenginlestirilmesi, artan vaskiilarizasyon ve kollajen sentezi sayesinde
daha yiiksek hacimde yag greftinin tutmasi ile daha basarili sonuglara sahiptir (124).
Bu yontemin kullanilmasi sayesinde yukarida bahsedilen komplikasyon oranlarinin
azaltildigmi gosteren caligmalar mevcuttur (125,126). Yag sagkalimmi daha da
artirmak i¢in, hiicre destekli lipotransfer igerigindeki YDKKH'lere VEGF, CXCR4,
bFGF veya PRP ekleyen arastirmalar yapilmistir (127-130). Hem doku nakilleri ile
gerceklestirilen meme rekonstriiksiyonu cerrahilerinde, hem de implant bazli meme
rekonstriiksiyonlarinda bu yOntemler genis oranda kullanilmaktadir. Boylelikle
gerekli hacime ulasarak, dokudaki diizensizlikler doldurularak, simetri saglanarak

daha estetik ve dogal gorintiler elde edilmektedir.

Meme estetiginde ise kompozit meme bliyiitme cerrahilerinde (131) implant ile meme
hacminin artirilmasi ve projeksiyonun artirilmasi yag transferleri ile saglanarak tam
o6gmantasyon elde edilirken, hibrid meme bulyiltme (132) cerrahilerinde asimetrik
memelerde gerek duyulan hacim yag transferi ile saglayarak, kullanilan implant
boyutunun kiiciiltiilmesi ve dolayisiyla tasiyacagi agirlik acisindan hasta i¢in daha

konforlu sartlar olusturulmaktadir.

Yag greftlerinin YDKKH ile zenginlestirilmesi sayesinde ise yukarda bahsedilen

sonuglarin daha uzun siire kalicilig1 saglanmaktadir.
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2.2.5.1.2 Yag Dokusu Kaynakh Kok Hiicre (YDKKH)’in Kapsiil Kontraktiirii

Uzerine Etkisi

Baker evre 3-4 kapsul kontrakturinin mezenkimal kok hicrelerle giderilmesi igin
deneysel ve klinik ¢alismalar vardir ve bunlarin ¢ogu basarili sonu¢lanmistir. Yag
doku kaynakli kok hiicrelerin ¢esitli biiylime faktorleri salgilayarak, hangi sinyal
yoluyla oldugu net olarak anlasilamamasina ragmen travmatik dokuda fibroblastlarin
genel davranis modelini degistirerek engelledigi gosterilmistir. Yag doku igine
yerlestirilen implantlarin ¢evresinde ciltalt1 dokulara yerlestirilen implantlara gore
daha yogun neovaskiilarizasyon ve daha az kapsiil olusumu bildirilmistir (133).
Pichard ve ark. YDKKH’in implant ¢evresinde daha az fibrotik kapsiil olusumunu
gosteren ¢alisma yayinlamistir (134). Bu c¢alismalarda kok hiicrelerin bu etkileri

aciklanmustir:
1. Preadiposit ve matir adipositlerin olusumu (135);
2. Anjiojenik biiylime faktorlerinin salgilanmasi (134,136);

3. Adipositlerin ekstraseliiller matriks araciligryla vaskiiler endotelyal hiicrelere

doniismesi;

4. Yag doku kokenli kok hiicreler travmatize veya radyasyonla travmatize olmus
dokularda hepatosit biiyiime faktorleri salgilayarak (HGF), fibroblast biytime faktori-
2 (FGF-2)’ nin indiikledigi yaralanma sonrasi fibrozisi inhibe etmesi (137,138).

2.3 INSAN AMNIiYOTIK SIVISI KOKENLi HUCRE KULTUR MEDYUMU

Amniyon sivist kismen amniyon hiicreleri tarafindan olusturulan fakat esas olarak
anne kanindan gelen berrak bir stvidir. Amniyon sivisinin miktar1 10. haftada ortalama
30 ml, 20. haftada 350 ml, 37. haftada 800-1000 ml seklinde gebeligin yasiyla birlikte
artar. Amniyon sivist fetustan kdken alan ve elektrolitler, enzim ve hormonlar,
embriyonal biiyiime ve gelisme i¢in gerekli ¢esitli faktorleri (molekiilleri) icerir.
Yapilan ¢alismalar amniyon sivismin igerik 6zelliginin bir¢ok tiir i¢in ‘fetal tissue
engineering’ i¢in hiicre kaynagi olusturdugunu gostermektedir. Bu sivinin igeriginde
mezenkimal hicreler bulunur. FGF, EGF, IGF-l, IGF-l1l, NGF gibi biyime
faktorlerinin yani sira hyaluronik asit (HA), HA uyarici aktivatér (HASA), laminin ve
fibronektin gibi ekstraselliler makromolekuller de mevcuttur. NGF, IGF-1 ve IGF-I11
norotropik ajanlardir. Laminin, fibronektin gibi ajanlar ise norit-promoting

faktorlerlerdir. Ayrica HA iyilesmeyi skar ve fibrozis olusumu yerine, biiyiime ve
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rejenerasyon lehine ilerleten bir ajandir. HASA ise endojen HA salinimini aktive eden
bir molekildir (8,139-141). Amniyotik sivinin intraluminal olarak uygulandiginda
fibroz kapsiil olusumunu ve kapsiil kontraktiiriinii engelleyebildigi bilinmektedir

(142).

Gebeligin ikinci trimesterinde ve term donemde elde edilen insan amniyotik sivisi
kokenli kok hiicreler rejeneratif tipta terapdtik kullanimlarina "hazir" olarak izin veren
multipotent hiicrelerdir. Cesitli yontemlerle (amniyosentez, fetoskopik prosediirler ve
S.) toplanan amniyon sivisindaki kok hiicrelerin klinik olarak kullanilabilirligini
gostermek i¢in hiicre popiilasyonunun az olmasindan dolayr in vitro sartlarda
cogaltilarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Bunun igin ise Kulttr eldesi igin optimal
besin ortam gereklidir. Kultiirde yetisen hiicre ve dokular i¢in en onemli faktor
medyumdur. In vitro’da yetistirilen hiicre kiltirinin sartlarinm in vivoda’ki sartlara

uymast gerekir.Bu sartlar sicaklik, oksijen ve CO, konsantrasyonu, pH ve

beslenmedir. Bunlar1 saglayan farkli medyum modifikasyonlar1 mevcuttur. Her biri

ortak proliferatif etkilerinin yanisira, igerigine gore ¢esitli ek 6zelliklere sahiptir.

Biz bu calismada ACCM olarak amniyotik sivi hiicrelerinin ve koryon villus
hiicrelerinin in vitro kiiltiir eldesinde kullanilan bir besin ortami olan AmnioMax ™
C-100’ii (AmnioMAX ™ C-100 ve AmnioMAX ™ |I Complete Media, Life
Technologies, 5791 Van Allen Way, Carlsbad, California 92008) kullandik.

AmnioMAX™ koloni tutunmasini, biiylime oranlarini, pH stabilitesini en {ist diizeye
cikarmak ve proliferatif metafazik verim saglamak i¢in optimize edilmistir.
AmnioMAX™ C-100 Complete Medium, optimize edilmis bir bazal medyum olan
AmnioMAX™ (C-100 Bazal Medium'dan ve ilave takviye ihtiyacini ortadan
kaldirmak i¢cin uygun miktarda antibiyotik (gentamisin) ve biliylime faktorleri,
takviyeleri igceren ek AmnioMAX™ C-100 Supplement'ten olusur. AmnioMAX™ C-
100 Complete Medium hiicre morfolojisini iyilestirmek ve kontaminasyonu
engelleyerek daha temiz kiiltiirler saglamak i¢in antibiyotik (gentamisin), hem enerji
kaynagi olarak hem de niikleik asitlerin sentezinde karbon kaynagi olarak gorev yapan
L-glutamin ve fetal sigir serumu i¢eren, kullanima hazir formatta ikinci nesil bir
formilasyondur. Bu optimize edilmis ortam, kiiltiir manipiilasyonlar1 sirasinda daha

fazla pH stabilitesi saglayan gelismis bir tamponlama sistemine de sahiptir.
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Insan amniyotik sivis1 kokenli hiicre kiiltiir medyumu ACCM nin tiim in vitro hiicre
kiiltiir ¢alismalarmda fetal hiicre mitozunu ve biiyiime performansimi indiikledigi
gosterilmistir (9-11). ACCM’nin yara iyilesmesi tizerine olumlu etkileri, fibrozisi ve
enflamatuar alevlenmeyi engelleyici etkilerini igeren calisma yapilmustir (143).
Ancak, meme protezi uygulanmis olgularda bir nevi yara iyilesmesi olan kapsiil
olusumuna etkisini arastiran literatiir ¢aligmasi bulunmamaktadir. Calismamizda
ACCM’nin yara iyilesmesi tizerine etkilerinden yola ¢ikarak hem tekbasina hem de

YDKKH ile birlikte kapsiil olusumu iizerine etkisini arastirdik.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Bezmialem Vakif Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu tarafindan 01.02.2021 tarihli, 5 sayili izin ile onaylanmstir.

Calisma, Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastima Projeleri (Proje no:
20210206) destegi almarak Bezmialem Vakif Universitesi Arastirma Merkezi
Deneysel Hayvan Labaratuarinda 02.06.2021-30.07.2021 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir.

Calismada agirliklar1 250-300 gr arasinda 26 adet Sprague Dawley tipi disi sican
kullanilmistir. 26 sigan rastlantisal olarak, kontrol ve 3 ¢alisma (sadece ACCM, sadece
YDKKH, Kombine: ACCM + YDKKH) ve YDKKH temin edilecek gruplar seklinde
(2 sican) kullanildi. Hayvanlar ¢alisma sonrasinda standart laboratuar sartlarinda 6’1
gruplar halinde kafeslerde, 2242 °C sicaklikta, uygun nem degerinde, hava akimi
acisindan uygun kosullarda 12 saat aydinlik- 12 saat karanlik ortamin saglandigi
standart kosullarda ve uzman veteriner kontroliinde izlendi. Hayvanlarin yem ve su
ihtiyaglar1 diizenli olarak karsilandi. Deneklerin kafeslerine grup numaralar1 yazilarak

ve kuyruklarina isaret konularak karigmalar1 engellendi
3.1 Gruplar

Calismaya 26 adet, agirliklart 250-300 gr arasinda olan, disi Sprague-Dawley tipi
sicanlar, random olarak grup olusturularak, her grupta n=6 olacak sekilde gruplara
boliindii (Tablo 3.1). Geriye kalan 2 sican ise YDKKH hazirlanmasi i¢in kullanildi.
Kontrol grubuna serum fizyolojik, ¢alisma gruplarina ACCM, YDKKH, ACCM ve
YDKKH birlikte uygulanmasi hedeflenerek uygulama sonrasi, 2. ayin sonunda
deneklerin timi sakrifiye edilerek cerrahi alandaki periprostetik kapsuller eksize

edilerek doku Ornekleri alindi.
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Tablo 3.1 : Hayvan ¢aligmasi gruplarinin gosterilmesi

Grup no Grup ad1 Hayvan Yapilan operasyon
sayl
Pannikulus  karnozus  altinda,
paravertebral kaslarin {izerinde
1 Kontrol 6
hazirlanmis 1xI cm boyutunda
posa 0,5 cc normal salin enjekte
edilmesi
Pannikulus  karnozus  altinda,
paravertebral kaslarin {izerinde
2 ACCM 6
hazirlanmis 1x1 cm boyutunda
posa 0,5 cc ACCM enjekte
edilmesi
Pannikulus  karnozus altinda,
paravertebral kaslarin {izerinde
3 YDKKH 6
hazirlanmis 1xI cm boyutunda
posa 0,5 cc YDKKH enjekte
edilmesi
Pannikulus  karnozus  altinda,
. paravertebral kaslarin {izerinde
4 Kombine 6
hazirlanmis 1x1 cm boyutunda
(ACCM+YDKKH)
posa 0.5 cc ADSC ve 0.5 cc
ACCM enjekte edilmesi
YDKKH temini icin denekler 2
Toplam 4 grup ve YDKKH | Toplam
temini igin ilave denekler 26 hayvan
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3.2 Silikon Implantlarin Hazirlanmasi

Silikon tabakalar salin doku genisleticilerin siltex ylizeyli tabanlarindan 1x1x0.1 cm
boyutlarinda kare seklinde kesilerek hazirlanmistir (Resim 3.1). Operasyon esnasinda

steril olarak kullanima hazir olmalar1 i¢in her parca etilen oksit gazi ile sterilize edilip,

serum fizyolojik ile yikanarak cerrahi islemde kullanilmustir.

Resim 3.1 : Caligmada kullanilan silikon implant 6rnegi
3.3. YDKKH’in hazirlanmasi

Gruplar disinda kok hiicre kaynagi olarak kullanilacak 2 siganm hem sag hem sol
inguinal bolgesine cerrahi alanin traglanmasi ve iyotlu solusyonla temizlenmesini
takiben yapilan isizyonlarla girilerek inguinal yag dokusu eksize edildi (Resim 3.2 A,
B, C). Eksize edilen yag dokusu serum fizyolojik iceren steril tlpler igerisine
yerlestirilerek (Resim 3.2 D) +4 C buzlu ortamda Yeditepe Universitesi Genetik ve
Biyomihendislik Anabilim Dalina kok hticre iretilmesi igin gonderildi. Kanama

kontrolu sonrasi cilt 4/0 PDS ile primer siitlre edilerek kapatildi.
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Resim 3.2 : YDKKH temini i¢in yag dokunun alinmasi ve transport ortami

A) Tiraglanmis cerrahi alan

B) Iyotlu soliisyonla temizlenmis cerrahi alan

C) Operasyon sirasinda sag inguinal bolgeden yag dokusu elde edilmis, sol
inguinal bdlge i¢in insizyon ¢izimi yapilmis

D) Elde edilen yag dokusu igerisi serum fizyolojik ile dolu steril tiiplere

yerlestirilmis
3.4. Cerrahi Protokol

Tiim gruptaki siganlarm uygun anestezisi 50 mg/kg ketamine-HCI (ketalar- IM) ve
15mg/kg Ksilazin HCL (rompun —IM) karisimi ile saglanan anestezi altinda

gergeklestirildi. Anesteziyi takiben; her bir ratin sirt bolgesinde cerrahi alanin
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traglanmasi ve %10 iyotlu solusyonla temizlenmesi ardindan operasyona baglandi. Sirt
bolgesinde orta hatta 2 cm dikey bir kesi yapildi. Bu kesi hattindan girilerek
proksimale dogru diseksiyon uygulandi. Pannikulus karnozus altinda paravertebral
kaslarin tizerinde 1x1 cm boyutunda pos hazirlandi (Resim 3.3 A, B). Hazirlanan cebe
kontrol grubunda (Grup 1) serum fizyolojik, ¢alisma gruplarinda uygun sirayla ACCM
(Grup 2), YDKKH (Grup 3), ACCM ve YDKKH birlikte (Grup 4) enjeksiyonlar
gerceklestirildi (Resim 3.3 C). Ardindan implant posa yerlestirildi (Resim 3.3 D). Cilt
insizyonlar1 ise 4/0 PDS dikis materyaliyle kapatildi (Resim 3.3 E). Postoperatif
donemde deneklerin insizyon hattina povidon iyot siiriildii ardindan serum fizyolojik

ile silinerek pansumanlari1 yapildi (Resim 3.3 F).
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Resim 3.3 : Si¢anlarm torakadorsal bolgesinde pos hazirlanarak uygun infiltrasyon
ve implant yerlestirilmesi

A) Tiraglanmig cerrahi alan

B) Iyotlu soliisyon ile yikanmis cerrahi alan
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C) Hazirlanmis posa gruplara uygun sira ile infiltrasyonlarin uygulanmasi
D) Implantin posa yerlestirilmesi

E) Islem sonras1 alanin siiturasyonu

F) Pansuman goruntusi

3.5 Kullanilan cerrahi arag¢-gereg

Operasyonlar sirasinda bobrek kiivet, portegii, disseksiyon makasi, 15 numara bistri,
3 numara bistiiri sapi, tek disli (Adson) penset, degisik boylarda pensler ve hook,
insiilin ejektort (1 ml), tiras makinesi, cetvel, ¢izim kalemi, steril eldiven, steril 6rtiim
seti, steril gazli bez, beyaz tibbi flaster, cerrahi siitiir malzemesi olarak 4.0 PDS (keskin
igneli) kullanilmigtir. Cerrahi islemden Once tiim cerrahi set elemanlar1 sterilize

edilmislerdir. Fotograf ¢ekimleri Iphone 12 pro ile gerceklestirilmistir.
3.6 Makroskopik degerlendirme

Cerrahi islemler sonrasi hayvanlar giinlik olarak yara iyilesmesi problemleri, kilo
kaybi, enfeksiyon bulgular1 agisindan takip edildi. Postoperatif 2. ayda c¢ikarilan
dokular kapstil gorintiisi, damarlanma ve ¢evre dokularla olan yapisiklik agisindan

makroskopik olarak incelendi.
3.7 Deneyin Sonlandirilmasi, Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney hayvanlar1 postoperatif 2.ayda ayni kosullar (genel anestezi, tiraglama,
soliisyon ile yikanma) saglanarak tekrar opere edildi. Sakrifiye etmek ig¢in
intrakardiyak girisimle kalp dogrudan kaniile edilerek, siganlarin tiim kani (ortalama
8-10 ml/sigan) alind1 (Resim 3.4).
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Resim 3.4 : Slganlaraan intrakardiyak girisimle kan alimi

Kan ornekleri antikoagulansiz vakumlu tiplere alindi. Bu ornekler 3000 devirde
+4°C’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra serumlar1 ¢ikarildi. Elde edilen serumlar1
‘Serum Total Antioksidan Seviye’ ve ‘Total Oksidan Seviye’ 06l¢iimi
degerlendirilmesi amagli biyokimyaya gonderildi. Sican sirtlarma yerlestirilen
implantlarin bulunmasinda eski insizyon hattinin skar izinden yararlanildi. Ayrica
deneklerin  torakodorsal bolgelerinde, palpasyonla yerlestirilen implantlar
hissedilebildi. Implant cevresindeki kapsiile zarar vermeyecek sekilde cilt altindan
diseksiyon gergeklestirildi (Resim 3.5). Silikon materyal kapsiilii ile tek bir blok
olarak biitiiniiyle dikkatlice ¢ikarilmistir (Resim 3.6).
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Resim 3.5 : Silikon implant gevresi kapsul gorintisi
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Resim 3.6 : Silikon materyal kapsuli ile tek bir blok halinde

Makroskopik olarak yapilan degerlendirme ve fotograflama sonrasi peri periprostetik
kapsiiller eksize edilerek ¢ikarildi. Cikarilan dokularmn hepsi % 10“luk formaldehit
solusyonunda 24 saat fikse edildi. Histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler icin

uygun kosullarda ilgili boliimlere gonderildi.
3.8 Histolojik Analiz
Orneklerin Hazirlanmast:

Sakrifiye edielen ratlardan alinan doku &rnekleri Bezmialem Vakif Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda 151k mikroskobik ve
immunohistokimyasal inceleme yapilmak tizere takibe alindi. Alinan doku drnekleri

fosfat tamponu (PBS) iginde hazirlanmis %10 tamponlu notral formaldehitte 1 giin
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tespit edildi. Tespit edilen doku &rnekleri rutin 151k mikroskop doku takip yontemine
gore dereceli alkollerden gegirilerek dehidrate edildi, ksilolde seffaflandirildiktan
sonra parafine gémildid. Doku takibi sirasinda optimizasyonun saglanabilmesi igin
sabit vakumlu bir doku takip cihazi kullanildi (Leica, model TP 1020). Parafin
bloklardan rotary mikrotom ile 3- 4 um kalinliginda kesitler krom aliim jelatin ile kapl

rodajli lamlara alind1.
Masson Trikrom Boyama:

Rodajli lamlara alman 3- 4 pm kalinligindaki paraffin kesitler 1 gece etiivde
deparafinize edildikten sonra Masson-Goldner staining kit (Sigma- Aldrich,

SLBH4504) ile asagidaki sirayla boyama islemi yapild.

e 3 kere 15’ er dakika ksilolde bekletildi.

e Sirasiyla %96, %96 ve %80’ lik alkollerde 10 ar dakika bekletilerek rehidrate
edildi.

e Akan suda 10 dakika yikandi.

e Kullanilmadan 6nce siiziilen Weigert’in Hematoksileninde 5 dakika bekletildi.

e Akan suda 10 dakika yikandi.

e Distile suda 10 dakika yikandu.

e Biebrich Scarlet- asit fuksinde 5 dakika bekletildi.

e Akan suda calkalandi.

e Working phosphototungstic/phosphomolybdic asit soliisyonunda 5 dakika
bekletildi.

¢ Anilin blue soliisyonunda 5 dakika bekletildi.

o %1 lik asetik asitte 2 dakika bekletildi.

e Srrasiyla %80, %96, %96’ lik alkollerden gecirildi.

e Kurutulup, 45 dakika ksilolde bekletildikten sonra Kanada balsami ile lamlar
kapatild1.

Immiinohistokimyasal Yontem:

Miyofibroblastlar1 gostermek i¢in Anti-alpha smooth muscle Actin antibody
(ABCAM- ab124964) ile immiinohistokimyasal boyama yapildi. Sekonder antikor
olarak Rabbit specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC Kit (ABCAM- ab64261) Kiti
kullanild1.
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Rodajli lamlara alman 3- 4 pum kalnhigindaki paraffin kesitler 1 saat etiivde

deparafinize edildikten sonra;

e 2kere 10’ ar dakika ksilolden gecirildi

e 2 kere %90’lik alkolde bekletildi

o 10 dakika H202’ de bekletildi

e Distile suda 10 dakika yikand1

e %10’ luk sitrat bufferda 20 dakika tutuldu

e Blocking serum damlatildi ve 15 dakika oda 1si1sinda bekletildi

e Blocking serum uzaklastirildiktan sonra primer antikor damlatildi ve +4C% de
overnight beklendi

e Ertesi giin PBS ile yikandiktan sonra sekonder antikor damlatildi, 1 saat beklendi

e PBS ile yikandi

e HRP damlatild1 ve 20 dakika beklendi

e DAB ile Mayer hematoksilen ile boyanarak kapatild.

Kapatilan 6rneklerde hucreler Nikon (Eclipse 920248, U.S.A.) 1sik mikroskobunda
degerlendirildi ve goruntiler Nikon Marka DS-Fi2-U3 Model kamera ile tam uyumlu

goriintiileme yazilimi ile bilgisayar ortamina aktarild.
3.9 Biyokimyasal Analiz
Biyokimyasal Parametreler

Biyokimyasal incelemeler i¢in intrakardiyak olarak alinan kan Ornekleri jelli
biyokimya tiipiine alinarak 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edilip serumlar1 alikotland1
ve c¢alisma yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Alman doku oOrnekleri calisma
yapilincaya kadar kuru halde steril ependorf laboratuvar kosullarinda -80°C’de
saklandi. Alinan doku 6rneklerinde ve serumlarda TGF-1, TGF-$2, TIMP-1, TIMP-
2, MMP-2, IL-2, IL-4, TAS, TOS dizeyleri olctuldu. OSI duzeyleri matematiksel

islemle hesaplandi.

Biyokimyasal analizler baglamadan once, sicanlardan alinan doku drnekleri tartilip,
1/5 oraninda soguk %1,15 M KCI soliisyonu ile seramik bilyeler ile 10 dakika
homojenize edildi. Daha sonra +4°C’de 10000 x g’de 30 dakika santrifiij edilerek

slipernatanlar1 ayrildi. Siipernatantlarda protein tayini, Lowry yontemine gore yapildi.
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Dokudan olgiilecek tiim parametrelerin ¢ikan sonuglart ilgili sicanin doku protein

miktarina boliinerek mg protein basina sonuglar verildi.

Doku ve Serum TAS, TOS, TGF-p1, TGF-$2, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2, IL-2,

IL-4 Duzeylerinin Olguimi

Hazirlanan serum ve doku homojenatlarindaki TGF-B1 (pg/mL, Mybiosource -
MBS824788), TGF-p2 (pg/mL, Mybiosource -MBS702095), TIMP-1 (pg/mL,
Mybiosource - MBS355282), TIMP-2 (ng/mL, Mybiosource - MBS2504314), MMP-
2 (ng/mL, Mybiosource - MBS2515523), IL-2 (pg/mL, Mybiosource - MBS269718),
IL-4 (pg/mL, Mybiosource - MBS824713), TAS (mmol askorbik asit ekivalent /L,
Rel Assay 0017), TOS (umol H202/L, Rel Assay 0024) diizeyleri ticari olarak satin
alman sigana 6zgli ELISA Kkitleri ile mikroplak okuyucuda (Thermo Scientific™
Varioskan™ Flash Multimode Reader) fotometrik yontemle olgtildii. Oksidatif stres

indeks ise matematiksel hesapla bulundu.
3.10 Genetik Analiz
Kok Hucrelerin Izolasyonu

Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Anabilim Dali laboratuarinda 2
denekten toplanan inguinal yag dokular1 6 oyuklu plakalara (BIOFIL; TCP, Ziirih,
Isvigre) ekildi ve Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumunun igerisine %10 (h/h) fetal
sigir serumu ve %1 penisilin, 10.000 pg/mL streptomisin ve 25 pg/mL amfoterisin B
(Invitrogen, Gibco, Paisley, UK) takviye edilen ortamda hiicrelerin biyumesi icin
inkiibe edildi. Ekim yapilan hiicreler 3 ila 4 giin sonra ¢ogalmaya baglad1 ve 8 giin
sonra flask yiizeyini kapladi. Daha sonra hiicreler, %0,25 (h/h) tripsin/EDTA
(Invitrogen, Gibco) kullanilarak tripsinize edildi. Tripsin aktivitesini inhibe etmek i¢in
ayrilan hiicrelere ortam eklendi. Hiicreler, oda sicakliginda 5 dakika boyunca 300 g'de
santrifijlendikten sonra, olusan pellet hiicre medyasinda ¢oziindiiriildii ve bir T-75
flask1 (Zelkultur Flaschen AG, Ziirih, Isvigre) iizerine ekildi. Hiicreler, nemlendirilmis
bir inkiibatorde 37°C'de ve %5 CO2'de tutuldu. Tum deneylerde 3~4 pasajlarindan

alinan hiicreler kullanildi.
Kok Hucrelerin Karakterizasyonu

Mezenkimal kok hiicreler biiyiitiildiikleri hiicre kiiltiirii tabaklarindan tripsinize edildi
ve fosfat tamponlu salin (PBS) i¢inde hazirlanan primer antikorlarla inkiibe edildi.

Karakterizasyon i¢in CD14, CD29 (cat. no. BD556049), CD34 (cat. no. SC-51540),
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CD45 (cat. no. SC-70686), CD90 (cat. no. SC-53456), CD105 (cat. no. SC-71043),
CD14 (cat. no. SC-65278), CD44 (cat. no. SC-53551) (SantaCruz Biotechnology Inc,
Santa Cruz, CA) ve CD73'e (Zymed, San Francisco, CA) proteinlerine baglanan
birincil antikorlar kullanildi. Hiicreler, fazla primer antikorlari uzaklastirmak i¢in PBS
ile yikandi. Hiicreler daha sonra, kromofor-konjuge monoklonal antikor igeren bir
fikoeritrin kirmiz1 11k hasat proteini olan CD29 harig, 4°C'de 1 saat boyunca floresan
izotiyosiyanat-konjuge ikincil antikor ile inkiibe edildi. Akis sitometrisi analizi,
Becton Dickinson (San Jose, CA) FACS Calibur akis sitometri sistemi kullanilarak

yapildi.
KUk Hiicrelerin Deney Gruplarina Gore Hazirlanip Hayvanlara Verilmesi

Hemositometrede hicre sayisi belirlenerek, icinde her 1 ml’de 2 milyon hicre igeren
hiicre soliisyonu hazirlandi. Biitiin bu siire¢ 3 hafta icerisinde tamamlanmis oldu.
Operasyon gini grup 3 icin toplam 3 cc kok hucre sollisyonu (her denek icin 0.5 cc
kullanilmak {izere) enjektorlere doldurularak kullanima hazirlandi. Operasyon gini
grup 4’teki 6 deney icin ise, YDKKH ve ACCM kombinasyonunu hazirlamak icin
elde ettigimiz kok hiicre siispansiyonunun 3 ml’si (her denek i¢in 0,5 cc kullanilmak
Uzere) 1000 rpm devir ve 5 dakika boyunca oda sicakhiginda santrifiije edildi. Sonra
iistte kalan s1v1 atilarak tizerine 3 ml ACCM (her denek i¢in 0.5 cc kullanilmak iizere)
eklenerek hiicreler siispanse edildi. Ve grup 4 i¢in enjektorlere doldurularak kullanima

hazir hale getirildi.
3.11 istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile incelendi ve normal
dagilima sahip 06zelliklerin Kontrol, ACCM, YDKKH ve ACCM+YDKKH
gruplarinda karsilagtirilmasinda ANOVA post hoc karsilagtirma testlerinde LSD
kullanilmustir. Gruplarda immiinreaktivite siddetlerinin kiyaslanmasi Kesin Ki kare
testi ile yapilmistir. Tamimlayici istatistik olarak sayisal degiskenler igin
ortalamatstandart sapma, kategorik degiskenler i¢in ise sayr ve % degerleri
verilmigtir. Istatistiksel analizler i¢in Graphpad Prism8 yazilim ve SPSS Windows
version 24.0 paket programi kullanilmistir. Her grup arasindaki fark, bir alfa degeri
olarak kabul edilen p degeri 0,05'ten kiiciik olan sonuglar (p<0.05) i¢in istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir. Her deneme ii¢ kez tekrarlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Makroskopik Bulgular

Hicbir hayvanda fonksiyonel kayip gelismedi ve enfeksiyon gozlenmedi. Tum
denekler 1. ayda makroskopik olarak degerlendirildi. Tim gruplarda konulan
implantlarin mobil oldugu ve pozisyon degistirdigi gozlendi. Insizyon hatlar1 iyilesmis
durumdaydi ve dikis izleri belirgin degildi. Postoperatif 2.ayda tiim denekler yeniden
makroskopik olarak degerlendirildi. Implantlarin bulundugu pozisyonda fikse oldugu
gozlendi. Cikarilan implantlar tzerindeki vaskilarizasyon agisindan makroskopik
olarak degerlendirme yapildi. Inspeksiyonda grup 1V sicanlardaki implantlarin

uzerinde yogun vaskiiler ag igeren kapsiil dokusu gozlendi.
4.2 Histolojik Analiz Bulgulan

Tum gruplarda bolgede ¢evre dokulardan daha siki1 gériintimlii bir bag dokusu kapsiil
olustu (Sekil 4. 1’de kirmiz1 ile sinirlanan alan). Kollajen liflerden zengin olan bu doku
Masson trikrom boyama yontemi ile daha belirgin olarak ayirt edildi. Bu yontemle
kollajen lifler mavi renkte boyandi. Cevre bag dokusu nispeten agik renkte boyandi.
Damarlar da kirmizi renkte boyanarak belirgin sekilde goriildi. Bag dokusunun
cevresinde, yer yer bag dokusu i¢cinde yag dokusu goriildii (Sekil 4.1° de mavi yildiz

ile isaretlenen alan).
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Sekil 4.1 : Kontrol grubu; kirmizi ile sinirlanan alan kollajen liflerden zengin bag
dokusundan olusan kapsiil, mavi yildiz: yag dokusu (Masson Trikrom X100)

Kapsiiliin (Sekil 4.2’de kirmizi ile smirlanan alan) siki bag dokusunun kollajen

liflerinin mavi renkte boyandigi goriildii. Bu alan ¢evredeki bag dokusundan ¢ok daha

sik1 bir bag dokusu goriiniimiindeydi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 : Kontrol grubu; kirmizi ile siirlanan alan kollajen liflerden zengin bag
dokusundan olusan kapsiil (Masson Trikrom X100)

Immunohistokimyasal teknikle diiz kas hiicrelerinin ve miyofibroblastlarmn
belirleyicisi olan alfa diiz kas aktini (oo SMA) isaretlendi. Bu yontemle damar
duvarmin kuvvetli pozitif reaksiyon (DAB ile kahverengi boyand1) gosterdigi, damar
cevresindeki bag doku ve yag doku alanlarmnin reaksiyon vermedigi (DAB ile
kahverengi boyanmayarak) izlendi. Bdylece yontemin basarili oldugu anlasildi

Damar duvarindaki pozitiflik pozitif kontrol olarak degerlendirildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 : Kontrol grubu; kirmizi asteriks: duvarinda pozitif immiinohistokimyasal
reaksiyonun oldugu damarlar; siyah yildiz: immiinohistokimyasal reaksiyon

vermeyen kollajen liflerden olusan bag doku; mavi yildiz: immiinohistokimyasal
reaksiyon vermeyen beyaz yag dokusu (a-SMA, ABC yontemi X200)

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde; kapsiil dokusu i¢cinde miyofibroblastlarin
yogunlagsmasini igaret eden alfa-diiz kas aktini (aSMA) pozitif boyanmasi belirgin
olarak goriildii. Hatta bu pozitiflik kapsiiliin ¢cevre bag dokularindan da keskin bir

smirla ayrilmasini sagladi (Sekil 4.4’te mavi ile isaretlenen alan).
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Sekil 4.4 : Kontrol grubu; mavi ¢izgi: pozitif immunohistokimyasal reaksiyon veren
miyofibroblast hiicrelerinin oldugu kapsiil; iki basl sar1 ok ile gosterilen alan
kapsulln i¢ tabakasi (i); iki bash turuncu ok ile gosterilen kapsullin dis tabakasi (0);
kirmizi asteriks: duvarmda pozitif immiinohistokimyasal reaksiyonun oldugu
damarlar; siyah yildiz: immiinohistokimyasal reaksiyon vermeyen kollajen liflerden
olusan bag doku; (a-SMA, ABC ydntemi X200)

Immunohistokimyasal reaksiyon yer yer olduk¢a genis alanlarda goriildii (Sekil 4. 5’te
mavi ¢izgi ile isaretli alan). Bu durum kapsiiliin baz1 bolgelerde daha kalin oldugunu
diistindiirdii. Nadiren bazi alanlarda hiicre infiltrasyonu da saptandi (Sekil 4.5’te mavi

okla isaretlenen alan).
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Sekil 4.5 : Kontrol grubu; mavi ¢izgi: pozitif immunohistokimyasal reaksiyon veren
miyofibroblast hiicrelerini oldugu kalinlagmis kapsiil; kirmizi asteriks: duvarinda
pozitif immiinohistokimyasal reaksiyonun oldugu damarlar; siyah yildiz:
immunohistokimyasal reaksiyon vermeyen kollajen liflerden olusan bag doku (a-
SMA, ABC yontemi X200)

Grup 2-ACCM grubunda da bdlgede ¢evre dokulardan daha sik1 goriiniimlii bir bag
doku yapisinda kapsiil olustugu (isaretli bolge) izlendi. Kollajen liflerden zengin olan
bu doku Masson trikrom boyama yontemi ile daha belirgin olarak ayirt edildi. Bu
yontemle kollajen lifler mavi renkte boyandi. 2. grubun kapsiilii 1. grupta goriilen
kapstile oranla biraz daha gevsekce organize olmustu. Cevre bag dokusu nispeten agik
renkte boyandi. Kirmizi renkte boyanan damarlar da goriildii (Sekil 4. 6°da siyah oklar
ile isaretlenen yapilar). Bag dokusunun ¢evresinde, yer yer bag dokusu icinde yag

dokusu goriildii (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 : ACCM grubu; kirmizi ¢izgi: siki bag doku yapisindaki kapsiil; siyah
oklar: damarlar; siyah yildiz: kollajen liflerden olusan bag dokusu, mavi yildiz: yag
dokusu (Masson Trikrom X 100)

ACCM grubuna ait kapsiil dokusu i¢cinde miyofibroblastlarim yogunlagmasini isaret
eden alfa-diiz kas aktini (a-SMA) pozitif boyanmasi belirgin olarak goriildii. Hatta bu
pozitiflik kapsiiliin ¢gevre bag dokularindan da keskin bir sinirla ayrilmasini sagladu.
Bu grupta alfa-diiz kas aktini (a-SMA) pozitif boyanmasi az yogunlukta idi, bu da
ACCM grubunda olusan kapsiilde daha az sayida miyofibroblast oldugunu gosterdi.
Zaten kapsiil yogunlugu da azalmig goriintiyordu (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 : ACCM grubu; mavi ¢izgi: pozitif imminohistokimyasal reaksiyon veren
miyofibroblast hiicrelerini oldugu kapsiil; iki bash sar1 ok ile gosterilen alan
kapsulln i¢ tabakasi (i); iki bash turuncu ok ile gosterilen kapsullin dis tabakasi (0);
kirmiz1 oklar: pozitif reaksiyon veren miyofibroblast hiicreleri; siyah yildiz:
imminohistokimyasal reaksiyon vermeyen kollajen liflerden olusan bag doku (a-
SMA, ABC yontemi X200)

ACCM grubunda da nadir de olsa kontrol grubunda oldugu gibi immunohistokimyasal
reaksiyon yer yer biraz daha genis alanlarda goriildii. Bu durum kapsiiliin bazi

bolgelerde daha kalin oldugunu diistindiirdii (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 : ACCM grubu; mavi ¢izgi: pozitif imminohistokimyasal reaksiyon veren
miyofibroblast hiicrelerini oldugu kalinlagsmis kapsiil; siyah yildiz:

immiinohistokimyasal reaksiyon vermeyen kollajen liflerden olusan bag doku (o.-
SMA, ABC yontemi X200)

Grup 3-YDKKH grubunda da bolgede ¢evre dokulardan daha sik1 goriiniimlii bir bag
dokusu kapsiil olustugu goriildii (isaretli bolge). Kollajen liflerden zengin olan bu
doku Masson trikrom boyama yontemi ile daha belirgin olarak aywt edildi. Bu
yontemle kollajen lifler mavi renkte boyandi. Cevre bag dokusu nispeten agik renkte
boyandi. Bag dokusu i¢inde kapsiile yakin diiz kas liflerinin gruplastig1 goriildii (Sekil
4.9°da sar1 yildiz). Yine ¢evrede yer yer bag dokusu i¢inde yag dokusu goriildii (Sekil
4.9°da mavi yildiz).
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Sekil 4.9 : YDKKH grubu; kirmizi ¢izgi: sik1 bag doku yapisindaki kapsiil; sar1
yildiz: kas dokusu; mavi yildiz: yag dokusu (Masson Trikrom X 100)

YDKKH grubuna ait kapsiil dokusu i¢cinde miyofibroblastlarin yogunlagmasini igaret
eden alfa-diiz kas aktini (a-SMA) pozitif boyanmasi belirgin olarak goriildii. Yine bu
pozitiflik sayesinde kapsiil cevre bag dokularindan da keskin bir sinirla ayrildi. Bu
grupta da pozitiflik 1. gruba oranla biraz daha azalmis ancak 2. Gruba goére artmis

olarak goriildii (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 : YDKKH grubu; mavi ¢izgi: pozitif imminohistokimyasal reaksiyon
veren miyofibroblast hiicrelerini oldugu kapsul; iki basli sar1 ok ile gosterilen alan
kapsulln i¢ tabakasi (i); iki bagh turuncu ok ile gosterilen kapsullin dis tabakasi (0);
kirmizi asteriks: duvarinda pozitif immiinohistokimyasal reaksiyonun oldugu
damarlar; siyah yildiz: immiinohistokimyasal reaksiyon vermeyen kollajen liflerden
olusan bag doku (a-SMA, ABC yontemi X200)

Grup 4’te de (ACCM+YDKKH) bolgede ¢evre dokulardan daha siki goriintimlii bir
bag dokusundan olusan kapsiil izlendi (isaretli bolge). Kollajen liflerden zengin olan
bu doku Masson trikrom boyama yontemi ile daha belirgin olarak ayirt edildi. Bu
yontemle kollajen lifler mavi renkte boyandi. Cevre bag dokusu nispeten agik renkte

boyandi. Damarlar da kirmizi renkte boyanarak belirgin sekilde goriildii (Sekil 4.11).
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73

Sekil 4.11 : Kombine (ACCM+YDKKH) grup; kirmizi ¢izgi: sik1 bag doku
yapisindaki kapsiil; siyah oklar: kan damarlar1 (Masson Trikrom X 100)

4. gruba ait kapsiil dokusu i¢inde miyofibroblastlarin yogunlagmasini isaret eden alfa-
diiz kas aktini (a-SMA) pozitif boyanmasi belirgin olarak goriildii. Yine bu pozitiflik
sayesinde kapsiil ¢evre bag dokularindan da keskin bir sinirla ayrildi. Bu grupta da
pozitiflik 1 ve 3. gruba gore azalmis, 2. gruba daha yakin oranda boyanmis olarak
goriildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 : Kombine (ACCM+YDKKH) grup; mavi ¢izgi: pozitif
imminohistokimyasal reaksiyon veren miyofibroblast hiicrelerini oldugu kapsiil; iki
basl sar1 ok ile gosterilen alan kapstliin i¢ tabakasi (i); iki basli turuncu ok ile
gosterilen kapsullin dis tabakasi (0); siyah yildiz: immiinohistokimyasal reaksiyon
vermeyen kollajen liflerden olusan bag doku (a-SMA, ABC ydntemi X200)

Histolojik analiz ile kapsiil kontraksiyonunu saglayan kontraktil hiicreler olan
miyofibroblastlarm 6rneklerde oranlarini karsilastirdik. Miyofibroblastlarin belirteci
olan alfa-diiz kas aktininin (a-SMA) pozitif boyanmasi gruplar arasinda
immiinreaktivite siddetini degerlendirmemize olanak sagladi. Immiinreaktivite siddeti
bir antijenin neden oldugu bagisiklik yanitmin lgiimiinii gosterir. Immunreaktivitesi
yuksek olan deneylerde alfa-diiz kas aktini daha ¢ok pozitif boyanarak miyofibroblast
oranlar1 yiiksek izlendi. Tsai ve arkadaslarmm yapmis oldugu derecelendirme (%0
boyanma: -, %1-30: +, %31-60: ++, %61-100: +++) (Tablo 4.1) (145) 6rnek alinarak
deneklerin immiinreaktivite siddetleri belirlendi (Tablo 4.2) ve istatistiksel analiz
yapildi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.1 : Immiinreaktivite siddetlerinin derecelendirilmesi

Kullanilan Simge Siddeti

- Sifir (immiinreaktivite yok)

+ Zayif
++ Orta
+++ Siddetli

%0 boyanma: -
%1-30 boyanma: +
%31-60 boyanma: ++

%61-100 boyanma: +++
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Tablo 4.2 : Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda
deneklere gore sirasiyla immiinreaktivite siddetlerinin derecelendirilmesi

Gruplar Denek sirasi Immiinreaktivite
Siddeti

+++

+++

Kontrol F++

+++

+++

+++

+

++

ACCM ;

+

+

++

++

++

YDKKH ++

++

++

++

Kombine
(ACCM+YDKKH)

| O Bl W N | O O &~ W N R O O Bl W N | O O | W| N|

Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarda
immiinreaktivite siddeti bakimindan istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklar tespit

edilmistir (p=0,001). Kontrol grubundaki deneklerin tiimiinde siddetli diizeyde
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immiinreaktivite gézlenmisken, YDKKH grubunda deneklerin tiimiinde orta siddet
immanreaktivite, Kombine grupta ise tim deneklerinde zayif diizeyde
immiinreaktivite goézlenmistir. ACCM grubunda ise deneklerin ¢ogunlugunda-4
denekte (%66,7) zayif diizey, 2 denekte (%33,3) ise orta diizey immiinreaktivite
gozlenmistir (Tablo 4.3). Tablo 4.2°de gruplarda denck siralarina gore
immanreaktivite  diizeylerinin  skorlamas1  belirtilmstir. ~ Kontrol>YDKKH
>ACCM>Kombine (Tablo 4.3; Sekil 4.13). Histolojik sonuglarin istatistik
degerlendirmesi sonucunda Kombine grubun diger gruplara gore anlamh diizeyde en
zay1f immiinreaktiviteye sahip oldugu askarlandi.

Tablo 4.3 : Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinin
immiinreaktivite siddetlerinin incelemesi

Kontrol ACCM YDKKH Kombine

Immiinreaktivite Siddeti n (%) n (%) n (%) n (%) P
Zayif 0(0)  4(667) 0(0) 6 (100) 0,001
Orta 0(0) 2(333) 6(100) 0(0)

Siddetli 6 (100) 0 (0) 00)  0(0)

P degeri Kesin Ki kare testinden elde edildi.

0 0 0 0 0 0 0

Kontrol ACCM YDKKH Kombine
B Zayif EOrta Siddetli

Sekil 4.13 : Immiinreaktivite siddetinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
ACCM+YDKKH gruplarinda bar grafikleri
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4.3 Biyokimyasal Analiz Bulgularn

Doku uzerinde 6lgiilen TGFp-1, TGFB-2, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2, IL-2, IL-4, TAS,
TOS ve OSI parametrelerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine gruplarinda
karsilastirilmis sonuglart Tablo 4.4’de sunulmustur. Buna goére gruplar arasinda
TGFB-1 ve TGFp-2, IL-2, TAS, TOS ve OSI parametre ortalamalarinin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde farkli olduklar1 tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.4 : Dokuda 6l¢iilmiis parametrelerin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
gruplarin karsilagtirilmasi

Kontrol (§) ACCM (6)  YDKKH (§) (0™ p

ort+SS ort+SS ort+Ss ort4SS
Doku TGFj-1 B61,18110,47 AB48,27114,22 B60,42127,91 A31,18113,11 3,74 0,028
Doku TGFf-2 B50,5317,3 A29,4117,69 A25,1918,12 A20,7916,9 18,44 0,001
Doku TIMP-1 70,16+9,71 62,3+18,28 65,99+28,69 53,61+3,85 0,94 0,439
Doku TIMP-2 2,38+0,44 1,83+0,59 1,93+0,76 1,79+0,15 1,57 0,228
Doku MMP-2 1,06+0,24 1,16+0,31 1,12+0,53 1,3+0,07 0,55 0,651
Doku IL-2 B23,69+3,49 AB16,43+7,8 AB18,94+8,37 ~14,442,34 3,04 0,044
Doku IL-4 28,21+5,84 23,68+48,73 26,32+10,52 19,86+3,28 1,36 0,285
Doku TAS A0,20+0,03 B0,34+0,15 AB(,28+0,12 €0,47+0,09 6,87 0,002
Doku TOS B0,48+0,14 AB),31+0,13 AB(,42+0,20 A0,24+0,06 3,40 0,038
Doku OSI C2,4110,77 AB1,0010,48 Bl,5710,47 A0,5310,12 14,82 0,001

P degeri ANOVA testinden elde edildi. Satirlarda iist indiste her farklh harf (“BC)
ANOVA post hoc LSD testi istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir (p<0,05). SS:
Standart Sapma

Kombine gruptaki deneklerin TGFB-1 (hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve
ekstraselliiler matriksin sentezinde yer alan anahtar sitokinlerden biri) ortalamasmnin
31,18+13,11 ACCM grubunun ortalamasi ile benzer, YDKKH ve Kontrol gruplarinin
TGFB-1 ortalamalarindan anlamli diizeyde diisiik degerler aldig1 tespit edilmistir

(Sekil 4.14).

ACCM, YDKKH ve Kombine gruplarindaki deneklerin TGFB-2 (hiicre blyumesi,

farklilagmasi ve ekstraselliiler matriksin sentezinde yer alan anahtar sitokinlerden biri)
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ortalamasmin kontrol grubundaki TGFf-2 50,53+7,30 ortalamasindan anlamli

diizeyde diistik degerler aldig1 gozlenmistir (Sekil 4.15).

ACCM, YDKKH ve Kombine gruplarindaki deneklerin IL-2 ortalamasmin Kontrol
grubundaki IL-2 23,69+3,49 ortalamasindan anlamli diizeyde diisiik degerler aldig:
gozlenmistir (Sekil 4.16).

Kontrol, YDKKH gruplarindaki deneklerin TAS ortalamasimm ACCM grubunun TAS
0,34+0,15 ortalamasindan ve Kombine gruptaki TAS 0,47+0,09 ortalamasindan

anlamli diizeyde diisiik degerler aldig1 gézlenmistir (Sekil 4.17).

Kontrol, ACCM ve YDKKH gruplarindaki deneklerin TOS ortalamasinm Kombine
gruptaki TOS 0,24+0,06 ortalamasindan anlamli diizeyde yiiksek degerler aldig:
gbzlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.18).

Doku orneklerindeki OSI, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2, IL-4 degerlerinin Kontrol,
ACCM, YDKKH ve Kombine gruplarinda bar grafikleri Sekil 4.18; 4.19; 4.20; 4.21;
4.22°de gosterilmistir.

TGFp-1
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20
10
0
Kontrol ACCM YDKKH Kombine

Sekil 4.14 : Doku 6rneklerindeki TGFB-1 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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TGFp-2
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Sekil 4.15 : Doku 6rneklerindeki TGFB-2 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Kontrol ACCM YDKKH Kombine
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Sekil 4.16 : Doku 6rneklerindeki IL-2 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Kontrol ACCM YDKKH Kombine

Sekil 4.17 : Doku 6rneklerindeki TAS degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.18 : Doku 6rneklerindeki TOS degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.19 : Doku 6rneklerindeki OSI degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.20 : Doku 6rneklerindeki TIMP-1 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.21 : Doku 6rneklerindeki TIMP-2 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.22 : Doku 6rneklerindeki MMP-2 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.23 : Doku 6rneklerindeki IL-4 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine (ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri

Serum (zerinde o6lculen TGFpB-1, TGFB-2, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2, IL-2, IL-4
TAS, TOS ve OSI parametrelerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
gruplarinda karsilastirilmis sonuglar1 Tablo 4.5’te sunulmustur. Buna gore gruplar
arasinda TGFB-1 ve TGFB-2, TIMP-1 ve TIMP- 2, MMP-2, IL-2, TAS ve OSI
Parametre ortalamalarinin istatistiksel olarak anlamh diizeyde farkli olduklar1 tespit

edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.5 : Serumda 6l¢iilmiis parametrelerin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
Kombine gruplarin karsilastirilmasi

Kontrol (6) ACCM (6) YDKKH (6) Kombine (6)

ort+SS ort+SS ort+SS ort+SS
,?g;g‘l C438,43+49,74  AB370,28+44,05 BC414,32+5584 ~340,7349,67 4,60 0,013
,?‘g;g‘z B322,05+62,31 ©287,242325  B202,47+48,44  A22361%11,79 596 0,004
??R;I‘Q_l B751,13+125,33 ©674,28+49,13 ©726,24+88,4  ~503,62t7355 9,52 0,001
??R;’B“_Z €259146,16  ©18,8643,3 B20,59+2,12 A1312+¢1,71 11,85 0,001
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Serum

A B B C
by /5616 11,58+1,71 10,02+1,22 13,26+2,24 11,75 0,001
Serum B + A + A + A +
o 120,68+9,53  A84,27+17,88  ~9547+14,68 77,6713,66 10,57 0,001
Serum
AT 93,82417,87 799341947  86,56£2046 718742093 1,35 0,286
?eArgm A0,95+0,05 AB1 240,07 A0,98+0,06 B 07+0,07 38 0,025
_?_eorgm 5,82405 5,37+121 5 62+0,34 4,49+1,02 285 0,063
Serum g AB B A
ol 6,12+0,44 533+1.45 5.72+0,24 4.23+1 11 443 0015

P degeri ANOVA testinden elde edildi. Satirlarda iist indiste her farkli harf (“®°)
ANOVA post hoc LSD testi istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir (p<0,05). SS:
Standart Sapma

Kombine gruptaki deneklerin TGFpB-1 ortalamasinin 340,73+49,67 ACCM grubunun
ortalamasi ile benzer, YDKKH ve Kontrol gruplarmin TGFB-1 ortalamasindan
anlamlh diizeyde diistik degerler aldig1 tespit edilmisken, YDKKH grubundaki
deneklerde TGFpB-1 ortalamasmin Kontrol grubuna kiyasla anlamh diizeyde diisiik

diizeyde oldugu gézlenmistir (Sekil 4.24).

Kombine gruptaki deneklerin TGFp-2 ortalamasinin 223,61+11,79, ACCM, YDKKH
ve Kontrol gruplarinin TGFp-2 ortalamasindan anlamli diizeyde diisiik degerler aldig:
gozlenmigsken, ACCM, YDKKH ve Kontrol gruplarinda TGFB-2 ortalamalarmnin
benzer oldugu gozlenmistir (Sekil 4.25).

Kombine gruptaki deneklerin TIMP-1 ortalamasinin 503,62+73,55 ACCM, YDKKH
ve Kontrol gruplarindaki deneklerin TIMP-1 ortalamasindan anlamli diizeyde diisiik
degerler alirken, ACCM, YDKKH ve Kontrol gruplarinda TIMP-1 ortalamalarinin
benzer oldugu gozlenmistir (Sekil 4.26).

Kombine gruptaki deneklerin TIMP-2 ortalamasinmn 13,12+1,71 Kombine, YDKKH
ve Kontrol gruplarindaki deneklerin TIMP-2 ortalamasidan anlamli diizeyde diisiik
degerler alirken, ACCM ve YDKKH gruplarinin TIMP-2 ortalamalarinin Kontrol
grubundan anlamli diizeyde diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 4.27).

Kontrol grubundaki deneklerin MMP-2 ortalamasinin 7,56+1,6 ACCM, YDKKH ve

Kombine gruplarindaki deneklerin MMP-2 ortalamasindan anlamli diizeyde diisiik
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degerler alirken, ACCM, YDKKH grubundaki deneklerin MMP-2 ortalamalarinin
kombine gruptan anlamli diizeyde diisiik gézlenmistir (Sekil 4.28).

Kontrol ve YDKKH grubundaki deneklerin TAS ortalamalari, ACCM ve Kombine
gruplarindaki deneklerin TAS ortalamasindan anlamli diizeyde diisiik degerlerde

oldugu gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.29).

Kombine gruptaki deneklerin OSI ortalamalari, 4,23+1,11 diger gruplardaki
deneklerin OSI ortalamalarindan anlamli diizeyde diisiik degerlerde oldugu

gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.30).

Serumda IL-2, IL-4, TOS degerlerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve
ACCM+YDKKH gruplarinda bar grafikleri Sekil 4.31; 4.32; 4.33’de gosterilmistir.
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Sekil 4.24 : Serumda TGFB-1 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
(ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.25 : Serumda TGFpB-2 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
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Sekil 4.26 : Serumda TIMP-1 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine

(ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.27 : Serumda TIMP-2 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
(ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4 28 : Serumda MMP-2 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
(ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri

65



mmol Askorbik Asit Ek./L

TAS
12

115
11

1.05

1
0.95
0.9
0.85

Kontrol ACCM YDKKH Kombine

Sekil 4.29 : Serumda TAS degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
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Sekil 4.30 : Serumda OSI degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
(ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.31 : Serumda IL-2 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
(ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.32 : Serumda Il-4 degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
(ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri
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Sekil 4.33 : Serumda TOS degerinin Kontrol, ACCM, YDKKH ve Kombine
(ACCM+YDKKH) gruplarinda bar grafikleri

4.4 Genetik Analiz Bulgular
Kok Hucrelerin Karakterizasyonu

Sicanlarin dokusundan izole edilen mezenkimal kok hiicreler (sMKH) in vitro
laboratuvar kosullarinda primer kiiltiirleri yapilmis ve ¢ogaltilmistir. Sekil 4.34°de
hicrelerin besin ortaminda primer kiiltiir kosullarinda dokudan yayilarak hiicre
kiiltiirli tabaklarma yapisip yayildiklari 11k mikroskobu altinda gosterilmektedir. Sekil
4.34°de hiicreler saglikli bir sekilde yalanci hiicre ayaklarini yayarak hiicre kiiltiir

tabaklarma yayildig1 gézlemlenmektedir.
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Sekil 4.34 : Mezenkimal kok hiicrelerin dokudan ayrilarak hiicre kiiltiir tabaklarina
yapistigint gésteren 10X magnifikasyon ile 151k mikroskobunda ¢ekilmis goriintiileri.

Dokudan izolasyonu ve primer hiicre kiiltlirii basarili bir sekilde gerceklesen
hiicrelerin mezenkimal kok hiicre karakteristiginde oldugunu gosterebilmek i¢in
hiicrelerin zarinda bulunan ylizey belirtecleri akim sitometri cithaziyla belirlenmistir.
Sekil 4.35°de hiicreler CD29, CD105, CD90, CD73 ve CD44 olan MKH belirteclerini
pozitif olarak ifade ederken CD14, CD34 ve CD45 olan Hematopoetik Kok Hucre
belirteclerini negatif olarak ifade etmektedir. Bu sonuclar elde edilen hiicrelerin

mezenkimal kok hiicre karakteristiginde oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.35: Dokudan elde edilmis primer hiicrelerin akim sitometrisinde ylizey

belirtecleri ile gergeklestirilmis MKH karakterizasyonu
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5. TARTISMA

Gunumiizde implant kullanimlarinin  artmasi, implantlara baghh gelisen
komplikasyonlari onlenmesine yonelik calismalarin sayisini da arttirmistir. Viicuda
silikon protez implantasyonu sonrasi peri-implant fibroz kapsiil olusumu ortaya ¢ikar.
Bu, viicudun yabanci cisimlere karsi normal bir “savunma” mekanizmasidir. Kapsiil,
kontraksiyon o6zelligine sahip olup, herhangi bir yabanci cisme karsi gelisen skar
dokusu olarak da tanimlanmaktadir. Kapsiil kontraktiirii ise kapsiiliin anormal sekilde
kalinlasip sertlestiginde ortaya ¢ikan Klinik durumdur (146). Bazi durumlarda komsu
yumusak dokularda fibrotik degisikliklere neden olarak memenin dis gériintimiinde
sekil bozukluguna ve agriya neden olur. Kapsiil kontraktiiriiniin absorbe olmayan tum
implant materyallerinin etrafinda olusan kapsiil yapisinda bulunan fibroblast ve
myofibroblastlarin aktivasyonu sonucu ortaya ¢iktigi dustnilmektedir (147). Diger
teori ise kapsiil etrafinda yerlesen bakteriyel biyofilm tabakasidir. Kapsil
kontraksiyonu sonucu implant miimkiin olduk¢a en az yiizey alanina sahip olmaya
gerek duyarak kiiresel bir sekil olusturulmaya zorlanir ki, bu durumda memede
asimetriler ve deformasyonlar olusabilmektedir (147). Kapsul kontraktirind
hastalarm %1,3 ila %30'u arasinda degisen oranlarda gériilmektedir. Implantlar ne
kadar uzun siire yerlesirse, kontraktir olusma riski kiimiilatif olarak o kadar artar.

Kapsiil kontraktiiriiniin %92'si ameliyat sonras1 ilk 12 ay i¢inde gelisir (148,149).

Fibroblastlar hem fizyolojik hem de patolojik iyilesme siireglerinde anahtar
hiicrelerdendir. Ekstraselliiler matriksin ana bileseni olan kollajenin sentezi viicutta
yapisal biitlinliiglin yeniden saglanmasi i¢in dnemli olmakla birlikte, deride hipertrofik
skar ile keloidlerin, tendon iyilesmesinde adezyonlarin, laparatomi sonrasi fibrotik
bantlarin ve silikon implantlarin ¢evresindeki kapsiiliin olusumundan sorumludur.
Kollajen sentezinden sorumlu hiicreler ise fibroblastlardir. Implantalara enflamatuar
yanit sonucu fibroblastlar aktiflesir ve kollajen depolanmasi baslar. Dolayisiyla
enflamatuar yanit1 ve fibroblastlarin metabolizmasmi hedefleyen ilaglar, viicudun
istenmeyen bolgelerinde gereksiz kollajen birikimini-implant cevresi kapsul

olusumunu engelleyebilir (1).
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Meme protezi ile iliskili ileri diizey komplikasyonlar ise meme BIA-ALCL, Bll, BIA-
SCC ve meme implanti ile iliskili ALCL dis1 lenfomalar (Diffliz blylik B hucreli
lenfoma-DLBCL ve s.) seklinde 6zetlenebilir. Bunlar yeni hastaliklar olup, aralarinda
en bilineni BIA-ALCL’dir. Kapsiil ile benzer mekanizmayla ortaya ¢iktig1 diisiiniilen
anaplastik buytk htcreli lenfoma (ALCL), CD30+ ve anaplastik lenfoma kinaz (ALK)
negatif olan ¢ok nadir bir meme implanti ile iligkili T hiicreli lenfomadir (150-152).
BIA-ALCL nin etiyopatogenezi heniiz tam olarak belli degildir. Ama olusumuna dair
baz1 hipotezler vardir ki; bunlar genelde kapsiil olusumu teorileriyle benzerdir. Bunlar
arasinda en ¢ok inanilan BIA-ALCL nin implant ylizeyinde biyofilm tabaka olusturan
bakterilerin kronik stimulasyonu sayesinde T hiicreli immiin yanitin siddetlenmesi
sonucunda gelistigi bilgisidir (153). Ik tanimlandigindan bugiine kadar diinyada 949
BIA-ALCL olgusu bildirildi (154). Onceki caligmalar, BIA-ALC riskini 300.000
meme implantinda 1 olarak bildirmekteydi. BIA-ALCL insidans1 guincel bilgilere gore
meme implantlart bulunan 2.969 kadindan 1'i ile meme rekonstriiksiyonu sonrasi
purtukli yizey implantlar ile meme rekonstriiksiyonu yapilmis 355 kadindan 1'i
arasinda degismektedir (154). Bununla birlikte, Avustralya ve Yeni Zelanda BIA-
ALCL vakalarin1 igeren kohortundan elde edilen son veriler, piirtiklii yilizey
implantlarin daha yiiksek risk tasidigini tahmin etmektedir (155). Meme biyltme
ameliyat1 ger¢eklestirilmis hastalarin silikon implant kapsiillerinde spesifik T-lenfosit
proliferasyonuna iliskin birgok rapor bulunmaktadir (156-158). Kapsul i¢cerisindeki T
hiicreleri agirlikli olarak 1L-17, IL-6, IL-8, TGF-B1 ve IFN-gamma uretir, bu durumda
Th1/Th17 agirlikli bir lokal bagisiklik yanit1 uyarilmis olur (159).

BIl ise meme implanti istirakli ameliyatlardan sonra herhangi bir zaman diliminde
ortaya ¢ikabilir. implantn neden oldugu ekstramammaryan sistemik hastalik olup
yorgunluk, halsizlik, kognitif sorunlar, artralji ve okuler problemlerle kendini belli
eder. Bu hastaligin implant uygulama sonrasi yiiksek inflamatuar siirecin gelisimiyle
ilgili olustugu diisiiniilmektedir (160,161). Ayrica Metzinger ve arkadaslarinin yaptigi
retrospektif caligmada 2016 ve 2020 senelerini kapsayan siirecte BII bulgular1 gelisen
200 hastanin analizi sonucu hastalarin tamaminda Baker evre 3 ve 4 kapsul
kontraktiiri askarlanmigtir ve hastalar meme implantinin ¢ikarilmasi1 ve total

kapsiilektomi gerceklestirilerek tedavi edilmistir (162).

Memenin kanserleri arasinda primer SCC’si nadir goriilen hastaliktir, agresif

seyretmektedir (163-165). BIA-SCC imeme kapsiilinden geliserek BIA-ALCL
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benzeri memede agri, eritem, hassasiyet, 6dem ve sertlik gibi bulgularla kendini
gosterir. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi 8 Eyliil 2022 tarihinde
meme implantlarmin ¢evresindeki kapsiilde gelistigi raporlanan, Yassi hicreli
karsinomlar ve BIA-ALCL dis1 lenfomalar hakkinda bir giivenlik bildirisi
yaymlayarak, literatlire yansimigs olan ortalama 20 SCC ve 30 c¢esitli lenfoma
vakasmin mevcutlugunu tekrar vurguladi (166). Goldberg ve arkadaslarmin Ssunmus
oldugu 2 BIA-SCC olgusunda ameliyat sirasinda kalin ve kalsifiye kapsiil ile
karsilagtiklarin1 belirtmekteler. Bu hastalik meme implantinin kronik iritasyonu ve
enflamasyonu sonucu kapsiilde skuvamtz metaplazi gelisen kapsiiler malignitedir
(167). Ozellikle fibrdz kapsiil iizerinde miyofibroblastlarin ¢izgi seklinde toplanmis

bulunmakta oldugunu gosteren galismalar vardir (168.)

Butlin bunlara dayanarak meme protezi uygulanmis hastalarda inflamasyonun
baskilanmasi, kapsiil olusumunun ve kapsiil kontraktiiriiniin engellenmesi ileri
donemde BIA-ALCL ve implant iligkili diger lenfomalarm (DLBCL ve s.), Bll, BIA-
SCC’nin olusumunun da belli oranda engellenebilecegi anlamina geldigini

vurgulayabiliriz.

Kapsul kontraktlrini engellemeye yonelik senelerdir ¢esitli yontemler, ajanlar
denenmistir. Bunlar sistemik ilaglar, topikal ajanlar, materyaller olarak
smiflandirilabilir (Tablo 5.1) (64). Ayrica implant yilizeylerinin de teknolojik olarak
gelistirilmesi sirf bu amagla ortaya ¢ikmistir.

Tablo 5.1 : implant ile iliskili kapsiil kontraktiiriinii ve yabanci cisim reaksiyonunu
azaltmak icin uygulanan teknikler (64).

Metod Subtip

Antibiyotikler (169,170)
Lokotrien antagonistleri (45,74-81)
Sistemik ilaclar Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri (202)
Antifibrotikler (66,171)
Kolsisin (65)
Vitamin E (67,68)
Sentetik triptofan metaboliti (69)

Antiadhezyon ajanlari (2,71)
Antibiyotikler (72,73)
Lokotrien antagonistleri (2,3)
Steroidler (82-84)
Povidon lyot (70,212)
5-Fluorourasil (1)

73



Onabotulinum toksin tip A (85,86)
Topikal uygulamalar Hyaluronidaz (172,173)
Mitomisin C (174)
Kollajenaz (142)
Sentetik triptofan metaboliti (175)
Halofuginon (176)
Kolsisin (241)
Vitamin E (177)
Kroton yag1 (177)
Nikotin (178)
Medikal kitosan (251)

Materyeller Otolog doku ile kombinasyon (131,179,180,186,187)
Aselliler dermal matriks ile kombinasyon (234,181-183)

Yuzey tipleri Duz ve purtukla yuzeyler (88,155,184-191)
Nano-mikro modifikasyonlar (192-201)

Implant istirakli operasyonlarda kullanilan sistemik ilaclar denince akla ilk gelenler
antibiyotiklerdir. Protez enfeksiyonu, yuzeysel selilit gibi hafift tablolara, kronik
yaralara, implant basarisizligina ve yasami tehdit eden sepsis de dahil olmak tzere
siddetli komplikasyonlara yol agabilir. Meme implantlarina bagl gelisen enfeksiyon,
kalict biyofilm tabakasi ve kapsiiler kontraktiir gelisimine, kaburga osteomiyelitine
neden olabilir. Kapsul kontraktirinin biyofilm zemininde gelismesi teorisini
destekleyenler i¢in antibiyotik profilaksisi 6zel 6nem tagimaktadir. Antibiyotik tiiri
acisindan, yaygin olarak dnerilen antibiyotikler arasinda intravendz birinci veya ikinci
kusak sefalosporin bulunur. Bu, cerrahi cilt insizyonundan 30-60 dakika ©once
uygulanmali ve hastane protokoliine gore belli siire araliklar1 ile tekrar
uygulanmahdir. B-laktam antibiyotiklere alerjisi olan hastalarda, klindamisin gibi
genis spektruma sahip B-laktam olmayan bir antibiyotik onerilir. Ancak, hala meme
implant1 uygulamasi i¢in antibiyotik profilaksisine dair rutin uygulanacak bir protokol

bilinmemektedir.

Sistemik l6kotrien antogonistleri ilk kez 2002 yilinda klinik kullanima baglamistir.
Montelukast ve Zafirlukast’’m bu etkisinin TGF-B1 (zerindeki antogonist etkisiyle
gerceklestirildigi diisliniilmektedir. Lokotrien antogonistlerinin farmakolojik etkisi,
sisteinil-lokotrien reseptoru tip 1 (Cys-LT1) ile baglanmanmas ile iligkilidir. Ciinkii

sisteinil-lokotrienler, fibroblast proliferasyonu ve fibrozis ile sonuglanan TGF-f1
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tretimini kolaylastirir. Bu yiizden Cys-LT1 reseptor antagonistlerinin fibroblast

yeniden sekillenmesini ve fibrozisi engelledigi diisiiniilmektedir (45,74-81).

Sistemik ila¢ kullanimu ile ilgili yapilan ¢aligmalarin birinde anjiyotensin doniistiiriicii
enzim inhibitord Enalapril'in fibrotik mediatorlerin, TGF-B1, inflamatuar belirteglerin,
ED1'e (CD68) ve kollajen III'e kars1 monoklonal antikorlarin sentezini baskilayici ve

dolayisiyla periprostetik fibrozis gelisimini engelleyici etkisi oldugu bildirildi (202).

Pirfenidon (PFD) c¢esitli inflamatuar sitokinleri modiile eden ve bir¢ok fibrotik
hastaligin dnlenmesinde ve gerilemesinde umut verici etkileri olan genis spektrumlu
bir anti-fibrotik ajandir. 2008’de yapilan ¢aligmada bu etkilerinden dolayr meme
implant1 ¢evresinde kapsiil gelisimi tizerine etkisini arastirildi. PFD ile tedavi edilen
gruptaki toplam kolajen icerigi, TGF- ve kollajen 1 genlerinin ekspresyonu kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiik izlenmistir. Bu ¢alisma 6 ay boyunca giinde
1800 mg oral PFD uygulanarak yiiriitiilmiistiir. Bu siirecte 151ga duyarhlik, dokiintii ve
kagint1 hissi, bulanti, ishal ve karin rahatsizlig1 gibi yan etkiler bildirilmistir (66).

Gut tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ila¢ olan oral kolsisinin hayvan
modelinde kapsiiler kontraktiir siddetini azalttigin1 gosteren bir ¢alisma vardir (65).
Kolsisin sitoskeletal proteine baglanarak mikrotiibiil polimerizasyonunun bozulmasi
yoluyla hiicre gogiinii ve proliferasyonunu, dolayisiyla inflamasyonu inhibe eder
(203). Lakin kolsisinin kullanimini sinirlayan ishal ve kusma gibi gastrointestinal

rahatsizliklara yol agan yan etkileri mevcut (204).

E Vitamini, hiicreleri serbest radikallerin zararlarindan koruyan, peroksit birikimini
engelleyen, biyolojik zarlarin stabilitesine ve biitiinliigline katkida bulunan yagda
¢oziinen bir antioksidandir. Baz1 inflamatuar hastaliklar iizerinde faydal etkilerinin
oldugu bilinmektedir (205-207). Bu bilgiye dayanarak, E vitamininin erken
uygulanmasiin, protez ¢evresi olusan kapsiil kontraktiirii iizerine etkisi arastirildi.
Calisma sonucu Vitamin E’nin silikon implant ¢evresinde olusan sferik kontraksiyon
insidansini azalttig1 anlagildi. Protez ile meme biiyiitme ameliyyati planlanan hastalara
Vitamin E’nin tavsiye edilen dozaji 1000 IU olacak sekilde giinde iki kez, cerrahiden

1 hafta once baslanmasi ve iki y1l boyunca tedaviye devam edilmesidir (67).

Sentetik triptofan metaboliti olan Tranilast (3',4'-Dimethyoxycinnamoyl), bronsiyal
astim, keloid ve hipertrofik skar tedavisinde kullanilmaktadwr. Tranilast'in

antiproliferatif 6zellikleri, 1980'lerin sonlarinda, Tranilast'n in vitro fibroblast
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proliferasyonu iizerinde inhibitor bir etki yarattigi ve hem in vitro hem de in vivo
olarak kollajen iiretimini baskiladigi bulundugunda kesfedildi (208,209). Tranilast'in
antiproliferatif potansiyelinin kesfi, Tranilast'in etki mekanizmasini anlamaya yonelik
ek caligmalara yol act1 ve boylece hiicre proliferasyonu lizerindeki inhibitor etkisini
ortaya ¢ikardi. Bu etki esas olarak Tranilast'in fibroblastlarin miyofibroblastlara
farklilasmasma miidahale etme kapasitesine baghdir (210,211). Bu bilgilere
dayanarak Kang ve ark. caligmalarinda olan Tranilast'in oral yoldan verilmesinin

tavsan modelinde kapsiil olusumunu azalttigini bildirmistir (69).

Topikal uygulamalar ise son zamanlarda daha ¢ok popiilarize olmus ve galismalarda
dikkat ¢ekmistir. Meme implant1 ameliyati sirasinda hazirlanan posun povidon-iyodin
(70,212) ve antibiyotikli soltsyonlar ile irrige edilmesi kapsul kontraktdri riskini
azalttig1 gozlenmistir (65). Ayrica topikal antibiyotik tedavisi uygulanmayan
hastalarda hem enfeksiyon hem de seroma olusumunda belirgin artis gézlendiginden,
baz1 calismalar estetik meme ameliyatlarinda topikal antibiyotik kullanimini da

desteklemektedir (73).

Canter ve ark. sitotoksik kemoterapétik ajan olarak kullanilan 5-florourasil’in hiicresel
metabolizmay1 azaltmasi ve daha diisiik konsantrasyonlarda protein sentezini bloke
etmesi etkisine dayanarak, ajani jelatin blok gibi yavas salinan tasiyicilara yiikleyerek
silikon meme implantlarmin ¢evresinde kapsiil olusumununa etkisini arastirdi. Uygun
tastyicilar vasitasiyla ve optimal dozlarda 5 florourasil’in kullanilmasi inflamatuar
yanit1 baskilayarak, implant c¢evresi kapsiil olusumunu engelleyebilecegini

savunmaktalar (1).

Diger bir antitiimor ajan olan ve antibiyotik olarak kullanilan ilag Mitomisin C, ¢ift
sarmal ¢apraz baglamanin fonksiyonel alkilasyonu yoluyla DNA sentezini ve ayrica
RNA ve protein sentezini inhibe edebilir. Bu nedenle mitomisin C'nin topikal
uygulamasi fibroblast proliferasyonunu ve kollajen sentezini 6nleyebilir. Bu
etkilerinden dolay1 topikal olarak glokom filtreleme cerrahisinde basariyla
kullanilmaktadir (213). Meme protezi ¢evresinde olusan kapsiil lizerine etkisi dikkat
¢cekmis olup, deney hayvanlarinda olusturulan posa silikon yerlestirilmesiyle
Mitomisin C kullanilmasi kapsiil kalinligini azalttigini gosteren ¢aligmalar vardir. Bu

ajanin yan etkileri rapor edilmemistir (214).
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Bagka bir deneysel ¢alismada, TGF-B1 inhibitor peptid kullanilip, silikon implantlar
tetragliserol dipalmitat igeren 6zel igerikli solusyon iginde bekletilmis deneysel model

olusturulmasmin ardindan ayni etkilerin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (215).

Topikal uygulamalar diginda, implantin ¢evresinin kaplanarak yapilan uygulamalar
mevcuttur. Vacanti implantlarin silikon yerine PHEMA (poly-2-hydroksietil
metakrilat) ile kaplanmasinin kapsiil kalinliginin azaltacagini ve kapsiil kontraktiiriinii

engelleyecegini bildirmistir (216).

Ewa Komorowska-Timek ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada AlloDerm
SELECT™ Rejeneratif Doku Matriksi ile silikon etrafi sarilan implantlarda kapsiil
gelisiminin yavagladigini ve protez ekspozisyon oranlarinin azaldigmi bildirmislerdir

(217).

Botulinum Toksin A’nin meme implantinin stabilizasyonu ve kapsil olusumu
uzerindeki etkilerini Irkoren ve ark. bir tavsan modelinde arastirmis ve kapsiil
kalinhiginin azaldigi kanaatine varmistir. Klinik ¢alismalarda Onabotulinum toksin A
pektoralis major, serratus anterior ve rektus abdominis kaslarma enjekte edilmesinin
ameliyatin rekonstriktif faz1 sirasinda doku genisleticisinden gelen agriy1 basariyla

azalttigimi gosterilmistir (218).

Klasik implant uygulamasi ile implant1 6rten yumusak dokuya otolog yag grefti
uygulamalar1 da giderek 6n plana ¢ikmaktadir. Bu kombine uygulamanm sinerjik
sonug elde etmede faydali oldugu, kapsiil kontraktiirii dahil olmak {izere postoperatif
komplikasyon insidansini azalttigini gosterilmistir (125,219,220). Ayni1 zamanda
kapsul kontraktirinin azaltilmasi i¢in implant yiizeylerinin YDKKH ile kaplanmasini
arastiran ve olumlu sonucglar elde edilen ¢alisma mevcuttur. Sutthiwanjampa ve
arkadaglarmm yaptigi bu ¢alismada polidimetilsiloksan (PDMS) veya itakonik asit
(1A) ile konjuge PDMS vyizeyleri YDKKH ile kaplanarak PDMS yiizeyindeki
kapsiiler kontraktiirii azaltmak, biyouyumluluklarin belirlemek i¢in incelenmistir. /n
vitro hiicre sitotoksisite degerlendirmesi, [A-PDMS iizerindeki YDKKH’lerin, PDMS
iizerindeki YDKKH’lerden daha yiiksek hiicre canliligi sergiledigini gosterdi.
Calismada kapsiil dokusundan mRNA'y1 ekstrakte ederek yabanci cisimlere karsi
gelisen reaksiyonlariyla ilgili genlerin ekspresyon seviyelerini karsilastirildi. Genler
hiicre dis1 matris (ECM) struktural genleri (a-dlz kas aktin [SMA], kolajen 1 alfa 1
[COL1A1] ve kolajen 3 alfa 1 [COL3AL)), inflamasyon (timaor nekroz faktori [TNF]-
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a, interlokin [IL]-1P ve IL-6), transforming growth factor [TGF]-B sinyali [(TGF-B1
ve SMAD3) ve M2 makrofaj polarizasyonu ile ilgili genler (1L-13 ve CCL2) olacak
sekilde 4 grup arastirildi. Kapsiil kalinlig1 ise kollajen dansitesine gore hesaplandi
(221). Bizim galismamizda ise yabanci cisim reaksiyonu ile ilgili genler degil,
bahsedilen genlerin sentezine neden olan sitokin ve mediatorlerin oranlari
karsilastirild.  Ozellikle a-SMA, TGF-B, kolajen dansitesi ve miyofibroblast
oranlarinda benzer sonuglar elde edildi. ACCM ve YDDKH ile muamele edilen
gruplarda daha diisiik inflamatuar yanit, daha ince kapsiil olusumu izlendi.
Calismamiz yukarida belirtilen parametrelerin ACCM ile muamele edilen deneylerde
degerlendirilmesini gerceklestiren ilk arastirmadir. Ustelik calisma sonuglarimizda
ACCM ile daha iyi etkilerin ortaya ¢iktig1 ve YDKKH kombine uygulanmasinin ise

daha etkin sonuglara neden oldugu saptandi.

Doku hasarma fetal yanitin fibrozis ve skar olusumu olmadan yara iyilesmesi oldugu
icin amniyon sivismin yara iyilesmesi, fibrozis ve kapsiil olusumu iizerine etkisi
arastirmacilarm dikkatini ¢ekmistir. Calismalarda silikon implant etrafina amnion
stvis1 enjeksiyonu sonucu kapsiil kalinligi ve hiicresel icerigin azaldig1 gosterilmistir
(4,43). Bunun tam olarak hangi mekanizmayla gerceklestigi bilinmemekle beraber,
varsayillan neden amniyon sivisi igerisinde HA oraninin yiiksek olmasiyla iliskili
oldugu diisiincesidir. Yiiksek konsantrasyonlarda HA, HASA ve diger faktorleri
iceren insan amniyotik si1vis1 mononiikleer fagositlerin ve lenfositlerin aktivitesini
inhibe ederek skar olusumunu azaltiyor (222). Insan amniyotik s1visi, gebeligin ikinci
trimesterinde yiiksek konsantrasyonlarda yiiksek molekiiler agirlikli HA igerir (223-
225). Bu yuzden Karacal ve ark. ¢alismalarinda ikinci trimesterde amniyon sivisi elde
etmeyi tercih etmistir (4). Amniyon sivist HA'ya ek olarak endojen HA iiretimini
artirmak i¢in yaray1 uyaran HASA'y1 igerir (8,139-141). Bu nedenle amniyon sivis1
uygulama bolgesinde hem endojen hem de eksojen HA'y1 artiracaktir. Bu da amniyon
stvist ile tedavi edilen grupta gozlenen minimal kapsiil olusumunu agiklayacaktir.
Hamile si¢anlardan yeterli miktarlarda amniyotik sivi (her implant i¢in 2 ml) elde
etmek zor olacagmdan, sicanlarin kendi amniyotik sivist degil insan amniyon s1visi
kullanilmistir. Calismada insan amniyotik sivisinin, dondrlerin kan yoluyla bulasan
patojenler agisindan 6nceden degerlendirilmesi sartiyla, ticari olarak pazarlanabilir ve
immiin reaksiyon riski olmaksizin bir allogreft olarak kullanilabilirligi

savunulmaktadir.
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Rejeneratif tipta ¢ok genis kullanilan amniyon sivis1 kokenli kok hiicrelerin klinik
olarak kullanimi i¢in, yeterli sayda hiicre elde etmek i¢in in vitro sartlarda ¢ogaltilmasi
gerekmektedir. Bunun igin ise kiiltiir eldesi i¢in optimal besin ortanu gereklidir. Insan
amniyotik sivisit kokenli kok hiicrelerin kiiltlir eldesi i¢in insan amniyotik sivisi
kokenli hucre kultir medyumu ACCM kullanilmaktadir. ACCM’nin fetal hiicrelerde
proliferatif verim sagladigin1 ve biiyiime performansmni hizlandirdigini gdsteren
calismalar vardir (9-11). Farkli hiicre kiiltiir medyumlar1 farkli 6zelliklere sahiptir.
Mezensimal kok hiicre medyumu (MSCGM), differensasyonu indiiklemeden ¢ok
sayida mezenkimal kok hiicreleri biylitmek icin gelistirilmistir. PC-1 primer
hiicrelerin kiiltiirii i¢in tasarlanmis, diisiik proteinli, serumsuz bir ortamdir. RPMI-
1640 (Lonza Group Ltd, Basel, Isvi¢re) normalde insan normal ve neoplastik
l6kositlerinin kiiltiirii icin kullanilir. Uygun sekilde takviye edilirse birgok hiicre

kiiltiriniin bilyiimesini desteklemek igin genis uygulanabilirlik gostermistir (226).

Calismamizda ACCM olarak amniyotik s1vi hiicrelerinin ve koryon villus hiicrelerinin
in vitro kiiltiir eldesinde kullanilan bir besin ortami olan AmnioMax ™ C-100’ii
(AmnioMAX ™ C-100 ve AmnioMAX ™ |l Complete Media, Life Technologies,
5791 Van Allen Way, Carlsbad, California 92008) kullandik. AmnioMAX™ C-100
Complete Medium hiicre morfolojisini iyilestirmek ve daha temiz kiiltiirler saglamak
icin antibiyotik (gentamisin), L-glutamin ve fetal s1gir serumu i¢eren, kullanima hazir

formatta ikinci nesil bir formtlasyondur.

ACCM’nin yara iyilesmesi tizerine olumlu etkileri, fibrozisi ve enflamatuar
alevlenmeyi engelleyici etkilerinin  oldugunu diisiinmekteyiz. Klinigimizde
trombositten zengin plazma ve ACCM deneysel olarak yapilan trakea yara iyilesmesi
modelinde ¢alisilmis ve inflamasyonu, fibrozis ve skar olusumunu azaltan etkileri elde
edilmistir (143). Kapsiil kontraktiiriiniin de bir asir1 yara iyilesmesi tablosu olduguna
dayanarak ACCM’nin meme implanti icin kapsiil kontraktiirii gelisiminin
onlenmesinde kullanimi arastirildi. Literatiir taramasinda ACCM’nin kapsiil dokusu
uzerindeki etkisini arastiran herhangi bir makaleye rastlanmamistir (2022 yili Subat
aymda “meme” ve “implant” veya “silicon” ve ‘“capsule” veya “capsular” ve
“contracture” ve “human amniotic fluid derived stem cell culture medium” anahtar
kelimelerinin  Dbirlikte kullanilmas1 ile, “http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/”
internet sitesinden PubMed veritabanin1 kullanarak tarama yapildi). Ayni zamanda

literatiirde yag grefti ve YDKKH uygulamalarmin etkileri kapsul kontraktir,
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postoperatif komplikasyon oranini azaltici, antifibrotik ve antienflamatuar etkiler
olarak bildirilmistir (122,220,222). Bu sonuglara dayanarak YDKKH ve ACCM’nin
etkilerini karsilastirmay1 ve birlikte kullanimlar1 durumundaki etkinligini aragtirmay1
hedefledik.

Calismamizda deneysel kapsiil kontraktiirii olusturulabilecek en uygun denek modeli
arastirildi. Domuz, kopek, tavsan, sigan ve fare kullanilan c¢alismalarm oldugu
saptandi. Ancak insan dokusuna benzerligi, denek tretimi ve uygulamanin kolay
olmas1 nedeniyle kapsiil kontraktiirii deneysel calismalarinda si¢anlarin daha ¢ok
tercih edildigini belirledik (66,227-229). Kolay tretilebilmeleri ve bakimlarinin kolay

olmasi1 nedeniyle Sprague-Dawley cinsi siganlar tercih edildi.

Literatirde daha once yapilan kapsiil kontraktiirii ¢aligmalar1 6rnek alinarak denek
sayilar1 ve ¢alisma siiresi belirlendi (66,227-229). Power analiz sonucunda her grup 6
denekten olusturuldu. Calismada bakilan denek sayis1 makroskopik, histopatolojik ve

biyokimyasal arastirma i¢in yeterli miktardadir.

Literatiirde yapilan c¢alismalarin bazilarinda kisa takip stresinin (15-30 gtin),
bazilarinda ise uzun takip siiresinin (90 gun) daha dogru oldugu ileri startlmustir
(202,227,228). Siganlarda kapsiil kontraktiiriinii gosterebilmek ve insandakine benzer
Klinik ve histolojik belirtileri elde etmek igin 60 gin yeterli bir sire olarak
tamimlanmustir (66,229,230).

Implant cevresinde kapsiil olusumu 4-6. haftalarda belirgin hale gelip, 9-12. aylarda
stabil bir yap1 kazanmaktadir. Kapsiil kontraktiirlerinin %92’si implantasyondan
sonraki ilk 12 ayda ortaya ¢ikar. Siganlar i¢in 1 ayin insan yagsaminda yaklasik 1,1 yila
denk geldigi kabul edilmektedir. Bu sonug siganlarin yasam dongusiin 2-3 yil arasinda
oldugu, ameliyat sonrasi iyilesme strecinin diger memelilere gore daha hizli olmasi
gibi Ozellikleri gbzoniine almarak hesaplanmustir (231). Bu bilgiler g6z ontinde
bulundurarak ve literatiirdeki diger ¢alismalar ile uyumlu olarak g¢alismamizdaki
kapsul olusmasi igin beklenen siire 60 giin olarak belirlendi (66). Baska bir ifadeyle,
60 gunlik siire ile insanda meme protezi uygulamasi sirasinda ACCM infiltrasyonu

sonrasi yaklasik 2 yillik donemde kapsiil kontraktiirii sorgulanmas1 amaclandi.

Kapsul kontraktlr( olusturma modeli ile ilgili literattiirde implant olarak kullanim igin

tarif edilmis birgok yontem mevcuttur:
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Adams ve ark. tavsan modelinde kapsul kalinlig: ile kapsiil kontraktiiriiniin siddeti
arasindaki iligkiyi arastrmak i¢in salin implantlar ile birlikte fibrin yapistirict
kullanmiglardir (232). Bir diger ¢alismada ise Olbrich ve ark. halofuginonun kapsiil
kontraktiirii tizerine etkisini arastirmak i¢in polikarbonat silastik disk kullanmiglardir
(233). Baz1 caligmalarda purtukli duz ve politretan ile kapli silikon mini-implant
kullanilmstir (66,216-218). Aseliler dermal matriksin (ADM) kapsul kontrakturuniin
engellemesindeki rolint arastirmak igin testikiiler implantin kullanildigi ¢alisma da
vardir (234).

Calismamizda maliyet distrilmesi ve kolay bulunmasi nedeni ile literatiirde
yayinlanan ¢alismalara benzer bir sekilde salin doku genisleticilerin siltex yiizeyli

tabanlarindan kare seklinde kesilerek hazirlanmis silikon implantlar kullanildi.

Calismamizda kullandigimiz ACCM’nin dozu 0.5 cc olarak planlandi. Bu miktarin
silikon blokun hacmi ile uyumlu oldugunu ve blogu ¢evrelemek i¢in yeterli oldugunu
gOzlemlendi. Calismamizda kapsil olusumunu uyarmak amaciyla ek bir ajan

kullanilmada.

Silikon bloklar pannikulus karnozus kasi altina yerlestirildi. Bu kas baz1 memelilerin
sirt bolgesinde bulunan ve sirt derisine yapisan ince bir kas tabakasidir. Bu yiizden

calismamizda olusturdugumuz modellerde implantlar kasalt1 planda yerlestirilmistir.

Literatiirde benzer ¢aligmalarda kapsiil dokusunu histolojik olarak degerlendirmek
icin kapsiil kalinligi, enflamasyon, vaskiler proliferasyon ve fibrozis siddeti
incelenmistir. Buna ¢k olarak bazi c¢alismalarda immunohistokimyasal testler
yapilmistir (Orn. Anti-VEGF, anti-a-SMA, anti-TGF-p gibi). Bazi ¢alismalarda
silikon i¢i basing Olgimi ile de kapsiil Kkontraktirii degerlendirilmesi
gerceklestirilmistir. Calismamizda makroskopik detaylara ek olarak inflamasyon,

fibrozis gradienti degerlendirildi.

Inflamasyon evresi yara iyilesme siirecinin olmazsa olmaz basamagidir. Yaradaki
yiiksek bakteriyel yiik, tekrarlayan travma ve kalic1 yabanci cisimler bu basamagi
uzatarak kronik yara ve skar olusumuna neden olurlar. Kemirgenlerde yapilan
deneysel caligmalarda implanta karsi olusan inflamatuvar yanitin 6nemi tartisilmastur.
Implant etrafinda olusan graniilasyon dokusu konulan yabanci cisimin 6zellikleri ile

dokunun gosterdigi reaksiyon arasindaki etkilesim olarak ortaya cikmaktadir.
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Implantin sekli, fiziksel durumu, implant yiizeyi ve kimyasal ézellikleri viicudun

gelistirdigi huicresel reaksiyonun tipi ve yogunlugunu etkileyen onemli faktorlerdir.

ACCM (AmnioMax ™ C-100) yara iyilesmesinin hem rejeneratif hem de
antiinflamatuar asamasmda gorev alan mezensimal/stromal kok hiicre yanitini
giiclendirmektedir. Bunun yanisira enflamasyonu hizlandiran (IL-1f, IL-6) bir sira
fibrojenik sitokinlerin sentezini de minimal seviyelerde tutulmasini saglamaktadir
(143). Daha az enflamasyon ise daha fizyolojik iyilesme demektir. Bu sitokinler ayn1
zamanda fibroblastlarmm farklilasmasmi hizlandirdigr i¢in, minimal diizeyde
bulunmalar1 durumunda fibrozisle iyilesme donemindeki fibrozis gelisimi engellemis
olmaktadir (235). Calismamizda ACCM grubunda en diisiikk immdinreaktivite duzeyi
izlenmesini de bu etkiler ile agiklaya bilmekteyiz. YDKKH’in biiytime faktorleri
salgilayarak, hangi sinyal yoluyla oldugu net olarak anlasilamamasina ragmen
travmatik dokuda fibroblastlarin genel davranis modelini degistirerek engelledigi
gosterilmistir. Biz de c¢alismamizda ACCM’nin kapsil kontrakturi Uzerine izole
etkisinin yan1 sira YDKKH ile birlikte sinerjik etkisinin ve YDKKH’nin kapsiil
kontraktiirii {lizerine 1izole etkilerinin birlikte kiyaslamasmi gergeklestirdik.

Biyokimyasal parametreleri hem serum hem doku iizerinde degerlendirdik.

Yukarda bahsettigimiz gibi, kapsiil olusumunda kollajen sentezini gerceklestiren
fibroblastlar biiyiik 6nem tasimaktadir. Miyofibroblastlar, yara iyilesmesinde aktif rol
oynayan ve genellikle kapsil morfolojisinde rapor edilen kontraktil fibroblastlardir.
Bunlar fibroblastlardan farklilasan hiicrelerdir. Fibroblastlar once smirh
kontraktiliteye sahip protomiyofibroblastlara ve daha sonra biiyiik kasilma yetenegine
sahip farklilagmis miyofibroblastlara dontisiir (236). Bu hiicrelerin miktarca az olmasi
kapsiil kalmliginin ve kapsul kontraktlrliniin daha az oldugunu goéstermektedir.
Farklilasmis miyofibroblastlar icin bir belirtegc olan a-SMA’nmn immiinopozitif
boyanmasi (237-239) Hwang ve arkadaslarinin calismasmin sonuglariyla uyumlu
olarak, miyofibroblastlarin kapsiil yiizeyine yakin yerlestigini gosterdi (63). Kontrakte
olmus kapsiillerde kontrakte olmamuis kapsiillere kiyasla dnemli 6l¢iide immiinopozitif
izlenmesi, miyofibroblastlarin kapsiiler kontraktiirde aktif rol oynadig1 hipotezi ile
uyumludur (63,236). Bui ve ark. ise implantlarin ¢evresinde olusturulan tiim
kapstillerde pozitif a-SMA immiinoreaktivitesinin olmadigmni bildirdi. Ancak, bu
yazarlarm arastirmayi insanlar iizerinde degil, si¢anlar lizerinde gerceklestirdigini

vurgulamak gereklidir (240). Protez cevresi kapsiil olusumunu engellemeye yonelik
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bir¢ok deneysel ¢caligmada kapsiil kalinligi, kontraktiiriiniin degerlendirilmesi i¢in a-
SMA miktarina bakilmistir (66,71,241). Bizim de ¢alismamizda miyofibroblastlarin
belirteci olan alfa-duz kas aktin (a-SMA) miktar1 Kombine grupta (ACCM+YDKKH)
en diisiik diizeyde izlenmis olarak Kombine grupta diger gruplara gore daha az kapsiil

kontraktiirii gelistigini gostermektedir.

TGF-B1 ve TGF-B2, IL-2 diizeylerinin hem serum hem de doku 6rneklerinde anlamli
diizeyde Kombine grupta diisiik ¢ikmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Soyle ki, TGF-f
izomerlerinden TGF-B1 daha fazla olmak {izere hem TGF-f1, hem de TGF-p2
inflamatuar hiicrelerin ve fibroblastlarin aktivasyonu ile fibrozisinin gelisiminde-
periprostetik kapsiil olusumunda esas rol oynayan sitokinlerdir (241). Bu inflamatuar
stire¢ bir dizi sitokin aktivasyonu ile tetiklenir ve TGF-B1 bu kaskad i¢in ana anahtar
gorevi goriir, monositlerin ve makrofajlarin fibroblastlara doniistimiinde gorev alir
(242,243). inflamatuar yanita spesifik olan IL-2 diizeyinin de Kombine grupta diisiik
izlenmesi, inflamasyonun daha zayif oldugunu gostermektedir. Daha az inflamasyon

ise daha az fibroz doku gelisimi-daha ince kapsiil olusumuyla sonu¢lanmaktadir.

Ekstraselliler matriksin butiinliigii, ECM bilesenlerinin sentezi ve par¢alanmasindan
olusan denge ile korunmaktadir. Bu denge MMP’lar ve bunlarin inhibitorlerinin
(TIMP’lar) aktivitesini igeren hiicre dis1 proteolitik sistemin isleyisi ile kontrol
edilmektedir (244). TIMP aktivitesinin yetersiz, MMP'lerin aktivitesinin ise yiksek
olmas1 sonucunda kronik yaralar geligir. Tam tersi olan durumlarda yani, MMP’larin
aktivitesinin diisiik, TIMP’larin aktivitesinin yiiksek oldugu durumlarda ise ciddi
fibroproliferatif bozukluklar gdzlemlenebilir (243-249). Ulrich ve ark. MMP/TIMP
oraninda azalmanin fibrozise yolacabilme bilgisine dayanarak, piirtiiksiiz ve piirtiiklii
yiizey implantlarin ¢evresinde olusan kapsiil 6rneklerinde bu enzimlerin oranlarinin
kiyaslamasini gergeklestirdi. Caligmalarinin sonucuna gore purtliksiiz ylzeye sahip
implantlarda, portukli yizeye sahip implantlara goére daha fazla kapsil
kontraksiyonuyla karsilasilmasimin sebebi piirtiiksiiz ylizey implantlarin gevresinde
olusan kapsiil 6rneklerinde daha diisik MMP/TIMP oranlarinin izlenmesidir (250).
Bu bilgilere dayanarak Li ve ark. medikal kitosan uygulamasmin meme implanti
cevresinde kapsiil olusumuna etkisini arastirirken gruplar arasinda TIMP ve MMP
diizeylerinin kiyaslamasmi gergeklestirdi. Bu c¢alismada, medikal kitosanin
TIMP'lerin ekspresyonunu inhibe ederek kapsiil kalinligimni azalttigi i¢in deney

gruplarinda TIMP diizeyleri diisiik oranda, kapsiil kalinlig1 ise daha ince izlendi (251).
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Bizim ¢alisjmamizda ECM’nin yikilmasindan sorumlu enzim olan MMP-2 duzeyi
Kombine grubun hem serum hem doku 6rneklerinde yiiksek izlenip, serumdaki diizeyi
istatistiksel agidan 6nem tagimaktadir. Bu enzimin inhibisyonunu saglayan TIMP-1 ve
TIMP-2 diizeyi ise korele sekilde Kombine grubun serum ve doku 6rneklerinde diisiik

izlenerek, serumdaki diizeyi istatistiksel anlam tagimaktadir.

Calismamizda oksidatif stres diizeyini gosteren belirte¢ olan, oksidatif stres indeksi
(OSI) seviyesi ve TOS diizeyi Kombine grupta diger griuplara gore anlamli diizeyde
diisiik bulunmustur (p < 0,05).

Calismamizin biyokimyasal sonuglar1 ile histolojik analiz sonuglar1 uyumlu olup,
Kombine grupta inflamatuar ve fibrotik sitokin ve mediatorlerin oranmin diger tiim
gruplardan daha diisiik olmasiyla sonu¢landi. Bu sonuglar korele bir sekilde histolojik
analizlerimize de yansidi ve histolojik degerlendirmelerimiz imminreaktivite
diizeyinin en diisiik izlendigi, en az miyofibroblast birikimi izlenen grubun Kombine
grup oldugunu gosterdi. Kombine grupta izole ACCM ve izole YDKKH grubuna gore
daha kapsiil kontraktiirii azaltic1 etkilerin alinmasi, ACCM ve YDKKH’ nin additif

etkilerinin sonucudur.

Calismamizin bazi kisithiliklart mevcuttur: Calismamizda kapsiil degerlendirmesi
icine kapsiiler yapilarda bulunan kollajen diizeylerinin tayini yapilmamustir.
Kadimlardaki 15 senelik bir stireyi simiile etmek i¢in siganda 9 aylik takip siiresi
gerekmektedir (230), dolayisiyla ¢alismamiz ge¢ uzun dénem sonuglari ile ilgili bilgi
verememektedir. Vaskiilarizasyon degerlendirmesi igin immiinokimyasal belirteclere
bakilmadigindan, kapsiiler yapilarda vaskiilarizasyon ile ilgili bilgi verilmemistir.
Calismamizda radyolojik  goriintiileme  yOntemlerine bagvurularak  kapsiil

kalinliklarinin 6lgtimlerinin rakamsal kiyaslamasi yapilmamastir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Estetik operasyonlarin yani sira, alloplastik meme rekonstriiksiyonunda da standart bir
yontem olan implant ile meme rekonstriikksiyonu da giliniimiizde yaygin olarak
gerceklestirilmektedir. Saglikli bireylerde dahi kapsiil kontraktiirli, implant

ekspozisyonu ve yetersiz estetik goriniim gibi komplikasyonlara raslanilmaktadir.

Caligmamizda meme implanti uygulanan olgularda es zamanli ACCM kullanimi
durumunda ortaya ¢ikan kapsiil kontraktiirii olusumu kiyaslamasi yapildi. Deneysel
ortamda bir silikon blogun si¢an sirtina konulmasi i¢in hazirlanan cep igerisine es
zamanli ACCM enjeksiyonu yapilmasmin protez ¢evresi kapstl olusumunu, kapsul
kontraktiirtinii azalttigi ve bu etkisinin YDKKH ile kombinasyonu sonucu daha gucli

oldugu gosterildi.

Literatiirde kapsil kontraktirini onlemeye ve azaltmaya yonelik birgok ¢alisma
mevcuttur. Ancak c¢alismamiz, bildigimiz kadariyla, ACCM’nin kapsil dokusu

uzerindeki etkisini arastiran ilk deneysel ¢alismadir.

Inflamatuar kaskad i¢in ana anahtar gorevi gdren TGF-P1, fibrozise, kapsiil
gelisiminde 6nemli gorev alan diger bir izomer TGF-B2, inflamatuar siiregte Thl ve
Th2 efektor hiicrelerinin tiretimini saglayan inflamatuar sitokin IL-2 oran1 Kombine

grubun hem serum hem de doku 6rneklerinde anlamli diizeyde diisiik tespit edilmistir.

Oksidatif stres duzeyini gosteren belirtecler olan TAS, TOS ve bu belirteclerin indeksi
olarak hesaplanan OSI seviyesi Kombine grupta diger gruplara gére anlamli diizeyde

diistik bulunmustur.

Ekstraselliiler matriks proteinlerini metabolize ederek fibrozis gelisimini azaltan
enzim grubundan olan MMP-2 oran1 Kombine grubun serum 6rneklerinde anlamli

duzeyde yiksek tespit edildi.

MMP enzim gruplarmim aktivitesini inhibe eden TIMP-1 ve TIMP-2 enzimlerinin
diizeyleri Kombine grubun serum 6rneklerinde diger gruplara gore anlamli diizeyde

diisiik bulunmustur.
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Miyofibroblastlarin yogunlagsmasini isaret eden alfa-diiz kas aktini (a-SMA) pozitif
boyanmasi da Kombine grubun doku orneklerinde diger gruplara gore anlamli
diizeyde diisiik izlendi. Histolojik degerlendirme sonuglarimiza géore ACCM ve
YDKKH’nin additif etkileri sayesinde immiinreaktivite siddeti agisindan Kombine

grubun tiim deneylerinde zayif bulgu olustu.

Bakilan mevcut parametrelerden yola ¢ikarak elde edilen sonuclara gore, istatistiksel
acidan, Kombine grupta diger gruplara gore inflamasyon siddetinin, fibrozis oraninin
daha az oldugu ve oksidatif strese daha dayanikli oldugunu diisiinmekteyiz.
Calismamizin  sonuglarina dayanarak implant ile meme Ogmantasyonu ve
rekonstriiksiyonu yapilan hastalarda ACCM’nin inflamasyonu, fibrozis gelisimini
azaltarak kapsul olusumunu, kapsul kontrakturini azaltabilecegini distntuyoruz.
YDKKH ile birlikte uygulanmasi ise bu etkileri giiclendirerek, nihayetinde daha az
miyofibroblast oranina dolayisiyla daha zayif kontraksiyon yetenegine sahip kapsul

olusumuna neden oldugunu diisiinmekteyiz.

Bu, bir hayvan modeli iizerinde yiiriitiilen temel bir calismaydi. ACCM’ nin kapsiil
kontraktiiriinii Onlemedeki giivenligini ve etkinligini dogrulamak igin, cerrahi
uygulamalarda klinik kullanimina dair daha ileri ¢alismalarin yapilmasi
gerckmektedir. Ek olarak ajanimizin implantin saglamhigi tzerindeki etkisi de

arastirilmalidir.
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