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OZET

DENEYSEL KOROZIF OZOFAJIiT MODELINDE ANNE SUTU
EKSOZOMUNUN ETKINLIiGININ DEGERLENDIRILMESI

Amag¢: Calismamizda, korozif 6zofagus yaniklarimin tedavisinde anne siitii
eksozomunun etkinliginin incelenmesi ve gelecekte yapilacak caligmalar igin anne
siitli eksozomunun 6nemini ortaya koymak amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Arastirmada 8’er adet, 4 grup olacak sekilde toplam 32 adet
agirliklart 190-315 gram arasinda degisen Sprague Dawley cinsi ratlar kullanildi.
Deney siiresi toplamda 21 giin olarak belirlendi. Islem &ncesi tiim ratlar tek tek tartild.
Korozif 6zofagus yanik modeli olusturulacak olan gruplardaki ratlara intraperitoneal
olarak uygulanan anestezi sonrasinda 3 French (F) Fogarti sonda 6zofagustan gegirilip
mideye indirilerek midede balonu sisirildi ve geri ¢ekilerek 6zofagakardiyak bileskeye
oturtuldu. Daha sonra 4 F nelaton sonda yardimiyla 6zofagusa 0,5 cc %12,5 sodyum
hidroksit (NAOH) verilip 60 saniye beklendikten sonra aspire edilip izotonik serum
ile 6zofagus yikandi ve sondalar ¢ikarildi. Ratlar 12 saat a¢ birakildiktan sonra dogal
beslenmelerine doniildii. Grup 1’e herhangi bir islem veya tedavi uygulanmadi ve
SHAM grubu olarak belirlendi. Grup 2’ye yanik olusturulup sonrasinda herhangi bir
tedavi uygulanmadi. Grup 3’e yanik olusturulup daha sonra 21 giin boyunca 0,5 cc/giin
anne siitli eksozomu verildi. Grup 4’e herhangi bir islem yapilmayip 21 giin boyunca
0,5 cc/giin anne siitli eksozomu verildi. 21. giintin sonunda tiim denekler tekrar tartildi
ve sakrifiye edilerek biyopsi 6rnekleri histopatolojik inceleme (inflamasyon, fibrozis
ve nekroz agisindan) yapilmasi i¢in patoloji laboratuvarina gonderildi.

Bulgular: Yapilan histopatolojik incelemelerde inflamasyon, fibrozis ve
nekroz ayr1 ayri degerlendirilmis olup inflamasyon ve fibrozis sonuglarinda anlamli
fark saptanmustir (p<0.05). Ayrica gruplar arasi yapilan ikili karsilastirmalarda da 2.
grupla 3. grup arasinda fibrozis agisindan anlamli fark bulunmustur (p<0.05).

Deney 6ncesi ve sonrasi ratlarin kilolar karsilastirildiginda ise grup 1,3 ve 4’te
kilo artis1 olup, grup 2’deki ratlar iyi beslenemedikleri icin kilo kayb1 gézlenmistir.
Her bir grup i¢in yapilan istatiksel degerlendirmeler anlamli bulunmustur (p<0.05).

Sonug: Calismamizda, korozif o6zofagus yanik tedavisinde anne siitii
eksozomunun inflamasyon ve fibrozis olusumu iizerinde etkin olabilecegi
gorilmiistiir. Ayrica korozyon olusturulup anne siitii eksozomu ile tedavi edilen grupta
kilo artig1 goriiliirken, korozyon olusturulup tedavi verilmeyen grupta ise kilo kaybinin
goriilmesi anne siitii eksozomunun 6zofagus korozyonuna bagli striktiir olusumunu
azalttigini diistindirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Korozif Ozofagus, Anne Siitii Eksozomu, Inflamasyon,
Fibrozis.



SUMMARY

EVALUATION OF THE EFFECTIVENESS OF MOTHER MILK EXOSOME
IN EXPERIMENTAL CORROSIVE ESOPHAGITIS MODEL

Aim: In our study, it was aimed to examine the effectiveness of mother milk
exosome in the treatment of corrosive esophageal burns and to reveal the importance
of mother milk exosome for future studies.

Materials and Methods: A total of 32 Sprague Dawley rats ranging in size
from 190-315 gram were studied. We seperated the rats for 4 equal groups. The
duration of the experiment was determined as 21 days. All rats were weighed
individually before the procedure. After the anesthesia applied intraperitoneally to the
rats in the groups for which a corrosive esophageal burn model will be created, a 3
French (F) Fogarty catheter was passed through the esophagus, lowered into the
stomach, and the balloon in the stomach was inflated and retracted and placed at the
esophagus-cardiac junction. Then, 0,5 cc 12,5% sodium hydroxide (NAOH) was
injected into the esophagus with the help of a 4 F nelaton catheter, waited for 60
seconds, aspirated, and the esophagus was washed with isotonic serum and the
catheters were removed. The rats were provided with natural food after being fasted
for 12 hours. Group 1 was not applied to any process or treatment, and was identified
as the SHAM group. Group 2 was burned and no treatment was performed afterwards.
Group 3 was burned and then 0,5 cc/day mother milk exosome extract was given for
21 days. Group 4 was not applied any process and 0,5 cc/day mother milk exosome
extract was given for 21 days. At the end of the 21st day, all subjects were weighed
again and sacrificed, and biopsy samples were sent to the pathology laboratory for
histopathological examination (in terms of inflammation, fibrosis and necrosis).

Results: The degree of damage in the histopathological examination was
graded by examining the presence of inflammation, fibrosis and necrosis. A significant
difference was found in the results of inflammation and fibrosis (p<0.05).
Furthermore, in the bilateral comparisons between the groups, there was a meaningful
difference in terms of fibrosis between the 2nd group and 3rd group (p<0.05).

When the weights of the rats before and after the experiment were compared,
there was weight gain in groups 1, 3 and 4. Since the rats in group 2 were not fed well,
weight loss was observed. Statistical evaluations for each group were found to be
significant (p<0.05).

Conclusion: In our study, it was observed that breast milk exosome may be
effective on inflammation and fibrosis formation in the treatment of corrosive
esophageal burns. In addition, weight gain was observed in the group treated with
breast milk exosome after corrosion. Weight loss was observed in the group in which
corrosion was created and no treatment was given. This suggested that breast milk
exosome reduces stricture formation due to esophageal corrosion.

Key Words: Corrosive Esophagus, Mother Milk Exosome, Inflammation,
Fibrosis.
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1. GIRIS VE AMAC

Korozif ajanlar, doku temasiyla yaralanmaya neden olabilen kimyasal
maddelerdir. Bu maddelerin yutulmasi ile 6zofagusta meydana gelen yaniklara
‘korozif ozofagus yamigi’ adi verilir. Korozif 6zofagus yaniklar1 &liime neden
olabilecek kadar ciddi olabilen yaralanmalardir. Bunlarda hasarin akut dénemi
atlatildiginda iyilesme siirecinde o6zofagusta striktir, motilite bozuklugu,
gastroozofageal reflii ve uzun donemde ise malignite gelisebilir (1).

Bu maddelerin yutulmasi, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde ve genellikle 6
yasindan kiiciik ¢ocuklarda diinya capinda dnemli bir sorundur ve sorun olmaya da
devam etmektedir (2-4).

Cocukluktaki korozif madde yutulmasi genellikle kaza ile olurken,
yetiskinlerdeki sebep siklikla intihar girisimidir (3, 5). Cocuklar korozif maddeyi
agizlarina aldiklarinda tadini alir almaz tiikiirdiiklerinden hasarlar1 daha azdir (6).
Yetiskinlerde ise intihar amaciyla daha fazla miktarda alim oldugu i¢in 6zofagus ve
mide hasar1 daha fazla olmaktadir (7).

Sodyum hidroksitin (NaOH) 19. yiizyilin baslarinda temizlik malzemelerinin
iginde yer almaya baslamasiyla hayatimiza giren korozif maddeler 6zellikle ¢ocuklar
icin ciddi bir tehlike unsuru olmaya baglamistir (8, 9). Evlerde kullanilan bu
maddelerin renkli kutulart O6zellikle 4 yas altindaki ¢ocuklarin dikkatlerini
cekmektedir. Ayrica gelismekte olan ilkelerde; egitim seviyesinin distkligi ve
ekonomik sebepler nedeniyle, fabrika ¢ikigli ambalaj yerine bos su veya meyve suyu
siselerine doldurulmus maddeler tercih edilebilmektedir. Bunlarin kolay ulasilabilir
yerlerde saklanmasi da vakalar artiran unsurlardandir (10).

Kazara korozif madde alimlarini 6nlemek adina ilk adimi 20. yiizyil baglarinda
Chevalier Jackson atmustir. Jackson Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde bu
ranlerin tizerine uygun etiketleme yapilmasi igin halk kampanyasi baglatmis olup
1927°de Federal Kostik Kanunu’nun yasalagtirllmasini saglamistir (6). Alinan
koruyucu onlemler birgok iilkede korozif yaralanmalarinin azalmasini saglamistir.
Fakat ¢ogu vakalar1 rapor edilmedigi i¢in gelismekte olan iilkelerde hala istenilen

hedefe ulagilamamistir. Korozif yaralanmalarin ¢ogu sosyal, ekonomik, egitimsel



eksikliklerin oldugu tilkelerde ve %50-80 arasinda ¢ocuk yas grubunda goriilmektedir
(112).

Asidik ve alkali ajanlarin zarar verme mekanizmalari ise farklidir. Asidik
ajanlar (pH<7) 6zofagus mukozasinda pihtilasma (koagiilasyon) nekrozuna neden
olurlar ve yiizeydeki pitht1 daha derine ilerlemeyi engeller. Alkali ajanlar ise (pH>7)
epitel, submukoza ve 6zofagusun derin kas tabakalarinin yikimini igeren sivilasma
(likefaksiyon) nekrozuna yol acgarlar ve tam kalinlikta mukozal yaralanma ve hatta
perforasyona neden olabilirler (3, 12).

Korozif madde maruziyetinin ilk 4 giinii igerisinde degisen derecelerde
inflamasyon, doku proteinlerinin koagiilasyonu, nekroz ve mukozal hemoraji
goriilebilir. Sonraki 10 giin icerisindeyse graniilasyon dokusu, fibroplazi ve kollajen
birikimi takip eder. Mukozal reepitelizasyon 3. haftada baslar ve 6. haftada
tamamlanir. Bu donemde fibroblastik proliferasyon ve striktiir olusumu meydana gelir
(12).

Korozif yaralanmalar iist gastrointestinal sistemde ve oOzellikle 6zofagusta
daralmadan perforasyona kadar degisen ciddi morbidite ve nadiren de mortalite
nedenleridir. Korozif hasarlanmanin akut doneminde mukozal yanik, perforasyon ve
bazen de 6liim gortilebilir. Kronik doneminde ise disfaji ve malniitrisyona neden olan
striktiir ve 6zofagus karsinomu geligebilir (5, 13).

Korozif 6zofajitin tedavisi genellikle konservatiftir; iki veya ii¢ gilin oral
beslenmenin kesilmesi ile O0zofagus istirahati ve intravendz sivilarin verilmesi
seklindedir (14). Ancak ciddi korozif 6zofagus yamigi tedavisinde amag yara
tyilesmesine katki saglamak, perforasyonu 6nlemek ve darlik olusumunu azaltmaktir.
Darlik olusumu, ilk yaralanmanin siddeti ile iliskili olup olduk¢a ©Onemli bir
komplikasyondur (15). Bu komplikasyonlar1 Onlemek amaciyla 6zellikle
antibiyotikler ve steroidlerle beraber pek ¢ok deneysel ilag tedavileri kullanilmistir.
Ayrica sik dilatasyon, intraluminal stentler ve 6zofagus replasmani gibi fibrozisi
onlemek i¢in daha bir¢ok tedavi yontemi Onerilmis olsa da hala standart bir tedavi
yontemi gelistirilememistir (14, 16). Bu nedenle mortalite ve morbidite oranlarini
azaltmak i¢in yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesine ve standart bir tedavi

protokoliine acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.



Eksozomlar, g¢esitli hiicre tiirlerinden salgilanan ve biyoaktif bilesenler icerdigi
tespit edilen nano 6lgekli hiicre kaynakli ekstraseliiler vezikiillerdir (17). Tikiiriik,
idrar, plazma, anne siitii ve daha pek ¢ok viicut sivilarindan elde edilebilen eksozom
adindaki keseciklerin genetik malzeme aktarimi, bagisikligi diizenleyici rolleri ve
hiicreler arasi iletisimi saglamalari, tedavi amagli kullanimlarinin miimkiin oldugunu
gostermektedir. Eksozomlar dogaldirlar ve ¢ok kiigiik olmalari sayesinde de her tiirlii
viicut engelinden kolaylikla gecebilmektedirler. Bu faydalar1 g6z 6niine alindiginda
eksozomlarin tedavi amaglh kullanimlar1 kaginilmazdir (18).

Yapilan ¢ok sayida deneysel ve klinik caligmaya ragmen mortalite ve
morbiditesi yiiksek olan ve halk sagligini ciddi anlamda tehdit eden 6zofagus
korozyonlarinin kesin bir tedavi protokolii olusturulamamistir. Anne siitiinde de
yiiksek konsantrasyonda eksozomlarin oldugu son yillardaki ¢aligmalarda kanitlanmis
olup ¢esitli deneysel ¢alismalarda kullanilmis olsa da 6zofagus korozyonlar1 iizerine
yapilmis bir galismaya literatiirde rastlanilmamistir. Calismamizda NaOH ile 6zofagus
korozyonu olusturulan deneklere anne siitiinden biyokimyasal yontemlerle elde edilen
eksozomdan 21 giin boyunca verilerek histopatolojik yontemle 6zofagus hasarinin

kontrol grubuna gore kiyaslanmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ozofagus Embriyolojisi

Orofarengeal membran ile kloakal membran arasinda uzanan primitif barsak
tiipii 6N, orta ve son olmak tizere ii¢ kisma ayrilir. Embriyo gelisiminin 4. haftasindan
sonra on Dbarsakta trakeoozofageal kivrimlari, bu kivrimlar da birleserek
trakeoozofageal septumu meydana getirir. Gelisimin 6-7. haftalari arasinda septumun
ventralinden trakeobronsial yapilar olusurken, dorsalinden ise 6zofagus olusmaktadir
(19).

Iki ayr1 kanal haline gelmesine ragmen hala tek bir tiip halinde devamlilik
gosteren 6zofagus ve trakea, bir yandan boyca uzarken bir yandan da 6zofagusun iki
yandan birbirine yaklasan lateral kivrimlarinin kars1 karsiya gelmesiyle birbirinden
ayrilmaya baglarlar. Bu ayrilma siireci trakeal bifurkasyonun 4. torakal vertebra
seviyesine gelmesine kadar devam eder ve gestasyonun 36. giiniinde tam olarak
tamamlanir (20).

Ozofagus epiteli ve bezleri endodermden gelisirken, striiktiirel yapis1 foregut
mezensimal dokusundan gelismektedir. Epitel hizla prolifere olurken 4. hafta
sonrasinda liimen tamamen kapanmakta, 8. hafta sonunda da i¢i bos organ halini
almaktadir (19).

2.2. Ozofagus Anatomisi

Ozofagus, sindirim sisteminin farinks ile mide arasinda yer alan dinamik,
muskiiler ve tiibiiler bir organidir. Krikoid kikirdak seviyesinde farinksin alt ucundan
baslayip, mediasten ve diyafragmay1 gectikten sonra kardia bolgesinde mideyle
birlesir. Apendiksten sonra gastrointestinal sistemin en dar yeridir. Ozofagusun
uzunlugu term yenidoganda 9-10 cm iken, yetiskinlerde ortalama 25-30 cm’dir.
Ozofagusun duvar kalinligi ise 3-4 mm’dir (21).



2.2.1. Ozofagusun Béliimleri

Servikal 6zofagus (C6-T1,2): 6. servikal vertebra ile 1-2. torakal vertebralar
arasindaki yaklasik 5 cm uzunlugundaki kisimdir. On komsusu olan trakeaya gevsek
bag dokusu ile tutunur. Trakea ile 6zofagus arasindaki oluktan nervus (n) laringeus
rekiirrens iki tarafli olarak yukari dogru seyreder. Yanlarda arteria (a) karotis
komminis ve glandula (gl) tiroideanin lobus dexter ve sinisterinin arka kisimlari,
arkada servikal vertebra, musculus longus colli ve fascia prevertebralis ile komsudur.
Ayrica sol tarafta duktus thorasicus bulunur (22).

Torakal 6zofagus (T1,2-T10,11): 1-2. torakal vertebralardan diafragmada
ozofageal hiatusa kadar uzanan 20 cm uzunlugundaki kisimdir. Ust mediastende trakea
ile torakal vertebralar arasinda seyreder. Arkus aortanin arka-sag tarafindan gegerek
arka mediastinuma gelir. Asagida torasik aortayr Onden caprazlar ve 10. torakal
vertebra seviyesinde diyafragmadan gecerek karin bosluguna girer. Burada yukaridan
asagiya dogru On tarafinda trakea, a. pulmonalis dextra, bronchus principalis sinister,
perikardium ve diyafragma ile, sol tarafinda arcus aortanin son pargasi, a. subclavia
sinistra, ductus thoracicus ve n. laryngeus recurrens ile, arkada vertebra, torasik aorta,
musculus (m) longus colli, sag posterior interkostal arterler, ductus thotacicus, vena
(v) azygos, v. hemiazygos, v. hemiazygos accessorianin son kisimlar1 ve plevra
komsuluk eder. Radix pulmonalisin asagisinda sag n.vagus 6zofagusun arkasinda, sol
n.vagus ise 6niinde dallanarak seyreder ve bir plexus olusturur (22).

Abdominal 6zofagus (T10,11-T12): Hiatus ile kardiya arasindaki 2-5 cm
uzunlugundaki kisimdir. Sol kenar1 major kurvatur ve mide fundusundan incisura
cardiaca denilen bir ¢entik ile ayrilir. Sag kenar1 ise mindr kurvatur ile devam eder.
Karacigerin sol lobunun arka yiiziindeki sulcus Ozefagus icerisinde seyreder.
Abdominal parcasinin 6n yiizii ve sol tarafi periton ile Ortilidiir. Arkasinda

diyafragmanin crus sinistrumu ve a. frenica inferior sinistra yer alir (22).



2.2.2. Ozofagusun Anatomik Darhiklar

Ozofagusun ii¢ yerinde fizyolojik darlik vardir. Bu bolgelerde gidalar bir siire
beklediginden, korozif maddeler 6zellikle bu bélgelerde daha fazla yaniga sebep
olurlar (23).

Krikofarengial darlik (C6): Ustte krikofaringal kas tarafindan olusturulmus
olup 6zofagusun en dar kismidir. Ayni zamanda buras1 6zofagusun farinkse baglandigi
yerdir. Yaklasik 1,5 cm’dir. Ust dis kavitesindan (UDK) itibaren yaklasik 15 cm’dir
(24).

Bronkoaortik darlik (T4): Sol ana bronsun arkus aortayi ¢aprazladig: yerdir.
UDK dan itibaren yaklasik 27 cm’dir (24).

Diyafragmatik darlik (T11): Alt 6zofagus sfinkter mekanizmasi tarafindan
olusturulmus olup diyafram hiatusundaki kisimdir. UDK’dan itibaren yaklasik 38-40
cm’dir (24).

2.2.3. Ozofagusun Sfinkterleri

Ust 6zofageal sfinkter: Krikoid kikirdak seviyesinde bulunur. Krikofarengeal
kasin 6zofagus etrafinda bir halka yaparak ayni kikirdaga tutunmasi ile olusmustur.
Bu sfinkterin amaci limen igeriginin oral kavite ve larenkse regiirjitasyonunu
engelleyerek aspirasyonu 6nlemektir (25).

Alt 6zofageal sfinkter: Gergek bir sfinkter yapisinda degildir. Mide ve 6zofagus
arasinda yiiksek bir basing zonu olusturan bu sfinkter, mide iceriginin 6zofagusa

refliisiinii 6nleyen en 6nemli olusumdur (26).

2.2.4. Ozofagusun Damarlan

Arterleri: Ozofagusun arterial dolagimi segmenterdir. Servikal 6zofagus ve iist
ozofageal sfinkter inferior tiroid arter tarafindan beslenir. Torakal 6zofagus aort ve
brong arterlerinin 6zofagusa ait dallarindan beslenir. Abdominal 6zofagus ve alt
0zefagus sfinkteri ise sol gastrik arter ve sol frenik arterin dallar1 ile beslenir.

Ozofagusu besleyen arterler submukoza tabakasinda sonlanir (23, 27).



Venleri: Ozofagusun venleri de segmenterdir. Ozofagusu drene eden venler
ozofagus cevresinde venoz bir ag olusturup sonunda azigos ve hemiazigos vene
dokiiliir. Servikal periozofageal venoz plexus, inferior tiroid vene bu ven de sag veya
sol brakiosefalik vene dokiiliir. Torasik periozofageal venoz pleksus, sag tarafta
azigosa, sag brakiosefalik vene ve bazen de vertebral vene dokiiliir. Sol tarafta ise
hemiazigos, aksesuar hemiazigos, sol brakiosefalik ven ve bazen de vertebral vene
dokiiliir. Ozefagusun en alt kismina ait vendz kan ise sol gastrik ven araciligiyla portal
sisteme drene olur (23, 27).

Lenfatik Akimi: Ozofagusun lenfatik drenaji, lamina propria ve
submukozadaki zengin lenfatik damar agi ile bunlarin birlestigi muskiiler ve
adventisiyal lenfatik damarlar araciligiyla olur (28). Servikal 6zofagus lenfatikleri
derin servikal lenf nodlarina, torasik 6zofagus lenfatikleri mediastinal lenf nodlarina,
abdominal 6zofagus segmentinin lenfatikleri ise c¢olyak lenf nodlarmma drene
olmaktadir (23).

Sinirleri: Ozofagusun sinirleri trunkus sempatikus ve her iki n. vagustan gelir.
Ozofagusun iist 1/3 kisimdaki cizgili kas innervasyonu n. laryngeus rekurrensler
tarafindan saglanir. Bu bolime aymi zamanda 9-11. kafa ciftlerinden ve trunkus
sempatikustan dallar gelir. Parasempatik lifler n. vagustan gelir ve 6zofagusun
peristaltizmi ve submiik6z tabakada yer alan bezlerin salgilarini diizenler. Sempatik

lifler ise trunkus sempatikusun torasik bolimiinden gelir (28).

2.3. Ozofagus Histolojisi

Ozofagus dort tabakadan olusur. Bu tabakalar igten disa dogru;

2.3.1. Tunika Mukoza

Ozofagusun liimene bakan en i¢ tabakasidir. Lamina propria ve lamina
muscularis mukoza olmak iizere 2 kata sahiptir. Nonkeratinize ¢ok katli yassi epitel ile
ortiilii olup dzefagogastrik bileskede ise kolumnar epitel ile devam eder. Ozofagusun

yassi epiteliyle midenin kolumnar epiteli arasindaki gecis bolgesi endoskopik olarak

taninabilen referans noktasidir. Buraya Z hatti denir (29).



2.3.2. Tunika Submukoza

Gevsek bag dokusundan olusmustur. Kollojen lifler, kan damarlari, lenf
kanallar1, sinirler ve derin miikoz bezleri icerir. Derin miikoz bezler tubuloalveolar
yapidadir. Bu bezlerin yaptigi mukus 6zofagus iceriginin 1slak olmasini saglar. Tunika
submucosada bezlerin ve diiz kaslarin fonksiyonlarini idare eden plexus nervorum

submucosus (Meissner pleksusu) bulunur (30, 31).

2.3.3. Tunika Muskularis

Dista longutidinal igte sirkiiler olmak iizere iki kat kas tabakasindan
olusmustur. Bu kas tabakasi, 6zofagusun proksimal 1/3’liikk kisminda ¢izgili kaslardan,
distal 1/3’1liik kisminda diiz kaslardan, orta 1/3’liik kisminda ise hem ¢izgili hem de
diiz kaslardan olusur. Ganglion hiicreleri ve myelinsiz sinir lifleri bir araya gelerek
pleksus nervorum myentericusu (Auerbach pleksusu) olusturur. Bu tabaka 6zofagusun

peristaltizminden sorumlu tabakadir (30, 32).

2.3.4. Tunika Adventisya

Gevsek bag dokusundan olusmustur. Ozofagusu cepecevre sarar ve komsu
yapilara baglar. Paradzofageal doku, kiiciikk damarlar, lenfatik kanallar ve sinir lifleri
burada yer alir. Ancak abdominal 6zofagusun dis kismi tunica seroza (periton) ile
kaplidir. Ozofagusun serozasinin olmamast, perforasyon ve mediastinit gelisme riskini

artirmaktadir (25).

2.4. Ozofagus Fizyolojisi

Ozofagusun primer fonksiyonu besinlerin farenskten mideye gegisini
saglamaktir. Diger gorevi ise mide igeriginin istemsiz regiirjitasyonunu onlemektir.
Yutma islemi orofarinkste baslatilip pons ve medulla oblongata tarafindan yonetilir.
Yutma isleminin 3 fazi vardir: Baslangi¢ fazi, trigeminal, glossofaringeal ve vagus

sinirlerinin afferent uyaranlari ile baglar. Efferent lifler trigeminal, glossofaringeal ve



hipoglossal sinirleri ile farinks kaslarina gelir. Yutmanin birinci fazi oral fazdir ve
istemlidir. Dilin yukariya ve geriye basinci ile lokma sikistirilir ve dil lokmay1 farinkse
dogru iter. Bu fazdan sonra yutma islemi neredeyse durdurulamaz bigimde ilerlemeye
baslar. Ikinci fazi1 farinks fazi olup istemsizdir ve lokma farinkse geldiginde yutma
reseptorleri uyarilarak farinks kaslarinda bir dizi otomatik kasilma meydana gelir. Es
zamanl olarak epiglot trakeay: kapatir ve besinlerin trakeaya girisini énler. Ozofagus
acilir. Boylece farinksten baslayan peristaltik dalga faringoézofageal sfinkterin
acilmasini takiben besinin dzofagusa gecisini saglar. Uciincii faz ise besinin mideye
gegisinin saglandigi fazdir (33).

Ozofagusta lokmanin gegisini saglayan 2 tip peristaltik kontraksiyon vardur.
Primer peristaltizm farinksten baslayip 5-10 saniyede bir harekete ge¢ip 6zofagusun
alt ucuna kadar ilerleyen dalgalardir. Bu kontraksiyonlar1 saglayan refleksin afferent
uyarilar farinks ve 6zofagus duvarindaki vagus uglari ile alinir. Yutma merkezinden
gelen efferent motor uyarilar da yine ayni sinirin efferent lifleriyle taginmaktadir.
Ayakta duran bir sahis tarafindan yutulan gida peristaltik dalgalardan daha siiratli
olarak, yaklasik 4-8 saniyede 6zofagusun alt ucuna iletilir. Bu olayda, yer ¢ekiminin
de etkisi vardir. Ozofagusun sirkiiler ve longitudinal kas lifleri hem Ilimenin
daralmasint hem de 6zofagusun kisalmasini saglar ve bunlar etkili peristaltizm igin
gereklidir. Sekonder peristaltizm ise 6zofagus duvarinin gerilmesi sonucu miyenterik
auerbach pleksuslariin uyarilmasiyla meydana gelir. Yutma olmadan baslayan
ilerleyici peristaltik bir dalgadir. Ozofagustaki bolusla veya kendiliginden baslayabilir.
Bu tip kontraksiyonlar yalnizca yutma esnasinda degil, regurjitasyon hallerinde mide
iceriginin 6zofagusa c¢ikmasi halinde de meydana gelebilir. Primer peristaltik
dalgalardan tek farklari, farinksten degil de 6zofagusta gidanin bulundugu yerden
baslamig olmalaridir. Sekonder peristaltik dalgalarin aktiviteleri gidanin tiimii mideye
ulagincaya kadar devam eder. Bu sirada 6zofagusun alt béliimiinde 30-60 mmHg lik
bir basing artis1 meydana gelir ve gevsemis olan kardia agilarak lokma mideye geger.
Ozofagus ici basincin diismesi sonucu kardiya kendi tonusu ile tekrar kapanarak geri

doniis engellenir (34).



2.5. Ozofagusun Korozif Madde Yamklar

Korozif maddeler temas ettikleri dokuyu hasarlayan veya yikim olusturan
maddelerdir (35). Korozif 6zofajit, bu maddelerin igilmesi sonras1 6zofagusta degisik
derecelerde hasarlanmaya neden olan, hatta bazen mortal seyredebilen ve hastalarin
yagsamlar1 boyunca dnemli morbidite gelismesine de neden olabilen bir tablodur (36).

Korozif yaniklar iki donemde zirve yaparlar; olgularin %75’ini 5 yasin
altindaki ¢ocuklar olusturur. Ciinkii bu yas grubundaki c¢ocuklarda fazla merakla
ogrenme istegi ve bulduklari her seyi agizlarina gotiirmeleri s6z konusudur. Bu
nedenle de kazara korozif madde alimi ¢ocuklarda sik goriiliir. Ikinci zirve donemi ise
adolesan ve erken yetiskinlik doneminde goriilmektedir ki bu donemde intihar amagh
alimlar giindeme gelir (37).

Cocuklar genel olarak korozif maddeyi yutmadan once tadini alir almaz
tikiirirler ve boylece hasar en az seviyede olur. Yetiskinlerde ise genellikle intihar
amactyla alim oldugundan daha fazla miktarda korozif madde maruziyeti olup,
6zofagus ve mide hasar1 daha fazla olmaktadir (6). Korozif madde igilmesinde 6lim
orani %10 ile %20 arasindadir ve bu oran intihar amacgl alimlarinda %78’e kadar
yiikselmektedir (37).

Geligmis iilkelerde aileler yogun egitim programlar1 yardimiyla
bilinglendirilerek korozif madde yaralanmalarinda %75’lere varan azalma
saglanmistir. Ancak ¢ogu vakalarin rapor edilmedigi gelismekte olan ve az gelismis
tilkelerde bu durum artarak devam eden ciddi bir sorundur (7).

Ulkemizde korozif maddeler sivi veya kristal formda, herhangi bir kisitlama
olmadan satilmaktadir. Bu tiir korozif maddelerin cesitli meyve suyu siseleri veya
icecek kaplarinda saklanmasi, ¢ocuklarin ulasabilecekleri yerlere koyulmasi ve
temizlik maddesi kalintis1 olan kaplarin ¢ocuklarin ulasabildigi ¢oplere atilmasi
Onlenebilir, ancak sik yapilan hatalardandir (38).

Ulkemize ait genis bir serinin sunuldugu Karaman ve ark. nin calismasinda
1990-2012 yillar1 arasinda korozif madde alimi nedeniyle bagvuran 968 hasta
retrospektif olarak incelenmistir. Hastalarin yaslar1 10 giin ile 17 yas arasinda
degismekteyken, cinsiyet dagilimi %58 erkek, %42 kiz olarak saptanmistir. Korozif

madde %75 vakada alkali, %18 vakada asit 6zellikte olup, en ¢ok alinan korozif
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maddeler; camasir suyu, yag c¢oziici, kire¢ coziici ve hidroklorik asit olarak
bildirilmistir. Striktiir gelisimi en ¢ok kostik soda, amonyum kloriir ve yag ¢oziicii
alim1 sonras1 goriilmiis, camasir suyu alimina bagli darlik gelisimi tespit edilmemistir.
Alkali veya asit maddeleri almis olan ¢ocuklarda korozif striktiir gelisimi orani
sirasiyla %8,2 ve %2,9 olarak saptanmis, ¢amasir suyu igen vakalar dahil
edilmediginde alkali alim1 sonrast striktiir gelisim orani %23 olarak bildirilmistir (39).
Korozif maddenin igilmesi sirasinda ilk olarak agiz ve farenks bolgesi, daha
sonra da 6zofagus ve mide etkilenmektedir. Ozofagusun iist boliimiinde gizgili kaslarin
daha yogun ve klirensin daha yavas olmasi nedeniyle hasarlanma en ¢ok bu bolgede
goriilmektedir (40). Ozofagustaki hasarin yayginhigi ve siddeti; icilen maddenin
konsantrasyonuna, miktarina, pH’ina, fiziksel sekline (kat1 veya sivi), mukozayla
temas siiresine veya ikincil enfeksiyonlar gibi bir¢ok faktore baglidir (15, 41).
Ozofagus yaniklarinin evrelendirilmesine fleksible 6zofagoskop ile elde edilen
sonuglara gore Di Costanzo ve arkadaslarinin tanimladigi dereceleme sistemi
kullanilmaktadir (42) (Sekil 1). Ozofagoskopi ile yaranin derinligini saptamak ise
mimkiin degildir. Bu nedenle endoskopik derecelendirme klinik gidis ile parelel

olarak degerlendirilmelidir.

4

Sekil 1. Akut Ozofagus Yamklarinin Endoskopik Bulgulara Gére Derecelendirilmesi (Di
Costanzo Siiflamasi) (42).

A: evre 0: Normal mukoza

B: evre I: Mukozada 6dem ve eritem

C: evre llA: Hemoraji, erozyon, yiizeyel lineer tlserler

D: evre 11B: Kanama ve dairesel ilserler

E: evre I11A: Fokal nekroz, koyu gri veya kahverengimsi siyah tlserler

F: evre IIIB: Yaygin nekroz, koyu gri veya kahverengi siyah tilserler (42).
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Endoskopi esnasinda iiglincii derece yanik veya ¢evresel bir hasar gorildigii
takdirde endoskopi hemen sonlandirilmali ve tedavi protokoliine hizla baglanmalidir.
Stridorun eslik ettigi faringeal yaniklarda havayolu obstriiksiyonuna neden

olabileceginden endoskopi kontraendikedir (43).

2.5.1. Alkali ve Asidik Korozif Madde Hasarlari

Alkali alimi akut olarak penetrasyonla sonuglanan likefaksiyon nekrozuna
sebep olur. Viicut sivilart alkali maddeyi tamponize edene kadar hasar, mukoza ve
0zofagus duvarin1 gegerek mediastene dogru hizla ilerler. Graniiler veya tablet
formundaki alkali maddeler, s1v1 olanlara gére daha fazla doku hasarina sebep olurlar.
Bunun sebebi de 6zofagusta kalis siiresinin daha fazla olmasidir. Buna ek olarak alkali
maddeler daha giiglii yiizey gerilimine sahip olduklari i¢in dokuda daha uzun siire kalir
ve bu da hasar miktarinin artmasina neden olur (44).

Asit alim1 ise mukozal kan damarlarinda tromboz ve bag dokusunun da destegi
ile koruyucu skar olusturarak stiperfisiyal koagiilasyon nekrozuna sebep olur.
Yutuldugunda orofarinkste agriya sebep oldugundan asit maddelerin yutulmasi
siirlidir. Ayrica asidik maddeler baziklere goére daha akiskan olduklart igin,
6zofagustan gegis siireleri daha hizlidir. Bu nedenle de 6zofagus mideye goére daha az
hasar goriir (45).

12



Tablo 1. Sik Karsilagilan Korozif Maddeler (7)

Kostik Madde Tip Kullanim Alam
Piller
Siilfirik asit Endustriyel temizleyiciler
Metal kaplayicilar
Oksalik asit Boya incelticiler
. Metal temizleyiciler
Asitler
Solventler
Hidroklorik asit Metal temizleyiciler
Tuvalet temizleyiciler
Pas giderici iriinler
Fosforik asit Tuvalet temizleyiciler
Sodyum hidroksit Gldertgmlzley|0| temizlikmaddeleri
Sabun imalati
Alkaliler Potasyum hidroksit Firin Femlﬂeyloﬂer
Deterjanlar
Sabun iiretimi
o Meyve kurutma amagli
Amonvak Ticari amonyak Ev temizleyiciler
y Amonyum hidroksit Ev temizleyiciler
Deterjanlar Sodyum hipoklorit Ev agarticilar1 (¢camasir suyu)
Agarticilar Sodyum polifosfat Endustriyel deterjanlar

Potasyum permanganat  Dezenfektanlar, sa¢ boyalari

Ayrica asir1 sicak mamalar da korozif 6zofajite sebep olabilmektedir.

2.5.2. Korozif Yaniklardaki Hasarin Donemleri

Akut donem (1-4giin): Korozif maddeye maruz kalinmasinin hemen ardindan
baslayan, hasara karsi inflamatuar yanitin rol aldigi ilk dénemdir. Bu donemde,
intraseliiler proteinlerin koagiilasyonu hiicre nekrozu ile sonuglanir. Nekroz alanini
cevreleyen canli dokularda yogun inflamatuar reaksiyon gelisir (46). Inflamasyonla
beraber serbest oksijen radikalleri salgilanir. Serbest oksijen radikallerinin ve
sitokinlerin olusumu, akut fazda doku hasar1 gelisiminde énemli rol oynarlar (41).

Subakut donem (4-15 giin): Graniilasyon dokusu gelisimi, fibroblastik
proliferasyon ve kollajen depolanmasinin eslik ettigi fazdir. Fibroblastlar ve diiz kas
hiicreleri submukoza ve subserozada matriks proteinlerini iiretirler. Eger hasar mukoza

tabakasinda sinirli ise onarimi migrasyon ve proliferasyon ile hizla gerceklestirilerek,
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bir hafta i¢cinde sonlandirilabilir. Fakat hasar tam kat gergeklesirse, fibroblastik aktivite
on plana ¢ikarak skar olusumuna neden olur. Kollajen iiretiminin artmasi ile yara
gerilimi saglanarak striktiir olusumuna zemin hazirlanir. Neovaskiilarizasyonun eslik
ettigi bu dénem, 6zofagus dokusunun gerilime en hassaslastigt donem oldugu igin
endoskopiden kaginilmasi gerekir (47).

Skatrizasyon doénemi: Ugiincii haftada mukozal reepitelizasyonun basladig:
evredir. Akut fibroblastik proliferasyon vardir. Submukoza ve muskularis eksternada
striktiir formasyonu baslangic1 goriilir. Bu dénemde dairesel ve longitudinal

kontraksiyonlarla 6zofagusta daralma ve ayni zamanda kisalma gozlenir (41, 48).

2.5.3. Korozif Yanik Sonras1 Komplikasyonlar

Erken donem komplikasyonlar

Kimyasal pndmoni, aspirasyon pnomonisi, atelektazi, disfaji, {ist
gastrointestinal kanamalar, perforasyon, fistiill gelisimi ve &liimdiir. Ozofagus
perforasyonu, korozif maddelerin alimiyla olusan derin yaniklar ve frajil 6zofagusa
uygulanan endoskopik girisimler sonucu meydana gelebilir. Mediastinit, perforasyon
veya zayiflamis 6zefagus duvarindan bakteri invazyonu sonucu olur. Ozofago-trakeo-
bronsiyal ve 6zofagoaortik fistiil, nadir ama hizla 6liimciil olan komplikasyonlardir

(37).

Ge¢ Donem Komplikasyonlar

Stiktiir olusumu: Ozofagustaki yanigm iyilesme siirecinde yara iyilesmesinin
tiim fazlar (inflamasyon, proliferasyon ve maturasyon) goriilmektedir. Bu iyilegsme
slirecinin sonunda da fibrozis, skar olusumu ve darlik ortaya g¢ikmaktadir (49).
Ozofageal striktiirler morfolojik olarak basit ve kompleks olarak iki grupta
smiflandirilabilir. Basit striktiirler endoskopun gegisine izin veren, kisa, fokal ve agili
olmayan striktiirlerdir. Kompleks striktiirler ise agili, uzun (>2 cm), dairesel
striktiirlerdir ve liimen belirgin olarak daralmistir (50).

Ozofageal motilite bozuklugu: Korozif yaniklarindan sonra 6zofagus motor
fonksiyonunda ciddi bozukluklarin gelistigi bildirilmistir. Bu bozukluklarin kalic1 olup

olmadig ise tartigmalidir. Yapilan bir ¢alismada ciddi 6zofageal yanigi bulunan 20
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cocukta ozofageal motilite calismasi yapilmis ve 7 hastada total motilite kaybi
oldugunu tespit edilmistir. Hastalarin tamaminda alinan maddenin alkali oldugu, ciddi
striktiirlerin varlig1 ve hastalarin dilatasyon programina alindiklar1 belirtilmistir. 3 ay
sonra yapilan kontrollerde peristaltizm kaybinin devam ettigi saptanmistir. Yazarlar
bu kaybin nedenini alkali kostik maddelerin likefaksiyon nekrozuna neden olarak kas
tabakasini hasarlamasima baglamislardir. Mukozal diizeyde koagiilasyon nekrozuna
neden olan asidik kostik maddelerde ise akut fazda peristaltizm kayb1 oldugunu, ancak
kontrollerde peristaltizmin geri dondigini gostermislerdir (51).

Gastrodzofageal reflii: intraabdominal 6zofageal segmentin uzunlugu alt
ozofageal sfinkterin diizgiin ¢alismast i¢in 6nemli bir faktordiir. Korozif madde
alimindan sonra torasik 6zofagus kontrakte olur ve intraabdominal 6zofagus yukari
dogru ¢ekilir. Bunun sonuncunda da alt 6zofageal sfinkter efektif ¢calisamaz hale gelir
ve gastoozofageal reflii de kaginilmaz bir durumdur (52).

Mide ¢ikis obstriiksiyonu: Korozif madde alimi sonrasinda erken doyma ve
kilo kayb1 semptomlar1 mide ¢ikig obstriiksiyonunu disiindiiriir. Bu komplikasyon ilk
birkag yil igerisinde goriilebilir. Oncelikle asit alimina spesifik bir komplikasyondur.
Ancak alkali hasar1 sonrasinda da meydana geldigini rapor etmis yayinlar mevcuttur
(53).

Ozofagus karsinomu: Ozofagus korozif hasarmin malignite riskini arttirdig1 net
olarak kabul edilmektedir (54).

2.5.4. Korozif Ozofagusta Tedavi Yaklasim

Akut donemde ¢ocuklarda gelisebilecek sok, larengeal 6dem ve aspirasyon
pnémonisine kars1 6nlem alinmalidir. Genel durumu stabil olgularda akciger grafisi
cekilip mediastinal yapilar ve akciger parankimi degerlendirilmelidir. Batin
muayenesinde olasi1 gastrik perforasyon ve peritonit bulgular1 bakilmalidir. Hemogram
ve elektrolit degerleri goriilmelidir. Aileden ¢ocugun igtigi maddenin cinsi, yogunlugu
ve miktart hakkinda bilgi alinmaya calisilmalidir. Agiz cevresi ve orofarenksin
durumu ile aileden alinan bilgiler 6zofagus yanig1 olup olmadigi hakkinda bizlere bilgi

verebilmektedir (37).
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Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi klinigimizde
korozif madde alim siliphesi olup acil servise gelen hastalarin oncelikle ayrintili
anamnezleri alimip fizik muayeneleri yapilir. Akciger grafisi ¢ekilip, hemogram ve
elektrolit degerlerine bakilir. Gerg¢ekten korozif temasi diisiiniilen hastalar yatirilir ve
en az 24 saat beslenmeleri kesilir. Intravendz s1v1 replasmani ve beraberinde ampirik
olarak antibiyotik baslanir. Ozellikle hipersalivasyonu olan olgular tiikiiriiklerini
rahatca yutar hale gelene kadar oral kapali izlenmeye devam edilir. Tiim olgular ates,
takipne, tasikardi gibi mediastinit bulgular1 a¢isindan yakin takip edilir. Bir giinlik
aclik sonrasi yutma sorunu olmayan, vital bulgulari stabil olgular rejim 1 ile
beslenmeye baslanir. Rejim 1’1 tolere ettikleri gozlemlenirse rejim 2’ye gegilir ve
hastaya antibiyotik recete edilerek taburcu edilip 3. hafta poliklinik kontroliine
cagrilirlar. Yatiglar: sirasinda aileye olasi striktiir, perforasyon gibi komplikasyonlar
ve semptomlari detayli sekilde anlatilir. Takip siirecinde semptomatik hale gelen tim
olgular tekrar yatirilip 6zofagografi c¢ekilirken, gerekli olgulara endoskopi yapilir. Bu
olgularda beslenmeyi engelleyecek diizeyde 6zofagus striiktiirii saptanirsa oncelikli
olarak beslenmenin devamimi saglayabilmek icin Stamm tipi gastrostomi agilir.
Cerrahi olarak da kolonik interpozisyon tercih edilir. Diger stabil olan olgular 3. hafta
poliklinik kontroliinde beslenme gii¢liigii, solunum sikintisi gibi semptomlar agisindan
sorgulanir ve siipheli olgulardan o6zofagografi istenir. 3. hafta sonrasinda
asemptomatik olgular 3. ay kontroliine ¢agrilirlar. Semptomatik olgular ise 6zofagus
grafilerindeki bulgulara gore gerekirse endoskopi yapilip dilatasyon programina alinir.
Kronik darlik gelisen olgularda ilk hedef biiyiime gelisme egrilerini bozmayacak
sekilde beslenmenin devaminin saglanmasi ve miimkiin oldugunca olgularin kendi
6zofaguslarinin korunmasidir.

Endoskopi; korozif maddenin yutulmasi sonucu 6zofagus, mide ve duodenum
hasarlarinin ciddiyetinin ve lokalizasyonunun degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli
bir aragtir. Kime ne zaman endoskopi yapilacagi eskiden beri devam eden tartisma
konusudur. Kasith olarak korozif madde yutan hastalara acilen endoskopi yapilmasi
konusunda genel bir uzlasma vardir. Ciinkii intihar girisiminde alinan madde miktari
genellikle fazladir. Ancak ozellikle ¢ocuklarda goriilen korozif maddelerin kazara
yutulmasi durumunda ise endoskopinin uygulanip uygulanmayacagi belirtilere ve

semptomlara baghdir (55, 56).
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Sistemik steroid uygulanmasi, korozif 6zofagus yaralanmalarinin tedavisinde
en ¢ok tartigsma yaratan tedavi yontemlerindendir. Antiinflamatuar ilag olan steroidler
yaranin gerilme giiciinii, epitelizasyon hizin1 ve neovaskiilarizasyonu azaltarak yara
kontraksiyonunu inhibe eder. Baz1 ¢alismalarin sonuglarina gore ise kortikosteroid
kullaniminin  yararli olmadigi, tedavi ne olursa olsun korozif 6zofagus
yaralanmalarinda degisen oranlarda striktiir gelistigi, striktiir gelisiminin sadece
yamgin agirlik derecesi ile iliskili oldugu 6ne sirilmiistiir (57, 58). Ayrica steroid
kullaniminin striktiir ve perforasyon gelisme riskinin yiiksek oldugu tigiincii derece
yaniklarda septik komplikasyonlari arttirdig1 ve perforasyon bulgularini gizledigi igin
Onermeyen yayinlar da mevcuttur. Bununla birlikte baz1 yazarlar da birinci ve ikinci
derece 6zofagus yaniklarinda steroid kullanilmasi durumunda %0-25, kullanilmadigi
durumda ise %88 oraninda striktiir gelistigini bildirmislerdir (59, 60).

Dilatasyonlar, anterograd ya da retrograd yolla yapilabilir. Cheliaver
Jackson’in 1902°de distalden aydinlatmali 6zofagoskopu icat etmesiyle dilatasyonlar
antegrad olarak ve striktiir goriilerek yapilmaya baglanmistir. Tucker ise 1924’te
gastrostomi yapilan hastalarda retrograd dilatasyonu gelistirmistir (61). 1981 yilinda
ise London tarafindan tanimlanan endoskopik ve radyolojik kontrollii balon
dilatasyonu yontemi ile daralan segment radial ve uniform olarak genisletilmeye
baglanmistir (62).

Ozofagus yaniklarma bagli darliklarin klasik tedavisi aralikli dilatasyonlardir.
Belirgin striktiir gelismis olgularda ise, dilatasyon basarisiz kalabilmektedir. Bu
durumda cerrahiye basvurulmalidir. Cerrahi teknikler; 6zofageal replasman, kolonik
interpozisyon, jejunal interpozisyon, gastrik pull-up’tir (38).

Korozif madde alimlarinda bazi kontrendike durumlar vardir; kusmaya neden
olan emetikler kullanilmamalidir. Ciinkii 6zofagus ve orofarinksin korozif maddeye
tekrar maruz kalmasina ve hasarin artmasina neden olur. Ayrica nétralize edici ajanlar
(zay1f asit veya baz) kullanilmamalidir. Ciinkii hasar genel olarak anliktir ve dahasi
notralizasyon islemi esnasinda olusan reaksiyon 1s1 iiretimine neden olur. En
onemlilerinden birisi de nazogastrik sonda takilmamalidir. Ciinkii 6giirmeye ve
kusmaya neden olup hasari arttirabilir. Hatta zayiflamis olan 6zofagus ve midenin

perforasyonuna dahi neden olabilir (63, 64).
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2.5.5. Korozif Ozofagus Yaniklarinda Koruyucu Hekimlik

Ulkemizde konu ile ilgili yasal diizenlemeler olmasma ragmen, korozif
0zofagus yaniklar1 ¢ocukluk ¢aginin ciddi bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir. Yapilan ¢calismalarda korozif 6zofagus yaniklarinin egitim diizeyi disiik
ailelerin g¢ocuklarinda daha yaygin oldugu saptanmistir. Temizlik malzemelerinin
izerindeki yazilarin ¢ok kii¢iik harflerle yazilmis olmasi ve toplumun kutu tizerindeki
yazilar1 okumak gibi bir aliskanliginin olmamasi sorunu daha da biliylitmektedir.
Ayrica temizlik malzemeleri {ireten firmalarin iriinlerin {izerine ¢ocuklar igin ilgi
cekici olabilecek renkli etiketler yapistirmalart onlenmeli, kapaklarin sadece
yetiskinler tarafindan acilabilecek sekilde dizayn edilmesi saglanmalidir. Kiigiik
atolyelerde tiretilen isimsiz, agik ve kiloyla satilan temizlik maddeleri mesrubat ve su
siselerinde satilmakta olup bu siseler de ¢ocuklar tarafindan yanlislikla
icilebilmektedir. Bu nedenle ailelerin bu tiir maddeleri dogru bicimde ve gocuklarin
ulasamayacagi yerlerde saklamalar1 konusunda ciddi egitimden gegmeleri
gerekmektedir (37).

2.6. Eksozom

Ekstraseliiler vezikiller (EV), hiicre dist ortama salgilanan mikroRNA
(miRNA), mesajct RNA (mRNA), DNA ve proteinler gibi hiicreye 06zgii
biyomolekiilleri tasiyan lipit tabakali nano vezikiillerdir. EV’ ler serum, plazma, idrar,
amniyotik sivi, sinoviyal sivi, anne siiti ve tiikiiriik gibi tim viicut sivilarindan elde
edilebilmektedir. EV’ lerin hiicreler arasi haberlesme, genetik materyal tasima, sinyal
iletimi ve bagisikligi diizenleme gibi 6nemli biyolojik gorevleri oldugu bilinmektedir
(65).

EV’ler biyolojik olusumlari, boyutlar1 ve hiicresel kokenlerine gére apoptotik
cisimler (apoptozomlar), mikrovezikiiller ve eksozomlar olmak {izere {i¢ gruba
ayrilmaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. Ekstraselliiler Vezikiillerin Biyolojik Olarak Bilinen Farkh Tipleri (66)

Apoptotik cisimler: Normal hiicrelerin 6liim mekanizmasi olan apoptozis
sonucu ortama birakilan vezikiillerdir. En biiyiik eksraseliiler vezikiil grubudur. 50 ila
5000 nanometre (nm) arasinda degisen bir ¢apa sahiptirler.

Mikrovezikiiller: Plazma membranindan tomurcuklanma yoluyla olusan
vezikiillerdir. 50 ila 1000 nm arasinda bir boyuta sahiptirler.

Eksozomlar: Tiim hiicreler tarafindan ortama salinan, 40 ila 100 nm arasinda

capa sahip olan en kiigiik ekstraseliiler vezikiil grubunu olusturmaktadirlar (67).

2.6.1. Anne Siitii Eksozomu

Eksozomlar, tim viicut sivilarindan elde edilebilen ekstraseliiler keseciklerdir.
Daire benzeri bir morfolojidedirler ve ¢ift fosfolipit tabaka ile ¢evrilidirler (65).

Iclerinde proteinler, lipitler, mRNA’lar, miRNA’lar, IncRNA’lar (uzun
kodlamayan RNA) ve DNA fragmenleri gibi bircok biyomolekiil tasirlar (68).

1980’11 yillarda ilk kesiflerini takiben sadece istenmeyen molekiilleri hiicre
digina atmaktan sorumlu hiicre artiklart olarak bilinseler de son 20 yilda yapilan
caligmalar bu keseciklerin 6nemli fizyolojik gorevleri oldugunu ortaya koymustur.
Hiicreler aras1 haberlesme, sinyal iletimi, genetik malzeme aktarimi ve bagisiksal
yanitin diizenlenmesi gibi birgok biyolojik islevde 6nemli rol istlendikleri yapilan
calismalar ile gozler oniine serilmistir (18).

Eksozomlar yapilart geregi yapay tasiyicilara gore oldukga onemli faydalar

icermektedirler. Dogal olmalari en 6nemli faydalar1 olmakla birlikte, hiicre dig1 ortama
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salman eksozomlarin serum (69), plazma (70), idrar (71), amniyotik siv1 (71),
sinoviyal siv1 (72), anne siitii (73) , tiikiiriik (73), beyin omurilik sivisi (BOS) (74),
insan spermasi (75) gibi viicut sivilarindan telde edilebilmeleri hem diizgiin
biyodagilimlarinin oldugunu hem de viicut sivilarinda kararli bir yapiya sahip
olduklarin1 gostermektedir. Ayrica ¢ok kiiciik olmalar1 sayesinde her tiirlii viicut
engelinden gegebilmektedirler. Bu faydalart goz oniine alindiginda eksozomlarin
tedavi edici amagh kullanimlar1 yayginlasmaktadir (18).

Eksozomlarin igerikleri, bunlar1 salgilayan hiicrelerin kokeni ve patofizyolojisi
ile yakindan ilgilidir. Isi-sok proteinleri, hiicre iskelet sistemi proteinleri, tetraspanin
ailesine dahil olan proteinler tiim eksozomlarda goriiliir. Ozellikle CD9 ve CD63
tetraspaninler eksozomlar1 diger ekstraselliller vezikiillerden ayirmada kullanilan
membran proteinleridir. Eksozomlarda bu genel proteinlerin yan1 sira koken aldiklar
hiicrelere spesifik olan proteinler de yer almaktadir. Ornegin dendritik hiicrelerden
koken alan eksozomlarda CD80, CD86 vyiizey antijenleri bulunurken, kanser
hiicrelerinden koken alan eksozomlarda cesitli tiimor antijenleri bulunmaktadir (68).

Eksozomlarin lipid igerigi hiicre membraninin lipit igeriginden farklidir.
Eksozomlari gevreleyen lipid tabakada hiicre membranina gore sfingomyelin, seramid,
kolesterol ve gliserolfosfolipidler daha fazla bulunmaktadir. Bu lipid tabakast hem
eksozom stabilitesinin korunmasini saglamakta hem de hiicre tarafindan eksozomun
salinimini kolaylastirmaktadir (76).

Anne siitiiniin yiiksek konsantrasyonlarda eksozom i¢erdigi bilinmektedir (77).
Anne siitiinden Ttretilen eksozomlar {izerinde yakin zamanda yapilan proteomik
calisma, bu vezikillerin gastrointestinal ve bagisiklik sisteminin gelisimini
destekleyebilecegini giindeme getirmistir (78).

Pek c¢ok calismada siitten iiretilen eksozomlarin bagirsak epitel hiicre
canliligint ve proliferasyonunu arttirdigini, bagirsak kok hiicre aktivitesini de
uyardigint gostermistir (77). Yani anne siitii eksozomlarinin nekrotizan enterokolite
(NEK) kars1 faydali etkileri bildirilmistir (17, 77, 79, 80).

Calismamizda kullandigimiz anne siitii eksozomu, onam formlar1 imzalatilarak
goniillii annelerden alinan taze siitiin pek ¢ok biyokimyasal islevlerden ge¢cmesiyle
elde edilmis olup gastrointestinal sistemin bir parcasit olan 6zofagusun korozyon

sonucu harabiyetinde pozitif bulgular bulmak amaglanarak kullanilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulunun 2020/21 protokol numarali onayi ile Karadeniz Teknik Universitesi Deney
Hayvanlar1 Merkezi’nde gergeklestirilmistir. Calismamizda 8’er adet, agirliklar1 190-
315 gr arasinda degisen, Sprague Dawley cinsi ratlarla 4 grup seklinde ¢alisilmis olup
deneyde kullanilan ratlar ayn1 merkezden temin edilmistir. Deney hayvanlarinin
histopatolojik incelemeleri KTU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir.
Anne siitii eksozomu ve %12,5 NaOH ¢ozeltisi KTU Biyokimya Anabilim Dali” nda
hazirlatilmistir. Caligmamiz Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP)

tarafindan desteklenmistir.

3.1. Deney Hazirhgi ve Yapilisi

Arastirmada 8’er adet, agirliklar1 190-315 gr arasinda degisen, Sprague Dawley
cinsi ratlardan olusan 4 grup kullanildi. Deney siiresi 21 giin olarak belirlendi. Calisma
giiniine kadar ratlar 22 + 2 °C sabit oda sicakligi, %60 nem orani, 12 saat aydinlik/12
saat karanlik standart laboratuvar sartlarinda kafeslerde 8‘er adet ve altlarinda talas
olacak sekilde barindirildi. Ratlar islemden 6 saat 6ncesine kadar standart rat yemi ve
su ile beslendiler. Islem 6ncesi tiim ratlar tek tek tartildi. Deney siiresince kontrol ve
bakimlari araliksiz ve diizenli olarak yapildi. Anestezi igin 50 mg/kg ketamin hidrojen
kloriir ve 10 mg/kg xylazin HCI intraperitoneal olarak uygulandi. Ozofagus yanik
modeli olusturmak igin de %12,5 NaOH kullanildi.

3.2. Anne Siitii Eksozomunun Uretimi

3.2.1. Anne Siitiiniin Toplanmasi ve Eksozom izolasyonu

KTU Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Servisinde yatan saglikli goniillii
annelerden (onam formu imzalatilip) yaklasik 200-300 mL anne siitii alindi. Alinan

anne siitii 6rnekleri analiz edilene kadar -80 °C'de saklandi. Depolanan ham anne siitii

ornekleri (yaklasik 200-300 mL) buz iizerinde ¢oziildii. Anne siitiinden eksozom
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izolasyonu diferansiyel santrifiij ve ultrasantrifiij ile yapildi. Anne siitii 6rnekleri,
santrifiij tlipline aktarildiktan sonra, siit lipit tabakasini ayirmak i¢in +4°C, 10 dakika,
3,000xg’de (F0650 rotor, Beckman Coulter Instruments, USA) santrifiij edildi.
Ardindan, bliyiik hiicresel kalintilar1 ve kalan lipitleri uzaklastirmak i¢in +4°C, 30
dakika, 5,000xg’de (F0650 rotor, Beckman Coulter Instruments, USA) santrifiij edildi.
Santrifiij sonrast siit siipernatan1 yeni bir tiipe alinarak +4°C, 10 dakika, 12,000xg’de
(FO650 rotor, Beckman Coulter Instruments, USA) daha kiigiik hiicresel kalintilar1 ve
apoptotik hiicreleri uzaklastirmak i¢in santrifiij edildi. Santrifiij edilen siit slipernatani
ham eksozom izole etmek i¢in JS 24.15 rotorunda (Beckman Coulter Instruments,
USA) +4°C, 2 saat, 110,000xg’de ultrasantrifiij edildi. Ham eksozom pelleti fosfat
tamponlu salin (PBS) (pH 7.4) icerisinde siispanse edildi ve izole edilen eksozomlar
hem deney asamalarinda kullanilmak iizere hem de dogrulanmas: i¢in -80°C'de
sakland1. Deneyde kullanilacak olan anne siitii eksozomlarinin protein konsantrasyonu

bikinkoninik asit (BCA) yontemiyle 1 pg/mL olacak sekilde ayarlandi.

3.2.2. Anne Siitii Eksozomunun immiinoblot Yéntemiyle Dogrulanmasi

Anne siitli eksozom proteinlerinin eldesi i¢in proteaz ve fosfataz inhibitor
kokteyli (PPC1010, SIGMA) igeren RIPA lizis soliisyonu (SE3924401, SERVA)
eklenerek eksozomlar 15 dakika buz {izerinde bekletildi. Sonrasinda 15,000xg, +4°C
15 dakika santrifiij edilerek protein elde edildi ve konsantrasyonlar1 BCA kiti (LOT:
UD282967, Thermo Scientific, USA) kullanilarak analiz edildi. Bu yontem, alkali
ortamda mevcut proteinler tarafindan Cu2*’nin Cul e indirgenmesi esasina dayanir.
Olusan bakir katyonunun (Cul*) BCA ile reaksiyona girmesiyle kolorimetrik tayin
gerceklestirilir. Calismada standart olarak 2 mg/mL konsantrasyonda sigir serum
albiimini (BSA) kullanildi. Anne siitii eksozom proteinlerinden elde edilen protein
fazlarin konsantrasyonlar1 sirasiyla Sekil 3’teki standart grafigine gore pug/mL

cinsinden hesaplandi.
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Sekil 3. Anne Siitii Eksozomlarinda Protein Miktarim Hesaplamak icin Kullanilan
Standart Grafigi

3.2.2.1. SDS-PAGE Asamasi

Anne siitli eksozomlarindan elde edilen total proteinlerle SDS-PAGE asamasi,
Laemmli tarafindan belirtilen yontemle gergeklestirildi (81).

Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 8.8): 44.2 g Tris HCI 180 mL
deiyonize suda ¢oziildii, pH 8.8’e ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 200 ml’ye
tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Yiikleme Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 6.8): 22.1 g Tris HCI 90 mL
deiyonize suda ¢oziildii, pH 6.8’e¢ ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 100
mL’ye tamamlandi1 ve oda sicakliginda saklandi.

%10 (w/v) Sodyum Dodesil Sulfat (SDS): 2 g SDS 20 mL deiyonize suda
coziilerek oda sicakliginda saklandi.

SDS-PAGE Tank Tamponu (10 X): 30.3 g Tris HCI, 144 g glisin ve 10 g
SDS (%0,1 w/v) 1 L deiyonize suda ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi. Caligsma
¢ozeltisi deiyonize su ile 1X olacak sekilde sulandirildi.

%10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS): 100 mg APS 1 mL deiyonize suda
¢Oziildi ve 4 °C’de saklandi.
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SDS PAGE Numune Yiikleme Tamponu (5X): 0.67 mL yiikleme tamponu,
5 mL gliserol, 0.5 g SDS, 5 mg bromfenol mavisi, 0.5 mL 2-merkaptoetanol, 3.8 mL
deiyonize su icerisinde ¢oziildii ve aligotlanarak -20 °C’de saklandi.

Sabitleme Cozeltisi: %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 saf su igerecek
sekilde hazirland1 (jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilir.).

Renklendirme Cozeltisi: 0.66 g Coomassie Brillant Blue R-250, 120 mL
metanol, 24 mL asetik asit ve 120 mL saf su ilavesi ile hazirlandi.

Renksizlestirme Cozeltisi: %7,5 asetik asit, %5 metanol ve %87,5 saf su
icerecek sekilde hazirlandi.

SDS- PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Calismalarda %8’lik ayirma jeli ve %15°lik yiikleme jeli kullanildi.

Tablo 2. %5-12’1lik (2x1mm) SDS Poliakrilamid Jelinin Hazirlamisi

b, = YZTTT -
Kimyasallar %5°lik Yiikleme Jeli  %12’lik Ayirma Jeli

(mL) (mL)
ddH20 3,08 ml 4,34 ml
Acrylamid (%40 mix) 0,56 ml 3,00 ml
0.5 M Tris-HCI pH: 6.8 1,25 ml -
1.5 M Tris-HCI pH: 8.8 - 2,50 mi
%10 SDS 0,05 ml 0,20 ml
%10 APS 0,05 ml 0,20 ml
TEMED 3ul 10 pl

Camlar, kontaminasyonlari veya jel kalintilarin1 engellemek igin 6nce saf su ile
ardindan %70’lik etil alkol ile temizlendi. Temizlenen camlar pegete ile kurulandi.
Uzun ve kisa camlar birlestirilerek jel hazirlama standina yerlestirildi. Bu sirada jelin
alt kissmdan sizmamasina dikkat edildi. Oncelikle ayirma jeli yiiklenmektedir.
Gereksinim duyulan ayirma jeli ylizdesine gore jellerin hazirlanmasi igin gerekli olan
kimyasallar kabin igerisine yerlestirildi. Kimyasallar yukarida Tablo 2’de verilen
siraya ve miktarlara gére 50 mL falkonda karigtirilarak istenilen ylizdeye gore
hazirlandi. SDS ve APS ekledikten sonra karisimin homojen hale gelmesi i¢in dairesel
bicimde bir hareket yapilarak karistirildi. Polimerlesmeyi saglayacak olan TEMED
eklenmeden once jeli dokmek i¢in kullanilacak pipet 1 mL’e ayarlandi. TEMED
eklendikten sonra birka¢ kez pipetaj yapilarak TEMED’in homojen bir bi¢cimde

yayilmasi saglandi. Ik olarak ayirma jeli hazirlandi. Hazirlanan karisim, camlar
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arasina hava kabarcigi birakmadan aktarildi. Jel, kisa camin {ist kismindan 1 cm
asagisina kadar eklendi. Bu kisma soguk izopropanal eklenerek iist kismin diiz bir
sekilde polimerlesmesi saglandi. Falkonda arta kalan jel baz alinarak
polimerizasyonun tamamlanip tamamlanmadigi kontrol edildi (Polimerlesme yaklasik
30-60 dakika).

Ayirma jeli polimerlestikten sonra, jelin tlizerindeki izopropanol (biitanol su
karisimi da olabilir) dokiilerek uzaklastirildi. Geriye kalan az miktardaki izopropanol
kagit mendile emdirilerek jelin iizerinden alindi. Ayirma jeline benzer sekilde Tablo
4’te verilen siraya ve miktarlara gore hazirlanan yilikleme jeli hizli bigcimde camlar
arasinda kalan 1 cm’lik bosluga aktarildi. Alkolle dezenfekte edilen tarak dikkatlice
camlar arasina yerlestirildi. Polimerizasyon icin beklendi (Polimerlesme yaklasik 30-
60 dakika). Bu sekilde hazirlanan jel hemen kullanilacagi gibi islak bir pegeteye
ardindan stre¢ filme sarilip kurumasina izin verilmezse bir haftaya kadar 4 °C’de

saklanabilir.

SDS-PAGE

Polimerizasyonun tamamlanmasindan ardindan camlar tanktaki haznesine
dikkatlice yerlestirildi. Tank tamponu tank {iizerinde belirtilen noktalara kadar
dolduruldu. Tarak tanka tampon doldurulduktan sonra kuyucuklara zarar vermeden
cikartildi. Kuyucuklara tamponla birkag kez pipetaj yapildi. Bu sekilde jel, 6rneklerin
yiiklenmesi i¢in hazir hale getirildi.

Yiiriitilecek proteinlerin (6rneklerin) tizerine uygun miktarda ylikleme boyasi
eklendi [1:4 (yiikleme boyasi (5x): numune)]. Ornek-yiikleme boyasi karigimi 95
°C’de 5 dakika kaynatild1 (denatiirasyon i¢in). Kuyucuklara maksimum 35 pg 6rnek
ve ayni sekilde markir yiliklendi. Tanka bir buz akiisii atilarak asir1 1stnma engellendi.
Ornekler 70 Voltta 15 dakika ardindan 100 Voltta yaklasik 1-1,5 saat (60-90 dakika)
yiriitildi. Yiriime, markirin yliriime hizi kontrol edilerek ayarlandi.

Yiiriitme islemi biten jel tanktan ¢ikarildi. Saf suyla yikandi. ki cam arasina
spatula sokularak camlar birbirinden dikkatlice ayrild1. Jelin artik kisimlari (ylikleme
jeli, jelin kenar kisimlar1 gibi) spatula ile kesilip atildi. Jel sabitlestirme ¢ozeltisine
aliip bu cozeltide 30-40 dakika calkalanarak proteinlerin jele sabitlenmesi saglandi.

Ardindan jel bagka bir kaba alinip iizerini 6rtecek kadar renklendirme ¢ozeltisi ilave
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edilip 1-2 saat galkalayici lizerinde birakildi. Daha sonra renklendirme ¢ozeltisinden
cikartilip renksizlestirme ¢ozeltisine alindi. Belirli araliklarla ¢ozelti degistirilip jelin
zemin rengi agilip protein bantlari belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢6zelti icerisinde

calkalandi. Son olarak jel saf su igine alinip goriintiilendi.

3.2.2.2. Western Blot

Kullanilan Cozeltiler

Transfer Tamponu: 3 g Tris ve 14.4 g glisin 700 mL deiyonize su igerisinde
¢oziildii 200 mL metanol eklendi ve hacmi 1L’ye tamamlandi. Oda sicakliginda
saklandi.

TBS (10X): 31.52 g Tris HCl ve 80 g NaCl ¢oziilerek toplam hacim deiyonize
su ile 900 ml’ye tamamlandi1 pH 7.6’ya ayarlanarak son hacim 1L’ye tamamlandi.

TBST: 100 mL 10X TBS ve 1 mL Tween-20 1 L deiyonize suda dilue edildi.

Bloklama Cozeltisi (%5 BSA-TBST / Siit Tozu-TBST): 5 g BSA veya siit
tozu 100 mL 1X TBST igerisinde ¢oziilerek 4 °C’de saklanir. Gerekli durumda BSA
ve siit tozu birlikte kullanilabilir.

Primer Antikor: Bloklama tamponu ile primer antikor i¢in iiretici firmanin
tavsiye ettigi oranda seyreltilerek hazirlandi.

Sekonder Antikor: Bloklama tamponu ile sekonder antikor i¢in tavsiye edilen
oranlarda seyreltilerek hazirlandi.

Deneyin Yapilisi: Yukarida anlatildigi gibi SDS-PAGE islemi aynmi sekilde
gerceklestirildi. Yiiriitiilecek proteinlerin miktarlar1 primer antikorun dlgebilecegi ve
iretici firma tarafindan tavsiye edilen konsantrasyon degerleri kontrol edilerek
belirlendi. Orneklerin {izerine uygun miktarda yiikleme boyas: eklenerek yiiriitiildii.
Fakat sabitlestirme ¢ozeltisine alinmadan membrana transfer edildi. Kaset acilip
kasetin siyah kismindan baslayarak {izerine transfer tamponu ile 1slatilan siyah siinger
yerlestirildi. 1ki cam arasma spatula sokularak camlar birbirinden dikkatlice ayrilip,
jelin artik kisimlari (ylikleme jeli, jelin kenar kisimlar1 gibi) spatula ile kesilip atild1.
Jelin sag alt tarafi isaretlemek amaciyla hafifce kesildi. Transfer tamponu ile 1slatilan
2 tane ince Whatman kagidi siyah siinger {izerine yerlestirildi. Jel uygun bicimde

Whatman kagitlarinin iizerine, nitroseliiloz membran jelin {izerine yerlestirildi
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(membran ile jel arasinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilir). Son olarak
transfer tamponu ile 1slatilmig 2 tane ince Whatman kagidi membran iizerine hava
kabarcigt kalmayacak sekilde yerlestirilerek sandvig olusturuldu. Sandvig
olusturulduktan sonra tiim hava bosluklarinin giderilmesi i¢in yuvarlak bir silindir ile
hafif basing¢ uygulanarak sandvig lizerinde yuvarlandi. Siyah siinger en iiste konularak
kaset kapatildi. Kutuplara dikkat edilerek bu kaset tanka yerlestirildi. Tank transfer
tamponu ile doldurulup i¢ine 1sinmay1 engellemek icin bir buz akiisii konuldu. Transfer

isleminin gergeklesmesi i¢cin 100 voltta 1 saat 15 dakika yiirtitiildi.

3.2.2.3. Membranin Bloklanmas1 ve Proteinin Immiinokimya ile

Goriintiilenmesi

Bloklama islemi bittikten sonra membran, bloklama i¢in hazirlanan 10 mL
bloklama ¢dzeltisi 50 mL’lik falkon igerisine yerlestirilip, oda sicakliginda 1 saat roller
mikserde inkiibasyona birakildi. Bloklanan membran, taze olarak {iretici firmanin
onerdigi gibi bloklama ¢ozeltisinde seyreltilerek hazirlanan primer antikor ¢ozeltileri
(pozitif eksozom membran belirteci olarak anti-CD63 ve negatif belirteg olarak ise
anti-kalneksin antikor ¢6zeltisi) igerisinde roller mikserde 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Primer antikorla inkiibasyonun ardindan membran 3 defa 10’ar dakika
TBST igerisinde calkalayici lizerinde yikandi. Daha sonra membran primer antikora
uygun bloklama tamponuyla iiretici firmanin Onerdigi gibi bloklama tamponuyla
10000 kat seyreltilerek hazirlanan sekonder antikor ¢ozeltisi ile roller mikserde 1 saat
oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu inkiibasyondan sonra membran tekrar 3 defa 10’ar
dk TBST igerisinde ¢alkalayici iizerinde yikand:. Ugiincii yikamadan sonra membran
pens ile kenarindan tutularak bir kurulama kagidi lizerinde kenarindan degdirilerek
kurumas: saglandi ve temiz bir kaba aktarildi. Immiinokimya ile saptamak igin
hazirlanan 1 mL ECL soliisyonu ile muamele edildi (3 dakika). Uzeri seffaf plastik bir
membranla kapatilarak ve hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek kemiliinesans
goriintiileme yapildi.

Bu boliimde anlatilan anne siitiinden eksozom izolasyonu ve dogrulanmasi
uygulamalar asagidaki sekilde 6zetlenmistir. Sekil 4 https://app.biorender.com web

sitesinde hazirlanmustir.
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Sekil 4. Anne Siitiinden Eksozom izolasyonu ve Dogrulanmasi

3.3. Deney Gruplari

Deney hayvanlari her grup 8 adet hayvandan olusacak sekilde 4 grup

olusturuldu. Calisma gruplarinin sematik gosterimi Tablo 3’te sunulmustur.

Tablo 3. Calisma Gruplarimin Sematik Gosterimi

Deney ve Kontrol Gruplar: Hayvan
Sayisi
Grup 1 Sham Grubu 8
Grup 2 Kontrol grubu 6zofagusta korozyon olusturulan grup 8
Ozofagusta korozyon olusturulan+anne siitii eksozomu
Grup 3 . 8
verilen grup
Grup 4 Anne siitii eksozomu verilen grup 8

Korozif 6zofagus yanik modeli olusturulacak olan 2 ve 3. gruplarda ratlara
intraperitoneal olarak uygulanan anestezi sonrasinda 3F fogarti sonda 6zofagustan

gecirilip mideye indirilerek midede balonu sisirildi ve geri ¢ekilerek 6zofagakardiyak
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bileskeye oturtuldu. Daha sonra 4F nelaton sonda yardimiyla 6zofagusa 0,5 cc %12,5
NAOH verilip 60 sn beklendikten sonra aspire edilip izotonik serum ile 6zofagus
yikand1 ve nelaton sonda ¢ikarildi. Fogarti sondanin da balonu indirilerek ¢ikarildi ve
ratlar 12 saat a¢ birakildiktan sonra dogal beslenmelerine doniildii. Ratlarin gruplara

ayrilmasi ve korozif 6zofagus olusturma yontemi Sekil 5 ve 6’da sunulmustur.

[ N

Sekil 6. Korozif Ozofagus Olusturma Yéntemi (Fogarti yontemi)
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3.4. Deney Sonrasi Bakim ve Inceleme

Biitiin deneklere girisimden sonraki ii¢ giin analjezi amaci ile oral 200 mg
dozunda parasetamol verildi ve dehidratasyonu 6nlemek igin de intraperitoneal 2’ser
cc serum fizyolojik uygulandi.

Deney yapildiktan sonraki giinden itibaren 21 giin boyunca grup 3 ve grup 4’iin
0zofaguslarina gavaj yoluyla 0,5 cc anne siitii eksozomu verilerek, hayvanlarin
beslenmesine ¢alisma siiresince standart yem ve su ile devam edildi. Ratlarin 21 giin

boyunca gavaj ile beslenmeleri Sekil 7°de sunulmustur.

Sekil 7. Ratlarin Gavaj ile Beslenmesi

Sakrifikasyon 21.giiniin sonunda tiim ratlar tekrar tartildiktan sonra kuyruk
veninden verilen 150 mg/kg pentobarbitiirat ile saglandi. Laparotomi yapilan ratlarin
distal 6zofaguslar1 inceleme amaci ile eksize edildi (Sekil 8). %10’luk formaldehit
soliisyonu igerisinde fikse edilerek patoloji laboratuvarina gonderildi. Histopatolojik
islemler uyguland: ve inceleme igin Hemotoksilen-Eosin ile hazirlanan preparatlarda
hasarlanma; inflamasyon, fibroz ve nekroz derecelendirilmesi yapilarak

degerlendirildi.

30



Sekil 8. Laparotomi Yapilan Ratlar ve Eksize Edilen Distal Ozofagus Parc¢as1 (Cerrahi
Malzeme ile Gosterilen Yer Distal Ozofagus Bolgesi)

3.5. Histopatolojik Inceleme

Alman distal 6zofagus biyopsi ornekleri %10’luk formaldehit soliisyonu
icerisinde fikse edilerek patoloji laboratuvarma gonderildi. Materyallerin tamamina
enine kesit yapildi ve doku takibine alindi. Doku takibinden sonra parafin bloga
gomilen dokulardan 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak Hematoksilen-Eozin ile
boyandi. Bu kesitler 1s1k mikroskopisinde incelendi. Histolojik incelemede
hasarlanmanin derecesi; inflamasyon, fibroz ve nekroz varligi incelenerek

derecelendirildi. Histolojik inceleme parametreleri Tablo 4’te sunulmustur.

31



Tablo 4. Histolojik inceleme Parametreleri (82)

Inflamasyon derecelendirmesi
Grade 0 Inflamasyon yok
Grade 1 Mukozal-submukozal inflamatuar reaksiyon

Grade 2 Mukoza, submukoza ve muskularis propriada inflamatuar reaksiyon
Adventisya dahil 6zofagus duvarinin tiim katlarinda inflamatuar
Grade 3 .
reaksiyon

Fibrozis derecelendirmesi

Fibrozis yok (normal olarak mukoza ve submukozada gevsek bag

Grade 0 S
dokusu izlenir)

Grade 1 Mukoza ve submukozada artmis fibroblast proliferasyonu
Mukoza ve submukoza yani sira muskularis propria tabakasini da

Grade 2 kismen veya tamamen ortadan kaldiran artmig fibroblast

proliferasyonu

Adventisya dahil 6zofagus duvarinin tiim katlarinda artmis fibroblast

proliferasyonu

Nekroz derecelendirmesi

Grade 0 Nekroz yok

Grade 1 Mukozal yiizey epitelinde erozyon-nekroz

Grade 2 Mukoza ve submukozayi kismen veya tamamen iceren nekroz
Mukoza ve muskular mukozanin yani sira muskularis propriay1 da

Grade 3 :

kismen veya tamamen i¢eren nekroz

Grade 3

3.6. istatistiksel Yontem

Verilerin analiz asamasinda SPSS 22,0 istatistik paket programi
kullanilamistir. Degerlendirme sonuglarinin  tanimlayici istatistikleri; kategorik
degiskenler i¢in say1 ve yiizde, sayisal degiskenler icin ortalama, standart sapma,
ortanca, minimum, maksimum olarak verilmistir.  Niteliksel  verilerin
karsilastirilmasinda  Fisher-Freeman-Halton Exact testi kullanilmistir. Deney
baslangi¢ ve deney sonu agirliklar1 arasindaki karsilastirmalar i¢in bagimli gruplarda
T testi kullamlmustir. Istatistiksel alfa anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda cerrahi olarak korozif 6zofagus hasari olusturulan ratlarin
0zofagus distal kisimlart iglemden sonraki 21. giinde ¢ikarilarak histopatolojik
incelemeleri yapildi. Ayrica islem oncesi ve 21. giiniin sonunda tiim ratlar tartildi.

Calisma stiresince grup 2’den bir tane (post-operatif besinci giin), grup 3’ten
bir tane (post-operatif dordiincii giin) ve grup 4’ten de bir tane (post-operatif onbirinci
giin) olmak {izere toplam ti¢ rat 21.gilinli tamamlayamayip cesitli nedenlerden dolay1
(cerrahi komplikasyonlar, yeterli beslenememe veya ileri nekroz ve Ozofagus

perforasyonuna bagli) kaybedildi.

4.1. Anne Siitiinden Elde Edilen Eksozomlarin Dogrulanmasi

Anne siitiinden elde edilen eksozomlarin varligi, eksozom membran belirtegleri

CD63 ve negatif marker kalneksin Western Blot yontemi ile dogrulandi (Sekil 9).

Eksozom
Siipernatan

Sekil 9. Anne Siitii Eksozomlarimin Western Blot ile Dogrulanmasi

4.2. Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik incelemede hasarlanmanin derecesi; inflamasyon, fibrozis ve
nekroz varligi agisindan degerlendirildi. Derecelendirme Tablo 4’¢ goére yapildi. 1.
grup olan sham grubunun ve 4. grup olan sadece anne siitii eksozomu verilen grubun
histopatolojik olarak inflamasyon, fibrozis ve nekroz dereceleri 0 olarak
degerlendirilmistir. Ozofaguslarinda korozyon olusturulan 2. grup ve 6zofaguslarinda

korozyon olusturulup 21 giin boyunca anne siitii eksozomu verilen 3. grubun
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inflamasyon ve fibrozis acisindan histopatolojik degerlendirmeleri Tablo 5 ve 6’da

sunulmustur.

Tablo 5. 2. Grubun Histopatolojik Derecelendirme Sonugclari

Grup 2 Inflamasyon  Fibrozis
2A 2 1
2B
2C
2D
2E
2F
2G

PR, RPN
PP ORNRE

Tablo 6. 3. Grubun Histopatolojik Derecelendirme Sonuglari

Grup3  inflamasyon Fibrozis
3A 0 0
3B
3C
3D
3E
3F
3G

P OPFP OO
O O OO oo

Hesaplamalar 21. giine gore yapildigi ve de deney boyunca yasayan
hayvanlarin higbirinde nekroz goriilmedigi, yalnizca erken donemde kaybedilen
hayvanlarda nekroz saptandi@i igin nekroz agisindan yiizde dagilimi
hesaplanamamustir.

Deneyin 21. giininde sakrifiye edilen rat gruplarmin histopatolojik
degerlendirmesinde, inflamasyon ve fibrozis bulgularinin yiizde dagilimi ayri ayr
hesaplanmistir. Tablo 7°de inflamasyon, Tablo 8’de ise fibrozis bulgularinin yiizde

dagilimi ve gruplar arasindaki ikKili karsilagtirmalar1 sunulmustur.
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Tablo 7. 21. Giin Sakrifiye Edilen Ratlarda, Gruplara Gore inflamasyon Bulgularinin
Yiizde Dagilim ve Gruplar Arasi ikili Karsilastirma

Grup
1 2 3 4 P
Var  0(%0.07  7(%100.0)° 4 (%57.1% 0 (%0.0)
inflamasyon _YOK 8 (%1000F  0(%00P  3(%4298° 7(HL00.0F g0
ng'y""lm 8 7 7 7

Gruplar igerisinde derecelendirmede istatitiksel olarak anlamli farklar
goriilmemis olsa da inflamasyon varligi-yoklugu seklinde yapilan hesaplamalarda
istatistiksel olarak dnemli diizeyde anlamli fark saptanmistir (p<0.001).

Ayrica inflamasyon agisindan ikili gruplar arasinda yapilan karsilastirmada 1.
grupla 2. grup arasinda ve 2. grupla 4. grup arasinda da anlamli fark bulunmustur
(Tabloda yer alan a ve b’ler gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli farki temsil
etmektedir). Fakat calismamizda 2. grupta sayisal olarak inflamasyon goriilen rat
sayist 3. gruba gore yiiksek olmasmna ragmen bu degerlerin istatistiksel olarak
incelenmesinde anlamli bir farklilik gosterilemedi. Bunun sebebinin hayvan haklar
nedeniyle olusturulan gruplardaki rat sayisinin minimalde tutulmus olmasina bagli

oldugunu diistinmekteyiz.

Tablo 8. 21. Giin Sakrifiye Edilen Ratlarda, Gruplara Gére Fibrozis Bulgularimin Yiizde
Dagihmi ve Gruplar Aras: ikili Karsilastirma

Grup
1 2 3 4 P
Var 0 (%007  6(%85.7°  0(%0.0)F 0 (%0.0)
Fibrozis YOk 8(%1000)  1(%143) 7 (%1000)" 7 (%1000 g 401
Tg'z'yalm 8 7 7 7

Gruplar igerisinde derecelendirmede istatitiksel olarak anlamli farklar
gorilmemis olsa da fibrozis varligi-yoklugu seklinde yapilan hesaplamalarda
istatistiksel olarak onemli diizeyde anlamli fark saptanmistir (p<0.001).

Ayrica gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalarda 2. grup ile 1,3 ve 4. grup

arasinda fibrozis ylizdeleri agisindan istatistiksel olarak énemli diizeyde fark vardir. 2.
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gruptaki fibrozis yiizdesi diger gruplardan anlamli derecede fazlaydi (Tabloda yer alan
a ve b’ler gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli fark: temsil etmektedir).
Deneyin 21. giininde sakrifiye edilen rat gruplarmm histopatolojik
degerlendirmelerinin spesmen goriintiileri Sekil 10, 11 ve 12°de sunulmustur. Sekil
10°da grup 1-A normal 6zofagusun histolojik goriiniimii olup, Sekil 11°de grup 2-C’ye
ait spesmenin adventisya dahil 6zofagus duvarinin tim katlarinda inflamatuvar

reaksiyonu, Sekil 12°de ise grup 2-F’ye ait fibrozis bulgulari mevcuttur.

Sekil 10. Grup 1-A (normal) Ozofagusun Histolojik Gériiniimii (H-E x100)

Sekil 11. Grup 2-C (inflamasyon) Ozofagusun Histolojik Gériiniimii (H-E x100)
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Sekil 12. Grup 2-F (fibrozis) Ozofagusun Histolojik Gériiniimii (H-E x200)

4.3. Viicut Agirhg

Denekler, ilk olarak ¢alisma baslangicinda ve en son ¢alismanin sonunda ayni
tart ile tartildilar. Deney baslangi¢ ve deney sonu agirliklart Tablo 9,10,11 ve 12°de

gosterilmistir. Gruplara gore ortalama agirliklari ise Tablo 13’de sunulmustur.

Tablo 9. Grup 1 Ratlarin Deney Baslangic ve Deney Sonu Agirliklar:

Grup1l Deney Baslangic Agirhiklar: (gr) Deney Sonu Agirhiklari (gr)

1A 224 232
1B 250 261
1C 241 250
1D 220 225
1E 190 196
1F 263 269
1G 240 242
1H 233 238

Tablo 10. Grup 2 Ratlarin Deney Baslangic ve Deney Sonu Agirliklar:

Grup 2  Deney Baslangic Agirhiklar: (gr) Deney Sonu Agirhiklari (gr)

2A 222 213
2B 234 230
2C 228 220
2D 250 241
2E 252 255
2F 236 232
2G 261 255
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Tablo 11. Grup 3 Ratlarin Deney Baslangic ve Deney Sonu Agirhklari

Grup 3  Deney Baslangic Agirhiklar: (gr) Deney Sonu Agirhiklar (gr)

3A 206 220
3B 218 222
3C 215 230
3D 253 264
3E 223 232
3F 272 290
3G 226 237

Tablo 12. Grup 4 Ratlarin Deney Baslangic ve Deney Sonu Agirhklari

Grup4 Deney Baslangic Agirhiklar: (gr)  Deney Sonu Agirhiklar (gr)

4A 246 255
4B 251 264
4C 265 274
4D 315 339
4E 210 220
4F 250 260
4G 200 212

Tablo 13. Deney Oncesi ve Sonrasi Gruplara Gore Deneklerin Ortalama + SS Agirhklar

Deney Baslangi¢ Agirhiklar: Deney Sonu Agirhiklar:

(gr) (gr) 0
Ort£SS Ort£SS
Medyan (Min — Maks) Medyan (Min — Maks)
232.6£22.0 239.1222.7
Grup 1 236,5 (190-263) 240 (196-269) 0.012
2404142 23514162
Grup 2 236 (222-261) 232 (213-255) 0.027
23044235 242.1425.6
Grup 3 223 (206-272) 232 (220-290) 0.018
Srun 4 2481377 260,6+41,6 0.018
P 250 (200-315) 260 (212-339)

Grup 1, 3 ve 4’te istatistiksel olarak anlamli derecede kilo artis1 olup, grup 2°de
korozif olusturulan deneklerde ise iyi beslenme saglanamadigindan istatistiksel olarak

anlamli derecede kilo kayb1 gézlenmistir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Korozif madde alimi1 6zellikle gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir saglik
sorunu olmaya devam etmekte olup pediatrik morbidite ve mortalitenin énemli bir
nedenidir (83).

Diinya Saghk Orgiitii verilerine gére, her yil binlerce ¢ocuk 6zofagus yaniklari
ve bunlarin komplikasyonlarinin etkisi altindadir. Ulkemizde saglik verilerinin
merkezi bir sistemde toplanamamasi nedeniyle kesin insidans tam olarak
bilinememekle beraber, ABD verilerine gore; 6zofagus yaniklari yilda 5.000 ile 15.000
kisiyi etkilemektedir (84). Klinigimize ise yillik korozif madde igme sikayetiyle
basvuran ¢ocuk sayisi yaklasik 90 civarindadir.

Cocuklar korozif maddeleri genellikle yanlislikla agizlarina aldiklarindan,
yuttuklar1 miktarda genellikle sinirli olmaktadir. Ancak agizlarina aldiklar1 maddenin
yakici tadini fark edinceye kadar yutma refleksleri coktan baslamis olur. Ilk olarak
ag1z ve farenks bolgesi, daha sonra da 6zofagus ve mide etkilenmektedir. Ozofagusun
st bolimiinde ¢izgili kaslarin daha yogun ve Kklirensin daha yavas olmasi nedeniyle
hasarlanma en ¢ok bu bolgede goriilmektedir (40). Doku tahribatinin siddeti ise;
yutulan maddenin tiirli, miktar1, konsantrasyonu, fiziksel sekli (kati veya sivi) ve
mukoza ile temas siiresi gibi ¢esitli faktorlere baghdir (3).

Kuwvvetli bir korozif madde olan NaOH’in endiistrinin bir yan {iriinii olarak
ortaya ¢ikmasindan 6nce 6zofagus yanigi olgulari daha nadir goriilmekteydi. Ancak
daha sonra ozelikle temizlik ajani olarak kullanilmasiyla giinlik hayatimiza giren
korozif maddeler, cesitli formlarda ve denetimsiz olarak pet siselerde evlere girerek
tehlike unsuru olmaya baslamiglardir (48). Ayrica basvurularin en sik gorildiigi
mevsim de yapilan bir ¢alismada yaz aylar1 (%34,4) olarak bulunmustur (85). Bunun
nedeni ise, annelerin kis mevsimine girmeden 6nce evlerinde biyiik bir temizlik
yapmalari, boya badananin ve ev tagimalarinin yine yaz aylarinda daha sik olmasi ya
da yaz aylarinda c¢ocuklarin artmis susama hissi ile iliskili olabilecegi
distiniilmektedir.

Ozofagus hasarinin erken evrelerinde eozinofilik nekroz ile beraber hemorajik
konjesyon vardir. Trombozu takiben dokuya kan akis1 azalir, oksidatif stres meydana

gelir ve inflamasyon daha da kétii bir hal alir. Ugiincii haftadan sonra da ortaya ¢ikan
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kollajen birikimi ve fibrozis ile sitriktiir kag¢inilmaz son olur (14). Bu ylizden
literatiirde yapilan c¢alismalarin ¢ogunun amaci1 gelisecek olan inflamasyonu
baskilamak ve fibrozisi azaltarak striiktiir olusumunu engellemek yoniinde olmustur.

Ozofagusun korozif yaniklari, etkili tedavi seceneklerinden yoksun ciddi bir
saglik sorunudur. Korozif 6zofajit tablosunun tedavisi genellikle konservatiftir; iki
veya li¢ giin oral beslenmenin kesilmesi ile 6zofagus istirahati ve idame i¢in intraven6z
stvilarin verilmesi seklindedir. Hastalara daha fazla zarar gelmesini 6nlemek i¢in genis
spektrumlu antibiyotikler, steroidler, antireflii tedavisi, erken stentleme ve erken
dilatasyonlar kullanilan tedaviler igerisinde olmasina ragmen ozofagus darligi
olusumunu Onlemek i¢in hala evrensel olarak kabul edilmis bir koruyucu tedavi
yoktur. Bu nedenle korozif 6zofjit iizerine yapilan calismalar hiz kesmeden devam
etmektedir.

Karaman ve arkadaslarinin 968 hasta iizerinde yaptiklar1 genis bir retrospektif
calismada alkali veya asit maddeleri almis olan ¢ocuklarda korozif striktiir gelisim
orani sirastyla %8,2 ve %2,9 olarak saptanmistir. Ancak ¢amasir suyu i¢en vakalar
dahil edilmediginde alkali alim1 sonrast striktiir gelisim oran1 %23’lere ¢ikmustir (39).
Bu Kklinik veriler, 6zofagus yanigi sonrast morbidite ve mortaliteyi etkileyen en dnemli
degiskenin 6zofagus darligi oldugunu gostermektedir.

Literatiire bakildiginda, korozif yanik deney modeli olusturulmasinda ii¢ ¢esit
yontem kullanilmistir. Birinci yontem Gehanno ve Guedon modeli olarak bilinir. Bu
yontemde median laparotomi kesisi yapilip 6zofagus distal kismi ¢evre dokulardan
izole edilir. Abdominal 6zofagus gastroozofageal bileske seviyesinden baglanir.
Ardindan oral yoldan beslenme sondasi yoluyla korozif ajan verilir ve 6zofagus
tizerinden tekrar siitiire edilerek korozif yanik olusturulur (86). ikinci yontemde ise,
bir sicanin batin ve toraksina diseksiyon uygulanarak agiz kenarindan proksimal
ozofagusa olan mesafe ol¢iilir ve beslenme sondasinda isaretlenir. Diger tiim
deneklere de beslenme sondasi yoluyla, belirlenen seviyeden korozif madde verilir
(47). Daha yeni olan tiglincii model ise Sentiirk ve ark. tarafindan tanimlanmis bir
yontem olup, sican 6zofagusunda fogarti katateri adi verilen 6zel bir katater 6zofagus
yoluyla mideye gonderilmis, midede sisirilerek geri ¢ekilmis ve 6zofagusu tam
tikamas1 saglanarak yanindan gonderilen beslenme sondasi ile verilen korozif

maddenin 6zofagusta kalmasi saglanmistir (87). Bizim ¢alismamizda da kullandigimiz
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ticlincii yontemin avantaji deneyin higbir asamasinda cerrahi girigim ihtiyact olmamasi
nedeniyle uygulama kolaylig1 ve deneklerde ek bir stres olusturulmamis olmasidir.

Ayrica ¢alismamizda yanik modeli yapilirken kullandigimiz NaOH’in segilme
nedeni; Klinikte karsilasilan korozif 6zofajit tablosunun %75-90’indan potasyum
hidroksit, sodyum hidroksit ve sodyum hipoklorit gibi alkaliler, %15’inden asitlerin
sorumlu olmasidir (88). Hem de erimis NaOH’in su gibi saydam, kokusuz ve tatsiz
olmasindan dolay1 ¢ocuklar tarafindan yanlislikla su yerine ¢ok kolay igilebilmesidir.
Birka¢ damlanin 6zofagusa temasi dahi 6zofagusta yaniga sebep olmaktadir (48).

Korozif 6zofajit iizerine bu kadar ¢ok ¢alisma yapilmasinin sebebi “En iyi
ozofagus hastamin kendi ¢6zofagusudur” goriisiiniin 6nemini vurgulamaktadir. Cilinkii
6zgiin 6zofagus liimeni oldukg¢a degerlidir ve bunun korunmasi i¢in de her seyin
denenmesi gerektigi ¢ok agiktir. Bu nedenle korozif 6zofagus striktiiriiniin tedavisinde
miimkiin oldugunca en son segenek interpozisyon ameliyatlart olmalidir.

Korozif 6zofajitle ilgili en ¢ok calisilan ajanlardan olan steroidin degisik
serilerde skar gelisimini azaltmada ve inflamatuar cevabi degistirmede faydali oldugu
bildirilmekle beraber (89-92), darlik gelisiminde ciddi bir roliiniin olmadigini saptayan
caligmalar da mevcuttur (93-95).

Yiikselen ve ark. sitoprotektif ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle trimetazidini
kullanmuis, hasar alaninda nétrofil infiltrasyonunu inhibe ederek serbest oksijen radikal
formasyonunu onledigini ve bu sayede 6zofagus yanigi sonrasi fibrozisi azalttigini
gostermiglerdir (96).

Tiirkyilmaz ve ark. nin 2005 ve 2009°da yaptiklar1 ¢alismalarda, mitomisin-
C’nin, doza bagimli olarak DNA ve DNA’ya bagimli RNA sentezini engelleyerek hem
fibroblastlarin ¢ogalmasini, hem de bu hiicrelerin kollajen iiretimini baskilayarak
korozif 6zofagus darligi olusumunu engellemede etkili oldugu gosterilmistir (97, 98).

Comert ve ark. kok hiicrelerin prolifere olabilen, kendini yenileyebilen ve
bir¢ok hiicre tipine ve dokulara differansiye olabilen immatiir hiicreler olmalarindan
faydalanarak korozif 6zofajit modelinde fibrozis iizerine anlamli sonuglar elde
etmiglerdir (99).

Koltuksuz ve ark. kafeik asit fenetil ester ve epidermal biiyiime faktoriiniin
(EGF) striktiir gelisimi tizerine olumlu etkilerini gostermis ve bu etkilerin, kafeik asit

fenetil esterin antiinflamatuar, immiinomodilator, antioksidan ozelliklerine ve
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EGF’nin yara iyilesmesini destekleyici ve 6zofagusu yaralanmalara karsi koruyucu
etkilerinden kaynaklandigini 6ne siirmiislerdir (100).

Stimeli ve ark. kantaron yagmin inflamasyonu azaltmasi, rejenerasyonu
hizlandirmasi, 6zofagus duvarinda kaygan yiizey olusturarak cesitli patojenlerin
yaraya penetre olmasimi engelleme ozelliklerinden dolayr korozif 6zofajit
olusturduklart modelde inflamasyon ve fibrozis iizerine olumlu yanitlar almislardir
(102).

Oztan ve ark. korozif 6zofajitlerde striktiirii 5nlemek amaciyla, yara iyilesmesi
ve reepitelizasyon {iizerine yararli etkileri olan ve skar olusumunu engelleyen
plateletten zengin plazma kullanmislar ve sonug olarak da oksidatif stresin azaldigini,
mukozal iyilesmenin oldugunu ve striktiir gelisiminin azaldigini rapor etmislerdir (14).

Seref ve ark. yaptiklar1 ¢calismada contratubexin antioksidan, antienflamatuar,
yara iyilestirici, fibroblast olusumunu inhibe edici etkileri ile tedavi gruplarinda yanik
grubuna gore hidroksiprolin diizeylerini disiirerek, histopatalojik hasarlanmay azaltip
belirgin stenozu onleyerek darligi azaltic etkisi oldugunu gostermislerdir (102).

Ocake1 ve ark. potent bir antioksidan olan nontoksik selenoorganik bilesen olan
ebselenin deneysel 6zofageal striktiir modelinde lipid peroksidasyonunu, stenoz
indeksi (Si), histopatolojik hasar1 ve agirlik kaybini azalttigini gostermislerdir (103).

Gemici ve ark. ise yapmis oldugu ¢alismada Si’nin ve histopatolojik doku
hasarinin bal verilen grupta anlamli derecede diisiik ¢ikmasi, balin korozif 6zofajit
olusturulan siganlarda doku hasarini azalttig1 ve striktiir olusumunu énledigi sonucunu
ortaya cikarmistir. Ancak yapilan ¢alismada prednisolonun etkinligi gosterilememistir
(104).

D-penisilamin (86), beta-amino propio nitril (105), N-asetil sistein (NAC)
(106), vitamin E ve C (107), halofuginone (108), omeprazol (109), heparin (110),
glukagon benzeri peptid-2 (12), dimetil sulfoksit (41), oral tamoksifen (111), metilen
mavisi (112), estradiol ve progesteron (113), poliansatiire fosfotidilkolin (114),
ursodeoksikolik asit (115), keratinosit biiyiime faktorii (116) ve daha pek ¢ok ajanin
deneysel olarak korozif 6zofagusta striktiir gelisimi iizerine faydali etkilerini gosteren
caligmalar mevcuttur.

Korozif 6zofagus yaniklarinin tedavisi i¢in pek ¢ok ¢alisma yapilmis ve ¢esitli

ajanlardan olumlu deneysel sonuglar alinmistir. Ancak heniiz klinik uygulamaya
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girmis rutin bir tedavi protokolii gelistirilememistir. Bizler de korozif 6zofagus ile
ilgili yapilan tiim calismalar 1s18inda ratlarda korozif 6zofajit modeli yaparak
literatiirdeki yara iyilesme stirecini de géz oniinde bulundurarak 21 giinliik anne siiti
eksozomu tedavisi planladik. Eksozomun anne siitiinden elde ediliyor olmasi ve de
dogal olmasi nedeni ile klinikte de rahatlikla kullanilabilir bir madde oldugunu
diisinmekteyiz. Amacimiz korozif 6zofajitte yanigin ilerlemesi ve striktiir gelismesini
engellemek icin yeni bir kap1 aralamak olup ¢alismamizda da gosterildigi gibi gerek
inflamasyon gerekse de fibrozis sonuclarinda elde ettigimiz anlamli sonuglar, boyle
oldukea sik goriilen ve morbiditesi yiiksek hastalik olan korozif 6zofagus hasarlarinda
umut vaat edici olmustur.

Eksozomlar, ¢esitli hiicre tiirlerinden salgilanan ve biyoaktif bilesenler icerdigi
gosterilen nano 6lgekli hiicre kaynakli ekstraseliiler vezikiillerdir (17). Ciddi bir hiicre-
hiicre iletisim habercisi olup, hiicreler arasi iletisime ve immun cevaba aracilik etmek
icin hiicreler arasinda tasinabilen proteinler, lipitler ve genetik materyaller
icermektedirler (79). Dogal tasiyici olarak var olmalari, biyodagilimlarinin ve
plazmadaki kararliliklarmin yiiksek olmasi, oldukga da kiigiik olmalari sayesinde her
tirli viicut engelinden gegebilecek olmalart onlart tedavi edici uygulamalar igin
oldukga uygun bir aday haline getirmektedir (18). Tiikiiriik, idrar, plazma ve anne siitii
gibi pek ¢cok sayida viicut sivisinda bulunurlar. Anne siitiinden tiretilen eksozomlardaki
proteomik iizerine yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, bu vezikiillerin gastrointestinal
ve bagisiklik sisteminin gelisimini destekleyebilecegini dne siirmiistiir (78). Bu da bizi
calismamizda anne siitii eksozomu kullanmaya tesvik etmistir.

Admyr ve ark. yaptiklar1 bir calismada insan anne siitiindeki eksozomlarin
bebegin bagisiklik sistemini etkileme potansiyeline sahip oldugunu gostermislerdir
(117).

Hock ve ark. ratlarin siitiinden trettikleri eksozomlarin bagirsak epitel hiicre
canliligini arttirdigini, proliferasyonu arttirdigini ve bagirsak kok hiicre aktivitesini
uyardigin1 gostermislerdir (77). Li ve ark. ise sigir siitiinden elde ettikleri eksozom ile
deneysel NEK modelinde goblet hiicresi tiretimini ve endoplazmik retikulum isleyisini

artirarak bagirsak hasarini 6nlediklerini géstermislerdir (80).
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Martin ve ark. ¢alismalarinda insan anne siitiinden firettikleri eksozomlarin
intestinal epitel hiicrelerinde oksidatif strese bagli hasar1 azalttigin1 gostererek NEK
tedavisi i¢in anne siitii eksozomunun olumlu sonuglarini1 sunmuslardir (78).

Miyake ve ark. ise hem ham hem de pastérize siit kiyaslamasi amaci ile
bunlardan elde edilen eksozomlarin bagirsak epitel hasarini ve iltihab1 azalttigini ve
ayrica bagirsak mukus {iretimini eski haline getirerek NEK’de faydali etkiler
gostermislerdir. Insan siitiinden tiiretilen eksozomlarin bu faydali &zelliklerinin
pastorizasyonla degismedigini gostermislerdir (17).

Gao ve ark. ise yaptiklar1 ¢alismada farkli periyodlardaki anne siitiiniin
NEK’deki barsak hasari iizerine etkilerini arastirmiglardir. Kolostrum, gecis ve olgun
insan siitiinden lretilen eksozomlarin tedavilerinin tiimii inflamatuar hasar1 onlerken,
kolostrumdan iretilen eksozomlar, inflamatuar sitokini azaltmada en etkili
bulunmustur (79).

Eksozomlar ayrica kanserin tanisinda, tedaviye verilen cevabin ve prognozun
izlenmesinde biyobelirte¢ olma 6zelligindedirler. Ciinkii eksozomlar koken aldiklari
kanser hiicrelerini yansitmaktadirlar. Yapilan bir derlemede eksozomlarin hiicreler
arast iletisiminin disinda sinyal iletimi, genetik madde aktarimi, bagisiklik yanitinin
diizenlenmesi gibi birgok biyolojik islevde de rol oynadigini belirtip gesitli kanserlerde
eksozomlarin lokal ve sistemik olarak immiin yaniti degistirmesiyle yeni bir tedavi
yaklagimi olabilecegi diistintilmiistiir (118).

Yapilan literatiir taramasinda anne siitliniin zengin bir eksozom kaynagi oldugu
goriilmiistiir (17, 77). Ancak pek ¢ok c¢alismada kullanilmasina ragmen 6zofagus
korozyonlar1 tizerindeki etkinligi ile ilgili yapilmis herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu  bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda anne siitli  eksozomunun
antiinflamatuar etkisi ile korozif 6zofagus yamigi tedavisi tzerindeki etkinligini
arastirmak amagclandi.

Yapmus oldugumuz deneysel ¢alismada oncelikle KTU Biyokimya Anabilim
Dalinda tiretilen anne siitii eksozomunun varligi, CD63 olmasi ve kalneksin olmamasi
ile Western Blot yontemi kullanilarak dogrulanmaistir.

Deney asamasina gegildiginde %12,5 NaOH verilip korozif hasar olusturulan
ve tedavi verilmeyen ratlarin 1 tanesi hari¢ hepsinde az veya ¢ok makroskopik hasar

bulgular1 gdzlendi. Mikroskopik olarak da tiim ratlarda degisik derecelerde
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inflamasyon goriildii. Yalniz 1 ratta fibrozis goriilmemis olup onda diisiik grade
inflamasyon goriildii. Erken donemde bu denekte iyilesme oldugu diisiiniildii. Sonug
olarak olusturdugumuz bu modelin uygun oldugu kanitlanmis oldu.

%12,5 NaOH verilip korozif hasar meydana getirildikten sonra 21 giin boyunca
anne siitli eksozomu verilen grup 3’teki ratlarda ise makroskobik olarak patolojik
bulguya rastlanmadi. Mikroskobik olarak da 3 ratta 1. derece inflamasyon gozlendi.
Ancak higbirinde fibrozis goriilmedi. Boylece Gao ve arkadaslarinin ¢alismasinda
gosterdikleri gibi ekzosomun inflamasyonu azalttig1 yoniindeki sonuclari bizim
calismamizda da gdstermis olduk.

2 ve 3. gruplardaki inflamasyon varligi agisindan yapilan degerlendirmeler
istatiksel olarak 6nemli diizeyde anlamli bulunmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalarda
da inflamasyon agisindan bakildiginda 1. grup ile 2. grup ve 2. grup ile 4. grup arasinda
anlamli sonuglar goriilmiistiir. Ancak 2. grup ile 3. grup arasinda sayisal olarak anlaml
farklilik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli sonuglara rastlanmamistir.
Bunun sebebinin hayvan haklari nedeniyle olusturulan gruplardaki rat sayisinin
minimalde tutulmus olmasina bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

2 ve 3. gruplardaki fibrozis varligi agisindan yapilan degerlendirmeler de
istatiksel olarak 6nemli diizeyde anlamli bulunmustur. Gruplar arasi fibrozis agisindan
karsilastirmada ise 2. grup ile diger tim gruplar arasinda istatistiksel agidan énemli
diizeyde fark saptanmustir. Ozellikle 2. grup ile 3. grup arasindaki anlamli fark bizler
i¢cin umut kaynagi olmustur. Literatiirde heniiz ekzosomun fibrozis iizerine etkisinin
gosterildigi bir caligmaya rastlanmamis olup bizim ¢alismamiz ekzosomun dokuda
fibrozisi azalttig1 yoniindeki ilk ¢alisma olmustur. Bu agidan daha pek ¢ok ¢alismaya
da kap1 aralanmustir.

Yaptigimiz ¢aligma sonucunda kanitlanmis bir sey olmasa da anne siitii
eksozomunun sitokin gogiinii azaltiyor olabilecegi, membrandz stabilizasyonu
saglayip kapiller kagagi onleyebilecegi, belki de fibroblast gociinli azaltip fibrin
olusumunu engelleyerek inflamasyon bdlgesine go¢ eden sinyalleri azaltiyor
olabileceginden sliphelenmekteyiz.

Korozif 6zofagus yaniklarina bagli darliklarin net bir klinik sonucu da
beslenme giigliigii ve buna bagl viicut agirligi kaybidir (84). Bizim ¢alismamizda 1.

grup ratlarda kilo artigi, 2. grup ratlarda kilo kaybi, 3. grup ratlarda kilo artis1 ve 4.

45



grup ratlarda kilo artis1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Sadece korozyon
olusturdugumuz 2. gruptaki ratlarin anlamli kilo kaybi bizlere 6zofaguslarindaki hasar
nedeniyle beslenememelerini diistindiirmekte olup, korozyon olusturup 21 giin anne
siitli eksozomu ile besledigimiz ratlarin anlamli kilo artisi sevindirici bulgularimizdan
olmustur. Elde ettgimiz bu sonucu ekzosomun daha onceki ¢aligmalarda gosterilmis
olan bagisiklik sisitemini giiclendirici etkisinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Ayrica dikkatimizi ¢eken bir diger sonu¢ da 21 giin boyunca anne siiti
eksozomu ile besledigimiz 4. gruptaki ratlarin ortalama kilo artisinin, kontrol
grubumuz olan 1. grup ratlarindan oldukga fazla olmasiydi. Anne siitii eksozomunun
antiinflamatuar etkisi ile korozif 6zofajitteki faydalarinin yaninda, anne siitiiniin
besleyici 6zellklerinden de faydalanmis oldugumuzu gérmemiz ¢alismamizdaki diger
bir kazancimiz olmustur.

Sonug olarak literatiirde ¢alismamizin benzerine rastlamamig olmakla beraber
son yillarda 6zellikle anne siitii eksozomu ile yapilan ¢alismalarin da yiiz giildiircii
sonuglarindan destek alarak boyle bir calisgma yapilmis olup olumlu sonuglar
alimmistir. Anne siitii eksozomu icin kat edilecek c¢ok yol olmasma ragmen
bulgularimiz umut verici olup ileriye doniik yeni ¢alismalarin yapilmasi gerektigini

diisiinmekteyiz.
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6. SONUC

Korozif 6zofagus yanig1 en ¢ok c¢alisilan deneysel modellerden biri olmasina

ragmen, hala rutin bir tedavi protokolii maalesef yoktur. Eksozomlarin dogal olmalari,

plazmadaki biyodagiliminin ve kararliliginin yiiksek olmasi, oldukga kiigiik boyutta

olup her tirlii viicut engelinden gegebilmeleri, tasidiklart kargo ve bagisiklig

diizenleyici rolleri bu nanokeseciklerin tedavi amagli kullanimlarinin mimkin

oldugunu ortaya koymaktadir. Pek ¢ok viicut sivisindan iiretilen eksozomlarin anne

sitinden de iiretilerek korozif 6zofajit tedavisine umut kaynagi olabilecegini

diisiindiik. Anne siitii eksozomu pek ¢ok alanda kullanilmis olsa da korozif 6zofajit

modelinde ilk defa kullanilmis olup yiiz giildiiriicii sonuglar ortaya koyulmustur.

1.

Yapilan histopatolojik incelemelerde fibrozis, inflamasyon ve nekroz ayr1
ayr1 degerlendirilmis olup inflamasyon ve fibrozis sonuglarinda
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde anlamli sonuclar elde edilmistir.
Gruplar arasinda yapilan inflamasyon ag¢isindan karsilastirmada 2. grup ile
1 ve 4. grup arasinda anlamh fark saptanmis ancak 2. grup ile 3. grup
arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.

Gruplar arasinda yapilan fibrozis agisindan karsilastirmada 2. grup ile
diger tiim gruplar arasinda istatiksel olarak Onemli diizeyde fark
saptanmuistir.

Deney Oncesi ve deney sonrasi 2. grupta kilo kaybi gozlenirken diger
gruplardaki kilo artig1 anlamli bulunmustur.

Anne siitii eksozomunun pek cok alanda kullanilmaya baglanmasi ve
olumlu sonuglarin alinmasina dayanarak ileriye doniik yeni ¢aligmalarin

yapilmasi gerektigi diislincesindeyiz.
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