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OZET

Calismamizin amaci ratlarda olusturulan korozif 6zofagusta isaretlenmis insan kemik iligi

kaynakli mezenkimal kok hiicrenin etkisini incelemek oldu.

Toplam otuz Wistar-Albino cinsi eriskin disi ratlar ii¢ esit gruba boliindiiler. Literatiirde
tanimlanmis standart 6zofagus kostik yanigr %15°lik Sodyum hidroksit (NaOH) ile
olusturuldu. Birinci gruba (sham grubu) serum fizyolojik kullanildi. Ikinci gruba kék hiicre
verilmezken; iclincii gruba islemden iki saat sonra 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3",3’-
tetramethylindocarbocyanine (Dil) ile isaretlenmis insan (erkek) kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicre (MKH) implante edildi. Deney 21 giin sonra sonlandirildi ve alinan
0zofagus dokusu histopatolojik hasar, stenoz indeksi, Y kromozomu i¢in floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yapilmasi1 ve Dil isaretli hiicrelerin florasan mikroskopta incelenmesi

planlandi.

Yapilan histopatolojik incelemelerde fibrozis, inflamasyon ve nekroz ayr1 ayri
degerlendirilmis olup sadece fibrozis sonuglarinda anlamli fark saptanmistir (p<0.05).
Striktiir indekslerinde ise anlamli sonuglar sham gubundan dolay1 ¢ikmis olup kok hiicre
verilen ve verilmeyen grup arasinda anlamli farka rastlanmamistir. Floresan mikroskobu
ile yapilan incelemede 6zofagus dokusunun epitelinde Dil ile isaretli hiicreler goriildii ve

FISH sonucunda bir denek diginda diger tiim ratlarda Y kromozumu gosterilmistir.
Calismamizda insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin korozif 6zofagus
modelinde 21 giin boyunca implante edilen 6zofagus dokusuna yerlesip canliligini

stirdiirmiis olmas1 ve olusacak fibrozis agisindan olumlu yonde etkili oldugu gosterildi.

Anahtar kelimeler: korozif 6zofagus, kok hiicre, fibrozis
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ABSTRACT

The aim of this study was to invastigate the efficacy of marked human bone marrow
mesenchymal stem cells on prevention of fibrosis development after esophageal caustic

injuries in rat.

Thirty Wistar-Albino female rats were divided into three equal groups. A standard
esophageal caustic burn which has been defined in literature was produced by 15% sodium
hydroxide (NaOH). We used 0.9% saline fort he fisrt group (sham group). Second group
was only injured but the third group was injured and after two hours human (male) bone
marrow mesenchymal stem cells which have been marked with 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-
tetramethylindocarbocyanine (Dil) implantated. Our experiment was terminated after 21
days and we assessed the esophageal tissue by measuring histopathologic damage, stenosis
index, fluorescence in situ hybridization (FISH) for Y chromosome and for the cells with

marked Dil by fluorescence microscope.

The histopathologic parameters were fibrosis, inflammation and necrosis. There was a
significant difference between the groups in fibrosis (p<0.05). There was also a significant
difference between the groups in stenosis index; however it was related with the sham
group, there was no difference with the second and third group. The Dil marked stem cells
were shown with examination by fluorescence microscope. The Y chromosomes were

determined in the esophageal tissue by FISH except one of the rats.
In our study we featured that the marked human bone marrow mesenchymal stem cells
were seat and alived on the epithelium of esophageal tissue and the positive efficacy in

fibrosis with an experimental model of corrosive esophagitis in rats after 21 days.

Key words: corrosive esophagitis, stem cells, fibrosis
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1. GIRIS ve AMAC

Korozif 6zofajit, ozellikle gelismekte olan iilkelerde sik karsilasilan, ev temizliginde
kullanilan yiiksek yogunluktaki kostik maddelerin kaza ile i¢ilmesi sonucu gelisen bir
klinik tablodur. Siklikla alkali tiirdeki maddelerle olusmaktadir (1-3). Erken ve gec
komplikasyonlar1 nedeniyle toplum sagligin1 ve tedavi maliyetleri nedeniyle ekonomisini
tehdit eden problemlerinden biridir (2). Asit veya alkali olabilen korozif maddeler, hig
hasar olusturmayabildikleri gibi cogunlukla agizda ve 6zofagusta gozlenen agir yaniklar ve

0liim ile sonuglanabilecek klinik tablolar olusturabilmektedirler (4, 5, 6).

Kostik madde i¢cimi sonrasinda 6zofagusta travmatik bir hasarlanma ortaya ¢ikar. Akut
nekrotik faz olarak da bilinen ilk bir ile dort giin i¢inde iskemik doku hasari ile birlikte
serbest oksijen radikallerine bagli da doku hasar1 ortaya ¢ikar (3, 13, 14). Bu doku hasar1
sonunda inflamasyon ve kollajen artis1 ile karakterize fibrozis ortaya cikarak, korozif
0zofajitin ge¢ komplikasyonu (3 hafta veya daha erken de gelisebilir) olan striktiire sebep
olur (10, 15).

Ozofagus striktiirii tedavisinde, bujinaj, intraluminal stentler ve cerrahi teknikler yer

almaktadir (19).

Kok hiicreler, mezenkimal kok hiicre (MKH), embriyonik kok hiicre, pluripotent kok hiicre
ve amniotik s1v1 kaynakli kok hiicreler olmak iizere elde edilmektedirler. i¢lerinden MKH
en c¢ok hiicre kiiltiiriinde iretilip arastirmalarda 6zellikle doku miihendisligi ve hiicre
terapisi olarak kullanilan hiicrelerdir. MKH’in multipotent kok hiicre olduklari; osteoblast,
kondrosit, miyosit, adiposit, beta-pankreatik ada hiicrelerine ve noronal hiicrelere

differensiasyonu ¢esitli arastirmalarda gosterilmistir (18).

Calismamizda; kok hiicre tedavisinin gilinlimiizde sahip oldugu uygulama yontemleri ve
farkli organ sistemlerinde vermis oldugu yiliz gildiiriici sonuglar goéz Oniinde
bulunduruldu. Kok hiicre tedavisinin 0zofagus striktiiriine sebep oldugu fibrozisi
onleyebilmesi hipotezinden yola ¢ikilarak; morbiditesi mevcut tedavi seceneklerinden daha
diisiik, korozif 6zofagus striktiirii olgularina daha kaliteli yasam vaat eden bir alternatife

temel atilmas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Korozif madde yutma (KMY) bir endiistriyel ¢ag hastaligidir (8, 74). Cocuklarin dogal
meraklar1 ve her seyin tadina bakma egilimleri; belli kimyasallarin evde, el altinda
olusuyla bir araya gelince, korozif 6zofagus hasar1 i¢in uygun kosullar1 olusturmaktadir.
Cocuklarda 6zofagus yanigi, mutfak ve banyolarda kir, pas, kire¢ ve yag ¢oziicli olarak
kullanilan asit ve alkali icerikli temizlik malzemelerinin yanlhslikla, az miktarda da olsa
icilmesi sonucu gelisir (27). KMY’ye genellikle alkali tiirdeki maddeler yol agmaktadir
(21, 22, 23, 25). Asit veya alkali olabilen korozif maddeler, hi¢ hasar olusturmayabildikleri
gibi cogunlukla agizda ve Ozofagusta gozlenen agir yaniklardan baglayarak oliimlere
varabilecek klinik tablolar olusturabilmektedirler (21, 22, 23, 25). Bu agidan erken ve geg
komplikasyonlar1 nedeniyle toplum saghgimi ve tedavi maliyetleri nedeniyle iilke

ekonomisini tehdit eden problemlerinden biridir (22).

Cocuklarda KMY; cocuklara ve eriskinlere yonelik egitim programlarina, dnleyici etiket
ve ambalajlara ve hatta korozif maddelerin giicleri ve elde edilebilirliklerine birgok iilkede
getirilen yasal sinirlamalara ragmen halen 6nemli bir saglik sorunudur (59, 30, 31).
Tiirkiye’de ise korozif maddelere 6zgii bir diizenleme olmamakla birlikte, tehlikeli
maddelerin geneline dair yasalar daha ¢ok maddelerin etiketlenmeleri, etiketleri {izerinde

igerigin dogru yazilmasi, uyari yazilarinin varligi konularia odaklanmstir (32).

Uc yas altinda kostik madde alimi1 daha ¢ok Onlenebilir sinifa girmektedir. Bes yas iistii
stipheli kostik madde alimlarina girmekle beraber addlesanlarda ise kasitli olugsmaktadir ve
alman miktarda oldukea yiiksektir. Ug yas alt1 daha ¢ok erkek ¢ocuklarda olmasia karsin
adolesanlarda ise kiz cocuklar1 daha c¢ok etkilenmektedir. Kostik madde alimlarinin
yaklasik %20’si 6zofagusta herhangi bir derecede yanik hasar1 olusturmaktadir. Fiber-optik
endoskopik incelemeler ile erken miidahale olanagi olmasina karsin halen kostik
yaniklarda antibiyotik tedavisi, steroid tedavisi, 0zofagus stenti kullanimi, endoskop
zamani veya siklig1, 6zofagus dilatasyonu metodu ve de 6zofagus replasmani gerekliligi ile

ilgili tam bir tedavi veya korunma yaklagimi saglanmis degildir (8).



2.1. Ozofagusun Embriyolojisi ve Histolojik Yapisi

Ozofagus ve trakea embriyonik foreguttan gelisir. Karina seviyesinde bronsiyal yapilar
belirginlestigi yerde 6zofagus ve trakea birbirinden ayrilir. Ozofagusun kas yapisi icte
sirkiiler, dista ise longutinal kaslardan olusur. Ozofagusun proksimal 1/3’ii ¢izgili kastan
olusur ve istemli calisirken; 2/3 distali ise diiz kastan olusur ve otonom sinir sistemi
kontrolii altindadir. Ozofagus anatomik olarak; servikal, torasik ve abdominal dzofagus

olmak iizere 3 boliime ayrilir (38).

Ozofagus liimen yiizeyi; keratinize olmayan, ¢ok katl yass1 epitelle ortiiliidiir. Ozofagus
duvari, genelde sindirim sisteminin diger kisimlarinin benzer katmanlardan olusur.
Submukozada, mukus salgilayan 0zofageal bez gruplar;; mide yakininda, lamina
propriadaki 6zofageal kardiyak bezler, yiyeceklerin sindirimlerinin devami i¢in mideye
iletimi esnasinda kayganlastirict etki saglar; 6zellikle akut obstriiktif durumlarda yogun
kivamli balgam {iretirler. Muskiiler tabaka; distal ugta sadece diiz kas hiicrelerinden
olusurken; orta kesimde hem diiz, hem ¢izgili kas hiicreleri; proksimal ugta ise sadece

cizgili kas hiicreleri bulunur.

Intermuskiiler (Auerbach) ve submukozal (Meissner) pleksuslarda; gangliyon hiicreleri;
noronlarin birbirleriyle; parasempatik vagus, sempatik trunkuslar ve c¢olyak pleksus
araciligiyla baglantili oldugu yaygin bir ag igerir. Gastrointestinal sistemin diger
kesimlerinin aksine, 6zofagus; laterallerde sag ve sol mediastinal plevra, kisa abdominal
kesimde de anterior ve laterallerde peritonla yakin komsulukta olsa da, serozal katmandan
yoksundur; dis ylizeyi, ¢evre dokularla aradaki boslugu dolduran gevsek bag dokusu,
tunica adventitia ile kaplidir (8, 11, 12)

2.2. Korozif Ozofagus Patofizyolojisi

Agiza alman ve yutulan genellikle sivi formundaki kuvvetli alkaliler siklikla torasik
0zofagusta tam tabaka ve ¢epegevre yaniklara neden olur. Cocuklarda bu olay kural olarak
daima kazadir; ancak cocuk agzina aldigi maddenin yakici tadim fark edinceye kadar
birka¢ mililitre kostik sivi yutma refleksi baslamis olmasi nedeni ile 6zofagusa dogru
hareket eder. Bolusun hizi, 6zofagusun faringeal ve servikal pargalarindaki giiglii kas

yapisi nedeni ile torasik 6zofagusa gore nispeten daha hizlidir. Buna bagh olarak ilk derin



yanik torasik &zofagusun basinda sternal centik diizeyinde olur. ikinci muhtemel yer
bronkoaortik darlik ¢evresidir. Cocuklarda daha distal 6zofagusun da tahrip olmasi igilen
maddenin sinirli olmasi nedeni ile daha seyrektir. Distal 6zofagus darliklar1 daha c¢ok
peptik 6zofajit kdkenlidir. Bu durum, kostik 6zofagus yaniklarindan sonra gelisebilecek bir

gastroozofageal refliilye de bagli olabilir.

Hasarin tipi maddenin asit veya alkali olusuna gore degismektedir. Asit i¢ciminden sonra
olusan hasar daha c¢ok mukozada sinirli olmakla beraber koagiilasyon nekrozu
olugmaktadir. Alkali iciminden sonra ise likefaksiyon nekrozu olusur ve hasar epitel ve
submukozada sinirli kalmayip kaslara kadar uzanir. Hemoraji, tromboz ve édemin eslik
ettigi inflamasyon ilk 24 saatte goriiliir (8, 48, 50). Yanigin derecesine gore inflamasyon
perforasyon olusturacak kadar kaslara dogru ilerler. 48 saatten sonra submukozadaki
damarlarda lokal nekroz ve gangrene neden olabilecek tromboz gelisir. Tam kat hasarlarda
bakteriyel kontaminasyona bagli mediastinumda intramural apseler olusabilmektedir.
Birinci haftanin sonu ve ikinci haftanin basinda yani subakut donemde hasarli doku
diizelir, 6dem azalir ve neovaskiilarizasyon baglar. Submukozada fibroblast formasyonu ile
skar olusumu ve sonrasinda striktiiriin meydana gelmesi {ligiincii haftada olur. Mukozal re-
epitelizasyon tliglincli haftada baslar ve alti haftaya kadar devam eder. Bu donemde
0zofagusta liimeni daraltan adezyonlar olusabilir. Transmural hasarlanmalarda meydana
gelebilecek mediastinite bagl trakeadzofageal veya aortodzofageal fistiiller gelisebilir.
Yara epitelize olduktan sonra nedbenin son seklini almasi icin gerekli reaksiyonlar,
insanlarda iki yila kadar siirebilmektedir (51, 52, 53, 54). Ilk ii¢ ayda maksimum seviyeler
cikan kollajen birikimi ikinci yilin sonlarima dogru normal doku kollajeni diizeylerine ve
tipine inmektedir. Bu donemden sonra nedbe dokusu stabildir. Bu bilgiler 1s181inda, eger
nedbelesmis 6zofagus limeni iki yila yakin siirebilecek bu remodelizasyon doneminde

devamli olarak agik tutulabilirse daralmanin tekrarlamayacagi sonucuna varilabilir (7, 8).

Hayvan deneylerinde skar gelisimini azaltmak ve inflamatuar cevabi degistirmek i¢in
degisik caligmalarda steroidin faydasi gosterilmistir. Ancak bu giine kadar gelinen siirecte
klinik caligmalarda, steroidin darlik gelisiminde ciddi bir engelleyici roliiniin olmadigi

saptanmustir (46, 55, 56, 57, 58).



2.3. Korozif Madde Yaniklari

Korozif maddelere bagli gelisen 6zofagus yaniklar1 en agir sekilde sivi ve graniil
formlardaki giiclii alkali veya asit maddelere bagl gelismektedir (50). Baslica korozif
maddeler, elde edilebilir ticari formlar1 ve kullanim alanlar1 tablo 2.1°de gosterilmistir.
Evde kullanilan temizlik malzemeleri, bulasik makinesi deterjanlar1 ve diger temizlik
malzemeleri en ¢ok korozif yanik olusturan maddeler olmakla beraber 6zofagusta nekroz
ya da striktiir olusturmaksizin sadece mukazol hasara neden olurlar. I¢ilen maddenin likit
ya da graniil olusu ve de pH’s1 hasarin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ornegin;
icilen maddenin pH’s1 12°den fazla veya 1,5’dan az ise hasar daha fazla olmaktadir. Kristal
kuru temizleyiciler (sodyum hidroksitten zengin) orofarenks ve iist 6zofagusta daha ¢ok
hasar olustururken; yiiksek konsantrasyonlu kostik likitler orofarenksten hizlica gectikleri
icin daha ¢ok 6zofagus girisi, orta ve 6zofagogastrik bileskede hasar olusturmaktadirlar (8,

34, 35, 36, 59).

Alkali sollisyonlar tatsiz olmalarina karsin asitli soliisyonlarin acimsi tatlarindan dolay1
daha az alinir; fakat alindiklar1 zaman da mide antrumunda ciddi hasara neden olurlar.
Sodyum ve potasyum hidroksit igeren piller de ¢ok nadir olsa da 6zofagusta korozyon
olusturmaktadir; fakat kiiciilk olmalarindan dolay1 genellikle 6zofagustan mideye direk

gecerler (8).

Tablo 2. 1. Baslica korozif maddeler ve elde edilebilir ticari formlari, kullanim

alanlarr*
* Grossfeld JL, O’Neill JA, Jr, Fonkalsrud EW, et al. Pediatric Surgery, 6th edition. Mosby Inc. 2006: s.1083

Korozif madde Elde edilebilir ticari form, kullamim alanlar:

Stilfiirik asit Piller, endiistriyel temizlik maddeleri, metal kaplama maddeleri
Oksalik asit Tiner, boya ¢ikaricilar, metal temizleyicileri

Hidroklorik asit Coziciiler, metal temizleyicileri, antipas bilesikler

Fosforik asit Tuvalet temizleyicileri

Sodyum hidroksit Lavabo agicilar, sabun iiretim hammaddesi

Potasyum hidroksit Ocak temizleyicileri, camasir deterjanlart

Sodyum karbonat Sabun {iretimi, ¢iftliklerde meyve kurutma

Amonyak, amonyum hidroksit Ev temizlik maddeleri

Sodyum hipoklorit Camagir suyu, beyazlatici, ev temizlik maddeleri

Sodyum polifosfat Endiistriyel deterjanlar

Potasyum permanganat Dezenfektanlar, sa¢ boyalari




2.4. Korozif Ozofagusta Klinik ve Yaklasim

Kostik madde i¢imi sonrasi ¢ocuklarda ¢ok az semptom ve belirti olugur. Sadece 1/4’iinde
belirgin belirtiler olusur. Siklikla bulanti, kusma, yutma giicliigli veya agrili yutma,
mukozal kanamalar ve solunum yollarini da etkiledigi takdirde solunum sikintis1 bulgulari
ile basvururlar (24, 25, 26). Hasarin ciddiyeti i¢ilen maddenin c¢esidine ve
konsantrasyonuna bagl olarak degismektedir. Goriilebilen orofarengeal belirti olmaksizin
olusan Ozofageal yaniklar sadece %S5 civarinda meydana gelmekte ve tani ve tedavi
gerektirmemektedir. Belirti ve semptomlar orofarenkste meydana gelen inflamasyona bagh
mukozal 6demin neden oldugu agiz ve retrosternumda agridir. Ajitasyon ve tasikardi eslik
edebilir. Yutma giicliigii ve tikiirliglinii yutamama farenksin posteriorunda veya
6zofagusun proksimal kisminda ¢ok ciddi hasar olustugunu gosterir. Cok nadir de olsa
0zofagus perforasyonu ve buna bagli mediastinit, peritonit ve sok tablosu gelisebilmektedir

(8, 38, 39, 40).

Cesitli caligmalar hastalarin klinik belirtilerinin  yamigin agirhigimi ve komplikasyon
ihtimallerini belirlemede gdsterge olamayacaklarini ortaya koymustur (22, 24, 25, 26).
Yanigin derinliginin ve yaygmhigiin belirlenmesi ilk 24-48 saat iginde yapilan iist
gastrointestinal sistem endoskopik muayenesi ile tedavinin bu bulgulara gore diizenlenmesi

gerektigi genel olarak kabul edilen bir goriistiir (21, 22, 25).

Kostik madde i¢imi sonrasi ilk once diger acil durumlarda da oldugu gibi havayolu
acikligini sagladiktan sonra oksijenizasyonun ve kardiyovaskiiler sistemi stabil olmasini
saglamaktir. Daha sonra alinan kostik maddenin igerigi ve konsantrasyonu belirlenmeli ve
zehir danisma merkezleri tarafindan onaylanmalidirlar. Alinan hikdye ve yapilan fiziksel
inceleme eger siipheli ise iist gastrointestinal endoskopik inceleme mutlak yapilmalidir. 11k
24-48 saate fiber-optik endoskopi tercih edilmelidir (8, 41, 42). Merkezimizde korozif

madde yutma siiphesi dahi tanisal 6zofagoskopi endikasyonu olarak kabul edilmektedir.

Ozofagusun teknesyum isaretli sukralfat radyoniikleik incelemesi de yapilabilir ve
sukralfat adezyonunun olmamast belirgin hasarin meydana gelmedigi anlamina

gelmektedir (9). Yapilan endoskopi ile meydana gelen hasarin derecesi belirlenmektedir.



Endoskopik bulgulara gore korozif 6zofagusun derecelendirilmesi tablo 2.2°de
gosterilmistir.

Tablo 2.2. Korozif 6zofagus hasarinin endoskopik derecelendirilmesi*
* Grossfeld JL, O’Neill JA, Jr, Fonkalsrud EW, et al. Pediatric Surgery, 6th edition. Mosby Inc. 2006: s.1084

Derece  Endoskopik bulgular

Normal
Mukozal 6dem ve hiperemi
Doku kirillganligi: kanama; erozif vezikiiler lezyonlar, eksuda veya beyaz

membranlar; yiizeysel iilserler

IIa’ya ek olarak; derin, aralikli veya cevresel iilserasyon

Yer yer kiigiik nekroz alanlari; kahverengi, siyah veya gri renk degisikligi alanlar
Yaygin nekroz

Endoskopi sirasinda iciincii derece yanik veya ¢epegevre bir hasar goriildiigii takdirde
endoskopi hemen sonlandirilmali ve tedaviye hemen baslanmalidir. Stridorun eslik ettigi
farengeal yaniklarda havayolu obstrilkksiyonuna neden olabilecegi icin endoskopi
kontraendikedir. Boyun, gogiis ve karni igeren direk grafiler ¢ekilmelidir. Ates, sepsis ve
akut karm bulgular varsa perforasyonu gosterebilmek i¢in suda ¢oziiniir opak madde ile
6zofagogram ¢ekilmelidir. Perforasyonun diisiiniilmedigi diger durumlarda 6zofagogram

tedavi protokoliiniin belirlemesi amac1 ile 10—14 giin sonra ¢ekilmelidir (8).

Birinci derece yanigi olan hastalar i¢in 6zel bir tedavi gerekli degildir. Oral beslemeye
stvilarla baslanir ve sonra katilara gecilir. Kat1 yiyecekleri tolere ederse hasta taburcu
edilebilir. Orta dereceli (Ila) veya agir (IIb ve I1la) hasar, striktiir olusumunu engellemeye

yonelik ek tedavi gerektirir (29). Bunlarda tedavi segenekleri ise halen tartisma konusudur.

Derecesi IlIb olan hasar g¢ocukluk caginda ender olup, genelde intihar girisiminde
bulunmus addlesanlarda goriiliir. Yaygin nekroz ve perforasyon halinde, 6zellikle mide de

hasarli ise, acil ve agresif cerrahiye ihtiya¢ duyulabilir (33, 43, 44, 45).

Sistemik steriod kullanimi ile inflamasyonun baskilandig1 deneysel hayvan ¢alismalarinda
gosterilmistir. Fakat klinik ¢alismalarda striktiir olusumunun engellenmesi igin steroidin
dozu ile ilgili istatiksel olarak anlamli sonuglar gdsterilememistir. Yiiksek doz steroidin (4
ila 6 hafta boyunca 1 mg/kg deksametazon) faydali oldugunun gosterildigi yayinlarin
olmasina karsin bu serilerde hasta sayisinin az olmasi ve enfeksiyon, osteit, peptik iilser ve

osteoporoz gibi morbiditeye neden olmalar1 belirgin olarak gosterilmistir (8).



Ciddi yamig1 olan hastalarda yerlestirilebilirse eger nazogastrik tiip takilip erken enteral
beslenme saglanabilir. Ayrica bu tiip dilatasyon i¢in rehber olarak da kullanilabilir.
Antifungaller, antiasitler ve asit sekresyon inhibitdrleri ( H2 reseptor blokorleri veya proton
pompa inhibitorleri) yaygin olarak kullanilmakta olmalarina karsin yararli olduklar

gosterilememistir (8).

Hastaya 10-14 giin icinde yapilan kontrastli 6zofagogramda striktiir olustugu goriiliirse
hasta dilatasyon programina alimmalidir. Dilatasyon i¢in; civali bujiler, fleksible bujiler,
rehber telli metal bujiler veya cesitli balonlu dilatatorler kullanilmaktadir. Dilatasyonlar
mutlaka c¢ok dikkatli yapilmasi gerektigi gibi ilk dilatasyon korleme yapilmamalidir.
Dilatasyon yapilan hastalarin kotii prognostik faktorleri; 3.derece 6zofagus yaniklari,
O0zofagusta tllser olusmus hastalar, fibrotik striktiirlii hastalar, Scm’den daha uzun
segmentte striktiir olusmus hastalar ve 9—12 ay boyunca dilatasyona ragmen cevap

alinamayan hastalardir.

Dilatasyona cevap vermeyen olgularda definitif cerrahi yapilmalidir. izole veya lokal
striktiir gelisen hastalara cerrahi rezeksiyon ve ug-uca anastomoz yapilabilir. Son yillarda
silikon veya politetrafloroetilen iceren 6zofagus stentleri kullanilmaktadir. En az alt1 hafta
boyunca Ozofagusta tutulmasi gereken stentler Ozofagusta asir1 inflamasyon veya
gastroozofageal refliiye neden olabilmektedirler. Uzun doénemde akalazya benzeri
semptomlar, karsinom veya Barrett’s 6zofagus gibi hastaliklarin 15 ile 40 yil iginde

gelisebilecegi bildirilmistir (94).

Diger cerrahi teknikler ise; kolon interpozisyonu, gastrik pull up transpozisyonu ve jejunal
interpozisyondur. Bu tiir ameliyatlarin morbidite ve mortalite riskleri olmakla beraber uzun

donmedeki karsinom riski ile kiyaslandiginda daha diisiik kabul edilmektedir (8).

“En iyi Ozofagus hastanin kendi ¢zofagusudur” kavramindan hareket edersek 0zgiin
0zofagus liimeninin korunmasi i¢in her seyin denenmesi gerektigi acik olarak ortaya
cikmaktadir. Kostik 6zofagus striktiiriiniin tedavisindeki en son secenek interpozisyon
ameliyatlart olmalidir. Ozofagus kullanilmayacak kadar tahrip olmussa ve daralmis
6zofagusun liimeni bilinen biitlin yontemler denenmesine ragmen ag¢ik tutulamiyorsa

gastrointestinal kanalin bir baska yerinden tiibiiler bir yap1 ile daralan kismin devre disi



birakilmast miimkiindiir. Bu amagla kullanilabilecek cerrahi yontemler, sag ve sol kolon
segmentleri kullanilarak yapilan retrosternal veya intratorasik kolon interpozisyonu,
izoperistaltik veya ters gastrik tiipler ve gastrik interpozisyon veya c¢ocuklarda ¢ok popiiler

olmayan jejunal transplantlardir.

Kolon, peptik iilserasyona dayanikli olmasi ve damar yapis1 6zellikleriyle iyi bir greft
olarak kabul edilir. Kolon kullanilan olgularda greft daha yaygin olarak boyuna retrostrenal
planda getirilir ve iist u¢ servikal 6zofagusa, alt ucu da antruma anastomoz edilir. Kisa
segment 0zofagus darliklarinda striktiir rezeke edildikten sonra 6zofagusun devamliligi ug

uca yapilacak bir primer anastomoz ile saglanabilir.

Klasik gastrik tliip ameliyatlar1 ve gastrik transpozisyon, mide damar yapisinin diger
bagirsak segmentlerinin damar yapilarina kiyasla daha genis ¢apli ve daha az frajil
olmasindan dolay1 kolay goriilse de trunkal vagotomi ve piloromiyotomi veya
piloroplastiyi gerektirdiginden fizyolojiye aykir1 bir 6zofagoplasti yontemidir. Sonug
olarak rekonstriktif ameliyatlar zor islemlerdir ve en iyi ellerde dahi basarisizlik riskine
sahiptir. Akut greft nekrozu, anastomoz darliklari, yutma giigliigiiniin devam etmesi veya
uzun donemde ortaya c¢ikabilecek gastrodzofageal reflii gibi basarisizlik riskleri vardir.
Bunun i¢in asla unutulmamalidir ki en i1yi 6zofagus hastanin kendi 6zofagusudur ve

korunmasi i¢in her sey denenmelidir (7).

2.5. Kok Hiicre

2.5.1. Kok Hiicre Tanim ve Tarihcesi

Kok hiicre, bir canlinin viicudunda ¢ok uzun bir siire boliinmeye devam ederek kendini
yenileyebilen ve bu sayede farklilasmis hiicreler olusturabilen farklilasmamis hiicrelere
verilen addir. Bir baska deyisle farkli hiicre tiplerine doniisebilme potansiyeline ve
kendisini yenileyebilme giicline sahip olan hiicrelere kok hiicre denir. Viicudumuzdaki kas,
karaciger, cilt hiicreleri gibi hiicrelerin hedefleri bellidir ve bu hiicreler boliindiikleri zaman
yine kendileri gibi bir hiicre olustururlar. Oysa kok hiicrelerin bu hiicrelerden farkli olarak
belirlenmis bir fonksiyonlari yoktur. Bu ylizden aldiklar1 sinyallere gore farkli hiicre
tiplerine dontisebilirler. Bunu belirleyen en 6nemli etkenler de genler ve dis uyaranlardir

(60—65). Viicudumuzdaki herhangi bir hiicre grubunda 6liim ya da hasar meydana gelince



kok hiicreler hangi hiicreye ihtiyag varsa o hiicreye doniisiim gosterirler. Sperm ile ovumun
birlesmesi ile ortaya ¢ikan zigot tek basina tiim organizmay1 meydana getirebilecek genetik
bilgiye ve giice sahiptir. Bu, tiim hiicrelere doniisebilme potansiyeline sahip ilk embriyonel
hiicreye “totipotent” hiicre denir. Ddllenmeyi takiben ilk 4-5 giin icerisinde bu hiicreler
ayn1 giice sahip olup her biri tek basina bir organizma meydana getirebilme yeteneginde
hiicrelerdir. Yaklasik bes giin sonrasinda olusan hiicre kitlesine de blastosist denir ve
icindeki hiicreler de viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme yetenegine sahiptir. Ancak bu
hiicreler tek baslarina bir organizmayi olusturamazlar. Bu nedenle bu hiicrelere
“puliripotent” hiicre denir. Bu asamadan sonra hiicreler daha 6zel fonksiyonlara sahip
olmakta ve erigkin kok hiicreleri olusturmaktadirlar. Biraz daha 6zellesmis olan bu kok
hiicrelere ise “multipotent” hiicre denmektedir. Buna en iyi 6rnek hem c¢ocukluk
déneminde hem de eriskin donemde kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicrelerdir.
Insan viicudunda ancak birkag hiicre tiiriine doniisebilen bu hiicreler, laboratuvar
kosullarinda gerekli destekleyici ortam ve sinyaller saglandiginda ¢ok daha fazla hiicre

tiirline dontisebilmektedir (85—89).

Hiicresel diizeyde tarihsel bir bakis agis1 getirildiginde 19. yiizyilin unutulmaz bilim
adamlar1 arasinda yerini alan patoloji biliminin mimarlarindan ayni zamanda klinisyen,
antropolojist ve politikact Rudolf Ludwig Karl Virchow (1821-1902) “her hiicrenin bir
baska hiicreden koken aldigini” tanimlamistir. Virchow’un 6grencisi, Julius Cohnheim
(1839-1884) ise biitiin hiicrelerin dolasimdan dolayist ile kemik iliginden kdken aldigini

one surmustur.

Ik olarak 1967 yilinda tanimlanan embriyonel karsinoma hiicrelerinin kiiltiir ortaminda
cogaltilmasi da bu alanda ileri dogru atilmig 6nemli bir adimdir ve o zamandan beri insan

ve fare teratokarsinomlarindan ¢ok sayida hiicre serisi tanimlanmistir (84).

Ayni1 zaman doneminde; in vitro fertilizasyon kliniklerinden alinan fazla embriyolar
kullanilarak insan embriyonik kok hiicrelerinin iretilmesine yonelik c¢aligmalar da
baslamistir. 1998’de ilk insan embriyonik kok hiicreleri kiiltiire edilebilmistir. Bu kok
hiicrelerin gelecekte hastalik tedavisi i¢in kullanilabilecek olmasi biiyiik bir heyecan
yaratirken, heniiz ¢6ziimlenmemis etik sorunlar ciddi bir diren¢ yaratmistir. Bu hiicrelere
kars1 gosterilen etik reaksiyonlar sonucu, erigskin kok hiicreleri ile ilgili ¢aligmalar da

yogunlagmis ve bu hiicrelerin belirgin plastisiteleri “kemik iliginden kas”, “beynin kana
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cevrilmesi”, “kanin beyne ¢evrilmesi” gibi basliklarin goriilmesine neden olmustur. Bu ilk
caligmalardan sonra eriskin ve embriyonik kok hiicrelerle ilgili ¢cok sayida yayin ortaya

cikmustir.

2.5.2. Mezenkimal Kok Hiicre Tanimi

MKH, erigkin kok hiicre tipidir. Stromal kdkenli olmalar1 nedeniyle genel anlamda “destek
hiicresi” 0ozelligi tasimalari, MKH’lerin tibbin bir¢cok alaninda kullanim potansiyeli
tagimasinin temelini olusturmaktadir. Bircok dokudan elde edilebilen, sayica ¢ogaltiimaya
elverigli dayanikli hiicrelerdir. Salgiladiklar1 ¢oziiniir faktorler, hiicreler arasi veya hiicre
dis1 matriks ile yakin iligski halinde bulunmalar1 nedeniyle i¢inde bulunduklar1 dokuya 6zel
hiicrelerin fonksiyonlarina 6nemli katki saglarlar. Doku mikrogevresinin 6nemli bilesenleri
olmalar1 ve ¢ogunlukla immiin sistem {izerine baskilayic1 6zellik tagimalarindan dolay1
biiylik ilgi uyandirmaktadirlar. MKH’in, elde edildikleri dokularda ¢ok az sayida olmalari
nedeniyle in vitro hiicre kiiltlir ortaminda ¢ogaltilmalarimin gerekliligi, bu kok hiicrelerin
temel bilim aragtirmalarinda ve klinik kullanimdaki en dnemli dezavantajidir (80—83). Bu
durum hiicrelerin kiiltiir ortaminda pasajlanmalar1 sonucu maruz kaldiklar1 ¢esitli uyaranlar
ve faktorlerin etkisiyle fenotipik, immiinolojik ve diger biyolojik 6zelliklerinde
farkliliklara yol agmaktadir. MKH ile yapilan temel arastirmalarin tamamina yakin bir
kisminda in vitro kiiltiir ortaminda gelistirilen hiicreler kullanildig: i¢in, detayli ¢alisiimis
da olsa, bu hiicrelerin tanimlanmis 6zelliklerinin in vivo 6zelliklerini yansitmaktan oldukga
uzak oldugu bilinmektedir. Bu durum &zellikle klinik uygulamalar i¢in dezavantaj
olusturmaktadir. Kiiltiir ortaminda pasajlanarak c¢ogaltilmaya bagli hiicre yaslanmasi,
sitogenetik bozukluk ve diisiik de olsa malign doniisiim riski bulunmaktadir. Ayni1 zamanda
klinik kullanima uygun kalitede hiicre gelistirilmesi ic¢in uluslararast kabul edilen
akreditasyon kosullarina uygun hiicre igleme laboratuvarlarini olusturmadaki zorluklar, bu

hiicrelerin klinikte yaygin kullanimina engel teskil etmektedir.

MKH bag dokunun ana hiicreleridir. Yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament gibi
hiicrelere farklilasabilir. Bunun yani sira tiim dokularda destek hiicreleri olan stromal
hiicrelerin de kokenini teskil etmektedirler. Bu hiicreler ilk kez 1976 yilinda Fridenstein
tarafindan tanimlanmiglardir. Fridenstein, fotal buzagi serumu (FBS) kullanilarak yapilan
kemik iligi kiiltiirlerinde adezyon yetenegi gosteren, morfolojik olarak fibroblastlara

benzeyen hiicre kolonilerinin bulundugunu ve bunlarin kemik ve yag hiicrelerine
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farklilagsma yetenegine sahip olduklarini gostermistir. Yillar sonra yapilan ¢aligmalarda bu
hiicrelerin hematopoetik 6zellikte olmayan pluripotent kok hiicreler oldugu, her ii¢ germ
yapragindan koken alan hiicrelere farklilasma yetenegi bulundugu ortaya konmustur.
Onceleri, CFU-F (Colony forming unit fibroblast) ve “kemik iligi stromal fibroblast”lar1
denilen bu hiicreler daha sonra MKH olarak tanimlanmislardir. Bir¢ok laboratuvar,
birbirinden ¢ok da 6nemli farkliliklar igermeyen protokolleri izleyerek MKH izolasyonu ve
bu hiicrelerin ¢ogaltilmasi, farklilasmaya yonlendirilmesi igin ¢esitli metotlar
kullanmaktadir. Bu nedenlerden o6tiirii Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi, hem temel
arastirmalar hem de pre-klinik caligmalar i¢in insan MKH’lerini tanimlamada gerekli
kriterleri onermistir. MKH tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan baslica 6zellikler;
plastik ylizeye yapigmasi, stromal karakterde yiizey antijenlerinin ekspresyonu ve

multipotent farklilasma potansiyelidir (65, 66, 78, 79).

2.5.3. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklar:

Organizmanin en zengin kok hiicre kaynaklarindan biri olan kemik iligi, MKH’ler icin ana
kaynak sayilmaktadir. Kemik iliginde, mezodermden koken alan hematopoetik, endotel ve
mezenkimal kok hiicreler bulunmaktadir. Farkli ¢aligmalarda kemik iligi aspirasyonunda
1x10° mononiikleer hiicreye kars1 ortalama iki ile 100 arasinda degisen sayida MKH
mevcut oldugu gosterilmistir (67, 68, 70, 71). Kemik iligi disinda bir¢ok dokudan da MKH
izole edilebilmektedir. Solid dokulardan hiicre izolasyonunda enzimatik yontemler
kullanilmaktadir. Kemik ve periost, kas dokusu, dis pulpasi ve maksillofasial dokular,
karaciger, kordon kani, kordon stromasi, plasenta, amniyon sivisi, sinovial sivi, hatta
periferik kandan da adezyon ozellikleri nedeniyle ayristirilarak cogaltilabilmeleri
miimkiindiir (74, 75, 76). MKH’in, elde edildikleri dokudan bagimsiz olarak plastik doku
kiiltiir kaplarina yapigabilme, fibroblastoid morfoloji gosterme, ¢ok yonlii farklilasabilme
ve bazi yiizey isaretleri tasimalar1 gibi bir¢cok 6zellikleri vardir. Bu 6zellikler biiyiik 6l¢iide
benzerlik gosterir. Ancak farklilasma kapasitesi ve fonksiyonel o6zelliklerinde, kdoken
alman doku tipine gore bazi degisiklikler olabildigi de gosterilmistir. Bulunduklar
mikrogevreye ve organizmada ihtiya¢ duyulma haline baglh olarak, MKH’lerin biyolojik
Ozellikleri ve fonksiyonlarinda onemli degisiklikler oldugu da gosterilmistir. Bununla
iligkili olarak da spesifik bir dokunun onarimi i¢in, o bolgeden elde edilen kok hiicrelerin
kullaniminin avantajlar1 olacagi giindeme gelmistir. Periferik kanda osteojenik farklilagsma

yetenegi olan nonhematopoetik ve MKH karakterinde hiicreler oldugu gosterilmistir (69,
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72, 73). Ogzellikle agir hasar olan durumlarda, kemik kirigi, multiorgan yetmezligi
hallerinde periferik kandan MKH izole edildigi gosterilmistir. MKH ile yapilan ¢alismalar
hep in vitro oldugundan, hiicrelerin dokularda yerlesimi, nis bolgeleri detayl
incelenmemistir; yine de 6zellikle son zamanlardaki ¢aligmalarda, hiicrelerin dokularda
perisitler gibi perivaskiiler yerlesimde oldugu, komsu hiicrelerin olgunlagma, farklilagsma
ya da sessiz kalma gibi hiicresel fonksiyonlarini1 koordine ettikleri bildirilmistir (68, 70,

89).

MKH, kemik iligi de dahil olmak {izere dokularda ¢ok az sayida bulunmaktadirlar. Ayrica
adezif 6zelliklerine bagl olarak bulunduklar1 dokulardan yeterli sayida elde edilmelerinde
zorluklar vardir. Gerek klinik uygulama, gerekse temel bilim arastirmalarinda yeterli hiicre
sayilarina ulasabilmek i¢in in vitro ortamda ¢ogaltilmalar1 gerekmektedir. Bu hiicrelerin in
vitro cogaltilmaya elverisli, dayanikli hiicreler olduklari, kiiltiirde proliferasyon ve
farklilagsma yeteneklerini koruduklar1 bilinmektedir. Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan MKH 151k
veya faz kontrast mikroskop ile incelendiginde hiicrelerin ig seklinde oldugu ve fibroblast

benzeri hiicre topluluklar olusturduklar1 dikkati cekmektedir.

Hiicrelerin in vitro kiiltiir ortaminda ¢ogalmasi igin ¢ok 6zel kosullar gerekmemektedir.
Bunun i¢in %10-15 FBS igeren kiiltlir ortaminda plastik flask tabanina yapisma gostermis
olan hiicreler, fenotipik ve farklilasma 6zelliklerini koruyarak ¢ogalabilmektedirler. Farkli
dokulardan MKH kiiltiirii hazirlig1 i¢in eritrositlerin uzaklastirilmasi veya solid dokularda
hiicre siispansiyonu hazirlanmasi gerekmektedir. Kemik iliginden izolasyon i¢in dansite
gradient yontemi ile mononiikleer hiicre siispansiyonu hazirlanirken diger dokulara
genellikle enzimatik ayristirma uygulanmaktadir. Siispansiyon haline getirilen hiicreler
kiiltiir vasati iginde, kiiltiir kaplarina konularak %5 COz igeren 37 °C’lik ve %95 nemli
inkiibatorde inkiibasyona birakilir. Ekilen heterojen hiicre toplulugu i¢inde bulunan ¢ok az
sayidaki MKH’lerin ¢ogaltilmasi i¢in biiylime faktorleri ve diger uyaranlarin eklenmesi
gerekmemekte, ancak serum igeren bir ortam hazirlanmaktadir. Bu amagla, en sik olarak
kullanilan yontem, %10-15 FBS gibi yiiksek oranlarda kiiltiir vasatina eklenmesidir.
Mezenkimal kok hiicreler, standart kiiltiir kosullar1 altinda plastik doku kiiltlir kaplarina
yapismaktadir. Bununla birlikte MKH’ler, ¢ok 6zel kosullar saglanarak doku kiiltiir
flasklarina yapisma saglanmadan da cogaltilabilmektedirler. Standart sartlarda kiiltiire
birakilan hiicre toplulugu icinden kiiclik bir kismi, saatler igerisinde plastik kabin tabanina

adezyon gostermeye baslamaktadir. 24-48 saat sonra yapismayan hiicrelerin
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uzaklastirilmasini takiben ve ¢ogalmaya baslayan hiicreler yeterli yogunluga ulastiklarinda
%0,25 tripsin ile yapisan hiicreler kaldirilarak diisiik konsantrasyonlarda yeni kiiltiir
kaplarina ekim yapilarak cogaltilir. Devam eden pasajlarda yaklasik 7-10 giinde bir,
hiicreler pasajlanarak istenen sayiya ulasmak i¢in ¢ogaltilir. Kiiltiirler sirasinda giinde bir
taze vasat eklenerek en uygun kiiltiir sartlar1 temin edilmeye ¢alisilir. Istenilen asamada
hiicreler, yedekleme, ileri ¢alismalar veya klinik uygulamalarda kullanilmak amaciyla
dondurularak saklanabilir. Hiicreler dnce —80 °C’ de 24 saat bekletilir sonra da sivi
nitrojene konularak saklanir. Klinik amagli kullanilacak hiicrelerin dondurulmasinda ise
kontrollii dondurucular kullanilabilir. Hiicrelerin ¢ogalma hizi; ekimde hiicre dansitesi,
kiiltiir vasat1 Ozellikleri, hiicrelerin alindig1 doku, verici yasi, hayvan tiirii ve ortam
kosullarina bagli olarak degisim gostermektedir. Kiiltiirde hiicre sayisinin ikiye katlanma
zamaninin yaklasik 30-36 saat oldugu bildirilmistir. Hiicrelerin ilerleyen pasajlara kadar
cogalma ve diger Ozelliklerini tagidiklar1 bilinmektedir. Sigan kemik iligi kaynakli MKH
ile yapilan g¢aligmalarda, diisiik ve yiiksek hiicre yogunlugunun biiylime kinetigini ve
farklilasma potansiyellerini nasil etkiledigi arastirilmistir (63, 82, 86). ilk pasaj sonrasi
MKH kiiltiirlerinde genellikle morfolojik olarak homojen goriiniim elde edilse de,
hiicrelerin tek tek diisiiriilerek olusturulan klonal hiicre analizlerinde, ¢ogalma 6zellikleri
yoniinden heterojen hiicre popiilasyonlar1 dikkati ¢ekmektedir. Hiicrelerde bu istenmeyen
etkilerin ortaya ¢ikmasini 6nlemek amaciyla MKH’lerin ideal olarak pasaj iigten sonra
kullanilmas1 tercih edilmemektedir (70, 79). Bu durum o&zellikle klinik uygulamalarda

Onem tagimaktadir.

Heterojen hiicre toplulugu ile baslanan kiiltiirlerde MKH popiilasyonunu diger hiicre
popiilasyonlarindan ayirt etmek i¢in hematopoetik kok hiicreler veya hiicrelerin izole
edildigi dokuya 0zgii antijenlerin negatif olmasi gerekmektedir. Bu hiicrelerin, dokuya
0zgl antijenleri tagimadiklari, buna karsin adezyon, hiicre-hiicre, hiicre-hiicre dis1 matriks
iliskilerinde rol oynayan, ve stromaya 0zgii antijenleri yiiksek oranda eksprese ettikleri
bilinmektedir. Sadece MKH’leri tanimlayan spesifik bir antijen heniiz tanimlanmamuistir.
Kemik iliginden elde edilmis ve kiiltiirde ¢ogaltilmis MKH’lerin akim sitometri ile
immiinfenotipik 6zellikleri detayli olarak incelenmistir. CD34 (Clusters of Differentiation)
antijenik olarak bu hiicrelerin gosterilmesinde kullanilan 6nemli bir belirleyicidir. MKH
antijenik olarak tanimlayici bir belirleyicileri yoktur. CD105, CD73, CD90 gibi
belirleyicileri bulunduran CD45 negatif hiicrelerdir. Buna karsin, MKH’ler stroma ile ilgili
antijenlerden tipik kabul edilenlerden CD73, CD 90, CD29, CD44 pozitiftir (90, 97).
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2.5.4. Mezenkimal Kok Hiicrenin Farkhlasma Potansiyeli

MKH’in, 6zellikle rejeneratif tip uygulamalari i¢in en ¢ok ilgi ceken 6zelligi, bu hiicrelerin
uygun mikrogevre kosullarinda basta konnektif doku olmak {izere ¢ok g¢esitli hiicre
tiplerine farklilasabilme potansiyeli varligmnin gosterilmis olmasidir. Caplan ve
arkadaglarinin ardindan ¢esitli arastiricilar in vitro kosullarda uygun stimiilanlarla
osteojenik, adipojenik, kondrojenik, miyojenik farklilasma kapasitelerini ve hematopoetik
stroma olusturabildiklerini gdstermistir (73). Ilerleyen zamanda MKH’lerden pankreas beta
hiicreleri, hepatosit, endotel ve epiteloid hiicrelere doniisiim oldugu, yine uygun kosullar
saglandiginda, noronal hiicreler gelistigi de gosterilmistir (16, 99, 101). Farklilagsma
potansiyeli ile ilgili diger bir konu ise, MKH’in, adiposit, osteosit gibi kendi kdkeninden
degil de farkli bir doku hiicresine (hepatosit, pankreas beta hiicresi gibi) doniisebilmesidir.
Farklilasma oraninin in vivo kosullarda ¢ok diisiik oldugu, ancak ¢ok az sayida hiicrede
farklilasma gelisebildigi, o nedenle de bu mekanizmanin hasar tamirinde ancak sinirl bir
etkisi olabilecegidir ( 81, 90, 97). Bag doku disindaki dokularda hasar onarimindaki temel
mekanizmalarin yukarida bahsedilen destek hiicresi, immiinmodulatuar 6zellikleri ile
iligkili oldugu diisiiniilmektedir. MKH, in vitro ortamda kolaylikla farklilasmaya
yonlendirilebilmektedir. Adipojenik ve osteojenik farklilasma o6zelliklerin in vitro

gosterilmesinin MKH tanimlamasi i¢in sart oldugu bildirilmistir (107).

Adipojenik farklilagsma i¢in %90—-100 oraninda konfluent olana kadar gelistirilen MKH’ler
lizerine, bliylime vasat1 yerine Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) igerisinde
%10 FBS, 1 uM deksametazon, 60 pM indometazin, 500 pM izobiitilmetilksantin ve 5
ug/ml insiilin ile hazirlanan adipojenik kokteyl konularak farklasma uyarilir. Ug hafta

sonra analiz edilir.

Osteojenik farklilagma i¢in %50—60 oraninda konfluent olana kadar gelistirilen MKH’ler
lizerine, biiylime vasat1 yerine, DMEM igerisinde %10 FBS, 100 uM deksametazon, 10
uM betagliserofosfat ve 0,2 uM askorbik asit ile hazirlanan osteojenik farklilasma vasati
konularak farklilasma uyarilir. Ug¢ hafta sonra kiiltiirdeki ekstraseliiler matrikste

kalsifikasyon, kalsiyum fosfat depolar1 belirgin olarak tespit edilir.
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MKH’lerin, kendi dizinleri digindaki farkli hiicre dizilerine de farklilasabilme niteligi,
Ozellikle rejeneratif tip ile ilgili dallarda ¢ok ilgi uyandirmis ve bu konuda ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Kok hiicre plastisitesi, bir hiicrenin kdken aldiklar1 dokularin disindaki
dokulara farklilasma Ozelligini tanimlamaktadir. Kemik iligi kokenli kok hiicreler ile
yapilan c¢aligmalarda, bu hiicrelerin miyoblast, endotel, hepatik, kardiak, renal ve noral

hiicrelere farklilasabildigi gosterilmistir (104, 105, 106).

Hiicrelerin bu ¢ok yonlii farklilasmasi heyecan verici olsa da dokuda ¢ok az sayida hiicrede
farklilasma go6zlenmis olmasi, hasar tamirinde diger mekanizmalarin roliinii akla
getirmistir. Insanlarda yapilan calismalarda ise, allojenik kemik iligi nakli yapilan
osteogenezis imperfektali hastalara MKH verilmesinden sonra, kemiklerde verici kokenli
osteositlerin varligi gosterilmis ve hastalarda klinik cevap elde edilmistir. Baska bir
calismada ise akut greft versus host hastalii (GVHH) nedeniyle anne kokenli MKH
verilen hastanin bagirsak epitel hiicreleri arasinda verici kokenli hiicrelere rastlanmig
olmasi, intravendz yolla verilen MKH’lerin bagirsak epitel hiicresine doniistiigiint

gostermistir (73).

Hasarin iyilestirilmesinde etkili mekanizmalar; MKH’in farklilasarak olgun fonksiyonel
hiicrelere donilismesi, hasarli hiicre-MKH fiizyonu sonucu hiicre fonksiyonunun yeniden
kazanilmasidir. MKH’in hasarli dokuda hiicre-hiicre, hiicre-ekstraseliiler matriks iliskileri
ve ¢Ozlnir faktorlerin (bliylime faktorii, sitokin, kemokin vs.), parakrin faktorlerin,
enzimlerin salinim1 veya immiinmodiilator, antiinflamatuar, antiapoptotik, anjiogenik etki
gostermek yoluyla hasarin giderilmesine katkilar1 olarak sayilabilir. Burada en onemli

mekanizmanin ¢oziiniir faktorler ve hiicreler ile adezif iliskiler ile oldugu diisliniilmektedir.

MKH’in bulunduklar1 bolgelerdeki nislerinden, hasarli dokuya dogru mobilizasyonu,
migrasyonu gerekmektedir. Bunu saglayan uyarinin da, hasarli dokunun degisen
mikrocevresinden geldigi gosterilmistir. Ayrica, hiicrelerin hasarli bolgeye hareketini

saglayan bu uyarilarin biiyiik 6lctide MKH tarafindan saglandig da diistiniilmektedir.

Kas ve iskelet sisteminde rejenerasyondan sorumlu kok hiicrelerin kaynagi kemik iliginde,
peritrabekiiler dokular, kikirdak, kas, yag ve perisitler gibi bag ve destek dokusu kok
hiicreleri seklinde multipotent hiicreler oldugu bilinmektedir. Sindirim kanali, ¢ok cesitli

tipte epitel yapilara sahiptir. Yassi epitel mukozalarda bazal tabakada kok hiicreler
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bulunurlar. Ozofagusun nis bolgesi epitel bdlgesidir. Mide mukozasinda bezlerin agilis
bolgesinde yerlesen kok hiicreler derinde bezlere, ylizeye dogru da mukus yapan doseyici
epitele farklilasacak sekilde iki yonlii ilerlerler. Ince ve kalin bagirsakta kok hiicre nig
bolgesi kript tabaninda yer alir. Sonug¢ olarak eriskin dokulardaki kok hiicreler bu
dokularin yenilenmesini kontrol ederler. Tiim dokularda kok hiicreler 6zel damarlanan nig
bolgesi olarak isimlenen bir mikro ¢evrede bulunurlar. Bu sayede disardan ve igeren gelen

uyarilarla nig bolgesinde de yenilenme kontrolii ger¢eklesmektedir (68, 74, 87, 88).

2.5.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Verildigi Dokulardaki Takibi

In vivo uygulamalarda MKH inflizyonu veya dokuya implantasyonundan klinik yarar elde
edilse de, bu hiicrelerin verildikten sonraki durumu, hasarli dokuya go¢, yerlesim
ozellikleri, orada ¢ogalmalari, farklilasma ozellikleri, kisacasi hiicrelerin infiizyonu takiben
kaderi detayli incelenmemistir. Calismalarin g¢ogunda hiicre inflizyonunu takiben
hiicrelerin, dokularda veya kanda tespitinde zorlukla karsilasilmaktadir. Farkli cinsiyette
vericiden yapilan kok hiicre inflizyonu sonrast hasarli dokuda verici cinsiyetine ait
hiicrelerin gosterilmesi, farkli tiirler arasindaki nakillerde verici tiiriine ait spesifik
belirteclerin kullanilmasi, bu amagla uygulanilan yontemlerdir. Hiicrelerin yesil floresan
protein ile transfekte edilmesi ve floresan hiicrelerin dokularda takibi ise en ¢ok uygulanan
yontemlerden biridir. Genetik isaretleme kalict olmasi yoOniinden tercih edilen bir
yontemdir. Kisa siireli deneysel calismalarda 1,1°-Dioctadecyl-3,3,3°,3°-
tetramethylindocarbocyanine (Dil) gibi gecici floresan isaretlemeler de kullanilabilir.
Dokularda yapilan histopatolojik incelemeler, inflize edilen hiicrelerin gosterilmesi
konusunda genellikle yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda hiicrelerin in vivo
takibi ilgi ¢cekmektedir. Bu amagla MKH’lerin lusiferaz ile isaretlenerek biyoluminesans
cihaz ile in vivo takibi, ya da siiper manyetik demiroksit nanopartikiilleri ile isaretlenerek
manyetik rezonans altinda (MR) in vivo goriintiilenmesi de giderek artan yontemlerdir.
Demir oksit ile isaretlemede kullanilan demir oksit partikiilleri, insanda MR c¢ekimi

esnasinda da kullanildigindan in vivo hiicre takibi i¢in ilgi ¢gekmektedir (107, 108).

2.5.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinikte Kullanim

200011 yillarin baglarindan itibaren klinik uygulamalar1 baglanmis olan MKH tedavileri,

halen baslica hematopoetik kok hiicre nakil hastalarinda olmak tizere kullanima girmis,
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diinyada 200’tin iizerinde hastaya bu tedavilerin uygulandigi bildirilmistir. Hiicresel
tedaviler icinde MKH tedavileri, klinik kullanim i¢in en avantajli hiicreler arasinda yer
almakla birlikte, 6zellikle ilerlemis pasaj hiicrelerinin kullanimi ile sitogenetik bozukluk,
hatta malignite riski bulundurabilecegi de dikkate alinmalidir. Klinik uygulamalar MKH
ile in vitro ve in vivo deneysel arastirmalar ¢ok sayida olsa da, rapor edilen klinik
uygulama sayist az olup giderek artmaktadir. Mezenkimal kok hiicre klinik
uygulamalarinda, 6zellikle immiinmodulatuar etkilerinin 6n plana ¢iktig1 akut GVHH ve

Crohn hastalig1 en ¢ok yarar gorenleridir (71, 72, 73, 77).

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanim agisindan avantajlari:

1- Farklilagsma yeteneklerinin fazla olmasi;

a) Kendi koken aldigi konnektif doku hiicreleri olan kas, yag, kemik, kikirdak, stromal
hiicreler, tendon, ligament gibi.

b) Diger doku hiicrelerine farklilagma 6zelligi: Noron, hepatik, pankreatik hiicre gibi.

2- Hasarli hiicre ile fiizyon yetenegi olmasi,

3-Biyoaktif maddeler, ¢oziiniir faktorler (biliylime faktorleri, sitokin, kemokinler gibi)
salgilayarak hasarli hiicre veya doku tamirine katki saglamasi,

4- Migrasyon 0zellikleri sayesinde hasarli dokuya ulagabilmeleri,

5- Immiinsupresif 6zellikte olmalari,

6- Anjiojenik, antiapoptotik, anti-inflamatuar 6zelliklerinin olmalari.

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanim agisindan dezavantajlart:

Bir¢ok avantaji oldugu gosterilen bu hiicrelerin klinik kullanim acisindan en Onemli
dezavantaji, sayilarinin ¢ok az olmasi nedeniyle in vitro kiiltiir ortaminda haftalarca siiren
kiiltiirlerde ¢ogaltilmas1 geregidir. Hiicre hazirliginda gerekli tim in vitro islemlerin
uluslararas1 kabul edilmis standartlarda yapilmasi gerekmektedir. Hiicrelerin kalite
kontrolleri yapilmis olarak haftalar siiren kiiltiir ortaminda ¢ogaltilabilmeleri i¢in, en basta,
dis ortamdan gelebilecek enfeksiyonlarin Onlenmesi, ayrica islemlerden gegirilirken
hiicrelerde stres olusmasina bagl gelisebilecek istenmeyen etkilerin (6rn. kanser gelistirme
potansiyeli, hedeflenen disinda baska hiicre gelismesi gibi) dnlenmesi gerekmektedir. O
nedenle halen diinyada MKH’lerin klinikte kullanimina ait bildirilen calisma sayis1 fazla

degildir.
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Mezenkimal kok hiicreler, hastalarda intravendz yolla, kateter yolu ile veya direkt olarak
hasar bulunan bélgeye enjeksiyon veya cerrahi esnasinda verilebilmektedir. Hiicrelerin
lezyon bulunan alana direkt implantasyonu ile daha verimli sonuclar elde edilebilecegi
hayvan deneylerinde bildirilmisse de, sistemik veya lokal veriliste benzer sonuglarin
oldugunu bildiren ¢alismalar da vardir (80, 88). Klinik uygulamalarda ise daha ziyade

sistemik yolla verilis tercih edilmektedir.

Tablo 2.3. Embriyonik kok hiicre ve MKH arasindaki temel farklar

Y ]
Ozellik Ekspansiyon Tiimérojenik  Etiksel

Ozellik problem

Embriyonik Embriyo Pluripotent Sinirsiz

kok hiicre

Mezenkimal Yetiskin doku ~ Multipotent Siirh
kok hiicre

2.6. Ozofagus ve Kok Hiicre

Kok hiicre tedavilerinde en biiyiik ilgi uyandiran rejeneratif tip alanidir. Tibbin hemen her
alanim1 kapsamaktadir. Ortopedide meniskus hasar1 tamiri, osteoporoz tedavisinden dis
hekimliginde implantlar, kardiyolojide miyokard enfarktiisii, spinal kord yaralanmalari,

plastik cerrahide yanik tedavisine kadar ¢ok genis potansiyel kullanim alan1 mevcuttur.

Ozofagus doku miihendisliginde, ototransplantasyona yonelik yapay dzofagus segmentinin
olusturulmas1 hedeflenmistir. Absorbe olan ya da olmayan sentetik ve biyolojik
materyaller tiibiilerize edilerek 6zofagus replasmaninda kullanilmistir. ilk calismalar hiicre
ekilmeden yapilmistir. Tiibiiler yapilarda kontraksiyon ve sizmanin sik goriilmesi iizerine,

matriks tizerine hiicre kaplanarak replasman gergeklestirilmistir (91).

Ozofagus rejenerasyonunda gelecekte yapilacak yeni galismalar sayesinde yeni hiicre
kaynaklar1 saglanmasit hedeflenmektedir. Bu kaynaklarin baginda mezenkimal kok
hiicreler, embriyonik kok hiicreler, pluripotent kok hiicreler ve amniyon sivist kok
hiicreleri olacaktir. Bunlarin i¢inde mezenkimal kaynakli kok hiicreler iizerinde en ¢ok

durulan ve arastirilan hiicreler olmustur. MKH multipotent 6zelliklerinden dolay1
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osteoblasta, kondrositlere, miyosite, adipozitlere, pankreas ada hiicrelerine ve ndral

hiicrelere differensiye olabilirler.

2004 yilinda Epperly ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, yetiskin fare kemik iliginden
izole edilen 6zofagus progenitdr hiicrelerin radyasyon uygulanmig fare O6zofagunda
prolifere oldugu gosterilmis ve hiicrelerin 6zofagus skuamoz epiteline differansiye

olduklar1 ispatlanmistir (105).

Tablo 2.4. Ozofagus doku miihendisliginde son yillarda yapilan ¢alismalar*
* Tissue engineering: an option for esophageal replacement?, Augusto Zani,a Agostino Pierro,a Nicola
Elvassore,b Paolo De Coppi, MD, PhDa, Seminars in Pediatric Surgery (2009) 18, 57-62

Takimoto
Shinhar
Badylak

Lopes
Lynen
Jansen
Isch
Bhrany

Ozeki
Urita
Watanabe
Grikcheit

Hayashi
Beackstead

Marzora

Silikon tiip

Vicryl® yama

ECM: SIS, mesane
submukozasi

Domuz, SIS

Vicryl® ve polyvinylidene
fluoride yama

Deselliilerize insan kollajeni

Sican deselliilerize 6zofagus

Sican deselliilerize 6zofagus
Gastrik ECM
Gorteks vaskiiler greft

Organoid {inite

Domuz kollajen tabaka
Alloderm, PLLA, PLGA,
PCL/PLLA

Domuz deselliilerize

0zofagus

Yok
Yok

Yok
Yok

Yok
Sican 6zofagus epitel

hiicresi

Ozofagus epitel hiicresi
Yok
Yok

Sican 6zofagus tam kat
hiicreleri

Insan epitel, kas, fibroblast
Sican 6zofagus epitel
hiicreleri

Otolog diiz kas hiicreleri

Kopek, in vivo
Kopek, in vivo

Kopek, in vivo

Sigan, in vivo

Tavsan, in vivo

Kopek, in vivo
Sigan, in vivo, in
vitro

In vitro

Sigan, in vivo
Kegi, in vivo

Sigan, in vivo

Sigan, in vivo

in vitro

Domuz, in vivo, in

Vitro

Calismamizda daha once literatiirde yaymlanmamuis ratlarda olusturulan korozif 6zofagusa
insan mezenkimal kok hiicre implantasyonu ile hiicrelerin ii¢ hafta boyunca canliligini
koruyup Ozofagusa yerlesip olusacak striktiirii Onlemeye olumlu etkisini gdstermeyi

amacladik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirma Yeri ve Ortam

Bu deneysel ¢alisma, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma ve Hayvan
Laboratuvari’'nda yapilmig olup calismada kullanilan ratlar ayni merkezden temin
edilmistir. Monontikleer hiicre izolasyonu, MKH Kkiiltiirii, tripsinizasyon, hiicre sayimi ve
canlilik, akim sitometri, MKH’in diferensiyasyonu ve MKH’in 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3°,3’-
tetramethylindocarbocyanine (Dil; Invitrogen, USA) ile isaretlenmesi Bagskent
Universitesi Adana Uygulama ve Arastirma Merkezi Hematoloji Laboratuvari’nda,
histopatolojik incelemelerde Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
ve genetik islemler icin gerekli incelemeler Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali’nda yapilmistir. Bu ¢alisma Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvani Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Etik kurul onay numarast: 0939,

tarihi: 14.12.2009).
3.2. Deney Hazirhgu:

Arastirmada 10’ar adet, agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen Wistar-Albino cinsi disi
ratlardan olusan iic grup kullanildi. Ozofajit modeli literatiirdeki klasik Gehanno ve
Guedon modelinin modifikasyonu 6rnek alinarak olusturuldu (19). Deney siiresi ii¢ hafta
olarak belirlendi. Anestezi i¢in 60 mg/kg ketamin hidrojen kloriir (HCI, Ketasol %10,
Richter Pharmaag Wels Austria) ve 6 mg/kg xylazin HCI (Rompun, %2 Bayer Healthcare
Llc. Animal Health division 12707, Shawnee, Cansas 66201, ABD) intraperitoneal olarak
uygulandi. Asepsi ve antisepsi denegin karin cildi tiraslandiktan sonra batikon ile

temizlenerek yapildu.

3.3. Mezenkimal kok hiicrenin hazirlanmasi:

3.3.1. Mononiiklear hiicre izolasyonu:

27 yasindaki saglikli, erkek M.K. adli hastadan etik kurul onayli rapora imzasi alinarak

09.08.2010 tarihinde lokal anestezi altinda krista ilikadan 20 cc kemik iligi 20 p/ml non-

prezervatif heparin (Sigma, Germany) igine aspire edildi. Daha sonra kemik iligi
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aspirasyonu steril serum fizyolojik ile 1/2 oraninda diliie edildi. 15 ml konik falkon tiiplere
kemik iligi volimiiniin 1/3’ii oraninda Ficoll-Poque Plus (GE Healthcare, Sweden)
konuldu. Steril bir pipetle diliie edilmis olan kemik iligi, ficoll lizerine dikkatli ve nazik bir
sekilde ilave edildi ve oda sicakliginda 400 rpm 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda en iistte plazma, ortada mononiikleer hiicreler, bunlarin altinda ficoll ve en altta
da eritrosit ve graniilositler kiimelestigi goriildi. Steril bir pipet yardimiyla mononiikleer
hiicrelerin bulundugu katman dikkatli bir sekilde alinarak baska bir tiipe aktarildi ve
toplanan hiicreler bes kat daha fazla hacimde steril serum fizyolojik ile en az iki kere
yikanarak ficollden arindirildi. Son yikamada supernatan atildi ve istenilen sayida hiicre

iceren hiicre siispansiyonu hazir hale getirilmis oldu.

3.3.2. Mezenkimal kok hiicre kiiltiirii:

Izole edilen hiicre siispansiyonu igin hiicre konsantrasyonu %10 fetal bovine serum (FBS, -
Invitrogen, Gibco, UK) ve 100 p/ml antibiyotik ( penisilin/streptomisin- STEMCELL
Technologies, Vancouver, Canada) ve 2 mmol/100mL L-glutamin (Stemcell Technologies,
Canada) igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, low glucose, Stemcell
Technologies, Canada) ile ml’de 1x10° hiicre olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan
solusyon 10 ml’si 25 cm? flasklara (Becton Dickinson, USA ) aktarildi. Flasklar 37 °C’de,
%95 nem ve %5 COz igeren inkiibatdrde 4872 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun 48-
72’nci saatinde medyum flask icerisinden alindi ve adere olmayan hiicreler ortamdan
uzaklagtirilip 10 ml taze medium flask igerisine eklendi. Her ii¢ giinde bir flask icerigi
almarak taze 10 ml medyum ile yenilendi ve fotograflari ¢ekildi. Inkiibasyonun 7. giiniinde
flasklar invert mikroskop ile incelenerek olusan fibroblast karakterli adere koloniler

degerlendirildi.

3.3.3. Tripsinizasyon:

Inkiibasyonun 14. giinde flaskin %75-80 hiicrelerle kaplandig1 gériildiikten sonra medyum
aspire edilerek 10 ml %0,25°lik tripsin Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Stemcell
Technologies, Canada) flask igerisine konulur ve dort dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Siire
sonunda flask igerisine %?2 oraninda FBS eklenerek tripsin inaktive edildi ve hiicreler
almarak 50 ml tiiplere aktarildi. Daha sonra yikama i¢in {izerlerine serum fizyolojik

eklenerek siispanse edilip 400 rpm, +4 °C’de 10 dakika santriflij edildi. Siipernatan alindi
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ve hiicreler tekrar siispanse edilerek santrifiij islemi tekrarlandi. Yikama sonrasi bir miktar
medyum ile hiicre siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyondan az miktarda hiicre sayimi
ve akim sitometri i¢in 6rnek alindi. Siispansiyonun mililitresinde 1x10* hiicre olacak
sekilde siispansiyon hazirlanarak siispansiyon hacmine gore flask miktarina karar verilip
ekim yapildi. Birinci pasaj sonrasi her {i¢ giinde bir taze medyum ile besleme yapild1 ve
flaskin %75°1 hiicre ile kaplandigi zaman aym islemler tekrarlanarak 2. ve 3. pasajlar

yapildi.

3.3.4. Hiicre sayimi ve canhihk:

Tripsinizasyon sonrasi hiicre sayimi igin siispansiyondan 10 pl alinarak Thoma laminda
(Marienfeld, Germany) sayim yapildi. Canlilik i¢in her pasajda Nikon Eclipse E600
flurasan mikroskobu (Tokyo, Japan) kullanilarak Acridine Orange (Sigma, Germany) /

Ethidium Bromide (Sigma, Germany) ile analiz edildi.

3.3.5. Akim sitometri

Hiicre kiiltiirtinden elde edilen MKH Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma, Germany) ile
bir kez 300 rpm bes dakika yikandi. Siipernatan atildiktan sonra hiicre pelleti 1 ml PBS ile
resiispanse edildi. Hiicre sayimi yapilarak pl’deki hiicre sayisi belirlendi. Her bir tiipe
CD105 / CD73 / CD 34 / CD45 monoklonal antikorlardan ve noral glial antijen ikiden
(NG2) 10’ar pl konuldu ve iizerine hiicre sayis1 5x10° olacak sekilde MKH siispansiyonu
eklendi. Oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika inkiibe edildikten sonra akim sitometride
analiz edildi. Akim sitometrik calismalar i¢in, FACS CANTO II (Becton Dickinson,
Bioscience Pharmingen, San Diago, CA, USA) cihaz1 kullanildi. Analizler FACS Diva
(Becton Dickinson, San Diago, CA, USA) software kullanilarak ¢éziimlendi.

3.3.6. Mezenkimal kok hiicrelerin diferensiyasyonu:

Ucgiincii pasaja ulasan MKH iki flaska diferensiyasyon amaciyla ayrildi. Flasklardan biri,
adipoz dokuya digeri osteoid dokuya diferansiye edildi. Adipojenik diferansiyasyon amaci
ile 0,5 pum methyl-isobutylxanthine (Sigma, Germany), 10 pg/mL insan rekombinant
insulin (Lilly France SAS, Fegersheim, France) ve 1 um deksametazon (Fluka, Deva

Holding, Istanbul, Turkey) medyuma eklendi. Son olarak 21. giin Oil Red O (Sigma,
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Germany) ile boyanmis lipid adipozitler goriildii. Hiicreler Nikon Eclipse TS 100 invert
mikroskop (Japan) ile gosterildi.

Ostejenik diferensiyasyon i¢in MKH 21 giin boyunca ostejenik diferensiyasyon medyumu
(Stemcell Technologies, Canada) igeren kiiltiir medyumu ile inkiibe edildi. Hiicreler
kalsiyum fosfat depozitlerinin gosterilebilmesi i¢in Alizarin Red S (Sigma, Germany) ile

boyandi.

3.3.7. Mezenkimal kok hiicrelerin 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbo-

cyanine (Dil; Invitrogen, USA) ile isaretlenmesi:

Ugiincii pasaj sonrasinda tripsinizasyon ile elde edilen hiicreler mililitrede 1x10° hiicre
olacak sekilde serum icermeyen medyum ile siispanse edildi. Hazirlanan hiicre
stispansiyonunun icerisine mililitre basmma 5 pl Vybrant Dil Cell-Labeling Solution
(Invitrogen, USA) eklendi ve hafifce pipetaj ile karistirildi. 20 dakika 37 °C inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda yikama amaciyla 1500 rpm bes dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda silipernatan alinarak serum fizyolojik eklendi ve tekrar siispansiyon
haline getirildi. Bu yikama islemi iki defa daha yapilarak son agsamada siipernatan alindi ve
5 ml serum fizyolojik ile siispanse edildi. Hiicre sayimi yapilarak militrede 2x10° hiicre
olacak sekilde siispansiyona serum fizyolojik eklendi. Siispansiyon, hayvan uygulamasi
icin her bir vialde 500 pl hacim (toplam 800.000 hiicre) olacak sekilde pasajlandi ve

enjeksiyona hazir hale getirildi. Siispansiyon igerisinden 20 pl alinarak preparat hazirlandi.

3.4. Deney gruplan

Grup I: Kontrol grubu (SHAM) (n=10)

Gobek listii median laparatomi ile karma girildi. Abdominal 6zofagus gastrodsofagial
bileske seviyesinden 2/0 ipek ile baglandi (baglama esnasinda dokunun kesilmesini
engellemek amaci ile kalin ipek kullanilmasi amaclandi). 4F feeding sonda agiz yoluyla
distal 6zofagusa kadar ilerletildi (denek uyanik halde sonda gegirilmeye calisildiginda
denegin plastik yapidaki sonday1 zedeleme, delme ve kimyasal maddenin verilmesi
sirasinda 6zofagus dist bolgelerde de yanik olusturma ihtimali gelisebileceginden dolay1
sondanin denek anestezi altindayken yerlestirilmesi planlandr). Ozofagus karin i¢ine dogru

cekilerek gastrodzofageal bileskenin yaklasik 2 cm iistiinden tekrar 2/0 ipek ile baglandi.
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Izole edilen dzofagus segmenti, duvar seffaf sekilde goriiliinceye kadar, izotonik serum
(%0,9 NaCl) ile dolduruldu. 90 saniye beklendikten sonra islem sonlandirildi. Ipek siitiirler
alind1. Karin katlar1 4/0 ipek siitiir ile anatomik planda kapatildu.

Grup II: Ozofajit olusturulan grup (n=10)

Sham grubunda uygulanan islemlerin aynis1 gerceklestirildi. Farkli olarak distal 6zofagusa
izotonik serum yerine deneklere %15°’lik NaOH o6zofagus duvar seffaf sekilde
goriiliinceye kadar verildi. 90 saniye beklendikten sonra aspire edildi. Ardindan distile su

ile 60 saniye irrige edilip isleme son verildi.

Grup III: Ozofajit olusturulup, insan (erkek) kemik iliginden elde edilmis Dil ile isaretli
MKH’in 6zofaguslarina implante edilen grup (n=10)

Grup II’de uygulanan islemlerin aynist gerceklestirildikten iki saat sonra &zofagusun
korozyon olusturulan gastro6zofageal bileskenin yaklasik 2 cm {istiindeki segmentine
26gauge enjektor ile toplam 500 mikrolitre 800.000 insan (erkek) kemik iliginden elde
edilmis Dil ile isaretli MKH, her kadrandan 100 mikrolitre olarak &zofagusun tiim
katlarina sirkiiler olarak implante edildi.

Sekil 3.1. Ratlarin operasyona hazirlanmas1  Sekil 3.2. Distal 6zofagusun islem Oncesi
hazirlanmasi

* Ok; distal 6zofagusu isaret etmektedir.
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3.5. Deney sonrasi bakim

Biitiin deneklere girisimden sonraki {i¢ giin analjezi amaci ile 0,05 mg/kg fentanyl
(Fentanyl-Janssen 2 ml, Manufactured by: Janssen Pharmaceutica N.V. Turnhoutseweg 30-
B-2340 Beerse-Belgium) intraperitoneal ve 3 hafta boyunca dehidratasyonu engellemek
amaci ile intraperitoneal yolla her giin 5 mlt %5 dekstrozlu izotonik verildi. Hayvanlarin

beslenmesine c¢aligma siiresince standart yem ve su ile devam edildi.

3.6. Deney sonu inceleme

Sakrifikasyon lgiincii haftanin  sonunda kuyruk veninden verilen 150 mg/kg
pentobarbitiirat (Pental Sodyum 0.5gr 1.E. Ulagay ila¢ Sanayi Tiirk AS. Topkapi, Istanbul )
ile saglandi. Distal 6zofagus inceleme amaci ile eksize edilerek histopatolojik ve genetik
islemler uygulandi. Histopatolojik inceleme i¢in iki yOntem kullanildi; birincisi
Hemotoksilen-Eosin ve Mason trikrom boyasi ile inflamasyon derecesi ve fibrozis derecesi
ile 6zofagus striktiir indeksi gosterildi. Ikinci olarak immunoflorasan mikroskop ile Dil-
pozitif hiicreler ve yerlestikleri 6zofagusda gosterilerek direkt differensiasyona bakildi.
Genetik islem olarak ise Y kromozomu i¢in floresan in situ hibridizasyon (FISH) yapilmasi

ve boylelikle 6zofagusa tutunan mezenkimal kok hiicreler gosterildi.

3.7. Histopatolojik inceleme

Biyopsi ornekleri %10’luk formalin soliisyonu igersinde fikse edilerek patoloji
laboratuvarina gonderildi. Materyallerin tamamina enine kesit uygulandi ve doku takibine
alindi. Doku takibinden sonra parafin bloga gomiilen dokulardan 5 mikron kalinli§inda
kesitler hazirlanarak Hematoksilen-Eozin ve Mason trikrom ile boyandi. Isik mikroskopik
olarak bu kesitler incelendi. Histolojik incelemede hasarlanmanin derecesi; enflamasyon,
fibrozis ve nekroz varligi incelenerek derecelendirildi. Buna gore bulgular su sekilde

siniflandirilds;

Enflamasyon derecelendirmesi:
Gr 0: Enflamasyon yok

Gr 1: Mukozal - submukozal inflamatuvar reaksiyon
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Gr 2: Mukoza, submukoza ve muskularis propriada inflamatuvar reaksiyon

Gr 3: Adventisya dahil 6zofagus duvarinin tiim katlarinda inflamatuvar reaksiyon

Fibrozis derecelendirmesi:

Gr 0: Fibrozis yok (normal olarak mukoza ve submukozada gevsek bag dokusu izlenir)
Gr 1: Mukoza ve submukozada artmis fibroblast proliferasyonu

Gr 2: Mukoza ve submukoza yani sira muskularis propria tabakasini da kismen veya
tamamen ortadan kaldiran artmis fibroblast proliferasyonu

Gr 3: Adventisya dahil 6zofagus duvarinin tiim katlarinda artmis fibroblast proliferasyonu

Nekroz derecelendirmesi:

Gr 0: Nekroz yok

Gr 1: Mukozal yiizey epitelinde erozyon - nekroz

Gr 2: Mukoza ve submukozay1 kismen veya tamamen igeren nekroz

Gr 3: Mukoza ve muskular mukozanin yani sira muskularis propriay1 da kismen veya
tamamen i¢eren nekroz

Isik mikroskopik incelemede 6zofagus duvar kalinlig1 ve limen cap1 dlgiilerek kaydedildi.
Stenoz indeksi (SI): Duvar kalinlig1 / liimen ¢ap1 formiillii ile hesaplandi (93). Bu formiil
ilk kez Berthet ve arkadaslar1 tarafindan sigan 6zofagusunda kostik yanik siddetini

siniflamak i¢in kullanilmis ve halen kullanilmaktadir (106).

3.8. Florasan mikroskobu ile degerlendirme:

Parafine gomiili dokudan 5 mikron kalinliginda alinan kesitler sadece Hemotoksilen

boyasi ile boyanarak florasan mikroskobu ile degerlendirildi. Alinan 6zofagus kesitinde

Dil ile isaretli hiicreler gosterildi.

3.9. Genetik islemler

3.9.1. Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi

Parafine gomiilii 6zofagus dokusundan 3 mikron kalinliginda kesitler alindi. Parafin doku

kesitlerine FISH yontemi uygulanmadan 6nce parafine gomiilmiis dokular1 aciga ¢ikarmak

ve daha iyi bir hibridizasyon saglamak icin deparafinizasyon uygulandi. Bunun igin
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icerisinde; pretreatment solusyonu, proteaz buffer II, protez bulunan paraffin pretreatmant

reagent kit II (Vysis) kullanildi.

Deparafinizasyon i¢in kullanilacak soliisyonlar kit i¢indeki kullanim talimatlarina gore
hazirlandi. On hazirlik asamasinda ii¢ ayr1 saleye hemode clearing soliisyonu, 80 £1 °C su
banyosunda bir saleye pretreatment solusyon 50 ml kadar koyuldu. Kullanmadan 30 dakika
once i¢ine proteaz (250 mg) eklenen proteaz buffer (62,5 ml) bir sale i¢inde 37 =1 °C su
banyosuna koyuldu. En son olarak da distile su salesi oda 1sisinda kullanilmak {izere

hazirlandi.

3.9.2. Deparafinizasyon ve fiksasyon islemleri

Ucg mikron kalmligindaki parafin blok doku kesitleri 56 °C de bir gece bekletildi. Ertesi
giin preparatlar hemode clearing soliisyonda bes dakika oda sicakliginda ii¢ kez her
seferinde taze solusyon kullanilarak bekletildi. Daha sonra suyu uzaklagtirmak igin
preparat bir dakika %100 etanolde bekletildi. Bu islem iki kez yapildi ve preparat 2—5
dakika kurutuldu. Preparat 80 °C deki pretreatment soliisyonda 10 dakika bekletildikten
sonra distile suda ii¢ dakika siire ile tutuldu. Ardindan distile sudan ¢ikartilip, 37 °C su
banyosunda bulunan proteaz soliisyonunda 15 dakika bekletildikten sonra, ii¢ dakika distile

suda yikandi ve ¢ikarilarak kurutuldu. Deparafinizasyon islemi boylece tamamlandi.

Fiksasyon islemi i¢in preparatlar once sirastyla %70, %85 ve %100 alkol serisinden birer
dakika siire ile gecirildi. Sonra %10 formalin soliisyonunda 10 dakika bekletildi. Son

olarak da distile suda ti¢ dakika bekletildi ve kurutuldu.

3.9.3. Hibridizasyon

Hibridizasyon islemine baglamadan Once preparat yine alkol serisinden gegirildi ve
kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra probla hibridizasyon asamasina gecildi. -20°C’de
saklanan Cep X SO ve Cep Y SG DNA Probe Kit (Vysis, Abbott Molecular Inc. Des
Plaines, IL 60018 USA) kullanilmadan 5 dakika once ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi
saglandi. Eriyen prob vortekslendikten sonra mini santriflij cihazinda yaklasik 15 saniye
cevrildi. Uygulanacak alan biiytikliigline gore onerilen miktarda (5 pl) prob mikropipetle

alind1 ve koruyucu zar1 siyrilmus plastik lamelin (Hybrislip) iizerine damlatildi. Ornek
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preparat lamelin tizerine kapatilip probun lamin {izerinde dagilmasi beklendi. Kenar
kisimlara “rubber cement” (Fixogum) siirilerek hava almasi engellendi. Preparat
hibridizasyon cihazina (Hybrite) konularak. 75°C’de 5 dakika denatiirasyon, 37°C’de 16—
20 saat hibridizasyon olan program uygulanarak hibridizasyon yapildi. Ertesi sabah yikama

islemine gecildi.

Bir saleye rapid wash soliisyonu doldurulduktan sonra agzi kapali olarak su banyosuna
konuldu ve 73 °C’ye gelmesi beklendi. Preparatlarinin lizerindeki plastik lameller sicak
yikama solusyonuna daldirilarak kendiliginden ayrilmasi saglandi. Yikama islemi biten
preparatlar dikey olarak kurutuldu. Islemi biten prepatlar kapali 151k gérmeyen preparat
kutusunda +4°C’de saklanarak floresan mikroskopta incelemeye hazir hale getirildi.
Floresan mikroskopta kullanilan proba uygun filtreler ile preparatlar degerlendirildi ve

cytovysion goriintii analiz sistemi kullanilarak sinyallerin gozlendigi hiicreler kaydedildi.

3.10. istatistik hesaplamalar

Calismanin verileri Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 17.0 istatistik paket
programina aktarilarak analiz edilmistir. Doku fibrozis, inflamasyon ve nekroz diizeyleri
ortalama + standart sapma (SD) cinsinden sunulmustur. Gruplar arasi ikili ve gl
karsilagtirmalarda Kruskal-Wallis testi, Ki kare testi ve Mann Whitney U testi

kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi “p< 0,05” olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda cerrahi olarak kostik 6zofagus hasari olusturulan ratlarin 6zofagus distal
kisimlar islemden sonraki 21. giinde ¢ikarilarak histopatolojik incelemeleri ve genetik

incelemeleri yapildi. Deney siiresince toplam 30 rat kullanildi.

Grup I’den iki tane (post-operatif yedinci ve dokuzuncu giinler), grup II’den dort tane
(post-operatif yedinci, sekizinci, 12. ve 15. giinler) ve grup III’den bir tane (15.giin) olmak
lizere toplam yedi rat 21.glinli tamamlayamayip cesitli nedenlerden dolay1r (cerrahi
komplikasyonlar, 6zofagusta gelisen sitriktlir ve buna bagli yeterli beslenememe veya ileri

nekroz ve 6zofagus perforasyonuna bagli) kaybedildi.

4.1. Mezenkimal kok hiicrenin degerlendirilmesi

4.1.1. Hiicre sayim ve canhihk

Mezenkimal kok hiicreler kiiltiirde tiretildikten sonra ii¢iincii pasaj sonunda hiicre sayimi
yapilip ve canliligt kontrol edildi. Yesil hiicreler canli, turuncu hiicreler 6lii olarak

degerlendirildi. Fotograflar1 Nikon Coolpix 4500 ( Tokyo, Japan) kamera ile ¢ekildi.

Sekil 4.3. Akridin orange yoOntemiyle canlilik Sekil 4.4. MKH’in CD 34 ve CD 45
analizi (Florasan mikroskop, X 20, Nikon Coolpix negatif oldugunu gosteren grafik
4500, Tokyo, Japan).

4.1.2. Akim sitometri sonuclari

Hiicre kiiltlirtinden elde edilen MKH akim sitometri ile degerlendirildi. Degerlendirme
sonucu CD45 ve CD34'den negatif ancak CD73, CD105 ve NG2'den pozitif ¢ikti. Akim

sitometri sonuglar sekil 4.4, 4.5 ve 4.6’da gosterilmistir.

4.2.3. Mezenkimal kok hiicre diferensiyasyonu
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Mezenkimal kok hiicrelerin bir kismi osteojenik ve adipojenik diferensiyasyon
gosterilmesi amaci ile ayrildi ve ayri1 ayr1 boyandilar. Adipojenik diferansiyasyon amaci
mezenkimal kok hiicreler Oil Red O ile boyand: ve lipid adipozitler goriildii. Ostejenik
diferensiyasyon i¢in mezenkimal kok hiicreler 21 giin boyunca ostejenik diferensiyasyon
medyumu igeren kiiltiir medyumu ile inkiibe edildi. Hiicreler kalsiyum fosfat depozitlerinin
gosterilebilmesi i¢in Alizarin Red S ile boyandi. Hiicreler Nikon Eclipse TS 100 invert
mikroskop (Japan) ile gosterildi.

4.2.4. Dil isaretli mezenkimal kok hiicrelerin gosterilmesi

Hiicre kiiltiirii sonucu elde edilen mezenkimal kok hiicreler enjeksiyon oncesi Dil ile
isaretlendi. Floresan mikroskop altinda kirmizi parlama yayan hiicreler tespit edildi ve

fotograflandi.

Sekil 4.9. Floresan mikroskop altinda kirmizi parlama yayan Dil ile
isaretli MKH

4.2. Histolojik bulgular

Histolojik incelemede hasarlanmanin derecesi; inflamasyon, fibrozis ve nekroz varlig
acisindan degerlendirildi. Deneyin 21. giiniinde sakrifiye edilen rat gruplarinin
histopatolojik degerlendirmesinde, inflamasyon ve fibrozis bulgularinin ylizde dagilimi
ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Tablo 4.1°de gruplara gore fibrozis bulgularinin yiizde dagilimi

sunulmustur.

Gruplar igerisinde fibrozis gradeleri ile hesaplama yapildiginda anlamli farklar
goriilmemistir. Fakat fibrozis varlig1 ve yoklugu seklinde yapilan hesaplamalarda anlamli

fark saptanmistir (p<<0.05).

Tablo 4.1. 21. giin sakrifiye edilen ratlarda, gruplara gore fibrozis bulgularinin yiizde
dagilimi

Fibrozis
Var (%) Yok (%)
Grup I 8 - 8 (100.0)
Grup II 6 2 (33.3) 4 (66.7)
Grup III 9 - 9 (100.0)
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I £2= 6.206 g=0.045 I

Inflamasyon agisindan yapilan hesaplamalarda fibroziste oldugu gibi gruplarin gradeleri ile
yapilan hesaplamalarda anlamli farklar goriilmemistir. Fakat fibrozisten farkli olarak
inflamasyon varligit ve yoklugu seklinde yapilan hesaplamalarda anlamli fark yine
goriilmemistir (p>0.05). Tablo 4.2°de gruplara gore fibrozis bulgularin yiizde dagilimi

sunulmustur. Grup 3’te yalnizca bir hayvanda inflamasyon bulgusu saptanmuigtir.

Tablo 4.2. 21. giin sakrifiye edilen ratlarda, gruplara gore inflamasyon bulgularinin ytizde
dagilim

Inflamasyon
Var (%)

8 (100.0)

5 (8-3.3) 1 (167)
1 (11.1)

Hesaplamalar 21. giine gore yapildig1 ve de deney boyunca yasayan hayvanlarin hi¢birinde
nekroz goriilmedigi yalnizca erken donemde kaybedilen hayvanlarda nekroz saptandigi

i¢cin nekroz agisindan yiizde dagilimi hesaplanamamastir.

Korozif 06zofajitin ge¢ komplikasyonu olan darlik i hafta veya daha erken de
gelisebilmektedir. Deney gruplarinin ortalama stenoz indeksi (SI) degerleri, Tablo 4.3’de
sunulmustur. SI diizeyleri karsilastirildiginda, grup II ile grup III arasinda yakin sonuglar

cikmis olup; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilememistir. En
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diisiik diizey grup I’de goriildii ve sonuglara bakildiginda grup I’den kaynaklanan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmustir (p<0,05). Gruplara gore SI diizeyi

dagilimi Sekil 4.12°de grafik olarak sunulmustur.

Tablo 4.3. 21. giin sakrifiye edilen ratlarin gruplara gore stenoz indeksi (SI) degerleri

Ortalama + SD Ortanca (minimum-
maksimum)

0.22+0.06 0.22 (0.16-0.29)

0.3740.11 0.37 (0.21-0.54)
0.36+0.11 0.34 (0.23-0.53)
=0.019

* Kruskal Wallis testi

Sekil 4.12. 21. giin sakrifiye edilen ratlarda, gruplara gore SI diizeyi dagilimi

4.3. Florasan mikroskobu ile degerlendirme

Parafine gomiilii 6zofagus dokusundan 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Kesitler
sadece Hemotoksilen boyasi ( Eosin ile 6zellikle boyama yapilmadi; eosinin birakacagi
kirmizi renk ile Dil ile isaretli hiicreler ile karigmamasi i¢in) ile boyandiktan sonra Dil ile
isaretli MKH’in 06zofagus dokusunda hangi bdlgeye daha cok yerlesip canliligim
stirdiirdiigiinii incelemek tizere florasan mikroskobu ile goriintiilenip fotograflar1 ¢ekildi.

(Nikon Eclipse 80i)

Sekil 4.13. Dil isaretli MKH’in epitelde daha Sekil 4.14. Dil isaretli MKH’in 6. filtrede
fazla olmak {izere tiim katlardaki goriintiisii 560nm dglga boyundaki  goriintisi
(Florasan mikroskop H x 4) (Florasan mikroskop H x 4)

4.4. Genetik Islemler
Alman 6zofagus kesitlerindeki dokularda Y kromozomunu gosterebilmek FISH yontemi

kullanildi. Bu yontem i¢in Oncelikle deparafinizasyon iglemi uygulandi. Ardindan

fiksasyon islemi gergeklestirilip hibridizasyon yontemi uygulandi.
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Yapilan hibridizasyon sonuglarina gére 2 hayvanda birinci hibridizasyonda X ve Y sinyali
saptanirken 7 hayvanda ikinci hibridizasyonda X ve Y sinyaline rastlandi. Dordiinci
denekte her iki hibridizsyon sonucunda da X veya Y sinyaline rastlanmadi. Tablo 4’te

hibridizasyon sonuglar1 sunulmustur.

Tablo 4.4. Grup III hibridizasyon sonuglari

Grup I 1.Hibridizasyon 2.Hibridizasyon

Sinyal yok X ve Y sinyali
X ve Y sinyali Yapilmadi
Sinyal yok X ve Y sinyali
Sinyal yok Sinyal yok

Sinyal yok X ve Y sinyali
Sinyal yok X ve Y sinyali
Sinyal yok X ve Y sinyali
X ve Y sinyali Yapilmadi

Sinyal yok X ve Y sinyali
Sinyal yok X ve Y sinyali

Florasan mikroskobu ile yapilan degerlendirmede 6zofagus liimen altinda atipik biiyilik
hiicreler goriilmiistir ve X sinyali kirmiz1 ile Y sinyali yesil renk ile degerlendirilip

fotograflar1 ¢ekilmistir ( Sekil 18 ve Sekil 19).

Sekil 4.17. Florasan mikroskobu ile 6zofagus Sekil 4.18. Hibridizasyon sonucu

epiteline yerlesmis MKH (Kirmizi oklar ile saptanan X ve Y kromozom sinyallerinin

isaretli, Nikon Eclipse). florasan mikroskobundaki goriintiileri
(Sentromer X kromozomu (CEP X)
kirmizi  ile isaretli, Sentromer Y
kromozomu (CEP Y) yesil ile isaretli,
Nikon Eclipse).
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5. TARTISMA

Cocuk cerrahlariin ¢ogunun ortak goriisii ““En iyi 6zofagus hastanin kendi 6zofagusudur”.
Korozif 6zofagus yaralanmalarina yonelik yapilan caligmalara bakildiginda iki 6nemli
faktoriin dikkat cekici oldugu goriilmektedir. Birincisi, bu konuda aragtirma yapilan
ilkelerin genellikle sorunun daha sik yasandigi gelismekte olan iilkeler olmasidir. Diger
Oonemli nokta ise yapilan bu caligmalarin daha c¢ok ge¢ donemde gelisen darligin
Onlenebilmesine yonelik g¢aligmalar oldugudur (24, 58, 109, 110, 111, 112). Tim
caligmalarda kabul goren goriis ilk anda gelisen hasarin derecesinin, daha sonra ortaya
¢ikan darlik derecesini dogrudan etkiledigidir. Ozofagus hasarlanmasinda erken dénemde
On planda olan patoloji; kanama, tromboz ve ddemle beraber seyreden inflamasyondur.
Yaralanmanin birinci ve ikinci haftalarinda submukozal damarlarda tromboz ve bu
tromboza bagl nekroz ile ddemde artis izlenir. Ugiincii haftadan itibaren ise fibroblastlarin
submukozaya yerlesmesiyle, fibrozis ve hasarlanmanin derecesine gore darlik gelismeye

baslar (46, 55, 57, 58).

Korozif 6zofagus darlig1 olgularinin bir kismi; degisen siklik ve sayilarda balon veya buji
dilatasyonlar1 ile tedavi edilebilmekte, 6nemli bir kisminda ise dilatasyonlarin etkisiz olusu
nedeniyle 6zofageal replasman seceneklerine basvurulmaktadir. Ozofagus dilatasyonlar
belli periyotlarda tekrarlanma ihtiyaci oldugundan, hastalar her seferinde genel anestezi
almakta, entiibe olmakta, 6zofageal perforasyon gibi komplikasyon riskleriyle kars1 karsiya
kalmaktadirlar. Ozofageal replasman uygulanan hastalarda ise ¢ok uzun siireli, pahali,
uzun hospitalizasyon gerektirebilecek, bircok komplikasyon potansiyeli olan, agir
ameliyatlar sonrasi farinks ile mide arasindaki devamlilik saglansa da, replasman igin
kullanilan organa bagli dezavantajlar, hastaya kendi 6zofagusunu aratmaktadir. Agiz ile

mide arasindaki en iyi yol hastanin kendi 6zofagusudur.

Calismamizda kok hiicre tedavisinin giiniimiizde sahip oldugu uygulama yontemleri ve
farkli organ sistemlerinde vermis oldugu yiliz gildiiriici sonuglar g6z Oniinde
bulunduruldu. Kok hiicrenin KMY’ya bagli 6zofagus striktiiriine sebep oldugu fibrozisi
Onleyerek, 0zofagusun mukoza dokusu gelisiminin saglanabilecegi hipotezinden yola
cikilmis; morbiditesi mevcut tedavi segeneklerinden daha diisiik, korozif 6zofagus striktiirti

olgularina daha kaliteli yasam vaat eden bir alternatife temel atilmas1 hedeflenmistir.
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Hastalarin kendi 6zofagusu korunurken beslenme zorlugu, disfaji ve tekrarlayan 6zofagus
dilatasyonlar1 gibi bagka problemler ortaya ¢ikmaktadir. Bunlarin disinda sik sik hastaneye
gitme, tekrarlayan anestezi ve kan verme, diger ¢ocuklardan farkli beslenme gibi sosyal ve
psikolojik nedenler de vardir. Kostik madde i¢cimine bagl karsinom gelismi %20-40 arasi

oldugu gosterilmis (94,95).

Cocuklarda ilk basarili kolon replasmani 1955 yilinda Dale tarafindan yapilmistir (96).
Literatiirde yapilan bir calismada interpozisyon yapilan hastalarin kendi 6zofaguslar

Barrett’s 6zofagus veya karsinom riskinden dolay1 ¢ikarilmalidir sonucuna varilmistir (94).

Ozofagus rejenerasyonunda gelecekte yapilacak yeni galismalar sayesinde yeni hiicre
kaynaklar1 saglanacaktir. Bu kaynaklarin basinda mezenkimal kok hiicreler, embriyonik
kok hiicreler, pluripotent kok hiicreler ve amniyon sivist kok hiicreleri olacaktir. Bunlarin
icinde mezenkimal kaynakli kok hiicreler iizerinde en ¢ok durulan ve arastirilan hiicreler
olmustur. Mezenkimal kaynakli kok hiicreler multipotent 6zelliklerinden dolay1
osteoblasta, kondrositlere, miyosite, adipozitlere, pankreas ada hiicrelerine ve ndral
hiicrelere differensiyase olabilirler (91). 2004 yilinda Epperly ve arkadaslarinin yaptig1 bir
caligmada, yetiskin fare kemik iliginden izole edilen 6zofagus progenitdr hiicrelerin
radyasyon uygulanmis fare Ozofagusunda prolifere oldugu gdsterilmis ve hiicrelerin

0zofagus skuamdz epiteline differansiye olduklart belirtilmistir (105).

Kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin verildikleri organda kolonize olup, prolifere ve
diferensiye olduklar1 gosterilmistir. Kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin kas, kikirdak,
kemik, kardiyomiyosit ve baska dokulara differansiye oldugu gosterilmistir. Kemik iligi
kaynakli hiicrelerin kemik, hepatik, kardiyak, noral ve wvaskiiler endotel dokularina
dontistiikleri gosterilmis; fakat malign transformasyon, tiimor vaskiilarizasyonu ve

neoplastik hiicre migrasyonuna neden olabilecekleri de gosterilmistir (90).

Giclii alkali i¢imi 6zofagusta yanik olusturmaktadir. Erken donemde, agri, disfaji, bulanti,
hematemez gibi bulgulara rastlanirken, ciddi olgularda perforasyon, mediastinit, sepsis ve
sok tablosu gelisebilmektedir. Ozofageal striktiir IIb ve III. derece korozif dzofaguslarin

gee donem komplikasyonudur. Striktiir tipik olarak kolajen ile depolanmis fibroblastlarin
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yogun oldugu 6zofagusun proliferasyon evresinde olusur. Donem olarak yaklasik yanik
olusumundan 1 ile 3 ay arasina denk gelmektedir ve 1/3 hastada meydana gelir. Verilen
yiiksek doz (1g/1.73m? ) sistemik sterodin graniilasyonu ve fibroblast doku reaksiyonunu
azaltarak striktiir gelisiminin ciddiyetini ve sayisini azalttigini gdsteren yayinlar vardir.
Fakat erken (ilk 24 saat) veya ge¢ ( 21 giinden Once veya geg) tedavi arasinda belirgin
farka rastlanmamistir. Verilen yliksek doz steroidin mediastinit bulgularin1 maskelemesi ve
lokal enfeksiyon riskini artirmasi ve lokal enfeksiyonun da striktiir olusumuna neden

olmasi gibi dezavantajlardan dolay1 kullanimini kisitlanmigtir (92).

Kostik 6zofagus yaniklarinin %29’unda medikal komplikasyon; %20’sinde ciddi 6zofageal
striktiir olusmaktadir. Striktiir indeksi; 6zofagus duvar kalinligi ve liimen cap1 Olgtilerek

hesaplanmaktadir (Striktiir indeksi = duvar kalinlig1 / limen ¢ap1) (93).

Mezenkimal kok hiicreler kendini yenileyebilme ve bir¢cok hiicre tipine differansiye
olabilme kapasitesine sahiptir. Bu hiicreler; osteosit, adiposit, kondrosit, miyosit,
kardiyomiyosit ve noron hiicreleridir. MKH, doku miihendisliginde ve hiicreye dayali
tedavilerde degeri giderek artmistir. MKHin kemik iliginden izole edilmesi ve yas
ilerledik¢e differansiasyon potansiyelinde azalma gibi dezavantajlarindan dolay1 bagka
dokulardan izole edilmeye ¢alisilmistir. Bu dokular; periost, kemigin trabekiiler tabakasi,
adipoz doku, sinovyum, iskelet kasi, siit disi, fatal pankreas, akciger, karaciger, amnion

stvist, plasenta, umblikal kord arter ve veni, Wharton’s jeli ve umblikal kordur (97).

CD34 tanimlanan ilk hematopoetik hiicre ylizey antijenidir ve hematopoetik kok hiicre
belirteci olarak kullamilmaktadir. Standart flow sitometri teknigi ile tipik hiicre ylizey
epizot profilleri belirlenir; CD13, 29, 31, 34, 45, 63, 73, 90, 105, 133, 271 (97).

%90 ve lizerinde CD73 ve 105 pozitif ylizey antijeni saptanirken %99 CD 34 ve 45 negatif
bulunmustur (97). Merkezimizde Kozanoglu I ve arkadaslarmin 2009 yilinda yaptiklari bir
calismada da NG2 yiizey antijenin de bir pozitif mezenkimal kok hiicre marker1 oldugu

gosterilmigtir (107).

Mezenkimal kok hiicreler hematopoetik antijen sentezleyemezler ve o6zel in vitro
kosullarda fibroblast, miyofibroblast, osteoblast, adipozit ve kondroblasta differansiye

olabilen hiicrelerdir. Ayni1 zamanda “multipotent mezenkimal stromal hiicreler” ve
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“multipotent stromal hiicreler” olarak da adlandirilmaktadirlar. Pluripotent kok hiicreler
her ii¢ germ yapragina doniisebilirken, multipotent kok hiicreler sadece yakin iligskide

oldugu yolaktaki hiicreler differansiye olabilmektedir (98).

Uluslar aras1 Hiicresel Terapi Toplulugu MKHyi tanimlamak i¢in en az 3 kriterin olmasi
gerektigini belirtmistir;

1- Standart hiicre kiiltiirlerinde plastik — adherent olmalari

2- CD105, 73, 90 pozitif; CD34, 45, 14 ve 11b negatif olmalar1

3- Ozel in vitro kosullarda fibroblast, osteoblast, adipozit ve kondroblasta differansiye

kapasitesinin olmasidir (98).

Genetik instabilite ve malign transformasyon dezavantajlar1 da vardir (98). MKH, kemik
iliginden, umblikal kord kanindan, dermis ve iskelet kasinin konnektif dokusundan, adipoz

dokudan, sinovyal dokudan veya periostal dokudan izole edilebilmektedir.

MKH, in vitro kosullarda yaklasik 8—15 pasaj gibi limitli bir periodda pasajlanirlar. Bu
donem 25-40 doublinge denk gelir ve proliferasyon biter ve hiicrelerin giderek biiyiimesi,
gerginligini yitirmesi ve proliferasyon hizinin yavaslamasi gibi dejenerasyon baslar (98).
Calismamizda MKH’ler; diger calismalarda onerilen en iyi sonuglarin elde edilebilecegi

olan {igiincii pasaji tamamlanmasinin ardindan enjekte edilmislerdir.

Kok hiicreler prolifere olabilen, kendini yenileyebilen ve bircok hiicre tipine ve dokulara
differansiye olabilen immatiir hiicreler olarak tanimlanir. Embriyonik kok hiicreler
pluripotent olup tiim hiicre biitiin hiicre ¢esitlerine doniisebilme 6zelligine sahiptir. Fakat
multipotent olanlar yani MKH sadece belirli tipteki hiicrelere differansiye olabilirler.
MKH, beyin, kemik ve kemik iligi, adipoz doku, umblikal kord kan, siit disleri, sinovyum,
kan damarlar1 ve kandan izole edilebilmektedir. Son yillarda MKH hiicreye dayali
tedavilerde klinik acidan onemli bir yer teskil etmektedir. Ayni zamanda kolay izole
edilebilmeleri, in vitro kosullarda kiiltiir edilebilmeleri ve herhangi bir etik agidan sorun
olusturmamalar1 gibi avantajlara sahiptir. Sonug olarak MKH rejeneratif tipta ¢cok énemli
bir yere sahip ve bu ylizden daha fazla ayrintili biyolojik ve fonsiyonel 6zelliklerinin

arastirilmasi gerekmektedir (100).
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Literatiirde yapilan bir ¢aligmada kemik iligi kaynaklit MKHin in vitro ve in vivo iskelet ve
diiz kasa rejenere olabilme kapasitesi gostererek gastrodzefageal bileskede kullanilmistir.
Ayri ayr1 hem kas progenitor hiicrelerini hem de kemik iliginden izole edip intravendz

enjeksiyon uygulayip sonuglarini kiyaslanmigtir (101).

Kemik iligi kaynakli hiicrelerin pluripotent oluslar1 tartisilmakla beraber bir¢ok non-
hematopoetik dokuda, doku onariminda rol oynadigi gosterilmistir (102). Son yillarda
yapilan calismalar gostermistir ki, hasarlanan dokudaki iyilesmeyi, proliferasyon ve
differansiyasyonu organin kendisi kadar kemik iligi kaynakli multi-potensiyel progenitor

hiicreler de saglamaktadir (103).

Krause ve arkadaslar1 kemik iligi kaynakli hematopoetik kok hiicre transplante edilen
farelerin akciger, safra yollar1 ve gastrointestinal sisteminde kemik iligi kaynakli epitel
hiicrelerini  gdstermiglerdir. Bu makalede insanda kemik iligi kaynakli hiicrelerin
gastrointestinal sistem epitelinin her yerinde rejenere olabildigini gostermisler. Aym
zamanda kemik iligi kaynakli hiicrelerin gastrointestinal sistem epitelindeki inflamasyon

ve rejenerasyonda rol oynadigini da gosterilmistir (104).

Beyin, karaciger ve iskelet kas1 da dahil olmak {izere birgok non-hematopoetik organdan in
vivo kosullarda kendini yenileyebilme ve 06zel organ rekonstriksiyon ozelligi olan
hiicrelerin izole edilebildigi gdsterilmistir. Ayn1 zamanda bir non-hematopoetik organin bir
digerine transdifferansiye oldugu da gosterilmistir (kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrenin astrosite ve noral kok hiicrenin iskelet kasina differansiyasyonu). Bu makalede
radyasyon ile hasarlanmis farede ozofagus skuamdz epitelinden iiretilen progenitor
hiicreler ile kemik iliginden izole edilen kok hiicrelerin intravendz verilip sonuglari

incelenmis. Her iki grupta da migrasyon ve proliferasyonu gosterebilmisler (105).

Calismamizda kostik hasar olusturulan ratlarin hemen hepsinde az veya ¢ok makroskopik
hasar bulgular1 goézlendi. SHAM gruplarma gore, %15 NaOH verilip kok hiicre
enjeksiyonu yapilmayan ratlarda makroskopik bulgular belirgindi. Mikroskopik olarak da
inflamasyon, fibrozis ve nekroz bulgular1 gézlendi. Ge¢ donemde gelisen 6zofageal
striktiiri de dikkate aldigimizda bulgularimiz korozif 6zofagus yanigi modelinin basar ile
gerceklestigini gostermektedir. %15 NaOH verilip kostik hasar meydana getirilip 2 saat

sonra MKH enjeksiyonu yapilan ratlarin 21 giin sonra yapilan eksizyonlarinda
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makroskobik olarak patolojik bulguya rastlanmadi. 21 giinliik takibimizde on rattan sadece
bir kaybimiz olmasi ve beslenmelerinde herhangi bir degisiklige rastlanmamasi verilen
MKH’nin enjekte edildigi korozyon bolgesine yerlesip yara iyilesmesi ve striktiir
gelisimini engelledigi goriisline sahip olmamazi neden olmustur. Ayni zamanda 21 giin
sonra yapilan florasan mikroskobu ile incelemede o bolgede gerek Dil ile isaretli
MKH nin 6zellikle 6zofagusun epitel bolgesinde canliligini stirdiirmesi ve genetik islemler

sonucu ayni bolgede Y kromozomunun varligi sonuglarimizi desteklemektedir.

MKH in vivoda direkt ve indirekt olmak tizere iki sekilde fonksiyon gosterirler. Direkt etki
olarak epitelyum hiicresi, endotel hiicresi, kas ve sinir hiicresi gibi bir takim hiicrelere
differensiyasyon 6zelligine sahip olmasidir. Indirekt etkileri ise; verildigi veya yerlestigi
bolgenin kendi kok hiicresi gibi fonksiyon gostermek, makrofaj, fibroblast veya PMNL

hiicreleri gibi etki gostermek veya apoptozise ugrayip GH ve sitokin salgilanmasidir.

Dil isaretli kok hiicreler dokularda florasan mikroskobu ile direkt Hemotoksilen boyasi ile
gosterilebildigi gibi bir takim markerlar kullanilarak da dokunun hangi bdolgesine
yerlestikleri gosterilebilir:

Epitelyum i¢in anti-sitokeratin Ab

Submukoza i¢in anti- kolajen Ab

Kas tabakasi i¢in anti-miyozin heavy chain Ab

Adventisa tabakasi veya endotel- damardan zengin oldugu i¢in ve damar duvarindaki

perisite spesifik i¢in anti VWF Ab kullanilmaktadir.

Dil isaretli MKH’in gosterilebilmesi i¢in florasan mikroskobunda 560nm’de altinci filtrede
bakilmas1 gerekir. Bizim g¢alismamizda sadece hemotoksilen ile boyanip ayrica antijen
kullanilmamistir. Fakat MKH’nin biiyiik bir kism1 o bolgenin kendi kok hiicrelerinin nis
bolgesi olan epitele yerlestikleri hemotoksilen boyasi ile de gosterilmistir. Mezenkimal kok
hiicrelerin 6zofagus epitel hiicresine differansiye potansiyelini 6zel markerlar kullanarak
gosterme olanagimiz olmadigi i¢in sadece canli hiicrelerin varligini ve 6zofagus striktiiriine

etkisi gdsterilmistir.

Sonug olarak literatiirde ¢alismamizin benzerine rastlamamis olmakla beraber “En iyi
0zofagus hastanin kendi Ozofagusudur’ goriisiinden yola cikarak son yillarda 6zellikle

mezenkimal kaynakli kok hiicre ile yapilan ¢alismalarin yiizgiildiircii sonuglarindan destek
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alarak boyle bir ¢alisma yapilmis olup olumlu sonuglar alinmigtir. Organ hasarlanmasinda
kok hiicre kullanimi i¢in kat edilecek ¢ok yol olmasina ragmen bulgularimiz umut

vericidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda; kok hiicre tedavisinin glinlimiizde sahip oldugu uygulama yontemleri ve

farkli

organ sistemlerinde vermis oldugu yiiz gildiricii sonuglar goz Oniinde

bulunduruldugunda; 6zofagus striktiiriine sebep oldugu fibrozisi onleyerek, 6zofagusun

mukoza dokusu gelisiminin saglanabilecegi hipotezinden yola ¢ikilmis; morbiditesi mevcut

tedavi segencklerinden daha diisiik, korozif 6zofagus striktiirii olgularina daha kaliteli

yasam vaat eden bir alternatife temel atilmasi hedeflenmistir.

Su sonugclar elde edilmistir:

1-

Yapilan histopatolojik incelemelerde fibrozis, inflamasyon ve nekroz ayri ayri
degerlendirilmis olup sadece fibrozis sonuglarinda anlamli fark saptanmistir
(p<0.05).

Striktiir indekslerinde ise anlamli sonuglar sham gubundan dolay1 ¢ikmis olup kok
hiicre verilen ve verilmeyen grup arasinda anlamli farka rastlanmamustir.

Floresan mikroskobu ile yapilan incelemede 6zofagus dokusunun epitelinde Dil ile
isaretli hiicrelerin yerlestigi ve de canliligin1 korudugu goriildii.

FISH teknigi ile bir rat disinda diger tiim ratlarda Y kromozumu gosterilmistir.
Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin korozif 6zofagus modelinde
21 giin boyunca implante edilen 6zofagus dokusuna yerlesip canliligini stirdiirmiis
olmas1 ve olusacak fibrozis a¢isindan olumlu yonde etkili oldugu gosterildi.
Mezenkimal kok hiicrelerin 6zofagus epitel hiicresine differansiye potansiyelini
gosterme olanagimiz olmadigi igin sadece canli hiicrelerin varligin1 ve 6zofagus
striktiiriine etkisi gosterilmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin in vitro ve klinikte yaygin kullanilmasi ve olumlu
sonuglarin alinmasina dayanarak ileriye doniikk yeni c¢aligmalarin yapilmasi

gerektigini One siirmekteyiz.
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