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OZET

Kolorektal kanserler dinya genelinde 3. siklikta gorulmektedir. Rektum kanseri
cerrahisinden 6nce tedaviye neoadjuvan radyoterapi (nRT) eklenmesinin daha iyi lokal

kontrol sagladig1 ve hastaliksiz sag kalima olumlu katki sagladigi bildirilmistir.

Kolorektal cerrahi sonrasi anastomoz kagag riski hastaya ait faktorler ile birlikte
timoran evresi, uygulanan neoadjuvan kemoterapi ve radyoterapi tedavisi, cerrahi teknik ve
rekonstriksiyon tipi gibi gesitli sebeplerden etkilenmektedir. Radyoterapi uygulanmasi akut
toksisiteye, fibrozise ve yara iyilesmesinde gecikmeye neden olabilmektedir. Bu etkilerine
bagli olarak da anastomoz kagagi riskini arttirmaktadir ve bu durum artmis morbidite ve
mortaliteye neden olmaktadir. Bu nedenden dolay1 kagaklarin azaltilmasi ve yonetimine

yonelik uzun yillardan beri bir ¢ok calisma yapilmaktadir.

Kok hiicre, islevsel olarak farklilagmamis, yani viicudun herhangi bir organ ya da
dokusunda 6zel bir gérev yapabilmek i¢in tam olarak 6zellesmemis, karmasik bir yapisi olan
oncul bir hicredir. Bu onciil hiicre bedenin bagka hiicrelerine doniisebilme yetenegine
sahiptir. Erigkin kokenli kok hiicreleri insan viicudunda bulunan bir¢ok dokudan elde
edilebilmekte ve bu hicreler yara iyilesmesini hizlandirmakta, uygun ortamdaki gerekli
hlcrelere transformasyon gosterebilmekte ve anastomoz iyilesmesine olumlu katkida

bulunmadir.

Bu calismamizda kok hiicre tedavisinin anastomoz hatt1 iizerindeki olumlu etkileri
ile radyoterapiye bagli olusan negatif etkileri azaltmay1 ve anastomoz giivenligini arttirmay1

amacladik.

Calismamizda 55 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Ratlar randomize
olarak 12 sigan bulunan 4 gruba ayrildi. Grup 1: Kontrol, Grup 2: Radyoterapi, Grup 3:
Radyoterapi+lokal kok hiicre, Grup 4: Radyoterapi+ lokal+ intraperitoneal kok hicre. 7 adet
sican kok hiicre eldesi i¢in kullanildi. 4 ana gruptan 2., 3. ve 4. gruba laparotomiden 5 giin
once tek doz radyoterapi uygulandi. Tiim gruplardaki sicanlar inen kolon tam kat kesildikten
sonra anastomoz yapildi. Anastomoz esnasinda 3. gruba lokal subserozal, 4. gruba hem lokal
subserozal hem intraperitoneal kdok hiicre enjeksiyonu yapildi. Tiim gruplar iki alt gruba
ayrilds, alt1 tanesi 3. giin, kalanlar1 7. giin sakrifiye edildi. Tiim gruplarda viicut agirlik kayba,
barsak patlama basmci (BPB), doku hidroksiprolin (Hyp) dizeyi Ol¢cuimi, Matriks
Metalloproteinaz-2 (MMP-2) diizeyi Ol¢iimii ve histopatolojik degerlendirme yapildi.
Immunohistokimyasal olarak; calisma grubunda Dil (1,1’-Dioctadecyl-3,3,3,3’-



tetramethylindocarbocyanine perchlorate) ile isaretli adipoz kokenli kok hiicrelerin takibi

icin floresan mikroskopta inceleme yapildi.

Deney sonucunda radyoterapi almis olan gruplarda baslangig kilolar1 ile ameliyat
Oncesi kilolar1 arasinda anlamli bir diisiis goriilmistiir (p<0,05). Arastirma sonucunda, 4
grupta da ameliyat sonras1 3. glin ve 7. glinde sakrifiye edilen hayvanlarda baslangi¢ kilosuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gorildi (p<0,05). Grup 3 ve grup 4 ile grup 2
karsilastirildiginda kilo kaybinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05).
Grup 2’de BPB o6l¢iimii diger gruplara gore ¢ok daha diisiik gozlemlense de bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Grup 3 ve 4’te ameliyat sonrasi 3. glinde
oOlglilen BPB’lar1 (39 (18-140) ve 33 (20-56)) grup 1 ve 2’de ameliyat sonrast 3. giinde
oOlgiilen BPB’larina (23,5 (10-40) ve 18,5 (10-37)) kiyasla yiiksek bulunmakla beraber
anlamli bulunmadi. Yine grup 3 ve 4’lin ameliyat sonrasi 7. giinde 6l¢iilen BPB’lar1 (181,5
(153-210) ve 181 (154-253)) grup 1 ve 2’de ameliyat sonrasi 7. giinde dlgiilen BPB’larina
(157,5 (121-171) ve 125 (14-161)) kiyasla yiiksek saptanmakla beraber istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0.05). Grup 2’de ameliyat sonrasi1 7. giinde patlama basin¢larinin
genis bir aralikta dagiliminin nedeni, bazi sicanlarda anastomoz hattinda iyilesmenin kotii
oldugu, anastomozun ayrik oldugu goriildii. Diger gruplarda 7. giinde anastomozda gross
olarak ayrigma goriilmedi. Grup 1, 2, 3 ve 4 arasinda Hyp ve MMP-2 diizeyi kiyaslandiginda
gruplar arasinda anlaml bir farklilik saptanmadi (p=0,608/ p=0,086). Gruplar arasinda
histopatolojik degisiklikleri akut ve kronik olarak siniflandirilip kiyaslandiginda anlamli
farklilik gézlemlenmedi (p>0,05). Grup 3 ve 4 anastomoz hattt immunfloresan mikroskop

altinda incelendiginde anastomoz bdlgesinde farklilasmig kok hiicrenin varligi goriild.

Mezenkimal kok hiicre tedavisinin radyoterapi uygulanmis siganlarda yapilan kolon
anastomozunun iyilesmesine olumlu etkisi olmakta, anastomoz giivenligini arttirmaktadir.
llerleyen calismalarda radyoterapi almis hastalarda yapilan anastomozlarda adipoz doku

kaynakli kok hiicre uygulamasi uygun bir yontem olabilir.

Anahtar Kelime: radyoterapi, kok hiicre, anastomoz



ABSTRACT

Effects of Mesenchymal Stem Cells on Healing of Colon Anastomosis in Rats Given

Radiotherapy

Colorectal cancers are the 3rd most common worldwide. It has been reported that
adding neoadjuvant radiotherapy (nRT) to treatment before rectal cancer surgery provides

better local control and contributes positively to disease-free survival.

The risk of anastomotic leakage after colorectal surgery is affected by various factors
such as the stage of the tumor, the neoadjuvant chemotherapy and radiotherapy treatment
applied, the surgical technique and the type of reconstruction, together with the patient's
factors. Radiotherapy may cause acute toxicity, fibrosis and delay in wound healing.
Depending on these effects, it increases the risk of anastomotic leakage and this situation
causes increased morbidity and mortality. For this reason, many studies have been carried

out for many years for the reduction and management of leaks.

A stem cell is a functionally undifferentiated progenitor cell with a complex structure
that is not fully specialized to perform a specific task in any organ or tissue of the body.
However, this precursor cell has the ability to transform into other cells of the body. Adult
stem cells can be obtained from many tissues in the human body and these cells accelerate
wound healing, can transform into necessary cells in the appropriate environment and

contribute positively to anastomosis healing.

In this study, we aimed to reduce the positive effects of stem cell therapy on the
anastomosis line and to reduce the negative effects of radiotherapy and to increase the safety

of anastomosis.

In our study, 55 male Wistar Albino rats were used. Rats were randomly divided into
4 groups of 12 rats. Group 1: Control, Group 2: Radiotherapy, Group 3: Radiotherapy + local
stem cell, Group 4: Radiotherapy + local + intraperitoneal stem cell. 7 rats were used to
obtain stem cells. A single dose of radiotherapy was applied to the 2nd, 3rd and 4th groups
of 4 main groups 5 days before the laparotomy. The rats in all groups underwent anastomosis
after the descending colon was completely cut. During the anastomosis, local subserosal
stem cell injection was applied to the 3rd group, and both local and intraperitoneal stem cell
injection to the 4th group. All groups were divided into two subgroups, six were sacrificed
on the 3rd day and the rest on the 7th day. Body weight loss, anastomotic burst pressure,

tissue hydroxyproline level measurement, MMP-2 level measurement and histopathological

iv



evaluation were performed in all groups. Immunohistochemically; in the study group,
fluorescent microscope examination was performed for the follow-up of Dil-marked

adipose-derived stem cells.

As a result of the experiment, a significant decrease was observed between the initial
weight and preoperative weight in the groups that received radiotherapy. (p<0.05) As a result
of the study, a statistically significant decrease was observed in animals sacrificed on the 3rd
and 7th postoperative days in all 4 groups compared to the initial weight. (p<0.05) When
group 3 and group 4 and group 2 were compared, no statistically significant difference was
found in weight loss (p>0.05). Although BPB measurement was observed much lower in
Group 2 compared to the other groups, this difference was not statistically significant
(p>0.05). The BPBs measured on the 3rd postoperative day in groups 3 and 4 (39 (18-140)
and 33 (20-56)) were compared to the BPBs measured on the 3rd postoperative day in groups
1and 2 (23.5 ( 10-40) and 18.5 (10-37)) although it was not significant. Again, the BPBs of
groups 3 and 4 measured on the 7th postoperative day (181.5 (153-210) and 181 (154-253))
were compared to the BPBs measured on the 7th postoperative day in groups 1 and 2 (157,5
(121-171) and 125 (14-161)), although it was not statistically significant (p>0.05). In Group
2, on the 7th postoperative day, the reason for the wide distribution of burst pressures was
that the healing of the anastomotic line was poor in some rats and the anastomosis was split.
In the other groups, gross separation of the anastomosis was not observed on the 7th day.
When Hyp and MMP-2 levels were compared between groups 1, 2, 3 and 4, no significant
difference was found between the groups (p=0.608/ p=0.086). When the histopathological
changes between the groups were classified as acute and chronic and compared, no
significant difference was observed (p>0.05). When group 3 and 4 anastomosis lines were
examined under an immunofluorescent microscope, the presence of differentiated stem cells

was observed in the anastomosis area.

Mesenchymal stem cell therapy has a positive effect on the healing of colon
anastomosis in rats that have received radiotherapy and increases anastomosis safety. In
future studies, adipose tissue-derived stem cell application may be an appropriate method in

anastomoses performed in patients who have received radiotherapy.

Keywords: radiotherapy, stem cell, anastomosis
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1. GIRIS

Kolorektal kanserler diinya genelinde 3. siklikla goriilmektedir. Ulkemizde Tiirkiye
Istatistik Kurumu 2020 yil1 verilerine gore % 9 ile en sik goriilen iiciincii kanser tiiriidiir.
Kolorektal kanserlerin biyolojik yapisi kolondaki yerlesim yerine gore farklilik gosterebilir
[1]. Rektum tiimorlerinin kolon tiimorlerine gore daha sik lenf nodu metastazi yapmasi ve
rektum cerrahisi sonras1 anastomoz kacgagi gibi komplikasyonlarin daha sik goriilmesi
nedeniyle kolon ve rektum kanserlerinin iki ayri1 grupta incelenmesi 6nerilmektedir [2, 3].
Rektum tumorlerinin cerrahi tedavisi o©ncesinde neoadjuvant radyoterapi (nRT)
uygulanmasinin daha iyi lokal kontrol sagladigi ve hastaliksiz sag kalima olumlu katki
sagladig bilinmektedir [4].

Kolorektal cerrahi sonrasi anastomoz kagagi riskini yas, cinsiyet, obezite,
hipertansiyon, diabetes mellitus, koroner arter hastaligi ve kronik obstruktif akciger hastalig1
gibi hastaya ait faktorler etkilemektedir. Bunula beraber timdriin evresi, uygulanan
neoadjuvant tedavi, cerrahi teknik ve rekonstriiksiyon tipi gibi diger ¢esitli sebepler
anastomoz kacgak riskini arttirmaktadir. Literatiirde kolorektal cerrahi sonrasi anastomoz
kagag1 %2.4 ile %20.6 aras1 bildirilmekteyken, neoadjuvan kemoradyoterapi uygulamasi ile
bu oran %69’a kadar yiikselmektedir [5]. Anastomoz kagagina bagl morbidite ve mortalite
ise sirastyla %20- %30, %7-%]12 arasinda bildirilmektedir [6].

Ameliyat oncesinde kisa dénem radyoterapinin uygulanmasi %26’ya varan akut
toksisiteye neden olmakta ve bu durum cogunlukla diisiik dereceli toksisite olup sadece
mindr sikayetlere neden olmaktadir [7, 8]. Radyoterapi uygulamasi sonrasi salinan doku
biiylime faktorii beta (TGFp), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), tiimor nekroz
faktor alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) ve proinflamatuar sitokinlerden interlokin-1
(IL-1) ve interlokin-8 (IL-8) gibi proinflamatuvar sitokinler radyoterapi sonrasi kontrolsiiz
fibrozise yol agarak yara iyilesmesinde bozulmaya yol agmaktadir [9, 10].

Kendi kendini yenileyebilen kan hiicrelerinin varligi ilk kez 1950 yillarda
gosterilmistir ve kok hiicrenin tanimi 1961 yilinda yapilmistir [10]. Kok hiicre, islevsel
olarak farklilagmamis, yani viicudun herhangi bir organ ya da dokusunda 6zel bir gorev
yapabilmek i¢in tam olarak 6zellesmemis, karmasik bir yapist olan Onciil bir hiicredir.
Bununla birlikte bu 6nciil hiicre bedenin bagka hiicrelerine doniisebilme yetenegine sahiptir.
Kok hiicreleri, kabaca embriyolojik kaynakli veya erigkin insan bedeninden elde edilen tirler
olarak iki temel kisimda incelenir. Erigkin kokenli kok hiicreleri insan viicudunda bulunan

bir¢cok dokudan elde edilebilmektedir ve yara iyilesmesini hizlandirmak, uygun ortamdaki



gerekli hiicrelere transformasyon gostermek ve anastomoz iyilesmesine olumlu katkida
bulunmak gibi bir¢cok 6zellige sahiptirler [11, 12].

Rektum kanseri tedavisinde kullanilan neoadjuvan radyoterapinin hastaliksiz
sagkalimi arttirdigi ve lokal rekirrensi azalttigi bilinmektedir. Radyoterapi akut toksisite,
fibrozis ve yara iyilesmesinde gecikmeye neden olabilmektedir. Bu etkilerine bagli olarak
anastomoz kacag riskini arttirmaktadir. Bu ¢aligmamizda kok hiicre tedavisinin anastomoz
hatt1 iizerindeki olumlu etkileri ile radyoterapiye bagli olusan negatif etkileri azaltmay1 ve

anastomoz giivenligini arttirmay1 amacladik.

2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kolon Anatomisi ve Histolojisi

2.1.1 Kolon anatomisi

[leumun bitiminden aniise kadar uzanan kisim kolon olarak adlandirilir ve ortalama
eriskin bir insanda 120- 200 cm uzunlugundadir. Kolon, gastrointestinal sistemin yaklagik
%20’ lik kismin1 olusturmaktadir. Makroskopik olarak kolon, incebarsaklardan haustra coli,
apendiks epiploica ve longitudinal kas liflerinin birlesmesiyle olusan tenia coli’ler ile ayrilir.
Kalin barsak ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektumdan
olusur [13, 14] (Sekil- 1).

Flexura colica sinistra

Flexura colica
dextra

Appendiks epiploica

Gikan kolon

Inen kolon

Tenia coli

Cekum

Anal kanal

Sekil 1. Kolon Anatomisi



Terminal ileumun ileogekal valv ile baglandigi ¢ekum, kolonun ilk pargasidir,
uzunlugu 6 cm, genisligi 7.5 cm’dir. inferiorunda apendiks vermiformis yer alir, tenialarin
baslangic1 buradir. Siiperiorundan itibaren ¢ikan kolon olarak devam eder ve hepatik
flexurada transvers kolon baglar, 15- 20 cm uzunluktadir. Tranvers kolon splenik flexuraya
kadar devam eder, 35- 50 cm uzunlugunda kolonun en uzun ve en mobil kismidir. Sol iliak
fossaya kadar 20-30 cm’lik kisim inen kolon olarak adlandirilir ve pelvik girime yakin ‘S’
harfi olusturan sigmoid kolon ile devam eder, iigiincii sakral vertebra hizasinda rektum
baslar, ortalama uzunlugu 30 cm’dir. Anal kanala kadar olan kisim rektumdur, 12-15 cm’lik
kisimdir, 2/3’1 anteriordan peritonla ortiiliidiir, kolonun diger ksimlar1 gibi haustra, epiploik

¢ikint1 ve tenia bulunmamaktadir [15, 16].

Drummond'un
marjinal arteri

Orta' kolik Riolan arki
arter

Superior

mezenterik arter Inferior

mezenterik arter

Sekil 2. Kolonun Arteriyel Beslenmesi

Kolonun arteriyel beslenmesi superior mezenterik arter (SMA) ve inferior
mezenterik arterden (IMA) saglanir. Splenik flexuraya kadar olan bélge SMA nin dali olan
sirayla ileokolik arter, sag kolik arter, orta kolik arter tarafindan kanlanir. Splenik flexura
distalinden itibaren IMA’nin dali olan sol kolik arter, sigmoid arter ve siiperior rektal arter
tarafindan beslenir. Rektumun distal 2/3’{i ve anal kanal kanlanmasi internal iliak arterin orta
rektal arter, pudental arterin inferior rektal arter dali ve aorttan direk kdken alan orta sakral

arter tarafindan saglanir. Sol kolik arter % 14 oraninda splenik flexura diizeyinde
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Drummod’un marjinal arteri ile birlesmektedir, bu ark kolonun mezenter sinir boyunca
paralel olarak uzanir. Ayrica IMA nin dali olan sol kolik arter ile SMA’nin dali olan orta
kolik arter arasinda mezenter koke yakin %7 oraninda Riolan arki ile baglanti mevcuttur

[17-19] (Sekil- 2). Kolonun venleri de arteryel dallara paralel olarak seyredip ayni isimlere
sahiptir.

2.1.2 Ratlarda kolon anatomisi

2. jejunum

6. rectum

Sekil 3. Ratlarda intestinal sistem anatomisi

Ratlarda ince barsaklardan sonra biiylik bir ¢ekum bulunmaktadir. Cekumun
ardindan kolon ve rektum gelmektedir. Kolon; ¢ikan kolon, transvers kolon ve inen kolon
olmak iizere li¢ béliimden olusur. Mukozal katlantilar ¢ikan kolonda oblik, transvers kolon

ve inen kolonda longitudinal uzanim gostermektedir. Kolonun distalinde pelvik kanal igine

yerlesmis olan rektum bulunmaktadir [20] (Sekil- 3).

2.1.3 Kolon histolojisi

Histopatolojik olarak kolon icten disa tunika mukoza, tunika submukoza, tunika

muskularis ve tunika seroza tabakarindan olugmaktadir (Sekil- 4).

Intestinal galandlar

Tumika Mukoza Lamina epitelialis

Lamina propria mukoza

Lamina muskulans mukoza

Tunika Submukoza { Submukoza

12 y 2.5 .':
o N Yh o)
Tunika Sirkiiler kastabakas: P B g ST i
Muscularis Longitudinalkastabakast

Subseroza

Seroza {

Seroza

Sekil 4. Kolonun histolojik katmanlar1
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Tunika mukoza intestinal glandlar, lamina epitelialis, lamina propria ve lamina
muskularisten olusmaktadir, yiizeyi basit kolumnar veya kiiboidal epitel ile ortiiliidiir.
Epitelyal hiicreler arasinda T hiicreleri bulunmaktadir, lamina propriada ise fibroblast,
damar, sinir, diiz kas hicreleri ve inflamatuar hicreler ( lenfositler, plazma hticreleri, mast
hiicreleri vs.) bulunmaktadir.

Tunika submukozada bulunan Meissner ve derin submukozal plexusu kolonun
peristaltizminden sorumludur. Ayrica arteriyoller, veniiller ve lenfatik kanallar bu tabakada
bulunur.

Tunika muskularis igte sirkiiler, dista longitudinal kas lifleri ve Auerbach
pleksusundan olugsmaktadir.

Tunika seroza visseral peritondur, ¢cekum, transvers kolon, sigmoid kolonu tam

olarak sarar( intraperitoneal) [21].

2.2 Gastrointestinal Sistemde Yara Iyilesmesi ve Kolon Anastomozu

2.2.1 Yara iyilesmesi

Yara, canli dokunun yapisal biitiinliigii ve islevsel 6zelliginin bozulmasidir. Yara
tyilesmesi, yaranin olusmasi aninda baglayan bir takim hiicresel ve biyokimyasal olaylar
zinciridir. Baslica 3 evreden olusur

e Hemostaz ve inflamasyon (1-4gin)
e Proliferasyon (4-7glin)
e Maturasyon ve remodelling (7-21giin ve sonrast)

Travma hiicresel yapiy1 bozar ve kanamaya neden olur, hemostaz siirecinde salinan
katekolaminler sayesinde vazokonstriiksiyon gergeklesir, trombosit endotel alt1 kollojen ile
temasi1 sonrasi koagulasyon kaskadi aktivasyonu baslar, trombin, fibronektin, trombosit-o
graniillerinden sitokinler ve biiyiime faktorlernin salinimiyla fibrinojen fibrine doniismesi

ile sonuglanir.

Hemostaz saglandiktan sonra endotel ve mast hiicrelerinden PGE2, PGI2, VEGF
salgilanir. Vaskiiler permeabilite artar ve vazodilatasyon gergeklesir. IL-1, TNF-a, TNF-3
gibi kemotaktik sitokinler Iokositlerin yara yerine gelmesini saglar. 24 saatin sonunda olay

yerindeki dominant hiicre makrofajlar olmaktadir, bu sayede fagositoz, yara debridmamna,



fibroblastlarin proliferasyonu, matrix sentezinin hizlanmasi ve anjiyogenez gerceklesir [22,

23].

Proliferasyon fazinda trombosit ve makrofajlardan salinan sitokinler ve basta PDGF
ile EGF olmak iizere salinan tiim biiylime faktorleri etkisiyle ¢cevre dokudan fibroblast ve
endotel hiicresi gelismeye baslar. Fibroblastik aktivite TGF-f ve IL-1 ile indiiklenmektedir.
Yara matrixinde temel madde kollojendir. Yara iyilesmesinde en onemli tip 1 ve tip 3
kollojendir. Tip 1 kollojen deri extraseliiler matrixin temel birlesenidir, tip 3 ise onarim
stirecinde etkindir. Kollojen hidroksiprolin ve hidroksilizinin hidroksilasyonu sonucu gelisir
ve deneysel ¢aligmalarda yara iyilesmesi ve kollojen sentez durumunun degerlendirilmesi,

hidroksiprolinin in vitro kosullarda 6l¢iimii ile saglanir [24].

Maturasyon ve remodelling fazi, fibroblastik evrede baslar, bu evrede kollojen yapim
ve yikimi denge i¢indedir. Bu dengede bas rol oynayan kollojen yikimini saglayan MMP’dir.
Bu evrede kollojen miktar1 ayn1 kalmasina karsin doku saglamliginin artmasi birkag ay daha
devam eder. Remodelling fazi 1 yila kadar uzayabilir. Olusan bu yeni doku avaskiler,
aseluler skar dokusudur, higbir zaman yaralanmamis doku kadar saglam degildir [25].

2.2.2 Gastrointestinal sistemde yara iyilesmesi

Gastrointestinal sistemde olusan tam kat defektlerde yara iyilesmesi olabilmesi i¢in
dokularin cerrahi olarak biraraya getirilmesi gerekir. Yeterli iyilesme saglanamadigi
durumlarda intestinal kagak ve fistiil geliserek yiiksek mortalite ve morbiditeye sebep
olabilmektedir. Iyilesmenin kontrolsiiz oldugu durumlarda ise anastomozda darlik, striktiir,

obstriksiyon olabilmektedir [14].

Barsak anastomozlarinda olusan gerilme kuvveti cilt yaralanmasi sonrasi olusan
gerilme kuvvetinden daha hizli olugsmaktadir. Bunun baslica sebebi, kollajen sentezinde

fibroblastlarin yan1 sira diiz kas hiicrelerinin de etkili olmasidir.

Gastrointestinal sistemde doku iyilesmeleri normal yara iyilesmesi evrelerine benzer
olmakla birlikte bazi farkliliklar tagimaktadir. Anastomozun ilk 72. saatinde inflamasyon ve
6dem mevcuttur. Mukozal bilesen, yara graniilasyon dokusunu gevreleyen, epitelyal
hiicrelerin migrasyonu ve hiperplazisi ile onarilir. 24-48 saatler aras1 invajine olan mukoza

ve submukozada yaygin inflamatuar siireg¢ gelismis olur ve bu kisim nekroze olarak liimene
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diiser. Eger cerrahi olarak barsaklar ug uca getirilmigse 72. saatte mukozal defekt kapatilarak
intestinal igerige karsi bariyer olusturulmus olur. Mukozal eversiyon veya inversiyon bu

stireci geciktirebilir [26, 27].

Barsak anastomozlarinda anastomozun saglamligin1 saglayan, siiturleri tutan ve
barsak uglarinin birarada durmasini saglayan esas tabaka submukozadir. Agirlikli olarak

%68 oraninda tip 1, %20 oraninda tip 3 ve %12 oraninda tip 5 kollojen bulunmaktadir.

Anastomoz yapimindan 72 saat sinra dokudaki graniilasyon dokusu olduk¢a yogun
haldedir ve 3-5. giin kollajenolitik aktivite baslar. Kollojen yapim ve yikim arasindaki denge
anastomoz saglamligini belirler. Anastomozda kacak riski bu donemde en fazladir ve
submukozanin dikislerin olusturdugu gerilim kuvvetine dayanabilmesine baghdir.
Anastomoz sonrasi 5. giinde anastomoz saglamligi hizla artmaya baglar. 7. ginde normal

gerilim kuvvetinin %50°sine, 10. giinde %100’iine ulagir. Remodelling agamast 180 giine

kadar uzayabilir [28, 29].

2.2.3 Anastomoz iyilesmesini etkileyen faktorler

Anastomoz 1iyilesme siiresini olumlu veya olumsuz etkileyen faktorler lokal ve

sistemik olarak 2 grupta inceleyebiliriz.

Lokal faktorler; anastomoz esnasinda kullanilan barsak klempleri sikiligi, barsaklarin
uzun siire klempli kalmasi, kanama kontrolii i¢in koterizasyonun fazla kullanilmasi,
anastomozda kullanilan siiturun asir1 siki ve sik araliklarla atilmasi, anastomoz yapilacak
segmentin fazla diseksiyon sonrasi devaskiilarizasyonu sonucu olusan iskemi yara
lyilesmesini bozabilir. Anastomoz yapilacak iki ucun serbestlenmemesi nedeniyle olusan
gerginlik mekanik olarak ve kanlanmanin bozulmasini saglayarak kacak riskini arttirir [30].
Radyoterapi uygulanmasi, proinflamatuvar ve profibrotik sitokinleri aktive ederek
endarteritis obliterans (arteriyol ve kiigliik arterlerin intimasinda kalinlasma yaratarak
tikanmasi) ve kok hiicre hasart gibi durumlar olusturarak zayif oksijenizasyona yol acar,
vaskiiler atrofinin sonucu olarak kollojen birikimi ile skar olusturarak iyilesen dokuda
striktlr formasyonu gozlenir. Lokal enfeksiyonlar, cerrahi esnasinda sterilizasyona dikkat
edilmemesi, drenaj kateterine sekonder retrograd enfeksiyonlar, intraperitoneal sepsis

anastomozu olumsuz etkileyen faktorler igindedir [31].



Jibon ve ark [32], sicanlarda yaptig1 deneysel c¢alismada, kolon anastomozlarinda
devamli dikis kullaniminin, tek tek dikis teknigi kullanilmasina oranla daha yiiksek

anastomoz komplikasyonuna yol actig1 ve kollajen yikinda artis oldugu goriilmiistiir.

Acil cerrahi girisimlerde hipovolemi, hipoksi, peritoneal sepsisin daha sik goriilmesi
nedeniyle postoperatif mortalite ve morbidite elektif cerrahi girisimlere gore daha yiiksek
seyretmektedir. Yaglh hastalarda iyilesme mekanizmalarinda yavaglik nedeniyle anastomoz

kagag1 orani yiiksektir [33].

Beslenme yetersizligi, malniitrisyon, vitamin, mineral ve protein eksiklikleri, kronik
alkol kullanimi1 anastomoz kacak riskini arttirir. Bu hastalarda erken donemde enteral
beslenmenin baslamasi, bu siireye kadar parenteral beslenme ile hastanin desteklenmesi
Onerilmektedir [34]. Sistemik hastaliklar, organ yetmezlikleri, sigara kullanimi, immun

sistem yetmezlikleri, kullanilan NSAI ve steroidler yara iyilesmesini bozmaktadir [14].

2.2.4 Anastomoz iyilesmesinin degerlendirilmesi

Anastomoz iyilesmesinin degerlendirilmesinde mekanik, biyokimyasal ve histolojik

yontemler kullanilabilir.

i. Mekanik yontemler
i, Anastomoz patlama basinci: Anastomoz yapilan barsak segmentinde sivi
veya gaz distansiyonu ile olusan intraliminal basinca barsak duvarinin karsi
koyabilecegi maksimum basing degeridir. Anastomoz sonrast 3-5. giinler en diistik
degerde olup 7. giinlerde normal degerine ulagsmaktadir [35].
i.il.  Anastomoz kopma direnci: Anastomoz yapilan segmentin longitudinal
kesilerek her iki ucundan zit yonlerde kuvvetle ¢ekilmesi sonucu  anastomozun
kopmadan maksimum dayanabildigi degerdir. Patlama basincindan daha yavas
olarak geri kazanildig: icin yara iyilesmesinin ge¢ donem belirtecidir. Bu yontem,
uygulanan kuvvetin tiim duvara esit dagitilmasinin miimkiin olmayacag1 varsayilarak
birgok aragtirmaci tarafindan elestirilmis ve giivenilir kabul edilmemistir [36, 37].
ii. Biyokimyasal Yontemler
Anastomoz iyilesmesinin gostergesi olarak kollajen miktarinin belirlenmesi

kullanilmaktadir. Doku kollajen miktar1 hidroksiprolin (Hyp) diizeyi ol¢liimii ile



saptanir. Ayrica NO, MPO, TNF-a, VEGF degerleri ile de yara iyilesmesinin durumu
ve inflamasyon hakkinda bilgi sahibi olunabilir [27].
iii. Histopatolojik Ydntemler

Anastomoz yapilan segment 1s1k mikroskobu altinda incelenerek
vaskilarizasyon, fibrozis, inflamasyon, nekroz ve epitelizasyonun durmuna gore
kalitatif olarak degerlendirilir. Nekroz ve inflamasyonun az olmasi,
vaskiilarizasyonun ve kollojen miktarinin fazla olmasi, reepitelizasyonun ileri
diizeyde olmasi anastomoz iyilesmesinin iyi oldugunu gostermektedir [27]. Elektron
mikroskobuyla kollajen lif dizilis sekilleri ve normali gore olugan farklilagmalar

go6zlenebilir.

2.3 Radyoterapi

1895 yilinda X 1gmlarmin Wilhelm Conrad Roentgen tarafindan bulunmasinin
ardindan 1898 yilinda Marie ve Pierre Curie radyumu kesfetmislerdir. Iyonizan radyasyonun
hiicreler iizerinde etkisi bulunmasi tizerine 1899 yilinda ilk defa kanserli bir hastada
radyoterapiye bagl kiir bildirilmistir [38]. 1951 yilinda radyoaktif cobalt (Co-60) ile tedavi
donemi baslamis ve yiiksek enerjili (megavoltaj) 1s1n {lireten lineer akselatorler gelistirilmis.
Bu sayede batin ve toraks i¢i derin dokulardaki malignitede basari saglanmistir [39].

Iyonizan radyasyon, dokular tarafindan absorbe edildiginde atomlardan elektronlar
ayrilarak iyonizasyona neden olan radyasyon olup, iki gruba ayrilir. ilki, elektromanyetik
dalgalar denilen a ve y gibi foton denilen enerji yiginlarindan meydana gelir. Partikiiler
radyasyon ise elektronlar, beta partikilleri, pozitronlar, alfa tanecikleri, nétronlar ve yiksek
enerjili agir iyonlardir.

Radyoterapi external radyoterapi ve brakiterapi olarak iki sekilde uygulama yontemi
mevcut. External radyoterapide hasta ile cihaz arasinda birka¢ cm ile metre arasinda degisen
aralik mevcuttur. Brakiterapide ise radyasyon kaynagi tel, igne, plak seklinde direk dokunun
icine veya intrakaviter olarak yerlestirilir. Brakiterapinin avantaji komsu normal dokulara
fazla zarar vermeden tiimor dokusuna daha kisa zamanda daha yiiksek doz radyasyon
verilebilmesidir.

Iyonize radyasyon birimi Gray’dir. Bir Gray (Gy) dokunun birim iinitesi tarafindan

absorbe edilen enerji miktaridir. 1 Gy=100 cGy (centigray), 1cGy=1 rad’dir [40].



2.3.1 Radyasyonun hicre Uzerinde biyolojik etkileri

Radyasyon bir molekiile isabet ettiginde, molekiiliin dis yiizeyindeki elektronlar1
ayirarak molekiilii iyonlastirir.  Yiiksek dozda ise DNA {izerinde onarilmasi miimkiin
olmayan kiriklar olusturup hiicre 6liimiine yol agar. Letal dozun altinda ise hiicre boliinmesi
duraklar. Doz diistikse bir siire sonra boliinme tekrar baslar. Doz arttik¢a boliinmeye baglama
zamani uzar, mitoz sayisi azalir, anormal mitoz sekilleri ve dejenere hiicreler ortaya ¢ikmaya
baslar, gen mutasyonlari olusur [40].

Radyasyon hicreleri iki sekilde etkiler, ilki hiicredeki su molekiillerinin
iyonizasyonu ile serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi sonucu olusan hidrojen peroksitin DNA
zincirinde yol a¢tig1 parcalanmadir. Ikincisi, iyonizan partikiiller direk DNA molekiiliine
carparak kopmalar meydana getirmesidir. Radyasyonun etkisi hiicre siklus fazina gore
degiskenlik gosterir, mitoz (M) ve ikinci dinlenme fazi (G2) radyosensitif iken, birinci

dinlenme (G1) ve sentez (S) faz1 radyorezistandir [41].

2.3.2 Radyasyonun dokular tzerindeki etkisi

Radyasyonun dokularda ilk asamada endarterit ve fibr6z doku reaksiyonu olusturan
hicre 6limd ile subletal hlcre hasar sonrasi hipovaskiiler-hiposeluler-hipoksik doku
kompleksi olusturur. Endotelde hasara yol acan kapiller ve arteriollerde olusan fibrin
trombiisler radyasyon hasarinin temelinde yatan patolojidir [42].

Radyoterapinin dokular Uzerindeki etkileri erken ve ge¢ donem olarak ikiye ayrilir.
Erken donem etkileri gastrointestinal sistem mukoza, kemik iligi, testis germinatif hiicreler
gibi hizli ¢ogalan dokularda proliferasyona olumsuz etkileridir. Uygulama sonras1 saatler
veya gunler i¢inde ortaya g¢ikar.

Geg donem etkileri ise 6 ay ile 6 yillik donemde ortaya ¢ikar ve ilerleyicidir. 3 grupta
incelenebilir; epitelyal ve parankimal degisiklikler (atrofi, iskemik nekroz, metaplazi, atipi,
displazi, neoplazi), stromal degisiklikler (fibrozis, atipik fibroblast, fibrindz eksuda, nekroz)
ve vaskiiler degisikliklerdir. Kapiller ve siniizoidlerin esasini endotel olusturdugu icin en
radyosensitif yapidir.

Radyasyona maruz kalan dokularda yapilan cerrahi islemler sonrasi yara iyilesmesi
komplikasyonlarina sik rastlanabilir. Radyasyon, intestinal mikrosirkilasyonu bozarak

anastomoz kacak oraninin artisina neden olmaktadir.
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Pelvik radyoterapi sonrasi gelisebilecek komplikasyonlar; proktit, rektal iilser,
striktlr, rektovajinal fistll, fibrozis, kolit, ileit, ileal obstriksiyon, sistit, Uretra striktir(,
vulvittir.

Ideal radyoterapi uygulamasi, en az komplikasyona neden olacak en etkin dozun
belirlenmesi ile saglanir. Toplam dozun fraksiyone verilmesi, cilt ve mukozalarda
kompensatuvar proliferasyona yol agacagi i¢in daha az komplikasyona neden olmaktadir
ancak yuksek ancak genis aralikli fraksiyonla verilen radyoterapide, énemli akut etki
goriilmeksizin ciddi ge¢ komplikasyonlar ¢ikabilir. Radyoterapi ameliyat éncesi, ameliyat
esnasinda veya ameliyat sonrasi uygulanabilir. Diyabet, hipertansiyon, gecirilmis 6zellikle

alt batin cerrahisi radyasyon hasarini arttirir [43].

2.3.3 Neoadjuvan radyoterapi

Neoadjuvan radyoterapi uygulamasindaki amag; cerrahi rezeksiyon smirlarinda
subklinik seyreden hastaligi ortadan kaldirmak ve lokal niiksii onlemek, operasyon
esnasinda canli tiimor hiicrelerini azaltarak implantasyon olasilig1 azaltmak, operasyon alani
disinda lenf nodu metastazlarini ortadan kaldirmak, tiimorde canli hiicre sayisini azaltarak
uzak organ metastazlarin1 engellemek, tUmor rezektabilitesini arttirmak ve hastaliksiz
sagkalimi uzatmaktir [44, 45].

Ameliyat esnasinda tiimor hiicrelerinin pelvis disina mekanik yayilmasi sonucu
radyasyon uygulanan alaninin disinda timaor hiicrelerinin kalmasi, cerrahi sonrasi dokularin
hipoksik olmasi nedeniyle radyorezistans hale gelmesi postoperatif radyoterapi
uygulanmasinin dezavantajlarini olusturmaktadir [42].

Neoadjuvan radyoterapideki en biylk dezavantaj, doku iyilesmesindeki problemdir.

Radyasyon enteriti, pelvis veya rektuma yapilan radyasyon sirast veya sonrasinda
meydana gelen ince veya kalin barsagin fonksiyonel bozuklugudur, abdominal ve pelvik
radyoterapinin en korkulan komplikasyonlarindandir [46]. Fistul, striktir, malabsorbsiyonla
sonuglanan barsak hasarlar1 ciddi anlamda hayati tehdit eden komplikasyonlardir ve hastanin
hayat kalitesini bozar. Radyoterapinin, kemoterapi ile kombine kullaniminda enterit
insidansina artma gozlenir [47].

Kalin ve ince barsak mukozasi iyonize radyasyona duyarlidir, komplikasyonlar 800-
1000cGy aras1 ortaya cikar [48]. Ik doz ile 8 hafta aras1 akut olarak degerlendirilir, bulanti,
kusma, abdominal kramp, tenesmus ve sulu diyare sikayetleri olur, zamanla malabsorbsiyon

gelisir. Kronik radyasyon enteriti tedavi tamamlanmasindan aylar yillar sonra baglayabilir,
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kesilmesinden sonra da devam edebilir. Radyasyon enteritinde tedavi fistll, obstriksiyon,
perforasyon gibi cerrahi mudahale gerektirecek komplikasyonlar gelismemisse medikal

yaklasim 6n plandadir.

2.4 Kok Hucre

Kok hiicreler mitoz boliinmeyle ¢ogalip kendini yenileyebilen ve farkli doku tiplerine
farklilasma yetenegine sahip hiicrelerdir. Kok hiicreler farliklasma kapasitesine gore
siiflandirilir. Embriyonik donemde ilk giinlerde olusan 4-8 hiicreli zigot tek basina tiim
organizmay1 olusturabilecek potansiyeli mevcut olup totipotent hiicre olarak adlandirilir.
Totipotent hicreler 2-3 bolinme sonrasi blastosite doniisiir, pluripotent hicre diye
isimlendirilen bu hiicreler tiim hiicrelere doniisebilme kapasitesine sahip olup organizma
olusturamaz. Multipotent hiicre eriskin dokularda bulunup tiim hiicre cesitlerine
farklilasamaz, 6zellesmislerdir.

Eriskin kok hiicreler; osteosit, adiposit, miyosit hiicrelerini olusturan mezenkimal
kok hicreler, biitiin kan hiicrelerini olusturan hematopoetik kok hiicreler ve bulunduklari

dokuda gorev alan unipotent kok hicreler seklinde siiflandirilir [49, 50].

2.4.1 Mezenkimal kok hticreler

Mezenkimal kok hucreler yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, sinir sistemi ve deri gibi
bircok doku ve organda bulunmaktadir. CD105, CD73, CD29, CD44, CD90 gibi ylizey
antijenlerini tagtyan mezenkimal kok hiicreler, antijenleri araciligiyla taninmasinin yaninda,
bu antijenler vasitasiyla sitokin, biiylime faktor reseptorii, hiicre adezyon molekiilii olarak
da gorev yapar.

Mezenkimal kok hiicreleri hasarli dokuya gitme ve yerlesme egilimi gosterir. Bunlar
TNF-a ve IL-1 gibi sitokinler tarafindan diizenlenir. Hasarli dokuya yerlesen mezenkimal
kok hicreler VEGF, IGF-1, BFGF, IL-6, CCL-2 gibi faktorler salgilayarak hiicre
proliferasyonu ve doku iyilesmesi saglanir. Anjiyogenezi uyarir ve apoptozisi engelleyerek

de iyilesme siirecine katki saglar [51].
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2.4.2 Kok hiicre kayna@ olarak adipoz doku

Yetigkin insanda viicut agirliginin %10-15"1 adipoz dokudur. Adipoz dokunun yarist
ciltaltinda olup geri kalan1 omentum, mezenterde bulunur. Adipoz doku, yetiskin bireyde
enerji kaynagi, yagda ¢ézilinen vitamin ve diger maddelerin depo yeridir. Adipoz doku i¢inde
bulunan multipotent kok hiicreleri, kolay izole edilebilmesi, laboratuvar ortaminda kolayca
cogaltilabilmesi, yiiksek sayida olmalar1 ve hizli elde edilebildikleri i¢in kullanim yoniinden
avantajhdir. Ayrica hematopoetik hiicrelere kiyasla immun yanit olusturma ihtimali daha az
ve kiiltiir kosullarinda genetik olarak daha stabildir [52, 53]. Adipoz dokudan elde edilen
kok hiicreler, adipojenik, osteojenik, kondrojenik, ndrojenik ve miyojenik farklilasma

kabiliyeti mevcuttur.
2.4.3 Kok htcrelerin dokularda takibi

Kok hiicrelerle yapilan calismalarda, hiicrelerin takibi icin isaretleme yOntemine
ihtiyag duyulmaktadir. Yesil floresan proteininin (GFP) hicrelere transfekte etmesi
yontemiyle takip yapilabildigi gibi kisa siireli ¢aligmalarda karboksifloresan diasetat
stiksinimidil ~ ester (CFSE), 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine
perchlorate (Dil) gibi floresan isaretleme yontemi kullanilmaktadir [54, 55].

3. GEREC VE YONTEMLER

Bu deneysel calisma, Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (DA22/01) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca
desteklenmistir. Proje, Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezinde gerceklestirildi.

Calismada, 350-500 gr agirlikta, toplam 55 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan
kullanild1. 7 adet sigan kok hiicre eldesi i¢in kullanilmis olup 48 hayvan randomize olarak 4
esit gruba ayrildi ve altisarli olarak kafeste tutuldu. Hayvanlar ¢alisma siiresince ayni

laboratuvar kosullarinda tutuldu, ticari sican yemi ve normal musluk suyuyla beslendi.
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3.1 Gruplar

Grup 1 (Kontrol grup): Siganlar orta hat laparotominin ardindan peritoneal

refleksiyonun 2 ¢m proksimalinden, sol kolonun 1 cm’lik segmenti rektosigmoid bileske
diizeyinden eksize edilerek uc uca anastomoz uygulandi. Islem sonrasi siganlarin 6 tanesi
liclincli, 6 tanesi yedinci giinde sakrifiye edilerek histopatolojik degerlendirme igin

anastomoz hattini i¢cerecek sekilde kolon dokusu eksize edildi.

Grup 2 (Radyoterapi ve anastomoz grubu): Belirlenen sekilde radyoterapi

uygulanan sig¢anlar besinci giinde orta hat laparotominin ardindan peritoneal refleksiyonun
2 cm proksimalinden, sol kolonun 1 cm’lik segmenti rektosigmoid bileske diizeyinden
eksize edilerek ug uca anastomoz uygulandi. Islem sonrasi siganlarin 6 tanesi iigiincii, 6
tanesi yedinci giinde sakrifiye edilerek histopatolojik degerlendirme i¢in anastomoz hattini

icerecek sekilde kolon dokusu eksize edildi.

Grup 3 (Radyoterapi, anastomoz ve lokal kok hiicre grubu): Belirlenen sekilde

radyoterapi uygulanan si¢anlar besinci giinde orta hat laparotominin ardindan peritoneal
refleksiyonun 2 cm proksimalinden, sol kolonun 1 cm’lik segmenti rektosigmoid bileske
duzeyinden eksize edilerek ug uca anastomoz uygulandi. Ek olarak si¢anlarin anastomoz
hatlarina elde edilen kok hiicreler uygulandi. Islem sonrasi siganlarin 6 tanesi iigiincii, 6
tanesi yedinci giinde sakrifiye edilerek histopatolojik degerlendirme i¢in anastomoz hattini

icerecek sekilde kolon dokusu eksize edildi.

Grup 4 (Radyoterapi, anastomoz, lokal ve sistemik kok hiicre grubu): Belirlenen

sekilde radyoterapi uygulanan siganlar besinci giinde orta hat laparotominin ardindan
peritoneal refleksiyonun 2 cm proksimalinden, sol kolonun 1 cm’lik segmenti rektosigmoid
bileske diizeyinden eksize edilerek u¢ uca anastomoz uygulandi. Ek olarak siganlarin
anastomoz hatlarina ve eszamanli intraperitoneal elde edilen kok hiicreler uygulandi. islem
sonrast si¢anlarin 6 tanesi tiglincii, 6 tanesi yedinci giinde sakrifiye edilerek histopatolojik

degerlendirme i¢in anastomoz hattini igerecek sekilde kolon dokusu eksize edildi.
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3.2 Anestezi

Radyoterapi, ameliyat ve Otenazi islemlerinde intraperitoneal 60mg/kg ketamin
hidroklorir (Ketalar®, Pfizer inc) ve 7mg/kg ksilazinhidroklorir (Xylazin Bio %2®,

Bioveta inc) uygulanda.

3.3 Radyoterapi

Radyoterapi, Baskent Universitesi Hastanesi Radyasyon Onkolojisi ABD’nda,
Elekta Versa HD lineer hizlandirici cihaziyla verildi. Ameliyattan 5 giin once, 2, 3 ve 4.
gruptaki sicanlara anestezi altinda kaynak ekseni mesafesi teknigi ile 6 MV enerjili lineer
hizlandirici, kaynak ekseni mesafesi 100 cm olacak sekilde tek seans olarak 12 Gy RT dozu
uygulandi (Resim-1, 2). Islem sonrasi siganlar anestezik etkisinden kurtulana kadar yakindan

takip edildi. Ilk 24 saatte siganlarda 6liim goriilmedi.
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3.4 Cerrahi islem

Siganlara ameliyat oncesi aglik ve barsak temizligi verilmedi. Intraperitoneal
anesteziyi takiben ekstremite refleksiyle anestezi derinligi kontrol edildikten sonra karin
bolgeleri tras edildi. Ardindan ameliyat masasina sirt iistii yatirilarak dort ekstremiteden
flaster yardimiyla tesbitlendi (Resim-3). Karin bdlgesi %10 poviden iyot (Batticon®
antiseptik solisyon, Adeka inc) ile temizlendi ve ortasi delik steril cerrahi ortii ile ortiildii.

Ardindan orta hat insizyon ile laparotomi yapildi.

Resim- 3

Batina girildikten sonra inen kolon bulundu, peritoneal refleksiyonun 2 cm
proksimalinden, sol kolonun 1 cm’lik segmenti rektosigmoid bileske diizeyinden eksize
edildi. Anastomoz giivenligi agisindan proksimal ve distal kolon ans1 i¢inde bulunan gaita
sagma yontemiyle cikartildi. Ardindan 7/0 polipropilen (Prolen, Ethicon Inc.) ile primer
siturle ug uca tek kat kolon anastomozu yapildi (Resim-4). Islem sonrasi fasya ve cilt

devamli 3/0 ipek ile kapatildi.

Resim- 4
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Kolon anastomozundan hemen sonra kok hicre uygulamasi yapilacak olan Grup 3
ve 4’te anastomoz hattinin distal ve proksimaline lokal subserozal toplam 0,1 ml kok hicre
enjekte edildi (Resim- 5). Sistemik kok hiicre uygulamasi yapilacak olan Grup 4 siganlarina

lokal uygulamaya ek olarak 0.1 ml kodk hiicre intraperitoneal verildi.

Resim- 5

TUm gruplardaki siganlarin 6’s1 ameliyat sonrasi ligiincii giinde, diger 6’s1 ameliyat
sonras1 yedinci giinde intraperitoneal anestezi ile relapatotomi yapildi. inen kolon anastomoz
hatt1 bulundu, anastomoz 2 cm distal ve proksimalinden kolon kesilerek disari alindi.
Anastomoz patlama basinct 6l¢limii yapildiktan sonra Ornekler longitiidinal olarak 3’e
ayrildi ve histopatolojik ¢aligma i¢in formaldehitte, biyokimyasal ¢aligma i¢in -86°C’de

muhafaza edildi.

3.5 Adipoz Doku Temini

Adipoz doku temini i¢in ayrilan 7 sigan verilen anestezi sonrasi karin bolgeleri tras
edildi. Ardindan ameliyat masasina sirt listli yatirilarak dort ekstremiteden flaster yardimiyla
tesbitlendi. Karmn bolgesi %10 poviden iyot ile temizlendi. Inguinal bdlge agilarak ciltalt:
diseke edildi, inguinal bolgedeki yag yastik¢iklarina ulasildi, yag dokulari ¢ikarildiktan
sonra islem sonlandirildi. Toplam 15.8 gr adipoz doku elde edildi (Resim- 6) [56-58].

17



Resim- 6
3.6 Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Hazirlanmasi

Siganlardan temin edilen yag dokular1 fosfat tamponlu salin (PBS, Invitrogen) ile
yikandiktan sonra doku kiiltiir plakalarinda forseps ile kavranmayacak hale gelene kadar
bistiiri ve doku makasiyla pargalandi (Resim-7). Parcalanan doku 5 dakikada 3 kez PBS ile
durulandi, daha sonra 50ml falcon tiipiine alind1. %0.15 kollajenaz (Collagenase from
C.histolyticum, Xiaflex ®, Auxilium Pharmaceuticals, Inc.) enzimatik sindirim icin tipe
eklendi.

Resim- 7
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Daha sonra 37°C’de 30 dakikalik kuvvetli ¢alkalama yapildi. Daha sonra ayni
miktarda %210 fetal bovin serumu (FBS, Gibco BRL) eklenerek kollajenaz notralize edildi.
Hiicre siispansiyonu 5 dakika 1300rpm'de (260g) santrifiijlendi ve istteki erimis halde
bulunan yag dokusu dikkatli bir sekilde aspire edildi. Icinden 0.1 cc siispansiyon alind1 ve
kok hiicre sayimi i¢cin metilen mavisi ile boyandi. Cekirdekli ve ¢ekirdeksiz hiicreler
hemasitometrede (Neubauer Thoma, Almanya) 151k mikroskobunda sayildi. Her 0.1ml’de
16x107 kok hiicre saptand1 (Resim-8). Geri kalam Dil etiketlemesi icin siispansiyon
hazirlandi [59].

Resim- 8
3.7 Kok Hiicrelerin isaretlenmesi

1,1’-Dioctadecyl-3,3,3°,3’-tetramethylindocarbocyanine (Dil) (Invitrogen,
Medsantek) %25 konsantrasyonda %99 etanol iginde ¢oziildi ve -20°C’de sakland.
Hicreler Ureticinin tavsiyelerine gore floresan Dil ile etiketlendi. Suspansiyondaki huicreler
bes dakika sureyle 4°C derecede 2,5 pg/ml konsantrasyonunda Dil ile fosfat tamponlu salin
icinde inkibe edildi [60, 61].

3.8 Patlama Basinci Ol¢iimii




Patlama basincin1 6lgmek i¢in dosiflow, transduser (Disposet pressure monitoring
set-single) ve monitér (GE Transport Pro) temin edildi. Laparotomide anastomoz
cevresindeki yapisikliklarin giderilmesi ve manipiilasyonu anastomozu zedeleyerek kagagi
arttiracagindan anastomoz hatti ¢cevre yapisikliklar diseke edilmeden proksimal ve distalden
mesafe birakilarak rezeke edildi. Anastomoz hattinda abse, anastomozda ayrisma, kagak
varligt olup olmadigi incelendi. Liimen iginde gaita basing 6l¢iimiinii etkileyecegi igin
yikama ile uzaklastirildi. Anastomoz hatt1 distalinde ve proksimaline kateter yerlestirilerek
ipek baglama ile tesbit edildi ve proksimal ugtaki kateter basing transdiiser ile monitore
baglandi. Perflizyon pompasi ile distalden 50 ml/sa hizla kolon i¢ine s1v1 verildi, monitdrdeki
basingta ani diisme veya anastomozdaki patlama sirasinda olan basing degeri patlama basinci

olarak kaydedildi (Resim- 9).

3.9 Biyokimyasal Degerlendirme

3.9.1 Doku hidroksiprolin analizleri

Doku orneklerinde hidroksiprolin (Hyp) derisimlerinin saptanmasi Reddy ve
Enwemeka’nin  yOntemine goére gergeklestirilmistir [62]. Yontem, serbest Hyp’nin
kloramin-T ile oksidasyonu sonrasi Ehrlich reaktifi ile olusturdugu renkli bilesigin
spektrofotometrik olarak analizi esasina dayanmaktadir.

Calismada doku &rnekleri analize kadar -86 °C’de saklanmistir. Ornekler, salin ile,
1g/10 ml (w/v) olacak sekilde cam-cam homojenizator kullanilarak homojenize edilmistir.
Homojenatlar ve ve standart Hyp ¢6zeltileri alkali ortamda (2N NaOH) hidroliz edilmistir.
Notralizasyon sonrast drneklerin kloramin-T ile oksidasyonu saglanmis ve Ehrlich reaktifi
ile olusturduklar1 renkli bilesigin absorbanst 563 nm’de reaktif koriine kars
spektrofotometre kullanilarak 6lgiilmistiir (Shimadzu UV-1601).

Hidroksiprolin derigimleri standart egri kullanilarak hesaplanmistir. Her ornek gift

olarak caligmaya alinmis ve derisimler ve pg/g doku olarak ifade edilmistir.
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Tablo 1. Hidroksiprolin standart egrisi
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3.9.2 Doku Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) analizleri

Doku MMP-2 analizleri BT-Lab (China) marka ticari kit (Katalog no: E0315Ra)
kullanilarak ELISA yontemiyle belirlenmistir [63].

MMP-2 analizi “sandwich ELISA” yontemi prensibine dayanmaktadir. Sigan MMP-
2’ye  0zgli monoklonal antikor kapli  kuyucuklara  belirtilen  hacimlerde
ornek/standart/kontrol, biotinlemis antikor ve streptavidin-HRP eklenerek 37 °C’de  bir
saat inkiibe edilmigstir. Siire sonunda kuyucuklara ticari kitte belirtilen yikama prosediirii
uygulanarak baglanmayan kisimlarin uzaklastirilmasi saglanmis ve ardindan  tiim
kuyucuklara substrat soliisyonlar1 eklenerek yeniden 37 °C’de on dakika inkiibasyon islemi
gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi olusan mavi renk stop ¢dzeltisinin eklenemesiyle
sartya donlismiis ve tepkime durdurulmustur. Olusan rengin absorbanst ELISA
okuyucusunda 450 nm’de Olgiilmiis ve standart egri kullanilarak 6rnek derisimleri
hesaplanmistir. Sonuclar ng/ml olarak ifade edilmistir. Yontemin analitik duyarliligi 0.092

ng/ml*dir.

3.10 Histopatolojik Inceleme

%10’luk formaldehit soliisyonu i¢cinde muhafaza edilen spesmenlerden en az 4 farkl
bolgeden tam kat 6rnekler alindi, parafine bloklar hazirlanarak, 4 um kalinli§inda kesitler
halinde hematoksilen&eozin ile boyanip tek bir patolog tarafindan kor olarak i1s1k
mikroskobunda degerlendirildi.

Radyasyon kolitinin spesifik bulgulart olmadig i¢in histopatoloji incelemeyi akut ve
kronik donemde enterit/kolitte gosterilen histopatoloji degisiklikler olarak ayr1 ayri incelendi
[64]. Akut enterit bulgular1 olarak iilser (1), 6dem(2), vaskiiler fibrinoid nekroz(3), kript
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absesi(4), azalmis mitoz(5), lamina propriyada artmis nétrofil eozinofil miktari(6), epitelyal
diizlesme(7), miisin kaybi(8) olarak 8 parametrede incelendi. Kronik enterit bulgulari olarak
serozal inflamasyon(1), artmis apopitoz(2), kript distorsiyonu(3), paneth atipisi(4), kript
atrofisi(b), reaktif epitelyal atipi(6), hiyalinize arterioller(7), vaskuler ektazi(8), atipik
fibroblast(9), submukozal néronal proliferasyon(10), lamina propriyada kronik inflamatuar
hiicre artisi(11) olarak 11 parametre belirlendi. Bu parametreler 0 (yok), 1 (hafif), 2
(belirgin) seklinde derecelendirildi [65, 66].

3.11 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 25.0 programu ile gerceklestirildi. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu histogram grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
Tanimlayici analizler sunulurken ortalama, standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum
degerleri kullanildi. Normal dagilim gdstermeyen (nonparametrik) degiskenler ikiden fazla
grup arasinda degerlendirilirken Kruskal Wallis Testi kullanildi. Gruplar arasindaki
farkliliklar Benferroni Metodu ile belirlendi. Ratlarin baslangig¢, preoperatif, postoperatif 3.
giin sakrifiye ve 7. giin sakrifiye kilo dl¢limlerinin zamana bagli degisimini belirlemek
amaciyla Friedman Testi kullanildi. Farkli bulunan 6lgiimleri belirlemek i¢cin Wilcoxon Sira
Sayilar1 Testi kullanildi. P-degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak

anlamli sonuglar seklinde degerlendirildi.

4. BULGULAR

Caligsma siiresince grup 3 ve 4 iginden tiger sigan radyoterapi sonrast ameliyat dncesi
donemde 6ldi. Bu denekler ¢alismaya dahil edilmedi. Postmortem lapatomide barsaklarda

yaygin tam kat nekroz goriildii.

4.1 Fiziksel Degerlendirme

4.1.1. Viicut agirhklar

Hayvanlarin baslangig¢ (radyoterapi alacaksa radyoterapi 6ncesi), ameliyat ginunde,
ameliyat sonrasi 3. ve 7. giiniinde agirliklar1 kaydedilmis olup ortalama agirliklar: tablo 2°de

verilmistir.
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Tablo 2. Zamana bagl olarak hayvanlarin kilo degisimi

Operasyon gunu Ameliyat sonrast Ameliyat sonrast p

Baslangig kilosu kilosu D3 D7 value

Grup 1 Ort+SS 388.75+44,01 388.92+43,20 370.75+37,88 355.67+30,13 0.002
Median  366,5 (340-475)* 3655 (342-474)® 357 (323-432)°  347,5(333-414)°

Grup 2 Ort+SS 434.67+30,62 374.83+36,39 371.50+34,27 369.17+31,12 0.009
Median 430 (397-500)*  366,5 (329-452)" 3655 (326-425) 363 (332-414)"

Grup 3 Ort+SS 428.78+18,19 368.33+17,33 354.44+22 95 363.20+22,83 0.005
Median 425 (403-455) 363 (347-395)" 355 (320-380)° 361 (339-387)°¢ ™

Grup 4 Ort+SS 417.44+47 64 355.67+51,92 340.22+46,67 360.80+53,43 0.003
Median 407 (330-500) 355 (273-445)° 344 (269-421)° 380 (281-421)°

Friedman Testi, Kruskal Wallis Testi, Harfler her bir satirdaki zamana bagli anlamli farklilig1 gosterir®®<,

Her bir grup icerisinde zamana bagli anlamli kilo kaybinin olup olmadig: arastirildu.

Radyoterapi almamis olan grup 1’de baslangic kilosu ile operasyon giinii arasinda anlamli

kilo degisikligi gozlenmedi. Radyoterapi alan grup 2, 3 ve 4’te baslangi¢ kilolart ile

operayon giinii arasinda anlamli bir kilo kayb1 oldugu gorildii.

Radyoterapi almayan grup 1’de ameliyat giinii kilosu ile ameliyat sonrasi 3 ve 7.

giinde kilo kaybinin anlamli oldugu goériildii (p<0.05). Radyoterapi uygulamasinin ardindan

anastomoz yapilan grup 2 ve kok hiicre uygulanan grup 3 ve 4’te de ameliyat giinii ile

ameliyat sonrasi 3. ve 7. giinde istatistiksel olarak anlamli kilo kayb1 saptandi (Tablo 3).

Her grupta ameliyat sonras1 3 ve 7. glindeki kilo kayb1 oranlar1 karsilastirildiginda,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Kok hiicre verilen grup 3 ve

4’te, kok hiicre uygulanmayan gruplara kiyasla ameliyat sonras1 3 ve 7. glinde anlaml1 bir

kilo farki saptanmadi.

Tablo 3. Gruplarin kilo 6lgtimleri karsilagtirmali grafigi

Estimated Marginal Means

440

420

400

380

360

Grup
— Grup 1
—Grup2
= Grup 3
== Grup 4

Baslangig Preoperatif Postoperatif d3  Postoperatif d7
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4.1.2.Barsak patlama basinci
Ameliyat sonrast 3 ve 7. giinde biitlin gruptaki sicanlara laparotomi yapilarak
anastomoz hatti rezeke edildikten sonra patlama basinglar1 olgiildi (Tablo 4). Tum

deneklerde patlamanin anastomoz hattindan oldugu goriildii.

Tablo 4. Her bir grupta ve sakrifiye giiniinde BPB 6l¢iim diizeylerinin kutu grafigi
(S3: 3. giin sakrifiye, S7: 7. glin sakrifiye)
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Tiim gruplar kendi i¢inde kiyaslandiginda, ameliyat sonrasi 3. giinde barsak patlama
basinci, ameliyat sonrasi 7. giine kiyasla anlaml sekilde diisiik saptandi (p<0,05).

Grup 1 ve 2 kendi arasinda kiyaslandiginda, ameliyat sonrasi 3.giinde patlama
basinglar1 arasinda bir fark saptanmadi, 7. giinde grup 1’de patlama basinci ortalamasi daha
yuksek saptanmakla berber istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

Grup 3 ve 4’te ameliyat sonrasi 3. guinde dl¢iilen BPB’lar1 (39 (18-140) ve 33 (20-
56)) grup 1 ve 2’de ameliyat sonrasi 3. glinde 6l¢iilen BPB’larina (23,5 (10-40) ve 18,5 (10-
37)) kiyasla yuksek bulunmakla beraber anlamli bulunmadi. Yine grup 3 ve 4’iin ameliyat
sonrast 7. gunde Olgiilen BPB’lar1 (181,5 (153-210) ve 181 (154-253)) grup 1 ve 2’de
ameliyat sonrasi 7. giinde 6l¢iilen BPB’larmna (157,5 (121-171) ve 125 (14-161)) kiyasla
yuksek saptanmakla beraber istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Grup 2’de ameliyat sonrast 7. giinde patlama basinglarinin genis bir aralikta
dagiliminin nedeni olarak, bazi sicanlarda anastomoz hattinda iyilesmenin koétii oldugu,
anastomozun ayrik oldugu goriildii (3 siganda, %50 oraninda). Radyoterapi uygulanmayan
ve radyoterapi uygulamasina ek kok hiicre uygulanan gruplarda 7. giinde anastomozda gross
olarak ayrisma goriilmedi.
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4.2 Biyokimyasal Degerlendirme

Ameliyat sonras1 3 ve 7.glinde laparotomi yapilarak anastomoz hatti rezeke

edildikten sonra dokuda Hidroksiprolin ve MMP-2 diizeyi bakildi. (Tablo 5)

Tablo 5. Hidroksiplorin ve Matrix Metalloproteinaz 6l¢iim diizeylerinin gruplara gére karsilagtirilmasi (S3:

3. glin sakrifiye, S7: 7. guin sakrifiye)

Hyp(ug/gdoku) MMP-2 (ng/ml)
G1S3 Ort+SS 132,38+54,70 85,65+24,97
Median 132,1 (61,2-199,1) 82,74 (59,87-123,29)
G1S7 OrtJ_r_SS 237,28+94,48 86,01+20,27
Median 248,95 (123,4-341,7) 80,22 (65,52-118)
G253 Ort+SS 179,93+96,28 63,53+19,09
Median 164,8 (66-312,4) 67,44 (35,27-83,62)
G2S7 Ort+SS 197,13+85,34 64,12+18,83
Median 194,2 (64,8-308,6) 70,81 (26,43-76,44)
5353 Ort+SS 174,8+114,49 66,78+12,97
Median 152,4 (70,1-357,7) 67,62 (53,78-87,19)
GasT OrtJ_r_SS 250,65+41,15 84,6+31,90
Median 239,8 (218-305) 89,67 (41,56-117,51)
64S3 Ort+SS 277,65+76,78 52,79+13,41
Median 266,4 (200-377,8) 55,3 (35,04-65,52)
G4S7 Ort+SS 203,32+102,86 72,93+23,66
Median 148,2 (117,8-327,8) 66,36 (46,1-106,63)
p value 0,215 0,180

Kruskal Wallis Testi

Gruplar kendi i¢inde ameliyat sonrast 3 ve 7. giinlerdeki degerleri kiyaslandiginda,
sadece grup 4’te ameliyat sonrasi 3. giinde Hyp degeri 7. giine kiyasla yiiksek bulundu, diger
gruplarda 3.giin degerleri diisiik saptand1 ancak bu farklar istatistiksel olarak anlamsiz olarak
saptandi1 (p>0.05). Gruplar birbiriyle kiyaslandiginda, ameliyat sonrasi1 3 ve ameliyat sonrast
7. giinlerde Hyp diizeylerinde gruplar aras1 anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05).

MMP-2 diizeyi icin gruplar kendi i¢lerinde ameliyat sonras1 3 ve 7. glin degerleri
kiyaslandiginda; grup 1 ve 2’de ameliyat sonras1 3 ve 7. gilinleri arasinda fark saptanmaz
iken, grup 3 ve 4’te ameliyat sonrasi 7. giinde 3. giine kiyasla MMP-2 diizeylerinde diisiikliik
saptandi, ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Gruplar birbiriyle kiyaslandiginda,
ameliyat sonrast 3 ve ameliyat sonras1 7. Glinlerde MMP-2 diizeylerinde gruplar arasi

anlaml bir farklilik saptanmadi (p>0,05).
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4.3 Histopatoloji Degerlendirme

Resim-10: a) Lamina propriyada yogun lenfosit infiltrasyonu b) Arteriyollerde hyalen nekroz

¢) Lamina propriyada ektazik damar yapilar1 d) Yiizeyel iilserasyon odagi

Histopatolojik degerlendirmede akut degisiklikler i¢inde siniflandirilan 8 parametre
ve kronik degisiklikler iginde siniflandirilan 11 parametre incelendi (Resim-10). Her bir
parametre 0 ile 2 arasinda puanlandirilarak histopatolojik olarak kantitatif sekilde

derecelendirildi (Tablo 6).

Tablo 1. Histopatoloji bulgularinin 3. ve 7. sakrifiye gruplararina gére karsilagtiriimasi

Histopatoloji toplam

Akut degisiklikler Kronik degisiklikler puan
G1S3 Ort+SS 4,5+3,51 4,5+1,87 945,22
Median 3,5 (2-11) 4 (3-8) 8 (5-19)
G1S7 Ort+SS 3,33+2,07 4,83%2,23 8,17+3,97
Median 3 (0-6) 5 (2-8) 9 (2-14)
G2S3 Ort+SS 5,5+3,51 3,83+2,40 9,33+2,88
Median 45 (2-11) 4 (1-6) 9 (5-13)
G2S7 Ort+SS 4,5+1,97 6,67+2,34 11,17+3,97
Median 4 (2-8) 6,5 (3-10) 10,5 (5-16)
G3s3 Orti_SS 4,6%1,52 5,6+1,52 10,2+2,17
Median 4 (3-7) 5 (4-8) 11 (7-12)
G3S7 Orti_SS 2,5+1,73 541,63 7,5+2,38
Median 2,5 (1-4) 53-7) 6,5 (6-11)
G4s3 Ort+SS 5,5+4,12 6,75+2,36 12,25+5,56
Median 6 (1-9) 6 (5-10) 12 (6-19)
G4S7 Orti_SS 3,8+2,28 5,4+2,30 9,2+4,55
Median 3(1-7) 5 (2-8) 8 (3-15)
p value 0,792 0,441 0,584

Kruskal Wallis Testi

26



Her grup kendi i¢inde degerlendirildiginde, grup 1, 2, 3 ve 4’te ameliyat sonrasi 3.
giin olan median akut degisikliklerin ameliyat sonras1 7. gline kiyasla yiiksek oldugu
gbzlenmis olup istatistiksel olarak anlamli saptanmadi. Yine kronik degisiklikler
kiyaslandiginda gruplar kendi icinde ameliyat sonrast 3 ve 7.giinde anlamlhi bir fark
saptanmadi.

Grup 1 ve 2 kiyaslandiginda, akut, kronik degisiklikler ve histopatoloji bulgular
acisindan ameliyat sonrasi 3 ve 7. giinde bir farklilik saptanmadi. Grup 3 ve 4’lin 3. Giin ve
7. Giin sakrifiye gruplar1 grup 1 ve 2 ile karsilastirildiginda akut, kronik degisiklikler ve

histopatoloji bulgulari 6l¢lim diizeyleri arasinda anlamli farklilik gézlemlenmedi (p>0,05)
4.4 Dil ile isaretlenmis Kok Hiicrelerin Goriintiilenmesi

Immunfloresan mikroskopta incelenen sadece hematoksilen ile boyali preperatlarda
anastomoz bolgesinde kok hiicrenin varligr goriildi. Dijital goriintiileme cihaziyla

goriintiiler kayit altina alindi (Resim- 11).

SN .

Resim- 11: Endotel ve arteriyol duvarlarda, stromal dokuda sitoplazmasi Dil ile boyal1 kok hiicreler
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5. TARTISMA

Giiniimiizde kolorektal kanserler, sik goriilmesi ve her iki cinsiyet i¢in 6liime sebep
olan hastaliklar i¢inde sayilmasi nedeniyle dnemini korumaktadir. Kolorektal kanserlerin
biyolojik davranisi kolondaki yerlesim yerine gore farklilik gosterebilir. Preoperatif
evrelemede, cerrahi tekniklerde ve adjuvan tedavilerde giiniimiizde gézlenen gelismelere
ragmen lokal niiks ve uzak organ metastazi hala 6nemli bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Niikslerin genelde unrezektabl olmasi, cerrahi esnasinda lenf nodu pozitifligi
%20-50, uzak organ metastaz oraninin % 24-35 arasinda oldugu gz dniinde bulundurulursa
neoadjuvan tedavinin 6zellikle de neoadjuvant radyoterapi (nRT) eklenmesinin daha iyi

lokal kontrol sagladig1 ve hastaliksiz sag kalima olumlu katki sagladig: bilinmektedir [67].

Kolorektal timoérlerde neoadjuvan kemoradyoterapinin kullanimi ile ilgili ¢ok sayida
caligmalar vardir. Neoadjuvan radyoterapinin lenf nodu oranlarini %60’a kadar dusiirdiigi,
seviye olarak rektum yerlesimli tiimorlerde %86,5 oraninda sfinkteri koruyabildikleri, bes
yillik sagkalimda artisin oldugu, uzak organ metastazini azalttigi gosterilmistir [68, 69].
Radyoterapide ameliyat 6ncesi uygulamanin avantaji doku oksijenizasyonun daha iyi olmasi
ile etkinliginin artmasi, incebarsaklarda daha az striktiire sebep olmasi, radyasyona bagh
toksisitede azalma, sfinkter koruyucu cerrahi riskini arttirmasi sayilabilir [70].
Radyoterapinin dezavantajlarindan en 6nemlisi ise yarattig1 inflamatuvar siireg ile yara yeri
tyilesmesini bozdugu icin anastomoz kagagi riskini arttirmaktir, anastomoz kagagi riski ise
hastalarda yuksek morbidite ve mortaliteye yol agmaktadir [71, 72]. Tek basina radyoterapi
uygulanan hastalarda anastomoz iyilesmesi iizerine olumsuz etkilerini gosteren birgok
calisma [73] bulunmakla beraber yara iyilesmesini bozmadigini gosteren caligmalar da

bulunmaktadir [74, 75].

Anastomoz kagagi riskini azaltmak ve yara iyilesme siirecini olumlu yonde etkilemek
i¢cin bir ¢cok calismalar yapilmaktadir, bu caligmalarin bir boliimiinii de kok hiicre tedavisi
olusturmaktadir [76]. Yapilan bircok calismada, adipoz kaynakli kok hiicrelerin farkl

dokulara doniiserek yara yeri iyilesmesini olumlu etkiledigi gosterilmistir [55, 56].

Calismamizda, mezenkimal kok hiicrelerin radyoterapi uygulanmis olan sicanlarda
anastomoz iyilesmesi iizerine etkileri incelendi. Bu inceleme yapilirken sicanlarin kilo
takibi, anastomoz patlama basinci, perianastomotik dokuda Hyp ve MMP-2 dlzeyi ve
histopatolojik olarak da akut ve kronik degisiklikler incelendi.
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Ceelen ve arkadaglarinin yaptig1 preoperatif yiiksek doz radyoterapi uygulanan
ratlarda kolon anastomoz iyilesmesinin incelendigi aragtirmada radyoterapi almis grupta
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli kilo kayb1 olmus ancak patlama basincinda
ve hidroksiprolin diizeyinde anlamli fark bulunamamustir [77]. EI-Malt ve arkadaslar
preoperatif kemoradyoterapi sonrasi kolon anastomozu yapilan ratlarda kontrol ve sham
grubu arasinda belirgin kilo kayb1 oldugu gozlenmis, ancak patlama basincinda degisiklik

goriilmedigi bildirilmis [78].

Calismamizda, radyoterapi uygulanan gruplarda baslangi¢ kilolar1 ile operasyon
gunu kilolar1 arasinda anlamli bir diisiis goriildii. Calismada 4 grupta da ameliyat sonras1 3
ve 7. ginde viicut agirliklarinda belirgin diisme saptanmakta beraber gruplar birbiriyle
kiyaslandiginda aralarinda anlamli fark bulunmadi. Bu da radyoterapi uygulamasi ve
cerrahinin birbirinden bagimsiz olarak kilo kaybina neden oldugunu, radyoterapinin
cerrahiyle birlikteliginin kilo kaybinda artisa sebep olmadigi goéz oniinde bulundurularak
kiimulatif etki olusturmadigi, radyoterapi uygulamasinin ardindan yapilan cerrahide kok

hiicre uygulamasinin kilo kaybini azaltmadigini gosterdi.

Anastomoz patlama basinci anastomoz iyilesmesinin ve anastomoz saglamliginin en
onemli parametrelerinden biridir. Temel olarak iyilesme dokusundaki kollojen yogunlugu
ile iliskilidir. Jong Han Yoo ve arkadaslarinin yaptigi c¢aligmada, iskemik kolon
anastomozunun iyilesmesinde kok hiicrenin etkisi arastirilmis ve anastomoz patlama basinci
ile kollojen miktarmin dogru orantili olarak arttigi gosterilmistir [79]. Cronin ve
arkadaglarinin yaptig1 anastomoz patlama basinci 6lgiimlerinde postoperatif {igiincii giinden
itibaren patlama basincinin giderek arttigi, 7-10.glinde maksimuma ulastig1 ayn1 zamanda
hidroksiprolin diizeylerinin ilk 3 giinde %40 azaldigi, besinci giinden itibaren normale
yaklastigi, 10-14.gunde normalinin {izerine ¢iktig1 belirtilmistir [80]. Yaptigimiz ¢alismada,
patlama basincinin sadece radyoterapi verip anastomoz yaptigimiz grup 2’de grup 1, 3 ve
4’e kiyasla daha diisiik degerler elde edilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Gruplar kendi iginde postoperatif 3 ve 7. giin kiyaslandiginda her grup igin
postoperatif 3. giinde patlama basinct 7. giine kiyasla anlamli olarak diisiik saptandi. Bu
bulgular 1s181nda postoperatif 3. giinde iyilesmenin tam olmadigi, bu nedenle tim gruplarda
7. glinde patlama basinglarinin daha yiiksek saptandigi goriildii. Grup 2’de ameliyat sonrast
7. giinde patlama basinglarinin genis bir aralikta dagilimi oldugu, grubun %50’sinde
anastomoz hattinda iyilesmenin ko&tii oldugu, anastomozun ayrik oldugu goriildi.

Radyoterapi uygulanmayan ve radyoterapi uygulamasina ek kok hiicre uygulanan gruplarda
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7. giinde anastomozda gross olarak ayrigma goriilmedi. Bu bulgudan yola c¢ikarak
radyoterapi almig sicanlarda ameliyat sonrasi 7. giinde iyilesme, radyoterapi almamis gruba
gore daha kotii olmaktadir. Kok hiicre verilen gruplarda, grup 2’de gorilen anastomoz
ayrismasi ve patlama basincindaki genis dagilimin olmamasinin nedeninin kok hiicrelerin
anastomoz bolgesindeki iyilesmeyi olumlu yonde etkiledigi i¢in oldugunu diistinmekteyiz.
Ayrica kok hiicre uygulanan grupta 7.glinde anastomozda gross ayrigma goriilmemesi
nedeniyle de kok hiicre uygulamasinin anastomoz bolgesinde iyilesmeyi olumlu etkiledigini
diisiinmekteyiz.

Biyokimyasal olarak anastomoz degerlendirilmesinde doku hidroksiprolin diizeyi,
anastomoz bolgesindeki kollajen miktari ile dogru orantili olup, yara iyilesmesinin en 6nemli
gostergelerinden biridir. Kolon anastomozu iyilesmesi ile ilgili calismalarda en sik
kullanilan parametrelerdendir. Cronin ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada hidroksiprolin
duzeylerinin ilk 3 ginde %40 azaldigi, besinci giinden itibaren normale yaklastigi, 10-
14.gunde normalinin tizerine ¢iktig1 belirtilmistir [80]. Calismamizda, gruplar arasinda kok
hiicre gruplarinda ortalama hidroksiprolin diizeylerinin daha yiiksek oldugu gézlendi ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Benzer ¢alismalarda kok hiicre uygulamasinin Hyp
tizerinde belirgin artisa sebep oldugu gosterilmis olup calismamizda bu etkiyi
gosterememizdeki nedenin neoadjuvan radyoterapinin erken donemde proinflamatuvar
sitokin salinimi ve hipoperflizyon nedeniyle kollajen yapimindaki bozulmanin etkisi
oldugunu diistinmekteyiz.

Yang ve arkadaslarinin yapmis oldugu neoadjuvan kemoradyoterapi almis ratlarda
MnTE-2-PyP uygulamasi sonrast anastomoz iyilesmesinin incelendigi aragtirmada, MnTE-
2-PyP uygulanan grupta MMP seviyelerinin anlamli olarak azaldigi, doku iyilesmesinin
arttigt One slriilmistiir [81]. Agren ve arkadaslarinin yaptigt MMP’lerin anastomoz
iyilesmesindeki aktivitesi incelendigi ¢calismada postoperatif 3. glinde miktar ve aktivitede
artis oldugu ve 7. giinden sonra miktarinin sinirlandig1 gézlendi. Siirlanmanin olmamasi
durumunda anastomoz ayrigmasiyla iligkili oldugu gosterilmis [82]. Yaptigimiz calismada,
MMP-2 diizeylerinde 7. giinde 3.giine kiyasla artis oldugu, ancak istatistiksel olarak anlamli
olmadigr saptandi. KOk hiicre gruplarindaki MMP-2 dizeyinde diger gruplarla

karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunmada.

Anastomoz bolgesinde yara iyilesmesini histopatolojik olarak degerlendirmek icin
calismamizda bir¢ok parametre degerlendirildi. Radyoterapi ile olusturulan radyasyon

enteriti bulgular1 ile anastomozun iyilesme siirecindeki degisiklikleri degerlendirebilmek
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icin akut ve kronik degisikliklerin oldugu parametreler belirlenip derecelendirildi. Waddell
ve ark ‘nin inflamatuar barsak hastalig1 olan fareler {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, yedi
gun kok hticre verilmesi sonucu yara iyilesmesini kontrol etmeleri sonucunda eozinofilve
monosit seviyelerinin arttigin1 saptarken noétrofil infiltrasyonu tizerine anlamli farklilik
saptamamislardir [83]. Gruplar arasinda ve gruplarin kendi i¢inde ameliyat sonrasi 3 ve 7.
guninde akut veya kronik histopatolojik degisiklik diizeyleri arasinda anlamli farklilik
gosterilemedi. Histopatolojik olarak anastomoz hattina lokal ve lokal ile sistemik kok hiicre
uygulamasinin anastomoz iyilesmesi tizerine olumlu veya olmusuz bir katkisi olup olmadigi
gbzlenemedi. Radyasyon kolitinin spesifik bulgulari olmamasi nedeniyle genel yaklasim
olarak kolitin barak duvarinda yaptigi akut ve kronik degisiklikler temel alinarak bakilmuistir.
Calismamizda, anastomoz iyilesmesinin ve bu iyilesmeye kok hiicrenin etkisini
gosterememizdeki nedenin; c¢alismadaki parametreleri anastomoz iyilesmesine spesifik
parametrelerle simirlandirmayip kolit varligini gostermek igin daha fazla degiskeni dahil

etmemiz oldugunu diisiindiik.

Uysal ve ark yaptig1 caligmada, kemik iligi kdkenli ve adipoz doku kokenli kok
hiicreler karsilagtirilmis ve adipoz doku kokenli kok hiicre gruplarinda damarlanmanin
anlamli olarak daha fazla oldugu goriilmistiir [56]. Calismamizda grup 3 ve 4’ten alinan
patolojik preperatlar immunfloresan mikroskopisinde incelendiginde, anastomoz hattinda
villuslardaki endotelyal hiicrede, arteriyol duvarinda, submukozal mezenkimal hicrelerde

sitoplazmasi Dil ile isaretlenmis kok hiicrenin bulundugu goriildii.

6. SONUC

Neoadjuvan radyoterapi uygulanan ve radyasyon enteriti gelistirilen ratlarda kok
hiicre tedavisinin anastomoz iyilesmesi lizerindeki etkisinin arastirildigt bu deneysel
calismanin sonuglarma gore; radyoterapi ve cerrahi uygulamanin viicut agirliklarinda
azalmaya yol agmasima ragmen kok hiicre uygulamasinin viicut agirhgindaki degisiklige
anlamli bir fark yaratmadigi gosterildi. Radyoterapi verilen grupta verilmeyen gruba kiyasla
patlama basinci diisiik saptandi, ancak anlamli fark bulunmadi. K6k hiicre uygulanan grupta
patlama basinci diger gruplara gore yliksek ¢ikmasina karsin anlamli bulunmadi. .
Biyokimyasal parametre olarak MMP-2 ve Hyp duzeylerinde ve histopatolojik olarak

yapilan degerlendirmelerde kok hiicre gruplarinda anlaml fark saptanmadi.
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Biyokimyasal ve histopatolojik olarak mezenkimal kok hicre uygulamasinin
neoadjuvan radyoterapi uygulanan si¢anlarda anastomoz iyilesmesi tiizerine etkisini
gosterememekle birlikte, Kklinik olarak kok hiicre verilen grupta anastomozda gross
ayrismanin olmamasi, patlama basinglarinin daha yiiksek saptanmasi nedeniyle olumlu etki
yaptig1 kanaatindeyiz. Sonug olarak; mezenkimal kok hiicre uygulamasi, neoadjuvan

radyoterapi almis bireylerde anastomoz hatt1 iyilesmesine destek olabilir.
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