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OZET

Gastrointestinal sistem cerrahisi, bening veya malign nedenlerden dolayr yogun
olarak yapilan ameliyatlardir. Gastrointestinal sistem ameliyatlar1 sonrasi goriilen
anastomoz kacaklar1 O6nemli mortalite ve mobiditeye neden olmaktadir. Anastomoz
kagaklarinin azaltilmasi ve yonetimi konusunda uzun yillardan beri yapilan birgok ¢alisma
vardir.

Solid organ nakli yapilan hastalara, nakledilen organa karsi gelisen immun
reaksiyonu Onlemek ve greftin uzun siireli Sag kalimini saglamak amaciyla immunsupresif
tedaviler verilmektedir. immunsupresif tedavi alan bu hastalara, organ nakli cerrahisi
sirasinda veya sonrasinda, gastrointestinal sistem ameliyatlar1 yapilabilmektedir.
Immunsiipresif tedaviler siklikla; kalsindrin inhibitorleri, kortikosteroid ve antiproliferatif
ajanlarin tekli veya kombine seklinde kullanilmasi seklindedir. Kalsinérin inhibitorlerinin
kullanilamadigi durumlarda genellikle mTOR inhibitorlerinin yer aldigi tedavi protokolleri
tercih edilmektedir. mTOR inhibitorleri, kalsindrin inhibitorlerine gore daha az nefrotoksik
olmasina ve daha gii¢lii immunsupresyon saglamasina ragmen yara iyilesmesinde gecikme,
infertilite, pndmonitis ve trombositopeni gibi yan etkileri vardir. mTOR inhibitérlerinin,
kalsindrin inhibitorlerine gore yara iyilestirmesini belirgin oranda geciktirdigi birgok
calismada gosterilmis ve mTOR inhibitorlerinin yara iyilesmesindeki olumsuz etkilerini
azaltan cesitli tedaviler denenmistir. Mezenkimal kok hiicre tedavisinin, ¢oklu dokulara
farklilagsma 6zelliklerinden ve yeni damar olusumunu arttirdigindan 6tiirii yara iyilesmesine
pozitif etkileri oldugu ve anastomoz kagaklarini azalttigi gosterilmistir. Bu ¢alismada;
mTOR inhibitéri ile immunsiipresyon saglanan siganlarda, kolon anastomuzunda adipoz
dokudan elde edilen kok hiicrenin yara iyilismesi lizerine olan etkilerinin arastirilmasi
amaclanmastir.

Calismada 60 adet Sprague-Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Her biri 14 adet
sican bulunduran 4 grup olusturuldu. Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kok hiicre, Grup 3:
Everolimus, Grup 4: Everolimus + Kok hiicre. 4 adet sican ise kok hiicre eldesi igin
kullanildi. 4 ana gruptan 3. ve 4. gruplar laparotomiden 7 giin 6ncesinden itibaren mTOR
inhibitorti(everolimus) ile immunsuprese edildi. Tim gruplardaki siganlarin inen kolonu
tam kat kesildikten sonra anastomoz yapildi. Ikinci ve dordiincii gruplarda anastomoz
bolgesine subserozal kok hiicre enjeksiyonu yapildi. Tiim gruplar esit sekilde iki alt gruba
ayrildi. Alt gruplardan bir tanesi 4. giin, digeri ise 7. giin sakrifiye edildi. Tim gruplarda

viicut kitle kaybi, anastomoz patlama basinci, doku hidroksiprolin diizeyi olglimii ve



histopatolojik degerlendirme yapildi. immiinohistokimyasal olarak; calisma grubunda Dil
ile isaretli adipoz kokenli kok hiicrelerin takibi i¢in floresan mikroskopta inceleme yapildi.
Deney sonucunda dordiincii giinde sakrifiye edilen hayvanlar dikkate alindiginda
uygulama gruplar1 arasinda kilo kayb1 dagilimi agisindan istatistiksel olarak 6nemli bir
farklilik saptanmadi (p>0,05). Ancak, Grup 3 de ortanca kilo kayb1 yaklasik %13,5 olarak
gozlenirken grup 1 yaklasik %5,4 oldu. Bununla birlikte 7.giinde Grup 3’te ortanca kilo
kayb1 %13,4 olarak gozlenirken Grup 1 de yaklasik %1,3 olmustur (p<0,001). Karin igi
yapisikligr agisindan gruplar degerlendirildiginde dordiincii giinde daha fazla yapisiklik
goriildi. Grup 2, 3 ve 4, Grup 1 ile ayr1 ayri karsilastirildiginda hafif dereceli yapisikliklarda
azalma gozlenirken, orta ve ileri dereceli yapisikliklarin arttig1 goriildii. Ancak Grup 3 ile 4
karsilastirildiginda yapisiklik skoru ve oranin kok hiicre verilmesi ile Grup 4’de daha az
oldugu gozlendi. Yedinci giinde gruplar arasinda yapisiklik olarak bir fark goriilmedi.
Yedinci giinde sakrifiye edilen si¢anlarda hidroksiprolin diizeyinin dordiincii giinde
sakrifiye edilen hayvanlara gore daha yiiksek oldugu goriildii. Bununla beraber 4 ve 7. giinde
kok hiicre uygulamast Grup 2’de Grup 1’e gore doku hidroksiprolin seviyesinde artmaya
neden olurken, immunsuprese edilen Grup 3’te aymi etkiye neden olmadi. Everolimus
verilmesi si¢anlarda dordiincii giinde doku hidroksiprolin seviyesinde azalmaya neden oldu.
Doérdiincii giinde, kok hiicre uygulamasi Grup 2 ve Grup 4’°te patlama basincinda artisa neden
oldu (p <0.05). Yedinci giinde bu farklilik g6zlenmedi. Histopatolojik inceleme sonucunda
reepitelizasyon, iskemik nekroz, fibrozis ve muskuler tabakada bozulma agisindan farklilik
saptanmadi. Vaskiiler proliferasyon agisindan yapilan degerlendirmede 4. giin sakrifiye
edeilen siganlar arasinda anlamli farkilik saptanmazken (p=0,226), 7. giinde kok hiicre
verilen Grup 2 ve Grup 4’te daha fazla vaskiiler proliferasyon saptandi (p=0,003).
Everolimus ile immunsuprese edilen ve edilmeyen si¢anlarda yapilan kolon
anastomozuna subserozal kok hiicre enjeksiyonunun yapilmasi anastomoz dayanikliligin
artirmakta, kilo kaybini azaltmakta, vaskiiler proliferasyonu arttirmaktadir. Riskli
gastrointestinal anastomozlarda, adipoz doku kaynakli kok hiicre uygulamasi uygun bir

yontem olabilir.
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ABSTRACT

Gastrointestinal system surgery operations have been applied intensively due to the
malignant or benign causes. Anastomosis leakages that are seen after the gastrointestinal
system operations cause important mortality and morbidity. There have been a lot of studies
on the reduction and management of anastomosis leakage for many years.

After the solid organ transplantation, to prevet the formation of the immune reaction
against to transferred organ and to provide long-term survival of the graft,
immunosuppressive treatment protocols are applied to the patients. Gastrointestinal system
operations can be performed during or after the organ transplant surgery in these patients
receiving immunosuppressive treatment. Commonly applied immunosuppressive treatment
protocols are, calcineurin inhibitors, corticosteroids and the single or multiple combinations
of the antiproliferative agents. When the calcineurin inhibitors can not be used, treatment
protocols with m- TOR inhibitors have been preferred. Although m- TOR inhibitors are less
nephrotoxic than the calcineurin inhibitors and they provide stronger immunosuppression,
they have adeverse effects like delay in wound healing, infertility, pneumonitis and
thrombocytopenia. However, several treatments have been tried to reduce the adverse effects
of mTOR inhibitors in wound healing. Mesenchymal stem cell therapy has positive effects
on wound healing and it decreases the anastomosis leakages due to the differentiation
characteritics to multiple tissues and the increased formation of new blood vessels. In this
study, it is aimed to investigate the effect of the stem cells that are derived from adipose
tissue on wound healing in rats that are immunosuppressed with m-TOR inhibitors.

In this study, 60 Sprague- Dawley male rats were used. Four groups of 14 rats each
were formed. Also 4 rats were used to obtain the stem cells. We immunsupressed the third
and the fourth groups of four main groups with everolimus everyday from 7 days prior to
laparatomy. Anastomosis was performed, after the descending colon of all the rats in all
groups was completely cut. In the second and forth groups we performed subserosal stem
cell injection into the anastomotic region. All of the groups were randomly divided into two
equal subgroups . One of the subgroups of each main groups were sacrified on the 4th day,
and the other ones were sacrificed on the 7th day. In each groups, the bursting pressure of
the colonic anastomosis, tissue hydroxyproline level measurement and histopathological
evaluation were done. Immunohistochemicaly, florescent microscopic examination was

done for the following of the Dil marked adipose derived stem cells in the study group.



As aresult of the analysis, there is no statistically siginificant difference in the weight
loss distribution between the experimental groups when considering the animals that are
sacrified on the 4th day (p= 0,013). When all the groups are evaluated in terms of adhesion
parameters, minimal adhesion was observed in the 85,7 % of the animals that are sacrified
on the 7. day and that are in the groups of everolimus+ stem cell while indermediate adhesion
was observed in the 14,3 % of them. Adhesion rate on the 4th day is significantly higher
than the adhesion rate on the 7th day. The effect of the sacrifice day on the level of the
hydroxyproline is statistically siginficant at 95 % confidence level. (p< 0,001). When we
look, it is observed that the average hydroxyproline levels of the animals that are sacrified
on the 7th day are higher than the average hydroxyproline levels of the animals sacrified on
the 4th day. When the animals sacrified on the 4th day are considered, there is a statistically
significant difference in terms of the average of the bursting pressures between the Control
and Stem Cell groups ( p= 0,002) and between the Stem Cell and Everolimus groups (
p<0,001). When evaluating the results of the analysis of reepithelization, ischemic necrosis,
fibrosis and the deterioration of the muscular layer, no significant difference was determined.
When evaluating the vascular proliferation results, there was no significant difference
between the groups that were sacrified on the 4th day (p= 0,226) , whereas there was a
significant difference among the groups that were sacrified on the 7th day ( p= 0,003).

Subserosal stem cell injections to colon anastomosis in immunosupressed rats with
everolimus and in non- immunosuppressed rats increase the anastomotic resistance,
decrease the weight loss and increase the vascular proliferation. In the risky gastrointestinal
system anastomosis, adipose tissue derived stem cell application may be an appropriate

method.

Key words: Immunosuppression, everolimus, stem cell, anastomosis
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1. GIRIS

Genel cerrahi ameliyatlarinin igerisinde gastrointestinal sistem cerrahisi, 6nemli bir
yer tutmaktadir. Ozellikle kolorektal ameliyatlar;, diger gastrointestinal sistem
ameliyatlarina nazaran genis endikasyon sahasi olmasi, ameliyat sonrasi
komplikasyonlarinin agir sonuglar dogurabilme ihtimali nedeni ile her zaman gelisime ve
yeniliklere ihtiyag duymaktadir (1). Her ne kadar bu alanda gelismeler hizla devam etse de,
ameliyat sonras1 komplikasyonlarin 6nemli bdliimiinii olusturan anastomoz kacaklari,
ameliyat sonrast mortalite ve morbiditenin halen en 6nemli nedenlerinden biridir (2).
Yapilan anastomozlardaki kagak orani literatiirde yaklagik %5-69 oraninda bildirilmistir (3).
Bazi1 kacaklarda anastomozda yenilenme gerektirirken, bazilar1 ise klinik belirti vermez ve
tedavi gerektirmez. Anastomozu yapan cerrahlar arasinda kacak orani arasinda 6nemli
farkliliklar gortilmekle birlikte tecriibeli kolorektal cerrahlarin elektif kosullarda yaptigi
anastomozun kagak orani ise %3 ile %6 arasindadir (4). Anastomoz kagaklarinin azaltilmasi
ve yonetimi konusunda uzun yillardan beri yapilan bir¢ok calisma yapilmis ve yapilmaya
devam etmektedir (5-7).

Solid organ nakli yapilan hastalarin bir kismina es zamanli ya da nakil sonrasi alt
gastrointestinal sistem (GIS) cerrahisi yapilmaktadir. Nakil sonrasi, nakledilen organa kars1
gelisen immiin reaksiyonu 6nlemek ve greftin uzun siireli sag kalimini saglamak amaciyla
bu hastalarda immunsupresif tedavi uygulanmaktadir (8). Siklikla immunsupresif tedaviler,
kalsinorin inhibitorleri ile birlikte kortikosteroid ve antimetabolit ajan kombinasyonun
kullanim1 olmakla birlikte, kalsinérin inhibitorlerinin kullanilamadigi durumlarda mTOR
inhibitorleri kullanilmaktadir (9). mTOR inhibitorleri, kalsinorin inhibitorlerine gore daha
az nefrotoksik ve daha gii¢lii immunsupresyon saglamasina ragmen en 6nemli yan etkileri
ise yara iyilesmesinde gecikme, infertilite, pnédmonitis ve trombositopenidir (9-15). mTOR
inhibitorlerinin, kalsindrin inhibitorlerine gore yara iyilestirmesini belirgin oranda
geciktirdigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (14, 16).

Son donemlerde, bir¢ok alanda oldugu gibi, yara iyilesmesinin kalitesini arttirmak,
anastomoz kacaklarin1 azaltmak ve anastomoz dayanikliligini arttirmak amaci ile de kok
hiicre tedavisi kullanilmasina dair ¢alismalar yaymlanmistir (17-19).

Kok hiicre; heniiz farklilasmamis fakat birgok kez boliiniip farklilagmis hiicreler

olusturabilme potansiyeline sahip hiicreye verilen isimdir. Kendisine verilen sinyal



dogrultusunda farklilagsabilen kok hiicresi, bu sayede hasarli dokuda rejenerasyon
saglayabilir.

Viicutta ¢ok sayida dokudan iiretilebilinen mezenkimal kok hiicreler (MKH), uzun
Oomiirlii olmalarinin yani sira birgok kez ¢ogaltilarak kullanilabilinir. Esas elde edilme yerleri
kemik iligi ve adipoz dokular olan MKH, bulunduklar1 dokuda anjiogenezi, lokal kan
akimini, fibroblast ve kollajen sentezini arttirarak yine hasarli dokunun onarimina biiyiik
katk1 saglar (17).

Bizim bu ¢aligmadaki amacimiz; kolon anastomozlarinda, iyilesme siirecine pozitif
katki gosterdigi bilinen kok hiicre tedavisinin, immunsupresyonu MTOR inhibitorii ile
saglanan si¢anlarda yapilan kolon anastomozlarina olan pozitif etkisinin arastirilmasidir. Bu
caligma sonucunda mTOR inhibitorlerinin yara iyilesmesine negatif yonde olan etkisi, kok
hiicre tedavisi ile engellenebilinirse, solid organ transplantasyonu yapilan ve mTOR
inhibitori kullanan hastalarda yapilacak acil ya da elektif alt gastrointestinal ameliyatlar
oncesi, hastanin immunsupresif tedavisini degistirmek ya da kesmek zorunda kalmadan
anastomoz iyilesme kalitesi arttilabilir ve kagak orani azaltilabilir. Ayrica bu uygulama ile
sadece gastrointestinal anastomozlarinda degil, solid organ transplantasyonlari sirasinda
yapilan vaskiiler anastomozlar, safra yolu anastomozlari ya da mesane anastomozlarinda

kacak oranlar1 belirgin dl¢iide azaltilabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolon Anatomisi

Terminal ileumdan baslayip anal kanala kadarki yaklagik 200 cm uzunlugundaki
intestinal kisima kolon denilmektedir (20, 21), (Sekil 2.1). Terminal ileumun igerigini
bosalttig1 kolonun ilk kismi ¢gekumdur. Kolonun, 7cm ile ¢ap1 en genis kismudir (21, 22).
Terminal ileum ile ¢ekum arasinda invajinasyon yoluyla olusmus 'ileocekal valv' isimli bir
kapak mekanizmasi bulunmaktadir. Bu kapak mekanizmasi ince barsak iceriginin ¢ekuma
hizla gecisini ya da ¢ekumdaki igerigin ince barsaga refliisiinii engeller. Daha sonra sirasi ile
¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektum gelmektedir. Transvers
kolon tamamen intraperitoneal olup kolonun en hareketli ve uzun kismini olusturur (20, 21,

23).

10cm
Cikan Kolon

5cm
Cekum

Sekil 2.1. Kolonu olusturan intestinal segmentler

Cekum ve ¢ikan kolonun arteryel beslenmesi, siiperior mezenterik arterin (SMA),
iliokolik arter ve sag kolik arter dallar1 tarafindan saglanir. "Vasa rekta' adi verilen ve
iliokolik arter ile sag kolik arterin arkuslarindan ¢ikan vaskiiler yapilar kolon ylizeyine
medial taraftan ulasip kisa ve uzun dallara ayrilir. SMA'nin bir bagka dali olan orta kolik
arter, transvers kolonun beslenmesini saglar (24).

Inferiormezenterik arterin (IMA), inen kolonu besleyen dalina sol kolik arter,

sigmoid kolonu besleyen dalina sigmoidal arter ve rektumu besleyen dalina siiperior rektal



arter adi verilir. Sol kolik arter %14 oraninda, splenik fleksuradan uzak mesafede
Drummond’un marjinal arteri ile birlesir (24) (Sekil 2.2).

Riolan arki

Orta kolik arter

Siiperior mzenterik
arter

Mariinal arter

Sag kolik arter

Tleokolik arter

Sekil 2.2. Drummond’un marjinal arteri

Rektum ve anal kanalin arteryel beslenmesi, IMA’nin terminal dali olan siiperior
rektal arter, internal iliak arterin dali olan medial sakral arter, internal pudental arterden ¢ikan
inferior rektal arter ve aort bifurkasyosunun hemen altindan ¢ikan median sakral arter
yoluyla saglanir.

Gastrointestinal sistemde yapilan anastomozlarda, yara iyilesmesinin tam olarak
saglanabilmesi icin en onemli kosullardan bir tanesi doku kanlanmasinin yeterli diizeyde
saglanmasidir. Bu nedenle yapilacak ameliyatlarda 6zellikle arter yapilari 1yi bilinmeli ve
anastomoz yapilacak uglarin arteryel beslenmesinin iyi oldugundan emin olunmaldir (24).

Cekumun vendz doniisii apendiks ile birlikte ileokolik veni takiben siiperior
mezenterik vene (SMV) olur. Cikan kolon ve hepatik flesuranin vendz doniisii sag kolik veni
takiben, transvers kolonun vendz doniisii ise orta kolik veni takiben yine SMV’ye olur.
Splenik fleksuradaki ven6z doniis hem orta kolik ven, hem de sol kolik ven yardimu ile olur.
Inen kolon vendz doniisii sol kolik ven yoluyla, sigmoid kolon vendz déniisii ise sigmoidal
ven yoluyla inferior mezenterik vene (IMV) olur. Sigmoid kolonun vendz drenaji yine
IMVye olur (25). Rektumun proksimal kesiminin vendz drenaj siiperior rektal veni takiben
IMV’ye olurken, rektumun orta ve alt kesimlerinin vendz drenaj1 orta rektal ven ve siiperior
rektal veni takip ederek 6nce internal pudental vene, daha sonra da internal iliak ven araciligi

ile sistemik dolagima olur. (21).



2.2. Kolon Histolojisi

Kolon duvarinda, sindirim kanallarinin genelinde oldugu gibi dort tabaka vardir. Bu
tabakalar i¢erden disariya dogru; tunika mukoza, tunika submukoza, tunika muskularis ve
tunika seroza olarak adlandirilirlar.

Tunika mukoza; kendi i¢inde mukoza yiizey epiteli, kripta, lamina propriya ve
lamina muskularis mukoza denilen 4 ara tabakadan olusur. Kolonda villus bulunmaz. Kolon
mukozasindaki yiizey epiteli ise, basit kolumnar ve kiiboidal epitel cinsidir. Bu epitelyal
hiicreler aralarinda T lenfosit hiicreleri yer alir (26).

Lamina propriya igerisinde bircok yapi bulunur. Bunlar; fibroblastlar, damarlar,
sinirler, diiz kas hiicreleri ve inflamatuar hiicrelerdir. Inflamatuar hiicreler arasinda,
lenfositler, plazma hiicreleri, mast hiicreleri, eizinofiller ve histiyositler yer alir (26). Mukoza
ile submukoza arasindaki ayrim noktasi ile ince bir kas tabakasi olan muskularis mukozadir
(26).

Tunika submukoza, yapisinda kolonun hareketi i¢in ¢ok Onemli olan Meissner
pleksusu ve derin submukozal pleksus adinda iki néral pleksus barindirir. Ayrica tunika
submukozada arterioller, veniiller ve lenfatikler mevcuttur (26).

Tunika muskularis, sirkiiler ve longitudinal kas tabakalarindan ve bu iki tabaka
arasindaki Auerbach ndral pleksusundan olusur. Distaki longutidunal kaslarin lifleri ii¢
yerde toplanarak ‘tenya coli’ denilen bandlari olustururlar (26).

Tunika seroza, visseral peritondur. Inen kolon, ¢ikan kolon ve rektumun bir boliimii

ile anal kanal retroperitonenal yapilar olarak bilinir (26).

2.3. Anastomoz Teknikleri

Ince barsak, kolon ve rektum arasinda yapilacak olan kolokolik, enterokolik ve
kolorektal anastomozlar, farkli tekniklerle ve ¢esitli suturler kullanilarak yapilabilir. Bu
teknikler arasinda ug-ug, ug-yan ve yan-yan anastomozlar, tek kat veya cift kat sutur atilmasi,
devamli ya da tek tek sutur atilmasi, el ile ya da stapler ile anastomoz yapilmasi gosterilebilir
(27). Kullanilan tekniklerin giivenirligi agisindan yayinlanmig bir¢ok farkli yayin
bulunmaktadir. Cift kat anastomoz teknigi, tek kat anastomoz tekniginden daha Once
tanimlanmis olup, anastomoz giivenilirligi agisindan olmazsa olmazlar arasinda yer almakta
idi. Daha sonra yapilan bazi ¢alismalarda cift kat anastomoz yapildiginda, i¢ kata ait
mikroskobik nekroz alanlar1 ve doku dokiilmeleri meydana geldigini gostermistir (28).

Ayrica tek kat anastomozlarin daha cabuk yapilabildigi ve barsak liimeninde daha az
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daralmaya yol agtig1, boylelikle damarlanmanin ve mukozal iyilesmenin daha hizli olacagi

da yine yayimlanan ¢alismalarda gosterilmistir (29-32).

2.4, Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, doku rejenerasyonu icin gerekli olan karmasik bir mekanizmadir
(33, 34). Yara iyilestirme kaskadi kismen ortiisen {i¢ ana sathadan olusur. Bu safhalar;
hemostaz ve inflamasyon; proliferasyon; maturasyon ve remodelling safhalaridir (35). Yara
tyilesmesi dinamik bir siirectir ve bu siire¢ icerisinde yara iyilesmesinin sathalar1 birbiri ile
cakisabilir.

Yara olugsmasiyla baslayan ve birkac giin siiren safhaya hemostaz ve inflamasyon
sathasi denir. Yaralanma sonrasi ekstraseliiler matriksin, trombositlere direkt olarak maruz
kalmasi, koagiilasyon kaskadinin aktivasyonuna neden olur. Bu sirada trombosit-a
graniillerinden; trombosit benzeri biliyime faktorii (PDGF), transforme edici biiyiime
faktori-B (TGF-B), trombosit aktice edici faktor (PAF), fibronektin ve serotonin gibi bir
takim yara uyarict maddelerin salinimini yapar. Ek olarak, hemostazisi saglamak amaci ile
fibrin pihtisi, polimorfoniikleer 16kositler (PMN) ve monositler gibi inflamatuvar hiicrelerin
yaraya migrasyonu i¢in bir ¢ati gorevi goriir (36). Yara bolgesine ilk gelen infiltre edici
hiicreler PMNIlerdir ve 24-48 saatte pik yaparlar.PMNler, erken inflamasyon asamasinda
sitokinlerin, ozellikle de takip eden anjiogenez ve kollajen sentezinde belirgin etkisi olan
timor nekrozis faktor-o (TNF-a)nin en 6nemli kaynagidir. Yara bolgesine ulasan ikinci
inflamatuar hiicre popiilasyonu makrofajlardir. 48-96 saat ierisinde belirgin sayilara ulasan
makrofajlar, yara iyilesmesi tamamlanincaya kadar kalir. Notrofiller ve makrofajlar
fagositoz ile yara debridmanina ve oksijen radikalleri ile birlikte nitrik oksit sentezi ile
mikrobiyal staza katkida bulunurlar. Notrofil ve makrofajlarin gocii ile birlikte
proinflamatuar sitokinler ve biiyiime faktorleri tiretilir (37). Bundan sonra anjiyogenez
baslayip yeni kollajen lifleri, cogalma evresini temsil eden graniilasyon dokusunun ana
bilesenleri olarak yarali bolgede sentezlenir (38). TGF-B, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktori (VEGF), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF) ve epitelyal biiyiime faktorii (EGF)
bu asamada rol alan medyatorlerdir. Ayni zamanda, remodelling baslar ve eski kollajen
lifleri, kolajenazlar, yani matriks metalloproteinazlar 2 ve 9 tarafindan pargalanir (36). T
lenfositler yaraya goc¢ eden bir diger diger bir inflamatuar hiicrelerdir ve sayilar1 bir hafta

icerisinde pik yapar. T lenfositlerin yara yerine goc¢ii ayn1 zamanda inflamatuar evreden



proliferasyon evresine gegis olarak kabu edilir. T lenfositler interferon-y (IFN-y), TNF-a ve
IL-1 ile birlikte fibroblast kollajen sentezi iizerine inhibe edici bir etki olustururlar (36).

Proliferasyon fazi yara iyilesmesinin 4-12. giinler arasinda olan ikinci evresidir.
Doku devamliligmin saglanmas1 bu evrede olur. lyilesen yaraya son go¢ eden hiicre
popiilasyonu fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerdir. Fibroblastlar i¢in en 6nemli kemotaktik
faktor PDGFdir. Fibroblastlar yara yerine ulastiktan sonra kisa bir siirede ¢ogalirlar. Daha
sonra makrofajlardan salinan sitokin ve biliylime faktorleri tarafindan matriks sentezi amaci
ile uyarilarak aktif hale getirilirler. Proliferasyon fazinda endotel hiicreleri de yaygin olarak
cogalirlar ve anjiyogenezde rol alirlar. Anjiogenezde anahtar rol oyanayan VEGFnin ana
kaynag1 makrofajlardir ve VEGF reseptorleri endotel hiicrelerinde yer alir (39, 40).

Kollajen; viicutta en fazla miktarda bulunan proteindir ve yara iyilesmesinin basaril
bir sekilde tamamlanmasinda anahtar rol oynar. En az 18 tip kollajen olsa da yara
iyilegsmesini asil ilgilendiren tip 1 ve tip 3 kollajendir. Tip 1 kollajen deride ekstraseliiler
matriksin temel bilesenidir. Tip 3 kollajen ise esas olarak onarim siirecinde 6nem kazanir.
Kollajen esas olarak; onciil aminoasitler olan prolin ve lisinden olusan protokollajenin
hidroksilasyonu sonrasi olusan bir dizi enzimatik reaksiyon sonucunda meydana gelir.
Prolinin hidroksilasyonu sonrasi hidroksiprolin, lisinin hidroksilasyonu sonucu hidroksilisin
meydana gelir. Deneysel calismalarda yara iyilesmesi ve kollajen sentez durumunun
degerlendirilmesinde hidroksiprolinin in vitro kosullarda Sl¢imii yapilir. Bu enzimatik
reaksiyonlarin sorunsuz bir sekilde devam edebilmesi i¢in gerekli olan kofaktorlerden bir
tanesi askorbik asit (C vitamini)dir (41).

Iyilesmekte olan skar dokusunun maturasyon ve remodellingi fibroblastik evrede
baslar ve daha Onceden sentezlenmis olan kollajenin yeniden organize olmasi ile
karakterizedir. Bu evrede kollajen yikim1 ve sentezi arasinda bir denge kurulur. Bu denginin
kurulmasinda, kollajen yikimia neden olan matriks metalloproteinazlar anahtar rol oynar.
Sonugta kollajen sentezinin lehine bir durum olusur ve aseliiler kollajenden zengin bir skar
dokusu meydana gelir. Yaralanmadan birkac hafta sonra, yaradaki kollajen miktar1 nispeten
duragan bir degere ulasir fakat gerilim kuvveti birkag ay daha artmaya devam eder (42).
Fibroblastlardan olusan fibrillin, bag dokuda bulunan elastik liflerin olusumu i¢in gereklidir.
Yaralanma sonrasi skar remodellingi 6 ila 12 ay kadar devam eder ve bu siire i¢inde kademeli
olarak geliskin, avaskiiler ve aseliiler skar dokusu sekillenir. Skar dokusunun mekanik
kuvveti higbir zaman yaralanmamis doku seviyesine ulasamaz (36).

Yara iyilesmesi sirasinda yaraya bitisik epitel hiicrelerinin proliferasyonu ve

migrasyonu olarak tanimlanan siirece epitelizasyon denir. Bu siire¢ yaralanmanin birinci
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giinii baglar ve yara kenarindaki epidermisin kalinlasmasi olarak goriiliir. Yara alanina yakin
konumdaki bazl hiicreler defekt kapanincaya kadar bir dizi mitotik boliinmeye ugrarlar.
Defekt kapandiginda ise epitel hiicreleri boliinmeye baslar ve reepitelizasyon meydana gelir.
Yara dudaklarinin birbirne yakin oldugu durumlarda reepitelizasyon 48 saatten daha kisa bir

stirede tamamlanir ancak defektin biiyiik oldugu durumlarda bu siireg uzar (43, 44).

2.4.1. Gastrointestinal Sistemde Yara Iyilesmesi

Gastrointestinal sistemde tam kat meydana gelmis bir yaranin iyilesme siireci, barsak
uclarmin cerrahi ya da mekanik olarak bir araya getirilmesi ile baslar. lyilesmenin yetersiz
olmasi durumunda, yiiksek morbidite ve mortalitenin tasiyan kagak ve fistiiller meydana
gelir. Tersine, fazla iyilesme meydana geldigi durumlarda striktiir olusumu ve limenin
obstruksiyonu gibi sorunlar meydana gelebilir (36).

Barsak anastomozlardan sonra barsaklarda meydana gelen gerilme kuvveti, diiz kas
hiicrelerinin de fibroblastlar ile birlikte kollajen sentezlemesi sayesinde normal cilt
yaralanmasi1 sonrast meydana gelen gerilme kuvvetinden daha hizli olusmaktadir (45, 46).
Fibroblastlardan meydana gelen kollajen sentezi, barsak ve cilt yaralarinda farkl yollar izler
(47). Gastrointestinal segmentteki submukoza katmani; gerilim giiciinii saglayan, anastomoz
sonrast dikisleri ve barsak ug¢larini bir arada tutan asil katmandir. Kollajen ve elastik liflerden
olusan submukoza tabakasinin yapisinda agirlikli olarak tipl kollajen (%68) olmakla
birlikte, %20 oraninda tip3 kollajen ve %12 oraninda tip5 kollajen bulunmaktadir (37).

Gastrointestinal sistemde yapilan anastomozlarin iyilesme safhalari, temel olarak
yara iyilesmesinin safhalari ile ortiistir. Bu safhalar basta hemostaz ve vazokonstruksiyon,
daha sonra vazodilatasyon ve kapiller permeabilite artigidir (37). Anastomozda ilk 72 saatte
inflamasyon ve 6dem hakimiyeti mevcuttur. Anastomoz sirasinda invajine edilmis barsak
kismi 24-48 saat sonra inflamasyon sonucu nekroze olur ve liimene diiser. Invajine edilen
kisim ne kadar kiigiikkse primer iyilesmede o kadar saglam olur. Bu bulgu; anastomoz
sirasinda barsak uclarinin asir1 inverte ya da everte edilmemesi gerektigini, barsak ug¢larinin
miimkiin oldugunda kars1 karsiya getirilmesi gerektigini gosterir. Anastomoz yapilacak
barsak uclarinin seroza tabakalarinin karsi karsiya getirilmesi, kacak riskini azaltan
etkenlerden bir tanesidir (48, 49).

Anastomoz yapilan alanda 72. saatin sonuna dogru graniilasyon dokusu oldukga
yogunlasir ve artik 3. ila 5. giinlerde kollajenolitik aktivite artigi goriiliir. Artik kollajen

yapiminin artigina bagli olarak birikim belirginlesmeye baslar ve bu birikim ile birlikte



yapilan anastomozun gerilim kuvveti artmaya baglar (50). Anastomozun dayaniklilig1 ve
kagak riski bu donemde konulan dikislere ve submukozanin bu dikislerin yarattig1 gerilime
dayanabilme kuvvetine baghdir (32, 51).

Anastomoz yapildiktan itibaren besinci giin sonunda yara kuvveti hizla artmaya
baslar ve kollajen sentez uyarimi artmistir. Esas olarak yapilan anastomozda meydana
gelecek komplikasyonlar, kollajen sentez ve yikim arasindaki hassas dengeye baglidir.
Anastomoz gerilim Kkuvveti ameliyat sonrast 7. giinde normal bir barsagin %50’sine,
ameliyat sonrast 10. giinde ise %100’iine ulasir. Anastomozun birinci haftasinda
anjiogenezis yaninda mukoza epitel proliferasyonu izlenir (52). Hiicrelerin diizenli olarak
siralandigi, normal dokularin ve diiz kas hiicrelerin sentezlendigi donem ise remodelling

donemidir.

2.4.2. Anastomoz Tyilesmesini Etkileyen Faktorler

Gastrointestinal sistemde yapilan anastomozlarin iyilesmesinde sistemik ve lokal
faktorlerin etkisi vardir (Tablo 2.1). Bu fsktorler ig¢inde anastomoz teknigi, yara
iyilesmesinin safhalarinin  saglikli  bir sekilde gerceklesmesi, anabolizan etkili
mekanizmalarin eksiksiz bir sekilde ilerlemesi, anatomoz gerginligi ve doku kanlanmasinin
yeterli diizeyde olmasi mutlak suretle saglanmalidir(53, 54). Bu faktorlerden Tablo 2.1°de

kisaca bahsedilmistir.

Tablo 2.1. Anastomoz iyilesmesine etki eden faktorler

LOKAL FAKTORLER SISTEMiK FAKTORLER
Yeterli kanlanma Enfeksiyon

Anastomozda gerginlik olmamasi Sok, sepsis, asidoz

Saglikli doku uglari Hipovolemi

Bakteriyel kontaminasyon Ilag tedavisi (Steroidler, NSAII)
Distal obstriiksiyon Immiin yetmezlik

Radyasyon hasari Obezite,alkolizm,malniitrisyon
Barsak hazirligi ve antibiyotik kullanimi Uremi

Mekanik travmalar Karaciger hastaligi, yetmezligi
Cerrahi teknik ve dikis materyali Malign hastaliklar

Lokal enfeksiyon Yas

Hematom Agir anemi

Yabanci cisimler Vitamin ve mineral eksiklikleri




Kolonun anastomozu sirasinda yapilan ani ve kaba hareketler, koterizasyonun
gereginden fazla yapilmasi, barsak segmentlerine konulan klemplerin dolagimi engelleyecek
kadar siki olmasi ve uzun siireli kullanimi, kullanilan dikislerin ve staplerin damarlar1
hasarlamasi1 dokuda iskemi meydana getirebilir (55). Anastomozun gergin olmasi halinde,
anastomoz hattindaki perfiizyonda azalma meydana gelir ve bunun sonucunda inflamatuar
hiicre infiltrasyonu artar. Gastrointestinal sistemde lokal mikrosirkulasyonun en az tolere
edildigi alan kolondur (56). Ayrica anastomoz sirasinda kullanilan teknik anastomoz
tyilesmesinde onemli rol oynar. Anastomoz iyilesmesi siirecinde dokuda homojen sekilde
dagilmig yeterli oksijen konstantrasyonu olmalidir. Ancak bu sayede kollajen sentezi
sirasinda yeterli prolin ve lizin hidroksilasyonu meydana gelir. Aksi takdirde dokularda
yetersiz oksijenasyon sonucunda enfeksiyon oraninda anlamli artis ve iyilesme kalitesinde
azalma meydana gelir. Ornek verilecek olursa; 55 mmHg altindaki oksijen basincinin oldugu
dokulardaki kacak oran1 %10 iken 25 mmHg atindaki oksijen basincinin oldugu dokularda
iyilesme goriilmemektedir (57, 58).

Radyoterapi, gastrointestinal sistemde meydana getirdigi cesitli etkilere sekonder
olarak (striktiir formasyonu, endarteritis obliterans v.b.) fibrozis olusturur (37). Yapilan
calismalarin bir kismi, kolon ameliyatlarina hazirlik asamasinda yapilan mekanik barsak
temizliginin ve antibiyotik kullaniminin, anastomoz kagak oranlarini belirgin Olciide
azalttigin1 desteklemektedir (59, 60). Mekanik barsak temizligi yapilmayan acil vakalarda
yapilan iliekolik anastomozun daha giivenli olduguinu, bunun yaninda obstruktif kolon
ameliyatlarinda mekanik barsak temizligi yapilmadan yapilan kolon anastomozlarinin
giivenli oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (61, 62). Anastomoz sirasinda konulan
dikisler kenarlardan uygun uzaklikta olmali ve iskemi yaratacak ya da bosluk birakacak
sekilde baglanmamalidir (63). Anastomoz dikisleri konulduktan sonra liimenin genisligi ve
acikligi kontrol edilmeli, anastomoz distalinde tikaniklik, gerilim gibi anastomoz kacagi
yaratacak faktorler varsa ortadan kaldirilmalidir. Anastomoz sirasinda eversiyon yapilmasi
kacak riskini arttirir ve adezyon meydana getirirken iskemi riskini azaltir. Dikislerin iki kat
konulmasi, dokuda kullanilan iplik miktarinda artis ve inverte edilen dokuda olusan iskemi
nedeni ile inflamatuar cevapta artis meydana getirir. Inflamatuar cevabin sonucu olusan
kollajen dokudaki yikim, anastomozda zayiflik meydana getirir. Anastomoz sirasinda tek
kat dikis konulmasini savunanlarin goriisleri de bu yondedir (48).

Anastomoz sirasinda kullanilan dikis materyali, dokuda en az reaksiyonu
olusturmali, enfeksiyona yol agmamali ve anastomoz biitiinliigii ile birlikte yeterli gerilim

kuvveti kazanilincaya kadar anastomoza destek olmalidir. Ge¢gmiste, kullanilan yontem ve
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dikis materyallerinin birbirine goére avantajlar1 ve dezavantajlar1 yapilan calismalar ile
gosterilmigtir (64). Deney hayvalarinda yapilan kolon anastomoz teknikleri arasinda;
anastomozun tek kat yapilmasinin teknik agidan daha kolay oldugu, anastomozda daha az
daralmaya yol agtig1 ve ilk birkag giinde iyilesmenin meydana geldigi belirtilmistir (29).
Anastomoz kagaklarina yol acan onemli faktorlerden birisi de lokal enfeksiyonlardir.
Ameliyat sirasinda sterilizasyona riayet edilmemesi sonucu dis etkenlerden olusan
kontaminasyonlar ve kolon florasinin gesitliliginin fazla olmasi lokal enfeksiyona yol
acabilirler (65). Enfeksiyon sonucunda ise kollejenaz aktivitesi artarak kollajen miktarinda
azalma meydana gelir (66). Ameliyat sirasinda drenaj amagh konulan kateterlerin gesitli
avantaj ve dezavantajlart vardir. Ameliyat sonrasi intraperitoneal alanda enfeksiyona yol
acma potansiyeli olan serbest siviy1 disar1 tasiyan drenler, bununla birlikte dis ortamdan
peritoneal kaviteye enfeksiydz ajanlar i¢in potansiyel bir yol gorevi goriirler. Ayrica
mekanik etki sonucu agri, adezyon ve travmaya yol agabilir (37). Bu konu ile kopeklerde
yapilan bir calismada ameliyat sirasinda konulan drenaj kateterinin, ameliyat sonrast
dénemde anastomoz kagak insidansini %15’ten %55’¢ ¢ikardigi tespit edilmistir (67).
Ameliyat sirasinda intraabdominal sepsis tespit edildiginde anastomoz yapmaktan kaginmak
gereklidir (37). Sepsis varliginda kollajen sentez miktar1 belirgin Olglide azalir (68).
Ameliyat oncesi donemde ve/veya ameliyat sonrasi erken donemde verilen kemoterapi
tedavisi, fibroblast proliferasyon inhibisyonu ve dogrudan olarak kollajen sentez inhibisyonu
yapar. Kan tablosunda goriilen ndtropenti, yara iyilesmesi sirasinda inflamatuar fazi uzatir ve
yara yeri enfeksiyonuna sebep olabilir (69). Immunsuprese kisilerde yara iyilesmesi
sirasinda inflamatuar fazda polimorfoniikleer 16kositlerin (PMNL) yoklugu, yara yeri
enfeksiyonuna neden olarak yara iyilesmesinde gecikme meydana gelir. Antiinflamatuar
etki gosteren kortikosteroidler ayni zamanda hiicresel fonksiyonlarda da baskilanmaya
neden olurlar. Malnutrisyonun belirgin oldugu durumlarda, cilt yaralarinda iyilesmede
gecikme ve gerilim kuvvetinde azalma meydana gelir. C ve E vitaminleri, demir, ¢inko
eksikliklerinde yara iyilesmesinde bozulma meydana gelir (69). Beslenmenin yaninda
hipovolemi de doku perfiizyonunda olumsuz etki yaratarak iyilesme siirecini uzatir (69).
Hipotansiyonun anastomoz iizerine olan olumsuz etkisi Schrock, Deveney ve Dunphy
tarafindan yapilan ¢alismada gosterilmistir (3).

Biiytime faktorleri (Epidermal biiyiime faktorii (EGF) v.s.) fibroblast sentez
uyarimina neden olarak kollajen sentezine ve dolayisi ile yara iyilesmesine katkida bulunur
(70). Diyabet hastaligi multifaktoriyel olarak yara iyilesmesini engellemektedir. Bunlar;

notrofil, makrofaj ve lenfosit fonksiyonunda bozulma, fibroblast proliferasyonunda azalma
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ve mikrovaskiiler dolasim bozuklugu nedeni ile kan akiminda azalma meydana gelmesidir.
Malign hastaliklar, ileri yas katabolik etkileri nedeni ile yara iyilesmesini geciktirir (71).
Karaciger yetmezligi ve bobrek yetmezligi gibi hastaliklarin sonucu olan protein sentez

bozuklugu, sarilik ve tiremi, anastomoz iyilesmesini geciktirir (37, 72).

2.4.3. Anastomoz lyilesmesinin Degerlendirilmesi

Anastomoz iyilesmesinin degerlendirilmesi mekanik, biyokimyasal ve histolojik
yontemlerle yapilir. Mekanik ve biyokimyasal yontemlerde genelde kantitatif degerler
kullanilirken, doku diizeyinde iyilesmenin kalitatif olarak degerlendirilmesinde histolojik
yontemler 6nemli bir yer tutar (48).

Mekanik Degerlendirme Yontemleri

Patlama Basinci: Anastomoz yapilan intestinal segmentin, sivi ya da gaz ile artig
gosteren intraliiminal basinca karsi gosterdigi intestinal duvar direncinin kantitatif
karsiligidir (48). Genel olarak anastomoz sonrasi 3-4. giinlerde en diistik degerde goriiliir ve
bu nedenle anastomoz kagaklar1 en sik dordiincii giinde goriiliir. Ote yandan yedinci giinde
direng, ameliyat dncesindeki seviyeye yiikselir ve genel olarak patlama anastomoz disindaki
bir intestinal segmentte meydana gelir (37).

Kopma Direnci: Anastomoz hattini igine alan intestinal segmentinin longitudinal
olarak kesilerek, standart olarak hazirlanmig bir seridin iki ucuna karsit yonlerde kuvvet
uygulanirken kopma anindaki kuvvetin kantitatif karsiligidir. Genelde anastomoz sonrasi
ikinci haftaya kadar olan dénemde uygulanan bir degerlendirme yontemidir (37).

Biyokimyasal Degerlendirme Yontemleri

Anastomoz 1yilesmesinin biyokimyasal olarak degerlendirilen karsig1 doku kollajen
miktar tayinidir ve doku kollajen miktar1 hidroksiprolin aminoasit diizeyinin Sl¢iimii ile
saptanir (37).

Histolojik Degerlendirme Yontemleri

Anastomoz yapilan intestinal segmentin 151k mikroskobu altinda degerlendirilerek

vaskiilarizasyon, fibrozis, inflamasyon, nekroz ve epitelizasyon degerlendirilmesi yapilir

(37).

2.5. Kok Hiicre

Uzun yillar boyunca arastirmacilar, hasarlanan hiicre, doku veya organlarin

kaybettigi biyolojik islevleri tekrar kazandirmak ve hasari tamir etmek amaci ile bir¢ok
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calisma yapmuslardir. Bu tip islev kaybina yol acacak hastaliklar arasinda tipl diyabet
hastalig1, Parkinson hastaligi, Alzheimer, Multiple skleroz yer alir. Caligmalar sonunda
Ozellikleri belirlenmis ve ¢esitli yontemler kullanilarak izole edilmis ve kok hiicre olarak
adlandirilan 6zel hiicreler kullanilarak amaca ulasilabilecegi gosterilmistir (73). Kok hiicre;
aldiklar1 biyokimyasal sinyallere gore farkli hiicre tiplerine doniisebilen hiicredir.

In vivo plastisite kavramu, ilk kez 1983 yilinda allojenik hemopoetik kok hiicre nakli
sonrast komplikasyon olarak, yaygin akciger kemiklesmesine bagli olarak solunum
yetmezligi gelismesi sonrasinda Sale tarafindan tanimlanmustir (74). Daha sonra yapilan
calismalar ile birlikte, en basta kemik iligindeki kok hiicrelerin in vitro ve in vivo kosullarda
sadece koken aldiklar1 doku ve organlarin hiicrelerini degil, viicudun diger hiicrelerine de
dontigebildikleri (plastisite) gosterilmistir. Basta kemik iligi kaynakli kok hiicreleri
(KIKKH) olmak iizere, farkli kaynaklardan elde edilen eriskin kok hiicreleri, bazi
hastalilarin tedavilerinde 6nemli kaynak olmuslardir (73).

Kok hiicreler bulunduklar1 dokuya gore iki genel gruba ayrilirlar. Bunlar; embriyonik
kok hiicreler ve eriskin kok hiicrelerdir. Ayrica farklilasma potansiyellerine gore de alt
gruplara ayrilirlar (73). Bunlar;

- Totipotent hiicre: D6llenme meydana geldiginde olusan hiicre (zigot) tek basina

tiim organizmay1 meydana getirebilecek genetik bilgiye ve giice sahip olan hiicredir.

- Pluripotent hiicre: Viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip

olmasina ragmen, tek baslarina artik tiim organizmay1 olusturacak giice sahip degillerdir
(73).

- Multipotent hiicre: Birbirine yakin hiicre gruplarini olusturabilen kok hiicrelerdir.

Ornegin, kan kok hiicreleri, kemik iliginde bulunur ve gerektiginde beyaz kan hiicrelerine,
kirmizi kan hiicrelerine ve trombositlere doniisebilir.

- Oligopotent hiicre: Lenfoid ve myeloid hiicrelerde oldugu iizere sadece birkag

hiicre grubunu olusturan kok hiicrelerdir.
- Unipotent hiicre: Kas ana hiicresinde oldugu {izere bir hiicre tipini olusturan kok

hiicrelerdir (75).

Kok hiicreler yukarida da bahsedildigi gibi birden fazla hiicre tipine farklilasma
ozelligine sahiptirler. Bunun en belirgin 6rmegi totipotent hiicre olan ddllenmis yumurta
hiicresi ya da zigotla birlikte baslayan farklilagmanin tiim organizmay1 olusturabilecek
kabiliyete sahip olmasidir. Embriyonel kok hiicreler yiiksek seviyede telomeraz aktivitesi

igerir. Hiicre cogalmasinin aktivasyonda azalmaya yol agmamasi nedeni ile limitsiz ¢ogalma
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kapasitesine sahiptirler. Embriyonel kok hiicreler tim somatik dokulari ayr1 ayri
olusturabilmesine ragmen, tam bir yeni kisi olusturamazlar (76-78).

Eriskin kok hiicreleri totipotent degil, pluripotent hiicrelerdir. Bir doku ya da
organdaki farklilasmamuis hiicreler olan eriskin kok hiicreleri, kendisini yenileyebilir, bunun
yaninda i¢inde bulundugu doku ya da organin 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilir. Bu
ozelliklerinden dolay1 esas gorevleri bulunduklari dokuyu tamir etmek ve devamliliklarini
saglamaktir. Yapilan caligmalar neticesinde erigkin kok hiicrelerinin viicutta bir¢ok dokudan
elde edilebildigi gosterilmistir (79). Bazi bilim adamlari, eriskin kok hiicresi yerine ‘somatik
kok hiicresi’ terimini kullanmayi tercih etmislerdir (80).

Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) kendini yenileyebildigini, cesitli bag doku
elemanlarina farklilasabildigini ve yapilarinin fibroblastlarla benzerlik gosterdigini ilk kez
1976 yilinda Friedenstein gostermistir (81). Yine 1980 yilinda tavsan kemik iligi stromal
hiicrelerini izole edip, bagska hayvanlarda intraperitoneal implantasyon yapan Ashton ve
arkadaglari, implantasyon yapilan alanda kemik ve kartilaj olusumunu géstermislerdir (80).

Eriskin kok hiicrelerinin gosterilmis oldugu alanlar i¢inde; kemik iligi, periferik kan,
arteriyel ve vendz yapilar, cizgili kaslar, dis dokusu, miyokardium dokusu, karaciger,
gastrointestinal sistem, over epiteli, testis, akciger, meme dokusu, adipoz doku, deri, merkezi
sinir sistemi, tiikriik bezleri ve paratiroid bezler gosterilmistir. Bu dokular igindeki kok
hiicreler boliinmeye hazir halde beklemekte, boliinme sinyalini aldiktan sonra harekete
gecerek boliinmeye baglamaktadir (80).

Erigkin kok hiicresi hakkinda yapilan ¢aligmalarin ilerlemesiyle, kan hiicrelerinin
kokeni olan hematopoetik kok hiicrelerinin farkli embriyonik koékenli (ektoderm ve
endoderm) hiicrelere kaynak olabilecegi ortaya ¢ikmis ve calismalar bu yonde hiz
kazanmustir.

Kok hiicre kullaniminda iki onemli 6zellige dikkat etmek gerekir. Bunlardan bir
tanesi kok hiicrelerin kolay yoldan ve ¢ok miktarda elde edilebilmesi, digeri ile istenilen
dokulara kolaylikla ve yiiksek oranda farklilagabilmesidir.

Erigkin kok hiicrelerinin diger bir ¢esidi de adipoz doku kokenli kok hiicrelerdir
(ADKKH). Bu tip kok hiicreler lipoaspirasyon sonrasinda veya abdominal ciltlati yolla
alinmis yag dokusundan ayristirilma yontemi ile edilen ve in vitro sartlarda farklilasmadan
biiyiime 6zelligine sahip hiicrelerdir. Ilk kez insanda 2001 yilinda Zuk ve arkadaslar1 (82,
83) tarafindan ayristirilarak tanimlanan ADKKH, diger kok hiicre kaynaklarina nazaran
donorde diisiik mortalite ile birlikte yiiksek miktarda elde edilebilmesi ile kok hiicre

uygulamalarinda cazip bir kaynak haline gelmistir. Bu alanda yapilan bir¢cok ¢alismada
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uygun sartlarda elde edilen ADKKH’in mezoderm kaynakli kemik, kikirdak, kas, fibroblast

ve endotel hiicrelerine doniisebildigi gosterilmistir (82-85).

2.5.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Eriskin kok hiicre tiplerinden olan mezenkimal kok hiicreler (MKH), stromal kokenli
olmalar1 nedeni ile genel anlamda ‘destek hiicresi’ 6zelligi tasirlar. Bu ozellikleri, onlari
tibbin birgok alaninda kullanim potansiyeli tasir hale getirmistir. MKH, bir¢ok dokudan elde
edilebilir, dayanikli ve sayica ¢ogaltmaya elverisli hiicrelerdir. Ayrica MKH osteoblastlar,
kondroblastlar, fibroblastlar, adipositler, iskelet kas lifleri, kardiyomiyositler ve endotel
hiicreleri de dahil olmak {izere bir¢ok hiicre tipine farklilik gosterebilme kabiliyetini
gostermistir (86). Bu 6zelligim, yara yerinde iyilesme ve anjiyojenezin ¢ogaltilmasinda rol
oynadigi gosterilmistir (87). 1960’li yillardan bu yana Kemik iligi hiicreleri kiiltiir
kaplarinda kiltiire edildikleri zaman, stromal hiicrelerin hizla plastik kiiltiir kabina
yapistiklari, hematopoetik hiicrelerin ise yapismadiklar1 bilinmektedir. Son zamanlarda
yapilan calismalar ise genellikle stromal hiicre sistemi iizerinde yogunlasmaktadir. Ornek
verecek olursak ilk zamanlarda kemik iligi kokenli stromal hiicreler sadece hematopoezi
indiiklemek i¢in kullanilirken, zaman gectik¢e in vivo ve in vitro calismalarda karaciger,
kalp, adipoz doku, bobrek, kas, kikirdak, sinir, kemik, akciger ve barsaklarinda aralarinda
oldugu c¢esitli hematopoetik olmayan dokulardan parankim hiicrelerine farklilastig
gosterilmistir. (88-90).

MKH’lerin yiiksek klinik kullanim potansiyeli olmas1 sayesinde, hiicresel tedaviler,
doku miihendisligi, bagisiklik baskilayici tedaviler ve gen tedavileri konusunda ilgi odag:
haline gelmistir (91). Son yapilan g¢alismalarda MKH’lerin kardiyak rejeneresyonda,
iskemik kalp hastaliklarinda ventrikiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinde olumlu etkiler
meydana getirdigi anlagilmistir (92). Bu etkilerin saglanmasinda faktorler ise; apoptozis
direncinde artig, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) salgilanmasinda artig, hiicresel
diizeyde kan akiminda artig, mikrovaskiiler yapida artis seklinde siralanabilir (92-94).

Kemik iligi, organizmanin en zengin kok hiicre kaynagi olarak MKH’lerinde ana
kaynagi olarak sayilmaktadir. Kemik iliginde, mezoderm kaynakli hematopoetik, endotel ve
mezenkimal kaynakli kok hiicreler bulunmaktadir. MKH sadece kemik iliginden degil,
periost, kas dokusu, dis pulpasi, maksillofasiyal dokular, lipoaspirasyon materyalleri,

karaciger, kordon kani, kordon stromasi, amniyon sivisi, plasenta, sinovial sivi ve hatta
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periferik kandan adezyon &zellikleri nedeni ile ayristirilarak ¢ogaltilabilmeleri miimkiindiir
(95, 96).

MKH’ler bir¢ok ¢esitli dokuda bulunmasina ragmen, bulunduklar1 dokuda ¢ok az
miktarda bulunurlar. Bunun yaninda yapisma oOzellikleri nedeni ile yeterli sayida elde
edilmesinde zorluklar yasanir. Caligsmalarda kullanmak iizere yeterli sayida hiicreye ulagmak
icin, elde edilen MKH’lerin in vitro ortamda ¢ogaltilmalar1 gerekmektedir. Isik mikroskobu
veya faz kontrast mikroskobu ile incelendiginde MKH’lerin morfolojisinin ig seklinde
oldugu ve fibroblast benzeri hiicre topluluklari olusturduklar1 dikkati ¢ekmektedir. Bu
hiicreler, diisiik yogunlukta kiiltiir edildiklerinde koloni olusturmaya meyil ederken, daha
yiikksek hiicre yogunlugunda ise yan yana dizilmis hiicre gruplari halinde g¢ogaldiklari
gozlenmistir (86).

MKH’lerin in vitro kiiltiir ortaminda ¢ogalmasini saglamak icin ¢ok spesifik ortam
ve kosullar gerekmemektedir. %10 Fetal Buzagi Serumu (FBS) igeren kiiltiir ortaminda
plastik tabanina yapigmis olan hiicreler, fenotipik ve farklilasma 6zelliklerini koruyarak
cogalabilmektedirler (97).

Farklilasmanin saglanmak istenildigi ¢alismalarda, hedeflenen farklilasmanin olup
olmadigin1 gostermek amaci ile histokimyasal, immiinohistokimyasal veya immiinofloresan

yontemler kullanilarak spesifik belirtegler incelenir (80).

2.5.2. Kok Hiicrelerin Potansiyel Kullanim Alanlar:

Son yillarda tip diinyasinda yapilan ¢alisamalar i¢inde kok hiicreler 6nemli bir yer
tutmakla beraber, her yil bu ¢alismalara yenileri eklenmeye devam etmektedir. Kok hiicre
kaynakli yapilan calismalarin bir tanesinde, kemik iligi kaynakli MKH’lerin, de novo
miyokard olusturdugu gosterilmistir. Bu sayede miyokard enfarktiisii ve koroner arer
hastaliklarinda, intrakoroner kok hiicre infiizyonunu takiben kalp kasinda rejenerasyon
meydana geldigi gosterilmistir (98, 99). Yapilan bir bagka ¢aligmada ise goz igine korneal
kok hiicre transplantasyonu takiben goérme kabiliyetinde iyilesme oldugu gosterilmistir
(100). Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) gibi nérodejeneratif hastaliklarda spinal kordaki
hasarli bolgeye verilen kok hiicrenin noral hiicre serisine farklilagarak, ablatif sinir
hiicrelerini rejenere ettigi ve 16komotor fonksiyonlarin geri dondiigii gosterilmistir (101).
Tip 1 diyabet hastalarinda pankreastaki insiilin salgilayan beta hiicrelerindeki hasar
mekanizmasinin, molekiiler diizeyde anlagilmasi ve restorasyonu amaci ile yapilan kok

hiicre ¢alismalar1 da umut vaat etmektedir (102).
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Ichioka ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, flep cerrahisinde, kok
hiicrenin terapdtik anjiogenez yapict etkisinden yararlanilmistir (103). Sicanlarda yapilan
calisma neticesinde kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin dorsal cilt fleplerindeki damarlanma
tizerinde etkileri arastirilmis ve kapiller dansitede iskemi reperfiizyon hasarini azaltic1 yonde
belirgin artis tespit edilmistir. Bu konuda yapilan ¢esitli ¢aligmalarda kok hiicrenin terapdtik
anjiogenez etkisi gosterilmistir (104-107).

MKH’lerin bilinen o6zelliklerinden bir tanesi vaskiiler endotelyal hiicrelere
farklilasabilmeleridir. VEGF ve MKH’lerin birlikte iskemik fleplerde neovaskiilarizasyonu
arttirdigr Zheng ve ark.’nin yaptiklar1 ¢aligmada gosterilmistir (93). Ayrica Uysal C. ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada sigan dorsal cilt fleplerinde iskemi reperfiizyon hasarinin
ADKKH uygulamast ve bir takim biliylime faktorlerinin regiile edilmesi sonucu

Onlenebilecegi gosterilmistir (108).

2.5.3. Kok Hiicre Kaynagi Olarak Adipoz Doku

Kok hiicre ile ilgili yapilan ¢alismalarda ilk baslarda mezenkimal kdk hiicre kaynagi
olarak ¢ogunlukla kemik iligi kullanilmis olsa da zaman iginde yeni kaynaklar
kesfedilmistir. Zuk ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, adipoz dokunun mezenkimal
doku bakimindan olduk¢a zengin oldugu gosterilmistir (82). Adipoz dokudan kok hiicre
temininin, kemik iligine gore avantajlarini; izolasyon sirasinda daha az aci verici olmasi,
lipoaspirason yontemi ile kolayca elde edilebilmeleri seklinde sayabiliriz. Ayrica, yag
dokusundan elde edilen kok hiicrelerin kimyasal yontemlerle ayristirilmast kemik iligi
kaynakl1 kok hiicrelerden daha kolay ve daha giivenlidir (17). Yine 2010 yilinda yapilan bir
calismada adipoz dokuda, kemik iligine nazaran daha fazla kok hiicre elde edilebildigi
gosterilmistir (109).

Yag dokusunun kok hiicre bakimindan zengin bir doku oldugunu gdsteren
caligmalardan bir tanesi Poznanski ve arkadaslarinin yaptigi calismadir (110). Kemik iligine
gore adipoz doku santimetre kiip basina 100 ila 1000 kat daha fazla pluripotent hiicre
icermektedir (111, 112).

Yag dokusu da kemik iligine benzer bir sekilde embriyonik mezodermden olusur ve
stroma igerir. Lipoaspirasyon eldesine kisa siire ile kollajenaz tatbiki sonrasinda santrifiij
edilerek elde edilen iriine ‘processed lipoaspirate = islenmis lipoaspirat’ (PLA)
denilmektedir. PLA’lar uyaranlarin gesidine bagl olarak osteojenik, adipojenik, myojenik,

kondrojenik hiicrelere farklilagarak o diziye 6zel gen ve proteinleri igerirler (97). Aspiratla
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elde edilen PLA fraksiyonu, endotelyal hiicreler, fibroblastik hiicreler, makrofaj ve diiz kas
hiicreleri gibi heterojen bir hiicre grubu igerir ve seri pasajlarla MKH’lere benzeyen homojen
fibroblastik bir popiilasyon kalir. Uzun siireli kiiltiirlerle PLA’larin biiyiime kinetikleri ve
farklilasma kapasitelerinde degisim goriilmez.

Adipositlerden olusan gevsek bag dokuya adipoz doku denir. Asil rolii yag formunda
enerji depolamak ve yagda eriyen vitaminleri depolamak olan adipoz doku, lipoblastlardan
olusmaktadir. Adipoz doku enerji depolamanin yani sira, viicudun destek ve 1s1 yalittminda
da rol oynar. Ayrica leptin, rezistin ve Timoér Nekroz Faktor alfa (TNFa) salgilayarak
onemli bir endokrin organ goérevi goriir. Adipositlerden ve adipoz stromal hiicrelerden
koken alan proteinlerin otokrin, parakrin ve endokrin etkileri ile hem sistemik hem de lokal
etkileri oldugu gosterilmistir. Adipositlerdn salgilanan sitokinlerin immun yanitta,
hemostazda, steroid metabolizasmasinda ve vazoregiilasyonda rol oynakladiklar1 da

bilinmektedir (113).

2.5.4. Kok Hiicrelerin Dokularda Takibi

MKH’leri ile ilgili yapilan ¢alismalar sirasinda, sadece dokuya implantasyon degil,
implantasyon sonrasindaki durumu, hasarli dokuya gocii, yerlesim 6zellikleri, cogalmalari,
farklilagsma ozellikleri detayli bir sekilde incelenmelidir. Bu incelemelerin yapilmast ve
hiicrelerin takibi igin cesitli isaretleyicilere ihtiya¢ vardir. Yesil floresan protein’in (GFP)
hiicrelere transfekte edilmesi sonrasinda dokularin bu yontem ile takibi yaygin olarak
kullanilmaktadir (114, 115). Genelde kalici isaretleme yapilmasi istenildigi zamanlarda
genetik isaretleme yontemleri tercih edilirken, kisa siireli deneysel calismalarda
karboksifloresein  diasetat  siiksinimidil ester (CFSE), 1,1’-Dioktadesi-3,3,3°,3’-

tetrametilindokarbosiyanin (Dil) gibi floreasan isaretlemeler de kullanilabilinir.

2.6. Solid Organ Transplantasyonu ve immunsupresyon

Transplantasyon terimi, tibbi anlamda; hiicre, doku veya organlarin bir yerden, bagka
bir yere aktarimi anlamina gelir. Organ transplantasyonu ise cerrahi bir islemdir ve hasta
organin fonskiyonel organlarla yer degistirilmesidir. Solid organ transplantasyonu, organ
yetmezlikli hastalarda yasam kalitesini gelistiren ve mortalite riskini azaltan bir tedavi
seklidir. Ozellikle 20. yiizyilin ikinci yarisindan sonra solid organ transplantasyonu alaninda
gelismler hiz kazanmistir. Su anda diinya genelinde bobrek, karaciger, pankreas, barsak, kalp

ve akciger nakli uygun endikasyonlarin varligi halinde giincel bir tedavi sekli olarak

18



uygulanmaktadir. Ulkemizde 3 Kasim 1975°te ilk kez canli dondrden bdbrek naklini
gerceklestiren Haberal ve ekibi daha sonra sirasiyla 10 Ekim 1978’de Tiirkiye’de ilk kez
kadavradan bobrek naklini, 8 Aralik 1988°de Tiirkiye’de ve bolgede ilk basarili karaciger
naklini, 15 Mart 1990°da Tiirkiye, Avrupa ve bolgede bir ilk olan ¢ocuklarda canlidan kismi
karaciger naklini gerceklestirdi. Hemen akabinde ayni ekip 27 Nisan 1992°de Diinya’da ilk
kez eriskinde canlidan kismi karaciger naklini gerceklestirdi. Giinlimiizde Tiirkiye, 39
karaciger nakli merkezi ve 71 bobrek nakli merkezi ile diinyanin lider tilkeleri arasindadir
(116-119).

Transplantasyon; genetik olarak olarak ayni olmayan insanlar arasinda yapildiginda,
gerekli Onlemler alinmadig: takdirde alici immiin sistemi, yabanci organi tanimakta ve
rejeksiyon gergeklesmektedir. Bu silirecten sorumlu antijenler major histokompatabilite
kompleks (MHC) molekiilleridir. Insanda bu antijenler insan 16kosit antijen sistemi (HLA)
tarafindan olusturulmaktadir. Yapi, fonksiyon ve dokuda daigilimlarina goére HLA
antijenleri iki ana sinifa ayrilir. Sinif I antijenler (HLA-A, HLA-B, HLA-C) tiim ¢ekirdekli
hiicrelerde sentezlenirken, sinif II antijenler sadece antijen sunan hiicrelerde (APC hiicreleri,
B lenfositler, dendritik hiicreler, makrofajlar ve diger fagositik hiicrelerde) sentezlenir (36).
HLA molekiillerinin esas fonskiyonu yabanci protein parcalarin1 T lenfositlere sunmaktir.
Boylelikle yabanci maddelerin taninmasina ve elimine edilmesinde 6nemli bir rol oynar. Bu
roliinden dolayr HLA molekiilleri transplantasyon immiinolojisinde ¢ok 6nemli bir yere
sahiptir. HLA molekiilleri iki farkli mekanizma ile tranplantasyon rejeksiyonunu
tetkikleyebilir. Donér HLA molekiilerinin alici T lenfositleri ile karsilasmasi neticesinde
hiicresel diizeyde rejeksiyonun aktivasyon ve proliferasyon safhasi baglar. Diger bir
mekanizma ise humoral rejeksiyondur. Bu rejeksiyon modelinde ise donér HLA
molekiillerine kars1 transplantasyon dncesi yada sonrasi olusmus, kanda bulunan antikorlar
nedeni ile bir yikim meydana gelir. Antikorlarin HLA molekiillerine baglanmasini takiben
kompleman sistem aktivasyonu ile birlikte hiicresel yikim meydana gelir (36).

Alict T hiicrelerinin dondér HLA hiicreleri ile karsilagmasi direkt ya da indirekt
sekilde olabilir. indirek yolda; antijen sunan hiicreler (APC)i donérden gelen yabanci
antijenleri igledikten sonra T hiicrelerine sunarlar. HLA molekiilleri ile T hiicre
reseptor/CD3 kompleksinin karsilasmasi sonucu T hiicre aktivasyonu baslar. Bu etkilesim,
hiicre i¢ine bir sinyal olarak yansitilir ve bu sinyal sistemine sinyal 1 yolag: denir. T hiicre
aktivasyonunun tam olarak gerceklesebilmesi icin sinyal 2 yolagi denen ikinci bir sinyal
sistemine ihtiya¢ vardir. CD40/CD154 ve B7/CD28 yolaklar1 sinyal 2 yolagmin iyi

tanimlanmis olanlaridir. Sinyal 1 ve sinyal 2 nin hiicre ¢ekirdegine iletilmesi ile birlikte cok

19



sayida sitokinin transkripsiyonu artar. T hiicre ¢ogalmasin1 ve farklilagmasini saglayan
interlokin-2 (IL-2) de bu asamada aktive olan sitokinlerden bir tanesidir. Iste rejeksiyon
hadisesi bu aktive edilmis T hiicrelerin nakledilen organa saldirmasi sonucu gergeklesir. Bu
esas mekanizmanin yaninda, yabanci HLA antijenleri ile karsilasan B hiicrelerinin, T
hiicreleri ile etkilesime girmesi sonucu antikor sentezlemesiyle birlikte B hiicreleri de
rejeksiyona katkida bulunmus olur. Rejeksiyonlar; patogenez ve zamanlamasina gore
hiperakut, akut ve kronik olarak ti¢ gruba ayrilir (36).

Transplantasyonun basarili olmasi, alicinin immun sistemi ile dondr allogrefti
arasindaki dengeye ve farmakolojik immunsupresyona baglidir. Bagka bir deyisle; solid
organ transplantasyonu yapilmis hastalarda immunsupresif tedavi planmin uygun sekilde
ayarlanilmasi, hasta ve greft yasam siiresi bakimindan 6nem arz etmektedir. Yogun
immunsupresif tedavi sonucunda firsat¢1 enfeksiyonlar ve malignite gelisme riski artarken;
immunsupresyonun yetersiz kalmasi halinde ise organ reddi tehlikesi bas gostermektedir.
Greftin fonksiyonun basarili sekilde siirdiiriilmesinde, immunsupresif tedavi anahtar rol
oynar (8).

Immunsupresyon iki asamadan olusur. Indiiksiyon tedavisi; rejeksiyon riskinin en
yiiksek oldugu transplantasyondan hemen sonra baslanir. Idame tedavisi ise
transplantasyondan sonraki giinlerde baslanip, alici ya da greft 6mriiniin sonuna kadar
devam eder(8).

Immnunsupresif idame tedavisi olarak hastaya genel olarak kortikosteroid,
antiproliferatif ajan (mikofenolat mofetil, mikofenolk asit, azatiopirin) ve kalsindrin
inhibitorleri (siklosporin ve takrolimus) ile kombine edilmis tgld, ikili veya tekli
immunsupresif tedavi protokolii uygulanir. Bu protokollerin amaci immun yaniti
baskilayacak bigok hedefe ulasmak ve daha az toksisite saglamaktir (36).

Kalsindrin inhibitorleri, sinyal 1 yolagini inhibe ederek gii¢lii immiinsupresyon
olusturur. (Sekil 2.3). Bu immunsupresyon sirasinda uzun donemde nefrotoksisite,
hipertansiyon ve elektrolit bozukluklar: gibi ciddi yan etkiler meydana gelebilmektedir (8).
Ozellikle kronik allograft nefropatisi ve kronik kalsindrin inhibitér toksisitesi, fonksiyonel
greft sliresini kisitlayan sorunlarin basinda gelir (9, 10). Bu komplikasyonlar1 azaltmak
amaci ile hastalarda farkli immunsupresyon rejimleri denenmektedir. Bunlardan biri de
MTOR inhibitorleri ile (sirolimus, everolimus) immunspresyonun idame tedavisinin

saglanmasidir.
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Sekil 2.3. T lenfosit aktivasyonu i¢in tanimlanan {i¢lii sinyal modeli

2.7. Everolimus

2.7.1. Tamimm ve Tarihgesi

Immiinosupresif ve antikanser etkiye sahip bir ilag olan everolimus (rapamisinin 40-
O-(2-hidroksietil) tiirevi), oral yoldan kullanilan selektif mTOR (Rapamisin protein
kompleksinin memeli hedefi) inhibitériidiir ve selektif olarak mTOR-raptor sinyal iletim
kompleksi 1’1 (mTORCI) hedef almaktadir. Rapamisin (sirolimus), 1975 yilinda, Paskalya
Adasr’nin orijinal adi olan Rapa Nui’de, bir toprak bakterisi olan Streptomyces
hygroscopicus’tan izole edilmistir ve adin1 da Rapa Nui’den almistir (120). Bu makrolakton
(makrolid) yapidaki maddenin, antifungal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Rapamisinin
kesfi ile birlikte diinya, TOR’u (Target of Rapamycin) 6grenmistir. TOR, 1991 yilinda,
mantarlarin tedavisi i¢in kullanilan rapamisinin, mantar1 6ldiirme mekanizmasi lizerinde
calisilirken bir mayada kesfedilmistir. TOR’un memeli analogu ise mTOR olarak
tanimlanmistir (121-124). Rapamisin ilk baglarda, immiinosupresif ozelliklere sahip
antifungal bir ajan olarak kullanilmistir. 1980’11 yillarda, Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
Kanser Enstitiisii tarafindan antikanser aktivitesi yoniinden analiz edilmis ve antikanser
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (125). Antikanser ajanlar olarak mTOR
inhibitorlerinin ortaya c¢ikisi, ana molekiilden daha ziyade rapamisin analoglart ile
baglamistir. 1990°l1 yillardan itibaren gelistirilmeye baslanan analoglar sirasiyla;
temsirolimus, everolimus, ridaforolimus ve deferolimustan olusmaktadir (122, 123, 126,
127).

Everolimus, immiinosupresif bir ajan olarak solid organ transplantasyonunda 1996

yilindan bu yana klinik olarak gelistirilmektedir. Kalp ve bobrek nakli yapilmis hastalarda
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greft reddini 6nlemek i¢in immiinosupresif ajan olarak kullanimi, 2003 yilinda Avrupa’da
Certican® (0,25 mg ve 0,75 mg) ticari ismiyle onaylanmigtir. Diisiik veya orta dereceli
immiinolojik riske sahip bobrek nakli yapilmis hastalarda greft reddinin onlenmesinde
kullanimi i¢in 2010 yi1linda Amerika’da Zortress® ticari ismiyle onay almistir. Onkolojide,
everolimusun, ¢esitli hematolojik ve hematolojik olmayan kanserlere sahip hastalarda tek
basina ve diger antitimor ajanlarla birlikte kullanimi i¢in 2002 yilindan bu yana klinik
gelistirme g¢alismalar1 devam etmektedir. Bu malign hastaliklar; metastatik renal hiicreli
karsinom, menopoz sonrasi kadinlarda goriilen ilerlemis ER+/HER2- meme Kkanseri,
gastroenteropankreatik noroendokrin tiimdrler, mantle hiicreli lenfoma, difiiz biiyilk B
hiicreli lenfoma, hepatoseliiler kanser, mide kanseri, kolorektal kanser ve akciger kanseridir.
Everolimusun, subependimal dev hiicreli astrositoma (SEGA; Subependymal Giant Cell
Astrocytoma) ve anjiyomiyolipomada kullanimi da klinik arastirma asamasindadir.
Everolimus, renal hiicreli karsinomada kullanimi i¢in Afinitor® (5 mg ve 10 mg) ticari

ismiyle onay almistir (127-130).

2.7.2. Etki Mekanizmasi

Everolimus, selektif mTOR inhibitoriidiir ve spesifik olarak mTORC1’1 hedef
almaktadir. mTOR, Fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K)/ Protein kinaz B (P13K sinyalizasyon
yolaginin bir bileseni) (AKT)/mTOR sinyal yolaginin akis asagi aktivasyonunda anahtar bir
serin-treonin kinazdir; hiicre biiyiimesi, proliferasyonu ve sagkaliminda onemli rol
oynamaktadir (Sekil 2.4). mTORCI sinyalizasyonunun diizenlenmesi karmasiktir;
mitojenler, bliylime faktdrleri, enerji ve besin varligi ile modiile edilmektedir. mTOR;
mitojenler, biiyiime faktorleri, enerji ve besin diizeylerinin bir sensorii olarak islev gérmekte,
uygun biiylime kosullarinda, hiicre dongiisiindeki G1 fazindan S fazina gegisi
kolaylagtirmaktadir. mTOR, 6karyotik baslatic1 faktor 4E baglayici proteinleri (eIF4EBP)
inaktive ederek ve 40S ribozomal S6 kinazlar1 aktive ederek (6rn. P70S6K1) tiimor hiicre
proliferasyonu ve anjiyojenez icin Onemli olan proteinlerin sentezini diizenlemektedir.
mTOR yolaginin aktivasyonu; timdrde pro-anjiyojenik faktorlerin (6rn. VEGF) iiretiminin
artmasina; timor hiicresi, endotelyal hiicre ve diiz kas hiicre biiylimesi ve proliferasyonunda
artisa neden olmaktadir. mTOR, pleiotropik etkinlik gostermektedir ve hiicre tipine gore
everolimusun aktivitesi degisebilmektedir (122, 127, 129, 131, 132).

Bu sinyalizasyon yolagi siklikla kanserde bozulur ve bu ylizden de mTOR, antitiimor

etki icin 6nemli bir hedeftir. Everolimus, mTOR yolag: iizerindeki aktivitesini, hiicre i¢i
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reseptor protein FK506 baglayict protein 12 (FKBP12)’ye yiiksek afinite ile baglanarak
gosterir. FKBP12/everolimus kompleksi, mTORC1’e baglanarak onun sinyalizasyon
kapasitesini inhibe eder. mTORCI1, normal kosullarda, akis asagr yondeki efektor
molekiillerden translasyonel diizenleyiciler olan S6 ribozomal protein kinaz (S6K1) ve
Okaryotik uzama faktorii 4E-baglayici proteinini (4E-BP) fosforilleyerek etki gosterir.
mTORCI1 kompleksinin inhibisyonuna bagli olarak, S6K1 ve 4E-BP fonksiyonlarindaki
bozulma, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, glikolizde ve diisiik oksijen kosullarina
(hipoksi) adaptasyonda rol oynayan Onemli proteinleri kodlayan mRNA’larin
translasyonunu engellemektedir. Bu da tiimor gelismesini ve hipoksi ile indiiklenebilir
proteinlerin (HIF-1 transkripsiyon faktorleri) ekspresyonunu inhibe eder; ki ikinci durum,
tiimoriin anjiyojenik siireclerini potansiyelize eden faktdrlerin (VEGF) ekspresyonlarinin
azalmasina neden olur. Everolimus; timor hiicrelerinde, endotelyal hiicrelerde,
fibroblastlarda ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, biiylime ve proliferasyonun potent bir
inhibitoriiddiir. mTORC1’in merkezi diizenleyici roli ile uyumlu sekilde, in vivo solid
timdrlerde everolimusun hiicre proliferasyonunu, glikolizi ve anjiyojenezi azalttig1
gosterilmistir. Sonug olarak everolimus tiimor gelismesinin inhibisyonunu iki bagimsiz
mekanizma ile gerceklestirmektedir: direkt antitimor hiicre aktivitesi ve timor stromal
kompartmanin inhibisyonu (129, 132-135). mTOR yolaginin asir1 aktivasyonu, meme
kanserinde endokrin tedavi ajanlarina karsi dirence katkida bulunan kritik bir adaptif
degisikliktir. Endokrin tedavi ajanlarinin etkilerinden kaginmak iizere ¢esitli sinyal ileti
yolaklar1 aktive olur. Bu yolaklardan biri PI3K/AKT/mTOR yolagi olup esas olarak
aromataz inhibitorlerine direngli ve uzun siireli Ostrojenden yoksun meme kanseri
hiicrelerinde aktive olur. Meme kanseri hiicrelerinde AKT aktivasyonuna bagli olarak
aromataz inhibitdrlerine direng, es zamanli everolimus uygulamast ile tersine cevrilebilir. In
vitro caligmalar, Ostrojene bagimli ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorleri 2
(HER2)+ meme kanseri hiicrelerinin, everolimusun inhibitor etkilerine duyarli olduklarini
ve everolimus ile AKT, HER2 ya da aromataz inhibitorleri ile kombine tedavinin,
everolimusun antitimdr aktivitesini sinerjistik bir bicimde arttirdigini gostermistir (122,
136)

Antitliimor etkisinin kesfinden once selektif immiindsupresif bir ila¢ olarak bilinen
proliferasyon sinyal inhibitorii everolimus, bu etkisini, T-hiicresine spesifik interlokinler
(IL-2 ve IL-15) tarafindan yonlendirilen, antijen etkisiyle aktive edilen T hiicrelerinin
cogalmasini ve dolayisiyla da klonlanmasini inhibe ederek gosterir. Everolimus, s6z konusu

T hiicresi biiylime faktorlerinin kendi reseptorlerine baglanmasiyla harekete gecen ve normal
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olarak hiicre cogalmasina neden olan hiicre i¢i sinyal yolunu inhibe etmektedir. Bu sinyalin
everolimus tarafindan bloke edilmesi, T hiicresi proliferasyonunun; hiicre siklusunun Gi
evresinde durmastyla sonuglanir. Everolimus, molekiiler diizeyde, sitoplazmadaki FKBP-12
proteiniyle kompleks olusturur. Bu kompleks mTORCI1 1 inhibe eder. Boylece everolimusun

varliginda P70 S6 kinaz adli enzimin, biiyiime faktorlerinin uyarmasi sonucu fosforillenmesi

inhibe olur (122, 136)

Sekil 2.4. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi

2.7.3. Yan Etkileri

Bulagic1 olmayan pndémoni, everolimus ve diger rapamisin tiirevlerinin bilinen bir
etkisidir ve everolimus kullanan hastalarin %12’sinde tanimlanmistir. Baz1 vakalar siddetli
olup, nadir durumlarda 6liimcil bir sonu¢ goézlenmistir. Everolimusun immiinosupresif
ozellikleri oldugundan hastalari, bakteriyel, fungal, viral veya protozoal enfeksiyona (firsat¢i
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlar da dahil) daha yatkin hale getirebilir. Everolimus
tedavisi uygulanan hastalarda, pnémoni, diger bakteriyel enfeksiyonlar ve invazif fungal
enfeksiyonlar (aspergilozis veya kandidiyazis), Pneumocystis jirovecii (carinii) pndmonisi
ve Hepatit B viriisiiniin reaktivasyonu da dahil olan viral enfeksiyonlar gibi lokalize ve
sistemik enfeksiyonlar gozlenmistir. Bu enfeksiyonlarin bazilari siddetlidir (6rn. sepsis,
solunum veya karaciger yetmezligine neden olmaktadir) ve nadiren Oliime yol

acabilmektedir.
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Everolimus kullaniminda, anafilaksi, dispne, ylizde ve boyunda ani kizariklik, gogiis
agrisi ve anjiyoddem (0rn. solunum fonksiyon bozuklugu ile veya solunum fonksiyon
bozuklugu olmaksizin hava yollarinin veya dilin sismesi) iceren ancak bunlarla sinirh
olmayan semptomlarla kendini gosteren asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 gézlenmistir. Eg
zamanli olarak ACE inhibitorii (6rn. ramipril) tedavisi alan hastalar anjiyoddem agisindan
daha ytiksek risk altinda olabilirler. Everolimus ile tedavi edilen hastalarda, pulmoner emboli
bildirilmis ve acil bir giivenlilik izlemi olarak degerlendirilmistir. Everolimus kullanan
hastalarda serum kreatinin diizeylerinde genellikle hafif siddette yiikselme ve proteiniiri;
hiperglisemi, hipertrigliseridemi, hiperkolesterolemi; hemoglobin, lenfosit, nétrofil ve
trombosit diizeylerinde azalma bildirilmistir. Everolimus tedavisi basglatilmadan 6nce ya da
baslatildiktan sonra diizenli olarak kan iire azotu (BUN), {iriner protein ya da serum kreatinin
diizeyi ol¢iimleri de dahil olmak iizere bobrek fonksiyonunun takibi, aglik serum glikoz
diizeyinin takibi, kan kolesterolii ve trigliseridlerinin takibi, tam kan sayimi takibi
onerilmektedir. Everolimusun kadin ve erkek hastalarda infertiliteye sebebiyet verme
potansiyeli bilinmemektedir ancak kadin hastalarda adet diizensizlikleri, sekonder amenore
ve hormon oran dengesizligi gézlenmistir. Klinik olmayan bulgulara gére, everolimus ile
yapilan tedavi erkek ve disi fertilitesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (129).

Yara iyilesmesinde bozulma everolimus ve diger mTOR inhibitdrlerine ait bir
etkidir. Ameliyat tarihine yakin bir donemde everolimus kullanimi konusunda dikkatli
olunmalidir. mTOR, diger immunsupresan ajanlarin yaninda protein sentezi ve hiicre
proliferasyonunu diizenleyen bir protein kinazdir (137). Ozellikle mTOR inhibitérlerinin
kutan6z yara iyilesmesini bozmakla kalmayip ayni zamanda diger dokularda da iyilesme
tizerinde yan etkileri oldugu gosterilmistir (138, 139). Yara iyilestirmesini geciktirici etkisi
temelde iki mekanizma yoluyla meydana gelir. Ilk mekanizma mTOR inhibisyonu iizerine
kuruludur. Hiicre dongiisindeki G1 fazindan S fazina gegisi kolaylatiran mTOR’un
inhibisyonu hiicre proliferasyonunda, dolayisi ile de endotelyal hiicre ve diiz kas hiicre
biiyiimesi ve proliferasyonunda azalmaya neden olur. Ayrica yine mTOR inhibisyonu ile
birlikte yara iyilesmesinde gorev alan VEGF gibi faktorlerinde iiretiminin azalmasina neden
olur. Ikinci mekanmizma ise T hiicre proliferasyonunu inhibe etmesi ile iliskildir. Yara
tyilesmesinin inflamasyon evresinde aktif rol alan T lenfositlerin inhibisyonu, iyilesme
tizerinde olumsuz etki meydana getirir (140, 141). Bu etkiler solid organ
transplantasyonundan hemen sonra ameliyat sonrast donemde mTOR inhibitérlerinin
kullanimin1 sinirlar ve ayni zamanda cerrahlan elektif cerrahiden 6nce immiinosiipresif

ilaglart mTOR inhibitorlerinden, bagka bir mTOR inhibitoér icermeyen rejime gecmeye

25



zorlarlar. Son zamanlarda, everolimus'un bagirsak yara iyilesmesi lizerine negatif etkilerinin,
yara iyilestirme kaskadinin inflamatuar fazinin uzamasi ile karakterize edildigi gosterilmistir
(142). Bu uzatma, yara iyilestirme kaskadinin proliferasyon fazinin gecikmis bir sekilde
baslatilmasina ve dolayisiyla anastomozlarin mekanik stabilitesinin azalmasina neden

olmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

Gergeklestirmis oldugumuz deneysel ¢alisma, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlart Etik Kurulu’nda degerlendirildi ve DA 17/04 proje numarast ile
onaylandi. Deney hayvani olarak kullanilan siganlar Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
Uretim ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Deneysel ¢alismalar Baskent Universitesi
Tip Fakiiltesi Arastirma Unitesi Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Bu ¢alismada everolimus
ile immunsuprese edilmis si¢anlarda yapilan kolon anastomozunda, anastomoza subserozal
olarak enjekte edilen kok hiicrenin, anastomoz iizerine etkileri arastirildi.

Calismada agirlig1 460-315 gram (ortalama 368 gram) olan 60 adet erkek Sprague
Dawley cinsi si¢an kullanildi. Her ana grupta 14 adet sican olacak sekilde 4 ana grup
olusturuldu ve her ana grup iki esit alt gruba ayrildi. Kalan 4 sigan ise kok hiicre temini igin
kullanildi.

Grup 1A (Kontrol grubu-1, n=7): inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen
ile tek sira devamli dikisle anastomoz edildi. 4. giin sonunda patlama basinc1 6l¢iildii. Daha
sonra ornekler anastomozu icerecek sekilde longitudinal olarak ikiye boliinerek bir kismi -
86°C’de muhafaza edilip Tibbi Biyokimya A.D. tarafindan doku hidroksiprolin tayini
yapildi. Diger kismi ise Patoloji A.D. tarafindan hematoksilen-eozin ve trikom ile
boyandiktan sonra patolojik olarak degerlendirildi.

Grup 1B (Kontrol grubu-2, n=7): Inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen
ile tek sira devamli dikisle anastomoz edildi. 7. giin sonunda patlama basinci 6l¢iildii. Daha
sonra ornekler anastomozu icerecek sekilde longitudinal olarak ikiye boliinerek bir kism -
86°C’de muhafaza edilip Tibbi Biyokimya A.D. tarafindan doku hidroksiprolin tayini
yapildi. Diger kismi ise Patoloji A.D. tarafindan hematoksilen-eozin ve trikrom ile
boyandiktan sonra patolojik olarak degerlendirildi.

Grup 2A (Immunsuprese edilmeden yapilan kolon anastomozuna kok hiicre
enjeksiyonu yapilan grup-1, n=7): inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen ile tek
sira devamli dikisle anastomoz edildi. Anastomoz sonrasi subserozal olarak anastomozun
distal ve proksimal kesimine esit sekilde, toplamda 0,2 ml subserozal olarak ADKKH
enjeksiyonu yapildi. 4. giin sonunda patlama basinci Olgiildii. Daha sonra ornekler
anastomozu igerecek sekilde longitudinal olarak ikiye béliinerek bir kismi -86°C’de
muhafaza edilip Tibbi Biyokimya A.D. tarafindan doku hidroksiprolin tayini yapildi. Diger

kismui ise Patoloji A.D. tarafindan hematoksilen-eozin, trikrom ve sadece hematoksilen ile
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boyandiktan sonra patolojik olarak degerlendirildi. Sadece hematoksilen ile boyanan
orneklerde ise floresan mikroskop altinda kok hiicre degerlendirilmesi yapildi.

Grup 2B (immunsuprese edilmeden yapilan kolon anastomozuna kok hiicre
enjeksiyonu yapilan grup-2, n=7): Inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen ile tek
sira devamli dikisle anastomoz edildi. Anastomoz sonrasi subserozal olarak anastomozun
distal ve proksimal kesimine esit sekilde, toplamda 0,2 ml subserozal olarak ADKKH
enjeksiyonu yapildi. 7. giin sonunda patlama basinci Ol¢iildii. Daha sonra ornekler
anastomozu igerecek sekilde longitudinal olarak ikiye bdliinerek bir kismi -86°C’de
muhafaza edilip Tibbi Biyokimya A.D. tarfadindan doku hidroksiprolin tayini yapildi. Diger
kismui ise Patoloji A.D. tarafindan hematoksilen-eozin, trikrom ve sadece hematoksilen ile
boyandiktan sonra patolojik olarak degerlendirildi. Sadece hematoksilen ile boyanan
orneklerde ise floresan mikroskop altinda kok hiicre degerlendirilmesi yapildi.

Grup 3A (immunsuprese edildikten sonra kolon anastomozu yapilan grup-1 ,
n=7): Cerrahi islemden 7 giin 6nce si¢anlara oral gavaj yoluyla 2,5mgr/kg/giin everolimus (
Certican® 0,25mgr suda ¢dzlniir tablet, Novartis Inc.) verilerek immunsupresyona baglandi
ve sakrifikasyon giiniie kadar devam edildi. 7. giin sonunda inen kolon tam kat kesildikten
sonra 7/0 prolen ile tek sira devamli dikisle anastomoz edildi. 4. giin sonunda patlama basinci
Olciildii. Daha sonra ornekler anastomozu igerecek sekilde longitudinal olarak ikiye
boliinerek bir kismi -86°C’de muhafaza edilip Tibbi Biyokimya A.D. tarafindan doku
hidroksiprolin tayini yapildi. Diger kismi ise Patoloji A.D. tarafindan hematoksilen-eozin ve
trikom ile boyandiktan sonra patolojik olarak degerlendirildi.

Grup 3B (immunsuprese edildikten sonra kolon anastomozu yapilan grup-2,
n=7): Cerrahi islemden 7 giin 6nce siganlara oral gavaj yoluyla 2,5mgr/kg/giin everolimus
verilerek immunsupresyona basland1 ve sakrifikasyon giiniie kadar devam edildi. 7. giin
sonunda inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen ile tek sira devamli dikisle
anastomoz edildi. 7. giin sonunda patlama basinci 6l¢iildii. Daha sonra 6rnekler anastomozu
icerecek sekilde longitudinal olarak ikiye boliinerek bir kismi1 -86°C’de muhafaza edilip
Tibbi Biyokimya A.D. tarafindan doku hidroksiprolin tayini yapildi. Diger kismi ise Patoloji
A.D. tarafindan hematoksilen-eozin ve trikom ile boyandiktan sonra patolojik olarak
degerlendirildi.

Grup 4A (immunsuprese edildikten sonra yapilan kolon anastomozuna kok
hiicre enjeksiyonu yapilan grup-1, n=7): Cerrahi islemden 7 giin 6nce sicanlara oral gavaj
yoluyla 2,5mgr/kg/giin everolimus verilerek immunsupresyona basland1 ve sakrifikasyon

giiniie kadar devam edildi. Inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen ile tek sira
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devamli dikisle anastomoz edildi. Anastomoz sonrasi subserozal olarak anastomozun distal
ve proksimal kesimine esit sekilde, toplamda 0,2 ml subserozal olarak ADKKH enjeksiyonu
yapildi. 4. glin sonunda patlama basinci 6l¢iildii. Daha sonra drnekler anastomozu igerecek
sekilde longitudinal olarak ikiye boéliinerek bir kismi -86°C’de muhafaza edilip Tibbi
Biyokimya A.D. tarafindan doku hidroksiprolin tayini yapildi. Diger kismi ise Patoloji A.D.
tarafindan hematoksilen-eozin, trikrom ve sadece hematoksilen ile boyandiktan sonra
patolojik olarak degerlendirildi. Sadece hematoksilen ile boyanan 6rneklerde ise floresan
mikroskop altinda kok hiicre degerlendirilmesi yapildi.

Grup 4B (immunsuprese edildikten sonra yapilan kolon anastomozuna kok
hiicre enjeksiyonu yapilan grup-1, n=7): Cerrahi islemden 7 giin 6nce sicanlara oral gavaj
yoluyla 2,5mgr/kg/giin everolimus verilerek immunsupresyona baslandi ve sakrifikasyon
giiniie kadar devam edildi. Inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen ile tek sira
devamli dikisle anastomoz edildi. Anastomoz sonrasi subserozal olarak anastomozun distal
ve proksimal kesimine esit sekilde, toplamda 0,2 ml subserozal olarak ADKKH enjeksiyonu
yapildi. 7. glin sonunda patlama basinci dlgiildii. Daha sonra 6rnekler anastomozu igerecek
sekilde longitudinal olarak ikiye boéliinerek bir kismi -86°C’de muhafaza edilip Tibbi
Biyokimya A.D. tarafindan doku hidroksiprolin tayini yapildi. Diger kismi ise Patoloji A.D.
tarafindan hematoksilen-eozin, trikrom ve sadece hematoksilen ile boyandiktan sonra
patolojik olarak degerlendirildi. Sadece hematoksilen ile boyanan 6rneklerde ise floresan

mikroskop altinda kok hiicre degerlendirilmesi yapildi. (Tablo 3.1)

Tablo 3.1. Siganlarin gruplandirilmasi

1 1 1 1
| :
Kok hicre . , Everolimus + Kok
Kontrol (Grup1) (Grup2) Everolimus (Grup3) ey
\
4. gin (Grup 1A) 4. giin (Grup 2A) | 4. giin (Grup 3A) 4. giin (Grup 4A)

|
7.gun (Grup 1B) 7.gun (Grup 2B) | 7. gun (grup 3B)

|
7.8un (Grup 4B) |




ADKKH eldesi amagli 4 adet sican kullanildi. Siganlarin inguinal bolgelerinden
eksize edilen adipoz dokular uygun islemlerden gecirilerek MKH izolasyonu ve
hazirlanmas1 tamamlandi. Calisma grubundaki si¢anlarin bir kismina, hazirlanan kok
hiicreler uygulandi. Adipoz doku eldesi sonras1 bu amagla kullanilan 4 sican 150 mg/kg
ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer inc) intraperitoneal verilmesi ile sakrifiye edildi.

Dil ile isaretli ADKKH’lerin endotelyal hiicrelere doniisiimiinii gostermek igin
floresan mikroskopta inceleme yapildi.

Denek sayilar1 ve c¢alisma siiresi belirlenirken literatiirde daha oOnce kolon
anastomozu {izerine yapilan ¢alismalar 6rnek alindi (17, 138). Denek sayisi, Bagkent
Universitesi Biyoistatistik A.D. tarafindan yapilan power analiz sonucunda %95 giivenilirlik
saglanacak sekilde belirlendi. Calisma siiresi belirlenirken, literatiirde daha 6nce yapilan
calismalar 6rnek alindi. Yapilan 6n analizlerin sonucunda da her ana grup ondort denekten

olusturulmustur ve galisma siiresi 4. ve 7. giinler olarak ikiye ayrilmuistir (17).

3.1. Deney Hayvanlarimin Bakim

Tiim deney hayvanlarina, 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik olacak sekilde standart
oda sartlar1 saglandi. Hayvanlar bir hafta Onceden arastirma merkezine getirilerek
adaptasyonlari saglandi. Oda 1s1s1 18-20 °C arasinda sabitlendi. Siganlar yem ve musluk suyu
ile beslendi. Hipotermi olusmasini engellemek i¢in sicanlar 11k kaynagi altinda ameliyat
edildi ve uyanma esnasinda da bu uygulamaya devam edildi.

Calisma siiresi toplam 14 giin ve toplam 60 sicanla calisildigindan, hayvanlarin
barindirildig: kafeslerin lizerine hangi grup oldugu yazilmasina ragmen, gruplarin birbirine
karismamasi igin her gruptaki deneklerin kuyruklarina farkli renklerde numaralar verilerek
isaretlenmistir. Immunsuprese edilecek gruplar belirlendikten sonra, cerrahi islemden 7 giin
once oral gavaj yoluyla immunsupresyona baslanmig ve immunsupresyon sakrifikasyona
kadar devam ettirilmigtir. Tiim hayvanlara cerrahi sonrast dénemde cilt alt1 0.02 mg/kg
fentanil (Sufenta® 5 mcg, Janssen Cilag Inc. Turkey) ile analjezi uygulandi. Caligma
sonunda tiim si¢anlar, periton i¢cine 150 mg/kg ketamin hidrokloriir enjekte edilerek sakrifiye
edildi.

3.2. Deney Hayvanlarimin immsupresyonu

Immunsuprese edilecek gruptaki siganlara cerrahi islemden 7 giin 6ncesinden

baglamak {izere, sakrifikasyona kadar giinde bir kez, tek seferde oral gavaj yoluyla

30



2,5mgr/kg/giin everolimus ( Certican 0,25mgr suda ¢oziiniir tablet, Novartis Inc.) verildi.
Ratlarda immunsupresyona cerrahi islemden 7 giin Once baglarken, doz ve zaman
hesaplamasin1 daha 6nce bu konuda yapilan c¢alismalar1 ve everolimusun ratlardaki
farmakokinetigini inceledik (143-146). Calisma i¢in 6zellikle suda ¢oziiniir tablet tercih
edildi ve musluk suyu i¢inde homojen bir ¢ozelti olusturulmasini takiben hayvanlara oral

gavaj yoluyla verildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Sicanlara oral gavaj yoluyla everolimus verilimesi
3.3. Cerrahi Islem

Siganlara, periton i¢ine 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer inc), 5
mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun®, Bayer inc) uygulanarak anestezi verildi. Anestezi
derinligi ekstremite ¢ekme yanit1 ile degerlendirildi. Hayvanlar uyuduktan sonra ameliyat
alanlar elektrikli tirag makinesi ile temizlendi ve cerrahi masaya sirtiistii gelecek sekilde
dort ekstremiteden flaster ile tespit edildi. Ameliyat alan1 %10 povidon-iodin (Batticon®
antiseptik soliisyon, Adeka Ltd. Tiirkiye) ile temizlendi ve cerrahi boyunca sterilite kosullari

saglandi (Sekil 3.2). Cerrahi islemlerin tiimii ayn1 cerrah tarafindan gergeklestirildi.
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RO o CRCE, b e :
Sekil 3.2. Ameliyat bolgesinin traglanmis ve steril edilmis hali

Tiim gruplarda sicanlara anestezi verilmesini takiben, ksifoidin 1 cm alt1 ile pubisin
1 cm iizeri olacak sekilde insizyonla cilt-Cilt alt1 ve fasya gecilip laparotomi yapildi. inen
kolon disar1 alind1 ve tam Kkat transekte edildi. Daha sonra 1 adet 7/0 prolen devamli dikisle
Ug uca tek sira kolon anastomozu yapildi. Islem sonrasi sicanlarin fasyalari 3/0 vicryl ile ve
ciltleri 3/0 ipek dikislerle devamli olarak kapatildi.

Kontrol grubunda anastomoz yapildiktan sonra fasya ve cilt kapatildi. Immunsuprese
edilen gruplarda laparotomiden yedi giin 6nce oral gavaj yoluyla, her giin tek seferde
2.5mg/kg uygulandi (147). Yedinci gliniin sonunda ise laparotomi yapilarak bir grupta
sadece anastomoz yapilirken, diger grupta anastomoz sonrasi, anastomoz bolgesinin distal
ve proksimaline 0,1 ml subserozal ADKH enjeksiyonu yapildi. Sadece kok hiicre
enjeksiyonu yapilan grupta ise laparotomi sonrasi anastomozu takiben yine ayni sekilde
subserozal kok hiicre enjeksiyonu yapilarak fasya ve cilt kapatilarak ameliyat sonlandirildi.

Her dort ana gruptaki siganlar esit sayida iki alt gruba ayrildi. Alt gruplardan bir
tanesi ameliyat sonrasi dordiincii glinde, digeri ise ameliyat sonrasi 7. giinde periton igine
150 mg/kg ketamin hidrokloriir enjekte edilerek sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasi
laparotomi yapilarak anastomoz edilmis inen kolon bulundu. Karin i¢i yapisikliklar
degerlendirildi. Karmn igi yapisikliklarin degerlendirilmesinde Houston ve ark. (148)
kullandiginin degerlendirme yontemi kullanildi ve hafif dereceli yapisiklik (Sekil 3.3), orta
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dereceli yapisiklik (Sekil 3.4) ve ileri dereceli yapisiklik (Sekil 3.5) olarak ii¢ gruba ayrildi.
(Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Laparotomi sonrasi yapigiklik derecelendirilmesi

1 | Hafif dereceli yapisiklik (Omentum ile anastomoz arasindaki yapisikligi ifade eder)

Orta dereceli yapisiklik (Omentum ile anastomoz arasindaki ya da ince barsagin bir
2 | segmenti ile anastomoz arasindaki ya da anastomoz ile karin duvari arasindaki
yapisiklig1 ifade eder)

fleri dereceli yapisikhk (Ince barsagin birden fazla segmenti ile anastomoz
3 | arasindaki yapisikligt ya da ince barsak, omentum, karn duvari ve anastomoz
birlikteligi olan yapisiklig: ifade eder.)

-.-.r ;d"
Sekil 3.3. Hafif dereceli yapisiklik (pamuklu ¢ubuk anastomoz bolgesini isaret etmekte)

Sekil 3.4. Orta dereceli yapisiklik (pamuklu ¢ubuk anastomoz bolgesini isaret etmekte)
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Sekil 3.5. leri dereceli yapisiklik (pamuklu ¢ubuk anastomoz bolgesini isaret etmekte)

Anastomozun 3 cm proksimali ile 3 cm distali rezeke edilerek patlama basinci
Olciildii. Basing olgiimii sonrasi 6rnekler longitidunal olarak bistiiri yardimi ile iki esit
parcaya ayrildi. Pargalardan bir tanesi biyokimyasal degerlendirme i¢in, digeri ise patolojik

degerlendirme igin uygun kosullarda muhafaza edildi. (Sekil 3.6)

Sekil 3.6. Rezeke edilen, anastomoz bdlgesini igeren kolon segmentinin patlama basinct
Olclimii sonrasi patolojik ve biyokimyasal degerlendirme amaci ile longiitudinal olarak iki
esit pargaya boliinmiis gériinlimii. (Anastomoz hatti ok ile isaretlenmistir.)

3.4. Adipoz Doku Temini

Adipoz doku temini i¢in ayrilan si¢anlara anestezi verilmesini takiben abdominal ve
inguinal bolgeleri anestezi sonrasi tiras edildi ve sirtiistli pozisyonda cerrahi masaya
tespitleri yapildi. Insizyon ksifoidin yaklasik 1 cm altindan baslatildi ve karm orta hat

boyunca vertikal eksende devam edildi. Median insizyonun tamamlanmasini takiben,
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pubisin yaklasik 1 cm siiperior seviyesinde, insizyon bilateral inguinal bolgelere dogru
uzatildi.

Insizyonlarn tamamlanmas1 ardindan cilt flepleri cilt alti planda yapilan
disseksiyonla kaldirildi. inguinal bélgelerdeki yag yastikciklari ortaya kondu

Inguinal yag yastikgiklar gikarildi (Sekil 3.7). 4 sicandan yaklasik 20 cc kadar yag
doku elde edildi. Eksize edilen yag dokular, serum fizyolojik ile yikanarak steril kaplara
alindi. (Sekil 3.8)

TR~

A .
WS, W

Sekil 3.7. inguinal yag yastik¢ig1 eksizyonu

Sekil 3.8. Serum fizyolojik ile yikandiktan sonra steril kaba alinmis yag dokusu

35



3.5. Adipoz Doku Kdékenli Mezenkimal Kok Hiicrenin Hazirlanmasi

Mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu, hazirlanmasi ve isaretlenmesi islemleri
Bagkent Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma ve Hayvan Laboratuari’nda
tarafimizca yapildi. Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre elde edilmesinde Ogawa ve
ark.’nin yaymlamis olduklari protokol uygulandi (149). Alinan adipoz doku PBS ile yikandi.
Yikama ardindan yag dokusu igindeki vaskiiler yapilar mikropenset ve mikromakas

yardimiyla temizlendi. Tiim yag dokusu kii¢iik pargalara ayrilacak sekilde kesildi (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Petri kabinda doku makasiyla par¢alama iglemi ve pipetle transferi

Yikama iglemini takiben dokular 50 cc’lik konik santrifiij tiiplerine alindi. %0,15
oraninda kollajenaz tip I eklendi ve yaklasik 30 dk vortekste (Biyosan vorteks V-1 Plus)
karistirildi. Kollajenazin nétralizasyonu igin %10 PBS’den olusan kontrol medium eklendi
ve tekrar vortekste karistirildi.

Takiben hiicre siispansiyonlarini iceren tiipler 260 G’de 5 dakika santrifiij edildi
(Sekil 3.10). Santrifiij sonunda tiim tiiplerin st kisminda kalan yag ve dokular sivilar ile
birlikte uzaklastirildi. Santrifiij sonunda tiip dibinde toplanmis hiicreden zengin stromal

vaskiiler fraksiyon (SVF) mikropipetle topland1 (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Santrifiij sonrasinda tiip lizerindeki serum ve tiip dibindeki SVF’nin goriiniimii.
(SVF ok ile gosterilmistir.)

Toplanan SVF’ye PBS eklenerek 10cc’ye tamamlandi. Hiicre sayimi i¢in mikropipet
kullanilarak 0,1 ml alind1 metilen mavisiyle boyand1 ve Thoma lamu iizerinde yaklasik 5

hiicre sayild1 ve sayilan hiicreler 107 ile ¢arpilarak hazirlanan kok hiicre sayis1 hesaplandi

(Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Thoma laminda goriilmekte olan biiyiik nukleuslu biiyiik sitoplazmali kok
hiicreler (Ok ile igsaretlenmistir.)

Hiicre saymmini takiben 10 cc’lik hiicre siispansiyonu 260 G’de 5 dakika tekrar
santrifiij edildi. Santrifiij sonrast tiipiin alt kisminda birikmis olan kok hiicrelerden zengin
kisim tiiplere alindi.

Kok hiicre isaretlemesi igin sitoplazmik boya olan 1,1°-Dioktadesil-3,3,3",3’-
tetrametilindokarbosiyanin (Dil) kullanildi. Dil %99’luk etanol ¢o6zeltisinde c¢oziilerek
%25°1ik konsantrasyonda soliisyon hazirlandi. Kullanilmadan 6nce PBS ile 1/100 oraninda
diliie edildi. Dil soguk ortamda sitoplazmaya baglandig1 ve in vivo kosullarda birakmadig:
bilindigi i¢in hazirlanan tiipler buzlu suda bekletildi ve 20 dakika bekleme ardindan 200 pl
Di eklenerek beklemeye alindi.

Inkiibasyon periyodunun sonrasinda, Dil sitoplazma baglantisinin fiksasyonu igin 7
ml PBS konuldu ve karistirildi. Hiicre Dil fiksasyonu saglandiktan sonra bu siispansiyon
1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiipiin tist kisminda kalan
siipernatant atildi, alttaki 2,4x107 adet Dil isaretli kok hiicrelerin oldugu pelletin iizerine 5
ml PBS (%] penisilin/streptomisin igeren) eklendi, karistirildi ve tekrar siispansiyon haline
getirildi. Elde edilen siispansiyon TZF’e homojenik olarak karistirildi. Toplam 28 sicana
verileceginden 1 sicana uygulanacak ortalama miktar 8x10° hiicre olarak belirlendi.
Stispansiyon lcc’lik enjektorlere g¢ekildi. Kok hiicre enjeksiyonu yapilmasi planlanan

gruplardaki her anastomozun proksimal ve distaline PPD enjektorti ile 0,1 ml olacak sekilde
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tolamda 0,2 ml. subserozal enjeksiyon yapild: (0,1 mlde 4x10° kdk hiicre mevcut) (Sekil
3.13).

Sekil 3.13. Anastomoz bolgesine subserozal ADKKH enjeksiyonu yapilmasi (Anastomoz
hatt1 ok ile gosterilmekte)

3.6. Anastomoz Patlama Basmci Ol¢iimii

Deney hayvanlari, ameliyat sonrasi gruplarina uygun giinlerde sakrifiye edildikten
sonra, laparatomi yapilarak, daha 6nceden yapilmig olan kolon anastomozunun 3 cm distali,
3 cm proksimali, anastomoz hattini i¢ine alacak sekilde rezeke edildi. Mevcut fekal igerik
serum fizyolojik ile yikanarak uzaklastirildiktan sonra bir ucu infiizyon pompasina bir ucu
da monitdriin arter yoluna olmak iizere kolon 3/0 ipek dikislerle baglandi. Infiizyon
pompasiyla 1,6 ml/dk serum fizyolojik verilerek kolon segmenti sisirildi. (Sekil 3.14) Bu
sirada monitorden sistemin basing takip edildi. Monitorde basincin ¢iktig1 en yiiksek deger
tespit edildi ve anastomoz patlama basinci olarak kaydedildi (2). Olgiimler esnasinda

Siemens SC 7000 monitor ve JMS BP-100 infiizyon pompasi (Sekil 3.15) kullanild.

Sekil 3.14. Anastomoz patlama basinci Sl¢iimii

39



e— ;__A v
Sekil 3.15.Siemens SC 7000 monitor ve JMS BP-100 infiizyon pompasi

3.7. Doku Hidroksiprolin Diizeyi Analizi

Doku 06rneklerinde hidroksiprolin (Hyp) derisimlerinin saptanmasi Reddy ve
Enwemeka’nin yontemine gore gerceklestirilmistir (150). Yontem, serbest Hyp’nin
kloramin-T ile oksidasyonu sonrasi Ehrlich reaktifi ile olusturdugu renkli bilesigin
spektrofotometrik olarak analizi esasina dayanmaktadir.

Calismada doku 6rnekleri analize kadar -86 °C’de saklanmistir. Ornekler, salin ile
0.2 g/0.5 ml (w/v) olacak sekilde cam-cam homojenizator kullanilarak homojenize
edilmistir. Homojenatlar ve standart Hyp cozeltileri alkali ortamda (2N NaOH) hidroliz
edilmistir. Notralizasyon sonrasi Orneklerin kloramin-T ile oksidasyonu saglanmig ve
Ehrlich reaktifi ile olusturduklari renkli bilesigin absorbansi 563 nm’de reaktif koriine karsi
spektrofotometre kullanilarak dl¢iilmiistiir (Shimadzu UV-1601).

Hidroksiprolin derigimleri standart egri kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 3.16). Her
ornek ¢ift olarak ¢alismaya alinmis ve derisimler ve ng/g doku olarak ifade edilmistir.

40



2,0

y =0,0103x + 0,0114
R?=10,9928
1,6 -
1,2
™ )
(o]
n
<
0,8 -
0,4 -
0,0 ' ' ' " Hyp (mg/ml
0 50 100 150 200 yp (mg/mi)

Sekil 3.16. Hidroksiprolin standart egrisi
3.8. Patolojik Degerlendirme

Perianastomotik kolon segmentleri patolog tarafindan gruplar bilinmeksizin, tek kor
olacak sekilde hazirlandi. Parafin bloklar halinde hazirlanan doku 6rnekleri Hematoksilen-
Eosin ile boyanarak 151k mikroskobu (Olympus CX 41,Ankara, Tiirkiye) altinda bir patolog
tarafindan anastomozdaki mukozal reepitelizasyon, fibrozis, iskemik nekroz, muskuler
tabakada bozulma, vaskiiler proliferasyon ve inflamasyon incelendi.

Histopatolojik degerlendirmede reepitelizasyon olmasi ve olmamasi degerlendirildi.
Fibrozis degerlendirilmesinde, fibrozisin olmamasi ve fokal ya da diffiz fibrozis
gelismesine bakildi. Anastomoz hattinda iskemik nekroz varligi ve yoklugu degerlendirildi.
Muskuler tabakanin iyilesmesinde bozulma olmamasi ve fokal ya da diffiz bozulmaya
bakildi. Vaskiiler proliferasyon ve inflamasyonun hafif, orta ya da siddetli olmasi

degerlendirildi.

3.9. Isaretli Kok Hiicrelerin Tespiti

Bu degerlendirme sadece Dil isaretli kok hiicre ¢alisma grubu i¢in yapildi. Parafine gdmiilii
dokulardan 5 pm kalinlikta uygun kesitler hazirlanarak sadece hematoksilen ile boyandi.
Bunun sebebi floresan mikroskopta, eosin boyasindaki kirmizi renk ile Dil isaretli
hiicrelerdeki kirmizi, mor rengin goriintii agisindan karisiklik yaratmasidir (151). Takip eden
kesitlerde hematoksilen-eozin boyamalar1 da yapildi. Dolayisiyla immiinfloresan

mikroskopta hematoksilen boyali kesitlerde bakilan endotelyal hiicreler, takip eden

41



hematoksilen-eozin boyali kesitlerde teyit edildi. Bu endotelyal hiicrelerden mezenkimal
kok hiicre kaynakli olanlarin (Dil ile isaretli olanlar) 565 nm dalga boyundaki floresan
mikroskopta kirmizi-mor renkte goziikmesi beklenir. Preperatlar tarafimizca Bagskent
Universitesi  Tibbi  Biyoloji ve  Genetik Laboratuvari’'nda  degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal incelemeler i¢in Nikon Eclipse E600 floresan mikroskop kullanildi.
Preperatlar 20x, 40x, 60x ve 100x biiylitmelerde incelendi. Goriintiiler, renkli dijital video
kamera (Nikon CCD) ile bilgisayar ortamina aktarildi ve bilgisayar programi olarak
Cytovision Genus Software kullanildi. Calismamizda da kok hiicrenin hem endotelyal

hiicreye doniisiimii hem de villus komsulugunda kok hiicre varligi gosterildi. (Sekil 3.17)

Sekil 3.17. Villus komsulugunda ve endotelde kok hiicre (Parlak kirmizi goriiniimdeki
hiicreler kok hiicreleri temsil etmekte)

3.10. istatiksel Yontem

Islem grubu (4 diizeyli), sakrifiye giinii (2 diizeyli) olmak iizere iki faktdrden
etkilendigi diistiniilen bagimh siirekli sayisal degiskenlerin analizinde parametrik test
varsayimlarindan normallik varsayiminin test edilmesi i¢in Shapiro-Wilk normallik testi;
grup varyanslariin homojenligi varsayiminin test edilmesi i¢in Levene testi kullanilmigtir.

Parametrik test kullanilan durumlarda sayisal bagimhi degiskene iliskin
ortalamatstandart sapma; parametrik olmayan test kullanilan durumlarda ise medyan
(minimum-maksimum) uygun tanitict istatistik olarak verilmistir. Parametrik test
varsayimlarinin  saglandigi durumda “iki Yoénli Varyans Analizi”, sayisal bagiml
degiskenin islem tiirlinden ve sakrifiye giiniinden etkilenip etkilenmedigini eszamanli
incelemek amaciyla %95 giiven diizeyinde uygulanmistir. Ancak, parametrik test

varsayimlarinin saglanmadigi durumda I. Tip hata olasilig1 tizerinde Bonferroni diizeltmesi
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(a*=0,0083—kullanilacak olan diizeltme yapilmis yeni anlamlilik diizeyi) yapilarak sakrifiye
giinii diizeylerinde iglem tiirlerinin karsilagtirllmasi i¢in parametrik test varsayimlar
saglandiginda “Tek Yonli Varyans Analizi”, saglanmadigi durumda “Kruskal-Wallis
Varyans Analizi”; islem tiirii diizeylerinde sakrifiye giinlerinin karsilastirilmasi igin
parametrik test varsayimlari saglandiginda “Student t test”, saglanmadigi durumda “Mann-
Whitney U testi” kullanilmistir.

Kategorik verilerin incelenmesinde ise tanitici istatistik olarak sayr ve yiizdeler
verilirken sakrifiye gilinii ve islem grubu ile ilgilenilen kategorik degiskenler arasindaki
bagimlilik durumu 2x2 boyutlu tablolarda Fisher’in Kesin testi; daha yiiksek boyutlu
tablolarda ise Fisher-Freeman-Halton Kesin testi ile test edilmistir. Tiim bagimlilik testleri
icin L. Tip hata olasilig1 a=0,05 olarak belirlenmistir.

Istatistiksel degerlendirme igin “SPSS v17.0 (Statistical Package for Social Sciences
for Windows version 17.0, Chicago, IL, USA — September 2012 license number:1093910,
Baskent University) istatistik paket programi kullanilmistir. Istatistiksel analizlerin tamami

Baskent Universitesi Biyoistatistik Anabilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Deney hayvanlarina immunsupresif tedavi baslanmasindan, sakrifikasyonlarin

yapildigi 14 giinliik siire iginde herhangi bir hayvan 6lmedi ya da ¢alisma dis1 birakilmadi.

4.1. Kilo Kaybi

Dordiincii giinde sakrifiye edilen hayvanlar dikkate alindiginda uygulama gruplari
arasinda kilo kaybi dagilimi agisindan istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik s6z konusu
degildir (p>0.05). Ancak, Grup 3’te ortanca kilo kayb1 yaklasik %13,5, Grup 1°de ise
yaklasik %5,4 oldugu goriildii (Tablo 4.1). Yedinci giinde sakrifiye edilen hayvanlar dikkate
alindiginda uygulama gruplari arasinda kilo kaybi dagilimi agisindan istatistiksel olarak
onemli bir farklilik s6z konusudur (p=0,001). Grup 3’te ortanca kilo kayb1 %13,4 olarak
gozlenirken Grup 1°de yaklasik %1,3 olmustur ve bu iki grup arasindaki kilo kayb1 dagilimi
acisindan farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p=0,002) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Dérdiincii giinde sakrifiye edilen hayvanlarda kilo kaybi dagilimi agisindan
gruplarin karsilastirilmasi. (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kok hiicre, Grup 3:
Everolimus, Grup 4: Everolimus + Kok hiicre)

Grup 1

Grup 2 Grup 3 Grup 4

Kilo kaybi1

(%) 4. Giin 5,4 7,9 13,5 6,8 0,013

7. Giin 1,3 1,7 13,4 8,4 0,001

Higbir grupta dordiincii giinde sakrifiye edilen hayvanlarin ortalama kilo kaybu ile 7.
giinde sakrifiye edilen hayvanlarin ortalama kilo kaybi arasinda anlamli fark bulunmadi

(Sekil 4.1).
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

H4. Gin 3,2 9,8 14 6,8
H7.Gln 1,6 8 12 8,4

Sekil 4.1. Gruplarin kilo kayb1 (%) dagilimi agisindan sakrifiye giinlerinin karsilastiriimasi
(Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4: Everolimus + Kok
hiicre)(p>0.05)

4.2. Yapisikhk

Dordiincii giinde sakrifiye edilen hayvanlar dikkate alindiginda, uygulanan iglem tiirii
ile yapisiklik arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir bagimhilik durumu s6z konusudur
(p=0,036). Grup 2, 3 ve 4, Grup 1 ile ayr ayr karsilastirildiginda hafif dereceli
yapisikliklarda azalma gozlenirken, orta ve ileri dereceli yapisikliklarin arttigi goriildii.
Ancak Grup 3 ile 4 karsilastirildiginda yapigiklik skoru ve oranin kok hiicre verilmesi ile
Grup 4°de daha az oldugu gozlendi. Istatistiksel olarak uygulanan islem tiirii dérdiincii giinde
sakrifiye edilen gruplarin yapisiklik durumunu etkilemektedir (Tablo 4.2).

7. glinde sakrifiye edilen hayvanlar dikkate alindiginda, uygulanan islem tiirii ile
yapisiklik arasinda istatistiksel olarak onemli bir bagimlilik durumu yoktur (p=0,349) (Tablo
4.3). Bununla beraber evarolimus ugulanan grup 3 ve 4 de ileri derece yapisiklik hig

gozlenmemistir.
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Tablo 4.2. Dordiincti giinde sakrifiye edilen gruplarin yapisiklik derecelerinin dagilimi.
(Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4: Everolimus
+ Kok hiicre)

Yapisiklik (%)

Hafif Orta fleri Toplam

71,4 28,6 0,0 100

57,1 14,3 28,6 100 0,036
0,0 85,7 14,3 100

57,1 28,6 14,3 100

Tablo 4.3. Yedinci giinde sakrifiye edilen gruplarin yapisiklik derecelerinin dagilimi. (Grup
1: Kontrol, Grup 2: Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4: Everolimus + Kok
hiicre)

Yapisiklik (%)

Hafif Orta Tleri Toplam

71,4 14,3 14,3 100

28,6 42,9 28,6 100 0,349
714 28,6 0,0 100

85,7 14,3 0,0 100

Islem gruplari (Grup 1, 2, 3, 4), kendi icinde sakrifikasyon giinlerine gore
karsilagtirildiginda, sadece Grup 3’te sakrifiye giinti ile yapisiklik arasinda istatistiksel
olarak onemli bir bagimlilik durumu s6z konusudur (p=0,021). Diger gruplarda, sakrifiye
giinii ile yapisiklik arasinda istatistiksel olarak onemli bir bagimlilik durumu yoktur (Tablo
4.4.)

Tablo 4.4. Gruplarin, sakrifikasyon giinii ile yapisiklik arasindaki iliskisi. (Grup 1: Kontrol,
Grup 2: Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4: Everolimus + Kok hiicre)

Yapisiklik Derecesi

Hafif
Orta
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4.3. Doku Hidroksiprolin Diizeyi

Sakrifiye edilen giiniin hidroksiprolin diizeyine etkisi istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,001). 7. giinde sakrifiye edilen hayvanlara iliskin ortalamalarin dordiincii giinde
sakrifiye edilen hayvanlara gore daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 4.2), (Tablo 4.5).

H4.Gin H7.Gl0n M Ortalama

250

N
o
o

150

=

o

o
I

Doku hidroksiprolin glizeyi (mcgr/gr doku)

w
o
I

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4.2. Hidroksiprolin diizeyinin, gruplar, islem tiirii ve sakrifikasyon giinii ile iligkisi
(ngr/gr doku). (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4:
Everolimus + Kok hiicre)

Gruplar arasinda da hidroksiprolin diizeyi ortalamalar1 agisindan farklilik istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0,001) (Tablo 4.5). Istatistiksel olarak anlamli farkliligin Grup 1 ile
Grup 2; Grup 2 ile Grup3; Grup 2 ile Grup 4 arasinda oldugu goriildii (sirasiyla p<0,001,
p=0,014, p=0,001).
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Tablo 4.5. Gruplarin, sakrifikasyon giinii ile doku hidroksiprolin diizeyi arasindaki iligkisi
(ngr/gr doku). (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup
4: Everolimus + Kok hiicre)

N 4

4 95,02 143,08 85,97 85,61
105,97 195,41 163,97 140,98 <0,001
Ortalama 100,5 169,25 124,97 113,3
' <0,001

4.4. Patlama Basincl

Dordiincii giinde sakrifiye edilen hayvan gruplara iliskin patlama basinc1 ortalamalari

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001) (Tablo 4.6). Doérdiincii giinde

sakrifiye edilen hayvanlar ele alindiginda, Grup 1 ile Grup 2 (p=0,002) ve Grup 2 ile Grup

3 (p<0,001) arasinda patlama basinci ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak énemli bir

farklilik s6z konusudur. Grup 2’nin, Grup1 ve Grup 3’e gore patlama basinci Ortalamasi daha

yiiksek bulundu (Sekil4.3).

Yedinci giinde sakrifiye edilen hayvanlarda, gruplara iliskin patlama basinct

dagilimlart arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,074). Tim

gruplar, ayn1 grup icerisinde 4.ve 7. giin sakrifiye edilen alt gruplar arasinda patlama basinci

ortalamasi agisindan istatistiksel olarak degerlendirildi ve tiim gruplarda anlaml farklilik

tespit edildi (Tablo 4.6).
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H4.gin HE7.gln

139 136

140 134

Patlama Basinci (mmHg)

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4.3. Ayn1 grup icerisinde 4.ve 7. giin sakrifiye edilen alt gruplar arasinda patlama
basinci ortalamasi agisindan istatistiksel degerlendirme. (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kok
hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4: Everolimus + Kok hiicre)

Tablo 4.6. Gruplarin, sakrifikasyon giinii ile patlama basinct arasindaki iligkisi (mm/Hg).
(Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4: Everolimus
+ Kok hiicre)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

35 69,57 23,85 43 <0,001
134 139 136 111 0,074
0,001 <0,001 <0,001 0,001

4.5. Patolojik Degerlendirme

Tiim gruplarda deney hayvan sayilarinin, patolojik parametrelere gore dagilimi Tablo
4.7°de 6zetlenmistir.

Reepitelizasyon, iskemik nekroz, fibrozis ve muskuler tabakada bozulma analiz
sonuglar1 degerlendirildiginde dordiincti giin sakrifiye edilen gruplar (Tablo 4.8) arasinda
ve yedinci giin sakrifiye edilen gruplar (Tablo 4.9) arasinda anlamli farklilik saptanmadi.
Ayrica gruplarin kendi iginde sakrifikasyon giinii ile reepitelizasyon, iskemik nekroz,
fibrozis ve muskuler tabakada bozulma durumu arasindaki bagimlilik durumu istatistiksel

acidan anlamli saptanmadi (Tablo 4.10).
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Tablo 4.7. Gruplar ile patolojik parametreler arasindaki iliskisi. (Grup 1: Kontrol, Grup 2:
Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4: Everolimus + Kok hiicre)

1A | 1B | 2A | 2B | 3A | 3B | 4A | 4B
- Yok 3 3 | 2] 0 | 3] 4 | 1] 1
; ° Var 4 4 | 5| 7 | 4] 3 |6 s
Fokal 7 5 | 6| 5 | 6| 3 |6 | 3

=0 Diffiiz 0 2 | 1| 2 | 1] 4 | 1] &

Yok 5 7 |7 4 | 6| 6 | 7] 7

: var 2 0o | o | 3 1] 1 [ o] o

abakada Fokal 3 5 |6 | 5 | 2] 2 | 4] 1
Bozulma Diffiiz 4 2 | 1] 2 | 5] 5 | 3] s
Hafif 2 o | 1] 0 | 5] 5 | 3] 1

o . Orta 5 3 |6 | 1 | 2] 2 | 4] 1
Siddetli 0 4 o | 6 | o] o |o0] s

Tablo 4.8. Dordiincii giin sakrifiye edilen gruplar ile patolojik parametreler arasindaki
iligkisi. (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4:
Everolimus + Kok hiicre).

1A 2A | 3A | 4A
o Yok 3 2 3 1
P - Var 4 5 4 6 0,812
Fokal 7 6 6 6
OF0 Diffiiz 0 1 1 1 >0,05
Yok 5 7 6 7
: Var 2 0 1 0 0,581
er Tabakada Fokal 3 6 2 4
Bozulma Diffiiz 4 1 5 g 0,242
Hafif 2 1 5 3
Proliferasyo Orta 5 6 7 4 0,226
Siddetli 0 0 0 0

Tablo 4.9. Yedinci giin sakrifiye edilen gruplar ile patolojik parametreler arasindaki iliskisi.
(Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4: Everolimus

+ Kok hiicre)
- . D
1B 2B 3B | 4B P
o Yok 3 0 4 1
: : Var 4 7 3 6 0,106
Fokal 5 5 3 3
o0 Diffiiz 2 2 4 4 0,596
Yok 7 4 6 7
: Var 0 3 1 0 0,150
e abakada Fokal 5 5 2 1
Bozulma Diffiiz 2 2 5 6 0,092
Hafif 0 0 5 1
Pl o Orta 3 1 2 1 0,003
Siddetli 4 6 0 5
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Tablo 4.10. Tim gruplar ile patolojik parametreler arasindaki iliskisi. (Grup 1: Kontrol,
Grup 2: Kok hiicre, Grup 3: Everolimus, Grup 4: Everolimus + Kok hiicre)

Parametre
e . . iskemik ol U1 Vaskiiler
Reepitelizasyon Fibrozis Tabakada ;
Nekroz Proliferasyon
Bozulma
Yok Var Fokal | Diffiiz Yok Var Fokal Diffiiz Hafif Orta Siddetli

3 4 7 0 5 2 3 4 2 5 0
3 4 5 2 7 0 5 2 0 3 4

>0,05 0,462 0,462 0,592 >0,05
2 5 6 7 0 6 1 6
0 7 5 4 3 5 2 1

0,462 >0,05 0,192 >0,05 0,005
3 4 6 1 6 1 2 5 5 2 0
4 3 3 6 1 2 5 5 2 0

>0,05 0,266 >0,05 >0,05 >0,05
1 6 6 7 0 3 4 0
1 6 3 0 6 1

>0,05 0,266 NS 0,266 0,038

Vaskiiler proliferasyon analiz sonuglart degerlendirildiginde. dordiincii giin sakrifiye

edilen gruplar arasinda anlaml farkilik saptanmazken (p=0,226), yedinci giin sakrifiye
edilen gruplar arasinda anlamli farklilik saptandi (p=0,003) (Tablo 4.9). ADKKH

enjeksiyonu yapilan gruplarda siddetli vaskiiler proliferasyonun daha fazla oldugu saptandi.

Ayrica yine ADKKH enjeksiyonu yapilan ikinci grup (p=0,005) ve dordiincii grupta

(p=0,038). da kendi iginde sakrifikasyon giinii ile vaskiiler proliferasyon durumu arasindaki

bagimlilik durumu istatistiksel agidan anlamli saptandi ve yedinci giinde siddetli vaskiiler

proliferasyon orani daha fazla oldugu goriildi (Tablo 4.10).
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5. TARTISMA

Gastrointestinal sistem ameliyatlari, genel cerrahi ameliyatlarinin 6nemli bir kismini
olustururken, bu ameliyatlar sonrasinda meydana gelebilecek anastomoz kacaklari gibi
komplikasyonlar 6nemli oranda mortaliteye ve morbiditeye neden olabilmektedir (3).
Anastomoz bolgesindeki yara iyilesme siirecine etki eden bir¢ok faktor mevcuttur. mTOR
inhibitorii olan everolimus, yara iyilesmesini hiicre dongiisiinii etkileyerek ve T lenfosit
proliferasyonunu inhibe ederek olumsuz yonde etkiler (138). Gastrointestinal sistemdeki
yara iyilesmesinin kalitesini ve anastomoz dayanikliligini arttirmak i¢in yapilan ¢alismalarin
bir boliimiinii kok hiicre tedavisi olusturur (17). Ozellikle ADKKH’lerin kolay elde
edilebilmesi ve bircok dokuya farklilasabilmesi nedeni ile gastrointestinal sistemde yara
iyilesmesi ile ilgili birgok ¢alismada kullanilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir (17).
KIKKH ve ADKKH’nin karsilastirildig1 bir ¢alismada, damarlanmanin adipoz kokenli
MKH grubunda anlamli derece fazla oldugu goriilmiis (109). Ayrica adipoz dokunun kemik
iligine gore santimetrekiip basina 100 ila 1000 kat daha fazla pluripotent hiicre icerdigi ve
en az kemik iligi kaynakli kok hiicreler kadar degisik hiicrelere farklilasabildikleri yapilan
caligmalarda gosterilmistir (111, 112). Daha 6nce yapilan galismalarin degerlendirilmesi
neticesinde, ¢calismamizda kemik iligi kaynakli kok hiicre kullanimi yerine adipoz doku
kokenli mezenkimal kok hiicre kullanmay tercih ettik.

Gastrointestinal ~ sistem ameliyatlarindan sonra, ameliyat veya ameliyat
komplikasyonlar1 neticesinde katobolik faz ortaya ¢ikmakta ve viicut kitlesinde ameliyata
bagli olarak kayip goriilmektedir (152, 153). Calismamizda biitiin gruplarda ameliyat oncesi
durumlarina gore 4.ve 7. gilinde kilo kayb1 oldugunu gozlemledik. Fakat dordiincii giindeki
bu kayip istatistiksel olarak anlamli degilken, everolimus ile immunsuprese edilen Grup
3’teki sigcanlarin, diger gruplara gore daha fazla kilo kaybettigi goriildii. Yedinci giinde ise
bu kayip istatiksel olarak da anlamliydi. Grup 3’te artmis olan bu kilo kaybinin, bazi
calismalarda belirtildigi gibi mTOR inhibitorlerinin hiicre popiilasyonlar1 iizerinde
antiproliferatif ve antimitotik etki gdstermesine ve diiz kas hiicreleri gibi ¢esitli hiicre
tiplerinin ¢ogalmasini inhibe etmesine bagl oldugu distinmekteyiz (154). Ayrica
immunsuprese gruplarda kok hiicre uygulmasi sonucunda, kilo kaybinin daha az oldugu
goriildii. Bu da immunsiipresyonun viicut kitlesindeki negatif etkisinin diger ¢alismalarda
belirtildigi gibi kok hiicre uygulamasimin anabolizan etkisiyle diizeltilebilecegini
gostermistir (155, 156). Yinede bu durumu agiklamak i¢in ek calismalar yapilmasi
gerekmektedir.
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Karin i¢i ameliyatlarindan sonra goriilen yapisikliklar; barsak tikanikliklarina, barsak
iskemisine ve bunlarin neticesinde de tekrarlayan ameliyatlara neden olmaktadir (157).
Wagner ve ark. yaptig1 ¢alismada, sirolimus verilen grupta karin i¢i yapisikliklarin kontrol
grubuna gore anlamli farklilik gostermedigi saptanmistir (158). Bizim c¢alismamizda,
dordiincii giinde tiim gruplarda, kontrol grubuna gore orta ve ileri derece yapisiklik
diizeyinin daha fazla oldugu goriildii. Hatta Grup 3(everolimus), orta derece yapisikligin en
fazla goruldiigi grup olmustur. Bununla beraber Grup 3(everolimus) ile Grup
4(everolimus+kokhiicre) karsilastirildiglr zaman yapisiklik oranin ve derecesinin kok hiicre
verilmesi ile birlikte Grup 4’te azaldig1r gozlendi. Yedinci glinde ise yapilan islemlerin
yapisiklik derecesini anlamli sekilde etkilemedigi goriillmekle beraber, Grup 3(everolimus)
ile Grup 4(everolimus+tkdkhiicre)’te hig ileri derece yapisiklik goriilmemistir. Pascual ve
ark. yaptigi ¢alismada kok hiicre uygulamasinin bizim calismamizdaki bulgular gibi

yapisiklik olusumunu 6nemli dl¢lide azalttigini gozlemlemistir (159).

Hidroksiprolin, kollajenin bir 6nciisii olarak hareket ederken, mTOR inhibitorleri,
protein sentezini azaltarak, doku hidroksiprolin diizeyinde, dolayisi ile yara mukavemetinde
azalmaya yol acar (142). Sicanlarda iyilesen kolon anastomozlarindaki hidroksiprolin
igeriginin, everolimus tedavisinden sonra anlamli sekilde azaldigini gosterilmistir (138,
160). Caziuc ve ark. yaptig1 ¢alismada da kok hiicre verilen gruplarda hidroksiprolin
diizeyinin anlaml sekilde yiiksek oldugu belirtilmistir (17). Calismamizda yedinci giinde
sakrifiye edilen siganlarda hidroksiprolin diizeyinin, dordiincii giinde sakrifiye edilen
siganlara gore daha yiiksek oldugu goriildii. Bununla beraber, 4. ve 7. glinde kok hiicre
uygulamasi, immunsuprese edilmeyen Grup 2‘de Grup 1’e gore doku hidroksiprolin
seviyesinde artmaya neden olurken, immunsuprese edilen grup 3’te ayni etkiye neden
olmamistir. Everolimus ile immunsupresyon, sicanlarda dordiincii giinde doku
hidroksiprolin seviyesinde azalmaya neden olmustur. Bu bulgular everolimusun
hidroksiprolin sentezini 6zellikle erken donemde inhibe ettigini diisiindiirmektedir. Ote
yandan kok hiicrenin anabolizan etkileri ve yara yerini iyilestirmesini hizlandirict etki
mekanizmasi, kok hiicre verilen gruplarda hidroksiprolin diizeyinin yiiksek olmasini agiklar
(108). Grup 4’te kok hiicre enjeksiyonunun, Grup 3’e gore hidroksiprolin diizeyini
arttirmamis olmasini; mTOR inhibitdrii ile kok hiicrenin hidroksiprolin sentezi iizerine etki

mekanizmalariin farkli yolaklar iizerinden olmasina bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Patlama basmci; barsakta anastomoz iyilesmesini gdsteren en Onemli

parametrelerden biridir ve agirlikli olarak kollajen yogunlugunun bir gostergesidir. Jong

53



Han Yoo ve ark. ¢alismasinda; ADKKH’nin iskemik kolon anastomozunun iyilesmesi
tizerine etkisi arastirllmis ve bu calismada patlama basinci ile kollajen miktarinin dogru
orantili olarak arttig1 gosterilmistir (161). Martine C. ve ark ¢alismasinda siganlarda barsak
ve fasyada deneysel yaralanmalara kars1 everolimusun kalici etkileri incelenmis ve 144 sigan
tizerinde yapilan incelemelerde 7. giindeki gruplarda kollajen miktarinin istatistiksel olarak
anlaml farklilik gostermedigi, patlama basincinin ise everolimus dozu ile bagimli oldugu
gosterilmistir (162). Bizim ¢alismamizda da patlama basinci1 dordiincii giinde Grup 2(kok
hiicre)’de istatistiksel olarak anlamli sekilde yiliksek ve Grup 3(everolimus)’te diisiik iken,
7. giinde bu farkin gruplar arasinda anlamli olmadigini gordiik. Grup 4(everolimus+kok
hiicre)’te kok hiicre verilmesine ragmen hidroksiprolin diizeyinin azalirken, patlama
basincinin artmasi, kok hiicre tedavisinin anastomoz saglamligini arttiric1 etkisininin

hidroksiprolin diizeyi haricinde farkli parametrelere bagl gelistigini diistindiirmektedir.

Yapilan histopatolojik degerlendirmemizde, gruplar arasinda reepitelizasyon,
fibrozis, iskemik nekroz ve muskuler tabakada bozulma agisindan anlamli farklilik
saptanmadi. Bunun nedenini, immunsupresyon ve/veya kok hiicre enjeksiyonunun, onarimin
mukozal hiicre proliferasyon kismini etkilemedegi hipotezine bagliyoruz (158). Bizim
calismamizda 7. glinde sakrifiye edilen ve kok hiicre verilen Grup 2(kok hiicre) ve Grup
4(everolimus+kok hiicre)’te vaskiiler proliferasyon diizeyi istatisttiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek bulunmustur. Ayrica Grup 2A-2B ve Grup 4A-4B arasinda vaskiiler
proliferasyon diizeylerinde anlamli derecede farklilik tespit edilmis olup 7. giinde daha
belirgin vaskiiler proliferasyon goriilmiistiir. .Grup 3(Everolimus)’te dort ve yedindi giinde
hi¢ siddetli vaskiiler proliferayon goriilmemistir. Vaskiiler proliferasyonun kok hiicre
gruplarinda artiginin nedenini; Cazius ve arkadaslarmin bulgulari gibi kok hiicrenin VEGF
diizeylerinde artisa yol agmasina ve kok hiicrenin endotel hiicresi gibi hiicrelere

farklilagabilmesine bagl oldugunu diisiiniiyoruz (17).

Bizim ¢alismamizin kisitliliginin; doku kollajen diizey tayini yapilmamas: ve kok
hiicre enjeksiyonu sonrasi yapilan degerlendirilmelerde molekiiler parametrelerin

6l¢limiiniin yapilmamasi olduguni diislintiyoruz.

54



6. SONUC

Biz ¢alismamizda; everolimus ile immunusprese edilmis siganlarda yaptigimiz kolon
anastomozuna subserozal olarak ADKKH enjeksiyonu yaparak, everolimusun daha dnce
yapilan calismalarda gosterilmis yara iyilestirmesini geciktirici etkisini dnlemeye calistik.
Calismamizin neticesinde; everolimus ile immunsuprese edilen siganlarda kok hiicre
uygulamasinin anastomozun saglamligini ve anastomoz bolgesinde vaskiiler proliferasyonu
arttirdigini gordiik. Bu sonuglara gére mTOR inhibitorii kullanan hastalarda yapilacak ve
Ozellikle anastomoz gerektirecek acil ya da elektif cerrahi girisimlerde, immunsupresif
rejimini degistirmeye ya da birakmaya gerek kalmadan, anastomoz bolgesine lokal ADKKH
enjeksiyonu yeni bir tedavi yontemi olabilir. Bu konuda yeni ¢alismalar yapildig: takdirde,
kalsindrin inhibitérlerine gore daha az nefrotoksik ve daha gii¢lii immunsupresan olan
mTOR inhibtorleri, transplantasyon sirasinda anastomoz alanlarina lokal ADKKH

enjekisyonu yapilarak erken donemde giivenle kullanilabilir.
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