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OZET

Gastrointestinal sistem cerrahisi, genel cerrahi uygulamasinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Gastrointestinal sistem cerrahisinde gelismelere ragmen anastomoz kacaklari
Oonemli bir sorun olusturmaktadir. Yapilan bircok c¢alismanin amaci giivenli kolon
anastomozu saglayarak, komplikasyonlar1 azaltmaktir.

Anastomoz iyilesmesinde 6nemli hedeflerden biride doku kanlanmasini arttirarak
anastomoz saglamligini arttirmaktir. Trombositten zengin fibrin (TZF) igerdigi biiyiime
faktorleri ve sitokinler sayesinde yeni damar olusumu ve yara iyilesmesine etki eden 2.
kusak trombosit konsantrasyonudur. Adipoz kokenli kok hiicreler elde edilis bigimleri ve
coklu dokulara farklilasma o6zellikleri nedeni ile glindemdeki en potansiyel kok
hiicrelerden biridir. Adipoz doku kokenli kok hiicre farklilasarak yeni hiicrelerine
dontigebildigi gibi yeni damar olusumunu arttirdig1 da birgok ¢alismada gosterilmistir.

Calismada 80 adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan kullanildi. Her biri 20’ser sigan
bulunduran 3 grup olusturuldu. 20 tane si¢an da kok hiicre ve trombositten zengin fibrin
eldesi i¢in kullanildi. Tiim gruplardaki siganlarin inen kolonu tam kat kesildikten sonra
anastomoz yapildi. Kontrol grubunda anastomoza herhangi bir sey uygulanmazken, diger
iki grupta anastomoz {lizerinde trombositten zengin fibrin ve trombositten zengin
fibrin+kok hiicre uygulandi. Tiim siganlar islemden sonraki 7. giinde sakrifiye edildi. Ug
grubun her birinde iki alt grup vardi. Anastomoz patlama basinci, histopatolojik
degerlendirme ve damarlanmanin anjiyografik olarak degerlendirilmesi planlandi.
Immiinohistokimyasal olarak; calisma grubunda Dil ile isaretli adipoz kokenli kok
hiicrelerin takibi i¢in floresan mikroskopta inceleme yapildi.

Calismadaki siganlarin kilolar1 degerlendirildiginde 3 grupta da anlamli farklilik
saptanmadi. Gruplarin ilk ve son kilolar1 degerlendirildiginde kontrol grubunda (p=0.253);
TZF grubunda (p<0,05) ve TZF+kok hiicre grubunda (p=0,525) anlamli farklilik
saptanmadi. Kontrol grubunda karin i¢i yapisikliklar TZF ve TZF+kok hiicre grubuna
istatistiksel olarak daha fazla olmasina ragmen hicbir grupta perforasyon, fistiilizasyon
yada karin i¢i apse izlenmedi. Anastomoz patlama basinglar1 ve damarlanma agisindan
karsilastirma yapildiginda TZF+kok hiicre grubunda diger iki gruba gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptandi. Kontrol grubunda patlama basinci ortalamasi 159,1 +
18,2 mmHg, TZF grubunda 176 + 24,3 mmHg ve TZF+kok hiicre grubunda 191,1 + 20,9
mmHg (p<0,05) olarak hesaplandi. Anjiyografik degerlendirmede mm? diisen damar sayis1

hesaplandi. Kontrol grubunda 17,7 + 4,3 adet, TZF grubunda 25 + 3,7 adet ve TZF+kok



hiicre grubunda 33,9 + 4,1 adet damar (p<0,05) izlendi. Histopatolojik degerlendirmede ise
reepitelizasyon (p=0.082), fibrozis (p=0,089), iskemik nekroz (p=0,058) ve muskuler
tabakada bozulmada (p=0,133) anlamli farklilik saptanmadi. Fakat vaskiiler proliferasyon
(p<0,05) ve inflamasyonda (p<0,05) TZF ve TZF+kok hiicre gruplarinda kontrol grubuna
gore anlamli farklilik saptandi. TZF ile TZF+kdk hiicre gruplari arasinda vaskiiler
proliferasyon (p=0,211) ve inflamasyonda (p=0,999) anlamli farklilik saptanmadi. Floresan
mikroskopi ile yapilan degerlendirmede kok hiicrenin hem endotel hiicresine doniisiimi
hem de villoz yapilar arasinda oldugu tespit edildi.

Calisma sonucunda TZF’nin salgiladig1 biiyiime faktorleri ile, kok hiicrenin ise
endotel hiicresine farklilagarak ve sitokin salgisiyla anastomoz iyilesmesine etki ettigi
goriildii. Histopatolojik olarak vaskiiler proliferasyon ve inflamasyonda anlamli farklilik
olmamast TZF’nin yedinci giinde pik yapan biiylime hormonlar1 ve sitokin salinimina
baglanirken, calisma siliresinin daha uzun planlanmasi halinde kok hiicrenin anlaml

farklilik yapacag diisiiniildii.

Anahtar kelimeler: Trombosit zengin fibrin, kok hiicre, kolon anastomozu



ABSTRACT

Effects of stem cells and platelet rich fibrin on colonic anastomosis: Experimental

study

Gastrointestinal system surgery occupies an important role in general surgery
practice. Although the improvements in gastrointestinal surgery, anostomosis leakage is a
major problem. The purpose of the many performed study is to decrease complications by
providing a safe colon anastomosis.

One of the target in anastomosis healing is increasing durability of anastomosis by
increasing tissue perfussion. Platelet rich fibrin (PRF) is a 2nd generation platelet
concentration that effects angionesis and wound healing by the included growth factors and
cytokines. Adipose derived tissue stem cell is one of the most potential stem cells by the
harvesting method and the potential to differenciate into multiple tissues. It’s been shown
in many studies that adipose dervied tissue stem cell can convert into new cells as
increasing angiogenesis.

In the performed study, 80 female Sprague-Dawley rats were used. Each three
group consisted with 20 rat. Also 20 rat were used for harvesting stem cells and platelet
rich fibrin. Decending colons were completely transected and anastomosis were performed
in every group. No additional process is applied on anastomosis of the control group while
platelet rich fibrin, platelet rich fibrin+stem cells were applied on anastomosis of other 2
groups respectively. All rats were sacrified by the 7th day of the experiment. All three
groups had 2 subgroups. One subgroup was planned to measure the anastomotic bursting
pressure and hystopathologic examination, second subgroup was planned for angiographic
examination of the angiogenesis. Adipose tissue derived stem cells were examined with
Dil under flourescent microscope immunohistochemically.

There were no significant differences in weights of the rats between 3 groups.
According to the beginning and end weights, there were no significant differences between
the control group (p=0.253), PRF group (p<0,05) and the PRF + stem cell (p=0,525)
group. Although intraabdominal adhesions were statistically high in the control group in
comparison to PRF group and PRF+stem cell groups; there were no perforation, fistulation
nor intraabdominal abcess in any group. When compared in anastomosis burst pressure and
angiogenesis; signficant difference was observed between the PRF+stem cell group and

other two groups. Mean bursting pressure was calculated as; 159,1 + 18,2 mmHg in the
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control group, 176 + 24,3 mmHg in PRF group, 191,1 £ 20,9 mmHg (p<0,05) in the
PRF+stem cell group. Vessel per millimeter square was calculated in the angiographic
examination. In the control group 17,7 + 4,3; in the PRF group 25 + 3,7 and in the PRF +
stem cell group 33,9 + 4,1 vessel (p<0,05) were counted. Reepithelialization (p=0.082),
fibrozis (p=0,089), ischemic necrosis (p=0,058) and impairment in the muscular layer
(p=0,133) were examined histopathologically and no significant difference was observed.
But there were significant difference in vascular proliferation (p<0,05) and inflammation
(p<0,05) between the PRF and PRF + stem cell groups when compared to the control
group. There were no significant difference in the vascular proliferation (p=0,211) and
inflammation (p=0,999) between PRF and PRF+stem cell groups. Stem cells were
observed as transforming to endothelial cells and was seen among the villous components
in the flourescent microscope examination.

As a conclusion; PRF by secreting growth factors, stem cells by transforming to
endothelial cells and secreting cytokines, effect anastomosis healing. Having no significant
histopathologic difference in vascular proliferation and inflammation was attributed to
growth hormones that reach peak level at 7th day and cytokine secretion of PRF. It is
necessary to plan different studies to determine the exact mechanisms of PRF and stem cell

on colonic anastomoses in longer time intervals.

Key words: Trombosit rich fibrin, stem cell, colonic anastomosis
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1. GIRIS

Giiniimilizde kolorektal cerrahi operasyonlari; kolorektal kanserler, iskemik kolit,
tilseratif kolit, Crohn hastali§i, mekanik bagirsak tikanikligi, travma ve rekiirren
divertikiilit basta olmak {izere birgok hastalikta uygulanmaktadir (1). Diger cerrahilerde
oldugu gibi kolon cerrahisinde de birgok ciddi ve Oliimciil komplikasyonla
karsilagilabilmektedir. Kolon cerrahisinde komplikasyon goriilme insidansi %10-30
arasinda degismektedir (2).

Anastomoz kacaklari, kolorektal cerrahinin en Onemli komplikasyonlarindan
biridir. Anastomoz kagaklariin olas1 nedenleri arasinda iskemi, cerrahi teknik, anastomoz
hattinda gerginlik olmasi, lokalize enfeksiyon ve anastomoz distalinde obstriiksiyon
sayilabilir (3). Cerrahi teknikteki ilerlemelere ragmen halen anastomoz kagaklar1 %5-15
arasinda goriilmektedir (4). Tim cerrahi gelismelere ragmen literatirde anastomoz
kagaklarinin mortalitesi halen %10 ile %32 arasinda degismektedir (5-7).

Kok hiicre, bir canlinin viicudunda ¢ok uzun bir siire boliinmeye devam ederek
kendini yenileyebilen ve bu sayede farklilasmis hiicreler olusturabilen farklilagsmamis
hiicrelere verilen addir. Viicudumuzdaki kas, karaciger, cilt hiicreleri gibi hiicrelerin
hedefleri bellidir ve bu hiicreler boéliindiikleri zaman yine kendileri gibi bir hiicre
olustururlar. Oysa kok hiicrelerin bu hiicrelerden farkli olarak belirlenmis bir fonksiyonlari
yoktur. Bu ylizden aldiklari sinyallere gore farkli hiicre tiplerine doniisebilirler.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), bir¢ok dokudan elde edilebilen, sayica
cogaltilmaya elverisli dayanikli hiicrelerdir. Salgiladiklar1 ¢oziiniir faktorler, hiicreler arasi
veya hiicre dig1 matriks ile yakin iligki halinde bulunmalar1 nedeniyle i¢inde bulunduklar
dokuya 6zel hiicrelerin fonksiyonlarina 6nemli katki saglarlar. MKH kaynaklar1 kemik iligi
(K1) ve adipoz dokulardir.

Trombositten zengin fibrin (TZF) dogal kan dokusundan elde edilen, yapisinda bol
miktarda trombosit ve 10kosit iceren fibrin matriks yapisi anlamini tagimaktadir. TZF
icinde biiylime faktorleri de barindirmaktadir. TZF iyilesmeyi hizlandirict ve arttirict etkisi
mevcuttur.

Calismamizdaki amag giincel iki etken olan TZF ve adipoz doku kokenli kok

hiicrenin (ADKKH) kolon anastomozu iizerine etkilerini degerlendirmekti.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolon anatomisi

Kolon, ileumdan aniise dek uzanan yaklasik 150-200 cm. uzunlugunda degisken
capli bir organdir. Baglangictan itibaren sirasiyla ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen
kolon, sigmoid kolon ve rektumdan olusur. Fonksiyon olarak kolon ileumun sulu igerigini
yar1 kat1 fegese gevirir. Uzunlugu boyunca mobil ve hareketsiz parcalar1t mevcuttur. Cikan
ve inen kolon karin arka tarafinda asilmis olarak sabit iken ¢ekum, transvers kolon ve
sigmoid kolon daha hareketli kisimlarini olusturur (8).

Kolonun kas tabakalarindan en dista olan longitudinal kas tabakasidir. Bu lifler
birbirlerinden esit uzaklikta {i¢ bolgede yogunlasarak kolonun tenyalarimi meydana
getirirler. Tenyalarin genisligi 5-6 mm olup, rektosigmoid kosede serit ozelliklerini
yitirerek rektumun longitudinal kas liflerine karisirlar. Tenyalarmm boyu kolon boyundan
daha kisa oldugu i¢in kolon iizerinde ceplesmeler meydana gelir ki, bunlara da kolonun
haustralar1 denmektedir (9).

Cekum kalin bagirsagin ilk parcasidir ve ortalama capt 4-8 cm. arasindadir.
Terminal ileum; ¢ekuma ‘ileogekal valv’ adi1 verilen kalinlagmis bir invajinasyon yoluyla
bosalir. Ileogekal valv mekanizmasiyla ileum igeriginin kolona hizli gegisi ve
regiirjitasyonu Onlenmis olur. Appendiks, ileogekal valvin yaklasik 3 cm. asagisindan
¢ekumdan ¢ikan ve kor sonlanan bir yapidir. Cekumun aslinda mezenteri yoktur, ancak
yinede ¢ogu kaynakta intraperitoneal olarak kabul edilir, ¢linkii 6nemli kismi1 mobildir (8).

Cikan kolon, ¢cekumdan karacigerin sag lobunun alt yiiziine kadar uzanan yaklasik
15-20 cm’lik kolon segmentidir. Karaciger alt yiiziinde sola dogru donerek hepatik
fleksuray1 yapar. On ve yan taraflar1 peritonla kapli olup retroperitoneal yerlesimlidir.
Dogrultusu asagidan yukariya ve dnden arkaya dogru egiktir (9). Cikan kolon arkada iliak
kas, iliolumbar ligament, kuadratus lumborum kasi, transversus abdominus kasinin
baglangici, sag bobrek fasyasi, uylugun lateral kutandz siniri, ilioinguinal ve iliohipogastrik
sinirlerle komsudur. Onde ise ince bagirsaklar, omentum majus ve karin duvari ile
temastadir (10).

Transvers kolon, ortalama 40-50 cm. olup kolonun en mobil ve en uzun olan
kismudir. Hepatik ve splenik fleksuralar arasinda uzanir ve intraperitonealdir. Omentum

majus transvers kolonun iist kesimine tutunur (11).



Inen kolon, splenik fleksuradan baslayip pelvis girisinde sigmoid kolona kadar
uzanir. Ortalama 25-30 ¢cm uzunlugundadir. Inen kolonun én yiizii peritonla kapli olup
retroperitoneal yerlesimlidir (9). Inen kolon arkada iliak kas, iliolumbar ligament,
kuadratus lumborum kasi, transversus abdominus kasimin baglangici, sol bobrek fasyasi,
uylugun lateral kutandz siniri, ilioinguinal ve iliohipogastrik sinirlerle komsudur. Ondeyse
ince bagirsaklar, omentum majus ve karmn duvari ile temastadir (12).

Sigmoid kolon, iliyak krest hizasindan veya altinda kolon mezenteriyle sigmoid
kolonu olusturur. Kolonun bu bélimi asagr dogru ilerler. Genellikle sakral 3. vertebra
hizasinda mezonun sonlandig1 yerde rektuma doner. Sigmoid kolonun arka tarafindaki
yapilar; sol eksternal ve internal iliyak damarlar, sol gonodal damarlar, sol iireter ve sakral
pleksus koklerini igerir (8).

Rektum yaklasik 12-15 cm uzunlugunda ve sigmoid kolon ile anal kanal arasinda
uzanir. Rektumun iist 1/3 bolimii 6n ve yan ylizlerinde peritonla ortiiliidiir. Orta 1/3
boliimiiniin yalnizca 0n yiizii periton tarafindan cevrilir ve alt 1/3 boliimii peritoneal
izdlisgiimiin altindadir. Rektumun proksimali, yaklasik olarak sakral promontoriumun
seviyesinde longitudinal bir kas tabakasini sekillendirmek tiizere birlesen kolonun tenya
kolileri diizeyi olarak tanimlanir (9).

Anal kanal pelvik diyafram ile anal sinir arasinda yaklasik 4 cm uzunlugundadir.
Anatomik anal kanal, anal sinirdan dentat sinira kadar uzanir. Cerrahi anal kanal ise anal
smnirdan puborektalisin rektal tuse ile palpe edilebilen sirkiiler alt sinirini olusturan
anorektal halkaya dek uzanan bir yap1 olarak tanimlanir. Anorektal halka dentat sinirin 1,5-
2 cm lizerindedir (9).

Cekum ve ¢ikan kolon, superior mezenterik arterin (SMA) iki dali tarafindan
beslenir: ileokolik ve sag kolik arter. Bu arterlerin olusturdugu arkuslardan cikan vasa
rektalar kolon duvarina mediyal yiizden girerler. Vasa rekta, kolon yiizeyine ulastiginda
kisa ve uzun dallara ayrilir. Kisa dallar kolonun mediyal veya mezenterik tarafinda, uzun
dallar da kolonun lateral ve antimezenterik tarafinda dagilirlar. Uzun dallardan ayrilan
kiiciik dallar epiploik apendikslere gonderilir. Transvers kolon da benzer sekilde, superior
mezenterik arterin dali olan orta kolik arter tarafindan beslenir (13).

Inferior mezenterik arter (IMA), aortadan iigiincii lumbar vertebranin ve
duodenumun transvers segmentinin alt kenarinin hizasindan veya yakimindan cikar.
Inferior mezenterik arterin dallari, inen kolonda dagilan sol kolik arter, sigmoid kolonda

dagilan sigmoidal arter ve rektumda dagilan superior rektal arterdir. insanlarin %38’inde



aksesuar orta kolik arter vardir. Sol kolik arter, insanlarin %86’sinda splenik fleksuraya
kadar ¢ikar, %14 linde fleksuranin uzaginda marjinal arterle birlesir (13).

Drummond’un marjinal arteri, ileokolik, sag kolik,orta kolik, sol kolik ve
sigmoidal arter dallar1 arasindaki bir seri anastomozdan olugsmus bir arkustur. Marjinal
arter, barsak duvarindan 1-8 cm uzakta, kalin barsagin mezenterik kenarina hemen hemen
paralel bir seyir izler. Superior rektal arterde sonlanabilir veya sonlanmaz (13).

Rektum ve Anal kanalin arterleri; bunlar siiperior, medial, inferior ve median sakral
arterlerdir. Siiperior rektal arter IMA’in terminal dali olup, arteria iliaka kominis sinistray1
caprazladiktan sonra olusur ve rektumun arka duvarina dogru iner. S3 seviyesinde ikiye
ayrilarak Uist ve orta rektumu besler. Orta rektal arter, arteria iliaka internadan ¢ikar,
erkekte rektumun kas yapisi ve prostat bezini besler. Kadinlarda bazen olmayabilir, yerini
uterin arter alir. Denonvillier fasyasi boyunca gecer ve anorektal halka seviyesinde
anorektal yiizden rektal duvara girerler. Inferior rektal arter internal pudental arterden
c¢ikar, 6ne ve mediale dogru ilerleyerek anal kanalin pektinat ¢izgi distalinde kalan kismi
beslerler (9). Median sakral arter aort bifurkasyosunun hemen altinda ¢ikar ve periton
arkasindan alt lomber vertebralarin, sakrumun ve koksiksin 6n yiiziinden asagi dogru iner.
Rektum arka duvarina birkag kii¢iik dal verir (12).

Cekum ve apendiks bolgesindeki vendz doniis, ileokolik ven yoluyla superior
mezenterik vene (SMV) ulasir. Cikan kolon ve hepatik fleksuradaki ven6z doniis, vena
kolika dekstra yoluyla, transvers kolon vendz doniisii ise middle kolik ven yoluyla
SMV’ye dogrudur. Splenik fleksuradaki ven6z doniis, hem vena kolika media ile hem de
vena kolika sinistra yoluyla olmaktadir. Inen kolon vendz doniisii, vena kolika sinistra
yoluyla, sigmoid kolon vendz doniisii ise vena sigmoidea yoluyla inferior mezenterik vene
(IMV) dogrudur. IMV, inen kolon, sigmoid kolon ve proksimal rektumu drene eder. Treitz
ligamaninin solunda retroperitoneal lokalizasyonda gider, pankreasin posteriorunda splenik
venle birlesir (9). Rektumun vendz drenaji arterlerine paralel seyreder, portal ve sistemik
(kaval) dolagimin her ikisine birden bosalir.

Rektumun iist kismi siiperior rektal ven araciligiyla IMV’ye drene olur. Bu drenaj
portal sistemedir. Orta ve alt bolge ise middle rektal ven ve inferior rektal ven araciligiyla
internal pudental vene oradan da internal iliak ven yoluyla sistemik dolasima drene olurlar.
Stiperior rektal ven (portal) ile middle ve inferior rektal venler (sistemik) arasinda
anastomozlar bulunmaktadir ve bunlar bir portosistemik sant meydana getirirler. Dentat

hattin {izerinde ii¢ submukozal hemoroidal yap1 vardir. Sol lateral, sag posterolateral ve sag



anterolateral internal hemoroidal venler siiperior rektal vene drene olur. Dentat hattin
altinda eksternal hemoroid venler pudental venlere drene olur (12).

Kolon, submukoza ve muskularis mukozada lokalize sirkiiler dizilmis lenfatik
kanallarla c¢evrilidir. Bu nedenle tiimorler barsagi genellikle ¢epecevre sarma
egilimindedirler. Bu segmental yap1 tiimdrlerin longitudinal intramural yayilimini sinirlar.
Submukozal ve serozal zonlara dairesel ilerlemeler yine anniiler lezyonlarla sonuglanir.
Lenfatiklerde arterleri takip eder. Epikolik lenf bezleri, kiigliktiir ve hemen kolon duvari
tizerinde ser6z membranin altinda yerlesmislerdir. Parakolik lenf bezleri barsak duvari ile
marjinal arter arasinda bulunurlar. Mezokolik (intermezenterik) lenf bezleri kolonun esas
damarlart SMA, IMA boyunca uzanirlar. Mezenter kokii (principal) lenf bezleri siiperior
ve inferior mezenterik arter kokii etrafindaki ve aortik diigtimler ile sol lomber diigiimleri
igerir.

Rektum ve anal kanal lenf yollari, biri pektinat ¢izginin istiinde, digeri de altinda
olmak iizere iki duvar dis1 pleksus olusturur. Ust pleksus, arka rektum diigiimlerinden
siiperior rektal arter boyunca bir diigiim zincirine ve IMA boyunca aortik gangliyonlara
drene olur. Orta ve inferior rektal arteri takip eden lenf gangliyonlar1 ise hipogastrik
gangliyonlara ve pelvis yan duvarlarinda iliaka interna lenf gangliyonlarina drene olur.
Rektum alt, anal kanal ve perineal derinin lenfatik drenaji her iki taraf inguinal lenf bezleri
ve arteria iliaka interna etrafindaki lenf bezlerine dogru olmaktadir (12).

Sempatik sinirler peristaltizmi inhibe ederken, parasempatikler ise stimiile eder.
Sag kolona giden sempatik lifler spinal kordun asagi altinci torasik Segmentinden
kaynaklanir. Torasik splanik sinirlerle ¢6lyak pleksusa sonrada siiperior mezenterik
pleksusa gegerler. Sag kolonun parasempatikleri sag vagustan gelir. Sol kolonun ve
rektumun sempatik innervasyonu ilk {i¢ lumbal segmentten kaynaklanir. Bu sinirler,
preaortik pleksuslara katilir ve aorta bifurkasyonunun asagisinda inferior mezenterik
pleksus adimi alir (9). Sol kolonun parasempatikleri rektumun her iki yaninda “nervi
erigentesleri”  olusturmak tlizere sakral sinirlerden (S2,S3,S4) gelir.  Sakral
parasempatiklerin uzantilari splenik fleksura bolgesine hipogastrik pleksuslar yoluyla ¢ikar
(11). Rektumun innervasyonu pelvisin iirogenital organlari ile paylasilir. Torakolumbar
segmentlerden ¢ikan sempatik sinirler inferior mezenterik pleksusu olusturmak iizere
inferior mezenterik arterin altinda birlesir. Bu saf sempatik sinirler aortik bifurkasyonun
altinda lokalize siiperior epigastrik pleksuslara inerler. Daha sonra hipogastrik sinir adiyla
ikiye ayrilip pelvise inerler. Rektum, mesane ve cinsiyet organlart hem erkekte hem de

kadinda hipogastrik sinir yoluyla sempatik innervasyon alirlar. Nervi erigentes



(S2,S3,S4)’den ¢ikan parasempatik lifler, pelvik pleksusu olusturan hipogastrik sinirle,
rektumun 6nii ve yaninda birlesir. Buradan ¢ikan dallar, rektumu, internal anal sfinkteri,
prostat;, mesaneyi ve penisi innerve eder. Internal anal sfinkterin motor innervasyonu
kontraksiyona neden olan sempatik ve kontraksiyonu inhibe eden parasempatik liflerledir.
Eksternal anal sfinkter ve levator ani kasi1 internal pudental sinirle innerve olur. Rektumun
distansiyonu internal sfinkterin relaksasyonuyla sonuglanir. Eksternal sfinkter istemli

olarak kasilir (9).

2.2. Kolon histolojisi

Sindirim kanalinda goriilen 4 tabaka kolonda da vardr:

Tunika mukoza; mukoza yiizey epitelyumu, kripta, lamina propria ve lamina
muskularis mukozadan olusur. Barsagin bu boliimiinde villus yoktur. Yiizey epiteli basit
kolumnar veya kiiboidal epitelden olusur. intestinal bezler uzundur ¢ok sayida goblet ve
emici hiicre, az sayida enteroendokrin hiicre ile karakterizedir. Epitelyal hiicreler arasinda
T lenfositler mevcuttur (14).

Lamina propria; fibroblastlar, damarlar, sinirler, diiz kas ve inflamatuar hiicrelerin
gevsek bir kolleksiyonunu igerir. Lenfatikler lamina proprianin alt 1/3’liikk bdliimiinde
siirlhidir. Normalde mevcut olan inflamatuar hiicreler, lenfositler, plazma hiicreleri, mast
hiicreleri, eozinofil ve histiyositlerdir (14). Muskularis mukoza ince bir kas tabakasidir.
Mukozay1 daha derin submukozadan ayirmaktadir (14).

Tunika submukoza, lamina proprianin hiicresel igerigi submukozal stromada da yer
alir. Iki néral pleksus submukozal bdlgede yer alir. Bunlar; Meissner submukozal pleksus
ve derin submukozal pleksustur. Submukoza arteriolleri, veniilleri ve lenfatikleri igerir
(14).

Tunika muskularis, icte sirkiiler, dista longitudinal kaslardan meydana gelmistir.
Auerbach pleksusu iki kas tabakasi arasinda yer alir. Dis longitudinal tabaka lifleri tenya
koli denilen ti¢ kalin longitudinal bant halinde toplanmistir (14).

Tunika seroza peritondur. Cekum, apendiks, transvers kolon ve sigmoid kolonu tam
olarak sarar Cikan kolon, inen kolon ve rektumun bir béliimii ile anal kanal peritonun
arkasinda kalir (14).



2.3. Anastomoz teknikleri

Kolokolik, kolorektal ve enterokolik anastomozlar ¢esitli siitir materyalleri
kullanilarak farkli tekniklerle yapilabilir (15). Gastrointestinal sistem anastomozlari ile
ilgili olarak degisik teknikler ve kullanilan materyaller hakkinda literatiir bilgisi olarak
c¢esitli calismalar bulunmaktadir.

Cift kat anastomozIlar literatiirde tek katlilardan daha 6nce tanimlanmiglardir. Tim
cift kat anastomozlar aslinda benzer sekilde yapilirlar. Cift kat anastomozlar absorbe edilen
bir siitiir materyali ile siirekli ya da aralikli yapilan bir i¢ kat ve absorbe olan ya da
olmayan siitiir materyali ile aralikli yapilan dis kattan olusur. Cift kat anastomozlarin
giivenli iyilesme i¢in zorunlu olduguna uzunca bir silire inanilmistir, fakat bu
anastomozlarin patolojik incelemeleri mikroskobik nekroz alanlar1 ve i¢ kata ait alanlarda
strangiilasyona bagli doku dokiilmeleri oldugunu gostermistir (16). Hayvan ¢alismalari tek
kat anastomozlarin daha c¢abuk yapilabildiklerini (17), bagirsak liimeninde daha az
daralmaya neden olduklarin1 (18; 19), damarlanmanin ve mukozal iyilesmenin daha hizli
olmasina olanak sagladiklarii1 (20), ameliyat sonrasi ilk birka¢ giinde anastomozun

glictinii arttirdiklarini gostermistir (17).

2.4. Gastrointestinal sistemde yara iyilesmesi

Gastrointestinal anastomotik kagak ve ayrilma, yiikksek mortalitesi olan 6nemli bir
problemdir (21). Yapilan klinik g¢alismalarda kolon anastomozu kagak orani %5-69
arasinda  bildirilmistir. Sonuglarin  bu  kadar farklihk gdstermesinin  nedeni;
degerlendirmede kullanilan degisik kriterlerdir. Klinik belirti vermeyen ve tedavi
gerektirmeyen kiiciik kagaklar ancak titizlikle aranirsa ortaya ¢ikabilir (22).

Normal sartlarda gerilme kuvveti barsakta, cilt yaralarina gore ¢ok daha hizli
olugmaktadir (23). Cilt yaralarinin aksine barsak yaralarinda fibroblastlara ek olarak diiz
kas hiicreleri de kollajen sentezler (24). Cilt ve barsak yarasindaki fibroblastlardan kollajen
sentezi farkli mekanizmalarla diizenlenir (25). Saglam gastrointestinal sistemde gerilim
giicliniin ¢ogunu submukoza saglar ve anastomoz yapilmis bagirsak uglarmi bir araya
getiren dikisleri tutabilecek giice sahip asil katman submukozadir. Submukoza baglica
kollajen ve elastik liflerden olusur ki; %68’1 tipl kollajen, %20’si tip 3 ve %12’si tip 5
kollajenden meydana gelir (26).



Bagirsak anastomozlarinin iyilesmesi temelde yara iyilesmesi ilkelerine uygun
olarak gergeklesir. Baslangigctaki hematom ve vazokonstriiksiyonu, vazodilatasyon ve
kapiller gecirgenlik artist izler (26). ilk dort giinde inflamasyon ve ddem mevcuttur. 24-48
saat i¢inde invagine olan mukoza ve submukozada yaygin inflamatuar yanit gelisir ve bu
kistm nekroze olarak liimene diiser. Invagine edilen kisim kiigiikse primer iyilesme
goriilir. Bu bulgular anastomozu asir1 inverte etmekten kaginmak gerektigini gosterir.
Mukozal eversiyon ve inversiyon bu islemi gecikterecegi i¢in bagirsak duvari tam olarak
kars1 karsiya getirilmelidir. Kagak riskini azaltmak igin serozanin da diizgiin bir sekilde
yaklastirilmasi gerekmektedir (27).

Dordiincii gline dogru intestinal anastomoz bolgesinde graniilasyon dokusu oldukga
yogundur. Postoperatif 3-5. giinlerde anastomoz hattinda daha fazla olmak {izere tiim
kolonda kollajenolitik aktivite artar. Dordiincii glinden itibaren yara bolgesinde kollajen
yapimi ve birikimi belirginlesmeye baslar ve kollajen miktarindaki artigla birlikte
anastomoz kuvvetinde de artis meydana gelir (28). Anastomoz kagagi agisinda en riskli
donem olarak kabul edilen bu doénemde, anastomoz dayanikliligi konulan dikisler ve
anastomoz cevresindeki submukozanin bu dikislerin gerilimini karsilayabilmesine baglidir
(20; 29).

Postoperatif dordiincii giinden baslayarak anastomozda gii¢lii kollajen uyarimi
baslamigtir ve izleyen her giin yara kuvveti artar. Postoperatif yedinci giinde normalin
%50-60’1na, onuncu giinde %100’iine ulagir. Birinci haftada mukoza epiteli proliferasyonu
ve submukozal vaskiiler proliferasyon izlenir (30). Remodelling doneminde graniilasyon
dokusu azalarak yerini diizenli hiicre siralarina, diiz kas hiicrelerine ve normal dokuya
birakir. Bu evre 10-180 giin aras1 bir siireyi kapsayabilir. Anastomoz biitiinliigii, kollajen
sentezi yikimi arasindaki hassas dengeye dayanir. Bu denge anastomoz

komplikasyonlarina neden olan ¢ok sayida faktorden etkilenir (26).

2.4.1. Anastomoz lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Kolon anastomozunun iyilesmesinde etkili olan faktorler lokal ve sistemik faktorler
seklinde ikiye ayrilmaktadir (26). Anastomoz iyilesmesine etki eden faktorler tablo 2.1°de

gosterilmistir.



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 Tlag tedavisi (Steroidler, NSAII)
Distal obstriiksiyon Immiin yetmezlik
Radyasyon hasart Obezite,alkolizm,malniitrisyon
Barsak hazirlig1 ve antibiyotik kullanimi Uremi
Mekanik travmalar Karaciger hastaligi, yetmezIligi
Cerrahi teknik ve dikis materyali Malign hastaliklar
Lokal enfeksiyon Yas
Hematom Agir anemi
Yabanci cisimler Vitamin ve mineral eksiklikleri

Kolonun anastomoz i¢in hazirlanmasi esnasinda kaba ve fazla immobilizasyonu,
hemostaz i¢in asir1 koter kullanimi, kontaminasyonun engellenmesi i¢in konulan
klemplerin uzun siireli ve fazla siki tutulmasi, siki dikis ve stapler kritik damarlari
hasarlayabilir ve dokuda iskemiye neden olabilir (31). Mobilizasyon yetersiz oldugunda ise
anastomozdaki gerilim anastomoz perfiizyonunu bozabilir ve inflamatuar hiicre infiltratlar:
artar. Lokal mikrosirkiilasyondaki gerilim en az kolonda tolere edilir (32). Cerrahi teknik
de ayni1 sekilde onemlidir. Yeterli oksijen dagilimi kollajen sentezi sirasinda lizin ve prolin
hidroksilasyonu igin gereklidir. Iskemik dokular zayif iyilesir ve kolaylikla enfekte olur.
Oksijen basinct 55 mmHg altindaki dokularda kacak oran1 %10°dur, 25 mmHg ve altindaki

degerlerde ise iyilesme miimkiin degildir (33).

Gastrointestinal sistemde radyoterapinin uzun donem etkileri arasinda fibrozis,
striktliir formasyonu ve endarteritis obliteransa sekonder iskemi yer alir (26). Kolon
ameliyatlarindan once, mekanik bagirsak temizligi ve beraberinde antibiyotik kullanilmasi
anastomoz kacagi sikligini 6nemli dlglide azaltmaktadir (34). Dikisler kenardan uygun
uzakliga konulmali ve diiglimler dokuyu sikistirmadan/biizmeden giivenli sekilde
baglanmalidir (35). Anastomoz tamamlandiktan sonra liimen agikligi, doku kenarlarinin
canliligi kontrol edilmeli, gerilim, torsiyon ve distal obstriiksiyon olmadigindan emin
olunmalidir. Everting anastomozlarda kagak riski yiiksektir ve daha ¢ok adezyon
olusumuna sebep olur, fakat stenoz insidans1 daha azdir. Iki kat dikis iyilesmenin erken
doneminde ekstra dikis materyali ve inverte dokuda iskemi nedeniyle inflamatuar cevabi

arttirirlar. Inflamatuar fazda daha fazla kollajen yikildig i¢in anastomozlar daha zayif olur.



Tek kat dikisi savunanlar da bu yontemle doku kenarlarina daha az zarar verildigini ve

daha genis liimen kaldigin1 6ne siirerler (26).

Ideal dikis materyali, anastomotik biitiinliik saglanincaya kadar giiciinii korumal,
minimal doku reaksiyonu olusturmali ve enfeksiyonu 6nlemelidir. Ayrica diigiim giivenligi
de iyi olmalidir. Lokal enfeksiyonlar anastomoz kagaklarinin en 6nemli nedenlerinden
biridir. Kolon florasinin zengin olusu ve operasyon sirasinda c¢evresel bulagmalar olmasi
lokal enfeksiyonun nedeni olarak gosterilmektedir (36). Enfeksiyon yara dokusunda
kollajenaz aktivitesini arttirarak kollajen miktarinda azalmaya neden olur (37). Drenler,
enfeksiyona neden olabilecek sivilari bosaltirlar. Ancak organizmalar igin peritoneal
kaviteye disaridan retrograd bir yol olusturduklari gibi, anastomoza mekanik travma
yapabilir, adezyon olusumunu uyarabilir ve hastaya agr1 verebilirler (26). Yapilan bir
calismada perianastomotik drenlerin yerlestirilmesinden sonra kopeklerde anastomoz
ayrilma insidansinda dramatik bir artis (%15°den %55’e) oldugunu gostermistir (38).
Abdominal sepsis varliginda primer anastomozdan kagimmmak gerekir (26). Anastomotik
dokunun kollajen sentez kapasitesi sepsiste belirgin olarak azalir (39). Kemoterapétikler,
fibroblast proliferasyon inhibisyonu ile veya dogrudan kollajen sentezini azaltirlar.
Notropeni ise yara enfeksiyonuna sebep olabilir ve yara iyilesmesinin inflamatuar fazini
uzatir (21). Kortikosteroidler antiinflamatuar etkileri ile hiicresel fonksiyonlarida
baskilarlar. Sonug¢ olarak yara iyilesmesini geciktirirler. Ciddi malniitrisyon karin ve cilt
yaralarinin giiclinde azalmaya neden olur, fakat kolon anastomozlarindaki gii¢c degisikligi
daha azdir. Immiin sistemi baskilanmis kisilerde inflamatuar fazda polimorfoniikleer
16kositlerin (PMNL) yoklugu, yara enfeksiyonuna neden olabilir ki bu inflamatuar fazi
uzatarak yara iyilesmesini geciktirir. Hipovolemi, doku perflizyonunu azaltarak iyilesmeyi
olumsuz etkiler (21). Schrock, Deveney ve Dunphy ameliyat sirasinda 15 dakikalik
hipotansiyonun anastomoz bozulmasi riskini arttirdig1 bildirmislerdir (22). Kolon cerrahisi
genellikle ileri yaslarda yapilmakta ve bu da anastomoz kacagi riskini arttirmaktadir.
Kollajen sentezi ve yara iyilesmesi i¢in gerekli olan C ve E vitaminleri, demir ve ¢inko

eksikliklerinde de iyilesme bozulur (21).

Epidermal biiylime faktorii (EGF) gibi biiylime faktorleri de fibroblast
proliferasyonunu uyararak kollajen sentezini arttirir (26). Diyabet, inflamasyonda rol alan
notrofil, makrofaj ve lenfosit fonksiyonunun bozulmasina, fibroblast proliferasyonunun
azalmasina, mikrovaskiiler dolasim bozuklugu nedeniyle kan akimi azalmasina yol agar.

Bu da yara iyilesmesini olumsuz etkilemektedir (21). Habis hastaliklar, katabolik etkileri
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nedeniyle iyilesmeyi geciktirirler (40). Uremi, sarilik gibi yandas hastaliklar ve protein
sentezinin bozuldugu karaciger yetmezligi de anastomoz iyilesmesini bozmaktadir (26).
Karaciger fonksiyonlarinda bozulma protein sentezi iizerinde olumsuz etkiler yapar ve yara

iyilesmesinin bozulmasi ve yara enfeksiyonu gibi komplikasyonlarda artma olur (41).

2.4.2. Anastomoz iyilesmesinin degerlendirilmesi

Anastomoz iyilesmesinin degerlendirilmesinde 6zellikle mekanik, biyokimyasal ve
histolojik yontemler kullanilir. Ancak nadir kullanilan diger bazi yontemler de bulunur.
Histolojik inceleme ¢ofu zaman kantitatif bir ara¢ olmasa da doku diizeyinde iyilesmenin

saptanmasi agisindan 6nemli bir gostergedir (27).
Mekanik degerlendirme yontemleri:

Patlama basinci: Bagirsak segmentinin gaz veya sivi ile artan intraliiminal basinca
kars1 duvar direncini gosterir (27). Anastomoz sonrasi 2-3. gilinlerde en diisiik degerde iken
hizla artarak yedinci giinde ameliyat Oncesi diizeye ¢ikar ve patlama bu andan itibaren
anastomoz hatti disinda bir bagirsak ansindan olur. Bu nedenle iyilesmenin erken

doéneminin degerlendirilmesi igin uygundur (26).

Kopma direnci: Anastomoz hattin1 igeren bagirsak ansinin uzun eksenine paralel
kesilerek, standart genislik ve uzunlukta hazirlanan bir seridin iki ucuna karsit yonlerde
kuvvet uygulamirken kopmaya neden olan kuvvettir. Ikinci haftaya kadar olan

degerlendirmelerde uygun bir parametredir (26).
Biyokimyasal degerlendirme yontemleri

Anastomoz iyilesmesinin biyokimyasal parametresi kollajen miktari tayinidir ve

doku kollajen miktart bir aminoasit olan hidroksiprolin diizeyinin 6l¢iimi ile saptanir (26).
Histolojik degerlendirme yontemleri

Isik mikroskobu ile anastomoz hattinda epitelizasyon, fibrozis, nekroz, damarlanma

ve inflamasyon incelenebilir. (26).
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2.5. KoKk hiicre

Kok hiicreler, uygun biyokimyasal sinyallerin varliginda farkli hiicre tiplerine
dontisebilme 6zelligine sahip hiicrelerdir. Tip 1 diyabet hastaligi, Parkinson hastaligi,
Alzheimer, Multipl skleroz gibi birgok hastaligin tedavisini saglamak amaciyla
aragtirmacilar; hasar goren hiicre, doku veya organlarin biyolojik islevlerini yerine
koymay1 ya da tamir etmeyi saglayacak yontemler iizerinde ¢alismislardir. Bir hedef doku
veya organa, o organin islevlerini eski haline getirmeye yetecek kadar sayida ve kalitede
izole edilmis ve Ozellikleri belirlenmis olan hiicrelerin nakledilmesiyle bu amaca
ulagilabilir. K6k hiicreler, bu amaca hizmet edebilecek yani hiicre tabanli tedavide

kullanilabilecek baglica unsur olarak goriinmektedir (42).

1983 yilinda allojenik hematopoetik kok hiicre nakli sonrasi komplikasyon olarak,
yaygin akciger ossifikasyonlarina bagli olarak solunum yetmezligi tespit edilmistir. Bu
olayin iizerine ilk kez Sale tarafindan, in vivo plastisite kavrami tanimlanmistir (43).
Sonraki yillarda, basta kemik iliginde bulunan kdk hiicrelerin in vitro ve in vivo kosullarda
yalnizca kaynaklandiklar1 doku ve organlarin hiicrelerini degil viicudun diger islevsel
hiicrelerine de doniisebildiklerini (plastisite) gdsteren bir¢ok rapor yaymlanmistir. Diger
eriskin kok hiicre kaynaklarina oranla daha kolay elde edilebilir olmalar1 nedeniyle kemik
iligi kaynakli kok hiicreleri (KIKKH) 6ncelikli olmak iizere farkli kaynaklardan elde edilen
kok hiicreler, tipta olduk¢a 6nemli kaynak olmuslardir (42).

Farkli smiflamalar olmakla birlikte kok hiicreler bulunduklari dokuya gore
embriyonik kok hiicreler ve eriskin kok hiicreler olmak iizere iki genel gruba ayrilabilir.
Farklilasma potansiyellerine gore kok hiicreler totipotent, pluripotent, multipotent ve
unipotent kok hiicreler olarak siniflandirilirlar (42). Totipotent hiicre; dollenme meydana
geldiginde olusan hiicre (zigot) tek basina tiim organizmay1 meydana getirebilecek genetik
bilgiye ve giice sahiptir. Pluripotent hiicre viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek
potansiyele sahip olmalarina ragmen, artik tek baslarina tiim organizmay1 olusturacak giice
sahip degillerdir (42). Multipotent hiicre, birbirine yakin hiicre gruplarini olusturabilen kok
hiicrelerdir. 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 iizere bir hiicre tipini olusturan

kok hiicrelerdir (44).
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Kok hiicreler birden fazla hiicre tipine farklilasabilirler. Bunun en iyi Ornegi
dollenmis yumurta hiicresi ya da zigottan itibaren goriilebilmektedir. Bu totipotent
hiicreler sinirsiz farklilagsma ve farkli yonlere gidebilme yetenegine sahip kok hiicrelerdir.
Embriyonel kok hiicreler yiiksek seviyede telomeraz aktivitesi igerirler. Hiicre
replikasyonu ile aktivasyonda azalma gozlenmez, bu nedenle sinirsiz proliferasyon
kapasitesine sahiptirler. Embriyonel kok hiicreler tiim somatik dokulari olusturabildigi

halde, tam yeni kisiyi olusturmasit miimkiin degildir (45-47).

Erigkin bir kok hiicresi, bir doku veya organdaki farklilasmis hiicreler arasinda
bulunan farklilasmamis hiicre olup, bu hiicre kendisini yenileyebilir ve i¢inde bulundugu
doku veya organin O6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilir. Eriskin kok hiicrelerinin
yasayan organizmadaki esas gorevleri, bulunduklari dokuyu tamir etmek ve dokunun
devamliligin1 saglamaktir. Bazi bilim adamlari, eriskin kok hiicresi yerine artik “somatik

kok hiicresi” terimini kullanmaktadir (48).

Erigkin kok hiicreler totipotent degil pluripotenttir. Bu hiicrelerin genis bir
farklilasma kapasitesi olsa da embriyonik kok hiicreler kadar degildir (49). Eriskin kok
hiicreleri kendilerini yenileme o6zelliklerine sahiptirler ve ihtiya¢ halinde farklilagma
gostererek doku ve organlarin tamirini, yenilenmelerini ve yasamlarini devam ettirmelerini
saglamaktadirlar. Son yillarda arastirilan bircok dokuda bu kok hiicreler bulunmaktadir.

Eriskin kok hiicreler ile ilgili ilk ¢alismalar hematopoetik kok hiicreler ile yapilmistir (50).

Friedenstein 1976’da ilk kez mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) kendini
yenileyebildigini, degisik bag doku elemanlarina farklilasabilecegini ve fibroblastlara
benzer yapilar1 oldugunu gostermistir (51). Ashton ve arkadaslari, 1980°de tavsan kemik
iligi stromal hiicrelerini izole edip bagka hayvanlarin periton i¢ine implante ederek kemik

ve Kkartilaj olusumunu gostermislerdir (48).

Eriskin kok hiicreler kemik iliginde, periferik kanda, kan damarlarinda, iskelet
kasinda, dis dokusunda, miyokardium iginde, karacigerde, gastrointestinal sistemde, over
epitelinde, testislerde, akcigerlerde, meme dokusunda, adipoz dokuda, deride, beyinde,
medulla spinaliste, tiikiiriik bezlerinde ve paratirod bezlerde gosterilmistir. Eriskin kok
hiicreler dokular i¢inde uykuda beklemekte ve ihtiyag sinyalini aldiktan sonra etkinleserek

boliinmektedirler (48).
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Kan hiicrelerine koken olan hematopoetik kok hiicrelerinin farkli embriyonik
kokenli (ektoderm ve endoderm) hiicrelere kaynakli olabileceginin ortaya g¢ikmasiyla,

eriskin kok hiicrelerine yonelik arastirmalar hizlanmastir.
Kok hiicrelerin kullaniminda iki 6nemli 6zellik dikkate alinmaktadir:
1) Hiicrelerin yiiksek sayida ve kolay elde edilebilmesi,

2) Uygun in vitro ve in vivo sartlarda istenilen hiicre ve doku yapisina kolayca ve

yiiksek oranda doniisebilmeleri.

Adipoz doku kokenli kok hiicreler (ADKKH) lipoaspirasyon sonrasinda veya
abdominal cilt alti yolla alinmis yag dokusunun mekanik ve enzimatik yollar ile
ayristirilmast ile elde edilen ve in vitro sartlarda farklanmadan biiylime 6zelligine sahip
hiicrelerdir. Insanda ilk kez 2001 yilinda Zuk ve arkadaslar1 (52) tarafindan ayristirilarak
tanimlanan ADKKH, diger yetiskin kok hiicre kaynaklariyla karsilastirildiginda diisiik
verici morbiditesi ve yiiksek oranda elde edilebilme oOzellikleri nedeniyle kok hiicre
uygulamalar1 i¢in uygun hiicre kaynagi olarak goriilmektedir. Giinlimiize kadar farkl
gruplar tarafindan gercgeklestirilen birgok calismada bu hiicrelerin in vitro gelisimleri ve
farkli hiicre ve dokulara doniisiimleri incelenmis, uygun sartlarda ADKKH’in mezoderm
kaynakli kemik, kikirdak, kas, fibroblast ve endotel hiicrelerine doniisebildigi
gosterilmistir (52-54).

2.5.1. Mezenkimal kék hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), erigkin kok hiicre tipidir. Stromal kokenli
olmalar1 nedeniyle genel anlamda “destek hiicresi” 6zelligi tasimalari, MKH’lerin tibbin
bir¢ok alaninda kullanim potansiyeli tagimasinin temelini olusturmaktadir. Bir¢ok dokudan
elde edilebilen, sayica ¢ogaltilmaya elverisli dayanikli hiicrelerdir. Salgiladiklar1 ¢oziiniir
faktorler, hiicreler arasi veya hiicre disi matriks ile yakin iliski halinde bulunmalari

nedeniyle icinde bulunduklar1 dokuya 6zel hiicrelerin fonksiyonlarma onemli katki

saglarlar (55).

MKH’ler pek cok hiicre tipine farklilasma yetenegine sahip multipotent kok
hiicrelerdir. Yag, kemik, kikirdak, kas, tendon hiicrelerine farklilasabilirler (56). Kemik
iligi hiicreleri kiiltiir kaplarinda kiiltiire edildikleri zaman hizla plastik kiiltiir kabina

yapisan hiicrelerin kemik iligi stromal hiicreleri oldugu, yapismayan hiicrelerin ise
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hematopoetik hiicreler oldugu 1960’11 yillardan beri bilinmektedir. Son yillarda ise, stromal
hiicre sistemine duyulan ilgi giderek artmaktadir. Onceleri, kemik iligi kokenli stromal
hiicreler, 6zellikle de MKH’ler, hematopoezi indiiklemek amaciyla kullanima girerken
daha sonralar1 in vivo ve in vitro c¢alismalarla aralarinda kas, kikirdak, kemik, sinir,
karaciger, kalp, beyin, adipoz doku, bobrek, akciger ve bagirsaklarin da oldugu ¢esitli
hematopoetik olmayan dokularin parankim hiicrelerine farklilastiklar1 gosterilmistir (57-

59).

MKH’lerin basta hiicresel tedaviler, doku miihendisligi, bagisiklik baskilayici
tedaviler ve gen tedavileri olmak iizere bir¢ok alanda klinik kullanim potansiyeli olmas1 bu
hiicrelere olan ilgiyi giderek arttirmaktadir (60). MKH’lerin kardiyak rejenerasyonda
iskemik kalp hastalarinda ventrikiiler yeniden diizenlenme ve diyastolik fonksiyonlarin

yeniden diizenlenmesi gibi olumlu etkileri olusturabilecegi rapor edilmektedir (61).

Bu olaylardan sorumlu olan molekiiler mekanizmalar ise; apoptozis direncinde
artig, vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF) salgilanmasinda artis, hiicresel diizeyde
kan akiminda artis ve mikrovaskiiler yapida artis seklinde 6zetlenmektedir (61-63).

Organizmanin en zengin kok hiicre kaynaklarindan biri olan kemik iligi, MKH’ler
icin de ana kaynak sayilmaktadir. Kemik iliginde, mezodermden koken alan hematopoetik,
endotel ve mezenkimal kok hiicreler bulunmaktadir. Kemik iligi disinda birgok dokudan da
MKH izole edilebilmektedir. Kemik/periost, kas dokusu, dis pulpasi ve maksillofasial
dokular, karaciger, lipoaspirasyon materyalleri, kordon kani, kordon stromasi, plasenta,
amniyon sivisi, sinovial sivi, hatta periferik kandan da adezyon O6zellikleri nedeniyle

ayristirilarak ¢ogaltilabilmeleri miimkiindiir (64; 65).

Mezenkimal kok hiicreler, kemik iligi de dahil olmak {izere dokularda ¢ok az sayida
bulunmaktadirlar. Ayrica yapisma Ozelliklerine bagli olarak bulunduklari dokulardan
yeterli sayida elde edilmelerinde zorluklar vardir. Gerek klinik uygulama, gerekse temel
bilim arastirmalarinda yeterli hiicre sayilarina ulasabilmek i¢in in vitro ortamda
cogaltilmalar1 gerekmektedir. Bu hiicrelerin in vitro cogaltilmaya elverisli, dayanikli
hiicreler olduklari, kiiltiirde c¢ogalma ve farklilasma yeteneklerini koruduklar
bilinmektedir. Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan MKH’ler 151k veya faz kontrast mikroskobu ile
incelendiginde hiicrelerin ig seklinde oldugu ve fibroblast benzeri hiicre topluluklar

olusturduklar1 dikkati ¢gekmektedir. Hiicreler, diisiik konsantrasyonlarda kiiltiir edildiginde
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koloni olusturmaya meyil ederken, daha yiiksek hiicre yogunlugunda ise koloni olugturmak

yerine yan yana dizilmis hiicre gruplar1 halinde ¢ogaldiklar1 gozlenmektedir (56).

Hiicrelerin in vitro kiiltlir ortaminda ¢ogalmasi i¢in ¢ok 0Ozel kosullar
gerekmemektedir. %10 FBS iceren kiiltlir ortaminda plastik tabanina yapigsma gostermis

olan hiicreler, fenotipik ve farklilagsma 6zelliklerini koruyarak ¢ogalabilmektedirler (49).

Farklilasma c¢alismalarinda hedeflenen farklilasmis hiicrelere doniisiim olup
olmadigmi gostermek i¢in histokimyasal, immiinohistokimyasal veya immiinfloresan

yontemler kullanilarak 6zgiil isaretler arastirilir (48).

2.5.2. Kok hiicrelerin dokularda takibi

In vivo uygulamalarda MKH infiizyonu veya dokuya implantasyonundan klinik
yarar elde edilse de, bu hiicrelerin verildikten sonraki durumu, hasarli dokuya gogii,
yerlesim Ozellikleri, ¢ogalmalari, farklilasma o6zellikleri, kisacasi hiicrelerin infiizyonu
takiben kaderi detayli incelenmemistir. Caligmalarin ¢ogunda hiicre inflizyonunu takiben
hiicrelerin, dokularda veya kanda tespitinde zorlukla karsilagiimaktadir. Hiicrelerin yesil
floresan protein (GFP) ile transfekte edilmesi ve floresan hiicrelerin dokularda takibi ise en
¢ok uygulanan yontemlerden biridir (66; 67). Genetik isaretleme kalict olmast yoniinden
tercih edilen bir yontemdir. Kisa siireli deneysel calismalarda karboksifloresein diasetat
stiksinimidil ester (CFSE), 1,1°-Dioktadesil-3,3,3°,3’-tetrametilindokarbosiyanin (Dil) gibi

floresan isaretlemeler de kullanilabilir.

2.5.3. KoKk hiicrelerin potansiyel kullanim alanlar:

Kok hiicreler son yillarda tiim tip diinyasinin en ¢ok iizerinde durdugu ve her yil
yiizlerce yeni g¢alismanin yapildigi bir konu haline gelmistir. Kemik iligi kaynakl
MKH’lerin, de novo miyokard olusturdugu gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda miyokard
enfarktiisii ve koroner arter hastaliklarinda intrakoroner kok hiicre infiizyonunun, kalp kast
rejenerasyonunda oldukga etkili oldugu bildirilmistir (68; 69). Bundan baska oftalmolojide
de arastirmacilar hasar gormiis goze basarili bir sekilde korneal kok hiicre transplante
ederek gorme kabiliyetini restore etmislerdir (70). Ayni hiicrelerin bagka uyaranlarla noral

hiicre serisine de doniisebildikleri gézlenmis ve ALS gibi hastaliklarda spinal kordaki
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hasarli bolgeye verilen kok hiicrelerin ablatif sinir hiicrelerini rejenere ettigi ve sonucta
lokomotor fonksiyonun geri dondigii gosterilmistir (71). Yine en Onemli metabolik
hastaliklardan tip 1 diyabet hastalifinda pankreasta insiilin salgilayan beta hiicrelerindeki
hasar mekanizmasinin molekiiler diizeyde anlasilmasi ile ilgili yiiz giildiiriici ¢aligmalar

yapilmugstir (72).

Kok hiicrelerin daha once terapotik anjiyogenez yapici etkileri bircok ¢aligmada
gosterilmis olup (73-76) flep cerrahisinde kullanimina ait ilk galisma ise Ichioka ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmistir (77). Siganlarda yaptiklari bu ¢alismada, kemik iligi
kaynakl1 kok hiicrelerin dorsal cilt fleplerindeki damarlanma tizerine etkisi arastirilmis ve
kapiller dansitede iskemi reperfiizyon hasarin1 azaltict yonde belirgin artis tespit

etmislerdir.

Mezenkimal hiicrelerin vaskiiler endotelyal hiicrelere farklilasma yetenekleri
oldugu bilinmektedir. Zheng ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada, VEGF ve mezenkimal kok

hiicrelerin birlikte iskemik fleplerde neovaskiilarizasyonu arttirdigi gosterilmistir (78).

Uysal C. ve ark. yaptig1 calismada ise sigan dorsal cilt fleplerinde olusturulan
iskemi reperfiizyon hasarmin ADKKH uygulanmasi ve bir takim biiylime faktorlerinin

regiile edilmesi sonucu iskemi reperfiizyon hasarinin 6nlenebilecegi gosterilmistir (79).

2.5.4. KoKk hiicre kaynag olarak adipoz doku

Bugiine kadar mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak cogunlukla kemik iligi
kullanilmis ancak son g¢aligmalara bakildiginda yeni kaynaklar tanimlanmistir. Zuk ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismada adipoz dokunun mezenkimal hiicrelerden oldukga zengin
oldugu gosterilmistir (52). Adipoz dokudan elde edilen kok hiicrelerin kemik iliginden
elde edilen kok hiicrelere gore izolasyonlarmin daha az aci verici olmalari, lipoaspirasyon
yontemi ile kolayca elde edilebilmeleri nedeniyle adipoz dokunun plastik cerrahide son

yillarda kok hiicre kaynagi olarak kullanimi oldukca yayginlagsmustir.

Poznanski ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada yag dokusunun kok hiicre bakimindan
olduk¢a zengin bir doku oldugunu gostermislerdir (80). Ayrica adipoz doku santimetre
kiip bagina kemik iligine gore 100 ila 1000 kat daha fazla pluripotent hiicre icermektedir
(81; 82).
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Yag dokusu da kemik iligi gibi embriyonik mezodermden olusur ve bir stroma
icerir. Lipoaspirata kisa siireli kollajenaz muamelesi ve santrifiij uygulamasi sonrasi elde
edilen triine “processed lipoaspirate=islenmis lipoaspirat” (PLA) denilir. PLA’lar uygun
uyaranlar ile osteojenik, adipojenik, myojenik ve kondrojenik hiicrelere farklilasir (49) ve
o diziye 6zel gen ve proteinleri icerir, bu da kok hiicre fenotipini teyit eder. Bu nedenle bu
doku mezodermal doku tamirinde kullanilabilir. Aspiratla elde edilen PLA fraksiyonu
fibroblastik, endotelyal hiicreler, makrofaj ve diiz kas hiicreleri gibi heterojen bir gurubu
igerir, seri pasajlarla MKH’lere benzeyen homojen fibroblastik bir popiilasyon kalir. Uzun

stireli kiiltiirlerle PLA’larin biiylime kinetikleri ve farklilasma kapasiteleri degismez.

Adipoz doku adipositlerden olusmus olan gevsek bag dokusudur. Adipoz doku
lipoblastlardan olusur ve asil rolii yag formunda enerji depolamaktir. Ayrica viicudun
destek ve izolasyonunu saglar. Adipoz doku; leptin, rezistin ve Tiimor Nekroz Faktorii o
(TNFa) salgilayarak onemli bir endokrin organ olarak da islev goriir. Adipoz dokunun;
enerji depolama, yagda eriyen vitaminleri depolama, fiziksel koruma saglamasi ve
termogenez fonksiyonlarina ek olarak, giiniimiizde adipositlerden ve adipoz stromal
hiicrelerden koken alan proteinlerin otokrin, parakrin ve endokrin etkiler ile hem lokal hem
de sistemik etkileri oldugu gosterilmistir. Adipositlerden sentezlenen sitokinlerin
homeostazda, immiin yanitta, vazoregiilasyonda ve steroid metabolizmasinda rol oynadigi

bilinmektedir (83).

2.6. Trombositten Zengin Fibrin (TZF)

2.6.1. Fibrin nedir?

Fibrin, fibrinojen adi verilen plazmatik molekiiliin aktive formudur (84). Bu
¢oziinebilen molekiill hem plazmada, hem de trombosit a-graniillerinde bulunur ve
hemostaz sirasinda trombosit agregasyonunda 6nemli rol oynar. Koagiilasyon sirasinda
vaskiiler dallarin ¢evresini koruyan bir ¢esit biyolojik yapistiric1 gibi gorev alir. Fibrinojen,
tiim koagiilasyon reaksiyonlarinin son {riiniidiir. Coziinebilen bir protein olan fibrinojen,
yara bolgesinde polimerize fibrin jel ilk skatrisyel matrisi olustururken, trombin sayesinde
¢cozlinemeyen fibrine donisiir (85-87). Fibrin adezivler de dogal biyolojik mekanizmalari
(hemostaz sirasinda fibrin polimerizasyonu) ile hemostatik ajan olarak kullanilabilirler

(88). Fibrin adezivler kan kokenli materyallerdir.
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2.6.2. Trombositten Zengin Plazma (TZP)

Son yillarda trombositten zengin plazma olumlu etkileri nedeniyle ¢ok yogun
olarak kullanilmaktadir. Trombositler kemik iliginde yer alan beyaz kan hiicrelerinden
koken alan kiigiik hiicre benzeri yapilardir. Bunlar kan pihtilasmasini ve yara iyilesmesini
diizenlerler. Trombositler; doku iyilesmesinde gorev alan biiyiime faktorleri ve sitokinlerce
zengin olan alfa ve dens grantilleri i¢eren en kiiciik kan hiicreleridirler. Plazma yapisinda
kirmizi ve beyaz hiicrelerle birlikte pihtilasma faktorleri ve diger kan proteinlerini
bulunduran kanin sivi kismidir, %901 sudan olusur ve viicuttaki transport hiicrelerini
bulundurur. TZP ise normal kan trombosit konsantrasyonundan yaklasik olarak 3-5 kez
daha yogun trombosit igerir. TZP doku iyilesmesinde 6nem arz eden inflamasyon,
proliferasyon ve remodelizasyon gibi bir ¢ok hiicresel aktiviteyi diizenler (89-92).
Hastadan steril sartlarda alinan kanin santrifiije edilmesi sonucu santrifiij tiipiinde 3 farkli
katmana ayrilir. En alt kisim kirmizi kan hiicrelerinden, orta kisim trombosit ve beyaz kan
hiicrelerinden olusurken, en iist kisim ise trombositten fakir plazmadan olusur.

TZP, Genel Cerrahi, Ortopedi, Spor hekimligi, Maksillofasyal cerrahi, Plastik ve

rekonstriiktif cerrahide kullanilmaktadir.

2.6.3. Trombositten Zengin Fibrin (TZF)

Trombositten zengin fibrin (TZF) ilk defa da Choukroun tarafindan ikinci kusak
trombosit konsantrasyon olarak tanimlanmistir. TZF dogal kan dokusundan elde edilen,
yapisinda bol miktarda trombosit ve lokosit igeren fibrin matriks yapist anlamini
tastmaktadir. TZF hazirlanmasi esnasinda trombin kullanilmamasi elde edilen fibrin
dokusunun dogal fibrin catisina sahip olmasini ve biliyiime faktdrlerinin proteolizinin
onlenmesini saglamaktadir (93). TZF yapis1 biiylime faktorlerinin yani sira igerisinde
notrofil ve 18kosit barmdirmaktadir. Igerigi sayesinde de yara iyilesmesini hizlandirdig
bildirilmektedir (94). Bu biiyiime faktorleri arasinda trombosit kaynakli biiylime faktorii
(PDGF), Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-I ve -II), fibroblast kaynakli biiyiime faktorii
(FGF-a ve FGF-P) ve transforme edici biiyiime faktorii B (TGF-B) sayilmaktadir.

TZF, TZP’nin aksine santrifiij sirasinda dogal ve kademeli bir polimerizasyonla

olusur. Polimerizasyon hizindaki bu azalma dolagan sitokinlerin fibrin ag ile
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biitiinlesmesini kolaylastirir. Boylelikle TZF’in fibrin aglarindaki ¢oziilebilir molekiillerin
kontrollii ve daha uzun bir siire boyunca salinabilecekleri iddia edilmistir (95).

Simonpieri ve ark. (96) gore kemik greftlemesi esnasinda TZF kullanim1 4 avantaj
saglamaktadir:

1. ik olarak piht1, greft materyallerini koruyan TZF membrani ve kemik
partikiilleri arasinda biyolojik birlestirici roliinii tstlenen TZF pargaciklar: ile birlikte
onemli bir mekanik rol oynamaktadir.

2. Bu fibrin agin rejeneratif bolgeyle biitiinlesmesi 6zellikle damarlanma ve greftin
devamliligini saglayan endotelyal hiicrelerin gociinii kolaylastirmaktadir.

3. Fibrin matriks rezorbe oldukga trombosit sitokinleri (PDGF, TGF-B, IGF-1)
kademeli olarak salinir ve bdylece daimi bir iyilesme siireci olusturmaktadir.

4. Fibrin ag icindeki lokosit ve sitokinler grefte edilen materyal igerisindeki
enfeksiydz ve inflamatuar olaylarin regulasyonunda 6nemli rol oynamaktadirlar.

He ve ark. (97) in vitro bir ¢alismada, sican osteoblastlarinin farklilagmasi ve
cogalmasinda TZF ve TZP’nin etkinligini karsilastirmistir. Bu c¢alismanin sonuglari
TZF’nin daha uzun siire boyunca, asamali olarak biiylime faktorii salimina neden oldugunu
gostermistir.

Choukroun ve ark. (98) TZF’in sert doku tizerine etkilerini degerlendirdikleri
calismada sinilis lift cerrahisi sirasinda kemik greftine ek olarak TZF kullanimi
incelenmistir. Bu arastirmanin sonuglarina gore TZF ile birlikte kemik grefti uygulanan
bolgelerden 4. ayda elde edilen histopatolojik kesitler kontrol grubunun 8. ay kesitleriyle
denk bulunmustur. Sonu¢ olarak TZF’nin sert ve yumusak doku iyilesmesini iki kat
hizlandirdig gosterilmistir.

Fibrin adezivler ve TZP uygulamalarinin aksine TZF santrifiij esnasinda dogal ve
kademeli polimerizasyonla olusur. Bu sekilde de homojen ve dogal fibrin pihtiya gére daha
yapiskan bir yapt meydana gelir. Ayrica polimerizasyon sirasinda sirkiile olan sitokinler
fibrin ag i¢inde hapsolurlar. Sadece sikatrisyel matriks olusumu sirasinda salinirlar ve bu
sekilde etki siireleri uzar. Kanm fizyolojik trombin konsantrasyonuyla yavas
polimerizasyonu c¢ok elastik matriksiyel bir yap1 olusumunu saglar. Tersine TZP
uygulamalarindaki siddetli polimerizasyon fibrin matriks igerisinde sitokin birlesmesini
zorlagtirir (99).

Yapilan caligmalarda TZF uygulamasinda inflamatuar sitokinlerin daha fazla

salindigr  goriilmiistir. Bunun nedeni TZF’nin I6kositik olmasidir; yani TZF
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uygulamasinda yavas kan aktivasyon siireci sonucu lokosit degraniilasyonu artmaktadir
(95).

TZF sadece bir trombosit konsantrasyonu degildir, ayn1 zamanda defans
mekanizmalarin stimule eden bir immiin ag gérevi goriir (99).

TZF iyilesme ve yumusak doku maturasyonunun 3 6nemli basamaginda etkin rol
oynar; damarlanma, immiin kontrol ve epitelyal kapanma (100).

Anjiyogenezis yara i¢inde yeni kan damarlarinin formasyonudur. Endotelyal
hiicrelerin fenotip degisimi, migrasyonu ve boliinmesi igin ekstraselluler bir matriks
gereklidir. Fibrin anjiyogenezis i¢in dogal bir rehber goérevi goriir. Anjiyogenezis i¢in
gerekli biiylime faktorleri (FGF-B, VEGF, PDGF) fibrin matriks iginde bulunur. Bazi
caligmalarda bu faktorlerin fibrine yiiksek affiniteyle baglandigi goriilmiistiir (100).

Fibrin matriks epitelyal hiicrelerin ve fibroblastlarin metabolizmasin etkileyerek
dokularin kapanmasina da rehberlik eder. Fibrin, fibronektin, PDGF ve TGF-§ fibroblast
proliferasyonu ve bu hiicrelerin yara i¢ine migrasyonunda énemli etkiye sahiptirler (101).
Fibrinin gogli ve degradasyonu sonrasinda fibroblastlar kollajen sentezine baslarlar (102).
TZF fizyolojik fibrin matriks olarak kok hiicreleri i¢in, 6zellikle damarlanmanin arttigi
sathada, bir ag gibi islev goriir. Kemik iliginden kdken alan mezensimal hiicreler kemik
hiicreleri ve bir¢ok farklt dokularin rejenerasyonunu saglar. Bu farklilasmamis hiicreler
kandan yaralanmis dokulara gelirler ve birgok farkli hiicre tipine doniisiirler. Bu ilk
farklilasma safhasi i¢in fibrin ve fibronektin tarafindan olusturulmus bir skar matriksi
gereklidir. Bu durum neden fibrinin bu hiicreler icin gerekli oldugunun kanmitidir. Birgok
aragtirmaci fibrin matriksin kemik defektlerinin rejenerasyonunda mezensimal hiicrelere
destek bir yap1 olusturdugunu gostermislerdir (100).

Choukroun ve ark. (100) gore klinik ¢alismalar TZF’nin iyilesmeyi hizlandiric1 ve
arttiric1 bir biyomateryal oldugunu gostermektedir. Ideal iyilesme igin gereken tiim

parametreleri saglamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nda
degerlendirildi ve DA 14/03 numarasiyla onaylandi. Calismada kullanilan sicanlar Bagkent
Universitesi Uretim ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Deney Baskent Universitesi
Tip Fakiiltesi Arastirma Unitesi Laboratuari’nda gerceklestirildi. Calismamizda adipoz
kokenli MKH ve TZF uygulamasinin, kolon anastomozu tizerine olan etkileri arastirildi.

Calismada, agirligr 180-250 gram (ortalama 210 gram) olan 80 adet disi Sprague
Dawley cinsi si¢can kullanildi. Her grupta 20 sican olacak sekilde 3 grup olusturuldu. Her
grupta kendi iginde onar sigan olacak sekilde iki alt gruba ayrildi. Kalan 20 sigan ise
adipoz doku ve TZF eldesi amagh kullanildu.

Grup 1A (Kontrol grubu-1, n=10): Inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen
ile devamli dikisle anastomoz edildi. 7. giinde sakrifikasyon sonrasi patlama basinci
Ol¢iildii. Spesmenler hematoksilen-eozin ile boyandiktan sonra patolog tarafindan
degerlendirildi.

Grup 1B (Kontrol grubu-2, n=10): Inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen
ile devamli dikisle anastomoz edildi. 7. giinde intrakardiyak baryum verilmesini takiben
sakrifikasyon gerceklestirildi. 24 saat -20 derecede tespit edildikten sonraki giin anastomoz
bdlgesinin tiger cm proksimali ve distalini i¢ine alacak sekilde ¢ikartilan inen kolona direkt
grafiler ¢ekildi. Anastomoz alani anjiyografik olarak incelendi.

Grup 2A (TZF grubu-1, n=10): inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen ile
devamli dikisle anastomoz edildi. Anastomozun {stiine TZF uygulandi. 7. giinde
sakrifikasyon sonrasi patlama basinct Olgiildii. Spesmenler hematoksilen-eozin ile
boyandiktan sonra patolog tarafindan degerlendirildi.

Grup 2B (TZF grubu-2, n=10): inen kolon tam kat kesildikten sonra 7/0 prolen ile
devamli dikisle anastomoz edildi. Anastomoz izerine TZF uygulandi. 7. giinde
intrakardiyak baryum verilmesini takiben sakrifikasyon gerceklestirildi. 24 saat -20
derecede tespit edildikten sonraki gilin anastomoz bdlgesinin liger cm proksimali ve
distalini igine alacak sekilde ¢ikartilan inen kolona direkt grafiler ¢ekildi. Anastomoz alani
anjiyografik olarak incelendi.

Grup 3A (TZF+kék hiicre grubu-1, n=10): Inen kolon tam kat kesildikten sonra

7/0 prolen ile devamli dikisle anastomoz edildi. Anastomozun iistiine TZF ve kok hiicre
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uygulandi. 7. gilinde sakrifikasyon sonrast patlama basinct Ol¢iildii. Spesmenler
hematoksilen-eozin ile boyandiktan sonra patolog tarafindan degerlendirildi.

Grup 3B (TZF+ kék hiicre grubu-2, n=10): Inen kolon tam kat kesildikten sonra
7/0 prolen ile devamli dikisle anastomoz edildi. Anastomoz iizerine TZF ve kok hiicre
uygulandi. 7. glinde intrakardiyak baryum verilmesini takiben sakrifikasyon
gerceklestirildi. 24 saat -20 derecede tespit edildikten sonraki giin anastomoz bdlgesinin
ticer cm proksimali ve distalini i¢ine alacak sekilde ¢ikartilan inen kolona direkt grafiler

¢ekildi. Anastomoz alani anjiyografik olarak incelendi. (Tablo 3.1)

Tablo 3.1. Gruplarin dagilimi

Patlama basinc1 ve histopatolojik
degerlendirme (Grup 1A)

Kontrol
Anjiyografik degerlendirme
(Grup 1B)
Patlama basinc1 ve histopatolojik
degerlendirme (Grup 2A)
Gruplar TZF
Anjiyografik degerlendirme
(Grup 2B)
Patlama basinci ve histopatolojik
TZF+Kok degerlendirme (Grup 3A)
hiicre

Anjiyografik degerlendirme
(Grup 3B)

ADKKH eldesi amagli 4 adet sican kullanildi. Siganlarin inguinal bdlgelerinden
eksize edilen adipoz dokular uygun islemlerden gecirilerek MKH izolasyonu ve
hazirlanmas1 tamamlandi. Calisma grubundaki sicanlara hazirlanan kok hiicreler
uygulandi. Adipoz doku eldesi sonras1 bu amagcla 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 i¢in
floresan mikroskopta inceleme yapild.

TZF eldesi i¢in 16 adet sican kullanildi. Her sigandan alinan 8 cc kan uygun

islemden gegirilerek TZF elde edildi.
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Denek sayilari ve ¢alisma siiresi belirlenirken literatiirde daha once kolon
anastomozu lizerine yapilan ¢alismalar 6rnek alindi. Anestezi ile cerrahinin etkisi de g6z
Oniine alinarak ¢alisma sonunda elde bulunan denek sayilarmin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinin saglikli yapilabilmesi i¢in her grup on denekten olusturulmustur ve

calisma siiresi 7 giin olarak belirlenmistir (103; 104).

3.1. Deney Hayvanlarimin Bakim

Tiim deney hayvanlaria, 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik olacak sekilde standart
oda sartlar1 saglandi. Oda 1s1s1 18-20 °C arasinda sabitlendi. Siganlar yem ve musluk suyu
ile beslendi. Hipotermi olusmasini engellemek icin siganlar 151k kaynagi altinda ameliyat
edildi ve uyanma esnasinda da bu uygulamaya devam edildi.

Calisma siiresi toplam 7 giin ve toplam 60 sicanla c¢alisildigindan, hayvanlarin
barindirildig: kafeslerin lizerine hangi grup oldugu yazilmasina ragmen, gruplarin birbirine
karismamasi i¢in her gruptaki deneklerin kuyruklarina farkli renklerde numaralar verilerek
isaretlenmistir. Tiim hayvanlara cerrahi sonrast donemde cilt alt1 0.02 mg/kg fentanil
(Sufenta 5 mcg, Janssen Cilag Inc.Turkey) ile analjezi uygulandi. Calisma sonunda tiim

sigcanlar, periton i¢ine 150 mg/kg ketamin hidrokloriir enjekte edilerek sakrifiye edildi.

3.2. Cerrabhi 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 tiras makinesi ile temizlendi ve cerrahi masaya sirtiistii gelecek sekilde dort
ekstremiteden flaster ile tespit edildi. Ameliyat alant %10 povidon-iodin (Batticon
antiseptik soliisyon, Adeka Ltd. Tiirkiye) ile temizlendi ve cerrahi boyunca sterilite
kosullar1 saglandi.

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

Kontrol grubunda anastomoz yapildiktan sonra fasya ve cilt kapatildi. Diger iki
gruptaysa anastomoz iizerine, hazirlanan TZF ve TZF+kok hiicre ¢cepegevre uygulandi.

Tiim siganlar postoperatif 7. giinde anestezik kullanilarak sakrifiye edildi. Patlama
basinci Olglimii yapilacak olan sicanlar laparatomi ile yeniden agildi. Anastomoz edilen
inen kolon bulundu. Karn i¢i yapisikliklar degerlendirildi. Anastomozun 3 ¢cm proksimali
ile 3 cm distali rezeke edilerek patlama basinci 6lgiildii. Basing 6l¢iimii sonrasi spesmenler
patolojik degerlendirmeye alindi. Anjiyografik degerlendirme grubundaki sigcanlar da
laparatomi ve torakotomi ile yeniden acildi. Kalp ortaya konduktan sonra intraket
yardimiyla baryum verildi. Siganin karin i¢i organlar1 ve anastomoz bdlgesi baryum ile
boyaninca yeterli baryum verildigine karar verildi. Bir gece -20 C° derecede bekletildikten
sonra ertesi glin anastomozun 3 cm proksimali ve distali rezeke edildi. Cikan spesmen

antimezenterik ytiziinden kesilip tespit edildikten sonra direkt grafisi ¢ekildi.

3.3. Adipoz doku temini

Sicanlarin abdominal ve inguinal bolgeleri anestezi sonrasi tirag edildi ve sirtiistii
pozisyonda cerrahi masaya tespitleri yapildi. Insizyon ksifoidin yaklasik 1 cm altindan
baglatild1 ve karin orta hat boyunca vertikal eksende devam edildi. Median insizyonun
tamamlanmasini takiben, pubisin yaklagik 1 cm siiperior seviyesinde, insizyon bilateral
inguinal bolgelere dogru uzatildi.

Insizyonlarin tamamlanmas1 ardindan cilt flepleri cilt alt1 planda yapilan
disseksiyonla kaldirildi. Inguinal bolgelerdeki yag yastik¢iklari ortaya kondu

Inguinal yag yastikgiklar gikarildi (Sekil 3.1). 4 sigandan yaklasik 20 cc kadar yag
doku elde edildi. Eksize edilen yag dokular, serum fizyolojik ile yikanarak steril kaplara

alindi.
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Sekil 3.1. inguinal yag yastik¢1g1 eksizyonu

3.4. Mezenkimal Kok Hiicrenin Takibi

Mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu, hazirlanmasi ve isaretlenmesi iglemleri
Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma ve Hayvan Laboratuari’nda
tarafimizca yapildi. Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre elde edilmesinde Ogawa ve
ark.’nin yayinlamis olduklari protokol uygulandi (105). 4 adet Sprague-Dawley cinsi
siganin inguinal bdlgesinden alinan adipoz dokular PBS ile yikandi. Takiben 100 mm?’lik
petri kaplarina alinan dokular burada mekanik olarak no:15 bistiiri ve doku makast
yardimiyla kiigiik parcalara ayrildi (Sekil 3.2). Bu esnada vaskiiler ve fibrotik yapilar
ayiklanarak uzaklastirildi. Ayirma islemi tamamlandiktan sonra kalan adipoz dokular yeni
petri kaplarma alindi. Sonrasinda dokular, 3 defa PBS ile 5 dakika boyunca yikanip
siispansiyon haline getirildi. Yikama islemini takiben dokular 50 cc’lik konik santrifiij
tiplerine alindi. 0,3 mg %0,15’1lik tip 1 kollajenaz, tiiplerin i¢indeki dokularin iizerine
eklendi. 37 °C’de 30 dakika ¢alkalamali su banyosunda bekletildi. Bekleme siiresi iginde
her 10 dakikada bir ornekler ¢ikarilip hizlica karistirildi. Bekleme siiresinin sonunda
kollajenazi nétralize etmek igin homojenize olan siispansiyona esit volimde (15 ml)
kontrol fetal bovine serum (FBS) eklendi ve 5-10 dakika kadar karistirildi. Olusan
siispansiyon 200 um’lik hiicre siizgecinden gegirilerek hiicre dis1 dokular (6rn: fasya, bag
doku, vb.) temizlendi. Takiben hiicre siispansiyonu 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda tiipiin tst kisminda kalan siipernatant atildi, alttaki birikmis kok
hiicrelerin oldugu pellet dikkatli bir sekilde alinarak 10 cc’lik santrifiij tiipiine konuldu.
Diger 50 cc’lik konik tiiplerde kalan hiicrelerde ayni 10 cc’lik tiipte toplandi. Uzerine 10

ml PBS eklendi ve tekrar siispansiyon haline getirildi. Sonrasinda bu silispansiyonda kag
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hiicre oldugunu hesaplamak amaciyla 0,1 ml alinarak metilen mavisiyle boyandi ve 1s1k
mikroskobu altinda Thoma laminda hiicre sayimi yapildi (Sekil 3.3). 24x10" adet hiicre
sayildi. Hiicre sayimin1 takiben 10 cc’lik hiicre siispansiyonu 1300 rpm’de 5 dakika tekrar
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin iist kisminda kalan siipernatant atildi, alt kisimdaki
sayisini bildigimiz kok hiicrelerin oldugu pellet birakilda.

1,1’-Dioktadesil-3,3,3”,3 -tetrametilindokarbosiyanin (Dil) bir tiir sitoplazmik
boyadir. Sitoplazmaya baglandiktan sonra hiicrenin transplante edildigi bolgede takibini
saglamaktadir. (79; 105-108)

Dil, %25’lik konsantrasyonda %99’luk etanol ¢dzeltisinde ¢oziildii ve -20 °C’de
saklandi. 1/100 oraninda PBS ile diliie edildi. Dil partikiillerinin ayrilmast i¢in 3000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin iist kisminda kalan siipernatandan
200 pl kullanilmak iizere alindi. Buz dolu kabin i¢indeki kok hiicrelerin bulundugu tiipe
200 pl Dil eklendi. 4 °C°de 5 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siirecte Dil kok hiicrelerin
sitoplazmik membranlaria baglandi. Inkiibasyon periyodunun sonrasinda, Dil sitoplazma
baglantisinin fiksasyonu i¢in 7 ml PBS konuldu ve karistirildi. Hiicre Dil fiksasyonunun
ardindan, stispansiyon 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiiptin st
kisminda kalan siipernatant atild1, alttaki 24x10’ adet Dil isaretli kok hiicrelerin oldugu
pelletin tizerine 5 ml PBS (%1 penisilin/streptomisin i¢eren) eklendi, karistirtldi ve tekrar
siispansiyon haline getirildi. Elde edilen siispansiyon TZF’e homojenik olarak karistirildi.
Toplam 20 sicana verileceginden 1 sigana uygulanacak miktar 1,2x10’ hiicre olarak

belirlendi.

Sekil 3.2. Adipoz dokunun homojenizasyonu
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Sekil 3.3. Metilen mavisiyle boyanan hiicrelerin 151k mikroskobu altinda sayilmasi (Kok
hiicreler ok ile gdsterilmekte)

3.5. Trombosit Zengin Fibrinin Hazirlamsi ve Uygulanmasi

Subkostal insizyonla siganlar agilarak kalp ortaya kondu. Yaklasik 8 cc kadar kan
alim1 sonucu siganlar sakrifiye oldu. Alinan kan 6rnegi TZF’e i¢in yeterli oldu. Alinan kan
0.109 mol/L sodium sitrat igeren tiiplere konuldu. Alinan bu tiipler santrifiij cihazinda ilk
olarak 10 dk 450 G de santrifiije edildi. Daha sonra supernatant kismi alinarak 850 g de 15
dk daha santrifiije edilerek, altta trombositten zengin plazma ve iistte trombositten fakir
plazma olarak ayrigan plazmanin alttaki trombositten zengin kismi aspire edilerek tiiplere
konuldu (109). Sadece trombositten zengin plazma kismi kullanildi. Elde edilen bu
trombositten zengin plazma o6rnekleri trombosit aktivasyonunu saglamak igin 1/0.15
oraninda %10 luk Calcium Cloride (CaCl) ile karistirild1 (110). 10 dk beklendikten sonra
kullanima hazir bir materyal elde edildi(Sekil 3.4). Sonrasinda siganlarin anastomozlarinin

tizerine tatbik edildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Kolon anastomozlarinin iizerine tatbik edilmesi sonrasi (Anastomoz hatti okla
gosterilmekte)
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3.6. Anastomoz patlama basinci 6l¢iimii

Yapilan anastomozun 3 c¢m distali, 3 cm proksimali ve anastomoz hattini igine
alacak sekilde barsak rezeke edildi. Mevcut fekal igerik serum fizyolojik ile yikanarak
uzaklastirildiktin 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 3.6) Bu sirada monitorden sistemin
basinci takip edildi. Monitorde basincin ¢iktigl en yiiksek deger tespit edildi ve anastomoz
patlama basmci olarak kaydedildi (111). Olgiimler esnasinda JMS BP-100 infiizyon
pompasi (Sekil 3.7) ve Siemens SC 9000XL monitor (Sekil 3.8) kullanildi.

Sekil 3.6. Anastomoz patlama basinct 6l¢iimii
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Sekil 3.7. : IMS BP-100 inflizyon pompasi

Sekil 3.8. Siemens SC 9000XL monitor
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3.7. Anjiyografi protokolii

Postoperatif 7. giinde anestezi verilmesini takiben subkostal insizyonla kalp ortaya
konuldu. Intraket yardimiyla 1:1 oraninda SF ve baryum ile hazirlanan opak madde kalbe
yavas puse verildi. Her sicana, dokulara gozle goriiliir miktarda baryum ulasincaya kadar
enjeksiyon devam etti(Sekil 3.9). Bir gece -20 derecede muhafaza edilen siganlar, ertesi
giin ¢oziildi. Anastomozun 3 cm proksimali ve distalini i¢ine alacak sekilde rezeksiyon

yapildi. Kopiik levha iistiine tespit edildikten sonra direkt grafileri ¢ekildi.

TN SRR e

Sekil 3.9. Intrakardiyak baryum verilmesi

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 1gik 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 yada diffiiz fibrozis
gelismesine bakildi. Anastomoz hattinda iskemik nekroz varligi ve yoklugu
degerlendirildi. Muskuler tabakanin iyilesmesinde bozulma olmamasi ve fokal yada diffiiz
bozulmaya bakildi. Vaskiiler proliferasyon ve inflamasyonun hafif, orta yada siddetli

olmasi degerlendirildi.
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3.9. istatiksel Yontem

Analizlere baglamadan 6nce verilerin birtakim varsayimlara uygunlugu arastirildu.
Normal dagilima uygunlugun analizi i¢in “Kolmogorov Smirnov Normallik Testi”,
homojen varyans varsayimimin uygunlugu iginse “Levene Test Istatistigi” kullanild1. Tlgili
verilerin analizinde varsayimlarin saglanip saglanmadigi ve verilerin yapis1 géz Oniinde
bulundurularak uygulanacak teste karar verildi. Siirekli degiskenlerin tanimlayict
istatistikleri ortalama + standart sapma seklinde, kategorik degiskenler ise hasta sayis1 (N)
ve ylizde (%) seklinde gdsterilmistir.

Hasta gruplarinin ilk ve son kilolariin karsilastirilmasinda Eslestirilmis Gruplar
Icin t Testi, ilk ve son kilolar bakimindan gruplarin karsilastirilmasinda ise Tekrarl
Ol¢iimlerde Iki Faktorlii Varyans Analizi kullamlmistir. Gruplar arasinda patlama basinci
ve anjiyo degerlerinin karsilastirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi'nden, yapisiklik
durumunun Kkarsilagtirillmasinda ise Ki-Kare Testi’nden yararlanilmistir. Tek Yonli
Varyans Analizi sonucunda anlamli ¢ikan gruplarda ikili karsilastirmalar i¢in Tukey Testi
kullanilmigtir. Hasta gruplarinda patolojik sonuglarin degerlendirilmesinde Ki-Kare
Testi’nin varsayimlar1 saglanmadigindan, iliskinin arastirilmasinda Olaganlik Katsayist
(Contingency Coefficient) ve Kendall’s Tau-b iliski katsayilar1 ile Fisher’s Exact
Testi’nden yararlanilmustir.

Bu c¢aligmada istatistiksel analizler SPSS 20.0 istatistiksel paket programi
kullanilarak yapilmistir. Test sonuglarinda elde edilen p degerleri, 0=0,05 anlamlilik

diizeyinde degerlendirilmistir.

3.10. isaretli kok hiicrelerin tespiti

Bu degerlendirme sadece Dil isaretli kok hiicre ¢alisma grubu i¢in yapildi. Parafine
gomiilii dokulardan 5 pum kalinlikta uygun kesitler hazirlanarak sadece hematoksilen ile
boyandi. Bunun sebebi floresan mikroskopta, eozin boyasindaki kirmizi renk ile Dil
isaretli hiicrelerdeki kirmizi, mor rengin goriintii agisindan karisiklik yaratmasidir (108).
Takip eden Kkesitlerde hematoksilen-eozin boyamalar1 da yapildi. Dolayisiyla
immiinfloresan mikroskopta hematoksilen boyali kesitlerde bakilan endotelyal hiicreler,
takip eden hematoksilen-eozin boyali kesitlerde teyit edildi. Bu endotelyal hiicrelerden

mezenkimal kok hiicre kaynakli olanlarin (D1l ile isaretli olanlar) 565 nm dalga boyundaki
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floresan mikroskopta kirmizi-mor renkte géziikmesi beklenmektedir. (107; 108) Preparatlar
tarafimizca Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuari’nda
degerlendirildi. Iimmiinohistokimyasal incelemeler icin floresan mikroskop (Nikon Eclipse
E600, Tokyo,Japonya) kullanildi. Preparatlar 20x, 40x, 60x ve 100x biiyiitmelerde
incelendi. Goriintiiler, renkli dijital video kamera (Nikon CCD) ile bilgisayar ortamina

aktarildi ve bilgisayar programi olarak Cytovision Genus Software kullanildi.

3.11. Karin i¢i yapisikhiklarin degerlendirilmesi

Karin i¢i yapisikliklarin degerlendirilmesinde Houston ve ark. kullandiginin

degerlendirme yontemi kullanildi (112). (Tablo 3.2)

Tablo 3.2. Yapisikliklarin degerlendirilmesi

1 Minimal adezyon (Sadece omentum-anastomoz)
2 Orta derece adezyon (Omentum-anastomoz yada anastomoz-ince barsak/karin duvari)
3 Yaygin yapisiklik (Birden fazla ince barsak/karin duvarinda yapisiklik)
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4. BULGULAR

Deneylerin baslamasindan bitimine kadar 7 giinliik siirede hayvanlardan 6len veya

deney dis1 birakilan olmadi.

4.1. Anastomoz Patlama Basinci

Postoperatif 7. giinde 1A, 2A ve 3A grubundaki sicanlar sakrifiye edilerek patlama

basinci Ol¢tildii.

4.2. Histopatolojik Degerlendirme

Postoperatif 7. giinde sakrifiye edilen 1A, 2A ve 3A grubundaki si¢anlarin
anastomoz hattindaki reepitelizasyon, fibrozis, iskemik nekroz, muskuler tabakada

bozulma, vaskiiler proliferasyon ve inflamasyon degerlendirildi.

4.3. Immiinhistokimyasal bulgular

Dokulardan alinan kesitler hematoksilen-eosin boyasiyla boyandi. Eosin boyasinin
birakacagi kirmizi renk ile Dil isaretli hiicrelerin karismamasi i¢in eozin ile boyama
yapilmadi. Immiinohistokimyasal olarak, Dil ile isaretli adipoz kaynakli kok hiicrelerden
transforme olan endotelyal hiicreler, floresan mikroskop altinda 565 nm dalga boyunda
incelendi.  Adipoz kaynakli kok hiicrelerden endotel hiicresi doniisiimii ve villus

komsulugunda kok hiicre gosterildi (Sekil 4.1, 4.2).
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Sekil 4.1. Endotelde kok hiicre (Kok hiicreler okla gosterilmekte)

Sekil 4.2. Villus komsulugunda kok hiicre (Kok hiicreler okla gosterilmekte)




4.4. Anjiyografik Degerlendirme

Postoperatif 7. glinde anestezi sonrasi intrakardiyak baryum verilen 1B, 2B ve 3B
gruplar direk grafi ¢cekilmesi sonrasi anastomoz bolgesinde anjiogenez degerlendirildi. Bu
degerlendirme i¢in Baskent Universitesi Ankara hastanesinde kullaniimakta olan PACS
programinda ¢ekilmis olan anjiografilerde anastomozun bulundugu kolon segmenti 5x5 cm
boyutunda 6lgeklendi. Olgeklenmis bu filmler Microsoft Paint programi ile mm?ye diisen
vaskiiler yapilar degerlendirildi (79; 113). (Sekil 4.3, 4.4)
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Sekil 4.3. Anjiyografi goriintiileri
(Soldan saga, Kontrol, TZF ve TZF+K&k hiicre gruplar1. Kolon segmentinin orta kisminda

anastomoz bolgesi, radyoopak alanlarda vaskiiler yapilar izlenmekte)
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Sekil 4.4. Olgeklendirilmis anastomoz hatt1 anjiyografi goriintiileri

4.5, Istatiksel bulgular

Yapilan Eslestirilmis Gruplar Igin t Testleri sonucunda; sadece TZF grubunda
(p<0,05) ilk kilo ve son kilo arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir. TZF
grubundaki hastalarin ilk kilolar1 son kilolarina gore daha yiiksektir. Kontrol ve TZF+Kok
hiicre gruplarinda (p>0,05) ise ilk kilo ve son kilo arasinda anlamli fark bulunmamistir.

Yapilan Tekrarli Olgiimlerde iki Faktorlii Varyans Analizi sonucunda ilk kilo ve
son kilo bakimindan gruplar (p=0,306) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (Tablo 4.1). Gruplarin ilk ve son kilo ortalamalar1 grafikte gosterilmistir
(Sekil 4.5).

Tablo 4.1. Agirhik istatistik degerlendirmesi

Denek Sayist Ortalama + p degeri
(N) Standart Sapma

| |
| [SonKilo |10 |a46=x67 |
|

|
| [SonKilo |10 |2439+67 ]
| |

Son Kilo 10 242,7+7,1
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Sekil 4.5. Gruplarin ilk ve son kilo ortalamalari

Yapilan Ki-Kare Testi sonucunda; gruplar ile yapisiklik (p<0,05) arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmistir. Kontrol grubunda yapisiklik 3 olma orani
%065 iken, TZF grubunda bu oran %30’a diismiis olup, TZF+Kok hiicre grubunda %15 ile
bu oran en disiiktiir. Yapisiklik 1 olma oranit da %55 ile en yiikksek TZF+Ko6k hiicre
grubundadir. Sonug olarak TZF+Kok hiicre grubundaki sicanlarda yapisiklik en az olup,
TZF grubundaki sicanlar kontrol grubuna gore daha az yapisiklik degerlerine sahiptir
(Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Gruplarin yapisiklik arasindaki iliskinin arastirilmasinda Ki-Kare Testi sonug
tablosu

Kontrol TZF TZF+Kok
(N=10) (N=10) (N=10)

p degeri

Yapisikhik 1 0 6 (30%) 11 (55%) 0,001
7 (35%) 8 (40%) 6 (30%)
13 (65%) 6 (30%) 3 (15%)

Yapilan Tek Yonli ANOVA Testi sonucunda; gruplar arasinda patlama basinci
(p<0,05) ve anjiyografi (p<0,05) degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmustir. Ikili karsilastirmalar i¢in yapilan Tukey Testleri sonucunda; sadece TZF+K&k
hiicre grubunun patlama basinci degerleri kontrol grubuna gore (p<0,05) istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksektir. Anjiyografi degerleri ise kontrol grubunda en diisiikk olarak
(p<0,05) bulundu. En yiiksek anjiyografi degerlerine ise TZF+Kok hiicre grubunda
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(p<0,05) bulundu (Tablo 4.3). Gruplarin patlama basinci ve anjiyografi degerleri
ortalamalari sekilde gosterilmistir (Sekil 4.6, 4.7).

Tablo 4.3. Patlama basinci ve anjiyografi degerlerinin tablosu

Kontrol TZF TZF+Kok
(N=10) (N=10) (N=10)

Patlama Basinci 159,1 £ 18,2 176 £24.3 191,1 £ 20,9
Anjiyografi 17,7+43 25+3,7 33,9+4,1

225=1

g

-
=
an

1

Patlama_Basinei

1509

1

1284

L] ] I
Kentrol 1ZF TIF+Hek
Grup

Sekil 4.6. Gruplarin patlama basinci degerleri ortalamalari
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Sekil 4.7. Gruplarin anjiyografi degerleri ortalamalari

Hesaplanan iliski katsayilar1 ve yapilan testler sonucunda; reepitelizasyon (p>0,05),
fibrozis (p>0,05), iskemik nekroz (p>0,05) ve muskuler tabakada bozulma (p>0,05)
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Ancak
vaskiiler proliferasyon (p<0,05) ve inflamasyon (p<0,05) bakimindan gruplar arasinda
anlaml fark bulunmustur. Siddetli vaskiiler proliferasyon goriilme orani kontrol grubunda
%20 olup, TZF grubunda bu oran %70 ¢ikmis, %100 ile TZF+Kok hiicre grubunda en
yiiksektir. Ayrica siddetli inflamasyon goriilme oran1 kontrol grubunda %60 olup, bu oran
TZF grubunda ve TZF+Kok hiicre grubunda sirasiyla %90’a ve %100’e artmistir (Tablo
4.4). Gruplarin patolojik degerlendirme sonuglar sekillerde gosterilmistir (Sekil 4.7-13).
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Tablo 4.4. Gruplarin patolojik sonuglarin iligkisinin arastirilmasinda iliski katsayilari
sonug tablosu

Kontrol TZF TZF+Kok Katsayr  p degeri
(N=10) (N=10) (N=10) Degeri
Yok 4 (40%) 2 (20%) 0 (0%) 0,378 0,082
_ Var 6 (60%) 8 (80%) 10 (100%)
Fokal 4 (40%) 3(30%) 0 (0%) 0,373 0,089
_ Diffiz 6 (60%) 7 (70%) 10 (100%)
Var 6 (60%) 3 (30%) 1 (10%) 0,400 0,058
_ Yok 4 (40%) 7 (70%) 9 (90%)
Fokal 7 (70%) 9 (90%) 10 (100%) 0,344 0,133
Diffiz 3 (30%) 1 (10%) 0 (0%)
Hafif 2 (20%) 0 (0%) 0 (0%) 0,636 0
_ Orta 6 (60%) 3(30%) 0 (0%)
_ Siddetli 2 (20%) 7(70%) 10 (100%)
Orta 4 (40%) 1 (10%) 0 (0%) 0,413 0,012
_ Siddetli 6 (60%) 9(90%) 10 (100%)

[
[
1

H var
H Yok

= ot [ T Y o =] o] (e
1

Kantrol TZF TZF+K bk

Sekil 4.8. Gruplarin reepitelizasyon dagilimlart
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Sekil 4.9. Gruplarin fibrozis dagilimlar
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Sekil 4.10. Gruplarin iskemik nekroz dagilimlari
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Sekil 4.11. Gruplarin muskuler tabakada bozulma dagilimlar
10 - - ]
g -
g -
77 . .
c | i 5iddetli
5 - HOrta
4 - H Hafif
3 -
5 -
1 i
0 . . 4

Kaontral TZF TZF+K ik

Sekil 4.12. Gruplarin vaskiiler proliferasyon dagilimlari
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Sekil 4.13. Gruplarmn inflamasyon dagilimlar

Yapilan Fisher’s Exact Testleri sonucunda; TZF ve TZF+kok hiicre gruplarinda

vaskiiler proliferasyon (p>0,05) ve inflamasyon (p>0,05) bakimindan istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmamustir.(Tablo 4.5). TZF ve TZF+kok hiicre gruplarimin vaskiiler

proliferasyon ve inflamasyon bakimindan sekilleri gosterilmistir. (Sekil 4.14, 4.15)

Tablo 4.5. Gruplarin patolojik sonuglarm iliskisinin arastirilmasinda Fisher’s Exact Testi

sonu¢ tablosu

Orta 3 (30%)
Siddetli 7 (70%)
Orta 1 (10%)
Siddetli 9 (90%)

0 (0%)
10 (100%)
0 (0%)
10 (100%)

0,211

0,999
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Sekil 4.14. Gruplarin vaskiiler proliferasyon dagilimlari
10
g -
7 -
7 -
65 H Siddetli
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4 -
3 -
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17 .-'.-'"'HH
0 . ¢

TZF TZF+Kok

Tablo 4.6. Gruplarin inflamasyon dagilimlar
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5. TARTISMA

Ince barsak ve kalin barsaklarin cerrahi tedavisi genel cerrahi pratiginin siklikla
cogunlugunu olusturur. Kolorektal cerrahi islemler ise ince barsak ameliyatlarina gore
olusabilecek komplikasyonlar agisindan daha risklidir (114). Olusan komplikasyonlar
arasinda mortalite ve morbiditesi en yiiksek olan anastomoz kagagidir (115). Anastomoz
kagaklar1 6zellikle sol kolon ve rektumda diger bolgelere gore daha fazladir (116).
Anastomoz kacagi siklikla 4.-6. giinlerde goriiliir. Erken goriilen kacaklarda morbidite
daha yiiksektir. Karin i¢i yapisiklik olmadigr i¢in enfeksiyonun sinirlandirilmasi giic
olacaktir.

Anastomoz kagagi oranlar1 bir¢ok seride farkli bildirilmesine ragmen acil cerrahi
girisimlerde oran elektif ameliyatlara gore daha yliksektir. Bunun nedenleri arasinda
tartigmali olmakla birlikte kolon hazirliginin yapilmamis olmasi suglanmaktadir (117).
Preoperatif barsak hazirligi tartismalidir. Gastrointestinal igerigin anastomoz bolgesinde
toplanmast sonucunda kagak riskinin arttigini bildiren yaymlar vardir. Elektif kolon
anastomozlarindan sonra hastalar da klinik olarak belirgin kagak oran1 %1-2 iken kolon
hazirligt yapilmamis olgularda bu oran yaklasik %3-7’dir. Anastomoz kagagi nedenleri
arasinda suclanan diger bir nedense iskemidir. Barsak duvarindaki iskemi anastomoz
hattinin beslenmesini bozarak kagaga yol agabilir. Sadece rengin ve peristaltik dalganin
normal olmasi beslenme i¢in yeterli degildir. Anastomoz hattindaki kan akiminin barsagin
diger kisimlarina gore daha az oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir. Bu nedenle hastanin
durumuna gore gelisebilecek sistemik faktorlerden hipotansiyon, hipovolemi de bu azalmig
kanlanmay tetikleyecegi i¢in anastomoz kacagi riskini arttirir. Anastomoz uglarinin agir
gerginligi kagak riskini arttiran diger bir nedendir.

Herhangi bir anastomoz komplikasyonu yasamamak i¢in yeterli kanlanan ve
gerginliksiz olarak bir araya getirilen iki barsak ansi uygun bir teknikle anastomoz
edilmelidir. Caligmanin amaci, temel cerrahi prensiplere uyularak TZF ve kok hiicrenin
anastomoz iyilesmesi iizerine olan etkilerini degerlendirebilmekti.

Biiyiik ameliyatlardan sonra katabolik oranin arttigi ve viicut kitlesinin kaybina
sebep oldugu bilinmektedir. Bu da viicut agirliginda ameliyat oncesine gore farkliliga
sebep olmaktadir (118). Sicanlarn ilk ve son agirliklari degerlendirildiginde gruplar
arasinda anlamli fark saptanmadi. Fakat TZF grubunda si¢anlarmn ilk agirliklari, son

agirligina gore istatiksel olarak anlamli farklilik olmasina ragmen daha yiiksek saptanda.
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Agirligin gruplar arasinda benzer olmasi, anastomoz iyilesmesi sirasinda nutrisyonel
destegin tiim gruplarda yeterli oldugunu gosterdi. Ayrica TZF+kdk hiicre grubunda kayip
yerine artis olmasi bu katabolik siirecin kok hiicre ile etkilenebildigini ve anabolik bir
siirec (istatistiksel olarak anlamli farklilik olmamasina ragmen) go6zlenebilecegini
gostermektedir. Yinede bu durumu bilimsel olarak agiklamak icin ek caligmalar
yapilmalidir.

Karm i¢i yapisiklik skorlamasi yapildiginda TZF ve TZF+kok hiicre gruplarinda,
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak yapisikligin az oldugunu gordiik. Kolon
anastomozlartyla ilgili yapilan c¢alismalarda karmm i¢i yapisiklik sebebi genellikle
anastomoz kagagi olusumuna baglanmaktadir. Ancak calismada kontrol grubunda kagak
olmamasina ragmen yapisiklik yine azalmis goriilmektedir. Bunun nedeni de hem TZF’nin
hem de TZF+kok hiicre grubunun fibrinolitik aktivite ve karin i¢i inflamasyonu
diizenleyici etkilerinden oldugunu diisinmekteyiz (98). Tim gruplarda barsak
fistiilizasyonu, anastomoz daralmasi ve karin i¢i apseye rastlanilmamaistir.

Calismamizda TZF kullanmamizin  baslica amagclari, TZF’nin anastomoz
saglamligin1 mekanik olarak arttirmasi, iginde olan fibrin aginin rejenerasyon bdlgesinin
biitiinlesmesini, damarlanmasini arttirmasi ve fibrin matriks rezorbe oldukca trombosit
sitokinlerinin uzun siire salgilanmasiyla iyilesmenin siirekli saglanmasidir. Yine fibrin ag1
icindeki, 16kosit ve sitokinlerin enfeksiydz ve inflamatuar olayda gérevde almasi nedeniyle
TZF kullandik. Ayn1 zamanda daha 6nce kolon anastomozunda hi¢ uygulanilmamis bir
teknik olarak, TZF’nin bir kok hiicre tasiyicisi olarak kullanilmasi planlandi.

TZF; plastik ve rekonstriiktif cerrahi ve ortopedi basta olmak {izere maxillofasyal
cerrahi ve genel cerrahide de kullanilmaktadir (119). TZF organizmada immiinolojik
olarak en az yanit olusturan, kok hiicrenin taginabildigi, dondrde en az morbidite olusturan
ve maliyeti en az olan tastyicidir (120). TZF, nakil sonrasi kok hiicrenin anastomoz
bolgesinde kalmasimi da sagladi. Ayrica TZF’yi icerdigi biiylime faktorleri nedeniyle
anastomoz iyilesmesinde ve kok hiicre i¢in tastyici olarak kullanmay1 planladik.

Ehrenfest D. ve arkadaslari (121) tarafindan yapilan bir calismada, TZF
hazirlandiktan sonra TGFB-1, VEGF, PDGF ve TSP-1 hormon diizeyleri incelenmis.
Biiyiime faktorlerinin yavas fakat kiimiilatif bir salinimlar1 oldugu goriilmiis. 7. giindeki
salinimlarmin pik yaptig1 ve etkilerinin arttigi goriilmiis. Calismamizda da histopatolojik
degerlendirmede damarlanma ve inflamasyon agisindan TZF ile TZF+kok hiicre grubunda

anlaml farklilik saptanmamas1 TZF nin ilk 7 giindeki bu etkinligine baglandi.
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Choukroun ve arkadaslari (100) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, maksillada
odontojen kaynakli bir kist eniikleasyonunu takiben, kaviteyi TZF ile kapatilmis ve
iyilesme stireci 6-12 aydan 2 aya kadar indirilmis. Bu iyilesme halini de TZF’ye
baglanmis.

Calismamizda kemik iligi kaynakli kok hiicre kullanimi yerine adipoz kokenli
mezenkimal kok hiicre kullanmayi tercih ettik. Hem kemik iligi kdkenli mezenkimal kok
hiicrelerin (MKH) hem de adipoz kokenli MKH’lerin ¢alisildigt bir ¢alismada,
damarlanmanin adipoz kokenli MKH grubunda anlamli derece fazla oldugu goriilmiis.
(107). Ayrica adipoz dokunun kemik iligine gore santimetrekiip basia 100 ila 1000 kat
daha fazla pluripotent hiicre igerdigi ve en az kemik iligi kaynakli kdk hiicreler kadar
degisik hiicrelere farklilagabildikleri yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (81; 82).
Calismamizda da kok hiicrenin hem endotelyal hiicreye doniistimii hem de villus hiicresine
doniistimii floresan mikroskobunda gosterildi.

Zuk ve ark.’nin yaptigi ¢alismada (122) adipoz dokunun mezenkimal hiicrelerden
olduk¢a zengin oldugu gosterilmis ve kemik iliginden elde edilen kok hiicrelere gore
izolasyonlarinin daha az aci verici olmalari, lipoaspirasyon yontemi ile kolayca ve bol
miktarda elde edilebilmeleri nedeniyle son yillarda kok hiicre kaynagi olarak kullanimi
oldukca yayginlagsmstir.

Iskemi-reperfiizyon modelli, Uysal ve arkadaslarinin (79) yaptigi bir ¢aliymada
adipoz doku kokenli kok hiicre kullanilmis. Calismada sicanlarin sirt bolgesinde flep
kaldirilmis. Sonrasinda sirt bolgelerinin sol tarafina fosfatlanmig salin ve sag tarafina da
fosfatlanmis salinli kok hiicre uygulanmistir. Calismanin 7. giiniinde flep canliligi
termografik olarak degerlendirilmis ve kok hiicre grubunda flep canlilii belirgin olarak
daha fazla bulunmus. Calismacilar bu sonucu kok hiicrenin biiyiime faktorlerini ve
sitokinleri regiile etmesinden kaynaklandig1 sonucuna varmislar.

Anastomoz iyilesmesinde en 6nemli gostergelerden bir tanesi de patlama basincidir.
TZF ve TZF+kok hiicre gruplarinda patlama basinci istatistiksel olarak anlamli yiliksek
bulunmustur. En yiiksek TZF+kok hiicre grubundan elde edilen patlama basinci
degerleridir. Buna gore en iyi grup en ¢ok damarlanmanin oldugu dolayisiyla beslenmenin
oldugu gruptur. TZF grubunda damarlanmanin artmis olmakla birlikte TZF+kok hiicre
grubunda en iyidir. Damarlanmanin artigin1 yaptigimiz anjiyografilerle gosterebildik. Bu
sonuglara gore TZF ve ADKKH’den salgilanan vaskiilojenik biiylime faktdrlerinin ve
ADKKH’nin endotelyal hiicrelere direkt farklilasmasinin oldugu gosterilmektedir (123;

124). Damarlanmanin ve beslenmenin artmis olmasi bu alandaki saglamligi muhtemelen
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kollajen artigina bagl olarak arttirmistir. Calismada kollajen miktar1 bakilmamistir. Yeni
calismalarda bakilabilir.

Iskemik kolon anastomozuna vaskiiler endotelyal biiyiime faktdrii ve fibroblastik
bliylime faktorii gen terapisinin yapildigi bir calismada anastomoz patlama basincinin
kontrol grubu patlama basinci oranla 2 kat daha fazla oldugu saptanmis. Biiyltime faktorii
genlerinin bu etkisi istatiksel olarak ileri derecede anlamli bulunmus (125). Bizim
calismamizda kullandigimiz trombosit zengin fibrinin bu biiylime faktorlerini ve daha
fazlasinin salgilanmasini arttirdigini bilmekteyiz.

Jong Han Yoo ve arkadaslar1 (104) tarafindan yapilan adipoz doku kokenli kok
hiicrelerin kullanildig1 iskemik modelli kolon anastomozu ¢alismasinda, anastomoza 4-5
farkli noktadan kok hiicre uygulanmis. Postoperatif 7. giinde patlama basinglari
degerlendirilmis. Kok hiicre grubunda patlama basinci, kontrol grubu patlama basinglarina
gore belirgin yiiksek bulunmus. Immunokimyasal degerlendirmede CD31 boyasiyla
damarlanma degerlendirilmis ve mm?®deki damarlar sayilmis. K6k hiicre grubunda
damarlanma belirgin yiiksek saptanmis. Ayrica kok hiicre grubunda yapisikligin daha az
oldugu goriilmiis. Arastirmacilar bu sonucu adipoz kokenli kok hiicrelerin hem direkt etki
olarak endotelyal hiicrelere doniisiimiine hem de indirekt etki olarak anjiyogenik biiylime
faktorlerini salgilanmasina etki etmesine baglamislar. Calismamizda TZF+kok hiicre
grubunda patlama basinci ortalama degeri daha fazla ve damarlanma diger gruplara gore
belirgindi.

Yapilan bir ¢calismada, siganlarda flep uygulamasi sonrasi adipoz kokenli kok hiicre
uygulamast yapilmas. Damarlanmanin degerlendirilmesi amaciyla sicanlarin sol
ventrikiiliine baryum enjeksiyonu yapilarak -20 C°’de bir gece bekletilmis. Flep bolgeleri
direkt grafi altinda degerlendirilmis. Kontrol grubunda milimetreye diisen ortalama damar
sayist 9.37+1,13 iken kok hiicre grubunda 21,83+1,47 olarak bulunmus. Bu degerlere gore
her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis (79). Bizim
calismamizda da kok hiicre grubunda, TZF ve kontrol grubuna gére anlamli derece de
yiikseklik saptandi.

Yapilan histopatoloji degerlendirmemizde, kontrol grubu, TZF grubu ve TZF+kok
hiicre grubunda reepitelizasyon, fibrozis, iskemik nekroz ve muskuler tabakada bozulma
acisindan anlamli farklilik saptanmadi. Gruplar arasinda bu dort parametrede farklilik
saptanmamas1 yapilan cerrahi prosediirde herhangi bir farklilik olmadigi ve cerrahi
prosediiriin dogru oldugu seklinde yorumlandi. Vaskiiler proliferasyon ve inflamasyon da
ise kontrol grubunda, TZF ve TZF+kok hiicre grubuna gore belirgin farklilik saptandi.
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Fakat TZF ve TZF+kok hiicre gruplari kendi arasinda degerlendirildiginde gruplar arasinda
anlaml farklilik saptanmadi. Damarlanmada TZF ve TZF+kok hiicre grubunda anlamli bir
farklilik saptanmamasi ise TZF’nin etkilerinin 7. giinde pik yapmasi (121) ve kok hiicre
etkinliginin uzun dénemde anlaml1 fark yapacagina baglandi.

Tastyict olarak TZF kullanilan kok hiicreleri isaretleyip takip ettigimizde bu kok
hiicreleri hem endotelde hem de villoz yapilar icerisinde gordiik. Kok hiicrenin anastomoz
duvarindan endotele ve villoz yapilar arasina ilerleme ve farklilagmamasini tam olarak
aciklayamamaktayiz. Adas ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada (126), mezenkimal kok
hiicreler iskemik kolon duvarinda tespit edilmis fakat in vivo degisim ve anjiyogenik
faktorler net olarak ortaya konamamustir. Tadauchi ve arkadaslarinin KIKKH nin iskemik
kolitteki terapétik etkinliginin arastirildigi ¢alismada (127), kok hiicrelerin mukoza,

submukoza, muskularis propria ve subserozal alanlarda oldugu gosterilmis.
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6. SONUC

Calismamizda kolon anastomozlarinda TZF ve TZF’yi kok hiicre tasiyicisi olarak
kullandik. Mezenkimal kok hiicreler ve TZF giiniimiizde etkinliginin yiiksek olmasi, kolay
elde edilebilmesi ve yan etkilerinin az olmasi sebebiyle bir¢cok hastalikta tedavi amagh
kullanilmaktadir. Ayrica adipoz doku mezenkimal kok hiicre eldesi agisindan zengin ve
kolay ulasilir bir dokudur. Her iki etkeninde kolon anastomozu iizerine olan etkilerini
ortaya koymay1 amagladik.

Calismamizda giiniimiizde hala birgok anabilim dalinin iizerinde deneysel
calismalarini devam ettirdigi TZF ve kok hiicreyi kullandik. Patlama basinct ve
anjiyografik degerlendirmede TZF+kok hiicre grubu diger gruplara gore anlamli derece
farklilik saptanmasina ragmen histopatolojik degerlendirmede TZF ve TZF+kok hiicre
grubunda anlamli farklilik saptanmadi. Bu da TZF’nin kisa donemdeki etkisine baglandi.

Sonu¢ olarak TZF ve TZF+kok hiicre uygulanmis kolon anastomozlarinda,
anastomoz damarlanmasinin ve saglamliginin arttig1 ve karin i¢i yapisikligin azaldigim
gordiik. Buna gére ADKKH, anastomoz yara iyilesmesinde kullanilabilecek, olumlu
etkileri olan yeni bir tedavi yontemi olabilir. Ayrica TZF ve kok hiicrenin kolon
anastomoz iizerinde olumlu etkileri olmasina ragmen, c¢alisma siiresi daha uzun olacak

calismalarla her iki etken arasinda farkliliklarin ortaya konmasi anlamli olacaktir.
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