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Ozet

Amag: Calismanuzin amact, goniillii bir donoriin kemik iligin-
den hiicre kiiltiirii ile mezenkimal kok hiicre (MKH)'lerin elde
edilerek isaretlenmesi ve daha sonra isaretlenmis olan bu hiic-
releri korozif ozofajit olusturulmus rat ozofagusuna implante
ederek etkilerini incelemektir.

Gerec ve Yontemler: Goniillii erkek dondriin kemik iligi aspi-
rasyonu ile elde edilen hiicreler, hiicre kiiltiirii ile 3 pasaj son-
rasinda akim sitometri ve hiicresel farklilasmay: (osteojenik ve
adipojenik) incelemek icin ikiye ayrildi. Daha sonra hiicreler
1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine  (Dil)
ile isaretlendi ve ratlara enjeksiyon icin hazir hale getirildi.
Toplam otuz adet Wistar-Albino cinsi erigkin disi rat ii¢ esit
gruba boliindii. Korozif dzofajit modeli literatiirde tammlanmug
olan standart %15’lik sodyum hidroksit (NaOH) ile olusturuldu.
Grup I (sham grubu): Kontrol grubu kabul edilip ézofajit olug-
turulmadi. Grup I1: Yalnizca korozif ozofajit modeli olusturuldu.
Grup 111 Korozif 6zofajit olusturulduktan iki saat sonra Dil ile
isaretlenmis MKH'ler dzofagusa implante edildi. Implantasyon-
dan 21 giin sonra deney sonlandirildi ve alinan dzofagus doku
ornekleri, histopatolojik hasar, stenoz indeksi (SI), Dil isaretli
hiicrelerin florasan mikroskopta goriintiilenmesi ve Y kromozo-
mu i¢in floresan in situ hibridizasyon (FISH) yonlerinden ince-
lendi.

Bulgular: Alkim sitometri sonuclarina gore elde edilen hiicre-
lerin MKH olduklar: gosterildi. Hiicresel farklilagma yontem-
leri ile adipojenik ve osteojenik farklilasma oldugu gosterildi.
Histopatolojik incelemede fibrozis, inflamasyon ve nekroz ayr
ayri degerlendirilmis olup gruplar arasinda yalnizca fibrozis so-
nuglart agisindan anlaml fark saptandr (p<0.05). SI agisindan
gruplar arasinda anlaml fark saptanmadi. Florasan mikroskop
incelemede ozofagus epitelinde Dil ile isaretli hiicreler goriildii.
Son olarak, FISH yontemi ile yapilan incelemede biri disinda
diger tiim ratlarda Y kromozumu gosterildi.

Sonug: Bu calisma, MKH’lerin korozif dzofajite bagh zedelen-
mede epitele implante olabilecegini ve fibrozisi azaltarak kismen
iyilestirici bir rol oynayabilecegini desteklemistir. Bununla bera-
ber MKH implantasyonu diger histopatolojik bulgular ve SI iize-
rine anlamli bir etkide bulunmamug olup MKH’lerin bu amagla
kullanimu icin daha ayrintili calismalara gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Korozifler, 6zofajit, mezenkimal kok hiicre,
fibrozis

Summary
Mesenchymal stem cell therapy in corrosive esophagitis in rats

Objective: The aim of this study was to investigate the efficacy of
procure mesenchymal stem cells (MSCs) in tissue culture taken
from a volunteer donor’s bone marrow which were marked and
then implanted in a model of corrosive esophagitis in rats.

Material and Methods: Cell samples from a volunteer male hu-
man donor’s bone marrow aspiration were prepared for 3 weeks
in the cell culture and then they were split in two for flow cyto-
metry and differentiation (adipogenic and osteogenic). Before
injection to the rats cells were marked with 1’-Dioctadecyl-
3,3,3°,3 -tetramethylindocarbocyanine (Dil). Thirty Wistar-
Albino female rats were divided into three equal groups. A
standard corrosives esophagitis model was produced by 15%
sodium hydroxide (NaOH). Group I (sham group): Only used
0.9% saline and did not form any esophagitis. Group 11: Applied
only corrosives esophagitis model. Group 1I11: Applied corrosi-
ves esophagitis model and two hours later marked MSCs have
been implanted. We assessed the esophageal tissue by measuring
histopathologic damage, stenosis index (SI), for the cells with
marked Dil by fluorescence microscope and fluorescence in situ
hybridization (FISH) for Y chromosome.

Results: We have indicated MSCs with flow cytometry. We have
represented adipogenic and osteogenic differentiation by using
differentiation techniques. The histopathologic parameters were
examined by fibrosis, inflammation and necrosis. There was a
significant difference between the groups in fibrosis (p<0.05).
There was not significant difference between the groups for SI.
Dil marked stem cells were shown with examination by fluores-
cence microscope. Finally the Y chromosomes were determined
in the esophageal tissue of rats by FISH analysis except one
rat.

Conclusion: Results demonstrated that after forming a corrosive
esophagitis model in rats; MSCs can be implanted to esophageal
epithelium and have partly curative effect by reducing fibrosis.
There was no significant difference with other histopathologic
findings. Therefore more detailed studies are needed using MSCs
in corrosive esophageal injuries.
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fibrosis
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Giris

Korozif 6zofajit, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde
sik kargilagilan, ev temizliginde kullanilan yiiksek yo-
gunluktaki kostik maddelerin kaza ile i¢ilmesi sonu-
cu gelisen bir klinik tablodur. Siklikla alkali tiirdeki
maddelerle olugmaktadir ©!®. Asit veya alkali olabi-
len korozif maddeler, hi¢ hasar olusturmayabildikleri
gibi ¢cogunlukla agizda ve 6zofagusta gozlenen agir
yaniklar ve 6liim ile sonuglanabilecek klinik tablolar
olusturabilmektedirler “719, Akut nekrotik faz olarak
da bilinen ilk bir ile dort giin i¢inde iskemik doku
hasar1 ile birlikte serbest oksijen radikallerine bagh
da doku hasar1 ortaya ¢ikar ¢3! Bu doku hasari so-
nunda inflamasyon ve kollajen artisi ile karakterize
fibrozis ortaya ¢ikarak, korozif 6zofajitin ge¢c kompli-
kasyonu (3 hafta veya daha erken de gelisebilir) olan
striktiire neden olur @'V, Ozofagus striktiirii tedavi-
sinde, bujinaj, intraluminal stentler ve cerrahi teknik-
ler yer almaktadir @V,

Kok hiicreler; mezenkimal kok hiicre (MKH), emb-
riyonik kok hiicre, pluripotent kok hiicre ve amniotik
s1vi kaynakli kok hiicreler olmak iizere elde edildikle-
ri bolgelere gore siniflandirilmaktadirlar. Bunlar ara-
sinda klinikte en sik kullanilan hiicreler MKH’dir ve
en ¢ok doku miihendisligi ve kok hiicre tedavisinde
kullanilmaktadir.

Calismamizda; kok hiicre tedavisinin gilinlimiizde
sahip oldugu uygulama yontemleri ve farkli organ
sistemlerinde vermis oldugu anlamli sonuglar goz
ontinde bulunduruldu. Amacimiz, goniillii bir dono-
riin kemik iliginden hiicre kiiltiirii ile MKH’lerin elde
edilmesi, isaretlenmesi ve daha sonra bu hiicreleri ko-
rozif 6zofajit olusturulmus rat 6zofagusuna implante
ederek etkilerini incelemektir.

Gerec ve Yontem

Bu deneysel calisma, Baskent Universitesi Tip Fakiil-
tesi Deneysel Arastirma ve Hayvan Laboratuvari’nda
yapilmis olup calismada kullanilan ratlar ayni
merkezden temin edilmistir. Mononiikleer hiic-
re izolasyonu, Kkiiltiirli, tripsinizasyon, akim sito-
metri, MKH’in farklilagmas1 ve 1,1°-Dioctadecyl-
3,3,3’ 3 -tetramethylindocarbocyanine (Dil,
Invitrogen, A.B.D.) ile isaretlenmesi Baskent Uni-
versitesi Adana Uygulama ve Arastirma Merkezi
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Hematoloji Laboratuvari’nda, histopatolojik incele-
melerde Bagkent Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’'nda ve genetik islemler icin gerekli
incelemeler Bagkent Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dalr’nda yapilmistir. Bu ¢aligsma
Bagkent Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayva-
n1 Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Etik kurul
onay numarasi: 0939, tarihi: 14.12.2009).

Mezenkimal Kok Hiicrenin Identifikasyonu ve Isaret-
lenmesi

Bagkent Universitesi Adana Uygulama ve Arastir-
ma Merkezi Hematoloji Laboratuvari’nda kok hiicre
kiilttirti yalnizca insandan tiretilmekte olup laboratu-
varda herhangi hayvan 6rnekleri kullanilmamaktadir.
Bu yiizden calismamizda dondr olarak 27 yasindaki
saglikli, erkek M.K. adli hastadan etik kurul onay-
It rapora imzasi alinarak 09.08.2010 tarihinde lokal
anestezi altinda krista ilikadan 20 ml kemik iligi 20
p/ml non-prezervatif heparin (Sigma, Almanya) i¢ine
aspire edildi. Izole edilen hiicre siispansiyonu 14 giin
boyunca kiiltiir ortaminda 3 pasaj sonucunda mililit-
resinde 1x104 hiicre olacak sekilde siispansiyon ha-
zirlanarak siispansiyon hacmine gore flask miktarima
karar verilip ekim yapildi.

Tripsinizasyon sonrasi hiicre sayimi i¢in siispansi-
yondan 10 gl alinarak Thoma laminda (Marienfeld,
Almanya) sayimm yapildi. Canlilik i¢in her pasajda
Nikon Eclipse E600 floresan mikroskobu (Tokyo,
Japonya) kullanilarak Acridine Orange (Sigma, Ger-
many) / Ethidium Bromide (Sigma, Almanya) ile
analiz edildi.

Hiicre kiiltiiriinden elde edilen MKH her bir tiipe
CD105 / CD73 / CD 34 / CD45 monoklonal antikor-
lardan ve noral glial antijen ikiden (NG2) 10’ar ul
konuldu ve iizerine hiicre sayis1 5x10° olacak sekilde
MKH siispansiyonu eklendi. Oda sicakliginda ve ka-
ranlikta 20 dk. inkiibe edildikten sonra akim sitomet-
ride analiz edildi. Akim sitometrik caligmalar igin,
FACS CANTO II (Becton Dickinson, Bioscience
Pharmingen, San Diago, CA, A.B.D.) cihazi kullanil-
di. Analizler FACS Diva (Becton Dickinson, San Di-
ago, CA, A.B.D.) yazilimi kullanilarak ¢6ziimlendi.

Uciincii pasaja ulasan MKH iki flaska farklilasma
amaciyla ayrildi. Adipojenik farklilasma i¢in 0,5 uM
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methyl-isobutylxanthine (Sigma, Almanya), 10 ug/
mL insan rekombinant insulin (Lilly France SAS,
Fegersheim, Fransa) ve 1 uM deksametazon (Fluka,
Deva Holding, Istanbul, Tiirkiye) ortama eklendi. Os-
teojenik farklilagma icin MKH 21 giin boyunca os-
teojenik farklilagma ortami (Stemcell Technologies,
Kanada) igeren kiiltiir ortamu ile inkiibe edildi. Uciin-
cli pasaj sonrasinda siispansiyon, hayvan uygulama-
st i¢in her bir vialde 500 p1 hacim (toplam 800.000
hiicre) olacak sekilde pasajland: ve injeksiyona hazir
hale getirildi. Siispansiyon igerisinden 20 yI alinarak
preparat hazirlandi.

Deney Hayvanlar

Calismamizda 10’ar adet, agirliklar1 200-250 g ara-
sinda degisen Wistar-Albino cinsi disi ratlardan olu-
san ii¢ grup kullanildi. Ozofajit modeli literatiirdeki
klasik Gehanno ve Guedon modelinin modifikasyonu
ornek alinarak olusturuldu ©. Deney siiresi ii¢ haf-
ta olarak belirlendi. Anestezi icin 60 mg/kg ketamin
hidrokloriir (HCI, Ketasol % 10, Richter Pharmaag
Wels Avusturya) ve 6 mg/kg xylazin HCl (Rompun,
% 2 Bayer Healthcare Llc. Animal Health division
12707, Shawnee, Kansas 66201, A.B.D.) intraperi-
toneal olarak uygulandi. Asepsi ve antisepsi denegin
karm cildi tiraglandiktan sonra povidon iyodiir ile te-
mizlenerek yapildi.

Gruplar

Gruplar Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Deney gruplari.

Grup I Kontrol Grubu (SHAM) (n=10)

GrupII  Yalmizca korozif 6zofajit olusturulan grup (n=10)

Grup Il Korozif 6zofajit olusturulduktan iki saat sonra Dil ile
isaretlenmis MKH’lerin 6zofagusa implante edildigi

grup (n=10)

Toplam 30 rat

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

Gobek iistii median laparotomi ile karma girildi.
Abdominal 6zofagus gastrodzofageal bileske sevi-
yesinden 2/0 ipek ile baglandi. 4F feeding sonda
ag1z yoluyla distal 6zofagusa kadar ilerletildi. Ozo-
fagus karin icine dogru ¢ekilerek gastroozofageal

bileskenin yaklagik 2 cm iistiinden tekrar 2/0 ipek
ile baglandi. izole edilen 6zofagus segmenti, du-
vari seffaf sekilde goriiliinceye kadar, izotonik se-
rum (% 0,9 NaCl) ile dolduruldu. 90 saniye bek-
lendikten sonra islem sonlandirildi. Ipek siitiirler
alindi. Karin katlart 4/0 ipek siitiir ile anatomik
planda kapatildi.

Grup II: Yalnizca korozif 6zofajit olusturulan grup
(n=10)

Sham grubunda uygulanan iglemlerin aynist ger-
ceklestirildi. Farkli olarak distal 6zofagusa izoto-
nik serum yerine deneklere % 15°lik NaOH 6zofa-
gus duvari seffaf sekilde goriiliinceye kadar verildi.
90 saniye beklendikten sonra aspire edildi. Ardin-
dan distile su ile 60 saniye irrige edilip isleme son
verildi.

Grup III: Korozif 6zofajit olusturulduktan iki saat
sonra Dil ile isaretlenmis MKH’lerin 6zofagusa imp-
lante edildigi grup (n=10)

Grup II’de uygulanan iglemlerin aynist gerceklesti-
rildi. Iki saat sonra 6zofagusun korozyon olusturulan
gastroozofageal bileskenin yaklasik 2 cm iistiindeki
segmentine 26 gauge enjektor ile toplam 500 mikro-
litre 800.000 insan (erkek) kemik iliginden elde edil-
mis Dil ile isaretli MKH, her kadrandan 100 mikro-
litre olarak 6zofagusun tiim katlarma sirkiiler olarak
implante edildi.

Biitiin deneklere girisimden sonraki ii¢ giin analjezi
amaci ile 0,05 mg/kg fentanyl (Fentanyl-Janssen 2
ml, Manufactured by: Janssen Pharmaceutica N.V.
Turnhoutseweg 30-B-2340 Beerse-Belcika) intrape-
ritoneal ve 3 hafta boyunca dehidratasyonu engelle-
mek amaci ile intraperitoneal yolla her giin 5 ml %5
dekstrozlu izotonik verildi. Hayvanlarin beslenmesi-
ne caligma siiresince standart yem ve su ile devam
edildi.

Sakrifikasyon iiclincii haftanin sonunda kuyruk ve-
ninden verilen 150 mg/kg pentobarbitiirat (Pental
Sodyum 0,5 g .E. Ulagay Ilag¢ Sanayi Tiirk AS. Top-
kapi, Istanbul) ile saglandi. Distal 6zofagus inceleme
amaci ile eksize edilerek histopatolojik ve genetik is-
lemler uygulandi.



Histopatolojik Inceleme

Biyopsi 6rnekleri % 10’luk formalin soliisyonu icer-
sinde fikse edilerek patoloji laboratuvarina gonderil-
di. Materyallerin tamamina enine kesit uyguland1 ve
doku takibine alindi. Doku takibinden sonra parafin
bloga gdmiilen dokulardan 5 mikron kalinliginda ke-
sitler hazirlanarak Hematoksilen-Eozin ve Masson
trikrom ile boyandi. Histolojik incelemede hasar-
lanmanin derecesi; inflamasyon, fibrozis ve nekroz
varli§1 incelenerek derecelendirildi. Histopatolojik
derecelendirme Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Histopatolojik derecelendirme.

Inflamasyon Fibrozis derecelendir- Nekroz derecelendir-
derecelendirmesi ~ mesi mesi
Derece 0: Derece 0: Fibrozis Derece 0: Nekroz yok

Inflamasyon yok

yok (normal olarak
mukoza ve
submukozada gevsek
bag dokusu izlenir)

Derece 1: Mukozal

Derece 1: Mukoza ve

Derece 1: Mukozal

- submukozal submukozada artmig  yiizey epitelinde
inflamatuvar fibroblast erozyon - nekroz
reaksiyon proliferasyonu
Derece 2: Derece 2: Mukoza ve Derece 2: Mukoza ve
Mukoza, submukoza yani sira  submukozay1 kismen
submukoza ve muskularis propria veya tamamen iceren
muskularis tabakasint da kismen nekroz
propriada veya tamamen
inflamatuvar ortadan kaldiran
reaksiyon artmig fibroblast

proliferasyonu
Derece 3: Derece 3: Adventisya Derece 3: Mukoza ve
Adventisya dahil ~ dahil 6zofagus muskular mukozanin
ozofagus duvarinin tiim yani sira muskularis
duvarinin tiim katlarinda artmig propriay1 da kismen
katlarinda fibroblast veya tamamen iceren
inflamatuvar proliferasyonu nekroz
reaksiyon

Isik mikroskopik incelemede 6zofagus duvar kalinli-
81 ve limen ¢ap1 ol¢iilerek kaydedildi. Stenoz indeksi
(SI) 6zefagus duvar kalinhigmin limen ¢apima bo-
liinmesi ile hesaplandi “?. Bu formiil ilk kez Berthet
ve arkadaglar1 tarafindan sican 6zofagusunda kostik
yanik siddetini siniflamak icin kullanilmig ve halen
kullanilmaktadir ©.

Floresan Mikroskopik ve Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) Incelemeleri

Parafine gomiilii 6zofagus dokusundan 5 mikron ka-
Iinliginda kesitler alindi. Kesitler, eosin kullanilma-
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dan yalnizca hemotoksilen ile boyanip (Dil ile isaretli
hiicrelerin, eosinin birakacagi kirmizi renk ile karis-
mamasi igin) floresan mikroskobunda incelenmek
tizere hazir hale getirildi.

Parafine gomiilii 6zofagus dokusundan 3 mikron
kalinliginda kesitler alindi. Parafin doku kesitlerine
FISH yontemi uygulanmadan once parafine gomiil-
miis dokular1 agiga ¢ikarmak ve daha iyi bir hibri-
dizasyon saglamak icin deparafinizasyon uygulandi.
Bunun i¢in icerisinde; pretreatment soliisyonu, pro-
teaz buffer II, proteaz bulunan parafin pretreatmant
reagent kit IT (Vysis) kullanildi.

Hibridizasyon islemi i¢in -20°C’de saklanan Cep X
SO ve Cep Y SG DNA Probe Kit (Vysis, Abbott Mo-
lecular Inc. Des Plaines, IL 60018 A.B.D.) kullanildi.
Floresan mikroskopta kullanilan proba uygun filtreler
ile preparatlar degerlendirildi ve CytoVision goriintii
analiz sistemi kullanilarak sinyallerin gozlendigi hiic-
reler kaydedildi.

Istatistiksel Analiz

Calismanin verileri Statistical Package for Social Sci-
ences (SPSS) 17.0 istatistik paket programina akta-
rilarak analiz edilmistir. Doku fibrozis, inflamasyon
ve nekroz diizeyleri ortalama + standart sapma (SD)
cinsinden sunulmustur. Gruplar arasi ikili ve tiglii kar-
stlagtirmalarda Kruskal-Wallis testi, ki-kare testi ve
Mann Whitney U testi kullanilmugtir. Istatistiksel an-
lamlilik diizeyi “p<0,05” olarak belirlenmistir.

Bulgular

Akim sitometri degerlendirme sonuclarina gore, hiic-
relerin CD45 ve CD34 icin negatif, ancak CD73,
CD105 ve NG2 icin pozitif olduklar1 saptandi. Bu
sonuglara gore hiicrelerin MKH ile uyumlu olduklar1
gosterildi.

Adipojenik farklilagmanin oldugunu gosteren 21. giin
Oil Red O (Sigma, Almanya) ile boyanmus lipid adi-
pozitleri Nikon Eclipse TS 100 invert mikroskop (Ja-
ponya) ile gosterildi. Osteojenik farklilasmanin oldu-
Sunu gosteren Alizarin Red S (Sigma, Almanya) ile
boyal1 kalsiyum fosfat depozitleri Nikon Eclipse TS
100 invert mikroskop (Japonya) ile gosterildi (Resim
la ve 1b).
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Resim 1a. Adipojenik farkhlasmay gosteren Oil Red O ile bo-
yanmus lipid adipozitleri.

Resim 1b. Osteojenik farkhlasmayi gosteren Alizarin Red S ile
boyal kalsiyum fosfat depozitleri.

Deney sonundaki rat sayilari Tablo 3’de 6zetlenmis-
tir. Histolojik incelemede hasarlanmanin derecesi;
inflamasyon, fibrozis ve nekroz varligi bulgularinin
ylizde dagilimi ayr1 ayrt hesaplanmigtir. Tablo 4’de
gruplara gore fibrozis bulgularinin yiizde dagilimi
sunulmustur. Gruplar igerisinde fibrozis dereceleri ile
hesaplama yapildiginda anlamli farklar goriilmemis-
tir. Fakat fibrozis varli§1 ve yoklugu seklinde yapilan
hesaplamalarda, anlamli fark saptanmigtir (p<0,05).
Inflamasyon agisindan yapilan hesaplamalarda grup-
lar icerisinde anlamli farklar gortilmemistir (p>0,05).
Tablo 5’de gruplara gore inflamasyon bulgularinin
ylizde dagilimi sunulmugtur. Grup 3’te yalnizca bir
hayvanda inflamasyon bulgusu saptanmuistir.

Tablo 3. Ratlarin sayisi.

Gruplar Baslangic 21. giin
Grup I 10 8
Grup II 10 6
Grup III 10 9

Tablo 4. Gruplara gore fibrozis bulgularimn yiizde dagilimi.

Gruplar  Say1 Fibrozis Fibrozis

Var (%) Yok (%)
Grup I 8 - 8 (100,0)
Grup II 6 2(33.3) 4(66,7)
Grup III 9 - 9 (100,0)

x2=6206  p=0045

Tablo 5. Gruplara gore inflamasyon bulgularinin yiizde dagilim.

Gruplar  Say1 inflamasyon inflamasyon
Var (%) Yok (%)
Grup I 8 - 8 (100,0)
Grup II 6 5(83.3) 1(167)
Grup III 9 1(11,1) 8 (88,9)

x2=1308  p=0,520

Hesaplamalar 21. giine gore yapildigi ve de deney bo-
yunca yasayan hayvanlarin hi¢birinde nekroz goriil-
medigi yalmzca erken donemde kaybedilen hayvan-
larda nekroz saptandigi i¢in nekroz agisindan yiizde
dagilim1 hesaplanamamustir.

Deney gruplarinin ortalama SI degerleri, Tablo 6’da
sunulmustur. En diigiik diizey Grup I’de goriilmiig
olup, tiim gruplar icerisinde SI diizeyleri ag¢isindan,
kontrol grubundan dolay1 anlamli fark saptanmigtir
(p<0,05). Fakat Grup 1II ile Grup III arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli fark saptanmamusgtir.

Tablo 6. Stenoz indeksi (SI) degerleri.

Ortalama+SD Ortanca
(minimum-maksimum)

Gruplar  Say1

Grup I 8 0224006 0.22 (0,16-0,29)

Grup II 6 0,37+0,11 0,37 (0.21-0,54)

Grup III 9 0,36+0,11 0,34 (0,23-0,53)
p=0,019

Floresan mikroskobu ile Dil ile isaretli MKH’lerin
ozofagus epitelinin hemen altinda yerlestikleri ve 21
giin sonra halen canliliklarmi siirdiirmiis olduklar:
goriildii (Nikon Eclipse 80i, Resim 2).

Grup III’tin FISH sonuglarina gore 9 hayvanda hem X
ve hem de Y sinyali saptanirken dért numarali denekte
X veya Y sinyaline rastlanmadi. Floresan mikroskobu
ile yapilan degerlendirmede atipik biiyiik hiicreler go-
riilmiistiir ve X sinyali kirmizi1 ile Y sinyali yesil renk
ile degerlendirilip fotograflar: ¢ekilmistir (Resim 3).



Resim 2. Grup III’den 8 numaral rattan alinan 6zofagusun
Dil isaretli MKH’in epitelde daha fazla olmak iizere mikros-
kopik goriintiisii.

Resim 3. Grup III’den 4 numaral rattan alinan 6zofagusun
hibridizasyon sonucu saptanan X ve Y kromozomu sinyalleri-
nin florasan mikroskobundaki goriintiileri.

Tartisma

Cocuk cerrahlarmin ¢ofunun ortak goriisii “En iyi
6zofagus hastanin kendi 6zofagusudur”. Korozif 6zo-
fagus yaralanmalarina yonelik yapilan calismalara
bakildiginda iki 6nemli faktoriin dikkat ¢ekici oldugu
goriilmektedir. Birincisi, bu konuda arastirma yapilan
iilkelerin genellikle sorunun daha sik yasandigi ge-
lismekte olan iilkeler olmasidir. Diger 6nemli nokta
ise yapilan bu caligmalarin daha c¢ok ge¢ donemde
gelisen darligin onlenebilmesine yonelik caligmalar
oldugudur 1014162022 'T{im caligmalarda kabul géren
goriis ilk anda gelisen hasarin derecesinin, daha sonra
ortaya ¢ikan darlik derecesini dogrudan etkiledigidir.
Ozofagus hasarlanmasinda erken donemde 6n plan-
da olan patoloji; kanama, tromboz ve 6demle beraber

Cocuk Cerrahisi Dergisi 28(1):1-8, 2014

seyreden inflamasyondur. Yaralanmanin birinci ve
ikinci haftalarinda submukozal damarlarda tromboz
ve bu tromboza bagli nekroz ile 6demde artig izlenir.
Uclincii haftadan itibaren ise fibroblastlarin submu-
kozaya yerlesmesiyle, fibrozis ve hasarlanmanin de-
recesine gore darlik gelismeye baglar 051722

Korozif 6zofagus darlig1 olgularinin bir kismi; degi-
sen siklik ve sayilarda balon veya buji dilatasyonlar1
ile tedavi edilebilmekte, 6nemli bir kisminda ise di-
latasyonlarin etkisiz olusu nedeniyle 6zofageal rep-
lasman segeneklerine bagvurulmaktadir. Ozofageal
replasman uygulanan hastalarda ise ¢ok uzun siireli,
pahali, uzun hastanede kalig gerektirebilecek, bircok
komplikasyon potansiyeli olan, agir ameliyatlar son-
rast farinks ile mide arasindaki devamlilik saglansa
da, replasman i¢in kullanilan organa bagli dezavan-
tajlar, hastaya kendi 6zofagusunu aratmaktadir.

Calismamizda kok hiicre tedavisinin gilintimiizde
sahip oldugu uygulama yontemleri ve farkli organ
sistemlerinde vermis oldugu yiiz giildiiriicii sonug-
lar g6z oniinde bulunduruldu. Kok hiicrenin korozif
madde yutmaya bagl 6zofagus striktiiriine neden ol-
dugu fibrozisi 6nleyerek, 6zofagusun mukoza dokusu
gelisiminin saglanabilecegi hipotezinden yola ¢ikil-
mis; morbiditesi mevcut tedavi seceneklerinden daha
diisiik, korozif 6zofagus striktiirii olgulara daha ka-
liteli yasam vaat eden bir alternatife temel atilmasi
hedeflenmistir.

Ozofagus yenilenmesinde gelecekte yapilacak yeni
caligmalar sayesinde yeni hiicre kaynaklar: saglana-
caktir. Bu kaynaklarin baginda MKH, embriyonik kok
hiicreler, pluripotent kok hiicreler ve amniyon sivisi
kok hiicreleri olacaktir. Bunlarin icinde MKH iize-
rinde en ¢ok durulan ve aragtirilan hiicreler olmustur.
MKH multipotent 6zelliklerinden dolay1 osteoblasta,
kondrositlere, miyosite, adipozitlere, pankreas ada
hiicrelerine ve noral hiicrelere farklilagabilme 6zelli-
gine sahiptirler @». 2004 yilinda Epperly ve ark.’nin
® yaptig1 bir calismada, yetigkin fare kemik iliginden
izole edilen 6zofagus progenitor hiicrelerin radyas-
yon uygulanmig fare 6zofagusunda prolifere oldugu
gosterilmis ve hiicrelerin 6zofagus skuamoz epiteline
farklilagtig1 belirtilmistir. Bagka bir ¢aligmada Mal-
vasio ve ark. 19 cesitli oranlarda sodyum hidroksi-
te maruz birakilan koyun 6zofagusunda diisiik doz
sodyum hidroksit uygulanan dokularda canli 6zofa-
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gus epitel hiicrelerini izole edilmis ve 6zefagus doku
miihendisligi ile alternatif hiicre kaynagi olabilece-
gini savunulmustur. Calismamizda merkezimizdeki
kisitlamalardan dolay1 dondr insandan secilip ratlara
uygulanmak zorunda kalinmigstir ve 6zefagus yerine
kemik iliginden MKH {iretilmistir.

MKH, beyin, kemik ve kemik iligi, adipoz doku,
umblikal kord kanu, siit disleri, sinovyum, kan damar-
lar1 ve kandan izole edilebilmektedir. Ayn1 zamanda
kolay izole edilebilmeleri, in vitro kosullarda kiiltiir
edilebilmeleri ve herhangi bir etik acidan sorun olus-
turmamalar1 gibi avantajlara sahiptir. MKH rejenera-
tif tipta cok onemli bir yere sahip ve bu yilizden daha
fazla ayrintili biyolojik ve fonsiyonel ozelliklerinin
aragtirilmasi gerekmektedir 3.

Calismamizda hiicreleri akim sitometri ile deger-
lendirilip CD45 ve CD34’den negatif ancak CD73,
CD105 ve NG2’den pozitif ¢ikmasi ile elde ettigi-
miz hiicrelerin MKH olduklarint gosterdigimiz gibi
adipojenik ve osteojenik farklilasmay1 da gostererek
bulgularimizi desteklemis olduk. Fakat yine merke-
zimizdeki kisitlamalardan dolayr calismamizda kas
farklilagmasi gosterilemedi. Literatiirde yapilan bir
calismada kemik iligi kaynakli MKH’in in vitro ve in
vivo iskelet ve diiz kasa rejenere olabilme kapasitesi
gostererek gastroozefageal bileskede kullanilmustir.
Calismalarinda kas progenitor hiicrelerinden ve ke-
mik iliginden izole ettikleri MKH’i intravendz injek-
siyon yolla uygulayip; sonuglarini kiyaslanmigtir ©.

Calismamizda kostik hasar olusturulan ratlarin he-
men hepsinde az veya ¢ok mikroskopik hasar bul-
gulart gozlendi. SHAM grubuna gore, % 15 NaOH
verilip kok hiicre enjeksiyonu yapilmayan ratlarda
inflamasyon, fibrozis ve nekroz gibi mikroskopik
bulgular belirgindi. Ge¢ donemde gelisen 6zofageal
striktiirti de dikkate aldigimizda bulgularimiz korozif
ozofagus yanig1 modelinin bagari ile gerceklestigini
gostermektedir. MKH enjeksiyonu yapilan ratlarin
eksizyonlarinda makroskobik olarak patolojik bulgu-
ya rastlanmadi. Yirmi bir giinliik takibimizde on rat-
tan yalnizca bir kaybimiz olmasi ve beslenmelerinde
herhangi bir degisiklige rastlanmamasi, MKH’lerin
enjekte edildigi korozyon bolgesine yerlesip stenoz
gelisimini engelledigi diisiindiirmektedir. Ayn1 za-
manda 21 giin sonra yapilan floresan mikroskobu ile
incelemede o bolgede gerek Dil ile isaretli MKH nin

ozellikle 6zofagusun epitel bolgesinde canliligini stir-
diirmesi sonuglarimizt desteklemektedir.

Dil isaretli MKH’in gosterilebilmesi icin floresan
mikroskobunda 560 nm’de altinci filtrede bakilmasi
gerekir. Bizim ¢alismamizda yalnizca hemotoksilen
ile boyanip ayrica antijen kullanilmamugstir. Fakat
MKH nin biiyiik bir kismi1 o bolgenin kendi kok hiic-
relerinin nig bolgesi olan epitele yerlestikleri hemo-
toksilen boyasi ile de gosterilmistir. MKH’in 6zofagus
epitel hiicresine farklilasma potansiyeli 6zel belirtec-
ler kullanilarak gosterilmektedir. Merkezimizde yal-
nizca canli hiicrelerin varlig1 ve 6zofagus stenozuna
etkisi gosterilebilmistir. Kantarcioglu ve ark. 12 2014
yilinda yapmis olduklari ¢alismamiza ¢ok benzer bir
deneysel ¢alismada ise ratlarda olusturulan 6zofagus
kostik hasardan sonra kuyruk veninden verilen Dil ile
isaretlenmis MKH’in pozitron emisyon tomografisi
ile 6zofagusun epitel ve kas tabakasina yerlestikleri
gosterilmis fakat calismamizdan farkli olarak histo-
patolojik bulgularda anlamli bir degisiklik bulunama-
mistir. Bu farklilifin, calismamizda, MKH’leri daha
yiiksek bir etki potansiyeline sahip olan lokal yolla
uygulamamizdan kaynaklandigini diisiiniiyoruz.

Sonug olarak, “En iyi 6zofagus hastanin kendi 6zo-
fagusudur” goriisiinden yola cikarak bdyle bir ca-
lisma yapildi. Calismamizda insan kaynakli iretilen
MKH’nin o6ncelikle akim sitometri 6zelliklerini ve
farklilagmasini gostererek kok hiicre olduklarini gos-
terdik. Bu hiicreler Dil ile isaretlenip floresan mik-
roskobunda gosterildi. FISH analizi ile disi ratlarda
dokuya yerlesmis olan erkek donorden elde edilen
MKH’deki Y kromozomunu gosterdik. Son olarak,
histopatolojik olarak yalnizca fibrozisin engellenme-
si konusunda anlamli sonuglar elde ettik. Organ ha-
sarlanmasinda kok hiicre kullanimi i¢in kat edilecek
cok yol oldugunu ve ileriye doniik allogreft donor
kullanilarak yeni caligsmalarin yapilmast gerektigini
diisiinmekteyiz.
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