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TESEKKUR

Cerrah olmak i¢in ¢iktigim bu yolda beni yalniz birakmayan Genel Cerrahi
Anabilim Dal1 6gretim iiyelerimize, deney protokoliiniin yazildig1 ilk giinden tezimi
tamamladigim giline kadar bilgi ve tecriibesini esirgemeyen tiim proje ekibine,
calismanin finansal destegini saglayan Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Birimine, bugiinlere gelmem i¢in her zaman yanimda ve bana destek olan annem
Cigdem Aciroglu, babam Omer Faruk Aciroglu, kardesim Burcu Giineri ve

arkadaslarim Alpay Kii¢iikali¢ ve Kiirsat Dogan’a tesekkiir ederim.

Dr. Ramazan Aciroglu



OZET

Aciroglu R., Sicanda kolon anastomozu modelinde E vitamininin yara iyilesmesi
Uzerine erken donem etkileri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Genel
Cerrahi Tezi Ankara 2021

Amag: Gastrointestinal sistem cerrahisi sonrasi goriillen anastomoz kacagi ve
anastomoz darlig1 gibi komplikasyonlar énemli morbidite ve mortalite nedenleri
olup, hastanede kalis siiresini ve tedavi maliyetini belirgin sekilde etkilemektedir. Bu
komplikasyonlarin gelismesinde yara iyilesmesi siirecinin etkinligi son derece
onemlidir. Vicutta bilinen en glgcli antioksidanlardan biri E vitaminidir. E vitaminin
gerek genel anlamda yara iyilesmesi iizerine gerekse spesifik olarak gastrointestinal
sistemde yara iyilesmesi iizerine etkileri konusunda yeterli bilgi yoktur. Bu deneysel
calismada sicanda kolon anastomozu modelinde E vitamininin kolon anastomozu
iyilesmesi lizerine erken donem etkilerinin arastirilmast hedeflenmistir.

Gereg ve YOontem: Caligmada 48 adet Wistar-albino cinsi sigan dort gruba ayrilarak
ketamin anestezisi altinda kolon anastomozu yapilmis, tedavi gruplarma iki farkli
dozda E vitamini verilmis, kontrol grubuna zeytinyagi verilmistir. Anastomozdan
sonra 7. glinde anastomoz yapilan segment rezeke edilerek gruplar anastomoz
patlama basinglari, doku hidroksiprolin dizeyleri ve oksidatif stres indeksleri
acisindan karsilastirilmistir. Ayrica gruplar arasinda anastomoz kacagi sikli§i da
karsilastirilmistir.

Sonuglar: Gruplar arasinda kolon anastomozu patlama basinci (p=0.245), anastomoz
sonrast doku hidroksiprolin duzeyi (p=0.163) ve anastomoz kagag: siklig1 (p=0.517)
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Cikarim: Bulgular E vitamininin yara iyilesmesinin erken doneminde kolon
anastomozu iyilesmesi lizerine olumsuz bir etkisi olmadigina isaret etmektedir. E
vitamininin antioksidan etkileri disinda farkli mekanizmalarla da etki gosteriyor
olma olasiligi yaninda daha yiiksek dozlarda uygulanmasinin gerekebilecegi

sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: E vitamini, Yara, Anastomoz, Antioksidan, Kolon
Destekleyen Kurulus: HU Bilimsel Arastirmalar Birimi, THD-2020-18802



ABSTRACT

Aciroglu R., Early effects of vitamin E on wound healing in the rat colonic
anastomosis model Hacettepe University Faculty of Medicine Thesis in General
Surgery, Ankara 2021

Aim: Complications such as anastomotic leak and anastomotic stricture after
gastrointestinal system surgery are important causes of morbidity and mortality, and
significantly affect the length of hospital stay and the cost of treatment. The
efficiency of the wound healing process is extremely important in the development
of these complications. One of the most powerful antioxidants known in the body is
vitamin E. There is not enough information about the effects of vitamin E on wound
healing in general and on wound healing specifically in the gastrointestinal system.
In this experimental study, it was aimed to investigate the early effects of vitamin E
on the healing of colon anastomosis in a rat colonic anastomosis model

Material and method: In the study, 48 Wistar-albino rats were divided into four
groups, colonic anastomosis was performed under ketamine anesthesia, two different
doses of vitamin E were given to the treatment groups, and olive oil was given to the
control group. On the 7th day after the anastomosis, the anastomotic segment was
resected and the groups were compared in terms of anastomotic bursting pressures,
tissue hydroxyproline levels and oxidative stress indices. In addition, the frequency
of anastomotic leakage was compared between the groups.

Results: There was no statistically significant difference between the groups in terms
of colon anastomosis bursting pressure (p = 0.245), tissue hydroxyproline level after
anastomosis (p = 0.163) and frequency of anastomosis leakage (p = 0.517).
Conclusion: The findings indicate that vitamin E does not have a negative effect on
colon anastomosis healing in the early period of wound healing. Apart from
antioxidant effects of vitamin E, it is thought that it may need to be administered in
higher doses, as well as the possibility of its effect with different mechanisms.

Key Words: Vitamin E, Wound, Anastomosis, Antioxidant, Colon
Supported by Hacettepe University Scientific Research Unit, THD-2020-18802
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1. GIRIS VE AMAC

Gastointestinal sistemde onarim ve yara iyilesmesi gastrointestinal sistemin
emilim, bariyer ve motor fonksiyonlarimin normal ¢alismasinin temelini olusturur.
Yara iyilesmesinin yetersiz olmasi belirgin morbidite ve mortalite ile sonuclanabilen
yara ayrismasi, anastomoz kacaklari ve fistiillere neden olabilir. Ote yandan yara
iyilesme yanitinin asirt olmasi da anastomoz darligi ile sonuglanabilir[1].

Bircok faktor yara iyilesmesini etkilemektedir. Bunlardan birisi 6zellikle
iyilesmenin inflamatuvar fazinda 6nem kazanan oksidatif strestir. Reaktif oksijen ve
nitrojen radikalleri normal insan vuciidunda farkli fizyolojik siireclerde rol oynar. Bu
reaktif radikaller antioksidan koruyucu mekanizmalar tarafindan kontrol edilir.
Oksidatif stres dlzeyini bu iki sistemin (oksidan ve antioksidan sistemler) dengesi
belirler. Bazi patolojik durumlarda oksidatif stres, antioksidan mekanizmalarin
tamponlama kapasitesini asarak dokuda hasara neden olur. Gastrointestinal sistem
cerrahileri sonrasi olusan inflamasyon antioksidatif sistemlerin smirlarini asan
oksidatif strese neden olabilir. Literatiirde oksidatif substratlarin yara iyilesmesini
bozan faktorlerden biri olabilecegi vurgulanmistir[2]. Anastomoz iyilesmesi igin
bircok antioksidan terapi giindemdedir.

E vitamini yagda ¢ozinen 8 formu barindirir. Bunlar tokoferol ve
tokotrienoller olmak Uzere 2 grupta ve 4 izomer (o, B, v, 8) halinde bulunabilir[3].
Alfa-tokoferol en giiclu ve en fazla goérilen formudur[4].

E vitamini ¢esitli sinyal yolaklar1 tizerine etki ederek, hiicre zarlar1 ve ¢oklu
zincirli doymamis yaglari reaktif oksijen radikallerine karsi korur[5]. En 6nemli Ug
reaktif oksijen radikalini; stperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikallerini temizler[6]. Bunlara ek olarak vitamin E suplementasyonunun 6zellikle
yash ve diyabetik hayvanlarda yara iyilesmesini ve immiin fonksiyonlar: olumlu
yonde etkiledigi bulunmustur[7].

E vitamini bu o6zellikleri nedeni ile bir¢ok arastirmada antioksidan olarak
kullanilmigtir. Sicanlarda radyofrekans dalgalarinin sebep oldugu oksidatif stresten
gOzu, testisi ve eritrositleri korumustur[8]. Yine bir¢ok c¢alismada ilaca bagh
nefrotoksisite ve hepatotoksisitenin antioksidan mekanizmalar sayesinde azaldigi

gosterilmistir.



E vitamininin ¢ok glgli antioksidan etkileri oldugu bilinmekle birlikte, yara
iyilesmesi tizerine etkileri konusunda yeterli bilgi yoktur. Bu calismada siganda
kolon anastomozu modelinde E vitamininin kolon anastomozu iyilesmesi iizerine

erken donem etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara lyilesmesinin Prensipleri

Yara, dokunun normal yapisinin veya fonksiyonunun bozulmasina yol agan
bir sonu¢ olarak tanimlanir. Yara iyilesmesi ise oncelikle immiin bariyerin tekrar
elde edilmesi, sonrasinda ise doku onarimi ile devam eden basamaklar serisidir[9].
Yara iyilesmesi belirli asamalar1 izler. Bunlar hemostaz ve inflamasyon fazi,
proliferasyon fazi, maturasyon ve remodeling fazlaridir[1].

Bu safhalardan birindeki gecikme veya olumsuzluk, yaranin kapanmamasi

veya iyilesmenin uzamasi ile sonuglanir[10].

a) Hemostaz ve inflamasyon

Yara yerinden salinan kemotaktik faktorlerle hemostaz baslar. Subendotelyal
kollejenin plateletlerle temasi sonucunda plateletler kiimelesir, graniillerini salar ve
koagulasyon kaskadi baslar. Platelet o-graniillerinden platelet kaynakli biiylime
faktorii “’platelet-derived growth factor’” (PDGF), doniistiiriicii biiyiime faktori
“transforming growth factor-B (TGF-R), platelet aktive edici faktor ‘’platelet-
activating factor’’ (PAF), fibronektin ve serotonin gibi ¢ok sayida yara aktive edici
maddeler salinir. Fibrin pihtist hemostazi saglamanin yaninda, polimorfoniikleer
lokositler (PMN, nétrofil) ve monositler gibi inflamatuvar hiicrelerin yaraya gocu
icin iskelet teskil eder[1].

Yaralanmay: takip eden hiicresel infiltrasyon, karakteristik belli bir siralama
izler (Sekil 2.1).

PMN’ler yara yerine ilk gelen hicrelerdir ve sayilar1 24-48 saatte pik yapar.
Artmig vaskiiler gecirgenlik, lokal prostoglandin salinimi, kompleman faktorleri,
interlokin-1 (iL-1), timor nekroz faktor-o (TNF-a), TGF-R, platelet faktor 4 gibi
kemotaktik maddeler ve bakteri Grlnleri, notrofil gociinii uyarir[1].

Notrofillerin birincil gorevi bakterilerin ve doku debrislerinin fagositozudur.
PMN’ler ayrica, erken inflamasyon sirasinda salinan sitokinlerin, 06zellikle
anjiyogenez ve Kkollajen sentezinde o©nemli etkileri olan TNF-a’ nin ana
kaynagidir[11].



Yaraya ikinci olarak gelen inflamatuvar hiicre grubu basaril bir iyilesme igin
temel kabul edilen makrofajlardir[12]. Dolagimdaki monositlerden evrilen
makrofajlar, yaralanmadan sonraki 48-96 saatte belirli bir sayiya ulasir ve

iyilesmenin sonuna kadar yarada kalir.
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Sekil 2.1. Yara iyilesmesinin hucresel, biyokimyasal ve mekanik fazlari (Brunicardi,
F.C., et al., Editors, in Schwartz's Principles of Surgery, 11e. 2019,
McGraw-Hill Education: New York, NY. sayfa 273 ten alinmistir.)

Makrofajlar, notrofiller gibi fagositozla yara debridmanina katilir ve oksijen
radikalleri ve nitrik oksit senteziyle mikrobiyal stazi saglarlar. Makrofajlarin esas
gorevi bazi sitokin ve bilylime faktorleri gibi mediatorler araciligiyla ya da direk
olarak hucre-hiicre etkilesimi ve hiicreler arasi adhezyon molekilleri “’intercelluler
adhesion molucules’” (ICAM) yardimiyla diger hiicrelerin aktivasyonu ve yaraya
toplanmasidir. Makrofajlar TGF-B, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii “’vascular

<

endothelial growth factor’ (VEGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii “’insulin like



growth factor’” (IGF), epitelyal biiyiime faktorii “’epithelial growth factor’” (EGF) ve
laktat gibi mediyatorler salarak hicre proliferasyonunu, matriks sentezini ve
anjiyogenezi duzenlerler[13, 14]. Makrofajlar ayrica anjiyogenez ve matriks

birikiminin diizenlenmesinde ve remodelingde 6nemli rol oynar.

b) Proliferasyon

Proliferasyon yara iyilesmesinin ikinci asamasidir ve kabaca 4. Ile 12. giinler
arasinda yer alir. Bu asamada doku devamlilig1 tekrar insa edilir. Fibroblastlar ve
endotel hiicreleri yara iyilesmesine son katilan hiicrelerdir ve fibroblastlar i¢in en
giicli kemotaktik faktor PDGF’dir. Fibroblastlarin, yara cevresine gittiklerinde,
birincil fonksiyonlart olan matriks sentezi ve remodelingi gerceklestirmek igin dnce
cogalmalari, sonra aktive olmalar1 gerekir. Bu aktivasyon esas olarak yara
makrofajlari tarafindan salinan sitokinler ve bitylime faktorleri araciligiyla olur[1].

Yara iyilesmesinin bu fazinda endotel hiicreler de asir1 ¢ogalir. Bu hiicreler,
bagarili bir yara iyilesmesinin temeli olan yeni kapiller olusumuna (anjiyogenez)
katilirlar. Endotel hiicrelerin gocii, ¢ogalmasi ve yeni kapiller olusumu TNF-o, TGF-
R ve VEGF gibi sitokinler ve biyime faktorlerinin etkisi altindadir. Birgok hiicre
VEGF f{iretmesine ragmen, yara iyilesmesinde ana VEGF kaynagimi makrofajlar

saglar. VEGF resopterleri ise 6zel olarak endotel hiicreler iizerinde yer alir[15, 16].

c) Maturasyon ve remodeling

Skarin matiirasyonu ve remodelingi, fibroblastik fazda baglar ve daha 6nce
sentezlenen Kkollajenin tekrar organize olmasiyla karakterizedir. Kollajen matriks
metaloproteinazlart (MMP) tarafindan yikilir ve yaradaki net kollajen miktari,
kollejen yapimi ve yikimi arasindaki dengenin sonucudur. Kollejen yapimi yoniinde
kaymayla beraber, ekstraseliler matriksin yeniden kurulmasi nispeten aseliiler
kollajenden zengin skarla olur.

Yara kuvveti ve taze yaradaki mekanik buttinlik yeni biriken kollajenin hem
miktar1 hem kalitesi ile belirlenir. Yara kenarinda matriks birikimi belirli bir sirayla
olur: fibronektin ve tip Il kollajen erken matriks iskeletini olusturur,
glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlar sonraki 6nemli matriks elemanlaridir ve tip

| kollajen final matrikstir. Yaralanma sonrasi1 birkag¢ hafta i¢inde yaradaki kollajen



miktar1 platoya ulasir ancak yaradaki gerilme kuvveti birka¢ ay daha artmaya devam
eder[17].

2.2. Gastrointestinal Sistemde Yara Iyilesmesi

Gastrointestinal sistem (0zofagus ve rektum gibi ekstraperitoneal yapilar
disinda) 4 katmandan olusur. Bunlar mukoza, submukoza, muskularis propria ve
serozadir. Mukozal katmanda, genelde kolumnar sekilde bir epitel tabakasi, kollajen
iceren gevsek bag dokusu Ozelliginde lamina propria ve ince bir diiz kas hatti
seklinde muskularis mukoza bulunur. Mukozal hasarlanmalar epitel hiicrelerin go¢ii
ve hiperplazisi ile onarilir. Bu onarim mekanizmasi liimen i¢indeki bakterilere karsi
bir bariyer gorevi goriir. Mukozanin karst karsiya gelmesi 3 giin gibi kisa bir siire
icinde tamamlanir. Halsted 1887’de gastrointestinal sistemde gerim kuvvetinin
biiyiik kisminin submukoza kaynakli oldugunu bulmustur. Gastrointestinal sistemin
cerrahi tamirinde submukozanin en ¢ok gerim kuvveti ve dikis tutus kapasitesine
sahip oldugu bilinmektedir. Kollajenin biiyilkk miktarinin bu tabakada olmasinin
yaninda, damarlari, lenfatikleri ve sinirleri barindirir. Bu kollajenin %68’ini tip 1,
%20’sini tip IIT ve %12’sini tip V kollajen olusturur. Muskularis propria kollajen agi
ile kanisik diiz kas hiicrelerinden olusur. Kronik obstriiksiyonda bu katmandaki
kollejen miktar: belirgin olarak artar. Seroza ise muskularis propriay: saran ince bir
bag dokudur. Anastomoz yapilirken serozanin karsi karsiya getirilmesi anastomoz
kagag1 riskini azaltir. Gastrointestinal sistemin 6zofagus, rektum gibi seroza
icermeyen ve ekstraperitoneal segmentlerinde anastomoz kagaklarinin klinik olarak

daha sik gézlenmesi de serozanin dnemini vurgulamaktadir[1, 18, 19].



GASTROINTESTINAL SISTEM cit
pH Gastrointestinal sistem boyunca farklihk gosterir | Sabit
Mikroorganizma | Anaerob ve aerob Aerob
Gerim kuvveti Peristaltizm ve intraluminal kitle etkisi iskelet kasi hareketleri
Perfiizyon ve Saglikli vaskiiler beslenmeye bagli Cok degisken degil
oksijenizasyon Sok durumlarinda bozulur
Yara icerigi Serozaya bagh ek kuvvet Seroza benzeri yapi yok
Kollajen Tip |, tip lll ve tip V Tip I ve tip N
subtipleri
Kollajen tiretimi | Fibroblast ve diiz kas hiicreleri Sadece fibroblastlar
Kollajenaz Ozellikle iyilesmenin ilk 3 giint Belirgin degil
aktivitesi
lyilesme hizi Hizli (Haftalar icinde) Yavas (Aylar icinde)

Tam kat gastrointestinal yaralarin tamirinde ilk asama yara ug¢larinin cerrahi
veya mekanik olarak karsi karsiya getirilmesidir. lyilesmedeki yetersizlik sonucu
belirgin morbidite ve mortaliteye yol agan ayrigmalar, kagaklar yada fistiiller olusur.
Tersine asir1 iyilesme de striktiir ya da stenoz ile sonuglanabilir[1].

Anastomozun gucu esas olarak submukozada bulunan kollajen kaynaklidir.
Ameliyat sonrasi birka¢ giin igerisinde, yara bolgesindeki kollajenaz aktivitesine
bagli kollajen yikimi sonucu anastomoz kuvveti diisiiktiir (Sekil 2.2). Kollajen yikimi
notrofilden, makrofajdan ve intraluminal bakterilerden salinan kollajenaz tarafindan
olur. Giincel bir ¢alismada, Pseudomonas aeruginosa tiirlerinin fenotipik bir
degisime girerek hasarli ya da anastomoz yapilan bagirsakta yiiksek kollajenaz
aktivitesi gosterdigi  bulunmustur[20]. Erken donemdeki anastomoz gcd,
fibroblastlar ve diz kas hiicreleri asirt miktarda kollajen tiretene kadar dikis ya da
stapler tutus kapasitesine baglidir. Final asamada anastomozdaki makrofajlar ve
fibroblastlar azalir ve yeni olusan kollajen kalin paketler halinde kasilabilen {initelere

doniisiir[18, 21, 22].
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Sekil 2.2. Bu diagram gastrointestinal sistem yara iyilesmesindeki kollajen sentezi ve
kollajen yikimi arasindaki dengeyi gostermektedir. Kollajen yikiminin
kollajen yapimindan fazla oldugu zayif periyot, dengeyi bozacak herhangi
bir faktorle uzayabilir. (Dunphy JE: Fundamentals of Wound Management
in Surgery. New York, NY: Chirurgecom, Inc.;1976 makalesinden
alinmistir)

Yara iyilesmesinin klasik ii¢ fazi ciltte calisilsa da, bu asamalar biitiin
dokularda oldugu gibi gastrointestinal sistemde de benzer sekilde olur ancak bazi
farkliliklar da mevcuttur. Gastrointestinal sistemde 3 g¢esit kollajen bulunmasina
ragmen ciltte sadece 2 cesit mevcuttur. Ciltte kollajen sadece fibroblastlar tarafindan
uretilirken, gastrointestinal sistemde diiz kas hucreleri de kollajen yapimina katilir.
Yara iyilesme bolgesinde de farkliliklar mevcuttur. Anastomozda intraluminal Kitle
etkisi ve peristaltizm ile birlikte gerilim kuvveti olusur. Yine cevrede aerobik
bakterilerin yaninda anaerob bakteriler de bulunur. En kritik 6neme sahip faktor ise
hipovolemik sok varliginda gastrointestinal sistem vaskiiler perflizyonunun

azalmasidir. Bu hastalarda gelisen iskemi dogrudan anastomoz kagaklarina sebep
olur[18, 19, 22, 23].



2.3. Gastrointestinal Sistemde Yara Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Gastrointestinal ~ sistem iyilesmesinde etkili olan faktorler asagida

gosterilmistir.
LOKAL FAKTORLER SISTEMIK FAKTORLER
Cerrahi teknik Malnitrisyon
Yeterli kanlanma Sok, sepsis
Anastomozda gerginlik olmamasi Hipovolemi
Saglikli doku uglari Bazi ilaglar (Steroid, kemoteropatikler
Distal obstriiksiyon Vs)
Lokal enfeksiyon Kan transflizyonu
Hematom Agir anemi
Yabanci cisimler Vitamin ve/veya mineral eksikligi
Hipoksi
Enfeksiyon
Diabetes mellitus
Hipotermi

Geleneksel ogretide bir anastomozun komplikasyonsuz iyilesebilmesi igin,
gerginliksiz olmali, yeterli kan akim1 olmali, yeterince besin destegi olmali ve sepsis
olmamalidir. Tim yara iyilesmeleri icin ayni prensipler gecerli olmakla beraber,
gastrointestinal anastomoz iyilesmesine 0zgii bazi Ozellikler mevcuttur. Teknik
acidan bakildiginda, bagirsagin iki ucunu birlestirmek i¢in kullanilacak ideal yontem
hentiz tanimlanmamistir. Anastomoz olusturmak igin kullanilan yontemler tartigildigi
halde, klinik olarak bir yontemin digerine istiinliigiinii ispatlayacak ikna edici
kanitlar mevcut degildir (6rn. elle anastomoz ya da stapler, tek tek kapama ya da
devamli kapama, absorbe olan ya da absorbe olmayan dikis, tek kat kapama ya da
cift kat kapama)[1]. Bunlarin yaninda deneyimli cerrahlarin yaptig1 gastrointestinal
sistem anastomozlarinda kac¢ak oraninin daha az oldugu belirtilmistir[18, 24].
Kolonun anastomoz i¢in hazirlanmasi esnasinda kaba ve fazla mobilizasyonu,
hemostaz igin asir1 koter kullanimi, kontaminasyonun engellenmesi igin konulan
klemplerin uzun stireli ve fazla siki tutulmasi, siki dikis ve staplerler kritik damarlar
hasarlayabilir ve dokuda iskemiye neden olabilir[25]. Mobilizasyon vyetersiz
oldugunda ise anastomozdaki gerginlik anastomoz perfiizyonunu bozabilir ve
inflamatuar ~ hiicre  infiltratlart  artar.  Gerginlige ikincil gelisen lokal

mikrosirkilasyondaki azalma en az kolonda tolere edilir[26].
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Yeterli oksijen dagilimi kollajen sentezi sirasinda lizin ve prolin
hidroksilasyonu icin gereklidir[27]. iskemik dokular zayif iyilesir ve kolaylikla
enfekte olur. Oksijen basinc1 55 mmHg altindaki dokularda kacak orani %10°dur, 25
mmHg ve altindaki degerlerde ise iyilesme miimkiin degildir[28]. Lokal hipoksinin
aksine, normalden fazla oksijen saglamak ise yarada kollajen sentezini
artirmaktadir[29]. Doku oksijeni {i¢ faktore baglidir. Bunlar vaskiiler anatomi,
vazomotor kontrol ve arteryel oksijen basmcidir (pO.). Bu ylizden cerrah, iyilesen
anastomozda iyi lokal perflizyondan, yeterli kardiyak debiden ve optimum oksijen
saturasyonundan emin olmalidir. Lokal doku perfiizyonu vaskiiler aglarin 1yi
korunmasina baglhdir. Hipovolemi durumunda gastrointestinal sistemdeki kan akimi
hayati organlara yonlendirilecegi i¢in hipovolemiden kagimilmalidir[9]. Kan dolasimi
normalin %50-60’1na disiiriildiigiinde anastomoz iyilesmesinde bir sorun olmadigi
ancak normal perfiizyonun %?22’ye azaltildigi durumlarda kolon anastomoz
iyilesmesinde bozulma oldugu bildirilmistir[30]. Schrock, Deveney ve Dunphy
ameliyat sirasinda 15 dakikalik hipotansiyonun anastomoz bozulmasi riskini
artirdigini bildirmislerdir[31].

Ugiincii bosluklarda sivi birikimi, doku 6demi, asir1 siv1 tedavisine sekonder
intraabdominal basing artis1 anastomoz kenarindaki damarlarda kan akimim
baskilayarak gastrointestinal sistemde iyilesmeyi bozabilir[32, 33].

Yara iyilesmesi enerjiye ve yeterli beslenmeye ihtiya¢ duyar. Yetersiz
beslenen hastalar tamir i¢in gerekli bazi vitamin ve minerallerden eksik kaldigi icin
yara yeri enfeksiyonuna yatkin olur. Bu vitamin ve minareller kollajen sentezi ve
capraz bag olusumu i¢in gerekli vitamin A, C, Bgile beraber ¢inko ve bakirdir. Cinko
ve demir, DNA sentezi, protein sentezi ve hiicresel ¢gogalma gibi bircok reaksiyonda
kofaktor gorevi goriir. Cinko ve/veya demir eksikligi optimum olmayan fibroblast
proliferasyonu ile beraber kollajen sentezini bozar[34, 35]. Hafif ya da orta siddette
normovolemik anemi, hematokrit diizeyi %15’in altina diismedik¢e yara oksijen
basincini ve kollajen sentezini etkilemez[36].

Kan transfiizyonlar1 immiin cevabi baskilar ve anastomozdaki inflamatuar
hiicrelerin azalmasina neden olarak iyilesmeyi geciktirir. Kan transflizyonu sonrasi
lokal enfeksiyon riski artmaktadir. Ayrica lenfosit ve makrofajlarin supresyonu yara

iyilesmesinin inflamasyon fazindaki olaylar1 olumsuz etkilemektedir[18, 31, 37].
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Lokal enfeksiyon varlig1 yara iyilesmesinin inflamatuar fazini uzatir ve doku
proteazlarinin ekspresyonunu artirir. Artmis doku proteazlari ise kollajen birikimini
ve epitelizasyonu azaltir[34]. Sepsiste de anastomoz yapilan dokunun kollajen sentez
kapasitesi belirgin olarak azalir[38]. Hematom ve yabanci cisimler de O6zellikle
ekstraperitoneal anastomozlarda enfeksiyon riskini artirarak iyilesmeyi olumsuz
etkiler[39].

Glukokortikoidlerin yiiksek dozda ve kronik kullanimi, kollajen sentezini ve
yara kuvvetini azaltir[40]. Steroidlerin baslica etkileri yara iyilesmesinin inflamatuar
evresini (anjiogenez, notrofil ve makrofaj gogl ve fibroblast proliferasyonu)
onlemesi ve lizozomal enzimlerin salinmasidir[1].

Sistemik antineoplastik kemoterapi, verildigi zamana ve doza gore yara
iyilesmesini etkileyebilir. Ozellikle kemoterapi almaktayken yapilan anastomozlarda
yara iyilesmesi belirgin olarak gecikmektedir. Intraperitoneal kemoterapi ise yara
iyilesmesini daha da olumsuz etkilemektedir. Yarada dnemli rol oynayan nétrofiller,
makrofajlar ve fibroblastlar Uzerindeki sitotoksik etkinin bu durumdan sorumlu
oldugu diisiintilmektedir[18, 41-43].

Diabetes mellitusun yara iyilesmesinin inflamasyon fazin1i uzattigi
bildirilmistir. Bu nedenle kan sekeri diizeyinin ameliyat 6ncesi dénemde kontrol
altina alinmasi onerilmektedir. Diabetes mellitusun, sigan modelinde, erken donemde
kolon anastomoz giiciinii azalttig1 gosterilmistir[44].

Reperfiizyon hasarinin temel nedeni olan ve PMN’ler tarafindan iiretilen
oksijen radikalleri anastomoz iyilesmesini kotii yonde etkilemektedir. Serbest oksijen
radikallerinin {iretimini engelleyen aprotinin ve oksijen radikallerini baglayan
stiperoksit dismutazin yara iyilesmesindeki oksijen radikallerine bagli olumsuz etkiyi
engelledigi bildirilmistir[45].

Giincel calismalarda, hipoterminin, vazokonstriksiyonu, doku hipoksisini
artirdigini ve bakteri 6liimiinii azaltarak enfeksiyonu artirdig1 ve dolayisiyla kagak

oranlarmin yiikseldigi bildirilmistir[46].
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2.4. Gastrointestinal Sistem Anastomozlarimin Degerlendirilmesi

Anastomoz iyilesmesinin degerlendirilmesinde mekanik, biyokimyasal ve

histolojik yontemler kullanilir.

2.4.1. Mekanik Degerlendirme Yontemleri

a) Patlama basmeci: Hayvan modellerinde anastomoz iyilesmesini gosteren,
en sik kullanilan ve gegerliligi ispatlanmis test patlama basincidir. Patlama basincini
6lgmek igin birgcok yontem olmasina ragmen, ¢ogunlugunda ortasinda anastomoz
olan bagirsak segmentinin sisirilip, anastomozdan hava ya da siv1 kagaginin oldugu
basincin kaydedilmesi yontemidir. Bu Ol¢lim yontemi, patlama sirasinda doku
orneklerini bozmasi, histolojik ¢aligmalar1 zorlastirmasi ve buna ek olarak anastomoz
kacaklarinda uygulanamamasi nedeni ile tartismalidir. Bunlara ragmen hala bu
alanda c¢alisan arastirmacilar, anastomoz giiclinii gostermede patlama basinci
kullanilmasmin uygun oldugunu digiinmektedir (Delphi uzlagsmast Haziran
2015)[47]. Patlama basicini 6l¢mek i¢in kullanilan protokoller ve enstrimanlar ¢ok
degisiklik gosterdigi i¢in farkli ¢aligmalarla sayisal kiyaslama yapilmamalidir. Bu
sebeple patlama basinci ayni ¢alismada farkli gruplar arasinda karsilastirma yapmak
icin kullanilabilir[48]. Gastrointestinal anastomozlar giicliniin ¢ogunu ilk iki-i¢ giin
icerisinde kaybeder. Bu nedenle patlama basimnci ilk ii¢ giin igerisinde en diisiik
seviyesindedir. Sonrasinda anastomoz kuvveti hizlica geri kazanilir. Ameliyat
sonrasi ikinci-iiclincii glinde ince bagirsak anastomozlariin patlama basinci, normal
bagirsak patlama basincinin %50°si civarindadir. Bu oran kalin bagirsakta %35-%75
arasindadir. Patlama basinci ameliyat sonrast 7. glinde %100’e ulasir ve patlama
noktasi genelde dikis hattinin disindadir[9].

b) Kopma gucl: Anastomozun kopmasi i¢in gerekli, karsilikli uygulanan
maksimum kuvvete kopma gucl denir. Erken donemde Olgllen kopma basinci
bagirsagin iki ucundaki dikis tutus kapasitesini gosterir[9]. Kopma guci 6l¢cuimd,
erken iyilesme fazinda duyarli olmamasi ve teknik zorluklar1 nedeniyle ¢ok
tartisilmaktadir[49]. Kopma guci 6l¢imi ameliyat sonrast 4. glinden sonra kollajen
sentezi ile yakin sonuglar verir[9]. Kopma giicii ameliyat sonrasi, ameliyattan onceki
giiciine patlama basincina oranla daha yavas doner. Kolonda, ameliyat sonrasi 10.

giinde ancak %50’ye ulasir[50, 51].
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2.4.2. Biyokimyasal Degerlendirme Yontemleri

Yara iyilesmesinde, inflamasyon sirasinda kollajenden zengin granilasyon
dokusunun olusmasiyla meydana gelen matriksin yerini sonrasinda fibroblastlar alir.
Bu nedenle kollajen, anastomoz iyilesmesi i¢in ilging bir belirleyici olmustur[47].
Buradan yola ¢ikarak kollajen igeriginin 6lgiimii, sentezi ve yikimi potansiyel bir
belirleyicidir[21].

a)Hidroksiprolin icerigi: Bu aminoasitin kollajen disinda ¢ok az proteinde
olmasi nedeniyle, kollajen miktar1 6l¢iimiinde kullanilir[48]. Asit hidrolizi sonrasi
anastomozdaki kollajen miktarini belirler[9].

b)Kollajen birikim hizi: Anastomozdaki saatlik kollajen sentez hizinin
olcimudur. C¥-prolinin vendz enjeksiyonundan 4 saat sonra, anastomozda C!4-

hidroksiprolin tayinine bakilarak elde edilir[52].

2.4.3. Histolojik Degerlendirme Yontemleri

Gastrointestinal anastomozlarla ilgili deneysel ¢alismalarda histolojik
iyilesme parametreleri ¢ogunlukla derecelendirme yapilarak bildirilir. Bu
parametreler; inflamatuar hticre birikimi, fibroblast aktivitesi, kollajen birikimi,

vaskilarizasyon ve neoanjiogenezdir[53-56].

2.5. Reaktif Oksijen Tdurleri ve Oksidatif Stres

Cerrahi stresin sonucu olarak ortaya ¢ikan molekiillerin viicutta farkl
dokularda ana fizyolojik aktivitelerin diizenlenmesinde etkili oldugu ve bu bakimdan
oksidatif stresle yakindan iligkili oldugu bilinmektedir[57]. Laparotomi ve intestinal
maniptlasyonun enterositlerdeki ksantin-oksidaz ve katalaz aktivitesinde gegcici
azalmaya sebep oldugu birkag c¢alismada gosterilmistir[58, 59]. Bu fenomen,
mitokondride oksidatif fosforilasyonun bozulmasi sonucu siiperoksit ve peroksit
olusumuyla ilintilidir[60]. Cerrahi stres sonucu olusan siiperoksit, intestinal epitel
hicrelerinde sitozolik ve mitokondriyal proteazlari aktive ederek lipid
peroksidasyonunu uyarmasi yoluyla hiicre zarlarina zarar verecek zincirlemeyi
baslatabilir[61]. Doku tamir mekanizmalari reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) negatif
yonde etkilenir ve muhtemelen kolorektal anastomoz ayrismasma katkida
bulunur[57].
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2.5.1. Oksijen ve Oksijen Radikallerinin Hiicresel Hemostazdaki Rol

Oksijen (O) yara iyilesmesinde doku yenilenmesi igin gereken artmis enerji
ihtiyacinin karsilanmasi i¢in mitokondriden saglanan adenozin trifosfat (ATP)
iiretiminin temel substrattir. Reaktif oksijen tiirleri de bu siirecte ikincil haberci
sinyal molekiilleri olarak gorev alir. Reaktif oksijen tirleri Oz igeren ancak elektron
eklenerek indirgenmis duruma gegen yiiksek reaktiviteye sahip molekiillerdir.
Bunlardan birkagi siiperoksit anyonu (‘02), peroksit (‘O22), hidrojen peroksit (H202),
hidroksil radikalleri (‘OH) wve hidroksil (OH’) iyonudur. ROS yanlarindaki
molekillerden oksidasyon reaksiyonu ile elektron galarak sonrasinda hasara sebep
olur. Hiicresel hemostazda ise birkag rolu bulunur[62](Sekil 2.3).

e Anormal bicimde diisiik ROS hiicre dongiisiiniin durmasmi tetikler

(sitostatik).

e Bazal ROS normal hiicresel fonksiyonlar1 ve hemostazi saglar.

e Artmig seviyesi transkripsiyon faktorlerini tetikler ve hiicre aracili savunma
cevabi olusturur.

e Asin liretimi proapoptotik proteinleri aktive ederek hiicre 6liimiinii tetikler,

daha ylksek miktarda hiicreler nekroza gider[63, 64].

2. Notrofillerin toplanmasi: ROS sinyali ile
noétrofillerin lokal kan damarlarindan
yaralanma bdlgesine hizl gogii
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Sekil 2.3. Reaktif oksijen tiirlerinin yara iyilesmesindeki rolii. (Dunnill, C., et al.,
Reactive oxygen species (ROS) and wound healing: The functional role of
ROS and emerging ROS-modulating technologies for augmentation of the
healing process. International wound journal, 2015 makalesinden
alinmistir.)
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2.5.2. Hucresel ROS Seviyesinin Antioksidan Aracili Diizenlenmesi

ROS normal metabolizma sonucunda biitiin hiicrelerde iiretilir. Hasarli ve
inflame dokularda nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat (NADPH) oksidaz ile fazla
miktarda Uretilir. Bu enzim inflamatuvar hicrelerde fazla miktarda eksprese olur[65,
66]. NADPH oksidaz enziminin aktivasyonu uzerine hicreler, yiksek reaktiviteye
sahip siiperoksit anyonu iiretir. Sonrasinda hizlica birkag siiperoksit dismutaz enzimi
sayesinde hidrojen peroksit ve suya doniistiiriiliir. H2O> radikal olmamasina ragmen,
demir ve bakir varliginda hidroksil radikalleri olusturarak hiicre hasarina sebep olur
(Fenton reaksiyonu). Hidroksil radikalleri yiiksek derecede agresif yapidadir ve
hicresel makromolekilleri okside eder. Bu yizden H20; hizlica detoksifiye
edilmelidir ve bu islem katalaz, peroksidaz ve peroksiredoksinler araciligiyla olur
(Sekil 2.4.). ROS detoksifiye edici enzimlere ek olarak ekzojen ve endojen diisiik
molekiil agirlikli antioksidanlar ROS savunmasinda goérev alir[62]. Antioksidanlar
ROS etkilerini 6nleyen sistemdir. Bunu kendi elektronlarini vererek DNA, protein ve
lipidler gibi 6nemli molekiillerden elektron kapmasini engelleyerek yaparlar. Bilinen
bazi antioksidan sistemleri Thioredoksin-1 (Trx-1) ve Thioredoksin-2 (Trx-2),
glutatyon (GSH) iliskili glutatyon s-transferaz (GSTs), superoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx), NADP(H) kinon oksidorediiktaz (NQO1), katalaz ve
epoksi hidrolazdir. Protein bazli ROS kontrol mekanizmalarin yaninda hiicreler
enzimatik olmayan kiigiik antioksidan molekiiller de kullanir. Bunlardan bazilari
vitamin C, vitamin E, glutatyon, koenzim-Q, bilirubin, NADPH ve Urik asittir.
Transferrin ve ferritin gibi oksidasyon-rediiksiyon yapabilen metal iyonuna sahip
olan maddeler de yiksek ROS temizleme kapasitesine sahiptir[62, 67, 68]. ROS
detoksifikasyonu yetersiz veya ROS fliretimi asir1 miktarda oldugunda hiicre hasarina,
prematiir yaslanmaya hatta neoplastik transformasyona neden olabilecek oksidatif

stres olusur[69, 70].
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Protein
modifikasyonu

I

ONOO™

Peroksinitrit

NOS GSH peroksidaz
L-Arg =———— NO~ Stiperoksit Peroksiredoksinler
o, dismutaz H,0, Katalaz 1,0 + O,

NADPH oksidaz
Ksantine oksidaz Fe2*

Lipooksijenaz C Fod+ Fenton reaksiyonu
Siklooksijenaz
P450 Monooksijenaz
Mitokondriyal oksijen

Siiperoksit Hidrojen peroksit

HO ™ + OH~

fosforilasyonu O, Hidroksil radikali
Lipit
. Protein -
Peroksiredoksinler peroksidasyonu modifikasyonu Z"I\)Cmﬂkl:r.l;k;s beraber
Fosfolipid hidroperoksit modilikasyonu
GSH peroksidaz

indirgenmis lipitler

Sekil 2.4. inflame dokularda iiretilen farkl1 reaktif oksijen tiirleri ve bunlari iireten,
detoksifiye eden, bunun yaninda makromolekdlleri oksitleyen enzimler
gosterilmistir. (Schafer, M. and S. Werner, Oxidative stress in normal and
impaired wound repair. Pharmacol Res, 2008. 58(2): p. 165-71’den
alinmastir.)

2.6. E Vitamini

E vitamini 8 adet yagda ¢oOziinir fizyokimyasal ozelliklere sahip
bilesenlerden olusur. Bunlar 2 grup ve ardindan her grupta 4 izomer halinde
bulunabilir. Tokoferoller, tokotrienoller gibi 6-kromanol tirevleridir. Her grupta,
isomerler a, B, v, ve & olarak aromatik zincire baglanan metil grubunun sayisina ve
pozisyonuna gore adlandirilir[3, 7]. Bunlardan a-tokoferol en potent ve canlilarda en

¢ok bulunan formdur[71].

Tokotrienoller
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Vitamin E temizleyici aktivitesinin yaninda hiicre zarlarini ve c¢oklu
doymamus zincirli yag asitlerini ¢esitli sinyal aktarim yolaklarini uyararak korur. Bu
oOzellikleri sayesinde E vitamini antioksidan olarak taninir[72]. Vitamin E biyolojik
zarlarda serbest radikalleri noétralize ederek antioksidan ozellik tasir ve bu 6zelligi
doz bagimlidir[73]. E vitamini sliperoksit anyonu, H2O>, ve hidroksil radikalleri gibi
en oOnemli U¢ reaktif oksijen drunlerini temizler[6, 74]. Vitamin E’nin ana
antioksidan fonksiyonu lipit peroksidasyonunu onlemesidir[75, 76]. Yiksek doz E
vitamininin koroner arter hastaligi olanlarda oksidatif stres biyobelirteclerini, lipit
peroksidasyonunu, inflamasyonu ve  karotis  aterosklerozunu  azalttig
gosterilmistir[77]. Arasidonik asit (Sitoplazma ve eritrosit membranlarinda fazlaca
bulunan ¢oklu doymamis yag asidi) serbest yag asidi ya da fosfolipit membranlarin
liyesi olarak oksidasyona asirt duyarlidir. Hemoglobinin oto-oksidasyonu sonucu
olusan siiperoksit doymamis lipitleri degistirir. Bunun sonucunda eritrosit
membranlarinda zar akigskanligi kaybolur ve hiicre yikimi olusur[78]. Eritrositlerin
oksidasyona duyarlilig1 eritrositlerin E vitamini igerigi ile kuvvetlice baglantilidir
[79, 80].

Dogal kaynakli E vitamininin ve sentetik analogunun (raksofelast) fare ve
sicanlarin yara iyilesmesinde hipergliseminin neden oldugu zararli etkiye karsi
gostermis oldugu faydali antioksidan fonksiyonu gosterilmistir[81-83].Bunlara
karsin, E vitamininin cerrahi yaralarda etkinligi net degildir. E vitamininin membran
stabilize edici etkisi lizozomal membranlar icin de gecerlidir. E vitamini bu 6zelligi
ile glukokortikoidlerle ayn1 grupta yer alir. Sistemik E vitamini inflamatuvar cevabi
baskilar, kollajen sentezini inhibe eder ve bu sebeple yaranin gerim giiciinii azaltir.
Bu etkisi de glukokortikoidlere benzerdir[84]. Yanik hastalarinda yapilan prospektif,
randomize, ¢ift kor ¢alismada, topikal steroid ve E vitamininin skar kalinligina,
hareket araligina ve kozmetik sonuca faydasinin olmadigi gosterilmistir[85].

1990'larin baginda E vitamininin hiicre proliferasyonunu ve protein kinaz C
aktivitesini inhibe ederek biyolojik bir antioksidan igleviyle ilgisi olmayan sekillerde
calisabilecegi One siiriilmiistiir. Sonraki arastirmalar tokoferollerin ve tokotrienollerin
antioksidan fonksiyonlar ile iliskisiz antiproliferatif, proapoptotik, antiinflamatuar,

antianjiyojenik etkileri oldugunu gosterdi[86].



18

Ratlarin E vitamini durumunu degerlendirmek i¢in ¢esitli kriterler
kullanilmaktadir. Bunlar hayatta kalma, biiylime, beslenmeye bagli kas distrofisinin
onlenmesi, kreatindrinin 6nlenmesi, fetal rezorpsiyonun o6nlenmesi, testikiler
dejenerasyonun onlenmesi, malondialdehit liretiminin azaltilmasi, salinle seyreltilen
kirmizi kan hiicrelerinin spontan hemolizinin 6nlenmesi olarak siralanabilir[87].

Hakkarainen ve arkadaslarinin ¢alismasinda selenyum eksikligi olan
siganlarin, hayatta kalmak i¢in 5.2 mg/kg a-tokoferol asetat iceren diyete ihtiyac
duydugu bulunmustur[88]. Jager ve Houstsmuller, kirmiz1 kan hiicrelerinin spontan
hemolizini 6nlemek i¢in diyet %3.6 linoleik asit igerdiginde 13.2 mg/kg RRR-a-
tokoferol gerektigini, ancak linoleik asit igeriginin diyette %13 oldugunda
gereksinimin 18 mg/kg RRR-a-tokoferole c¢iktigini bulmustur[89]. Bendich ve
arkadaslari, E vitamini kisith diyete ebeveyn Wistar susuna gore daha duyarli olan
spontan hipertansif sicanlarin E vitamini gereksinimlerini incelemistir. Normal
blyumenin surddrulmesi i¢in 7.5 mg/kg, miyopatinin 6nlenmesi igin 15 mg/kg,
kirmizi kan hiicrelerinin spontan hemolizini 6nlemek i¢in 50 mg/kg RRR-a-tokoferol
iceren diyet ihtiyact goriildii. Optimum immiin cevap i¢in yaklasik 50 mg/kg a-
tokoferol asetat gereksinimini gosterdi. Immiin sistem yanit1 E vitamini durumunun
en hassas gostergesi olarak izlendi[90].

300 mg/kg ve 500 mg/kg E vitamininin ratlarda penisiline bagli gelisen
epileptiform aktiviteyi azalttigt ancak diisik doz E vitamininin (100 mg/kg)
aktivitenin frekansina ve genligine etki etmedigi gosterilmistir. Bu ¢aligmada en iyi
etkinin deney Oncesi U¢ gin 500 mg/kg a-tokoferol takviyesi ile olustugu
gozlenmistir[91].

Koyunlar iizerinde yapilan baska bir ¢aligmada, tek doz intraperitoneal o-
tokoferol enjeksiyonu sonrast doku ve plazma vitamin E konsantrasyonlar
incelenmistir. Dokulardaki a-tokoferol konsantrasyonuna zamanin ¢ok etkili oldugu
izlenmistir. Cogu dokuda, en yiikksek a-tokoferol konsantrasyonu, doz
uygulamasindan sonraki 3. glinde olmustur. Vitamin tutulumu, incelenen dokular
arasinda farklilik gostermistir. Doz uygulamasindan {i¢ giin sonra, karaciger
tarafindan biliylikk miktarda E vitamini alimi goézlendi; bu, hepatik dokularin E
vitamini etkisi i¢in hedef organ oldugu kavramini desteklemektedir. Ayrica 3. giinde

dalak ve akcigerde tutulum belirgindi. Diger viicut dokularindaki E vitamini
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konsantrasyonlari doz sonrasi 3. giinde dnemli 6lgiide artt1, ancak karaciger, dalak ve
akcigerdekilere gore daha az belirgin bir artis mevcuttu. Tiim dokulardaki E vitamini
konsantrasyonu 3 giin sonra azaldi[92].

E vitamini goéreceli olarak toksik olmayan bir maddedir. Buna karsin bir
calismada Martin ve Hurley 1600 mg/kg a-tokoferol alan ratlarin yavrularinda goéz
anomalileri saptadilar[93]. 2000 mg/kg a-tokoferoliin ise protrombin Gretimini
yavaslattigr ve diisilk K vitamini ile beslenen si¢anlarda kanama diyatezi gelistigi
gosterilmistir. E vitamininin metabolik son iirlinii olan tokoferil kinonun K vitamini
metabolizmasini inhibe ettigi bulunmustur[94].

Biitiin bunlara bakildiginda, yara iyilesmesinde E vitamini kullanilmasinin
halk saglig1 onerisi olarak degerlendirmek igin yeterli kanit diizeyi bulunmamaktadir.
Tokoferoliin  her tiirlinlin  yarayr etkileyen farkli mekanizmast oldugu
unutulmamalidir. Bu konuda ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir ve bu ¢alismalarin amaci

E vitamini suplementasyonu igin referans kilavuzlarin tanimlanmasidir[7].

2.7. Toplam Oksidan ve Antioksidan Statusu

Metabolik ve fizyolojik surecler sonunda reaktif oksijen turleri Gretilir ve
organizmada zararli oksidatif reaksiyonlar olusabilir. Organizma bunlar1 enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalarla temizler. Baz1 sartlarda oksidan
seviyesindeki yiikselme veya antioksidan seviyesisindeki diislis Onlenemez ve
oksidan/antioksidan dengesi oksidatif statiiye kayar. Sonu¢ olarak 100’iin iizerinde
hastalikla iliskili oksidatif stres ortaya ¢ikar[95-97].

Serum oksidan ve antioksidan konsantrasyonlari laboratuvarlarda ayri ayri
Olctilebilir olmasina ragmen, bu yontem zaman kaybina, is giicii kaybina ve
maliyetin yiikselmesine sebep olur. Farkli oksidan ve antioksidan seviyelerinin
Ol¢iimiiniin pratik olmamasi ve etkilerinin birbirleri lizerinde katkisi olmasi sebebiyle
bir 6rnegin oksidan ve antioksidan statlsu topluca 6lc¢tlebilir[98, 99].

Toplam antioksidan statiisiinii 6lgmek i¢in ¢esitli yontemler bulunmaktadir.
Bu yontemler genelde ¢alisma kitinde bir radikal olusturulup, 6rnegin bu radikale
kars1 gosterdigi antioksidan aktivitenin Olg¢lilmesi prensibine dayanir. En sik
kullanilan kolorimetrik 2,2-Azino-bis(3-etilbenzothiazolin-6-sulfonik asit)(ABTS™)

bazli yontemdir. indirgenmis ABTS normalde renksiz bir molekiil iken okside
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oldugunda karakteristik mavi-yesil ABTS™ olusur. Renkli ABTS"* okside olabilen
baska bir madde ile karistirildiginda orijinal renksiz haline donerken karsiliginda
reaksiyona giren madde okside olur. Bu 6zellik ABTS kullanan sistemlerin ana
calisma prensibidir[99].

Toplam oksidan statiisiinii 6l¢mek i¢in de ¢esitli yontemler bulunmaktadir.
Bunlardan biri de ferrik-ksilenol turuncusu (Ferric-xylenol orange-FOX1)
calismasidir. Bu metot asidik ortamda ferréz iyonunun ferrik formuna okside
olmasiyla ve ferrik miktarinin ksilenol turuncusu ile oOlgiilmesi prensibine

dayanir[98].
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3. GERECLER VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar ve Protokolii

Calisma icin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
25.02.2020 tarih, 2020/02 kayit, 2020/02-07 karar numarali izni alinmistir.
Calismanin finansal destegi Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi
tarafindan saglanmistir(THD-2020-18802). Calisma Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi’nde gergeklestirilmistir. Kobay Deney
Hayvanlar1 Laboratuvart San. ve Tic. A.S. den elde edilmis, 7 haftalik, agirliklart
250-350 gram arasinda degisen, standart labaratuvar yemi ile beslenen, 48 adet
Wistar-Albino cinsi erkek sigan kullanilmistir. Deney protokoliinde 48 adet Wistar-
Albino cinsi erkek sican her birinde 12 adet sican icerecek sekilde 4 alt gruba
ayrilmistir.

Sicanlarin deneyde kullanilmadan 10 giin 6nce kafeslerde su kisitlamasi
olmadan, standart yem ve normal musluk suyu ile beslenip ortam kosullarina uyum
gostermesi saglanmistir. Sicanlar sabit sicaklikta, 12 saat karanlik 12 saat aydinlik
ortamda barindirilmistir.

e Grup 1: Sham grubu olarak sadece laparotomi yapilip, ameliyat sonrasi 7.
ginde saglam kolon patlama basincina bakilmistir. Patlama basinci
deneyinden sonra kolon segmenti uzunlamasmna agilip  hidroksiprolin
caligmasi i¢in 5 milimetrelik doku alinmistir. Sonrasinda toplam oksidan
statiisli ve toplam antioksidan statiisii bakilmistir.

e Grup 2: E vitamini verilmeyen grup olarak ameliyat 6ncesi donemde 3 giin
intraperitoneal zeytinyagi enjeksiyonu yapilmistir. Kolon anastomozu
yapilirken 5 milimetrelik kolon segmenti bazal hidroksiprolin seviyesi igin
rezeke edilmistir. Ameliyat sonras1 7. giinde kolon anastomozu patlama
basincina bakilmistir. Patlama basinci deneyinden sonra anastomoz yapilan
kolon segmenti uzunlamasina agilip hidroksiprolin c¢alismast i¢in 5
milimetrelik, ortasinda anastomoz olan doku alinmigtir. Sonrasinda toplam
oksidan statiisii ve toplam antioksidan statiisii bakilmistir.

e Grup 3: Diisiik doz E vitamini (50 mg/kg) ve ¢oziicli olarak zeytinyagi

verilen grup olarak ameliyat 6ncesi donemde 3 gun intraperitoneal diisiik doz
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E vitamini (50 mg/kg) enjeksiyonu yapilmistir. Kolon anastomozu yapilirken
5 milimetrelik kolon segmenti bazal hidroksiprolin seviyesi igin rezeke
edilmistir. Ameliyat sonras1 7. gilinde kolon anastomozu patlama basincina
bakilmistir. Patlama basinci deneyinden sonra anastomoz yapilan kolon
segmenti uzunlamasina agilip hidroksiprolin calismasit i¢in 5 milimetrelik,
ortasinda anastomoz olan doku alinmistir. Sonrasinda toplam oksidan statust
ve toplam antioksidan statiisii bakilmistir.

e Grup 4: Yiksek doz E vitamini (500 mg/kg) ve ¢oziicii olarak zeytinyagi
verilen grup olarak ameliyat dncesi dénemde 3 gun intraperitoneal yuksek
doz E vitamini (500 mg/kg) enjeksiyonu yapilmistir. Kolon anastomozu
yapilirken 5 milimetrelik kolon segmenti bazal hidroksiprolin seviyesi i¢in
rezeke edilmistir. Ameliyat sonrast 7. giinde kolon anastomozu patlama
basincina bakilmistir. Patlama basinci deneyinden sonra anastomoz yapilan
kolon segmenti uzunlamasina agilip hidroksiprolin c¢alismast icin 5
milimetrelik, ortasinda anastomoz olan doku alinmistir. Sonrasinda toplam
oksidan statiisii ve toplam antioksidan statiisti bakilmistir.

E vitamini suplementasyonu icin literatirde referans bir klavuz
bulunmamaktadir. E vitamini suprafizyolojik dozlarda farkli etkilere sahip olmasinin
yaninda daha once bagirsak tizerinde etkisi ¢alisiilmamigtir. Optimum immun cevap
i¢in yaklasik 50 mg/kg a-tokoferol asetat gereksinimi gosterilmis ve imman sistem
yanit1 E vitamini durumunun en hassas gostergesi olarak literatiirde gosterilmistir.
Buna ek olarak E vitamininin ratlarda penisiline bagl gelisen epileptiform aktiviteyi
azaltma etkisinin deneyden 3 giin 6nce suplemantasyona baslanmasiyla maksimuma
ciktigr gozlenmistir. Koyunlar {izerinde yapilan calismada ise intraperitoneal
uygulanan E vitamininin maksimum doku ve plazma konsantrasyonuna 3. giinde
ciktig1 goriilmiistiir. Yine literatiirde bir¢cok caligmada yiiksek doz olarak 500 mg/kg
a-tokoferol kullanilmistir. Biz de ¢alismamizda diisik doz olarak 50 mg/kg ve
yuksek doz olarak 500 mg/kg belirledik. Kolon anastomozu 6ncesi E vitaminini 3
giin boyunca intraperitoneal uygulayarak maksimum etkiye ulagsmay1 hedefledik.

Sonrasinda idame i¢in giin asir1 50 mg/kg ve 500 mg/kg E vitamini uyguladik.
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3.2. Anestezi

Tum cerrahi gruplar icin genel anestezi, 10 mg/kg xylasine ve 80 mg/kg

ketamin hidrokloriir karigimi intraperitoneal verilerek saglanmistir.

3.3. Cerrahi Teknik

Aseptik sartlarda povidon iyot ile batin cildi temizlendikten sonra 5
santimetrelik orta hat laparotomisi ile batina girildi (Resim 3.1). Inen kolondan
peritoneal katlantinin 3 santimetre proksimalinde 5 milimetrelik bir segment rezeke
edilip anastomoz yapildi (Resim 3.2). Rezeke edilen segment bazal hidroksiprolin
diizeyi 6lgmek icin kullanildi. Anastomoz 7-0 polipropilen dikis ile tek tek, tek kat
halinde yapildi (Resim 3.3). Fasya ve cilt ayr1 ayr siirekli 4-0 ipek dikis ile kapatildi
(Resim 3.4). Bu anastomoz sham grubu disinda tiim gruplara uygulanmis olup, sham

grubuna sadece laparotomi yapilmistir.

Resim 3.1. Genel anestezinin ardindan siganin hazirlanmasi, %10 povidon iyot ile
asepsi sonrasi orta hat laparatomi ve inen kolonun bulunmasi
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Resim 3.2. Inen kolondan 5 milimetrelik segmentin rezeksiyonu sonrast iki kolon
ucunun aski dikisleri ile anastomoza hazirlanmasi

Resim 3.3. Arka duvar ve 6n duvarin rekonstriiksiyonu
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Resim 3.4. Anastomozun son hali ve fasya kapama

3.4. E Vitamini idamesi

E vitamini 2 gruba diisiik doz ve yiiksek doz olmak iizere haftada 3 kez
ameliyat sonrasi bir, {i¢ ve besinci glinler olmak {izere intraperitoenal olarak
uygulandi. E vitamini verilmeyen gruba ise yine ameliyat sonrasi bir, ii¢ ve besinci

giinlerde intraperitoneal zeytinyagi uygulandi.

3.5. Anastomozun Degerlendirilmesi

Yedinci giinde sakrifiye edilen siganlarda relaparatomi yapildi. Toplam
oksidan statust/toplam antioksidan statlisu Ol¢cimi igin kan alindi. Anastomoz
biitiinliigii makroskopik olarak degerlendirildikten sonra anastomozun ortasinda

bulundugu 4 santimetrelik kolon segmenti eksize edildi.

3.5.1. Mekanik Gui¢ Olgimii (Anastomoz Patlama Basinci Deneyi)

Patlama basmci 6lgiimleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Laboratuvar'inda Biopac MP36 sistemi ile SS13L (Blood pressure)
basing cevirgeci kullanilarak gergeklestirildi. MP36 sisteminin kanal 1'ine (CHI1)
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SS13L basing gevirgeci takildi ve sistem agildi. Basing ¢evirgecinin ucuna ii¢ yollu
musluk takilarak civali manometre ile kalibrasyon iglemi yapildi. Kalibrasyonu
takiben civali manometre ii¢ yollu musluk araciligi ile sistemden ¢ikartildi ve basing
degisim olciimlerine gecildi. Olgimler igin eksize edilen segmentin bir ucu
klemplendi, diger ucu ise serum hortumu aracilig1 ile basing ¢evirgecine baglandi
(Resim3.5). Bir enjektor yardimiyla hava pompalanarak bagirsak i¢i basing artirildu.
Basingtaki ani diigmenin oldugu basing patlama basinci olarak kaydedildi (Resim 3.6
ve 3.7). Patlama basicindan sonra anastomozun bulundugu segment uzunlamasina

kesilip anastomozun bulundugu 5 milimetrelik kisim hidroksiprolin yogunlugunu

incelemek icin aliminyum folyo icinde -80 °C’de saklandi.

Resim 3.5. Patlama basinci deneyi i¢in hazirlanan bir ucu klempli diger ucu hava
kagirmayacak sekilde serum hortumu yerlestirilen kolon segmenti
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Resim 3.6. Patlama basinci deneyi i¢in hazirlanmig manometri ve MP36 kayit
sistemi
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Resim 3.7. Basincin ani olarak diistiigii patlama basinci degeri
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3.5.2. Hidroksiprolin Duzeyi

Derin dondurucuda -80 °C‘de saklanan doku orneklerinin, anastomozdaki
dikisler alindiktan sonra agirliklar1 Olgiildii. Bu ornekler daha sonra icinde esit
miktarda 6N HCL ve 50 mM potasyum- fosfat bulunan hidroliz tiipiine yerlestirildi.
Bu tlpler 110 °C’de 16 saat boyunca hidrolize edilip tiiplerden alinan asidik
cozeltiler NaOH ile noétralize edildi. Olusan siipernatantta hidroksiprolin diizeyi
bakilip kaydedildi.

Hidroksipirolin 6l¢gtimleri, amino asitlerin amino gruplari ile reaksiyona giren
ninhidrin (1,2,3- triketohidrindan hidrat) kullanan kromatografik yontemle amino asit

analizori kullanilarak gergeklestirildi.

3.6. Toplam Oksidan Stattst / Toplam Antioksidan Statiisu

Heparinli tiiplere alinmis rat kan Orneklerinden santrifiij ile plazma
ayrigtirildi.  Plazmalar -80 °C’de saklandi. Toplam oksidan statiist 6l¢imu igin,
ornekten 45 pl alinarak ferr6z iyon-selator kompleksi igeren ¢ozelti ile reaksiyona
sokuldu. Bu sekilde ornekteki oksidanlar ferrik iyon olusturdu. Ferrik iyon bir
kromojen ile asidik ortamda renk olusturdu ve 530 nm’de spektrofotometrik olarak
Olclim yapildi. Standart olarak hidrojen peroksit kullanildi ve total oksidan durum
umol H202 Equiv./L olarak degerlendirildi.

Toplam antioksidan statust 6lcimi icin, 6rnekten 18 pl alinarak ABTS
radikali ile reaksiyona sokuldu ve &rnekteki antioksidanlar ABTS radikalini
indirgedi. 660 nm’de spektrofotometrik Ol¢im yapildi. Standart olarak vitamin E
analogu kullanildi ve total antioksidan durum pmol Trolox Equiv. /L olarak
degerlendirildi.

Toplam oksidan statistintin toplam antioksidan stattisiine oran1 oksidatif stres
indeksi olarak kabul edildi. Hesaplama igin, ortaya c¢ikan toplam antioksidan
statlistintin birimi umol/L'ye doéniistiirtildii ve oksidatif stres indeksi degeri asagidaki
formiile gére hesaplandi:

Oksidatif stres indeksi= Toplam oksidan statiisii (umol H2O2 esdegeri/L) /
Toplam antioksidan statiisii (wmol Trolox esdegeri/L)[100-102].



29

3.7. Istatistiksel Analizler ve Deney Sonuclarinin Sunulmasi

Elde edilen wveriler igin IBM SPSS Statistics Versiyon 22 programi
kullanilmistir. Normal dagilan veriler i¢in student t ve ANOVA, normal dagilim
gostermeyen veriler icin Mann-Whitney U testi ve Kruskal-Wallis testi kullanildi.
Oransal iliskileri degerlendirmek i¢in ki-kare testi kullanildi. Yapilan testlerin

sonunda p <0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kagak Oranlari

Anastamoz yapilan gruplarda kagak oranlar1 karsilastirilmistir (Tablo 4.1).
Kacak nedeni ile 6len ratlar da tabloya eklendigi igin gruplar arasi si¢an sayilarinda
farklilik mevcuttur. Diisiik doz E vitamini verilen grupta 2 sican, yiksek doz E
vitamini verilen grupta ise 3 sigan yedinci giin Oncesi Olmiistiir ve relaparatomi
yapildiginda bu ratlarda anastomoz kacagi saptanmistir. Bunlar disinda 7. giinde
yapilan laparotomi sonrasi zeytinyagi grubunda 2 sicanda, diisiik doz E vitamini
grubunda 3 siganda, yiksek doz E vitamini verilen 2 sicanda daha anastomoz kagagi
saptanmigtir. Bu veriler 1s1ginda gruplar arasinda kagak oranlar1 agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark mevcut degildir (p=0.517).

Tablo 4.1. Anastamoz yapilan gruplarda kagak oranlari

Degiskenler Kacak (-)* Kagak (+)* Toplam
Zeytinyagi (Grup 2) 10(%83.3) 2(%16.7) n=12
Diisiik doz E vitamini(Grup 3) 9(%64.3) 5(%35.7) n=14
Yiksek doz E vitamini(Grup 4) 10(%66.7) 5(%33.3) n=15
Toplam 29(%70.7) 12(%29.3) n=41

* Kagak (-): Kagak yok, Kacak (+): Kacak var

4.2. Patlama Basinci

Yedinci giinde sakrifiye edilen ratlarin kolon segmentlerinin patlama basinci
karsilastinilmistir  (Tablo 4.2)(Grafik 4.1). Kagak gelisen ratlar haricindeki
deneklerde patlama basinglart karsilastirildiginda, anastamoz yapilip yiiksek doz E
vitamini verilen grupta (n=10) patlama basinci ortalama 164.89 mmHg (SD=15.01);
anastamoz yapilip diisiik doz E vitamini verilen grupta (n=9) patlama basinct 153.33
mmHg (SD=6.94), sadece zeytinyagi verilen grupta (n=10) patlama basinci1 178.26
mmHg (SD=4.90) olarak goriilmiistiir. Anastamoz yapilan gruplar arasinda patlama

basinglar1 agisindan anlamli fark mevcut degildir (p=0.245).
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Tablo 4.2. Yedinci glinde sakrifiye edilen ratlarda kolon patlama basinglari

Degiskenler* Zeytinyagi Diisiik doz E YuksekdozE |p
grubu(Grup 2) | vitamini(Grup 3) | vitamini(Grup 4)
(n=10) (n=9) (n=10)
Ortalama 178.26 153.33 164.89
— | Standart Sapma 1551 20.8 47.47
= | Standart Hata 4.90 6.94 15.01
S | Ortanca 177.63 145.44 147.96 N
gl Minimum 161.10 132.76 108.74 &
§ 25 Ceyreklik 163.27 140.29 147.96
= | 75 Ceyreklik 186.66 162.34 188.51
Maksimum 204.41 195.13 249.44

*Gruplar e vitamini verilme durumuna gore ayrilmistir

Gruplar Arasi Patlama Basinci iliskisi

210.0000
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95% Cl Patlama Basinci

120.0000

90.0000

Zeytinyagl Diisiik doz E vitamini Yiiksek doz E vitamini
Grup 2 Grup 3 Grup 4

Grafik 4.1. Anastomoz yapilan gruplar arasi patlama basinci iliskisi

Anastomoz kagagi olan siganlardaki (n=7) patlama basinci 38.6 mmHg
(SD=30.2), kagak olmayan si¢anlarin (n=29) patlama basincina gére 165.9 mmHg
(SD=32.11) beklendigi iizere anlamli olarak daha diisiiktiir (p=0.001)(Tablo 4.3)
(Grafik 4.2).



32

Tablo 4.3. Yedinci glinde sakrifiye edilen, kagak olan ve olmayan ratlarda kolon
patlama basiglari

Degiskenler Kacak (-)*(n=29) Kacak (+)*(n=7) p
Ortalama 165.91 38.61
Standart Sapma 32.11 30.3
& | Standart Hata 5.94 11.46
E Ortanca 163.17 19.7 o
Z{U Minimum 108.7 13.8 §
= [25 Ceyreklik 142.2 16.2
(75 Ceyreklik 185.13 74.84
Maksimum 249.44 87.05

*Kagak (-): Kagak yok, Kagak (+): Kagak var

250.0000 S

200.0000

100.0000

Patlama Basinci

50.0000

0000

Yok Var
Kacak

Grafik 4.2. Anastomoz kagagi olan ve olmayan siganlar arasindaki patlama basinci
iligkisi

4.3. Hidroksiprolin Duizeyi

Hidroksiprolin seviyesi iki asamada degerlendirilmistir. ik &nce
anastomozun yapildigi 0. giin 5 milimetrelik kolon segmenti rezeke edilmis ve sham
grubu disindaki gruplarda bazal hidroksiprolin seviyeleri 6l¢iilmiistiir. Sham grubuna
rezeksiyon uygulanmadigi i¢in bazal hidroksiprolin 6l¢iilememistir. Ameliyat sonrasi

7. giinde patlama basinct deneyi yapildiktan sonra ortasinda anastomoz bulunan yine
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5 milimetrelik kolon segmentleri ¢ikarilip anastomozda hidroksiprolin seviyesi
bakilmigtir. Devaminda ise anastomoz hidroksiprolini bazal hidroksiproline
oranlanarak anastomoz o6ncesi durumla anastomoz hidroksiprolini ylzde olarak

karsilastirilmistir.

4.3.1. Bazal Hidroksiprolin Duzeyi

Anastomoz yapilmadan Once rezeke edilen 5 milimetrelik kolon
segmentlerindeki hidroksiprolin igerikleri karsilastirilmistir (Grafik 4.3-4). Ortalama
(n=36) bazal hidroksiprolin degeri 471.05 nmol/ml (SD=109.2) olarak 6l¢iilmiistiir.
Yuksek doz E vitamini verilen grupta (n=12) bazal hidroksiprolin degeri ortalama
521.68 nmol/ml (SD=100.18); diisikk doz E vitamini verilen grupta (n=12) 453.59
nmol/ml (SD=98.11), zeytinyag1 verilen grupta (n=12) 436.43 nmol/ml (SD=117.01)
olarak Olgiilmiistiir (Tablo 4.4). Her ii¢ grup arasinda anlamli fark izlenmemistir

(p=0.13)(Grafik 4.5).
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Grafik 4.3. Bazal hidroksiprolin igeriklerinin spot plot analizi
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Grafik 4.4. Bazal hidroksiprolin igeriklerinin violin plot analizi

Tablo 4.4. Bazal hidroksiprolin diizeyinin gruplara gore dagilimi
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Degiskenler* Zeytinyagi | Diusik doz | Yuksekdoz | Total |p
grubu E vitamin E vitamin | (n=36)
(Grup 2) (Grup 3) (Grup 4)
(n=12) (n=12) (n=12)

- Ortalama 436.43 453.59 521.68 471.05

& | Standart Sapma 117.01 98.11 100.18 109.2

- QEJ Standart Hata 33.77 29.5 28.92 18.46
< & Ortanca 476.58 439.05 536.06 483.96 2
S % Minimum 199.89 336.94 339.9 199.89 | @

S | 25 Ceyreklik 358.86 367.26 456.09 370.24

% 75 Ceyreklik 530.72 511.51 566.83 529.14

Maksimum 563.35 687.78 697.61 697.61

*Gruplar e vitamini verilme durumuna goére ayrilmistir
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Grafik 4.5. Gruplar arasinda bazal hidroksiprolin igeriklerinin karsilastirilmasi

4.3.2. Anastomoz Hidroksiprolin Dizeyi

Kagak gelisen ratlar haricindeki deneklerde, ortasinda anastomoz bulunan
kolon segmentlerindeki hidroksiprolin seviyeleri hesaplanmistir (Grafik 4.6-7)(Tablo
4.5). Anastomozdaki hidroksiprolin degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark
mevcut degildir (p=0.163)(Grafik 4.8). Yine anastomoz kagagi olanlar (n=7) ile
olmayanlar (n=29) karsilastirildiginda, iki grup arasinda hidroksiprolin seviyesi
acisindan fark izlenmemistir (p=0,436)(Tablo 4.6)(Grafik 4.9).
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Grafik 4.6. Anastomoz sonrast hidroksiprolin diizeylerinin spot plot analizi
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Grafik 4.7. Anastomoz sonrasi hidroksiprolin diizeylerinin violin plot analizi



Tablo 4.5. Anastomoz sonrasi hidroksiprolin seviyelerinin gruplar arasindaki
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dagilimi
Degiskenler* | Zeytinyagi grubu | Diisiik doz E Yuksek doz E p
(Grup 2) vitamini(Grup 3) | vitamini(Grup 4)
(n=10) (n=9) (n=10)
Ortalama 286.50 117.67 277.43
Standart 39.31 134.72 270.12
= Sapma
S & | Standart Hata 11.35 38.89 77.97
é' % Ortanca 285.93 174.94 228.9 C:
o
S g | Minimum 220.1 3.14 1.94 a3
O
S 5 [ 25 Ceyreklik 259.52 37.95 71.35
@ Z
= 75 Ceyreklik 310.16 289.97 342.57
Maksimum 361.07 401.83 873.15
*QGruplar e vitamini verilme durumuna goére ayrilmistir
;g‘ 800.0000
8
E 600.0000
¢
<
? 400.0000
:JE: 200.0000
Zeytinyag1 Diistik doz E Yiiksek doz E
Grup 2 Grup 3 Grup 4

Grafik 4.8. Gruplar arasinda anastomoz sonrasi hidroksiprolin diizeylerinin
karsilastirilmasi
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Tablo 4.6. Anastomoz sonrasi kagak olan ve olmayan gruplar arasindaki
hidroksiprolin duzeyi

Degiskenler Kacak (-)*(n=29) Kacak (+)*(n=7) p

T Ortalama 262.80 182.55

S Z | Standart Sapma 184.58 139.34

% % Standart Hata 34.27 52.66

ER Ortanca 276.34 188 =
=S o Minimum 1.94 6.24 &
O3 | 25 Ceyreklik 172.83 9.41

\rz; & 75 Ceyreklik 303.61 330.02

= Maksimum 873.15 361.07

*Kacak (-): Kacak yok, Kacak (+): Kagak var

1000.0000
45

800.0000
46
*
600.0000

400.0000

200.0000

Hidroksiprolin Anastamoz Sonrasi

0000

Yok Var
Kacak

Grafik 4.9. Anastomoz kagag1 izlenen ve izlenmeyen ratlar arasindaki hidroksiprolin
seviyesi

4.3.2. Anastomoz/bazal hidroksiprolin dizeyi

Kacak gelisen ratlar haricindeki deneklerde, anastomozun 1. haftasinda
anastomoz oncesi gicun yiizde kagina ulastigi degerlendirilmistir (Grafik 4.10-
11)(Tablo 4.7). Anastamozdan sonraki 1. haftada bakilan hidroksiprolin degeri ile
bazal degerin birbirine oranlari karsilastirildiginda median 0.55 (0.32-0.69) olarak
izlenmistir. Oranlar sadece zeytinyagi verilen grupta (n=10) 0.65 (0.55-0.78), diisiik
doz E vitamini verilen grupta (n=9) 0.39 (0.02-0.69), yuksek doz E vitamini verilen
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grupta (n=10) 0.55 (0.14-0.65) olarak hesaplanmistir ve gruplar arasinda anlamli fark
mevcut degildir (p=0.068)(Grafik 4.12).
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Anastomoz yapilan gruplardaki anastomoz/bazal hidroksiprolin
oranlarinin spot plot analizi
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Anastomoz yapilan gruplardaki anastomoz/bazal hidroksiprolin
oranlarinin violin plot analizi



Tablo 4.7. Anastomoz/Bazal hidroksiprolin oranlarinin belirlenmesi
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Degiskenler* Zeytinyag1 Diisiik doz E Yuksek doz E Total p
grubu(Grup 2) | vitamini(Grup 3) | vitamini(Grup 4) | (n=29)
(n=10) (n=9) (n=10)
- Ortalama 0.7102 0.382 0.532 0.546
h g Standart Sapma 0.251 0.307 0.477 0.374
% % Standart Hata 0.072 0.092 0.137 0.063 o
% 3 Ortanca 0.655 0.396 0.555 0.558 S
SIS Minimum 0.443 0.007 0.002 0.002 | =
o %J 25 Ceyreklik 0.555 0.02 0.144 0.323
§ = 75 Ceyreklik 0.782 0.691 0.653 0.693
B Maksimum 1.391 0.85 1.57 1.57
*QGruplar e vitamini verilme durumuna goére ayrilmistir
2.0000000
E 45
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Grafik 4.12. Anastomoz yapilan gruplardaki anastomoz/bazal hidroksiprolin
oranlarimin karsilastirilmasi

arasinda anastomoz/bazal hidroksiprolin oranlar1 agisindan fark izlenmemistir

Yine anastomoz kagagi olanlar ile olmayanlar karsilastirildiginda, iki grup

(p=0,322)(Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Kagak olan ve olmayan gruplar arasindaki anastomoz/bazal
hidroksiprolin oraninin belirlenmesi

Degiskenler K?ﬁigé;)* Ka((;ﬁl;()—l- ) p
Ortalama 0.578 0.411
o Standart Sapma 0.391 0.278
g aj? Standart Hata 0.07 0.105
3 2 Ortanca 0.562 0.546 ©
= ] Minimum 0.002 0.011 N
,:? g 25 Ceyreklik 0.339 0.02
2 75 Ceyreklik 0.78 0.61
Maksimum 1.57 0.68

*Kacak (-): Kagak yok, Kacak (+): Kagak var

4.4. Oksidatif stres indeksi

Yedinci gunde sakrifiye edilen ratlarda kanda toplam oksidan statlisu ve
toplam antioksidan statiisii bakilarak, oksidatif stres indeksi hesaplandi (Grafik 4.13)
(Tablo 4.9). Oksidatif stres indeksi median 0.10 (0.05-0.17) olarak hesaplandi ve tiim
gruplar arasinda anlamli fark izlenmedi (p=0.706)(Grafik 4.14).
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Grafik 4.13. Oksidatif stres indekslerinin violin plot analizi



Tablo 4.9. Gruplar arasinda oksidatif stres indeksinin karsilastirilmasi
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Degiskenler* | Sham Zeytinyagi Disiik | Yiksek | Total | p
grubu | grubu(Grup2) | dozE dozE | (n=48)
(Grupl) (n=12) vitamini | vitamini
(n=12) (Grup 3) | (Grup 4)
(n=12) (n=12)
Ortalama 0.11 0.96 0.14 0.17 0.13
g Standart 0.06 0.73 0.10 0.25 0.14
2 Sapma
2 Standart 0.22 0.260 0.35 0.85 0.02
% Hata e
§ Ortanca 0.10 0.76 0.11 0.72 0102 | 8
5" Minimum 0.02 0.01 0.01 0.03 0.01
§ 25 Ceyreklik 0.08 0.03 0.08 0.05 0.05
&. | 75 Ceyreklik 0.11 0.16 0.17 0.15 0.17
Maksimum 0.23 0.20 0.38 0.84 0.84
*Gruplar e vitamini verilme durumuna goére ayrilmigtir
% ‘
=
g 4000 o?
2
o a4
+ B =
Sham Zeytinyagl Diisik dozE Yiksek doz E
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Grafik 4.14. Gruplar arasinda oksidatif stres indekslerinin karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

Anastomoz kagag1 gastrointestinal cerrahiden sonra ortaya ¢ikan en ciddi
komplikasyonlardan biridir[103]. Anastomoz kagagi yaygin peritonit ve septik soka
kadar uzanabilen bir Kklinik tabloya neden olur[104]. Bu durum hastanin
resiisitasyonu ve gelisen organ yetmezliklerinin tedavisinde yogun bakim destegi
gerektirebilecegi gibi, tekrarlayan ameliyatlara, uzamis hastanede kalis siiresi ve
artmis tedavi maliyetine neden olabilir. Anastomoz kagagi ve tekrar ameliyat
gerekliligi kolorektal cerrahide bir kalite gostergesi olarak kabul edilir[105].
Kolorektal malignite nedeniyle yapilan ameliyatlardan sonra anastomoz kagagi
gelisen hastalarin uzun dénem fonksiyonel sonuglarina bakildiginda lokal rekiirensin
artigt ve 5 yillik sagkalimin distigi gosterilmistir[106-108]. Genel anlamda
bakildiginda gastrointestinal sistem cerrahisi sonrasi anastomoz kagagi gelistiginde
morbidite %28’den %98’e, hastanede kalis siiresi ortalama 5 giinden 13 giine, 30
giinlik mortalite %2.5’tan %8.4’e ve uzun donem mortalite %20’den %36.4’¢
cikmaktadir. Ekonomik yonden incelendiginde hasta bagina diisen maliyet herhangi
bir komplikasyonu olmayan hastalar icin ortalama 16,085.39 $ iken, anastomoz
kagag1 disinda bir komplikasyonu olan hasta basia 30,409.21 $, anastomoz kagagi
durumunda ortalama 56,349.12 $ olarak bildirilmistir[109]. Kolorektal cerrahi
0zelinde 30 giin iginde hastane bagvurulari anastomoz kagagi olanlarda 1.3 kat artmis
olarak gosterilmistir. Ilk yatis icinde anastomoz kagagi saptananlarin, hastanede
ortalama 7.3 giin daha fazla kaldig1 ve ek olarak 24,129 $ maliyete sebep oldugu
bildirilmigtir. Her 1000 hasta icin kolorektal anastomoz kacaginin toplamda
hastanede kalist 9500 giin uzattig1 ve 28.6 milyon $ ek maliyete neden oldugu
gosterilmistir[103].

Gastrointestinal sistemde, yara iyilesmesini hizlandirmak ve giiclii bir
anastomoz hatt1 elde etmek icin gesitli farmakolojik ajanlar lokal ya da sistemik
olarak uygulanmis fakat bu ajanlarin rutin klinik uygulamaya eklenmesini dnerecek
bir sonuca ulagilamamistir. Nursal ve arkadaslarinin ¢alismasinda deneysel kolon
anastomozu modelinde eksojen yoldan uygulanan melatoninin etkileri arastirilmis ve
melatoninin kolon anastomozu iyilesmesi iizerinde bir etkisinin olmadigi tespit

edilmistir[110]. Yine boliimiimiizde yapilan bagka bir ¢alismada pinealektominin
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kolon anastomozu modelinde etkisi incelenmis olup, pinealektominin kolon
anastomozu iyilesmesinde bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir[111].

Bark ve arkadaslar1 A vitamininin kolon patlama basinci ve hidroksiprolin
miktarini artirarak anastomoz iyilesmesini artirdigini géstermistir[112]. Danielski ve
arkadaglar1 ise C vitamini uygulamasinin yetersiz beslenmis ratlarda anastomoz
iyilesmesini olumlu etkiledigini gostermislerdir[113].

Bizim c¢alismamizda ise E vitamini verilen gruplar ile verilmeyen gruplar
arasinda kagak oranlari, anastomoz patlama basinglar1 ve anastomoz yapilan kolon
segmentlerindeki hidrosiprolin degerleri agisindan anlamli bir fark saptanmamustir.
Diisiik doz ve yiiksek doz E vitamini verilen gruplardaki kagak oranlari kontrol
grubuna gore daha fazla olmakla birlikte bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
izlenmemistir. E vitamininin antioksidan mekanizmalarla yara iyilesmesini olumlu
etkilemekle beraber, antiproliferatif, proapoptotik, antiinflamatuar, antianjiyojenik
Ozellikleri olmasi sebebiyle yara iyilesmesini kotli yonde etkileyebilecegi de
distiniilmiistiir. Bundan sonraki calismalarda E vitaminin sadece antioksidan
ozelliginden ziyade diger oOzellikleri ile beraber biitlinciil olarak ele alinmasini
onermekteyiz. E vitamini verilen gruplarin hidroksiprolin 6l¢limlerinde standart
sapmalarin yiiksek olmasini ve drneklerin normal dagilim gdstermemesini bu dual
etkiden kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Anastomoz iyilesmesini bircok faktor etkilemektedir. Bunlardan biri 6zellikle
iyilesmenin inflamatuvar fazinda 6nem kazanan oksidatif strestir[2]. Anastomoz
tyilesmesinde birgok madde antioksidan ozellikleri nedeni ile calisilmistir. Ratlar
tizerinde yapilan bir ¢alismada ozon tedavisinin oksidatif stresi azaltarak anastomoz
iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir[114].

Calismamizda E vitamini i¢in diisiik ve yiiksek doz diizeyleri daha 6nce farkl
konularda yapilan deneysel ¢alismalar temel alinarak belirlenmistir. Bu ¢alismalarda
Onerilen dozlar yeterli diizeyde biyoyararlanim saglayacagi ongoriilen dozlardir.
Bununla birlikte ¢alismamizda kanda antioksidan etki (oksidatif stres indeksi)
acisindan gruplar arasinda fark saptanmamistir. Bunun c¢alismanin sonuglarini
etkileyen 6nemli bir neden oldugu ve ilerde yapilacak galismalarda E vitamininin
daha yiiksek dozlarda ve replasman siiresi daha uzun tutarak verilmesinin faydali

olacag diisiiniilmiistiir.
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Anastomoz kacagi gelismesinin oksidatif stresi artirmasi beklenirken
calismamizda anastomoz kagagi olanlar ile olmayanlar arasinda oksidatif stres
indeksi agisindan bir fark saptanamamuistir.

Rushfeldt yaptig1 bir ¢alismada patlama basincinin anastomoz kagagi riski
icin uygun bir gosterge olmadigin1 ve bu yontemin, hayvan sakrifiye edildiginde
zaten bir sizintiya sahip olan anastomozlar i¢in uygulanamayacagi bildirmistir[115].
Bunun aksine bu alandaki arastirmacilar tarafindan hala anastomoz giiciini
gostermede patlama basincinin uygun bir test oldugu disiiniilmektedir (Delphi
konsensusu, Haziran 2015)[47].

Bizim g¢aligmamizda da anastomoz kacgagi olan orneklerin patlama basinct
istatiksel anlamli olarak diisiik saptanmistir ve deneyde kagak olusabilmesi icin belli
bir hava basincina ihtiya¢ vardir. Bu sonuglar literatiirii destekler sekilde patlama
basincinin anastomoz iyilesmesinin iyi bir gostergesi oldugunu diisiindiirmiistiir.

Yara iyilesmesinde fibroblastlar, inflamasyon sirasinda olusan gegici matriksi
kollajenden zengin granillasyon dokusuyla degistirerek kollajeni anastomoz
iyilesmesi i¢in ilging bir belirleyici haline getirmistir[9]. Bu nedenle, anastomoz
tyilesmesini gosteren belirtecler arasinda kollajen igerigini, sentezini ve yikimini
gosteren analizler kullanilmaktadir[21]. Kollajen miktarinin belirlenmesi, genellikle
hidroksiprolin igerigi dlgiilerek gergeklestirilir, ¢linkii bu amino asit kollajen disinda
sadece birka¢ proteinde bulunur[48]. Thompson ve arkadaslarimin yazdigi bir
derlemede hidroksiprolin igeriginin gastrointestinal anastomozlarin giiciinii 6lgmek
icin kullanilan bir metot oldugu vurgulanmistir[9]. Giincel birgok c¢alismada
anastomoz giictini belirlemek i¢in hidroksiprolin igerigi kullanilmigtir. Raptis ve
arkadaglarinin yaptig1 bir c¢aligmada takrolimusun ratlarda kolonik anastomoz
iyilesmesine olan etkileri incelenmis ve iyilesme parametresi olarak hidroksiprolin
miktar1 kullanilmistir[116]. Marjanovic ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ise
farkli kristaloid sivi tedavilerinin intestinal anastomoz stabilitesine olan etkileri
degerlendirilmis ve hidroksiprolin igerigi kullanilmistir[117]. Hidroksiprolin igerigi,
kollajen miktar1 hakkinda bilgilendirici kabul edilmekle beraber, kollajen alt tipleri,
kollejenin olgunlugu ve dolayisityla doku kuvveti hakkinda bilgi saglamaz. Ciinki
doku kuvveti daha ¢ok dokuda bulunan kollajen tipi ve kalitesi ile belirlenir[118-
120].
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Bizim c¢aligmamizda da gruplar arasinda hidroksiprolin igerikleri agisindan
anlamli bir fark bulunmamistir. Anastomoz kacagi bulunan siganlar ile anastomoz
kacag1 olmayan siganlar kiyaslandiginda, hidroksiprolin igerigi bakimindan anlamli
bir fark saptanmamistir. Bu bulgular hidroksiprolin i¢eriginin anastomoz kuvvetini
gostermede yeterli olmadigi goriisiinii desteklemektedir. Calismamizda literatiirde
oOnerildigi gibi anastomoz yapilan segment 5 milimetrelik genislikte rezeke edilmis
ve hidroksiprolin igerigi biitlin anastomozda calisilmistir. Anastomoz kacagi olan
deneklerde hidroksiprolin igeriginin sadece kagak olan bolge rezeke edilerek
calisildiginda daha diisiik ¢ikabilecegi kanisindayiz.

Literatiirde E vitamininin cerrahi sonrasi insizyonlarda keloid olusumunu
azaltmasim1 ve kozmetik gOriiniimi iyilestirmesini destekleyen c¢alismalar
bulunmaktadir[121]. Alcantara ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada E vitamininin
kemoterapi ve radyoterapiye bagli mukoziti iyilestirdigi goOsterilmistir[122]. E
vitamininin bu 6zellikleri ve antioksidan 6zelligi dikkate alindiginda anastomoz ya
da radyoterapi sonrast gelisen striktiirleri azaltacagi disliniilmiistiir. Bizim
calismamizda E vitamini uygulamasinin anastomoz kacaklarmi arttirmadigi ve

anastomoz giiciinii azaltmadig1 gosterilmistir.
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6. SONUCLAR

Sicanda kolon anastomozu modelinde E vitamininin yara iyilesmesi iizerine
erken donem etkilerini arastirmay1 hedefleyen deneysel ¢alismamizin sonuglart E
vitamininin kolon anastomozu iyilesmesi {izerine olumlu ya da olumsuz yonde bir
etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Bununla birlikte dokuda antioksidan etkinligin
E vitamini gruplart ile kontrol grubu arasinda farklilik gostermemesi, literatiirde
Onerilen dozlar uygulanmis olmakla birlikte, uygulanan E vitamini diizeylerinin
yetersiz kaldig1 olasiligini da akla getirmektedir. Ilerde yapilacak c¢alismalarda daha
yiiksek dozlarin da kullanilmasi gerekir.

Literatirde hep E vitamininin antioksidan ozellikleri vurgulanmakla beraber,
antiproliferatif, proapoptotik, antiinflamatuar, antianjiyojenik etkileri de mevcuttur.
Bunlara ek olarak E vitamini farkli enzimatik yolaklarda ve gen ekspresyonunda
gorev alir. Calismada elde edilen sonuglar E vitamininin gastrointestinal sistemde
yara iyilesmesi tizerine antioksidan etkileri disinda bu mekanizmalarla da etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle bu yolaklarin yara iyilesmesi iizerine
etkilerinin de aragtirilmasi gerekir.

Bulgularimiz anastomoz kuvvetini gostermede patlama basincinin faydali
oldugu, hidroksiprolin diizeylerinin ise yetersiz kaldigi yoniindeki goriisi
desteklemektedir. Calismamizda E vitamininin anastomoz kacaklarini arttirmadigi ve

anastomoz kuvvetini azaltmadig1 gosterilmistir.
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