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1 GIRIS

Kolorektal kanserler, gastrointestinal sistemin en sik rastlanan tiimorleri
olup, ozellikle gelismis {lkelerde yaygin olarak goriilmektedir. Kolon
kanserlerinin yaklagsik olarak yaris1 rektum ve rektosigmoid bileskede bulunur.
Erkeklerde akciger, kadinlarda ise meme kanserinden sonra ikinci siklikla
goriilmektedir.

Rektal kanserlerin cerrahi tedavisi %30’a ulasan lokal rekiirrens ile
sonuglanmaktadir. Bu rekiirrenslerin ¢ogu rezeksiyondan sonra ilk 2 yil iginde
meydana gelmektedir Lokal rekiirrensler ile ilgili semptomlar ¢ok degisik olabilir
ve siddetli pelvik agriy1, iilsere perineal lezyonlari, barsak tikanmasini,
enterokutandz fistiilleri veya alt ekstremitelerin ileri derecede 6demini de
icerebilir. Lokal rekiirrens oranimi etkiledigi gosterilen faktorler cerrahi teknik,
timor evresi ve derecesi, primer tiimoriin yeri ve negatif cerrahi sinirin
saglanamamasidir.

Son zamanlarda bu hastalarda optimal cerrahi teknik olan total mezorektal
eksizyon ile rekiirrens oranlarinda dramatik bir diisme saglanmistir. Alternatif
olarak preoperatif diisiik doz radyoterapi hem lokal rekiirrens oranlarini azaltmis
hem de ortalama sag kalim siirelerini arttirmistir. Ayrica yiiksek doz radyoterapi
ile lokal ileri evre (T4) kanserlerde evre azaltilmasi etkin bir sekilde elde edilebilir
(1). Kanser enstitiilerince Dukes B ve C tiimorlerde ve kotii prognostik faktorlere
sahip hastalarda; hem primer tiimor yatagina, hem de internal iliak, rektosakral,

obturator ve a.iliaca communis c¢evresindeki lenf nodiillerine preoperatif



radyoterapi verilmesi onerilmektedir. Yine radyoterapi ile eszamanli 5- flurourasil
(5-FU) tedavisinden hastalarin daha ¢ok yarar goreceklerini bildiren yayinlar da
mevcuttur. Gilinlimiizde preoperatif radyoterapi, timor rezektabilitesini arttirmak
(2, 3), niiksleri ve lenf bezi metastazlarini azaltmak (2, 3, 4, 5) ve surviyi uzatmak
(3, 4, 6) amaciyla 6zellikle rektosigmoid kanserlerin tedavisinde artan bir kabul
gormektedir. Ayrica rektum 1/3 alt kismina yerlesim gosteren tiimorlerde
preoperatif radyoterapi sonrasi tiimoriin evresinde gerileme elde edilmekte ve bir
kisim hastaya asagi anterior rezeksiyon uygulanip bu hastalarda kalic1 kolostomiye
ihtiya¢ duyulmamaktadir. Ancak yiiksek doz radyoterapi ile kombine total
mezorektal eksizyon kolon anastomozlarinin iyilesmesini bozabilir. Deneysel
caligmalar preoperatif radyoterapi uygulanan ratlarda anastomoz patlama
basinglarinda ve hidroksiprolin seviyelerinde belirgin bir azalma oldugunu
gostermistir. Radyasyonun anastomoz iyilesmesi iizerine olan olumsuz etkilerini
azaltabilmek amaciyla ¢esitli madde ve yontemler denenmistir.

Kolon anastomozlarinin iyilesmesi, ekstraselliiler matriksin pargalanmasini
iceren organize ve kompleks bir dizi hiicresel ve biyokimyasal olaylar kaskadini
gerektirir. Yaralanmanin ardindan doku biitiinliigliinii saglamak amaciyla
inflamasyon, hiicresel go¢ ve boliinme, konnektif doku artisi ve yeniden
sekillenmeyi iceren bir sikliis baglar. Yara kuvvetini belirleyen en 6nemli faktorler
yeni sentez edilen ve depolanan kollajenin kalitesi ve miktari ile birlikte dnceden
olusan kollajenin parcalanmasidir. Bu olay ekstraselliiler matriks’in tiim
komponentlerinin pargalanmasin1 saglayan ve bir enzim ailesi olan matriks

metalloproteinazlar (MMPs) tarafindan gergeklestirilir. MMPs’1n aktivitelerindeki



artis morbidite ve mortaliteye neden olabilen anastomotik ayrisma ile
sonuglanabilirken, yetersiz MMP aktivitesi fibrozis ve striktiir ile sonuglanir.
Kollajenaz aktivitesi tiim gastrointestinal kanalda uygulanan transeksiyon ve re-
anastomoz sonrasi artis gostermektedir. Onceki ¢alismalar normal kolon
mukozasinda MMP-1, MMP-2, MMP-3 ve MMP-9’un olmadigini, ancak
anastomozu takiben sadece siitiir hatt1i {lizerinde olustuklarini gostermistir.
Kollajenazlar (MMP-1, MMP-8 ve MMP-13) iyilesmenin ilk birka¢ giiniinde
anastomotik biitiinliiglin saglanmasinda ve siitiirlerin tutma kapasitesinde énemli
rol oynarlar. Kollajenazlarin aktivitesi kolon anastomozlarindan 3 giin sonra
belirgin artis gosterir. Bu siirecte makrofajlar, nétrofiller gibi inflamatuar hiicreler
MMPs’1n asil kaynagidirlar (7).

Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) sitokinler, protein kinaz C aktivatorleri,
oksidanlar ve viriisler gibi birgok farkli uyar1 ile aktive olmaktadir. NF-kB’in
aktivasyonu inhibitoér kB (IkB)’e spesifik kinazlar tarafindan IxB’1n fosfarilasyonu
ile olmaktadir. Asir1t NF-kB aktivasyonu inflamatuar proses ile karakterize bir¢ok
patofizyolojik durumda karsimiza c¢ikmaktadir. Bu ylizden higbir yan etki
yapmaksizin NF-kB’in spesifik blokaji yogun bir arastirma konusu haline
gelmistir. NF-xB’in yara iyilesmesindeki roliinii ortaya koyan siirli sayida
caligma yapilmistir. Bond ve arkadaslar tavsan cilt fibroblastlarinda MMP-1 ve
MMP-3 salinmasi i¢in NF-kB’in 6nemli bir faktor oldugunu gostermislerdir (8).
Saika ve arkadaglar1 kanlanmasi son derece sinirl bir organ olan kornea iizerinde
alkali ajanlarla yaralanma olusturmuslar ve topikal wuygulanan NF-xB

inhibitdrlerinin iyilesme tizerine olumlu etkilerini bildirmislerdir (9). Schreiber ve



arkadaslar1 ise ilk olarak cilt yara modelinde adenoviriis araciligi ile NF-xB
aktivasyonunun onlenmesinin yarada kollajen depolanmasinda artisa yol actigini
ve inflamasyonu azalttigini gostermislerdir (10). Daha 6nce yapmis oldugumuz
deneysel bir calismada farkli NF-xB inhibitorleri kullanarak NF-xB’nin
anastomotik kolon yara iyilesmesine olan olumsuz etkilerinin ortadan
kaldirildigini tespit ettik (11). Ancak, radyoterapiye maruz kalmis ratlarda kolon
anastomozu sonrasi yara iyilesmesinde NF-kB’in roliinii ortaya koyan bir ¢alisma
heniiz bulunmamaktadir. Biz ratlarda deneysel olarak preoperatif radyoterapi
sonras1 kolon transeksiyonu ve re-anastomozu ile olusturulan anastomotik yara
iyilesmesi modelinde NF-kB aktivasyonunun bloke edilmesinin anastomoz

iizerine olumlu etkileri olabilecegini varsaydik.



2 GENEL BILGILER

2.1 Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesinin cerrahi yonden 6nemli asamalar1 sdyle siralanabilir;
a) Hemostaz ve inflamasyon fazi: (0—4 giin)
b) Proliferasyon fazi: (4—14 giin)
¢) Olgunlagsma ve yeniden yapilanma (Rejenerasyon) fazi: (14—180
giin)

Bu asamalar1 kisaca agsagidaki gibi detaylandirabiliriz:

a) Hemostaz ve inflamasyon fazi: Yaralanma sonucu hasara ugrayan
damarlarda vazokonstriikksiyon meydana gelir ve koagiilasyon kaskadi baslar.
Trombosit o graniillerinin degraniile olmasi ile fazla miktarda transforming
growth factor (TGF)-f salinir. TGF-B, makrofaj ve lenfositlerin kemotaksisini
hizla uyarir. Lenfositler ve monositler de, platelet-derived growth faktér (PDGF),
TGF-B, Platelet Factor 4 (PF4), kompleman, protein C5a, 16kotrien B4 ve platelet
activating factor (PAF) gibi diger trombosit kdkenli yangi hiicreleri tarafindan
yaraya c¢ekilirler. Trombositlerin subendotelyal kollajen ile temasi sonucu
intrensek koagiilasyon kaskadi baglar. Olusan piht1 nétrofil, monosit ve fibroblast
gibi hiicrelerin yara ortaminda toplanmasi i¢in bir ag gibi gorev yapar. Hemostazi
takiben plazma ve doku kaynakli enflamasyon mediatorleri (histamin, seratonin,
prostaglandinler gibi) vazodilatasyon ve permeabilitede artisa neden olur. Yara

ortamindan salinan kemotaktik ajanlar (kompleman faktorleri, Interlokin I (IL-I),



timor nekrotizan faktor-o (TNF-a), TGF-B, trombosit faktér IV ve bakteriyel
iirlinler gibi) hiicre migrasyonunu stimiile eder.

Yarada baglangicta polimorfoniikleer 16kositlerin hakimiyeti s6z konusu
iken 24 saatte monositlerin yara alanina girmesiyle bu hakimiyet yavasca azalir.
Normal yara iyilesmesinde gorev alan diger inflamatuar hiicreler plazma hiicreleri
ve mast hiicreleridir.

Notrofiller yaraya dogru gé¢ eden ilk hiicre grubudur. Fibroblast growth
faktér (FGF) ve PDGF nétrofillerin yaraya infiltrasyonunu uyarir. Inflamasyon
siiresince noétrofiller, makrofajlar ve lenfositler baskin durumdadir. Yara alanina
olan hiicre kemotaksisini, hiicrelerin fonksiyonel aktivasyon kazanmasi takip eder.
Bunun sonucunda sitokinler ve biliyiime faktorlerinin iiretim ve saliniminda artma
olur. Aktive olan makrofajlar; debridman, matriks sentezi ve anjiogenez gibi yara
iyilesmesini birgok yonden ilgilendiren 6nemli gérevleri yerine getirir. Baslangicta
trombositlerden salman faktorler makrofaj aktivasyonu igin ilk ve giiclii bir
uyarim saglar. Fibronektin ve kollajen gibi bazi hiicresel iiriinlerin fagositozu da
makrofajlarin aktivasyonunu siddetlendirir ve sitokinler salgilar (4, 12, 13)

b) Proliferasyon fazi: Fibroblastik proliferasyon, TGF- ve interlokin 1
(IL-I) ile stimiile edilir. Anjiogenez epidermal growth factor (EGF) ve IL-8 ile
aktive edilir, notrofillerin yaraya infiltrasyonu TNF-a ve notrofil aktive edici
peptit-II (NAP-II) ile tetiklenir (13). Fibroblastlar ve endotelyal hiicreler bu faz
sirasinda prolifere olan temel hiicrelerdir. Yara iyilesmesinde yaranin ana direnci
ve saglamligini saglayan kollajen fibroblastlarin esas {iriiniidiir. Kollajenin

baslangi¢c formu olan Tip 3 kollajen, iyilesen yaralarda sentezlenir. Kollajen yara



matriksinin son ve kalici bilesenidir. Fibroblastlar yaraya c¢evre dokulardan goc
ederler, PDGF, EGF gibi baz1 biiyliime faktorleri fibroblastlarin kemotaksisini
tetiklerler.

Kollajen sentezi i¢in lizin ve prolinin hidroksilasyonu gereklidir.
Hidroksilasyon i¢in kullanilan kofaktorler ise ferr6z demir, molekiiler oksijen,
alfa-ketoglutarat ve askorbik asittir. Intakt veniillerden endotelyal hiicre
proliferasyonu sonucu yeni kapiller damarlar, yara alani i¢cine dogru ilerler ki bu
olay neovaskiilarizasyon olarak adlandirilir (14) .

¢) Olgunlasma ve yeniden yapilanma fazi: Bu fazin en 6nemli 6zelligi
yarada kollajenin yikim ve sentezinden sorumlu olan kollajenaz aktivitesi,
sitokinlerin siki1 kontrolii altindadir (15). Kollajen yikimi iyilesmenin erken
donemlerinde baslar ve 6zellikle hemostaz ve inflamasyon fazinda iyice hizlanir.
Yaradaki kollajenaz kaynaklar1 inflamatuar hiicreler, endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve keratinositlerdir. Yara iyilesmesinde zamana bagli olarak
degisiklikler gosteren rolatif hiicre sayilarnt Grafik 2.1°de  goOsterilmistir.

Olgunlagma ve yeniden yapilanma fazi 1 yila kadar siirer (3).
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Grafik 2.1. Yara iyilesmesinde zamana bagh degisiklikler
2.2 GIS Yara lyilesmesi

Histolojik olarak incelendiginde gastrointestinal kanal, mukoza,
submukoza, muskiilaris propria ve serozadan olusan dort tabakadan ibarettir. Her
bir tabaka farkli islevli hiicre tiplerini igermektedir. Tiim dokularda hasar sonrast
hemostaz ve inflamasyon, proliferasyon, olgunlagma ve yeniden yapilanma fazlar
ortak olmasima karsmn, her doku aym sekilde iyilesmemektedir. GiS’de yara
iyilesme siireci bazi farkliliklara sahip olup bunlar iyilesmenin yapisini, hizini ve
sonucunu etkilemektedir (16). Ayrica gastrointestinal yara iyilesmesi fetal ve
eriskinlik donemlerinde de farkliliklar géstermektedir.

Normal kosullar altinda gerilme kuvveti bagirsakta, deri yaralarina gore
cok daha hizli kazanilir. Bunun nedeni cilt yaralarinin aksine barsak yaralarinda
fibroblastlara ek olarak diiz kas hiicreleri de kollajen sentezler. Ayrica bagirsakta

iyilesmeye mukoza, submukoza ve serozal tabakalarin katkis1 da farklilik gosterir.



Bagirsaktaki submukoza tabakasi dikis tutma yetenegi ve gerilime karsi direng
gosterme  kapasitesi nedeniyle ozelliklidir. Ornegin; GiS’deki  genis
mikroorganizma spektrumu, serozal tabakanin dikis hattinin kapatilmasindaki
etkisi ve hipovolemi veya hipoperfiizyon durumunda azalan kanlanmay1
destekleyecek 6zel damarsal beslenme kaynagi gibi, diger farkli faktorlerde yara
iyilesmesi acisindan bagirsagi deriden ayirmaktadir.

GiS’te limenden gayta gecisi igin bagirsak peristaltizmi anastomozu
ayirict kuvvet uygulayabilirken, deride iskelet hareketleri dikis hattina stres
uygular, ancak agri asir1 hareketi engelleyici ve koruyucu bir mekanizma
olusturur.

GIS ve deri yara gevresi agisindan da farklilik gosterir. Ortam pH’1 deride
sabitken, GIS’te degiskendir. Anastomoz sonras1 GIS’de kollajenaz aktivitesinde
artis goriiliirken, kollajenaz aktivitesinin kutandz yarada ¢ok 6nemli role sahip
olmadig1 diistintilmektedir (17).

GiS’de insizyon sonrasi ilk asama normal yara iyilesmesinde oldugu gibi
hemostaz amagli vazokonstriiksiyondur. Bu asamayi kininler tarafindan tetiklenen
bir vaskiiler gecirgenlik artis1 izler. Bu yilizden dikis atilirken bagirsak 6demine
dikkat edilmelidir. Odemli dokuya dikis atilarak sikilmasi dolasim bozukluguna
ikincil doku nekrozlarina yol agabilmektedir (16).

Insizyon veya yaralanma sonrasi igiincii saatte polimorfoniikleer
noétrofiller bolgeye go¢ etmeye baslar ve 24-—48. saatte yara bolgesinde en yiiksek
diizeye ulasirlar. Monosit ve fibroblastlarin yara yerinde goriilmesi 48-96.

saatlerde olmaktadir. Nekrotik dokunun enzimatik olarak pargalanmasi ve kollajen



yikimi bu hiicrelerce salinan mediatorler tarafindan gergeklestirilir. Kollajen
MMPs ile yikilir, bunlar iginde proteinazlar, elastaz, katepsin G ve ndtral
proteinazlar sayilabilir. Bunun disinda cerrahi travmaya bagli olusan lokal
inflamatuar reaksiyon kollajen yikimima yol agabilir (18). Bu inflamatuar
reaksiyon yaklasik yedi giin stirer (19). Fibroblastlar 2. giinden itibaren kollajen
sentezlemeye baslar. Kollajen lizisi nétrofil, makrofaj ve intraliiminal bakterilerce
iiretilen kollajenaz tarafindan gergeklestirilir. Kollajenaz aktivitesi iyilesme
processinde erken donemde olusur ve ilk 3-5 giinde kollajen yikimi sentezden
daha fazladir. Net yara kollajeni, kollajenolizis ve kollajen sentezi arasindaki
dengenin sonucudur. Erken donemde kollajen yikimimin spesifik bir segment
lokalizasyonu olmaksizin artmasimin, ameliyat travmasina bagli genel bir
reaksiyon oldugu goriisii hakimdir. Besinci giinden sonra anastomoz hattinda
kollajen artis1 ise anastomoz iyilesmesinin isareti olarak degerlendirilmektedir (18,
20). Fibroblastlar ameliyat sonras1 5—7. giinden itibaren anastomoz igeren bagirsak
segmentinin submukozasinda anastomozun onarim dokusunda baskin hiicre
popiilasyonudur.

Anastomoz gerilim kuvveti agisindan giinler icerisinde belirgin degisiklik
gostermektedir. Ilk ii¢ giin zarfinda gerilim kuvveti kollajen icerigine paralel
olarak azalirken, ameliyat sonrasi 3-5. giinden sonra yeniden eski diizeyine
gelmeye baglar (21). Kollajen diizeyi postoperatif 7. giinlinde normalin %350-
60’1na, 10. giiniinde %100’e ulasir. Anastomoz bolgesinde goriilen graniilasyon

dokusu iyilesmenin proliferasyon sathasinin basladigini gosterir (21, 22, 23).
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GIS yara iyilesmesinde mukozal iyilesme ile submukozal ve serozal
iyilesme, icerdikleri farkli hiicre popiilasyonlar1 nedeniyle farkli olarak

incelenmelidir.

2.2.1 Mukozal iyilesme

Bagirsak epiteli, basta enterosit ve kolonositlerden olusan kolumnar
hiicreler olmak iizere goblet hiicreleri, daha az oranda entero-endokrin ve Paneth
hiicreleri ile diger kiiclik hiicre gruplarn gibi degisik epitelyal hiicre
topluluklarindan olusur. Bagirsak mukozal yiizeyi, yasam boyu devam eden hizli
bir dongiiye sahiptir. Ince ve kalin bagirsak epitel yiizeyi viicudun en hizli hiicre
dongiisiine sahip olup, her 24-96 saatte bir bu dongii tekrarlanarak hiicreler
yenilenir. Bagirsagin tek tabakali epiteli mikroorganizmalar, antijenler, diyetsel
maddeler ve sindirim enzimlerinden olusan dis ortama karsi bir bariyer gorevi
goriir (24).

Gastrointestinal kanaldaki epitelyal hasarin ii¢ farkli mekanizma ile
giderildigi gosterilmistir;

1) Yaralanmanin komsulugunda bulunan canli epitel hiicreleri bu
bolgeden hasarli bolgeye dogru goc ederek lezyonun lizerini orter. In vivo ve in
vitro olarak da gergeklestigi gosterilen bu mekanizma “mukozal yeniden
yapilanma” olarak isimlendirilir ve daha derin mukozal hasarlanmay1 6nleyen ilk

mekanizma olarak gosterilmistir (25). Epitelyal devamliligin mukozal yeniden
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yapilanma ile temini, hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekenden ¢ok daha az bir siire olan
dakikalar ya da saatler i¢inde tamamlanabilir.

2) ikinci mekanizma olarak, yiizey epitel devamliligmin tekrar
yapilandirilmasindan sonra hiicre proliferasyonu ile kaybedilen hiicrelerin yerine
konmasi gerekmektedir. Bu olayin yaralanmadan 12-16 saat sonra basladigi ve
birkag¢ giin i¢inde tamamlandig1 ongoriilmektedir (25).

3) Ugiincii mekanizma ise, andiferansiye epitel hiicrelerinin
diferansiyasyonu ve maturasyonudur. Bu degisim ve olgunlasma mukozal epitelin

cesitli fonksiyonel aktivitelerinin devami i¢in gerekmektedir (26).

2.2.2 Submukozal ve serozal iyilesme

Submukoza bagirsagin daha ¢ok bag dokusu ve damarlardan olusan diger
bir tabakasidir. Gastrointestinal kanalda kollajenin en c¢ok bulundugu ve
bagirsagin yapisal biitiinliigliniin saglandig1 yerdir. Submukozanin en fazla gerilim
kuvvetine ve en fazla dikis tutma kapasitesine sahip tabaka olmasi anastomoz
yapilirken g6z o6niinde bulundurulmasi gereken bir 6zelligidir. Submukoza saglam
bagirsaktaki gerilim kuvvetinin en 6nemli kaynagi oldugundan anastomotik uglari
bir araya getiren dikislerin tutundugu baslica katmandir (16). Deriden oldukga
farkli olarak %68 tip 1, %20 tip III ve %12 tip V kollajen icermektedir. Bagirsak
diiz kas hiicrelerinde tip V kollajeni baglayan reseptorlerinin bulunmasi, bu
tabakada bulunan kollajenin muskiilaris mukoza ve muskiilaris propriadaki diiz

kas hiicreleri tarafindan salgilandigin1 gostermektedir (27). Olgunlasma ve
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yeniden yapilanma fazinda diizgiin yara iyilesmesinin saglanmasi kollajen yapim
ve yikimi arasindaki net dengeye bagimlidir. Benzer bigcimde, GIS
anastomozlarinin iyilesme periyodunda da en Onemli faktdér, anastomozdaki
kollajen miktaridir.

Anastomozlardaki iyilesmenin ilk giinlerinde doku kollajen miktarini
gosteren hidroksiprolin diizeylerinde %20°‘ye varan azalma goriiliirken, 3. ve 4.
glinde anastomoz gerginliginde giderek artan bir azalma tespit edilmistir (28).
Takip eden giinlerde yara bolgesinde kollajen yapimi ve birikimi belirginlesmeye
baslar. Bu artigla birlikte anastomoz kuvvetinde de yiikselme meydana gelir.
Deneysel incelemeler anastomoz yapildiktan 2 giin sonra protein sentezinde artig
oldugunu ve tim segmentlerde kollajen miktarinin yiikseldigini gostermis,
ameliyat sonras1 4—7. giinler arasinda ise kollajen birikiminin en fazla anastomoz
uygulanan bagirsak segmentinde oldugunu gostermistir (16, 18).

Ameliyat sonrasi ilk 3-4 giin boyunca anastomozun biitiinliigli yaradaki
acikhigin fibrin tikaci ile tikanmasina ve bolgeyi sizintiyr giderecek hale
getirmesine baghdir. Bu donemde anastomozun gerilme kuvveti, dikis kuvvetine
ve bagirsak duvarindaki submukozanin dikisleri tutma kapasitesine baghdir (29).
Sol kolon rezeksiyonu ve anastomozunu takiben erken donemde anastomoz
hattinda ve bu bolgenin 2 cm proksimali ile 0.5 cm distalindeki kolon duvarinda
kollajen diizeyinde belirgin bir diisiis goriilmiistiir (30). Hawley ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir diger ¢alismada da anastomoz hattina komsu bolgede daha
fazla olmak kaydiyla, tiim kolonik segmentte kollajenolitik aktivitede artis

saptanmistir (31).
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Diger bir calismada kollajenolitik aktivitede artisa cevaben ortaya ¢iktigi
ongoriilen, anastomoz sonrasi bagirsakta kollajen sentezinde erken bir artis oldugu

bildirilmistir (32).

2.3 Anastomoz lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesini etkileyen lokal ve sistemik faktorler anastomoz
iyilesmesini de etkilemektedir. Anastomoz hattinda yetersiz kan akimi,
anastomotik kacak ve ayrilmasmin en sik nedenlerinden biridir. Ameliyat
sirasinda bagirsak renginin gdzlenmesi, mezenterik pulsasyonun ve bagirsagin
kesilen kenarlarindan yeterli kanamanin izlenmesi gibi bulgular anastomoz
giivenilirliginin degerlendirilmesinde her zaman yeterli olmamaktadir.

Anastomoz hattinda kollajen yapim ve matiirasyonunu etkileyen faktorler
anastomoz iyilesmesini de etkilerler. Anastomozda komplikasyona sebep olan
faktorlerin timii submukozal bag dokusunun da bozulmasina yol agar. Anastomoz
iyilesmesini pozitif veya negatif yonde etkileyen pek ¢ok faktér bulunmaktadir.

Bunlar lokal ve sistemik faktorler olarak iki grupta incelenebilir.
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Tablo 2.1. Anastomoz iyilesmesini etkileyen lokal ve sistemik faktorler

Iyonize radyasyon
Mekanik travma

Dikis materyali ve teknigi
Doku tipi

Drenler ve yabanci cisimler
Mekanik bagirsak temizligi
Hipertermi

Bakteriyel kontaminasyon
Anastomoz gerginligi
Saglikli doku uglari

Anastomoz distalinde obstriiksiyon

LOKAL FAKTORLER SISTEMIK FAKTORLER
Kan akiminin yeterliligi Yas

Cerrahi teknik Malniitrisyon

Lokal enfeksiyon Hipoksi, anemi, hipoperfiizyon
Hematom Hipovolemi

Denervasyon Malign hastaliklar

Metabolik bozukluklar (sarilik, {remi,
diabetes mellitus)

Steroid ve kemoterdpatik ajan kullanimi
Alkolizm

Kalitsal kollajen doku bozukluklari
Avitaminozlar

Enfeksiyon

Kan transfiizyonu

Sok, sepsis, asidoz

Immiin yetmezlik

Karaciger hastalig1 ve yetmezligi

Sarilik

Sismanlik
[laglar
2.3.1 Lokal faktorler:
a) Kan akimi
Anastomoz iyilesmesinde, anastomoz bolgesinin  kan akimi ve

oksijenizasyonu ile cerrahi teknik en Onemli faktorler olarak sayilabilir. Kaba

cerrahi teknik, asir1 mobilizasyon ve dikis ile staplerin c¢ok siki konulmasi
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anastomoz perflizyonunu, buna bagh olarak da yara iyilesmesini bozan
faktorlerdir (16).

Kollajen sentezinde kullanilan lizin ve prolinin hidroksilasyonunu
gerceklestiren hidroksilazlar, oksijen ve demire kofaktor olarak ihtiya¢ duyarlar
(21).

Matiir kollajen olusumu, parsiyel oksijen basinci (pO2) 40 mmHg nin
altina diistiigiinde bozulur. 10 mmHg’nin altinda ise biiylime faktorleri,
damarlanma ve epitelizasyon zarar goriir. Anemi, perfiizyon yeterli oldugu siirece
yara iyilesmesine zarar vermez. Hastalarda kardiak output yeterli olduk¢a ve
periferik vazokonstriikksiyon olmadikc¢a, normal degerlerin %15 asagisina kadar
hematokrit degerleri tolere edilebilir (33).

Hipovolemi yaraya oksijen iletimini ciddi olarak azaltacagindan iyilesmeyi
geciktirir. Dolagsan kan hacminin ameliyat sirasinda %10’luk kaybi1 durumunda
ameliyat sonrasi ii¢iincii giinde kolonik ve ileokolik anastomozlarda anlamli
diizeyde kollajen azalmasi tespit edilmistir (34). Kan viskozitesinin artis1 da
kolonun vaskiiler dolasimina zarar verir.

b) Cerrahi teknik

Anastomoz yapilirken bagirsagin asir1 ve kaba mobilizasyonu beslenmede
kritik damarlara hasar vererek anastomozun biitiinliigline zarar verebilir. Yetersiz
mobilizasyon nedeniyle gergin anastomozlarda ise azalmig perflizyona bagl
inflamatuar hiicre infiltrasyonunda azalma goriiliir (35). Gerilime bagli lokal

mikro dolagimin azalmasinin en az tolere edildigi yer kolondur (16).
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Cerrahi teknik, her ameliyatta basarili sonu¢ alinmasini saglayan en 6énemli
faktorlerden biridir. Anastomoz kacgaklarini onlemek amaciyla ¢esitli anastomoz
teknikleri denenmis ve sonuclar arastirilmistir. Liimen i¢ine dogru katlanmaya yol
acan seroza-seroza siitiirli (inversiyon teknigi) ile liimen disina katlanmaya yol
acan mukoza-mukoza (eversiyon teknigi) ile anastomoz yapilabilir. Eversiyon
tarzi siitiir inversiyona gore daha az oranda llimen daralmasina ve daha az 6dem
olusumuna neden olur. Buna karsilik iki yontemde de mikroskobik olarak iyilesme
siireci aynidir (35, 36).

[lk kez Halsted, kolon anastomozlarinda tek kat inversiyon  siitiirii
onermistir. Bu teknik ile daha az stenoz izlenmektedir. Ancak inverte edilen doku
miktariin en aza indirilmesine dikkat edilmelidir.

Anastomoz dikislerinin tek veya ¢ift kat olmasi agisindan farkl goriisler
ortaya konmustur. Her iki teknik arasinda anlamli fark olmadigini bildiren
caligmalar da mevcuttur (37). Ancak c¢ift kat anastomozun iskemiye ve doku
hasarina neden olarak kacak riskini arttiracagi da diistiniilmektedir (16). Kolon
anastomozlarinda aralikli dikis tekniginin devamli dikis teknigine gore daha
olumlu sonuglar verdigi de bildirilmistir (30). Devamli siitiirde kollajen
konsantrasyonunun anastomoz ile anastomozun proksimalinde daha az oldugu ve
bu tip siitiiriin daha yiiksek oranda komplikasyona yol actig1 gosterilmistir (5).
Peritoneal refleksiyon {izerindeki anastomozlarda tek veya cift kat anastomozlar
arasinda kagak riski acisindan fark olmadigr saptanmistir (38). Bagirsak
anastomozunda cerrahi teknige bagl hatalar 4. ve 7. giinlerde kagak riskini arttirir.

Ancak kollajen sentezinin bozulmasi veya ¢esitli nedenlerle bloke edilmesi daha
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sonraki giinlerde ortaya ¢ikan kagaklara neden olabilir. Gerilim kuvveti ve ayrilma
direncinin artmasinda en onemli faktor, ihtiva ettii kollajen miktarindan daha
cok, mevcut kollajenin intramolekiiler ve intermolekiiler kovalen baglarinin
artmasidir. Leslie ve arkadaglari, aralikli serosubmukozal yapilan anastomozun
altin standart oldugunu vurgulamislardir (39).

c) Lokal enfeksiyon

Lokal enfeksiyon olusmast anastomoz kagaklarinin en Onemli
nedenlerinden biri olarak gosterilmektedir (31). Bakteri sayisi agisindan kolon
diger GIS boliimlerine gore oldukea yiiksek sayida bakteri igerir. Bakteri sayisi
midede milimetrede 10° iken, kolonda bu sayr 10" olarak bildirilmektedir.
Peritonun koruyucu fonksiyonu nedeniyle kolonda mikroorganizma sayisindaki
yiikseklige karsin, ortamda yabanci cisim olmamasi halinde, anastomoz
cevresinde enfeksiyon olusturmak olduk¢a zordur. Periton bakterilerin fagosite
edilmelerini hizlandirmaktadir (40). Lokal enfeksiyon inflamatuar faz1 uzatarak ve
doku proteazlarinin salgilanmasinin artigini uyararak, yara iyilesmesini olumsuz
yonde etkiler. Doku proteazlarindaki artis biiylime faktorlerinin yikilmasina neden
olur ve boylece epitelizasyonda ve kollajen birikiminde gecikme ortaya ¢ikar (33).
Enfeksiyon yarada kollajenaz aktivitesini arttirarak kollajen miktarinda da
azalmaya neden olur (31).

d) Kan transflizyonu

Kan transfiizyonlar1 immiin yamit1 baskilar ve anastomotik yara

iyilesmesini olumsuz etkiler. Kan transfiizyonunun iyilesmeye olumsuz etkisinin
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peritoneal sepsiste artisa bagli olarak mi, yoksa iyilesme silirecinde direkt
bozulmaya yol agarak m1 oldugu acgik degildir (16).

e) Dikis materyalleri

Anastomoz iyilesmesi agisindan hangi dikis materyalinin ideal oldugu
bilinmemekle birlikte, dikis materyalinin ameliyat edilecek GIS parcasina gore
secilmesi oOnerilir. Dikis, anastomoza yeterli mekanik destek saglayacak kadar
giiclii, fakat dokudan gegerken travmay1 azaltacak dl¢lide ince olarak secilmelidir.

Emilebilir dikisler olan kromik katgiit, poligalaktin, poliglikolik asit ve
polidioksanon, emilmeyen dikisler olan ipek, polipropilen, pamuk ve ¢elik GiS
anastomozlarinda kullanilmis ve anastomoz iyilesmesi ile aralarindaki iligki
hakkinda farkli sonuglar bildirilmistir (16).

Cok lifli bir dikis materyali olan poliglikolik asitin yikim iriinleri
antibakteriyeldir. Poliglikolik asit disinda c¢ok lifli dikis materyalleri, tek lifli
materyallere gore daha fazla yara enfeksiyonuna neden olurlar (41).

GiS’te emilmeyen monoflaman dikis materyalleri, basarili anastomoz
iyilesmesi saglamada ideale en yakin olanlardir. Cerrahi staplerlerde kullanilan
paslanmaz celik minimal doku reaksiyonuna neden olur.

f) Hematom

Hematom ve yabanci cisimler 6zellikle ekstraperitoneal anastomozlarda
enfeksiyon riskini artirarak iyilesmeyi olumsuz etkilemektedir (31).

g) lIyonize radyasyon

Ozellikle genel cerrahi ve jinekolojik cerrahide giderek artan radyoterapi

kullanimi, beraberinde yara iyilesmesinin bozulmasi, enfeksiyon, anastomoz
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kacagi, anastomoz ayrilmasi, spontan perforasyon, fibrozis, striktiir ve endarteritis
obliteransa bagli iskemi gibi erken ve ge¢ komplikasyonlarin goriilme oranini da
arttirmistir (16, 42). Neoadjuvan radyoterapiden sonra elektif cerrahi i¢in 4-6 hafta
ve postoperatif radyoterapi i¢inde en az 2 hafta beklemek gerekmektedir (43).

h) Mekanik bagirsak temizligi

Kolorektal cerrahide komplikasyonlarin Onlenmesi agisindan etkili
mekanik bagirsak temizligi ile fekal yiikiin azaltilmasi uzun yillar en 6nemli faktor
olarak degerlendirilmistir (44). Ancak son yillarda farkli goriisler de
bildirilmektedir. Burke ve arkadaslar1 kolorektal cerrahi dncesi bagirsak temizligi
yapilan ve yapilmayan hasta gruplarinda komplikasyon agisindan anlamli fark
olmadigini vurgulamislardir (45). Ayrica Contant ve arkadaglari tarafindan yapilan
cok merkezli randomize bir ¢alismada, elektif kolorektal cerrahi 6ncesi mekanik
bagirsak temizligi uygulamasinin terk edilebilecegi sonucuna varilmistir (46).
Bagirsak temizliginin anastomoz iyilesmesine etkisiyle ilgili Slim ve arkadaslar
tarafindan yapilan meta analizde, elektif kolorektal cerrahi Oncesi bagirsak
temizligi yapilmamasinin ameliyat sonrasi anastomoz kagagi olusumunda etkisinin
olmadigy; istelik subgruplarin analizinde polietilen glikol ile yapilan mekanik
bagirsak temizliginin anastomoz kagagi riskini arttirdigi bildirilmistir (47). So6zi
edilen meta analizde yer almayan iki randomize c¢aligma da bu bulgular
desteklemistir (48, 49).

1) Batin drenleri

Yumusak, esnek ve doku reaksiyonu gelismeyen malzemelerden olmalidir.

Dren yerlestirilirken dikkat edilmeli organ ve damar erozyon ihtimali akilda
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tutulmalidir. Uzun siire birakilan drenlerde enfeksiyon, fistiil ve c¢evre dokuda

striktiir, tikanma orani artar (50).

2.3.2 Sistemik faktorler

a) Yas

Kolon cerrahisini ileri yasta yapilmasi anastomoz kacak riskini
arttirmaktadir. 60 yas Ustii hastalarda anastomoz kacak riski anlamli diizeyde
yiikselmektedir (51). ileri yas grubu hastalarda gériilen kardiyak, respiratuar veya
malniitrisyon gibi yandas sorunlar ile bu grup hastada ila¢ kullaniminin sikligi
anastomoz kacaklarinda, bu faktorlerin de etkili olabilecegi goriisiinii akla
getirmistir. Bununla birlikte Stoop ve arkadaslar1 sican modellerinde yaptiklari
deneysel bir calismada, ileri yasin tek basina ileal ve kolon anastomozlarinda
kollajen icerigini ve dayanikliligini etkilemedigini gostermislerdir (52).

b) Hipovolemi

Hipovolemi doku perfiizyonunu azaltarak yara iyilesmesini olumsuz yonde
etkiler (51). Diizgiin yara iyilesmesi i¢in yeterli doku perfiizyonu vazgecilmez
olup, kan kaybinin hizla yerine konulmas1 gerekmektedir. Schrock ve arkadaslari
tarafindan yapilan klinik bir ¢alismada ameliyat sirasinda 15 dakikalik diizensiz
hipotansiyonun anastomoz kacak riskini arttirdig: bildirilmistir (43).

c) Anemi

Iyilesen yarada, oksijen ve beslenme elementlerinin temini agisindan

mikrosirkulasyon ¢ok 6nemlidir. Hipoksi ve hipovolemi ile beraber olan ciddi
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anemi yara iyilesmesini olumsuz etkiler. Anemik hastada yara yeri iyilesmesi
gecikir ve yara ayrismasi daha sik goriiliir.

d) Malniitrisyon

Hipoproteinemi, malniitrisyonlu hastalarda kollajen yapimin1 bozarak
anastomoz iyilesmesinde belirgin diizeyde gecikmeye neden olur (53). Ameliyat
sonras1 erken donemde katabolizmanin artis1 ve protein tiiketimi nedeniyle, yara
iyilesmesinde duraklama meydana gelmektedir. Daly ve arkadaslar1 protein
kisitlamast uygulanmis sicanlarda anastomoz sonrasi kolonik patlama basincinda
azalma oldugunu ve bunun en 6nemli nedeninin protein kisitlamasi ile aminoasit
kullaninminin bozulmasi oldugunu bildirmislerdir (54). Diyette yer alan lifli
gidalarin fermantasyonu ile olusan kisa zincirli yag asitlerinin epitelyal hiicre
proliferasyonunu uyardigi ve bunlarin direk olarak intraliiminal inflizyonunun
kolonik anastomoz iyilesmesini hizlandirdig1 da bildirilmistir (16).

e) Vitamin eksiklikleri

Yara iyilesmesi i¢in enerjiye ve hastanin yeterli beslenmesine ihtiyag
vardir. Hastanin malniitre olmasi onarim i¢in gerekli olan vitamin ve minarellerde
yetersizlige yol actifindan, yara iyilesmesinde problemler i¢in predispozandir.
Bunlar ¢inko ve bakir gibi kollajen sentezi ve ¢apraz baglar icin gerekli olan A, C
ve B6 vitaminleridir (33, 55).

f) Tlaglar

o Kortikosteroidler: Yara iyilesmesi iizerine olumsuz etkisi

uzun yulardir bilinmektedir. Kollajen sentezini ve fibroblast
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proliferasyonunu baskilarlar. Yara gerilim kuvvetini azaltir,
kontraksiyonu inhibe eder.

o Nonsteroid anti-inflamatuar (NSAI) ilaglar: Kollajenolizi
azaltarak ilk baslarda yara iyilesmesinde geciktirici rol oynarlar (16).

o Kemoterapotikler: Immun baskilayici ve kollajen sentezini
azaltic1 etkilerinden dolayr yara iyilesmesi {izerine olumsuz etki
yaparlar (16). Tim kemoterapdtikler antimetabolit ajanlar erken
hiicre proliferasyonunu baskilayip yarada DNA ve protein sentezini
kisitlayarak yara iyilesmesinde olumsuz sonuglar dogurmaktadir (56).

g) Metabolik hastaliklar

o Diabetes mellitus: Yarada enfeksiyon oranini arttirmaktadir
(57). Inflamasyonda gorev alan nétrofil, makrofaj ve lenfosit
fonksiyonlarinin bozulmasina ve fibroblast proliferasyonunu bozarak,
kollajen depolanmasimmin azalmasina yol ag¢maktadir. Diabetik
sicanlarda bag dokusu yapimindaki eksiklige paralel olarak yara
gliciiniin azaldig1 gosterilmistir  (58). Lokositlerin - kemotaksis,
fagositoz ve hiicre i¢i bakteri Oldiirme fonksiyonlarin1 azaltarak,
enfeksiyona ve tikayict periferik vaskiiler hastaliklara yatkinligi
arttirir. Verhofstad ve Hendriks tarafindan yapilan deneysel bir
caligmada diyabetik sicanlarda ameliyat sonrasi 3. giinde anastomoz
iyilesmesinin ~ olumsuz  etkilendigi  ancak  hidroksiprolin

konsantrasyon ve igeriginin degismedigi gosterilmistir (58).
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o Sarilik: Sarilik varliginda yara ayrigmasi ve insizyonel herni
ihtimali yiiksektir. Bu hastalarda fibroblastlar ge¢ ortaya cikar,
damarlarin olusmasi gecikir ve yara direnci diiser (16).

o Siroz ve liremi: Karaciger ve bobrek fonksiyon bozuklugu
protein sentezi ve immiin sistem iizerinde negatif etki yaparlar. Bu da
yara iyilesmesinde gecikme ve enfeksiyon riskinde artmaya yol agar
(43, 59).

o Sepsis: Kollajen yikimi artar yapim azalir. Bu da anastomoz
iylesmesini bozar.

o Obezite: Cilt alt1 yag dokusunu fazla olmasi, 6li boslugun
kapatilmas1 ve hemostaz giigliigline yol acarak enfeksiyon riskini
artirir (60).

h) Is1
Fazla sicak ve soguk, doku hasar1 ve vaskiiler tromboz yapabilecegi icin
iyilesmeyi geciktirir. Cevre 1s1s1 20°C’den 12 “C’ye diisiiriiliirse yaranin gerilme

direnci % 20 azalir (61).

2.4 Anastomoz Iyilesmesini Inceleme Yontemleri

Anastomoz iyilesmesinin parametreleri mekanik, biyokimyasal ve

histolojik olarak incelenebilir.
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2.4.1 Mekanik inceleme yontemleri

a) Anastomoz patlama basinci

Patlama basinci, artan intraluminal basinca karsi duvar direncini gosteren
bir parametredir. Bu yontemin esasi, patlama basinci Olglilecek barsak pargasinin
su banyosu igerisinde hava veya boya ilave edilmis sivi ile sisirilmesi ve
manometre araciligl ile basincin kaydedilmesidir. Bu yontemin kullaniminin
Clumsky’e dayanan 90 yillik bir ge¢misi vardir.

Intraluminal basincin uygun hizda arttirilmasinim (2-12 ml H,O/dk) sonucu
daha giivenilir kildig1 saptanmistir. Bu parametre kullanilarak yapilmis bir¢ok
deneysel c¢alisma incelendiginde, patlama basincit degerlerinin caligmalar arasi
kiyaslamanin uygun olmadigi sonucuna varilmistir. Caligmalardaki patlama
basinglar1 ancak ayni caligmanin kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli ve
giivenilir degerlendirmeler yapilabilmistir. Literatiirde belirli bir modelde
(infeksiyon, lavaj, nutrisyon vs.) ve belirli bir segmentte (ileum, ¢ikan kolon,
sigmoid vs.) yapilmis anastomozlar i¢in birer ortalama deger vermenin dogru
olmayacagi gosterilmistir (113, 114).

b) Kopma direnci (Ayrilma kuvveti)

Barsak segmentinin uzun eksenine paralel olarak kesip ¢ikartilan bir barsak
seridinin 1ki ucuna zit yonde uygulanan ve kopmaya yol agan kuvvettir. Bu islem
Olcim icin gelistirilen “tensiometer” (gerilim Olger) cihazi ile yapilmaktadir.
Postoperatif 4-9 giinden itibaren baglayan yeni kollajen sentezi ile paralellik

gosterir. Anastomozdan 10 gilin sonra anastomozun kopma direnci, opere
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edilmemis kolonun yaklasik % 50’sidir. Patlama basincindan daha yavas olarak
yeniden kazanildigr i¢in yara iyilesmesinin ge¢ donem belirtecidir. Bu yontem,
uygulanan kuvvetin tiim duvara esit olarak dagilmasinin miimkiin olmayacagi
varsayilarak birgok arastirmaci tarafindan elestirilmis ve glivenilir kabul

edilmemistir (114).

2.4.2 Biyokimyasal yontemler

Anastomoz iyilesmesinin ~ biyokimyasal parametresi kollajen
konsantrasyonudur.

a) Hidroksiprolin tayini:

Kollajen submukozal dokudadir ve barsak duvarmin devamliligini ve
mekanik kuvvetini olusturur. Hidroksiprolin omurgalilarin dokularinda hemen
hemen yalnizca kollajende (kollajende % 14 ve elastinde % 2) bulunur, diger
hayvan proteinlerinde 6nemli miktarda yoktur. Hidroksiprolin dagiliminin tek
tipliligi; bu aminoasidi iyilesme siirecinin gozlenmek istendigi dokulardaki
kollajen metabolizmasi ¢alismalarinda yararl bir belirte¢ yapar (115).

Hidroksiprolin diizeyi birim yas dokuda agirlik olarak (pug/mg yas doku)
verilmektedir. Bu deger nonkollajendz matriks materyallerini de igermektedir.
Ancak bu ihmal edilebilir bir degerdir ve hidroksiprolin diizeyinin bire bir kollajen

icerigini yansittig1 kabul edilmistir.
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Anastomoz iyilesmesinde kollajen icerigi kadar kollajenin kalitesi ve
caprazlasma yetenegi de Onemlidir; ancak bunu direkt olarak belirleyen bir
yontem yoktur (113, 114).

b) Intramural pH 8l¢iimii:

Gastrointestinal sistemde yara iyilesmesini degerlendiren bir diger
biyokimyasal yontem de intramural pH Ol¢limiidiir. Teknik olarak zor olmasina
ragmen anastomoz bolgesinin kanlanmasi ve dolayisiyla yara iyilesmesi agisindan

kantitatif veriler elde edilebilir (114).

2.4.3 Histopatolojik degerlendirme

Inflamatuar gd¢, nekrozun derecesi, kapiller ve mukozal onarimm durumu
semikantitatif olarak belirlenmis ve ¢esitli skorlamalara tabi tutularak anastomoz
iyilesmesinin belirteci haline getirilmistir. Nekrozun ve inflamatuar gocilin fazla
olusu grantilosit kokenli kollajenaz aktivitesinin artmasi ve dolayisiyla daha zayif
tyilesme ile sonu¢lanmaktadir (116).

Bu calismada daha oncede bahsedildigi gibi radyoterapinin kolondaki
anastomotik yara iyilesmesine olan olumsuz etkilerini NF-kB inhibitorii olan
celastrol ile azaltilabilecegi diisiinlilerek, celastrol’un radyoterapi uygulanmis
anastomozdaki etkileri arastirilmistir. Bu amagla preoperatif radyoterapi
uygulanan ve sonrasinda kolon rezeksiyonu ve re-anastomoz yapilan ratlara
celastrol verilmis ve barsak anastomozunu igeren kolon segmentinde daha oncede

bahsedilen yontemler kullanilarak, patlama basinc1t Ol¢lilmiistiir. Ayrica
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anastomozu igeren kolon segmenti rezeke edilerek histopatolojik olarak

degerlendirilip, dokuda hidroksiprolin ve NF-kB diizeyi arastirilmistir.

2.5 Radyoterapi

1895 yilinda X 1sinlarinin Wilhelm Conrad Roentgen tarafindan kesfinden
sonra 1898 yilinda Marie ve Pierre Curie radyumu kesfetmislerdir. Iyonizan
radyasyonun hiicreler lizerine 6ldiirticli etkileri bulunmasi iizerine ilk defa 1899°da
kanserli bir hastada radyoterapiye bagh kiir bildirilmistir (62).

1951°de radyoaktif cobalt (Co-60) ile tedavi donemi baslamis ve
sonrasinda yiiksek enerjili (megavoltaj) 1s1n lireten lineer cihazlar gelistirilmis. Bu
sayede toraks ve batin i¢i derin dokulardan kaynaklanan habis tiimdrlerde basari
saglanmistir (63).

Iyonizan radyasyon, dokular tarafindan absorbe edildiginde atomlardan
elektronlar ayirarak iyonizasyonuna neden olan radyasyon olur ve iki gruba ayrilir.

e  Elektromanyetik dalgalar, foton denilen enerji yiginlarindan
meydana gelir.

e  Partikiiler radyasyon ise elektronlar, beta partikiilleri, pozitronlar,
alfa tanecikleri, nétronlar ve yiiksek enerjili agir iyonlardir (64).

Radyoterapinin, eksternal radyoterapi ve brakiterapi olmak iizere iki ana
uygulama sekli vardir.

A-External radyoterapide hasta ile cihaz arasinda birka¢ cm ile birkag

metre arasinda degisen aralik mevcuttur.
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B-Brakiterapide ise radyasyon kaynagi tel igne, plak seklinde direkt
dokunun igine (interstisyel) veya intrakaviter olarak yerlestirilir. Brakiterapinin
avantaji, komsu normal dokulara fazla zarar vermeden tiimor dokusuna daha kisa
zamanda daha yliksek doz radyasyon verebilmesidir (64).

Uluslararasi sistemde iyonize radyasyon birimi Gray’dir. Bir Gray (Gy),
dokunun birim {initesi tarafindan absorbe edilen enerji miktaridir. Bir Gy=100 cGy
(CentiGray) olup 1 cGy=1 rad’dir. Pratikte genellikle cGy ve rad birimleri

kullanilir (64).

2.5.1 Radyasyonun hiicre iizerindeki biyolojik etkileri

Radyasyon, bir molekiile isabet edince ilk ve en onemli etkisi, molekiiliin
dis ylizeyindeki elektronlar1 ayirarak molekiilii iyonlastirmaktir. Yiiksek doz (letal
doz), DNA zinciri iizerindeki onarilmast miimkiin olmayan kiriklar olusturarak
hiicre 6liimiine yol agar. Letal dozun altindaysa hiicre boliinmesi duraklar. Doz
diisiikse boliinme bir siire sonra yeniden baslar. Doz arttikca boliinmenin baslama
zamani uzar, mitoz sayisi azalir, anormal mitoz sekilleri ve dejenere hiicreler
ortaya ¢ikar, gen mutasyonlar1 ortaya ¢ikar (64).

Radyasyonun hiicreye etkisi iki yolla olur.

e  Birinci etki, hiicrede su molekiillerinin iyonizasyonu sonucu serbest
radikallerin olugsmasit ve bunlarin birlesmesiyle olusan hidrojen

peroksitin DNA zincirinde par¢alanmaya yol agmasidir.
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e kinci etki bigimi ise, iyonizan partikiillerin direkt DNA
molekiiliine carpmasi ve onda kopmalar meydana getirmesidir.
Kopma ciddi bir bolgedense hiicre 6liir, degilse sakat hiicre tipleri

ortaya ¢ikar (64).
Radyasyonun etkisi hiicre siklus fazina gore farklidir. Mitoz (M) ve ikinci
dinlenme fazi (G2) radyosensitifken, birinci dinlenme (G1) ve sentez (S) fazlar

radyorezistandir (65).

2.5.2 Radyasyonun dokular iizerindeki etkileri

Radyasyonun dokular {izerindeki etkileri, belirtilerin ortaya ¢ikis zamanina
gore erken ve ge¢ donem olmak lizere iki asamalidir (64).

e  Erken donem etkileri: gastrointestinal mukoza, kemik iligi, testisin
germinatif hiicreleri gibi hizli ¢ogalan dokularda proliferasyona
olumsuz etki nedeniyledir. Radyoterapiden saatler ya da giinler
sonra ortaya ¢ikar ve gecicidir.

e Ge¢ donem etkileri: tedaviyi takip eden 6 ay ile 6 yillik bir
donemde ortaya ¢ikar ve ilerleyicidir. Ge¢ donemde dokularda
meydana gelen degisiklikler ii¢ grupta incelenebilir (64).

1) Epitelyal ve parankimal degisiklikler
a) Atrofi
b) Iskemik nekroz

c) Metaplazi
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d) Atipi
e) Displazi
f) Neoplazi
2) Stromal degisiklikler
a) Fibrozis
b) Atipik fibroblastlar
c) Fibrindz eksuda
d) Nekroz
3) Vaskiiler degisiklikler
Radyoterapide amag, en az komplikasyon ve en etkin dozla tedavidir.
Toplam dozun fraksiyone verilmesi cilt ve mukozalarda kompensatuar
proliferasyona neden olacagindan daha az komplikasyona yola acar. Bu nedenle
cogu zaman, akut reaksiyon siddeti ile ge¢ donem komplikasyonlar1 arasinda
direkt bir iliski yoktur.
Cerrahinin  basarisim  arttirmak amaciyla radyoterapi preoperatif,
intraoperatif veya postoperatif uygulanabilir. Preoperatif radyoterapide amag;
1) Cerrahi rezeksiyon smirlariin ¢evresindeki subklinik seyreden
hastalig1 ortadan kaldirmak ve lokal niiksii dnlemek (66, 67),
2) Operasyon sahasindaki canli tiimoral hiicre sayisini azaltarak timor
implantasyon olasiligini1 azaltmak (68, 69),

3) Operasyon alaninin disindaki lenf bezi metastazlarini ortadan

kaldirmak (69, 70, 71),
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4) Tumordeki klon olusturabilen hiicre sayisini azaltarak, uzak metastaz
olasiligini azaltmak (70),

5) Tiimor rezektabilitesini arttirmak (68, 71),

6) Siirviyl uzatmak (68, 70, 72).

Preoperatif radyoterapinin en biiyiik dezavantaji1 ise, radyasyon hasarinin
olusturdugu dokularin iyilesme problemidir (70, 73). Radyoterapi yapilan bolgede
fibroblast hasar1 ile birlikte meydana gelen kollajen hasar1 ve stromadaki
diizensizlik nedeniyle iltihabi ve mezenkimal hiicrelerin bolgeye gocii engellenir
(64). Mikrovaskiiler alanda gelisen hipoksi enfeksiyona zemin hazirlar (74).
Radyasyonun tiim bu olumsuz etkileri nedeniyle yara iyilesmesi gecikir.
Radyasyon, c¢ogunlukla doza bagli olarak intestinal mikrosirkiilasyonda
bozulmalar yaparak anastomoz kagagi oranindaki artistan da sorumlu tutulmustur
(64).

Postoperatif radyoterapide tiimor hiicrelerinin operasyon sirasinda
operasyon alaninin digina dagilarak radyasyon alanin disinda kalmasi ve cerrahi
rezeksiyon sonrasinda nisbeten hipoksik olmasi nedeniyle bu dokularin kismen
radyorezistan hale gelmeleri postoperatif radyoterapinin dezavantajini

olusturmaktadir (64).
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2.6 Niikleer Faktor Kappa - B

2.6.1 Tarihge

Ik kez 1986 yilinda Sen ve Baltimore tarafindan kesfedilen Niikleer
Faktor-KappaB (NF-kB) bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-xB baslangicta,
farelerde B lenfositlere 6zgii immunoglobin K hafif zincir (light chain) geninin
ekspresyonunu diizenleyen bir protein olarak tamimlanmistir. Baglangigta bu
transkripsiyon faktoriiniin sadece B hiicrelerinin olgunlasmasi ve gelisimi i¢in
onemli oldugu diisiiniildiiginden NF-xB olarak adlandirilmistir  leriki
calismalarda ise NF-xB’nin B ve T lenfositler, fibroblastlar, keratinositler ve
monositik makrofaj soylar1 gibi ¢esitli hiicre tiplerinde eksprese edilen ve bir¢ok
genin uyarilabilir ekspresyonu i¢in 6nemli bir diizenleyici protein oldugu
saptanmistir (75). Devam eden c¢alismalar, NF-«B’nin aslinda tek bir protein
olmadigini, transkripsiyon faktorii olarak rol oynayan bir protein kompleksi
oldugunun anlasilmasini saglamstir. ilk olarak niikleer ekstraktlardaki varligiyla
tanimlanan NF-xB’nin molekiiler 6zellikleri EMSA adi verilen bir degerlendirme
yontemiyle agiga ¢ikarilmistir (76). Arastirmalar, NF-xB’nin sadece B hiicresine
spesifik bir protein olmayip gergekte bir pleiotropik ve latent sitoplazmik

transkripsiyon faktor prototipi oldugunu gostermistir (77).
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2.6.2 NF-«kB’nin yapisi

Sirke sinegi, Drosophila melanogaster'den insana kadar tim omurgali
canlilarda varligr gosterilen NF-kB proteinleri, retroviral onkoprotein v-Rel ile
yapisal homoloji gosterdiginden Rel ailesi proteinleri olarak da bilinmektedirler.

NF-xB tiim canli hiicrelerin sitoplazmasinda inaktiftir ve aktive
edildiginde hizla niikleusa gidip, bir kaskad aktiflesmesine neden olur. NF-xB
yapisal olarak akraba bes memeli proteininden olugmaktadir. Bunlar: NF-xB1
(p50 ve prekiirsorii p105), NF-xB2 (p52 ve prekiirsorii p100), p65 (RelA), c-Rel
ve RelB’dir. NF-kB inhibitor proteinler; IkBa, IkBp, IkBy, IkBNS, IkBe, bcl-3 ve
prekiirsor proteinler olan pl105 ile p100°diir (78). NF-xB/IxkB kompleksi, NF-

kB’ nin aktivasyonunda hiz kisitlayic1 basamak olarak bilinmektedir (79, 80).

2.6.3 NF-«B’nin islevi ve aktivasyonu

NF-kB protein kompleksleri, immiin ve inflamatuar yanit da dahil olmak
iizere, hiicre yasaminin devami, proliferasyonu, anjiogenez ve apopitozisle iliskili
400°den fazla farkli gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Normal hiicrelerde NF-kB’nin aktivasyonu siki kontrol altindadir. Bununla
birlikte, patojenler, oksidan maddeler, enflamasyon mediyatorleri ve biiylime
faktorleri NF-xB aktivasyonuna neden olmaktadir. NF-xB aktivasyonunun
oksidatif stresle iligkisinden dolayr NF-xB, redoks duyarli transkripsiyon faktorii

olarak da tanimlanmaktadir (81, 82).
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2.6.4 NF-kB aktivasyon yolagi

NF-kB sinyal yolu, klasik ve alternatif olarak iki sekilde olabilmektedir
(83) (Sekil 2.1).

Klasik yolda; 6rnegin proinflamatuvar sitokin TNF o, IKK kompleksinin 3
alt linitesini uyararak aktive eder. IKK kompleksi, NF-kBIA (IkBa) molekiiliiniin
N-terminal yakinindaki 2 spesifik serin (Ser32 ve Ser34) bolgesini forsforile eder.
Boylece hedef IxkB molekiilii 26S proteosom araciyla yikilir 26S proteosom,
Okaryotik organizmalarin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda bulunan, esas gorevi
proteinleri yikmak olan, biliyiik (1500-2000 kDa) multikatalitik bir enzim
kompleksidir (84). Bu enzim ¢esitli hiicre diizenleyicilerin ve p53, Bcl-2, p21, p27
gibi apoptozisi indiikleyici faktorleri ve A, B, D, E siklinlerinin yikilmasini saglar
(85).

Alternatif yolda; IKK kompleksinin o altlinitesi aktive edilir ve p100 veya
p105 proteininin C-terminal ucundan fosforile eder. Fosforile edilmis olan p100
ubiquitin  ligaz mekanizmas1 tarafindan tanmnir.  Ubiquitin  ligazlarca
polibiqiiitinasyona ugrayan pl100 proteinleri bunun sonucunda C-terminalinden
proteozomlarca yikilim meydana gelir (86). Bunun sonucunda p105’in amino-

terminal yarisindan olusan p50 meydana gelir .
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2.6.5 Fizyolojik ve patolojik olaylardaki 6nemi

NF-kB’yi aktive edebilen uyaranlarin sayisinin sasirtict derecede fazla
olmas1 ve aktive ettigi fonksiyonel kB alaninda bulunan yaklagik 100 gen, NF-
kB’nin normal canli fizyolojisinde ve hastaliklarin olusumunda 6nemli bir role
sahip oldugunu diistindiirmektedir (87, 88).

Nitekim ¢ok sayida arastirmanin sonuclarit NF-kB aktivitesindeki artisin,
insanlarda pek c¢ok kanser tiiriiniin gelisiminde ve devaminda onemli bir rol
oynadigini gostermektedir (89, 90, 91) Bunun disinda son yillarda insiilin direnci,
kaseksi, Alzhemier hastaligi, transplant toleransi/greft reddi, iskemi/reperfiizyon
hasari, inkontinensia pigmenti ve cesitli inflamatuar hastaliklarin, NF-xB
deregiilasyonuyla iligkisi kurulmustur (92, 93). NF-kB’nin ilgili oldugu fizyolojik
(yesil renkle) ve patolojik olaylar (sar1 renkle) Sekil 2.2°de gosterilmistir (94).

IL -1 ve TNF-a gibi pek ¢cok enflamatuvar arag NF-kB’nin aktivasyonun
akabinde niikleer translokasyonuna yol agar. Bu durum inflamatuvar yanit, gelisim
(angiogenez) ve hiicre adezyonunu igeren gen iirlinlerinin transkripsiyonunu
saglar. NF-kB hiicre adhezyon molekiillerinin (intercellular adhesyon molecule
[VCAM]-1, E selectin, tenascin C), vaskiiler endotelyal biiylime faktéor ve MMP-2
ve MMP-9 (extracellular matrix’in yikimindan sorumlu)’un ekspresyonunu tesvik
eder (95). NF-kB ayrica indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, siklooksijenaz, (COX)-
2, 5- ve 12-lipooksigenaz, kemokinler ve sitokinler (IL-1 ve TNF-a) gibi enzimleri
kodlayan genlerin transkripsiyonunu da kapsamaktadir. COX-2’nin agresif

kolorektal kanserlerde wupregiile edildigi ve angiogenesisi destekledigi
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saptanmigstir. Nitrik oksit, prostaglandinler, IL-1 ve TNF-o gibi aracilar kan
basinci, trombosit agregasyonu ve viicut 1sis1 regiilasyonunda gorev alirlar (96).
NF-kB aktivitesinin enflamatuvar barsak hastaligi, Crohn hastaligi,
iilseratif kolit, romatoit artrit ve astim gibi kronik enflamatuvar hastaliklarda rol
aldig1 saptanmistir (96). Kronik enflamasyonda NF-kB’nin devamli aktivasyonu
timor baslangicina katkis1 olabilir. Transkripsiyon faktoriince aktive edilen
antiapoptotik genler nedeniyle, hiicreler apoptozise gidecekken, tam tersi
hiicrelerin hayatta kalmalar1 ve o sebeple de prekanseréz lezyonlarin olusumuna
izin verilmis olunur. Ornegin, Helicobacter pylori enfeksiyonu ya da IL-1 geninin
devamli aktivasyonu (ki; her ikisi de NF-kB aktivasyonu ile tetiklenir) gastrik
kanserin gelisimi i¢in risk olusturan faktorlerdir. Devamli NF-xB aktivasyonu,
enflamatuvar barsak hastaligi, iilseratif kolit ya da Crohn hastalig1 olan hastalarda,

kolit iligkili kanser gelisiminden de sorumlu olabilir (97).
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Sekil 2.2. NF-xB’nin ilgili oldugu fizyolojik ve patolojik olaylar
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2.6.6 NF-kB inhibisyonu yapan dogal bilesikler

NF-kB’nin antiinflamatuvar olarak, otoimmiinite ve malign hastaliklarda
roli anlasilmaya baglaninca son zamanlarda ila¢ olarak kullanilmak NF-xB
inhibitori olarak fonksiyon gorecek bircok bitki derivesi elde edilmeye baslandi.

Bunlar:

e Lignans (manassantins, saucernetin, saucerneol methyl ether),

e  Sesquiterpenes (costunolide, parthenolide, celastrol, celaphanol A),
e  Diterpenes (excisanin, kamebakaurin),

e  Triterpenes (avicin, oleandrin),

e  Polyphenols (resveratrol, epigallocatechin gallate, quercetin) (98).

2.7 Celastrol

Tripterin olarak da bilinen yiizyillardir geleneksel olarak Cin’de ‘Thunder
of God Vine” olarak adlandirilan ilagtir. Celastraceae bitki ailesine ait olan Giiney
Cin’de yetisen Tripterygium Wilfordir’in ekstresidir (99). Ik kez 1981°de Kutney
tarafindan elde edilmistir (100). Thunder of God Vine Cin’de yiizyillardir atesli

hastaliklarda eklem agrilarinda ve 6dem tedavisinde kullanilmistir.
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2.7.1 Celastrol fonksiyonlar1

Hayvan modellerinde antiinflamatuvar o6zelliginden dolayr Alzheimer
(101), astim (102), sistemik lupus eritematozus (83, 103) ve romatoid artritte (2)
kullanilmigtir. Ayrica prostat kanserlerinde (104), glioma (105) ve 16semide (106)
tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmistir.

Proinflamatuvar stokinlerin (107), MHC II antijeninin (101), inducible
nitrik oksit sentazin (108), endotelyal hiicrelerde adezyon molekiillerinin (109),
proteaz aktivitesinin (104), topoizomeraz 2 (106), K kanallarinin (61)
ekspresyonunda rol alir. TNF ile olusan apopitozu potansiyelize eder, NF-kB ile
regiile olan antiapopitotik gen iiretimini down regiilasyon ile inhibe eder (100).
TNF ile olusan tiimor hiicre invazyon aktivitesini inhibe eder. NF-kB’yi inhibe
eder, ancak yapmis oldugu inhibisyon hiicre tipine 0zgii degildir. Heat shock
transkripsiyon faktorii inhibisyonu ile heat shock protein gen ekspresyonuna neden
olur (110).

NF-xB inhibitorleri (plumbagin, herbimisin A, kaffeik asit gibi) NF-kB’yi
DNA’sina baglanarak inhibe ederler. Celastrol ise NF-kB’yi DNA’sma
baglanmaksizin inhibe eder (100). Mitokondrial membranda negatif yiizey
olusturarak potansiyel bir lipid peroksidasyon inhibitoriidir (111, 112).
Antiperoksidatif fonksiyonunda dienonefenol ve aniyonik karboksil grubu rol alir.
Fenol kismi direkt olarak radikalleri temizler. Yazarlar celastroliin mitokondri
membraninda negativiteyi artirarak oksijen radikallerinin olusumunu engelledigini

savunmuslardir.
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Resim 2.1. Tripterygium Wilfordir

2.7.2  Kimyasal formiil:

C29H3804

Tripterin; Tripterine; 3-Hydroxy-24-nor-2-oxo0-1(10),3,5,7-
friedelatetraen-29-oic acid;(2R,4aS,6aS,6aR,14aS,14bR)-10-hydroxy-
2,4a,6a,6a,9,14a-hexamethyl-11-o0x0-1,3,4,5,6,13,14,14b-octahydropicene-2-

carboxylic acid
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Sekil 2.3. Celastrol’iin kimyasal formulii
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3 MATERYAL VE METOD

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Laboratuvar Hayvanlar
Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM)’nden elde edilen
agirliklar1 250-300 gr olan 64 adet Wistar-Albino erkek rat kullanildi. Hayvanlar
ameliyattan 1 hafta 6nce laboratuvar kosullarina alinarak, 21°C’de barindirilarak,
standart rat yemegi ile beslendi. Calisma hayvan etik kurul onay1r ve Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi (BAP) destegi alindiktan sonra yapildi.

Ratlar randomize olarak dort gruba ayrilds;

Kontrol grubu (n=20): Kolon rezeksiyonu + re-anastomoz

RT grubu (n=20): Preoperatif radyoterapi + Kolon rezeksiyonu + re-
anastomoz

Celastrol grubu (n=20): Celastrol + Kolon rezeksiyonu + re-anastomoz

RT + Celastrol grubu (n=20): Preoperatif radyoterapi + Celastrol + Kolon

rezeksiyonu + re-anastomoz

3.1 Radyasyon Teknigi

Radyoterapi Oncesi kontrol grubundaki ratlar dahil olmak {izere tiim
hayvanlara laparotomi. Cekum sag {ist karina siitiire edilerek proksimal barsagin
radyasyon alanindan uzaklastirilmasi saglandi. Anastomoz 6ncesi radyoterapi 6-
MYV 151n lireten bir lineer akselerator kullanilarak 5 giin ve her giin 5 Gy standart

fraksiyonlarda toplam 25 Gy verildi (Resim 3.1).
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Resim 3.1. Radyoterapi uygulanmasi (Cirus Cobalt 60 cihaz1)

3.2 Celastrol Uygulanisi

Celastrol, 1:10 oranindaki dimethyl formamide (DMF):PBS (pH 7.2)
soliisyonunda 1 mg/ml olacak sekilde ¢oziildii. Ratlara preoperatif radyoterapi
siiresince yani 5 glin boyunca 3 mg/kg/giin dozunda intraperitoneal (i.p.) olarak

verildi.

3.3 Operatif Prosediir

Ameliyatlar steril olmayan ancak temiz kosullarda gergeklestirildi.

Anestezi 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (Alfamin, Egevet Hayvancilik San. Ve
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Tic. Ltd. Sti ) ve 8 mg/kg xylazin (Alfazin, Egevet Hayvancilik San. Ve Tic. Ltd.
Sti ) karisimi ile intraperitoneal enjeksiyon yolu ile uygulandi. Deneklere herhangi
bir kolon temizligi yapilmadi. El becerisinin sonuclar1 etkilememesi ig¢in, her
gruptan denekler karisik olarak ayni cerrah tarafindan ameliyat edildi. Sirt distii
yatar pozisyonda ameliyat masasina tespit edilen ratlarin karin tliylerinin
temizlenmesinin ardindan karin derisi %10’luk povidon iyodiir (Isosol, Merkez
Lab, Tiirkiye) soliisyonu ile temizlendi Steril kosullarda karin 3-4 cm’lik medial

insizyonla ile agild1 (Resim 3.2).

Resim 3.2. Rat’in karin medial insizyonu
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Kan akimina zarar vermeden peritoneal refleksiyonun yaklagitk 3 cm
iizerinden 1 cm’lik kolon segmenti rezeke edildi (Resim 3.3) Ug-uca kolonik
anastomoz 8/0 vicryl (Ethicon, Johnson & Johnson) siitiirler kullanilarak tek tek
uyguland1 (Resim 3.4). ipek siitiirlerle devamli olacak sekilde muskiilofasiyal
tabaka kapatildi ve ardindan cilt 4/0 ipek siitiirlerle kapatildi. Cerrahi sonras1 10
ml saline soliisyonu sivi resiisitasyon igin cilt altina uygulandi. Tiim ratlara
operasyondan sonraki ilk giin sadece su, ikinci giin standart rat yemegi verilecek.
Hicbir rata ilave antibiyotik verilmedi.Her dort gruptaki ratlardan 10’ar tanesi

postoperatif 3. giin ve 7. giin kanatilma yolu ile sakrifiye edildiler.
Ratlarda arastirilan parametreler:

1. Morbidite; Diare, anastomotik stenoz, obstrikksiyon, anastomoz
ayrigmasi

2. Mortalite oranlar1

3. Anastomozlarin patlama basinglar

4. Dokuda hidroksiprolin tayini

5. Anastomotik dokuda yara iyilesmesinin histopatolojik analizi

6. ELISA yontemi ile NF-kB p50 akivitesinin 6l¢iimii
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3.4 Patlama Basma Ol¢iimii

Postoperatif 3. ve 7. giinlerde karin agildiktan sonra anastomoz yapilan
segment bulundu Anastomozun biitlinliigiiniin korunmasina 6zen gosterildi.
Anastamozun 2 cm distalinden kolon 3/0 ipek ile baglandi ve 2 cm
proksimalinden kolon kesildi. Mevcut fekal igerik serum fizyolojik ile yikanarak
uzaklastirilmasindan sonra inflizyon pompast proksimalindeki acik uca tespit
edildi. Patlama basinct ratlarda in situ olarak anastomoz yerinde birakilarak
oleiildii. Olgiim igin, sabit dl¢iim pompasi (perfusor, Braun) ve kullanildi. Piyes su
altina konduktan sonra sabit 6l¢lim pompasiyla 6 ml/dk hizla hava verilerek
uygulandi. Hava kabarciklarinin ilk goriindiigii basing degeri, kolon patlama

basinci olarak belirlendi. Patlama basinci degerleri mmHg olarak kaydedildi.

3.5 Preparatlarin Hazirlanmasi

Patlama basincinin 6l¢iilmesinden sonra anastomozu igine alan 1 cm’lik
segment ile hem proksimal hem de distalden 1’er cm’lik barsak segmenti ¢ikarildi.
Cikarilan kolon segmentleri uzun eksenleri boyunca (anastomoza dik olacak
sekilde) esit ii¢ parcaya ayrildi. Pargalardan biri rutin histopatolojik inceleme igin
%10’luk formalin igerisine konuldu. Diger segment 1 ml PBS buffer soliisyonu
icerisinde homojenize edildi ve supernatant Ol¢iim giiniine kadar -20°C’de
saklandi. Kalan son doku hidroksiprolin tayini i¢in gelatin ile sarilarak -700°C’de

islem giiniine kadar sakland.
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3.6 Hidroksiprolin Ol¢iimii

Doku hidrokiprolin diizeyleri Jamall IS ve arkadaglarinin tarifledikleri
metod dikkate alinarak 6l¢iildi (117). Tartilip (100 mg) hidroklorik asit (HCI) ile
digesyon yapilan dokulardan 25 pl alinarak desikatorde iyofilize edildi (NaOH ile
18 saat). Sonra 1.2 ml % 50 (v/v) isopropil alkolde ¢oziiliip lizerine 0.2 ml
Kloramin T (Chloramine T) eklenerek 10 dk. beklendi. Ardindan numunelere 1ml
Erlich Reaktifi eklenerek su banyosunda 50 °C’de 90dk. inkiibe edildi. Reaksiyon
sonucu olusan renk degisimi 560 nm dalgaboyu altinda spektrofotometrede
ol¢iildi. 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, ve 1.6 pg olan hidroksiprolin standartlar1 ayni
yontemle calisildi. Bu standartlara gore olusturulan egri kullanilarak numune

konsantrasyonlar1 bulundu ve sonuglar pg /mg doku olarak hesaplandi.

3.7 NF-kB Tayini

Doku ornekleri otomatik homojenizator ile 10 cc soguk 0.01 M Tris-HCl
Buffer (pH 7.4) kullanilarak homojenize edildi. Dokuda NF-«xB aktivitesi iiretici
firma onerilerine uygun olan enzim bagli immunosorbent assay (ELISA) kiti
(Panomics Inc., Redwood City, USA) kullanilarak belirlendi.Tiim 6rnekler 2 kez

test edildi.
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3.8 Histopatolojik Degerlendirme

Doku orneklerinin histopatolojik incelemesi Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda tek bir patolog tarafindan
yapildi.

Tiim bagirsak doku ornekleri %10’luk formaldehit soliisyonunda fikse
edildi. Doku ornekleri rutin takip islemleri uygulandiktan sonra, parafine
gomiildii. Parafin bloklardan alinan kesitler Hematoksilen-Eozin ile boyanarak 1s1k
mikroskobunda incelendi.

Histopatolojik degerlendirmede Ray Van Zuidewijn’in kullandig1 skorlama
sistemi  kullanildi (118, 119). Bu skorlama sisteminde; mukozanin
reepitelizasyonu ve muskiilaris propria rejenerasyonu incelendi.

1. Mukozanin Reepitelizasyonu;

Tablo 3.1. Reepitelizasyon skorlama sistemi

REEPITELIZASYON
Yok
Az miktarda tek sira kiibik hiicre
(Cok miktarda tek sira kiibik hiicre
Tama yakin tek sira kiibik hiicre
Tamamlanmis tek sira kiibik hiicre

Bir sira glandiiler hiicre (+)
Normal glandiiler mukoza

N[NNI —

2. Muskiilaris propria rejenerasyonu; pozitif (+) veya negative (-) olarak
degerlendirildi. Epitelizasyon, nekroz, inflamatuvar eksuda, graniilasyon dokusu,

graniilasyon dokusunda graniilositler, makrofajlar, fibroblastlar incelendi.
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Tablo 3.2. Muskiilaris propria rejenerasyonu
Epitelizasyon, nekroz, inflamatuvar eksuda,
graniilasyon dokusu, graniilasyon dokusunda
graniilositler, makrofajlar, fibroblastlar

0 Yok

1 Az

2 Orta dereceli

3 Yiiksek dereceli

3.9 istatistiksel Analizler

Tiim veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.istatistiksel analizler
SPSS 10.0 programi ile yapildi. Gruplarin karsilagtirllmasinda ANOVA testi
kullanildi. Post ANOVA i¢in Newman Keuls testi kullanildi. Fark g6zlendiginde,
spesifik olarak degerlendirilmesi Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Histopatolojik
analiz i¢cin Mann-Whitney testi kullanildi. P < 0.05 olan degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Morbidite

Ratlar operasyondan hemen sonra ayildilar ve birka¢ saat sonra su alimina
basladilar. Ratlarin sakrifikasyondan sonraki nekropsilerinde gruplar arasinda
peritonit, intra-abdominal abse yoniinden fark gézlenmedi. Kontrol grubundaki 2
ratta, RT grubundaki 2 ratta ve celastrol grubundaki 1 ratta anastomoz hatti ile
omentum ve cevre dokular arasinda kolay ayrilabilen, sinirli sayida adezyon
gozlendi. RT grubundaki 4 ratta ve RT + celastrol grubunda 2 ratta anastomozda
belirgin bir darlik izlendi. Sadece radyoterapi uygulanan 1 rat ile radyoterapi ile
birlikte celastrol uygulanan 1 ratta anatomotik bolgede kacak ve kontaminasyon

izlendi. Radyoterapi alan tiim ratlarda minimal bir diare tespit edildi.

4.2 Mortalite Oranlari

Kontrol grubunda 1 rat, RT grubunda 2 rat, RT + celastrol grubunda 1 rat
olmak {iizere toplam 4 rat sakrifiye edilmeden 6nce kaybedildiler. Mortalite ile
sonuglanan ratlarin yerine alinan yeni ratlarda deneyler uygulanip gruplar eksiksiz
tamamlandi. Sonug¢ olarak tiim hayvanlarda sakrifikasyon planlanan zamanda

uygulandi.
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4.3 Anastomozlarin Patlama Basinclan

Anastomozlardaki  ortalama  patlama  basinglart  Sekil  4.1°de
gosterilmektedir. Kontrol grubunun 3. giindeki patlama basinglari, sadece
radyoterapi uygulanan grupta 3. giin tespit edilen patlama basinglarina gore
anlaml olarak yiiksek bulundu (P < 0.05). Oysa celastrol grubu ile RT + celastrol
gruplarinda postoperatif 3. giinde elde edilen ortalama anastomoz patlama
basinglarinin kontrol grubu ile kiyaslanmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (P > 0.05).

Kontrol grubunun postoperatif 7. giindeki ortalama patlama basinglari,
sadece radyoterapi uygulanan grupta 7. giin tespit edilen patlama basinglarina gore
anlaml olarak yiiksek bulundu (P < 0.01). Kontrol grubu ile celastrol verilen ve
celastrol + radyoterapi uygulanan gruplarin 7. giin patlama basinglar
karsilagtirildiginda patlama basinglar1 arasinda anlamlhi fark tespit edilmedi (P >
0.05).

Postoperatif, 3.glindeki riiptiirlerin yaklasik yaris1 (%45) anastomoz
hattinda gozlendi. Ancak 7 giindeki riiptiirlerin tiimii anastomoz hattindan farkl

bir yerden oldu.
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Sekil 4.1. Anastomozlardaki ortalama patlama basinglari
(* P<0.05,1 P<0.01)

4.4 Dokuda Hidroksiprolin Tayini

Hidroksiprolin, anastomotik segmente kollajen diizeyini kantitatif olarak
tayin etmede kullanilan bir yontemdir. Tiim gruplardaki kollajen yapiminin
gilinlere gore dagilimi benzerlik gostermekte idi ve maksimum seviyelerine 7.
giinde ulast1 (Sekil 2).

Gruplarin ortalama hidroksiprolin degerleri Sekil 4.2°de
gosterilmektedir.Kontrol grubunda 3. giinde tespit edilen hidroksiprolin diizeyleri,
radyoterapi uygulanan grupta 3. giin tespit edilen hidroksiprolin diizeylerine gore

anlaml oranda yiiksek bulundu (0.323 pg /mg’e karsin 0.255 pg /mg; P < 0.05).
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Kontrol grubu ile celastrol ve RT + celastrol gruplarin 3. giin hidroksiprolin
diizeyleri karsilagtirildiginda {i¢ grup arasinda anlamhi fark olmadigi tespit edildi
(P>0.05).

Kontrol grubunda 7. giinde tespit edilen hidroksiprolin diizeyleri, RT
grubunda 7. giin tespit edilen hidroksiprolin diizeylerine goére anlamli oranda
yiiksek bulundu (0.352 pg /mg’e karsin 0.271 pg /mg; P < 0.01). Kontrol grubu ile
celastrol ve RT + celastrol gruplarinin 7. giin hidroksiprolin diizeyleri

karsilagtirildiginda {i¢ grup arasinda anlamli fark olmadigi tespit edildi (P > 0.05).
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H RT 0.255 0.271
M Celastrol 0.334 0.356
‘l RT + Celastrol 0.317 0.324
Anastomoz sonrasi (giin)

Sekil 4.2. Ortalama hidroksiprolin degerleri
(* P<0.05, 1 P<0.01)
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4.5 NF-kB Aktivitesinin Ol¢iimii

Postoperatif 3. ve 7. giinlerde tespit edilen NF-xB diizeyleri sekil 4.3’te

gosterilmistir. Radyoterapi uygulanan grupta 3. giinde tespit edilen NF-xB

diizeyleri, kontrol grubu 3. giin tespit edilen NF-kB diizeylerine gore anlaml

oranda yiiksek bulundu (P < 0.05). Kontrol grubu ile celastrol ve RT + celastrol

gruplarinin 3. giin NF-xB diizeyleri karsilastirildiginda {i¢ grup arasinda anlaml

fark olmadig tespit edildi (P > 0.05).

RT grubunda 7. giinde tespit edilen NF-kB diizeyleri, kontrol grubunda 7.

giin tespit edilen NF-xB diizeylerine gore anlamli oranda yiiksek bulundu (P <

0.05). Kontrol grubu ile celastrol ve RT + celastrol gruplarinin 7. giin NF-xB

diizeyleri karsilagtirildiginda {i¢ grup arasinda anlamli fark olmadigi tespit edildi

(P> 0.05).
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4.6 Anastomotik Dokuda Yara Iyilesmesinin Histopatolojik Analizi

Calismadaki histopatolojik inceme sonuglar1 tablo 4.1°de, preparat
gorlintiileri ise resim 4.1 - resim 4.4’de gosterilmistir. Kontrol grubu ile
radyoterapi uygulanan grup karsilastirildiginda; 3. giin tespit edilen epitelizasyon
degerleri agisindan istatistiki olarak anlamli fark tespit edilmemesine (P>0.05)
ragmen, 7. gin epitelizasyon degerlendirildiginde kontrol grubunda
epitelizasyonun anlamli oranda daha iyi oldugu izlendi (P<0.05). Kontrol grubu ile
radyoterapi uygulanan grup, miiskularis propria rejenerasyonu agisindan
kiyaslandiginda; 3. giin tespit edilen rejenerasyon degerleri arasinda istatistiki
olarak anlamli fark tespit edilmemesine (P>0.05) ragmen, 7. giin rejenerasyon
degerleri arasinda anlamli fark tespit edilmistir (P<0.05). Kontrol grubu ile
celastrol verilen grup karsilastirildiginda; 3. giin tespit edilen epitelizasyon
degerleri,miiskularis propria rejenerasyonu, nekroz, eksuda acisindan istatistiki
olarak anlamli fark tespit edilmemesine (P>0.05) ragmen, 7. giin epitelizasyon
degerleri,miiskularis propria rejenerasyonu, nekroz, eksuda  epitelizasyon
degerlendirildiginde istatistiki olarak anlamli fark tespit edilmistir (P<0.05).
Kontrol grubu ile celastrol+RT uygulanan grup 3. ve 7. giin epitelizasyon degerleri
acisindan karsilastirildiginda; istatistiki olarak anlamli fark tespit edilmemistir
(P<0.05). Kontrol grubu ile celastrol+RT uygulanan grup 3. giin miiskularis
propria rejenerasyonu, nekroz, eksuda ve granulasyon dokusu agisindan

karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark tespit edilmemesine (P>0.05)
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ragmen; 7. glin miiskularis propria rejenerasyonu, nekroz, eksuda ve granulasyon

dokusu agisindan anlamli fark tespit edilmistir (P<0.05).

Tablo 4.1. Anastomotik dokuda histopatolojik analiz degerleri

Grup 3. Giin 7. Giin
(Mean £ SD) | (Mean = SD)
Epitelizasyon Grup-1 3,20+£2,16 3,00+ 0,70
Grup-2 1,60 + 0,54 1,60 + 0,54
Grup-3 2,60 £0,54 4,80+ 1,09
Grup-4 2,00+ 1,00 2,60+ 1,14
Muscularis Propria Rejenerasyonu | Grup-1 0,20+ 0,44 0,00+ 0,70
Grup-2 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00
Grup-3 0,40 + 0,54 1,00 + 0,00
Grup-4 0,40 + 0,54 1,00 + 0,00
Nekroz Grup-1 1,20 + 0,83 2,00+ 0,00
Grup-2 3,00+ 0,00 3,00 + 0,00
Grup-3 2,00+ 0,00 0,00+ 0,00
Grup-4 3,00+ 0,00 2,00 £ 0,00
Eksuda Grup-1 2,60 + 0,54 3,00 £+ 0,00
Grup-2 3,00+ 0,00 3,00 + 0,00
Grup-3 2,20 £ 0,44 2,00 £ 0,00
Grup-4 2,00+ 0,00 3,00 = 0,00
Granulasyon Dokusu Grup-1 2,00 £ 0,00 2,00+ 0,00
Grup-2 2,00+ 0,00 2,00+ 0,00
Grup-3 3,00+ 0,00 3,00 + 0,00
Grup-4 0,00 £ 0,00 2,00+ 0,00
Granulosit Grup-1 3,00+ 0,00 3,00+ 0,00
Grup-2 3,00+ 0,00 2,40 £ 0,54
Grup-3 2,80+ 0,44 2,00+ 0,00
Grup-4 1,00 £ 0,00 3,00 + 0,00
Makrofaj Grup-1 1,00 + 0,00 1,60 + 0,54
Grup-2 1,00 £ 0,00 3,00 + 0,00
Grup-3 3,00+ 0,00 3,00 £+ 0,00
Grup-4 0,00 £ 0,00 1,00 £+ 0,00
Fibroblast Grup-1 1,20 + 0,44 1,00 + 0,00
Grup-2 1,00 + 0,00 2,40 + 0,89
Grup-3 3,00+ 0,00 2,80 £ 0,44
Grup-4 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00
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Resim 4.1.’de anastomoz hattinda cok miktarda tek sirali kiibik hiicreler iceren
reepitelizasyon izlenmistir. (H&E X 200)

Resim 4.2.’de anastomoz hattinda reepitelizasyon izlenememistir. (H&E X 200)
Resim 4.3.’de anastomoz hattinda ¢ok az miktarda tek sirali kiibik hiicrelerden
olusan reepitelizasyon. (H&E X 100)

Resim 4.4.’de anastomoz hattinda tama yakin tek sirali kiibik hiicrelerden olusan

reepitelizasyon izlenmistir. (H&E X 200)

Resim 4.1. Kontrol grubu 7. giin reepitelizasyon goriiniimii
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Resim 4.2. Radyoterapi uygulanan ratta 3. giin reepitelizasyon goriiniimii

Resim 4.3. Radyoterapi uygulanan ratta 7. giin reepitelizasyon goriiniimii
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Resim 4.4. Radyoterapi ve celastrol verilenlerde reepitelizasyon goriiniimii
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S TARTISMA

Kolorektal kanserlerdeki altin  standard, cerrahi rezeksiyondur.
Rezeksiyonu sonrasi lokal rekiirrens oranlari igin genellikle %30’ye yakin
rakamlar bildirilmektedir (28). Rekurrenslerin %71°1 ilk iki yilda meydana
gelmektedir Tiimoriin -+ evresi  ilerledikge lokal rekiirrens oranlari da
yiikselmektedir. 5 yillik takiplerde Evre-1 tiimorlerde %8.5 olan lokal rekiirrens
orani Evre-2’de 9%16.3’e, Evre-3’de ise %?28.6’ya c¢ikmaktadir (28). Rektum
tiimorlerinde gozlenen bu lokal rekiirrenslerin nedeni tiimoriin lateral, longitudinal
ve lenfo-vaskiiler yayilma ozelligine baglidir. Bunlardan lateral yayilim, lokal
rekiirrense etki eden en 6nemli 6zellikmis gibi goriinmektedir.

Rektum kanserlerinde preoperatif radyoterapi uygulamasinin gliniimiiz
tedavi protokollerinde artan bir kabul gérmektedir. Birgok ¢alismada preoperative
radyoterapinin rektum tiimorlerinde rezektabiliteyi arttirdigi, lenf nodu metastazi
insidansin1 ve lokal niiksii azalttigi gosterilmistir (4, 5, 6, 50). Preoperatif
radyoterapi ile lenf bezleri i¢indeki tiimor hiicreleri yok edildiginden Dukes
C’deki tiimorler Dukes B’ye indirgenirler, béylece rezeksiyon sonrasi daha iyi bir
prognoza yol acgarlar (69).

Ancak uygulanan radyoterapinin de olumsuz etkileri bulunmaktadir.
Radyoterapi epitel ve parankimde atrofi, iskemik nekroz, metaplazi, atipi, displazi,
neoplazi, stromada fibrozis, eksuda ve nekroza yol agar. Radyoterapi uygulanan
bolgede fibroblast hasari ile birlikte meydana gelen kollajen hasar1 ve stromadaki

diizensizlik nedeniyle iltihabi ve mezenkimal hiicrelerin bolgeye gocii engellenir
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(64). Mikrovaskiiler alanda gelisen hipoksi enfeksiyona zemin hazirlar (74).
Kapillerler ve sinuzoidlerin esasin1  endotel olusturur ve endotelin
radyosensitivitesi ¢cok yiiksektir. Damarlarda hyalen dejenerasyonu meydana gelir.
Radyasyon yaralanmalarinin temelinde yatan patoloji esas olarak endotelde hasara
neden olan kapiller ve arteriollerde olusan fibrin trombiislerdir (120).

Pelvik  1sinlama  sonucunda  gelisebilecek  radyasyona  bagh
komplikasyonlar; proktit, rektal iilser, striktiir, rektovaginal fistiil, fibrozis, kolit,
ileit, ileal obstriiksiyon, radyasyon sistiti, Uretra striktiiri, vulvit (36). Diabet,
hipertansiyon, ve daha oOnce yapilmis Ozellikle alt batin cerrahi girisimler
radyasyon hasarimi arttirirlar (121). Radyasyonun tiim bu olumsuz etkileri
nedeniyle yara iyilesmesi gecikir. Radyasyon, ¢ogunlukla doza bagli olarak
intestinal mikrosirkiilasyonda bozulmalar yaparak anastomoz kagagi oranindaki
artistan da sorumlu tutulmustur (64).

Gastrointestinal cerrahisinde en temel girisimlerinden olan “barsak
anastomozu”, gerek iyilesme siireci, gerekse de neden oldugu morbiditeler
nedeniyle ¢cok 6nemli bir konudur. Yara iyilesmesinde oldugu gibi anastomoz
iyilesmesinde de siireci iyi veya kotii yonde etkileyen pek cok lokal ve sistemik
faktorler bulunmaktadir. Diizenli ve komplikasyonsuz iyilesmenin temel sarti,
yara iyilesme fazlarinin uygun ve optimal kosullar altinda ve ongoriilen siireler
icinde gerceklesmesidir Yara iyilesmesi inflamasyon, proliferasyon ve maturasyon
olmak iizere ii¢ fazda incelenmektedir. inflamasyon fazi, iyilesmenin esansiyel
fazi1 olup, artmis damar gegirgenligi, sistemik dolagimdan yaraya hiicrelerin

kemotaksisi, stokin ve biiyiime faktorlerinin salimimi ve migrasyona ugrayan
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hiicrelerin aktivasyonunu igerir. Yaralanmadan hemen sonra polimorfoniikleer
16kosit ve lenfositler bolgeye goc eder ve artmis damar gegirgenligi
prostaglandinler, interlokin-1,TNF-a ve doku faktorleri tarafindan nétrofil goci
uyarilir. Boylece ilk 48 saat icinde 6zellikle polimorfoniikleer 16kosit gocii devam
eder. Daha sonra makrofaj gocii baslar ve 72. saatte polimorfoniikleer 16kosit ve
makrofaj sayilar1 esitlenir. Saglam veniil endotel hiicreleri prolifere olur.
Anjiogenetik aktivite 3. giinde artar ve kapiller formasyon 5.-6. giinde
belirginlesir. Fibroblastlarin 3. giinde yarada goriinmeye basladigi ve 5. giinde
baskin hiicre tipinin fibroblast oldugu belirtilmistir. 4-14.giinler aras1 proliferatif
fazdir. Bu donemde kollajen sentezi artar. Sentezlenen kollajen lifleri 14. giinden
sonra yeniden yapilanir ve olgunlagsma dénemi baglar.

Anastomotik iyilesmenin biyokimyasal tayini, kollajen miktarini yansitan
doku hidroksiprolin seviyesi ile miimkiindiir. Ekstraseliiler matriks, kollajen,
proteoglikanlar, ve glikoproteinleri igerir. Yara iyilesmesi ile ilgili calismalar,
ekstraseliiler matriksin yeniden yapilanmasi ve sekillenmesini igerir.

Barsak anastomozu ¢ok sik uygulanmasina ve bu konudaki yogun deneyim
birikimine ragmen, anastomoz kacagi halen % 0-35 siklikta ortaya ¢ikmaktadir.
Hastada ciddi morbiditeye neden olan kacaklar, biiyiik oranda anastomozun anal
verge olan mesafesine, operasyon tipine ve cerrahin tecriibesine bagl olarak % 2-
19 oranlar arasinda degismektedir. Kagak sonrasi mortalite siklig1 ise (%25-50)
tim yandas tedavilere ragmen ¢ok yiiksektir. Mortalite ile sonuglanmayan
olgularda bile ortaya c¢ikan ciddi morbidite yasam kalitesinde bozulmaya,

hastanede kalis siiresinde artisa neden olmaktadir (122, 123, 124).
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Stevens ve arkadaslar1 (125), 5000 rad’lik preoperatif radyoterapiyi takiben
yaptiklar1 anterior rezeksiyon olgularini, radyoterapisiz grupla karsilagtirmiglar ve
radyoterapili grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek anastomoz
kacag1 saptamiglardir.

Pleskovic ve arkadaslar1 20 kopek iizerinde yaptiklar1 ¢alismada kombine
radyoterapi+kemoterapi uygulanmis sonugta kolon mukozasinda erken dénemde
enterosit ve lenfosit kaybini tesbit etmis, bunun da mukozal bariyerde bozulma,
malabsorbsiyon sendromu, stenoz, inflamasyona yol acabilecegini ifade
etmislerdir (126).

Blake ve arkadaglar1 kopekler iizerinde yaptiklar1 arastirmada 6000 rad
radyasyondan sonra stapler ya da elle yaptiklar1 anastomozlarda her iki grupta da
anastomoz kacagi oranim yiiksek olarak gozlemlemislerdir (127).

Winsey ve arkadaslar1 sicanlar {lizerinde yaptiklar1 c¢alismada 200 rad
radyasyondan sonra postoperatif 7.glinde yaptig1 ol¢iimlerde patlama basinci ve
hidroksiprolin diizeylerinin 6nemli derecede diistiiglinii ifade etmislerdir (128).
Ozet olarak tiim bu calismalarda (126, 128) radyasyonun uygulanan doza ve
sireye bagli olarak barsak anastomoz iyilesmesini olumsuz etkiledigi
bildirilmektedir.

Bizim caligmamizda, sicanlara anastomoz oncesi radyoterapi 6-MV 1sin
iireten bir lineer akseleratdr kullanmilarak 5 glin ve her giin 5 Gy standart
fraksiyonlarda toplam 25 Gy verildi. Daha onceki yapilan calisma sonuglarina
uygun olarak bu calismada da radyoterapi uygulanan ratlarda patlama basinglari

ve hidroksiprolin diizeylerinin diger gruplara gore anlaml diizeyde diisiik oldugu
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tespit edildi. Sonugta c¢alismamizda literatiirlerle uyumlu olarak radyasyonun
anastomoz iyilesmesini olumsuz etkiledigini gozlemledik.

Preoperatif radyoterapinin anastomoz iyilesmesini bozdugu yoniindeki
genel goriis, arastirmacilart radyasyon uygulanmis anastomozu korumaya yonelik
arayiglara itmistir. Bu amacla bu c¢alismada yeni tanimlanamis olan NF-xB
inhibitérii olan celastrol’iin radyoterapi uygulanmis bagirsak anastomozunda
etkileri arastiriimistir.

NF-kB/Rel protein ailesinin, transkripsiyon faktorlerinin  farkl
bilesimlerinden olusan heterodimerik bir protein kompleksi oldugu anlagilmistir
NF-kB; normal hiicrelerde, I-kappa-B proteinleri (IkBa, B ve y) adi verilen
inhibitér proteinlere bagli sekilde, sitoplazmada inaktif halde bulunmaktadir.
Ekstraselliiler sinyaller sonucu IkB kinaz (IKK) enzimlerinin diizenleyici
altiiniteleri uyarilir ve sinyalleri algilayarak katalitik altiinitelerine iletir. Bu durum
inhibitdr proteinlerin fosforilasyonu ve yikilimina yol agmaktadir. IkB proteininin
yikilimi ile aktif hale gelen NF-xB ¢ekirdege tasmmaktadir (95, 129). iste bu
caligmada arastirdigimiz celastrol, NF-xB’yi inhibe eder. Ayrica celastrol, TNF ile
olusan apopitozu potansiyelize eder. TNF ile olusan tiimor hiicre invazyon
aktivitesini inhibe eder, potansiyel bir lipid peroksidasyon inhibitoriidiir (101).

Sadece RT alan grupta basing, hidroksiprolin diizeyleri anlamli
bozulurken celastrol ilavesi RT nin bu olumsuz etkilerini ortadan kaldirmistir. Bu
da NF-xB’nin anastomotik yara iyilesmesinde onemli bir faktér oldugunu

gostermektedir.
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Celastrol; Tripterygium Wilfordir’in ekstresi olan ve yiizyillardir
geleneksel bir ilag olarak Cin’de kullanilan Celastrol (99) hayvan modellerinde
antiinflamatuvar 6zelliginden dolay1 Alzheimer (101), astim (102), sistemik lupus
eritematozus (83, 103) ve romatoid artritte, ayrica prostat kanserlerinde (104),
glioma (105) ve losemide (106) kullanilmistir.

Bu ¢alismada radyoterapinin kolondaki anastomotik yara iyilesmesine olan
olumsuz etkilerini NF-kB inhibitorii olan celastrol ile azaltilabilecegi diisiiniilerek,
celastrol’un radyoterapi uygulanmis anastomozdaki etkileri arastirilmistir.
Celastrol verilen grupta patlama basinglarini yiiksek oldugu, radyoterapi alan grup
ile celastrol alan grup degerlendirildiginde sadece radyoterapi alan gruba gore
celastrol grubunun patlama basinglarinin ve hidroksiprolin diizeylerinin anlamli

diizeyde yliksek oldugu tespit edilmistir.
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6 SONUCLAR

Calismamizda radyoterapinin literatiirle uyumlu olarak anastomoz
iyilesmesini olumsuz etkiledigi goézlemlendi. Radyoterapi alan grupta patlama
basinglari, doku hidroksiprolin degerleri diisiik, NF-kB degerleri ise yiiksek olarak
tespit edildi. Histopatolojik olarak yara yeri iyilesmesinin kétii oldugu izlendi.

Celastrol’un anastomoz iyilesmesi iizerine olumlu etkiledigi, anastomoz
patlama basinglari, hidroksiprolin 6l¢iimii ve histopatolojik incelemelerle tespit
edildi.

Kontrol grubu ile radyoterapi uygulanan grup karsilastirildiginda,
hidroksiprolin ve patlama basincinin kontrol grubunda anlamli diizeyde yiiksek,
NF-xB degerinde ise radyoterapi uygulanan grupta anlamli diizeyde yiiksek
oldugu tespit edildi. Celastrol ve celastrol + radyoterapi uygulanan gruplar ile
kontrol grubu karsilastirildiginda patlama basinglari, hidroksiprolin degerleri ve
NF-«xB degerleri acisindan anlamli fark olmadigi tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak calismamizda, celastrol’un o6zellikle kolorektal cerrahide
preoperatif veya postoperatif radyoterapi sonrasi anastomoz iyilesmesine destek

olabilecegi sonucuna varilmaistir.
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8 OZET

Preoperatif radyoterapi almis kolondaki anastomotik yara iyilesmesine yeni bir

NF-kB inhibitor’t olan celastrol’un etkileri.

Kolorektal kanserlerdeki altin  standard, cerrahi rezeksiyondur.
Rezeksiyonu sonrasi lokal rekiirrens oranlari igin genellikle %30’ye yakin
rakamlar bildirilmektedir (28).Rektum kanserlerinde preoperatif radyoterapi
uygulamasinin gilinlimiiz tedavi protokollerinde artan bir kabul gormektedir.
Bir¢ok calismada preoperative radyoterapinin rektum tiimorlerinde rezektabiliteyi
arttirdigi, lenf nodu metastazi insidansini ve lokal niiksii azalttig1 gosterilmistir (1,
6, 8, 72). Ancak uygulanan radyoterapinin de olumsuz etkileri
bulunmaktadirRadyasyonun bu olumsuz etkileri nedeniyle yara iyilesmesi gecikir
ve anastomoz kagagi oranlarinda artig tespit edilmistir (82). Anastomoz kacgagi
%0-35 siklikta ortaya ¢ikmaktadir.

Bu calismada agirliklar1 250-300 gr olan 64 adet Wistar-Albino erkek rat
kullanildi Grup 1 ( Kontrol grubu); kolon rezeksiyonu ve re-anastomoz yapildi.
Grup 2 (RT grubu); anastomoz Oncesi radyoterapi 6-MV 1sin lireten bir lineer
akselerator kullanilarak 5 gilin ve her giin 5 Gy standart fraksiyonlarda toplam 25
Gy verildi. Grup 3 (Celastrol grubu) ratlara 5 giin boyunca 1:10 oranindaki
dimethyl formamide (DMF):PBS (pH 7.2) soliisyonunda 1 mg/ml olacak sekilde
coOziildii. Ratlara preoperatif radyoterapi siiresince yani 5 giin boyunca 3

mg/kg/gilin dozunda intraperitoneal olarak verildi. Grup 4 (RT + Celastrol grubu)

84



5 glin preoperatif radyoterapi ve celastrol verildi. Her dort grupta postop 3. ve 7.
giinlerde patlama basinglar1 6lgiildii, anastomozdan 6rnek alindi. Sonrasinda ratlar
sakrifiye edildi.3.gilin sakrifiye edilen gruplar ”a”, 7. giin sakrifiye edilen gruplar
’b” olarak isimlendirildi.

Ratlarda; morbidite, mortalite oranlar1 hesaplandi. Anastomozlarin patlama
basinglari, dokuda hidroksiprolin diizeyi 6l¢iildlii. anastomotik Dokuda yara
iyilesmesinin histopatolojik analizi yapildi. ELISA yontemi ile NF-xB
aktivitesinin 6l¢imii yapildi.

Istatistik degerlendirme icin ANOVA yéntemi kullanildi ve P < 0.05
degeri anlamli olarak kabul edildi.

Kontrol grubunun 3. ve 7. giindeki patlama basinglari, sadece radyoterapi
uygulanan grupta elde edilen patlama basinglarina gére anlamli olarak yiiksek
bulundu (3. giin P < 0.05 ve 7. giin P < 0.01). Oysa celastrol grubu ile RT +
celastrol gruplarinda elde edilen ortalama anastomoz patlama basinglarinin kontrol
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (P >
0.05).

Kontrol grubunda 3. ve 7. gilinde tespit edilen hidroksiprolin diizeyleri,
radyoterapi uygulanan grupta tespit edilen hidroksiprolin diizeylerine gére anlamli
oranda yiiksek bulundu (3. glinde 0.323 pg /mg’e karsin 0.255 ug /mg; P < 0.05
ve 7. giinde 0.352 pg /mg’e karsin 0.271 pg /mg; P < 0.01 ). Kontrol grubu ile
celastrol ve RT + celastrol gruplarimin 3. ve 7. giin hidroksiprolin diizeyleri

karsilagtirildiginda {i¢ grup arasinda anlaml fark olmadigi tespit edildi (P > 0.05 ).
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Radyoterapi uygulanan grupta 3. ve 7. giinde tespit edilen NF-«xB
diizeyleri, kontrol grubunda tespit edilen NF-kB diizeylerine gore anlamli oranda
yiiksek bulundu (P < 0.05). Kontrol grubu ile celastrol ve RT + celastrol
gruplarinin 3. ve 7. giinde tespit edilen NF-xB diizeyleri karsilastirildiginda ii¢
grup arasinda anlamli fark olmadig tespit edildi (P > 0.05).

Sonu¢ olarak calismamizda, celastrol’un o6zellikle kolorektal cerrahide
preoperatif veya postoperatif radyoterapi sonrasi anastomoz iyilesmesine destek

olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Anahtar kelimeler: Anastomotik yara iyilesmesi, Celastrol, Preoperatif

radyoterapi
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9 SUMMARY

Effects of celastron, a novel NF-kB inhibitor, on anastomotic wound healing in

previously irradiated colon radiation bursting pressure, hydroxiproline levels

Surgical resection is the gold standart procedure in colorectal cancer. After
surgical resection, local recurrence rate is mainly declared as about %30 (28).
Nowadays preoperative radiotheraphy is becoming commonly accepted in rectum
cancer treatment protocols. In lots of study it is shown that preoperative RT can
perform rectum cancer to resectable form and can decrease the rate of metastases
of lenf nods and local recurrence (1, 6, 8, 72). On the other hand this method have
some side affects. Due to these side affects, wound healing can be delayed and an
increase in anastomotic leakage rate is noted (82). Anastomotic leakage rates
emerges between %0 and % 35.

In this study we used 64 wister albino male rat (main weight 250-300 gr).
Colon resection and re-anastomose is performed in Group I, the control group. By
using a lineer accelerator that produces 6MV ray in pre-anastomose radiotherapy,
for five days, 5 Gy per day, totally 25 Gy, in standart fractions, is given in Group
I, RT group. For 5 days 1/10 dimethyl formamide (DMF), that dissolved in the
PBS (pH: 7,2) solution , Img/ml is applied to rats in Group III, celastrol group. It
is given to rats, 3mg/kg/days by the introperitoneal way during preoperative
radiotheraphy process, for five days. Preoperative radiotheraphy and celastrol is

given for 5 days in Group 4, RT+ celastrol group. In each group, on 3rd and 7th
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days postoperative bursting pressures are measured and samples are taken from
anastomose and rats are sacrificed. The ones sacrificed on day 3 are named as ‘a’,
and the others sacrificed on day 7 are named as ‘b’.

The rate of morbidity and mortality in rats are calculated. Anastomose
bursting pressures and the hydroxiproline levels and histopathologic evaluations
are measured. The histopathologic analyse of wound healing in anastomosic
tissue is made, and the activity of NF-xB by ELISA is measured.

For statistical evaluation the method of ANOVA is used and P < 0.05 is
taken as significant.

When we compared the group 1 with group 2 on the 3th and 7th days,
bursting pressures are statistically significant, group 1 levels are higher than group
2 (P <0.05and P <0.01). On the other hand, when we compared the group 1 with
the group 3 and 4, there are no statistically significant difference (P > 0.05).

When we compared the group 1 with group 2 on the 3th and 7th days,
hydroxyproline levels are statistically significant, group 1 levels are higher than
group 2 (on the 3rd day, to 0.323 pg /mg, 0.255 pg /mg; P < 0.05 and on the 7th
day, to 0.352 pg /mg, 0.271 pg /mg; P < 0.01) . On the other hand, when we
compared the group 1 with the group 3 and 4, there are no statistically significant
difference (P > 0.05).

When we compared the group 1 with group 2 on the 3th and 7th days, NF-
kB levels are statistically significant, group 2 levels are higher than group 1 (P <
0.05). On the other hand, when we compared the group 1 with the group 3 and 4,

there are no statistically significant difference (P > 0.05).
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As a result, in our study, it is obtained that celastrol can be supportive
especially in colorectal surgery, in anastomose healing after peroperative or

postoperative radiotheraphy.

Keywords: Anastomotic wound healing, celastrol, preoperative

radiotherapy
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