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KISALTMALAR

GIS: Gastrointestinal sistem

DM: Diabetes mellitus

HT: Hipertansiyon

DNA: Deoksiribo niikleik asit

RNA: Ribo niikleik asit

EPO: Eritropoetin

TNF: Timor nekroze edici faktor

FGF: Fibroblast biiylime faktorii

EGF: Epidermal biiylime faktorii

VEGF: Vaskiiler endodermal biiytime faktorii
TGF: Trombosit biiylime faktorii

PAF: Trombosit aktive edici faktér

PDGF: Trombosit derive edici faktor

IFN: Interferon

IL: Interl6kin

GH: Biiylime hormonu

NSAID: Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar
EPO-R: Erythropoietin Receptor

rHuEpo: Recombinant Human Erythropoietin
HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cell
MMP: Matrix Metalloproteinase

JAK : Janus Kinase

CAM: Chorioallantoic Membran

ATP: Adenozin trifosfat
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1. GIRIS

Kolorektal hastaliklar giiniimiizde genel cerrahlarin gok sik kargilastiklarr hastalik
gruplarindandir. Bazi durumlarda bu hastaliklarin tedavisi esnasinda rezektif iglemler ve
anastomozlar uygulamir. Bu anastomozlar kolokolik olabilecegi gibi ince barsakla kolon
arasinda da yapilabilir. Barsak anastomozu yapilmasina sebep olabilecek hastaliklar arasinda
alt gastrointestinal sistem kanamalari, her tiirlii travmaya bagl olan intestinal yaralanmalar,
mezenter iskemisine bagli olusan nekroz ve kolon tiimérleri sayilabilir.

Kolon cerrahisi sonrast goriilen problemlerin biiytik bir gogunlugunu anastomoz
bolgesinde gelisen sorunlar olusturmaktadir. Bu sorunlarin en dnemlisi anastomozda kagak
olusmasidir. Ortaya ¢ikan sorunlar siklikla yara iyilesmesindeki yetersizlikten kaynaklanir.
Gastrointestinal kanalda ve diger dokulardaki yara iyilesmesi ile ilgili bilgilerin artmasina ve
anastomozdaki iyilesmeyi etkileyen lokal ve sistemik faktSrlerin daha iyi anlagilabilir
olmasina ragmen, morbidite ve mortalitesi yliksek olan anastomoz kagag: halen sik goriilen
ciddi bir problemdir (1). Anastomoz bolgesinde yara iyilesmesinin komplikasyon oran1 mide
cerrahisinde % 2-5, kolon cerrahisinde % 10-30 olarak bildirilmistir (2). Anastomoz kagagina
bagli komplikasyonlar hastalarin klinik muayeneyle % 2-8’inde goriiliirken, kontrast
maddelerle yapilan radyolojik incelemelerde, hastalarin % 50°sinde 6nemli klinik semptom
ve bulgu vermeyen kagaklarin g6riildtigii tespit edilmistir (3).

Yaralanma bir dizi néropeptid cevabin olugmasina neden olur. ik olay vazomotor
aktivite ve inflamasyonun baglamasidir. Vazomotor toniis dengeli bir sekilde kanlanma ve
ozellikle oksijen destegi saflayarak enfeksiyonla miicadele, kollogenin depolanmasi ve
anjiogenezis gibi olaylan diizenlemektedir. Aragtirmalar doku hasannda.n sonra periferik sinir

uclarindan salian néropeptidlerin sadece vazodilatasyonu ve inflamatuvar cevabi degil aym



zamanda epitelyal, vaskiiler ve bag dokusu hiicrelerinin gogalmasimt uyarmak suretiyle de
iyilesmeye katkida bulundugunu géstermektedir (4).

Yara iyilesmesinde doku-sinir sistemi etkilegiminde artma oldugu ve bu yolla tamir
olaymin diizenlenebildigi agiktir. Lokal kan akimi ve oksijenasyonu kontrol eden nérojenik
mekanizmalar anjiogenezis, kollajen birikimi, bakteri temizligi ve epitelizasyon gibi yollarla
iyilesmenin hizim da kontrol etmektedir (4). Lokal olarak salinan néropeptidlerin yara

yerindeki periferal doku iskemisi ve nekrozuna karsi 6nemli rolleri oldugu bildirilmistir (5) .

Yara iyilesmesi, doku rejenerasyonu ve inflamasyon, bir gok sitokinlerin rol
oynadif1 karmagik olaylar icermektedir. Hemostaz ile baslayip, inflamatuvar cevapla devam
eden, yaranin bir epitelle rtiilerek tekrar sekillendirildigi yara iyilesmesi olay1 inflamasyon,
fibroplazi ve olgunlasma olmak tizere {i¢ faza aymlir (6) . Bu fazlarin her biri biiylime
faktorleri ve néropeptidler ad1 verilen ve biyolojik olarak aktif olan bu maddeler tarafindan
kontrol edilerek diizenlenir. Polipeptid yapisindaki bu biiyiime faktdrleri ve néropeptidler,
hiicre ylizey reseptérlerine baglanarak doku tamir olayim kontrol ederler. Yara iyilesmesi ya
da doku tamir olaymi kontrol edip diizenleyen bu biiylime faktérleri ve noropeptidlerin
etkinligi, miktari, birbirleri ve hiicrelerle olan iligkileri oldukg¢a ¢ok sayida ve farkli yollarla
degistirilebilmektedir. Bu sitokin paternine miidahale ile ideal diizeyde ve hizda bir yara
iyilesmesi elde edilebilmesi i¢in ¢aligilmaktadir.

GIS cerrahisinde yara iyilesmesinde stitiir materyalleri ve cerrahi metodlarin énemli
bir rolii vardir. Ancak anastomoz iyilesmesinde bahsedilen faktSrlerin yanmnda daha da
Onemli olarak lokal ve sistemik fakttrlerin daha etkili oldugu bilinmektedir. Kolon cerrahisi
sonrasi goriilen komplikasyonlarm bir ¢ok nedeni vardir. Hastamn yasi, operasyonun yeri ve
tipi, ameliyatin acil veya elektif oldugu, profilaktik ve postoperatif antibiyotik kullanimu,
ameliyat 6ncesi mekanik barsak temizliginin yapilmasi, sistemik hastaliklar (DM, HT, bébrek

yetmezligi, hiperkolesterolemi), hormonlarin ve biiyiime faktdrlerinin  rold,



immiinomodiilasyon gibi yontemler, sigara kullanimi, beslenme bozukluklari, element
eksiklikleri, infeksiyon, stres, ekibin ve ekipmanin yetersizligi ve yetersiz postoperatif bakim
{initelerini sayabiliriz.

Kolorektal kanserler rezeksiyon sonrast anastomozun uygulandifi hastalik
gruplarindan bir tanesidir. Bu kanserlerde cerrahi islem sonras: ytiksek rekiirrens ve metastaz
oranlar1 gériilmiistiir. Bunun en 6nemli sebepleri rezeksiyondan sonra mikroskopik hastalik
kalmtisinin olmasi, operasyon sirasinda dafilan timor hiicrelerinin olmasi veya fark
edilmeyen metastatik hastalifin bulunmasidir. Rezeksiyondan sonraki bu yiiksek reklirrens
oranlari, dikkatleri cerrahiye yardimeci olarak ileri kemoterapi tekniklerini arastirmaya
yOneltmigtir. Postoperatif kemoterapinin yasayan kanser hiicrelerine daha etkin oldugu, lokal
rekiirrensi azalttifn ve hastaliksiz dénemi uzattifi bilinmektedir. Postoperatif kemoterapiyi
erken cerrahi donemde verdigimizde etkinlii daha da artmaktadir. 5- Fluorourasil kolon
kanserlerinin tedavisinde kullanilan en etkin ilagtir (7). 5-Fluorourasil intravenz, oral, lokal
ve intraperitoneal olarak kullanilabilir. Intraperitoneal olarak verilen 5-Fluorourasil yiiksek
hepatik ve lokal konsantrasyonlara erigmektedir (8).

Cesitli kemoterapi ajanlarmin yara iyilesmesi {izerine olan olumsuz etkileri
bilinmektedir (9,10). 5-Fluorurasil’in genel yan etkileri arasinda GIS bozukluklari, kemik iligi
depresyonu, anoreksi, bulanti, kusma, stomatit, 6zofajit, diyare, 16kopeni, trombositopeni ve
kollajen sentezini bozarak yara iyilesmesi tizerine negatif etki yapmasi sayilabilir. Ancak
gastrointestiﬁal sistemdeki yara iyilesmesi ile kutandz yara iyilesmesi arasinda farkliliklar
mevcuttur. 5-Fluorourasil’in intraperitoneal kullaniminin anastomoz iyilesmesi {izerine olan
etkisini inceleyen gesitli aragtirmalar olmasina ragmen aralarinda geliskiler vardir (10, 11, 12).
Genelde bir¢ok ¢alisma sonrasinda, kutandz yara iyilesmesinde oldugu gibi, intraperitoneal 5-

Fluorourasil’in kolon anastomozu iyilesmesinde de olumsuz etkileri oldufu sonucu ortaya



¢ikmistir. Son zamanlarda adjuvan tedavide kullamlmaya baslanan intraperitoneal 5-
Fluorourasil i¢in daha gok klinik ve deneysel ¢alismaya ihtiyag vardir.

Eritropoetin genellikle kronik bobrek yetmezligi hastalarinda eritropoezi artirici etkisi
nedeni ile anemi tedavisinde kullamlmaktadir (188, 189, 190). Son zamanlarda eritropoetinin
eritropoezden bagka multipotent olan stem hiicrelerini de modiile ettifi ve anjiyogenezi
artirdifi  bulunmugtur (187, 188). Yapilan birgok c¢alismada eritropoetinin  damar
anastomozlarinda anjiyogenezi ve reendotelizasyonu artirarak damar anastomozu ve greft
glivenilirligini artirdifi g6sterilmigtir. Kalic1 veya reperfiize iskemik myokard dokusunda
eritropoetinin koruyucu etkisi yapilan birgok ¢alismada ortaya ¢ikmustir (193, 194). Ayrica
beyin ve sinir sisteminde, astrosit kiiltliriinde diistik oksijen basincinda eritropoetin firetiminin
arttigini gosteren birgok caligma vardir (191, 192).

Eritropoetinin farmakolojik 6zellikleri sayesinde, defisik mekanizmalarla yara
iyilesmesini hizlandirdifimi gosteren caligmalar vardir. Biz bu deneysel c¢alismada
eritropoetinin yara iyilesmesi t{izerindeki olumlu etkisinin barsak anastomozlarimn
iyilesmesinde de goriiliip goriilmeyecegini, ayrica kolon anastomozlari sonras: uygulanan
kemoterapi ajanlarmin anastomoz iyilesmesi iizerindeki etkilerinin eritropoetinden nasil

etkilenecegini ortaya koymay: amagladik.



2. GENEL BIiLGILER
2. 1. KOLON

Kolon gekum, ¢ikan kolon (12-20 cm), hepatik fleksura, transvers kolon (45 cm),
splenik fleksura, inen kolon (20-30 c¢m), sigmoid kolon (12-75 cm), rektum ve anal kanaldan
olusur. Kolonun uzunlugu bireyler arasinda farkliik gdstermekle birlikte ortalama 150 cm
civarindadir. Kolonun temel islevi suyun absorpsiyonu ve digkinin bosaltilmasidir. Kolon
viicutta en sik cerrahi miidahale gerektiren organlardan birisidir. Kolon hastaliklarmin
bagariyla tedavi edilebilmesi i¢in anatomi, fizyoloji, histopatoloji ve mikrobiyolojisinin iyi

bilinmesi gerekir (13).

2.1. 1. ANATOMI

Kalin barsak ileogekal bilegkeden baslar ve at nali seklinde biiyiik bir kavis gizerek sol
alt kadrana ulagir ve pelvise girer. Kolon duvar1 dort katmandan olusur; mukoza, submukoza,
muskularis ve serozadir. Muskuler tabaka igte sirkiiler, dista longitudinal olarak uzanir.
Longitudinal kas tabakasi bir araya toplanarak taenia koli ad1 verilen seritleri bir araya getirir.
Bu yapilar apendiks radiksinden baglar ve rektosigmoid bolgeye kadar uzanir. Taenialarin
kolonu kisaltmasi ile kese seklinde olugumlar olan haustralar meydana gelir. Bunlar
longitudinal olarak hareket ederler (16). Kolonun kisimlar1 g¢ekum, ¢ikan kolon, hepatik

fleksura, transvers kolon, splenik fleksura, inen kolon ve sigmoid kolondur (Sekil 1).



Transverse colon N

Ascending V¢
colon :

IEeum
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Cecum - - %

... Sigmold
colon

Sekil 1: Kolonun kisimlar

Cekum: Kalin barsagm ilk parcasidir ve sag iliak fossada yer alir. Uzunlugu ortalama
6 cm, genigligi 7.5 cm’dir. Cekum tamamen periton ile ortiilmiistiir. Tenyalar ¢ekumun arka
yiiziiniin i¢ tarafinda, apendiks vermiformisin yapistf1 yerden baslar. Ileogekal bileske,
¢ekumun posteromedialine agilan bir anatomik sfinkterdir. Ust ve alt iki dudaktan olusan bu
yap1 ¢cekumdan ileuma dogru s1vi materyal gegisine engel olur (17, 18, 19).

Cikan Kolon ve Hepatik Fleksura: Cekumdan karacigerin sag lobunun alt yiiziine

kadar uzanir. Burada birden sola ve biraz 6ne dogru biikiilerek hepatik fleksuray: yapar.
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Duodenum sag bobrek ve sag iireterle yakin komsulugu vardir. Su absorbsiyonunun &nemli
bir boliimii burada gergeklesir. On ve yan yiizleri periton ile &rtiiliiddr (17, 18, 19).

Transvers Kolon: Hepatik fleksuradan baslar splenik fleksuraya kadar uzanir. 30-35
cm uzunlugundadir. Pankreas bagindan splenik fleksuraya kadar tamamen peritonla
Ortiilmiigtiir. Transvers mezokolon ile karn arka duvarina tutunmugtur. Omentum majus
transvers mezokolonla kaynasarak kolonu &nden &rter (17, 18, 19).

Splenik Fleksura: Distal transvers kolon ile inen kolon arasindadir. Hepatik
fleksuraya gére daha dar agili ve daha superiordadir. Dalak ile komsudur. Frenokolik ve
splenokolik ligamanlarla fiksedir.

Inen Kolon: Splenik fleksuradan sol iliak fossaya kadar uzamr. Ortalama 25 cm
uzunltugundadir. Sol {ireterle yakin komsulugu vardir. Yan ve 6n yiizii peritonla Ortiiliidiir.
Arka ylizli gevsek bag dokusuyla karin arka duvarina yapigiktir (17, 18, 19).

Sigmoid Kolon: Psoas majér kasinin i¢ kenarindan minér pelvis girisinde baglar, S
cizerek ficlincli sakral vertebra hizasinda rektumla uzamr. Ortalama 10-80 cm
uzunlugundadir. Uzunlugu degisebilen bir mezo ile karin arka duvarina tutunmusgtur. Sigmoid
kolonun asagi kisimlarinda tenyalar incelmeye baglar ve rektuma yakin kisimda tamamen
kaybolarak rektumu saran longitudinal kas tabakasi ile uzanir (17, 18, 19).

Dan;arlarl: A. Mezenterika Superior ve A. Mezenterika Inferior besler (Sekil 2).

Kalin barsagin splenik fleksuraya kadar olan kismini arteria mezenterika superior
besler. Cekuma ileogekal arterin gekal dalindan, apendikse ramus apendiksten, ¢ikan kolona
arteria kolika dekstradan, transvers kolonun 2/3 sag tarafina arteria kolika mediadan gelir.
Splenik fleksuradan sonraki kismi ise arteria mezenterika inferioun dallart besler. Splenik
fleksura ve inen kolona arteria kolika sinistra, sigmoid kolona sigmoid arter, rektuma da
superior rektal arter dallar verir. Rektum ve anal kanali ayrica arteria iliaka internanin dali

arteria rektalis media, arteria pudentalis internanin dali arteria rektalis inferior ve abdominal
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aortanin bifurkasyonundan c¢ikan arteria sakralis media besler. Kalin barsagin venleri

genellikle arterlere komsu seyreder ve ayni adla amilirlar. V. Mezenterika Superior ve V.

Mezenterika Inferior’a dokiiliirler (18, 19, 20).
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Sekil 2: Kalin barsagin kanlanmasi



Lenfatikleri: Kolonik lenf nodlar1 arterlerin gevresinde ilerleyerek kolon duvar
digindaki epikolik lenf nodlarina ulagir. Lenfatik akim buradan kolon mezenteri radiksine

dogru sirastyla parakolik, ara lenf nodlar1 ve ana lenf nodlarina dogru akar (Sekil 3) (17, 20).

Faferior mienforit glueds

Sekil 3: Kolon lenfatikleri

Sinirleri: Cekum, apendiks, ¢ikan kolon ve transvers kolonun 2/3 sag tarafi
sempatiklerini ¢oliak ve superior mezenterik pleksustan, parasempatiklerini N. Vagus’tan alir.
Transvers kolonun 1/3 sol kismi, inen kolon, sigmoid kolon, rektum ve anal kanalin iist
kisimlar1 sempatik sinirlerini sempatik trunkus lomber kismindan ve superior hipogastrik
pleksustan, parasempatiklerini pelvik splanknik sinirlerden inferior hipogastrik pleksus

vasitasiyla alir (16, 20).
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2.1.2. KOLON KANSERLERI

Kolorektal kanserler bati diinyasinda tiim kanserler igerisinde ikinci siklikta rastlanan
kanserlerdir. Bu iilkelerde kanserden oliimlerin % 14’1 kolorektal kanserlerden olusmaktadir
(21,22). Kolorektal kanserlerin seyrinde cerrahideki ve teknik alandaki ilerlemelere ek olarak
uygulanan etkili adjuvan tedavileri gelistirmek gereklidir (23). Kolorektal kanserlerin
rekiirrensinin en sik oldugu yer karin boslugudur (21). Bugiin kolorektal kanserlerin
tedavisinde kullanilan baglica yéntemler cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve immunoterapidir
(24, 25).

Kolorektal kanserli hastalarin yaris1 primer tlimoriin cerrahi rezeksiyonuyla
iyilestirilebilir, geri kalan yarisi ise uzak metastazdan oliir (26, 27). Bu veriler kolorektal
kanserlerin sistemik bir hastalik oldugunu gosterir (28). Cerrahi tekniklerdeki biitlin
gelismelere ragmen kolon kanserli hastalarin prognozunu diizeltmek i¢in arastirmacilar gesitli
klinik durumlarda kemoterapinin yararlar: tizerine ¢alismaktadir.

Kolorektal kanserlerde peritoneal yiizey ve kavite 6nemli bir niiks yeridir.
Intraperitoneal niiksii 6nlemek i¢in en iyi adjuvan tedavi intraperitoneal kemoterapi olacaktir
(29). Intraperitoneal tedavide amag sistemik dolasimdaki ilag dozunu toksik olmayan diizeyde
tutarken periton boslugundaki organ ve yiizeylerde kanserli bélgede direng gelismesini

dnleyecek kadar yiiksek doza erisebilmektir (30).

2.2. 5-FLUOROURASIL
Florlanmig bir pirimidin analogudur. Bazi tiimérlerde hiicrelerin, normal pirimidin

bazi olan urasili normal viicut hiicrelerine gore daha fazla kullamldiginin gézlenmesi {izerine

sentez edilmis bir ilagtir. Viicutta aktif metaboliti olan fluorodezoksiuridilata doniistiikten
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sonra etkinlik kazanir ve timidilat sentetaz enzimini inhibe eder. Timidilat sentetaz azalinca,
hiicrede timin sentezi bozulmus olur ve DNA sentezi duraklar. Ikincil bir etki ile sitotoksik bir
etki yapar (31, 32). Mide-barsak kanalindan iyi absorbe edilir. Oral yolla kullanilabilir, ancak
genelde intravendz olarak kullanilir. Fluorourasil solid tiimérlerin tedavisinde endikedir.
Kolorektal, meme ve mide kanserlerinin tedavisinde kullamilir. Ayrica diger birgok
malignitede de kullanim alam vardir (31).

5-Fluorourasil’in bashica yan etkileri gastrointestinal bozukluklar ve kemik iligi
depresyonudur. Anoreksi, bulanti ve kusma en sik goriilenlerdir. Stomatit, 6zofagofarenjit ve
diyare doz kisitlayict yan etkilerdir. Belirgin 16kopeni yapabilir. Trombositopeni genellikle
belirgin olmaz. Ayrica kollajen sentezini bozarak yara iyilesmesi iizerine negatif etki yapar

(32).

2.3. NEOVASKULARIZASYON: Anjiojenez ve Vaskiilojenez

Anjiojenez, yeni kan damarlarinin dnceden var olan kapiller damarlardan gogalarak
meydana gelmesi seklinde tanimlanmustir (33, 34, 35). Bu tamim ilk kez 1935 yilinda Hertig
tarafindan yapilmistir. Fizyolojik ve patolojik anjiogenezis hakkinda ciddi galigmalar ve
tartismalar  1970°1i yillarda, 6zellikle Folkman ve arkadaslarmin caligmalariyla hiz
kazanmistir. Anjiojenezis olusumunda dnemli rolleri olan biiyiime faktérlerinden aFGF, bFGF
ve VEGF 1980°1i yillarda izole edilmistir (36).

Vaskiilojenez ise temel olarak embriyonal yasamla simrlandimilmistir ve endotel
hiicrelerinin &ncii hiicreleri olan anjioblastlarin kan adaciklarina doniismesi ile vaskiiler
yatagm olusmasi anlamina gelir (37, 38). Vaskiilojenezisin her ne kadar embriyonal yagam

evresinde meydana geldigi belirtilmis olsa da son yillarda yapilan galigmalar postnatal
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dénemde de gerek fizyoljik gerekse patolojik sartlarda bunun devam ettigini gdstermistir (39).
Postnatal yasam sirasinda vaskiilojenezisin olusumunda rol alan dolasimdaki endotel hiicreleri
kemik iliginde bulunan ve kan dolagimina giren endotel ana hiicrelerinden olusmaktadir. Bu
endotel ana hiicrelerinin vaskiilogenezis olusumuna katildiklann son yillarda yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Bundan dolay1 postnatal yasamda yeni kan damarmin sadece
anjiogenezis ile degil ayn1 zamanda vaskiilojenezis ile de olustugu bildirilmistir (39).

Anjiyojenez olusumu su sekilde olmaktadir. Ik olarak anjiojenezise neden olan
hipoksi ya da iskemi gibi bir stimulus olugmakta daha sonra da bu etkenden dolay:
anjiyogenik bir faktdriin salinmasi ve ilgili faktSr ya da faktorlerin matriks metalloproteinaz
enzimi aracilifa ile bazal membranin pargalanmasina, endotel hiicrelerinin aktivasyonuna,
adezyonuna, migrasyonuna, proliferasyonuna, tiip olusumuna neden olmasi ve sonugta yeni
kan damarimin varolandan ¢ogalmasi seklinde gerceklesmektedir (40).

Anjiojenez son derece regiile, kisa peryotlarla seyreden, stimiile ve inhibe edilebilen
bir islevdir (41). Kapiller kan damarlan endotel hiicresi ve perisitten ibarettir. Bu iki hiicre
tipinin tiip formu biitiin kapiller agin tamamina ait genetik bilgileri tasirlar. Anjiojenezis
olayinda kapiller tliplin i¢ kismini Orten endotel hiicreleri gb¢e uygun fenotipik 6zellik
kazanarak etrafindaki dokuya yayilir, orada g¢ogalir, yeni tiibiiler yap: olusturur ve boylece
mevcut kapiller yatad1 artirir (33, 37). Spesifik anjiojenik molekiiller bu slirece 6n ayak
olabilirler. Spesifik inhibitsr molekiiller de bu stireci durdurabilirler. Bu iki molekiil birlikte
fonksiyonlarin devamli olarak ortaya ¢ikmasina engel olurlar. Birlikte hareket ederek
neovaskiiler endotelial doniigiimiin siirmesini saglarlar (43, 44).

Anjiyojenezi stimiile eden birgok hormon ve bilylime faktérleri mevcuttur. Biiylime
faktorlerinden vaskiiler endotelial biiytime faktorii (VEGF) endotel hiicreleri tizerinde giiglii
mitojenik etkisi olan ve anjiogenezi stimiile eden faktdrlerin en baginda yer almakta ve

hipoksik ya da iskemik kosullardaki hiicrelerden salinarak anjiyojenezisi stimiile

16



edebilmektedir (37, 45, 46, 47). Endotel hiicreleri i¢in mitojenik olan difer anjiyojenik
faktorler arasinda fibroblast bilytime faktorii (FGF) ve trombosit derive edici biiyiime faktrt

(PDGF) sayilabilir (48).

2. 4. YARA IYILESMESI

Doku biitiinliigliniin bir travma sonucu bozulmast, travma tipine bagli olmaksizin, yara
bolgesinin morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin yeniden kazamlmasim saglayacak bir seri
fizyolojik olay1 baglatir (49). Travma, yara iyilesmesi ile sonuglanacak birbiri ile organize,
kompleks olusturmug bir ¢ok hiicresel ve biyokimyasal olay: tetikler. Dokularda meydana
gelen yaralarin iyilesme mekanizmalari baz: farkliliklar g6stermesine ragmen, hepsinde ortak
olan ve bilinen bazi &6zellikler mevcuttur, Yara iyilesmesi kavrami genellikle, viicudun
bozulan biitiinliigiinii kollajenden yapilmig bir nedbe yardimiyla yeniden sagladif: bir olay
olarak kabul edilmektedir.

2.4.1. YARA IYILESMESININ PRENSIPLERI

Travmanin tetikledigi bir dizi hiicresel ve biyokimyasal olay ger¢ekleserek yara
iyilesmesi tamamlamir. Yara iyilesmesi, birbirinden farkl fakat birbiriyle sika iligkili {i¢ ayr
faza aynlir;

A. Hemostaz ve Inflamasyon fazi
B. Proliferasyon (fibroplazi) faz1
C. Olgunlasma ve Yeniden yapilanma faz

Bu agamalardan herhangi birinin bozulmas1 veya uzamasi yara iyelesmesinde gecikme

veya yarada kapanmamaya neden olur.

A. HEMOSTAZ VE iNFLAMASYON:

Travma ve yabanci cisimlerle doku harabiyetine kars1 bagisiklik yanmiti ile meydana
gelen bir cevaptir. Inflamasyon harap olmug dokunun yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiintin
tamir ve yeniden kurulmasi igin esastir. Travma ile birlikte damarlardaki endotel
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biitlinliigliniin bozulmasi, kan elemanlarmin doku aralifma g¢ikmasina ve plateletlerin
subendotelyal kollajenle temasina neden olur. Buradaki Tip IV ve Tip V kollajen,
trombositlerin agrege olmasina neden olur ve pihtilasma zincirinin intrensek yolu aktive
edilir. Trombositlerin kollajenle temasi ve aym zamanda trombin, fibronektin ve bunlarin
firlinlerinin varlif1, trombositlerin a—graniﬂleﬁnden, platelet-derived growth factor (PDGF),
transforming growth factor8 (TGEf), platelet activating factor (PAF), fibronektinve serotonin
gibi maddelerih salinmasina neden olur (49, 50). Faktor XII (fibrin stabilize eden faktor)
eksikligi gibi yetersiz pihti olusumunun meydana geldigi durumlarda, inflamatuvar alana
yetersiz hiicre adezyonu ve kemotaksizi oldugu ve buna sekonder doku iyilesmesinde problem
oldugu gozlenmistir (51). Platelet, pithtilasma faktorit 5 ve 10 arasindaki kargilikli etkilesim
protrombinaz: aktive eder. Trombin sentezi ve bununla birlikte fibrinojenden fibrin yapimm
baglar. Fibrin ag1 ve plasmaya gegirgen olmayan bir pihti meydana getirir. Platelet
agregasyonu ve pihtilagma esnasinda agiga ¢ikan mediyatorler bir taraftan cevre kapillerlerin
permeabilitesini etkilerken, diger taraftan lSkositleri aktive eder. Notrofiller inflamasyon
bolgesine gelir (49). Lokal olarak olusan pihti; nétrofil, fibroblast, lenfositler ve endotel
hiicrelerinin bu bélgeye yerlesmesini saglar (6).

Notrofiller yara bolgesine ulasan ilk hiicrelerdir. Inflamasyon nedeniyle artan
permeabilite ve prostaglandinlere ek olarak kompleman faktorleri, interldkin-1, tiimdr nekroz
faktor-o (TNF-a), TGF-B, platelet faktdr 4 ve bazi bakteri tirtinleri gibi kemotaktik faktSrler
nétrofil gb¢linii uyarirlar (52, 53).

Hiicreler yara bolgesine gog¢ ettikten sonra burada aktive olurlar. Aktive olan hiicreler
yeni hiicre yiizey antijeni kazanir, sitotoksisiteleri artar, sitokin yapim ve salinisimi artirir ya
da diger fenotipik degigikliklere ugrar. Yara iyilesmesine katkida bulunan tiim hiicreler aktive
olur. lyilesmenin inflamasyon fazinda nétrofil, makrofaj ve lenfositler hakimdir. Ancak
iyilesmeye olan katkilar1 farkhidir. Bu hiicreler iginde en kritik olanlari makrofajlar ve
lenfositlerdir (54, 55). Makrofajlarin aktivasyonu debridman, matriks sentezi ve anjiogenez
gibi yara iyilegsmesinin temel dgelerini yerine getirir .

Trombositlerden salinan faktdrler makrofaj aktivasyonu i¢in ilk ve gficlii bir uyarim
saglar. Fibronektin ve kollajen gibi baz1 hiicresel debrislerin fagositozu da makrofajlarin
aktivasyonunu siddetlendirir (55). Makrofajlarin yara iyilesmesindeki &nemi, makrofaj
sayisinin arttirildig: ya da azaltildig: yara iyilesmesi modellerinde anlagilmis ve bu hiicrelerin
yara iyilesmesinde mutlaka gerekli oldugu gosterilmistir. Makrofajlarin aktivasyonu
anjiogenez ve fibroplaziyi diizenleyen sitokinlerin salinmasim saglar (56, 57, 58).
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Makrofajlarin aktivasyonu ile antimikrobik 6zellik gibi, yara iyilesmesinin erken
dénemlerinde olumlu bir ¢ok etkileri bulunan nitrik oksit sentezlenerek salimir. Yara
iyilesmesine katkida bulunan endotel hiicreleri, fibroblast, monosit ve lenfosit gibi bir ¢ok
hiicre nitrik oksit iiretebilmektedir. Yara iyilesmesi siirecinin erken dénemlerinde makrofaj
aktivasyonu ile nitrik oksit sentezinin meydana geldigi, &zellikle hipoksik durumlarda nitrik
oksit sentezinin arttif1 gosterilmistir (59, 60).

Aktive olan makrofajlar sitokinler aracilifi ile bagta lenfositler olmak {izere diger
hiicreleri uyarir. Lenfositler de interferon (IFN) ve IL benzeri lenfokinler salgilar. Salinan
IFN-y makrofaj ve monositleri uyararak TNF-a ve IL-1 gibi baz sitokinlerin salinmasini
saglar. Boylece devamli ve karmagik bir etkilesim zinciri baslar (6).

Yara iyilesmesi sirasinda aktive olan hiicrelerde belirgin fenotipik degisiklikler
meydana gelir. Bu konuda iizerinde en c¢ok ¢alisilan hiicrelerden biri olan fibroblastlarda
normalden daha fazla kollajen sentezi ve kontraksiyon izlenirken, proliferasyonun azaldigi
tespit edilmis ve bu 6zellikleri nedeniyle “yara fibroblastlar” olarak isimlendirilmistir (61).

Fibroblastlarda fenotipik degisikliklerin baglatilmasi biiyiik oranda makrofaj kaynakli
sitokinler aracilifiyla gergeklesmektedir (62). Bu goriis TGF-B1’in miyofibroblastik fenotipi
gliclii bir gekilde uyardiginmt gsteren caligmalarda agikca ortaya konmustur (63).

Sonug olarak, yara iyilesmesinde immiin sistemin belki de en gok rol oynadig1 dénem
olan inflamatuvar fazda; bagta makrofaj, nétrofil ve lenfositler olmak iizere bir ¢ok hiicre hem
sitokinler (TGF-B), hem de sitokin digindaki yollarla yara iyilesmesini modiile etmektedir.

B. PROLIFERATIF FAZ:

Bu donemde esas olarak gogalan hiicreler fibroblast ve endotel hiicrelerdir. Travmay:
takiben aktif platelet ve makrofajlarin salgiladiklar1 mediatérlerin etkisi ile ¢evre dokudan
fibroblastlarin yara bdlgesine gelmesi saglanir (49). Fibroblastlar ¢evre dokulardan yara
bolgesine gbcerken, endotel hiicreleri yaraya komsu ventillerden ¢ogalarak anjiogenez yolu ile
yeni kapiller yapimim saglar. Bu iki hiicre tipinin ¢ofalmasindan sorumlu olan biiyiime
faktorleri ve sitokinler biiylik oranda plateletlerden ve aktive olmus makrofajlardan saglanir.
Baslangicta gevre dokularda bulunan fibroblastlar stabil ve nonreplikatif bir durumdadr.
PDGF ve EGF gibi biiyiime faktorleri fibroblast proliferasyonu, kemotaksisi ve aym1 zamanda
replikasyonu i¢in giiclii uyaricilardir (49) (Tablo 1).
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Tablo 1: Plasma fibroblast mitojen ve gelisme faktorieri

Mitojen faktorler;
- Platelet kaynakli biiylime faktorii (PDGF)
- Fibroblast biiylime faktorii (FGF)
- Kalsiyum fosfat
Gelisme faktorleri;
- Somatomedin
- Epidermal gelisme faktorii
- Diger plasma faktorleri

C. OLGUNLASMA VE YENIDEN YAPILANMA FAZI:

Bu fazin en Onemli 6zelligi yarada kollajenin depolanmasidir. Matriks birikiminin
miktari, hiza ve kalitesi olusacak skarm dayamklhiliim belirlediginden, klinik agidan yara
iyilesmesinin en Onemli fazi olarak kabul edilmektedir. Klinik olarak bir ¢ok iyilesme
sorunlari, altta yatan sebepler farkli olsa da, sonugta yetersiz kollajen birikimi nedeniyle
ortaya ¢ikmaktadir.

Fibroblastlar tarafindan salgilanan kollajen heliks yapida bir molekiil olup, bir
kismunin gen lokuslar: bilinen 13 tipi bulunur (49). intestinal duvarda tip I, III ve IV bulunur.
Kollajenin fizyolojik fonksiyonu, molekiillerin fibroblastlardan salgilandiktan sonra
ekstraselliiler olarak bir araya gelebilmesi ve bu kollajen topluluklarmin ortak yapisal
Ozelliklerinin fonksiyonla dogru orantili olmas: ile bagarilir. Askorbik asit, prolil ve lizil
hidroksilazlar i¢in zorunlu kofaktér olmakla beraber kollajen biyosentezini uyarir ve
prokollajen mRNA’larin diizeyini arttirir. Aymi gekilde TGF-B, insiilin benzeri biiyiime
faktorli ve IL-1 kollajen sentezini arttintken TNF-o, interferon-gama ve steroidler kollajen
sentezini inhibe ederler. Kollajenin sentez ve birikimi yaninda skarin yapisal ve fonksiyonel
olarak uygun sekli almasinda rol oynayan &nemli bir faktdr de spesifik kollajenazlardir.
Cerrahi insizyondan sonra kollajen sentez ve birikimine ragmen skar kollajen miktarimm sabit
olmasi, aym anda siiratli bir kollajen yikiminin bulundugunu géstermektedir (49).

Fibroblastlar igerisinde kollajen, kollajenéz ve nonkollajentz retikiilin, elastin gibi
intrasitoplazmik flamanlar halinde sentezlenir. Intraselliiler bolgeye salgilanan diger maddeler
genel olarak proteoglikanlar veya glikozaminoglikanlar olarak adlandirilan, hyalunorik asit,
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kondroitin, heparan dermatan ve keratan siilfattan meydana gelen mukopolisakkaritler,
protenin polisakkaritler ve glikoproteinlerdir. Bu hiicreler arast madde, bir veya daha fazla
kovalen baglanmig polisakkarit ihtiva eden proteinlerdir (49). Yaradaki matriks igerigi zaman
icinde belli bir degisiklik gOsterir. Baslangicta, hemostaz sonucu olusan ve makrofajlar
tarafindan yapilan fibrin ve fibronektinden zenginken (64), daha sonra glikozaminoglikan,
proteoglikan yapisindaki diger proteinler birikmeye baglar. Sonugta kollajen, skardaki hakim
protein olur. Kollajen yikimi iyilesmenin erken dénemlerinde baglar ve 6zellikle inflamasyon
fazinda iyice hizlanir. Yaradaki kollajenaz kaynaklari; inflamatuvar hiicreler, endotel
hiicreleri, fibroblastlar ve keratinositlerdir (6). Kollajen, hiicre diginda ve spesifik
kollajenazlar tarafindan pargalamir ve bdylece diger proteazlara molekiilii daha duyarli hale
getirirler (65). Hiicre yiizeyi proteoglikanlari, hiicre-matriks etkilesiminde Onemlidir.
Ekstraselliiler proteoglikanlar ise bazal membranin permeabilitesi ve dokunun
dayaniklilifinda rol oynar. Mukopolisakkaritler kollajen fibrillerin agregasyonu siirecinde
capi etkilerken, protein polisakkaritler ise elektrostatik baglarla kollajen fibrilleri stabilize
ederek kollajenin fiziksel dzelliklerini etkileyip bilylikliigiinii ayarlar (49).

Kollajenaz aktivitesi sitokinlerin siki kontrolii altindadir. TGF-B1 gibi bir ¢ok sitokin
yaradaki matriks metabolizmasina sadece gen transkripsiyonu saglayarak degil, ayni zamanda
kollajenaz aktivitesini azaltarak da etki gosterir (66, 67). Yaradaki matriks birikimi, yeni
yapiun ile yikim arasindaki denge ile belirlenir. Bu dengeyi saglayan ana faktdr hiicrelerin
bizzat kendisidir. Ayrica matriks ile hiicreler arasindaki iligkiler de bu dengeye katkida
bulunurlar. Hiicre ve matriks arasindaki iligki kismen integrinler araciliiyla yliriitiiliir.
Integrin molekiillerinin kontrolii ise yarada bulunan TGF-B, PDGF ve TNF-u gibi baz
sitokinlerin denetimi altindadir (68, 69).

2. 4.2. YARA IYILESMESINDE SiTOKINLER

Biiytime faktorleri yara iyilesmesinin her 3 fazinda da, hiicrelerin bilyiime, farklilasma
ve metabolizmasimu kontrol eden polipeptid molekiillerdir. Yara sivisinda bir ¢ok biiyiime
hormonu tespit edilmistir (Tablo 2). ‘
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Tablo 2: Yara iyilesmesindeki biiyiime faktorleri

Bityiime faktorii Biyolojik etki

Platelet-derived growth faktor Proliferasyonun uyarilmasi, kemotaksi, matriks sentezi
Epidermal growth faktor Epitelizasyonun uyarilmasi, proliferasyon
Transforming growth faktor-o Anjiojenezin uyarilmasi, epitelizasyon

Transforming growth faktér-f Matriks sentezi, proliferasyon

Fibroblast growth fakttr Proliferasyonun uyarilmasi, anjiogenezis

Biiyiime faktorleri ¢ok diigiik miktarlarda bulunmalarina ragmen yara iyilegmesinde
giiclii bir lokal etki yaparlar (70). Hiicre yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak, hedef
hiicrede reseptdr aracilt sinyal gegisi yapmak suretiyle 6zel bir gorevin yerine getirilmesini
saglarlar (71). Biiyiime faktorleri hiicresel ¢cogalma, kemotaksis, anjiogenez, protein yapimi
ve enzim firetimi gibi bir ¢ok olay: kontrol eder. Bu etkileri endokrin, parakrin ya da otokrin
yollarla gergeklestirirler (72).

Yaralanma siirecinin erken dénemlerinde proinflamatuar sitokinler IL-1 ve TNF-o
goriiltir. IL-1°in, o ve P olmak {izere iki formu bulunur ve aym reseptdre baglanip aym
hiicresel cevabi uyarirlar. IL-1 fibroblastlardan kollajen sentezini arttirir. Ayni zamanda,
prostaglandin E2 gibi iyilesme stirecinin hemostaz ve angiogenezis siireglerini etkileyen
vazodilator faktorlerin endotelyal hiicrelerden salinimim arttirir.

TNF-o aktivitesi iyilesme slirecinin inflamasyon fazinda ortaya ¢ikmakta ve ti¢iincii
glinde en yiiksek degere ulagmaktadir (73). Ana kaynaklar1 makrofaj ve monositlerdir. TNF-
o’nin fibroblast kollajen sentezinde tek yonlii fonksiyonu yoktur. Fibroblastlardan kollajen
sentezinde hem arttirict hem azaltici etkisi mevcuttur (74). TNF-q, kollajenaz aktivitesini
diigiirtirken, fibroblast proliferasyonu veanjiogenezisi arttirmaktadir. Ancak daha 6nemli olam
TNF-0’nin kollajen sentezinde antagonistik etki yapan hiicresel mediatorlerin salinimindan
sorumlu olmasidir (75, 76).

Yara iyilesmesi siirecinin erken dénemlerinde, yara sivisinda yliksek diizeyde PDGF
tespit edilir (77). PDGF, fibroblast ve epitelyal hiicreler de proliferasyon, kemotaksi ve
matriks sentezinin artirilmasi gibi hiicresel fonksiyonlarda otokrin veya parakrin rol oynar.
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Fibroblast bityiime fakt6rii (FGF), fibroblast, endoteliyal hiicreler, diiz kas hiicreleri ve
keratinositler tizerinde kemotaktik, mitojen, anjiyojen ve matriks sentezinin uyarilmasi gibi
gorevleri vardir (78). Platelet ve mezenkimal hiicreler fibroblast biiytime faktérii i¢in Snemli
kaynaklardir.

Epidermal biiylime fakt6rii (EGF), fibroblast replikasyonu, kollajen formasyonu ve re-
epitelizasyonu arttirir. Steroidler tarafindan bozulmus deneysel yara modellerinde ciddi
olumlu etkileri tespit edilmigtir (79).

2. 4. 3. ANASTOMOZ TEKNiGI

Cerrahi operasyonlarin basarisinda rol oynayan en onemli faktér uygun ve yeterli
cerrahi tekniktir. Iyi bir cerrahi teknik dokulan nazikge kavrayabilmek, iyi ve keskin
diseksiyon ve fazla doku nekrozuna izin vermeden yeterli hemostazi saglamakla miimkiindiir.

Anastomoz igin kullanilan stitlirlerin ¢ok sik ve siki olmasi sizintiy1 6nleyebilir. Ancak
bu dikisler yaranin biyolojik iyilesmesini ve kan akimim, doku beslenme ve oksijenasyonunu
ters yonde etkileyeceginden doku nekrozuna ve anastomozun agilmasina neden olur. Bu
ylizden siittirler marjinden belli uzaklik ve araliklarla gegilmeli ve inverte edilen dokuyu
strangiile etmeden giivenlice baglanmalidir (80).

Anastomozun mekanik etkenlere dayamikhilifi, ilk 4 giin igin, konan dikislerle
saglanir. Bu stire icinde anastomoz dudaklarinda iltihap ve 6dem g6riiliir. Takip eden 4-14.
glinlerde iltihap azalir ve inverte edilen dokular nekroze olur. Bu dénemde kas hiicrelerinin ve
fibroblastlarin proliferasyonu ve kollajen gittikge artarak mekanik etkenlere karsi direnen
diKislerin yiikiinii {izerlerine alirlar (80).

Tek sira ve ¢ift sira anastomozlar halen cerrahlar arasinda bir anlagsmazlik konusudur.
Ancak bu cerrahin tecrtibesine ve tercihine birakilmalidir. Tek sira Gambee dikigleri ile
yapilan anastomozlarda anastomoz hattinda olusan hidroksiprolin, ayni zaman iginde ¢ift sira
dikisle yapilan anastomolara gore anlamli derecede fazla ¢ikmustir. Ug uca anastomozlar
tercih edilmelidir. Zira yan-yana ve ug¢-yan yapilan anastomozlarda olusturulan kér looplar

bakteri lokalizasyonuna yol agar, rezorpsiyon bozukluklarina neden olur.
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2. 4. 4. BARSAKTA ANASTOMOZ IYILESMESH

Gastrointestinal sistem, giintimiizde cerrahi miidahalelerin siklikla uygulandig:
bélgelerdendir. Anastomotik iyilesmeyi etkileyen lokal ve sistemik faktorler ile ilgili
bilgilerimiz, gastrointestinal sisteme yonelik bilgilerimizin zamanla artmasiyla beraber artmis
ve daha iyi anlagilabilir olmugtur. Buna ragmen, yetersiz iyilesmeye bagh anastomoz kagagi
ve fistiiller ya da iyilegsmenin agir1 gitmesi sonucu darlik ve intestinal obstritksiyon gibi sik
kargilagilan sorunlar halen yiiksek morbidite ve mortalite ile beraberdir.

Barsak epiteli basta kolumnar hiicreler (enterosit ve kolonositler) olmak {izere, goblet
hiicreleri, daha az oranda entero-endokrin ve Paneth hiicreleri ve diger kiigtik hiicre gruplar
gibi degisik epitelyal hiicre topluluklarindan olusur. Barsak mukozal yiizeyi, yasam boyu
devam eden hizl1 bir dongiiye sahiptir. Viicudun en hizli hiicre déngiisti, ince ve kalin barsak
epitel yiizeyinde her 24-96 saatte bir gergeklesir. Bir yandan epitel hiicre ylizeyinin yapisal ve
islevsel biitlinltigii korunurken, diger yandan da proliferasyon ve hiicre kayb: arasinda gok
hassas bir dengenin olusturulmasi gerekmektedir.

Gastrointestinal kanal histolojik olarak mukoza, submukoza, muskiilaris propria ve
serozadan olugan ve her biri farkli islevleri olan hiicre tiplerinin olusturdufu 4 tabakadan
olusur. Submukoza tabakasi, diizensiz, kaba ve birbirine gevsek baglarla bagli olan kollajen
ve elastik liflerle beraber, submukozal sinir pleksusu, kan ve lenfatik damarlar: igerir. En fazla
bu tabakada kollajen bulunur ve barsagin yapisal biitlinliigiinii saglayan yerdir. Burada Tip I
kollajen (% 68), Tip III kollajen (% 20) ve Tip V kollajen (% 12) bulunur ki bu igerik cilt
kollajen igeriginden oldukca farklidir (81). Submukoza, gastointestinal kanalin biitiinltigl ve
gerilim kuvvetinin bilyilk bolimiinden sorumlu olan, anastomozlarda barsak uglarinin bir
araya gelmesini saglayan siitiirlerin dayanak noktasini olusturan bir tabakadir. Bu gergegin
dprenilmesi, GIS cerrahisinde 6nemli gelismelere neden olmus ve giiniimiizde kullamilan
degisik siitiir ve stapler tekniklerinin temelini olugturmustur.

Gastrointestinal anastomozlarmn mukozal komponenti, en az li¢ giin i¢inde, yaradaki
graniilasyon dokusunu gevreleyen epiteliyal hiicrelerin migrasyonu ve hiperplazi ile saglanir.
Boylece defekt kapatilarak luminal icerik ve defekt arasinda bariyer olusur. Mukozal

inversiyon ve eversiyon bu olusumu geciktirir (82).

Seroza tabakasi, muskularis eksternay: ¢evreleyen ince bir konnektif doku igerir. Dig

yiizeyi peritoneal kavitenin mezotelyal bir kilifi ile gevrilidir. Diizgiin bir seroza tabakasi
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anastomozdaki kacagin minimalize edilmesi igin gereklidir ve bu da en iyi inverte edici siitiir
teknigi kullamlarak basarilabilir (6). Ozofagus ve alt 1/3 rektumda oldugu gibi, serozal yiizeyi
bulunmayan GIS’in ekstraperitoneal segmentlerinde, komplikasyon agisindan daha yiiksek
risk vardir (83).

Barsak duvarmmn kesilmesi, baslangicta vazokonstritksiyona daha sonra sekonder
vazodilatasyona ve baglica kininlerin aracilifiyla damar gecirgenliginde artmaya sebep olur.
Bu olay 6dem ve doku uglarmin sismesiyle sonuglamir. Bu nedenle siitlirlerin sisen dokuyu
strangiile etmesi sonucu iskemik doku nekrozu gelisebilecegi diigim atihirken akilda
tutulmalidir.

Anastomoz bolgesinde graniilasyon dokusunun goriilmesi yara iyilesmesi sfirecinin
proliferasyon fazinda goriiliir. Bu asamada intraperitoneal anastomozlarda biiyiik omentum
stitlir hatlarii ¢evreleyerek ve ek graniilasyon dokusu tireterek kritik bir rol oynar (84).

Ug-dért giin sonra yara bélgesinde kollajen yapimi ve birikimi belirginlesmeye baglar.
Kollajen miktarindaki artigla birlikte anastomoz kuvvetinde de artiy meydana gelir. Ancak
uzun stire gegmesine ragmen anastomotik dayaniklihik, saglam barsaktaki diizeye ulasmaz.

Yakin zamanda yapilan galigmalar, barsak epitelinin yeniden yapilanmasi ya da
biitiinliigiiniin Kkorunmasinda rol oynayan bir ¢ok mekanizmalarm daha iyi anlagilmasim
saglamigtir. Bu mekanizma ya da faktorler sunlardir:

1. Mukozada bulunan bir ¢ok biiyiime faktérleri, barsak epitel hiicre proliferasyonunu
modiile eder (85, 86).

2. Epitel ve lamina propria hiicreleri tarafindan firetilen bazal membran, lamina propria,
matriks molekiilleri barsak epitel hiicre bitylimesini diizenler (87).

3. Goblet hiicreleri tarafindan iiretilen ve barsak liimenine salgilanan peptitlerin de
epitel biitiinliigiiniin saglanmasinda 6nemli oldugu gosterilmistir (88).

Peptid yapisindaki biiyiime faktSrlerinden TGF-a ve TGF-f’nin, barsak epitel
hiicresinde bulundugu ve epitel hiicre biiylimesinde Onemli modiilatérler oldugu
gOsterilmistir. TGF-a barsak epitel hiicre proliferasyonunu hizlandirirken, TGEf inhibe eder.
Ancak TGF-B yeniden yapilanmanin ilk basama@i olan epitel hiicre go¢iinii hizlandirr.
Barsak mukozasinda bulunan diger bir ¢ok peptid ve sitokinler de epitel hiicre g6glinii
diizenler. TGF-a disinda, EFG, IL-1B ve IFN-y’nin epitelin yeniden yapilanmasini 2-5 kat
hizlandirdig1 ve hasarlanmig epitelden biyoaktif TGF-B1 salimigimi arttirdify; oysa IL-6, TNF-
a, PGDF ve endotoksin lipopolisakkaridin hiicre migrasyonunda belirgin bir etkisi olmadigi
gOsterilmistir. Ayrica TGF-B monoklanal antikorlarla bloke edildiginde TGF-o, EGF, IL-18
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ve IFN-y’min yeniden yapilanmayi hizlandirma ozelliklerini tamamen kaybetmeleri, bu
etkilerinin TGF- iizerinden gergeklestirdiklerini gstermistir (86).

Barsakta hiicre dig1 matriks yapimindan birincil olarak sorumlu olan hiicre diiz kas
hiicresidir ve islevi, sitokin ya da biiylime faktorleri tarafindan diizenlenmektedir. IL-B barsak
diiz kas hiicre ¢ogalmasini uyarir ve bir taraftan kollajen sentezini arttinrken diger yandan
kollajenaz yapimim arttirir. TGF-f ise sec;ici'olarak barsak diiz kas hiicrelerinden kollajen
yapimini arttirirken, gogalmay1 uyarmaz (89). Bu etkinin, barsak iyilesmesinde &nemli katkisi
oldugu kabul edilmektedir. Proinflamatuvar bir sitokin olan IL-1’in, tamir olaymin erken
dénemlerinde ortaya ¢ikarak; bir yandan diiz kas hiicre ¢ogalmasmi uyarirken, diger yandan
kollajen yapimini arttirmast ve ayni zamanda kollajenaz aktivitesini arttirmasi, muhtemelen
yara bolgesine hiicre g6¢iinii kolaylastirmaktadir (90, 91). Daha sonra TGF- ortaya ¢ikarak,
kollajen yapimu ve barsak biitiinligliniin saglanmasi i¢in, bolgeye gogen hiicreleri segici
olarak uyarir (92, 93, 94).

Iyilesme stirecinin bir gok komponenti, tiim doku tiplerinde aym: olmasina ragmen,
genel olarak iyilesme siirecinde dokular arasinda farklilik mevcuttur. Travmadan hemen
sonraki basglangi¢ inflamatuvar cevabi, yeni kollajen birikimi ve skarin olgunlagmas: gibi
iyilesme olaymin bir ¢ok komponenti tiim dokularda ortak olarak meydana gelmektedir.
Ancak, dokular arasinda iyilesme olayinin hizin1 ve sonucunu degistirebilen birgok farklar da
vardir (6). Bunlar;

1. Normal sartlarda gerilme kuvveti, cilt yaralarina gére barsakta g¢ok daha hizli
kazamlmaktadir (95).

2. Gastrointestinal sistem yaralarinda fibroblastlara ek olarak diiz kas hiicreleri de
kollajen sentezlerken, bu durum ciltte gériilmez (96).

3. Cilt ve barsak yarasindaki fibroblastlardan kollajen sentezi farkli mekanizmalarla
diizenlenir (97).

4. Gastrointestinal kanali diger dokulardan yara iyilesmesi yOniinden ayiran diger
faktorler barsagin ¢ok katli yapisi, liimenin agir1 mikroorganizma igermesi, siitlir hattinin
ortiilmesini saflayan serozanin ozelligi ve hipovolemik sokta perflizyonunu kendiliginden
azaltan gastrointestinal kanala 6zel damarsal yapidir.

5. Barsaktaki iyilesmeye mukoza, submukoza ve serozal katmanlarn katkisi da
farklidir (1).

Tablo 3°de yara iyilesmesinde etkili olan komponentler bakimindan gastrointestinal
kanal ile deri arasindaki farklar bildirilmigtir.
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Tablo 3: fyilesme olayinin komponentleri: Barsak ve derinin karsilastirilmasi (1)

ara ortami Gastrointestinal kanal Deri
H Lokal ekzokrin salgilara bagh Sepsis ya da lokal infeksiyon
olarak ttim GI kanalinda farklidir disinda ¢ogu zaman sabittir.
fikro- Ozellikle kolon ve rektumda olmak | Cilt kommensallar: nadiren sorun
rganizmalar lizere aerobik ve anaerobik. | olustururlar.
Peritoneal boslugun Enfeksiyon kontaminasyon
kontaminasyon olasilifi mevcuttur. ya da kan yoluyla olur.
erilme Limen igeriginin gegisi ve Iskelet hareketleri siitiir hattinda
peristaltizm anastomoz iizerinde strese neden olabilir, agr1 agin
ayrilma etkisi meydana getirir. hareketleri engelleyen
koruyucu bir mekanizmadir.
oku Saglam damarlara Oksijenin dolagimla taginmasi ve
ksijenasyonu ve yeni kapiller olusumuna baghdir. |diffiizyon ile olur.
Kollajen sentezi
dicre Tipi Fibroblast ve diiz kas hiicresi Fibroblast
atirojenler D-penisillaminin kollajen ¢apraz Capraz baglantilar1 belirgin
baglantilar {izerine etkisi yoktur. bir sekilde engelleyerek yara
gerilim giiciinii azaltir.
teroidler Gl iyilesmeyi azaltir, anastomoz Kollajen akiimiilasyonunda
hattinda abselere neden olabilir. azalmaya neden olur.
ollajenaz Rezeksiyon ve anastomozdan Cilt yaralarinda ¢ok énemli rolii
ktivitesi sonra tiim barsak kanalinda yoktur.
artmaya baglar. Sepsis sirasinda
enzimin asir1 artisi, dokunun
stitlir tutma kapasitesinin azalmasma
ve sonugta kacaklara neden olur.
ara Gerilim Giicii | Hizli GI dokuya gére daha yavag
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Iyilesen siitlir hattimn gerilim kuvveti, nitelik ve niceliksel olarak tamir olaymmn
diizeyini yansitir. Postoperatif ilk giinler boyunca anastomoz bélgesindeki kollajen miktarinda
belirgin bir azalma meydana gelir ve anastomozdaki gerilim kuvveti digiiktiir (98). Erken
dénemdeki bu kollajen azalmasindan, tlim gastrointestinal sistem submukozasinda bulunan
kollajenaz enzimi sorumlu tutulur. Yine, yara bolgesine gecici olarak gelen ndotrofillerden
salinan proteazlar ve serbest oksijen radikallerinin, hiicre dis1 matriksinde degisiklik meydana
getirerek gerilim kuvvetinde azalmaya neden oldugu ileri stiriilmiistiir (99).

Erken dénemde gergeklesen bu kollajen degradasyonunu belirgin bir kollajen sentezi
izler. Yeni olusan kollajenin orijinal barsak duvar1 saglamlilifina ulagabilmesi i¢in aralarinda
kopriiler olusturmasi gereklidir. Matiir kollajen, tek tek kollajen molekiillerinin intermolekiiler
lizin ¢apraz baglan ve disiilfit baglarin1 igeren kovalent baglarla stabilizasyonu sonucu
olusmus bir agregattir.

Kollajen sentezinin ger¢eklesmesinin iyilesme olaylar1 esnasinda c¢ok kritik bir rolii
vardir. Bu sentezlenme isleminin regiilasyonunda meydana gelecek bir bozukluk direkt olarak
anastomoz kuvvetinde azalmaya ve sonucta anastomozda ayrilmaya neden olabilir.

2.4.5. ANASTOMOZ IYILESMESINI BELIRLEYEN FAKTORLER

Barsaktaki anastomoz iyilesmesini iyi ya da kotli yonde etkileyen bir ¢ok lokal ve
sistemik faktorler vardir (Tablo 4). Bu degiskenlerin sabit tutulamamasi nedeniyle, barsaktaki
iyilesme mekanizmalar1 ile ilgili bilgiler klinik caligmalar yerine daha g¢ok deneysel
caligmalarla elde edilmigtir.

Anastomoz bolgesindeki kan akimi iyilesme siirecinde kritik Oneme sahip bir
faktordiir. Barsagin uygun cerrahi mobilizasyonu anastomozun perfiizyonu igin ¢ok biiyiik bir
Oneme sahiptir. Ciinkii kaba veya fazla yapilan mobilizasyonla kritik damarlarin zedelenme
ihtimali yiiksektir (100). Bunun aksine yetersiz yapilacak mobilizasyon, anastomoz gerilimini
arttirarak yetersiz perflizyona ve ek olarak fazla inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna neden
olacaktir (101). Hipovolemi gibi efektif sirkiilatuvar voliimiin diistigti durumlarda, vital
organlara daha fazla perfiizyon amaci ile gastrointestinal sistemden g¢ekilen voliim de
anastomotik perflizyonu belirgin bir sekilde diigtirecek ve anastomozu tehlikeye sokacaktir.
Kan hacmindeki % 10’luk bir azalma mezenterik kan akiminda % 30 azalmaya neden olur
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(102, 103). Kollajen sentezi stirecinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu i¢in yeterli ve uygun

dagilmis oksijenizasyon gereklidir (104).

Tablo 4: Barsakta anastomoz iyilesmesini etkileyen lokal ve sistemik faktorler (105)

Lokal Sistemik

Yeterli kan akimi Beslenme durumu

Anastomozda gerginlik Sepsis

Yara uglarinin saglikli olmasi Hipovolemi

Cerrahi teknik Haglar (steroid, NSAII, 5-FU gibi)
Bakteriyal kontaminasyon Immtin supresyon

Distalde obstriiksiyon Kan transfiizyonu

Radyasyon hasar Uremi

Barsak hazirlif1 (temizligi) Sarilik

Hipertermi, Dren

Kan transfiizyonu sonrasi immiin cevapta baskilanma, timér geligiminde ve rekiirens
oraninda artma oldugu tespit edilmistir (106, 107). Kan transfiizyonlarinin kolon iyilesmesini
bozdugu ve intraperitoneal sepsis insidansini arttirdig tespit edilmigtir (108, 109, 110). Cilt
yaralarinin  iyilesmesinde lenfositlerin &nemli diizenleyici rolleri mevcuttur. Kan
transfiizyonlarinin, lenfosit blastogenezini ve diger immiin hiicrelerle olan iliskisini bozdugu
tespit edilmigtir (111).

Deneyimli cerrahlar tarafindan yapilan operasyonlarda, 6grenme stirecinde olan
cerrahlara oranla daha az yara komplikasyonu oldugu bilinmektedir. Everte edici anastomoz
tekniginin, inverte ediciye oranla daha fazla kagaga ve adezyon olusumuna neden oldugu,
stenoz ihtimalinin ise daha az oldugu tespit edilmistir (112).

Gastrointestinal sistem ve jinekolojik malign tliméorler igin radyoterapinin kullamm
sikligindaki artis, doku viabilitesi ve iyilesme kapasitesinde bozukluk gibi istenmeyen etkileri
beraberinde arttirmugtir. Timor hiicrelerinde obliterasyon yapmakla beraber, komsu dokularda
istenmeyen akut ve kronik etkileri mevcuttur. Radyoterapinin barsak anastomozu iyilesmesi
stirecinde ciddi problemler yarattif1 ve spontan perforasyon riskinde artiy meydana getirdigi
bilinmektedir. Gastrointestinal sistem {izerinde uzun stireli etkileri; fibrozis, striktlir olusumu

ve endarteritis obliterasyonuna ikincil iskemidir (113, 114).
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Erken postoperatif dénemde gastrointestinal anastomozlarda, anastomoz hattinda stittir
kaldirma kuvvetinin belirgin bir gekilde azaldig: tespit edilmistir. Bu kayip iyilesme stirecinin
ilk ii¢ giiniinde kollajen sentezi ve yikimu arasindaki dengeyi yansitmaktadir (115, 116).
Kollajen yikim aktivitesinden primer olarak grantilositler sorumludur ve kontaminasyon, fekal
sizdirma ve doku nekrozu sayilarmda belirgin yiikselme oldugu tespit edilmistir. Iyilesme
slirecinin ilk 24 saatinde kolona oranla ileumda daha az kollajenoliz goriillir ve preoperatif
kollajen diizeyi ileumda daha hizli restore edilir. Bu nedenle ileumdaki anastomozda ayrilma
ihtimali digerlerine oranla daha diigiikttir (117). '

Klinik ve deneysel ¢aligmalarda, fekal yiiklenmenin intestinal anastomoz biitilinliigti ve
iyilesmesini bozdugu gosterilmistir (118). Bu etkinin muhtemelen fekal kitlesinin,
anastomozu gererek iyilesmenin erken safthasinda zayiflamis yara kenar dokusundaki stitlirti
koparmasi nedeniyle oldugu diistintilmektedir. Yeterli kolon temizliginin yapildig:
anastomozlarda, yetersiz kolon temizlii yapilan anastomozlara oranla anastomozda daha az
ayrilmanin oldugunu bildiren bir ¢ok yayin mevcuttur (6).

Deneysel modellerde, kortikosteroidlerin, 6zellikle inflamatuar yamti etkileyerek, yara
iyilesme stirecine olumsuz etki yaptigi gosterilmistir (119). Klinik g¢alismalarda tedavi
dozlarindaki kortikosteroidlerin  intestinal anastomozlar {izerindeki olumsuz etkisi
gosterilmemistir (120). Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin (NSAID), kollajen firetimini
arttirarak anastomoz iyilegsmesine olumlu etkisi bildirilmistir (121). Sentetik prostoglandin E,
analogu olan misoprostol'iin anastomozun kollajen igerigini arttirdig: gésterilmistir (122).
Benzalkonium chloride soliisyonunun lokal olarak barsak serozal yiizeyine tatbiki sonrasi,
myenterik pleksus noron sayisinda belirgin azalma ile beraber intrensek denervasyon
meydana gelir ve epitelyal hiicre proliferasyonunun bozulmasi ile beraber anastomoz
iyilesmesi belirgin bir sekilde bozulur (123).

TGF-B trombosit alfa grantillerinin fizyolojik bir komponentidir ve iyilesme stirecinin
erken donemlerinde salgilamir (101). Fibroblast ve makrofajlar igin kemotaktik etkisi ile
beraber, fibroblast ve intestinal diiz kaslardan kollajen sentezini arttirir (123, 124). Deneysel
hayvan modellerinde topikal uygulamanin intestinal anastomoz iyilesmesi lizerinde olumlu
etkisi g6riilmiis ve steroid kullanimi ile ortaya ¢ikan olumsuz etkileri ortadan kaldirdig tespit
edilmigtir (125, 126).

Rekombinant growth hormonun (GH) intestinal yara iyilesmesi iizerinde olumlu etkisi

tespit edilmigtir. GH ince barsaklarin temel yakit: olan glutamin bagta olmak lizere ileum ve
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jejenumdan amino asit transportunu artirir. GH’nun ek olarak protein sentezini artiric: etkisi
vardir (127).

Hem lokal hem sistemik niitrisyonun intestinal yara iyilesmesi tizerine etkileri vardir.
Kisa zincirli yag asitleri, kolonun dogal bakteriyel florasi tarafindan diyetteki liflerin
fermantasyonu ile olusturulur. Kolonda dogal bakteriyel flora asetat, propiyonat ve biitirat
olusturur. Kisa zincirli yag asitleri epitelyal hiicre proliferasyonunu uyarmakta ve bu
hiicrelere enerji kaynag1 olmaktadir (128). Bu nedenle dogal bakteriyel floray1 bozacak bir
islem mukozal iyilesmeyi bozmaktadir. Kisa zincirli yag asitlerinin direkt intraluminal
inflizyonu intestinal anastomoz iyilesmesini olumlu y6nde etkilemektedir (129). Niitrisyonel
durum ile yara iyilesmesi arasindaki iligki, hem klinik hem deneysel hayvan modellerinde
tespit edilmektedir. Uzun veya kisa slireli malniitrisyon durumlarinda anastomoz
iyilesmesinin bozuldugu bilinmektedir (130). Malniitrisyonda anastomoz iyilesmesindeki
bozukluk kollajen sentezi i¢in yetersiz amino asit alimi ve immiin durumun bozulmasina
baglanmaktadir,

Askorbik asitin intestinal diiz kaslardan prokollajen {iretmesi nedeni ile
gastrointestinal yara iyilesmesinde Onemli rolti vardir. Eksikliinde, ekstraseliiler alana
prokollajen sekresyonunda ciddi problemler tespit edilmektedir (49, 131). ‘

Anastomoz komplikasyonlar1 yasla birlikte artmaktadir (5). Bu olumsuz etki yagla
beraber siklifi artan kardiovaskiiler, respiratuar yetmezlik, malniitrisyon ve malignensi
nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir.

Intrabdominal sepsis varliginda fibrinopliriilan eksudanin anastomoz alanim
doldurdugu, burada fibroplazi ve anjiogenezi Onledigi gOsterilmistir (132). Deneysel
modellerde, intrabdominal sepsis varlifinda, ilk 24 saat icinde kolonun yapisal proteinlerinde
azalma oldugu, kollajenolizin artti1 bildirilmigtir (133). Sepsiste aym1 zamanda anastomoz
bolgesinde kollajen sentez kapasitesi belirgin bir sekilde diigmiistiir (134).

2. 5. ERITROPOETIN

2.5.1. ERITROPOETININ TARIHCESI
Eritropoetinin hormonal roliiniin anlagilmas:t 19. ylizyilin ikinci yarisinda Giiney
Amerika’y1 ziyaret eden Fransiz bilim adamlarinin bagarili galigmalarina dayanir. Paul Bert ve

arkadasi Denis Jourdanet gazlarin fizyolojik etkilerinin, bunlarin kismi basmcina bagli
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oldugunu ve bunlarin eritrosit {iretimiyle doku hipoksisi arasinda baglanti kurdugunu
gOstermiglerdir (135, 136). And daglarmndaki dagcilarda goriilen dag hastalifinin ve
Jourdanet’in Paris’teki hastalarimin aci ¢ektigi aneminin semptomlariin her ikisinin de
hipoksemiye baglanabilecegini fark etmislerdir. 1890°da Peru’ya yapilan bir ziyarette, Viault
Lima’da deniz seviyesindeyken kendisinden kan &rnekleri almug ve 1500 feet yiikseklikteki
Morococha’ya tirmandiktan sonra, eritrositlerin sayisinda muazzam bir artig gérmiigtiir (137).
Yiizyil 6nce, 1774°te Joseph Priestley kendisinin iinlii “gan geklindeki kavanozda fare ve
mum” deneyinde yasafn ve yanip 1simay1 desteklemek igin oksijene ihtiya¢ duyuldugunu
gOstermigtir, Daha sonra, 19. yilizydmn sonuna dogru, Louis Pasteur diigiik oksijen
basmncindaki karbonhidrat tiikketiminde bir artiy oldugunu gostermistir. Bu gegmise ve
hormonlarin etkilerine gosterilen bu ilgiye karsin, Carnot ve Deflandre yayilan bir fakttr olan
hematopoetinin eritrositlerin retiminden sorumlu olduklarirm1 ve bunun kandaki
konsantrasyonunun anemi ya da yiiksek irtifada arttigim 1906°da varsaymiglardir (138).

Hematopoetini akla getiren isim eritropoetin ismiyle 1948’de degistirilmistir (139).

2. 5. 2. ERITROPOETININ MOLEKULER YAPISI

Eritropoetin 30.4 kilodaltonluk molekiiler agirliga sahip bir glikoproteindir. Bu
kitlenin % 39’u karbonhidratlardan olusmaktadir. EPO geni 193 aminoasitten olugan bir ncii
proteindir. 27 aminoasitlik bir dizinin b&liinmesi 24, 38, ve 83 aminoasit pozisyonunda
bulunan {i¢ aspargin artik maddesindeki N-baglantil1 glikolizasyona, ve 126 aminoasit
pozisyonu olan serin arttk maddedeki O-baglantili glikolizasyona maruz kalan olgun bir
proteine yol agmaktadir (140, 141). 165 aminoasitin yayillan formunu olugturmak i¢in,
muhtemelen hiicre i¢i karboksipeptidaz tarafindan, C-terminal arginin ¢ikarilmaktadir (142).
EPO’nun figlincli yapis:t birbirine dokunan spiralleri olan dort antiparalel o-helikslerle

tanimlanmaktadir. Bozulmamig tek molekiiller hedef hiicrelerin zarlari {izerindeki iki EPO-
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R’u birbirine baglamakta ve hiicre canlilig1, proliferasyon, ve farklilasmay1 diizenleyen hiicre

ici kaskad ateglemektedir (143).

2. 5. 3. ERITROPOETININ SENTEZI

EPO hipoksiye tepki olarak yetigkin bobreginde ve cenin karacigerinde Uretilir.
Jacobson ve arkadaslar1 bilateral nefrektomi sonrasi hayvanlarda hipoksiye karsi EPO
cevabinmn olusmadigini gostermiglerdir (144). Izole perfiizyonla bobreklerde protein sentez
inhibitérli olan puromisin ile EPO firetiminin durdurulmasi b&bregin EPO sentez alani
oldugunun kesin gostergesidir (145). EPO’nun hiicresel {iretim alaninin identifikasyonunun
ispat1 oldukca tartigmalidir. In situ hibridizasyon kullamilarak EPO mRNA peritiibiiler
endoteliyal kapiller hiicrelerde bulunmugtur (146). Bu bulgular 1s181nda iki yil sonra yapilan
¢aligmalar EPO’nun tiibiiler hiicrelerden kaynaklandigimi gostermistir (147, 148).
Yetiskinlerde dolagimdaki EPO’nun yaklasik %10°u karaciferde tretilir ve karacigerdeki
EPO tiretimi hepatositlerde s1rﬁr11d1r (149, 150). Karacigerdeki EPO {iretimi &zellikle fetal
biiyiimede biiylik 6neme sahiptir (151). EPO {iretiminin karacigerden b6brege y6nelmesi 30.
gestasyon haftasi civarinda olmaktadir (152). Insanlarda EPO geni 7. kromozomda lokalizedir
(153). EPO tlim memelilerde yiiksek oranda benzerlik gdsterir (154). EPO tiretimi DNA
bagimli mRNA sentezi ile olugur. EPO {iretimini kontrol eden oksijen diizey sistemi vendzden
cok arteriyel oksijen basincindaki degigikliklerdir (145, 155). Bobrek EPO iretimi igin
milkemmel bir alandir., Ciinkii glomeruler filtratta sodyum rezorpsiyonu oksijen tliketir ve
direk olarak kan akimiyla iligkilidir (156).

Piko molar konsantrasyonlardaki plazmada tek bagina bulunan EPO her saniye igin
yaklagik olarak 2.3 milyon hiicre iiretimini diizenlemektedir. EPO’yu izole etme islemi
1977°de Chicago {iniversitesindeki Goldwasser’in grubu tarafindan gergeklestirilmigtir (157).

Bu 6nemli bagar1 EPO eksikliginin yol agtif1 anemisi olan hastalarin tedavisi i¢in rHuEpo

33



tiretimini ve EPO geninin klonlanmasina giden yolu agmugstir (158, 159). Bu aragtirma aym
zamanda EPO molekiil yapisinin ve bunun fonksiyon oranlarinn kesfi i¢in gerekli araglari

saglamigtir.

2. 5. 4. ERITROPOETININ ETKILERI

Ik kez hematopoetik bliylime faktorii olarak tanimlanan eritropoetin eritroid prekiirsor
hiicrelerinin proliferasyon ve diferansiyasyonunu regiile eden bir hematopoetik hormon olarak
bilinmekteydi (160). Dolagimdaki eritropoetin, eritrositlerin liretimini diizenleyerek doku
oksijenizasyonunun kontroliinde rol aldip1 ve kemik iliginde eritrosit onciilii hiicrelerin
cogalmasim ve eritroblastlara farklilagmasini uyarmaktadir (161, 162).

Eritroid progenitdr hiicreler hem diisiik hem de yiiksek afiniteli EPO reseptorlerine
sahiptir (163). Her hiicrede yaklagik 1200 EPO-R oldugu bildirilmistir (164). Son yapilan
arastirmalar EPO’nun eritroid kisimla sinirli olmadigim gostermistir. Son on yilda sayisiz
non-eritroid hiicre tizerindeki EPO-R’lerin belirlenmesi EPO’nun biyolojik roliinde nemli bir
revizyona yol agmistir. EPO/EPO-R etkilesimlerinin bir dizi hiicresel tepkiyi (mitojenler,
kemotaksis, anjiyojen, hiicre igi kalsiyumun mobilizasyonu, apopitozisin durdurulmas: da .
dahil) harekete gegirdigi belirtilmistir (165).

Renal anemisi olan hastalarda EPO tedavisinin baglica yan etkisi kan basmcindaki
artistir. Hipertansiyondan sorumlu mekanizma endotelyal hiicreler {izerindeki EPO’nun
etkileri test edilerek incelenmigtir. Anagnostou ve arkadaslari gébek bagi endotelyal
hiicrelerinde diisiik ¢ekicilige sahip (nM dizisindeki Kq) 27 000 EPO reseptorii bulmuglardir
(167). Tiipteki EPO hiicre proliferasyonunu artirmakta, lipopolisakkarit ortamli apopitozu
korumakta ve hiicre taginmasim gogaltmaktadir (167, 168, 169). Aym zamanda, EPO hiicre
ici Ca™ mobilizasyonunu, akciger aort hiicrelerindeki vaskiiler endotelyal biiylime faktor

reseptorlerinin diizenlenmesiyle iliskili bir etkiyi ve fare mezenkimal hiicrelerindeki
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kasilmayi artirmaktadir. Ca™ mobilizasyonundaki bu artiy JAK2/STATS5 yolunun Snleyici
maddesi olan genistein tarafindan 6nlenmistir (169, 170, 171).

EPO aym zamanda kopyalama sayesinde endotelinl {iretimini glilendirmekte ve
indiiksiyon trombin ve angiyotensin gibi ET-1 tiretiminin iki potansiyel uyaricisi tarafindan
cogaltilmaktadir (167, 172, 173). Fare aort halkalarini kullanarak, EPO’nun endotelini de
kapsayan bir mekanizma tarafindan anjiyojenleri harekete gegirdigi bulunmustur (174).

Hematopoetik ve endotel hiicreleri ortak hemanjiyoblast progenitor hiicrelerden ortaya
¢ikmaktadir (175). Bu hipotez her iki hiicre soyunun da CD 31 ve CD 34 benzeri ylizey
antijenleri salgilamasina dayanmaktadir (175). Hematopoetik ve endotel hiicrelerinin ortak
hemanjiyoblast progenitérden meydana geldigi hipotezi VEGF olmayan farelerde hem
hematopoetik hem de endotel hiicrelerinde defekt oldugunun gosterilmesi ile desteklenmistir
(176, 177). Endotel ve hematopoetik hiicrelerin ortak onkogenden oldugu hipotezini
destekleyen bir ¢alismada da hematopoetik faktér EPO’nun klttire immortalize HUVECs’in
proliferasyon ve migrasyonunu stimiile ettigi gﬁsterilnﬁstir (178). EPO’nun anjiyojenik
aktivitesi hem in vivo hem de in vitro rat aort modelinde gosterilmistir (168). Hematopoetik
endotelyal hiicreler aym ortak atayr paylastig: igin, sitokinlerin ve genellikle hematopoezisle
iligkili biiylime faktdrlerinin anjiyojenlerde de bir rolil olabilecegini beklemek mantiklidir.
Ribatti ve arkadaslari hematopoetik sistem igin spesifik oldugu daha Snceden diisiniilen
sitokinlerin endotelyal hiicrelerdeki, anjiyojenler de dahil, birkag¢ fonksiyonu etkiledigini
gostermiglerdir. Bu ¢aligmada, eritroid hiicrelerin canli kalmasii, farklilagmasini ve
proliferasyonunu diizenleyen ana hormon olan eritropoetinin anjiyojen potansiyeli
aragtirilmigtir. Western blot analizi tarafindan EPO reseptdrlerinin insandaki EA hy926
endotelyal hiicre hattinda bulundugu tespit edilmigtir. Ayn1 zamanda, rHuEpo EA hy926’daki
matriks metalloproteinaz-2 tiretimi, hiicre proliferasyonu, ve Janus Kinase-2 fosforilasyonunu

harekete gegirmekte ve Matrigel’de tohumlandifinda vaskiiler yapilara yénelik farklilig
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gliclendirmektedir. Canli viicudunda, civciv embriyosunun koryoallantoyik zarinda, tHuEpo
tarafindan etkili bird anjiyojenik yanit baglatilmaktadir. B&ylece, CAM vaskiilatoriin endotelyal
hiicreleri, bir anti-EPOR antikoruna sahip EPOR’lar ortaya koymaktadir. CAM kan
damarlarinin rHuEpo’ya verdigi anjiyojenik tepki temel fibroblast biiytime faktérii olan
prototipik anjiyojen sitokin tarafindan ortaya ¢ikarilanla kiyaslanabilir durumda oldugu
saptanmigtir. Bu, énemli bir mononiikleer hiicre infiltrasyonunun yoklugunda olusmugtur ve
ET-1 tedavisiyle benzerlik g6stermigtir.

Bu veriler birlikte ele alindiginda, tiip i¢inde ve canli viicudunda anjiyojenik bir tepki
olusturma ve endotelyal hiicrelerle dogrudan etkilesime girme ve bdylece gergek bir direkt
anjiyojenik faktdr olarak hareket edebilme konusunda EPO’nun yetenegi goriilmektedir (178).

Eritropoetin insan siitiinde bulunmaktadir. Ancak eritropoetinin barsak gelisimindeki
fizyolojisi bilinmemektedir (179, 180). Fetal hayat boyunca enterositler yutulan amniyotik
stvinn igerdigi eritropoetine maruz kalir ve dogumdan sonra anne siitliyle beslenen bebekler
anne siitlindeki eritropoetini almaya devam eder (179, 180, 181, 182). Biiylime dénemindeki
insan ve ratlarin intestinal villuslarinda EPO reseptérlerinin (EPO-R) mevcut oldugu
bilinmektedir (183, 184). Gelismekte olan barsakta EPO’nun rolii, sistemik eritropoetik etki
ve lokal etki olmak f{izere iki sekilde olur. Yapilan iki g¢aliyma EPO’nun sistemik
uygulanmasinin barsak iizerinde dnemli etkiye sahip oldugu hipotezini desteklemektedir.
Cerrahi anastomoz 6ncesi parenteral rEPO uygulanan ratlarda artmis yara iyilesmesi ve artmug
anastomoz saglamlig goriiliir. Prematiire anemisi i¢in rEPO verilmis 1250 gr’in altindaki yeni
doganlara yonelik yapilan retrospektif galiymayla nekrotizan enterokolit insidansinin daha
diisiik oldugu saptanmistir (185). Yapilan bu galigmalarla su sonuglara varilmigtir: 1. Enteral
olarak verilen EPO neonatal ratlarin barsaklar tarafindan, ELISA testi ile tespit edilen bir
formda, absorbe edilir. 2. Gelismekte olan ince barsakta EPO’nun lokal etkisi rol oynar. 3.

EPO’nun lokal etkisi uygulamsg yoluna bagh degildir.
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rEPO’nun enteral verildiginde ince barsak uzunlugundaki yaptifi etki parenteral
verildigindeki etkisinden daha fazladir. Her iki gekilde de verildiginde barsak uzunlugunu ve
villus ylizey alanim artirir. Bu etki en ¢ok ileumda goriiliir (186). EPO’nun barsaklar tizerine
olan bu etkisinin mekanizmasi tam bilinmemekle birlikte artmug hiicre turnoveriyle ilgili

oldugu digtiniilmektedir (184).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Selguk Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (SUDAM) Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (2005/06) olup Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biokimya ve
Hematoloji Anabilim Dali ve Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalr’nin isbirligiyle SUDAM’da gergeklestirildi.

Selcuk Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi'nden temin edilen toplam 40 adet,
ortalama 200-250 gr agirhiginda, 6-8 haftalik, saghikli Wistar tipi erkek rat ile calisildi. Ratlar +
25 °C'de ve 12 saat giindiiz, 12 saat gece periyotlariyla, standart rat yemi ve normal igme sulart

ile 15 giin beslendi ve tiim ratlar cerrahi girisimden 12 saat 6nce ag birakildi.

3.1. CERRAHI GIiRiSIMLER
Ratlardan operasyon oncesi hemoglobin, hemotokrit ve 16kosit degerlerine bakilmak
iizere inguinal bolgeden 2 cc kan alindi. Daha sonra ratlar tartilarak, intramiiskiiler 10 mg/kg

ketamin hidroklorid (Ketalar flk 50 mg®Eczacibasi) ile anestezi uygulandi ve karin tiiyleri

tiraslandiktan sonra supine pozisyonunda ameliyat masasina tespit edildi (Resim 1).

Resim 1: Ratlarin masaya tespit edilmesi



Cilt % 10'luk povidon-iodin soliisyonu ile temizlenerek tamamen steril kosullar altinda

ve orta hat kesisi ile laparotomi yapildi. Sigmoid kolon anst kanlanmasi bozulmaksizin kolon

eksenine dik olacak sekilde tam kat kesildi (Resim 2).

Resim 2: Kolonda anastomoz yapilacak uglar

Daha sonra 6/0 prolen (Ethicon, UK.) ile, tek tabaka ve tek tek siitiirlerle, u¢ uca

kolokolik anastomoz uyguland: (Resim 3).

Resim 3: Ug uca kolokolik anastomoz
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Tiim anastomozlar tek cerrah tarafindan yapildi, her anastomoza 8 siitiir kondu. Fasya

ve cilt 2/0 devamli prolen siitiir (Ethicon, UK) ile kapatildi (Resim 4).

Resim 4: Ratlarin islem sonrasi goriiniimii

Ratlar bu islemden sonra, her grupta 10 tane olmak iizere, 4 gruba ayrildi. I grup
deneklere kolon anastomozu yapildiktan sonra standart besleme disinda bir islem yapilmadu. II.
gruba kolon anastomozu sonrasi, 7 giin boyunca, giinlik 500 [U/kg subcutan eritropoetin
(Eprex igne 10.000 TU®Santa Farma-Giirel ilag) injeksiyonu yapildi. III. gruba kolon
anastomozu yapildiktan sonra 5 giin boyunca 20 mg/kg intraperitoneal 5-fluorourasil (5-
Fluorourasil 1000 mg flk®Biosin-ORNA) injekte edildi. IV. gruba kolon anastomozu sonrast 5
giin boyunca 20 mg/kg intraperitoneal 5-fluorourasil (5-Fluorourasil 1000 mg flk®Biosin-
ORNA) ve 7 giin boyunca, giinliik 500 IU/kg subcutan eritropoetin (Eprex igne 10.000
[U®Santa Farma-Giirel ilag) injeksiyonu yapildi (Tablo 5).

40



Tablo 5: Deney gruplar:

L. Grup (kontrol grubu) Kolon anastomozu

II. Grup (eritropoetin grubu) Kolon anastomozu + Eritropoetin
injeksiyonu

II1. Grup (5-fluorourasil grubu) Kolon anastomozu + 5-Fluorourasil
injeksiyonu

IV. Grup (5-fluorourasil+eritropoetin grubu) | Kolon anastomozu + 5-Fluorourasil
injeksiyonu + Eritropoetin injeksiyonu

Postoperatif dénemde 12 saat sonra, standard yiyecek ve sulari verilen ratlardan II.
gruptakilere belirtilen dozlarda 7 giin boyunca, giinliik subkutan eritropoetin, III. gruptakilere 5
giin boyunca, giinliik intraperitoneal 5-fluorourasil ve IV. grup deneklere de ikisi birden injekte
edildi. Anastomozdan sonraki 7. giinde ratlar tartildi, hemoglobin, hemotokrit ve lokosit
degerlerine bakmak igin 2 cc kan alindi ve aym doz ketamin hidroklorid anestezisi ile
relaparotomi yapildi (Resim 5).

3.2. PATLAMA BASINCININ OLCUMU

Karin ve anastomoz eksplore edildi, yapisikliklara miidahale edilmeden anastomoz
proksimal ve distalinden dérder cm mesafeden rezeke edildi. Patlama basinci manuel
sfingomanometri ile mmHg cinsinden &lgiildii (Resim 6). Liimen igerisine  kateter
yerlestirildikten sonra her iki ug¢ 3/0 ipek (Ethicon, UK.) siitiir ile baglanarak oblitere edildi ve
barsak liimenine metilen mavisi verildi. Anastomozda kagak olup olmadig tespit edildi. Basing
6lgtimii igin manuel olarak calisan bir sfingomanometri katetere baglandi (Resim 7). Igi siv1
dolu kapta intraluminal basing hava ile artirildi. Patlama basinci, anastomozda kagakla beraber
hava kabarcifimin ve metilen mavisinin anastomoz hattinda gériildiigti andaki deger mmHg
cinsinden kaydedildi (Resim 8). Biitiin gruplardaki patlama basing 6l¢iim sonuglart toplanarak
standart sapmalari bulundu (Tablo 6). Anastomoz patlama basinglarinin lglimil sonrasi
anastomoz hattinin distal ve proksimalinden toplam 0,5 cm’lik bir parga g¢ikarildi ve
hidroksiprolin ¢aligilmasi amaci ile aliiminyum folyolara sarilarak sivi azot igerisinde
donduruldu ve -70 °C’de derin dondurucuda saklandi. Yine anastomoz hattindan 0.5 cm’lik
doku alindi, kollajen ve anjiyogenezin histopatolojik olarak degerlendirilmesi i¢in, tiiplere
konularak % 10 formaldehit igerisinde buzdolabinin kapaginda + 4 °C’de saklamaya alindi.

Biitiin iglemler tamamlaninca ratlar servikal dislokasyonla sakrifiye edildi.
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Resim 5: Ratlara relaparotomi yaptlmast

Resim 6: Patlama basinci 6 ¢in kullanilan manuel sfingomanometri




Resim 7: Basing 6lciimii i¢in rezeksiyon sonrasi liimen i¢i kateterizasyon

Resim 8: Patlama basinci 6l¢iimii




3.3. RATLARIN TARTILMASI

Ratlar islem 6ncesi ve postoperatif 7. glinde grama duyarli hassas terazi ile tartildi.

Biitiin ratlarin agirhiklar1 gram cinsinden degerlendirildi.

3. 4. RATLARDA HEMATOLOJi OLCUMUNUN YAPILMASI

Ratlardan islem 6ncesi ve postoperatif 7. giin alinan 2 cc kan ornekleri Kirikkale

Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali’nda galigildi.

3.5. ANASTOMOZ HATTINDA HIDROKSIPROLIN OLCUMU

Anastomoz hattim igeren dokularda biyokimyasal olarak 6l¢iilen hidroksiprolin diizeyi,
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali'nda ¢aligildi. Daha énce -70 °C
derin dondurucuda saklanmis olan ince barsak pargalarindan kollajen miktar gdstergesi olan
hidroksiprolin, Jamall IS' nin tarif etmis oldugu yontemle 6lgiildii (131). Derin dondurucu da
saklanan dokular filtre kagidi ile nemi alindiktan sonra hassas terazide tartildi, 0.2 gram barsak
dokusu &rnegi alindi. Bu doku 6rnegi, pyrex tiiplere aktarild: ve tizerlerine 6 N Hidroklorik asit
(HCI) ilave edilip 105 °C’de 18 saat boyunca hidrolize edildi. Hidrolizatlardan 25 pL alinan
ornekler liyofilize edilip 1.2 ml % 50’lik (v/v) izopropil alkolde ¢ozdiiriildii. Bu &rneklere
Kloramin T soliisyonu eklenip 10 dakika beklenildi. Takiben birer ml Erlich reaktifi eklenip 50
°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Olusan renk 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede
okundu. Aym sartlar altinda 0.4, 0.6, 0.8, 1.2 ve 1.6 ug hidroksiprolin standartlar1 da ¢aligild.
Standart egriden numune konsantrasyonlar: hesaplandi. Sonuglar pg hidroksiprolin/mg doku
olarak verildi (131).

3. 6. HISTOPATOLOJI DEGERLENDIRMES]

Histopatoljik inceleme Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’nda yapild:. Patoloji &rnekleri; formolinle fikse edilerek parafin bloklara gémiildii. Parafin
bloklardan 5 p’luk kesitler elde edildi. Kesitler Hemotoksilen-Eozin boyas: ile boyandi.
Histopatolojik incelemede kriter olarak fibroblast ve kollajenden zengin bag dokusunun varligi,

anjiyogenezdeki artig, inflamasyon yogunlugu ve nekroz varlign degerlendirildi.
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3.7.ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tiim istatistiksel hesaplamalar, Konya Numune Hastanesi Istatistik Birimi tarafindan
yapildi. Anastomoz iyilesmesinin 7. giiniine ait parametrik sonuglar Kruskal-Wallis H Testi
(Varyans Analizi) ve Bonferroni Diizeltmeli Mann-Whitney U Testi ile yapildi. Tiim
kargilagtirmalarda P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Caligma esnasinda kontrol grubunda ve eritropoetin + 5-fluorourasil grubunda bir, 5-
fluorourasil grubunda iki rat sakrifikasyondan 6nce anastomoz kagafi nedeniyle oldii.
Eritropoetin grubunda biitiin ratlar yasadi. Olen ratlarda ¢alisma yapilmadif: igin galisma
disinda birakildi. Takip eden giinlerde ayni kosullarda yeni galismalar yapildi ve ¢alisilan rat
sayis1 her grupta 10’a gikarildi.

Deneklerin patlama basinglari Tablo 6’da gosterilmistir. Anastomoz patlama
basinglar1 aritmetik ortalamasi (AO + SD); grup I’de 195.5 £ 15.3 mmHg, grup II’de 270 =
29.8 mmHg, grup III’de 186.6 + 17.4 mmHg ve grup IV’de 214 + 16.46 mmHg seklinde idi.

Anastomoz sonrasi eritropoetin uygulanan II. grupta ortalama anastomoz patlama
basinci 270 + 29.8 mmHg olarak bulunmus olup kontrol grubuna gére anlamli olarak
yiiksekti. Kontrol grubu ve eritropoetin grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05).

Anastomoz sonrasi 5-fluorourasil grubunda anastomoz patlama basinglar: 186.6 + 17.4
mmHg, 5-fluorourasil + eritropoetin uygulanan IV. grupta ortalama anastomoz patlama
basinglari 214 + 16.46 mmHg olarak bulundu. Kontrol grubu ve bu iki grubunun patlama
basinglari arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.055). 5-fluorourasil + eritropoetin
uygulanan grupla 5-Fluorourasil uygulanan grup arasindaki anastomoz patlama basinglari
arasindaki fark anlamliydi (p<0.04). Eritropoetin ve diger gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlaml1 bulundu (p<0.05) (Tablo 7).

Tablo 6: Anastomoz patlama basinglar 6l¢iim sonuglari

PATLAMA BASINCI (mmHg)
RAT |1 2 3 4 5 6 7/ 8 9 10 | Ort. Basing
Std. Deviasyon
1 210 | 180 | 220 | 170 | 205 | 190 | 200 | 180 | 205 | 195 | 195,5+15,3 mmHg

11 310 | 230 | 240 | 300 | 310 | 250 | 280 | 250 | 280 | 250 | 270+29,8 mmHg
I 203 | 174 | 211 | 162 | 197 | 177 | 187 | 169 | 196 | 190 | 186.6+17.4 mmHg
v 240 | 190 | 210 | 220 | 210 | 220 | 200 | 240 | 210 | 200 | 214£16,46 mmHg
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Tablo 7: Gruplar arasi anastomoz patlama basinglarimin karsilastirilmas:

Gruplar Ortalama farkhiik | P degeri
Kontrol / Eritropoetin 74,5 0,000

Kontrol / 5-fluorourasil 18,5 0,055
Kontrol / 5-fluorourasil + Eritropoetin 325 0,064

5-fluorourasil / 5-fluorourasil + Eritropoetin | 56 0,000

mmHg

3004
2507
20011
150

@1 Grup
Wil Grup
ON.Grup
100 OIV. Grup

501

Sekil 6: Anastomoz hatti patlama basin¢lar: (mmHg)

Anastomoz hattinda biyokimyasal olarak tayin edilen hidroksiprolin seviyeleri Tablo
8’de gosterilmistir. Anastomoz hattinda tayin edilen hidroksiprolin seviyeleri; grup I'de 10.96
+ 5.94 ng hidroksiprolin/mg doku, grup II’de 18.2 + 4.95 pg hidroksiprolin / mg doku, grup
II’de 9.79 + 6.03 pg hidroksiprolin / mg doku ve grup IV’de 11.08 + 5.08 pg hidroksiprolin /
mg doku olarak tespit edildi.

Eritropoetin uygulanan II. grupta anastomoz hattinda ortalama hidroksiprolin seviyesi
18.2 pg hidroksiprolin/mg doku olarak bulundu, kontrol grubuna gore belirgin bir yiikselme
tespit edildi. Eritropoetin grubunda kontrol grubuna oranla % 60.21 daha yiiksek
hidroksiprolin seviyesi tespit edildi. Kontrol grubu ve Eritropoetin grubu arasindaki bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.026).

5-fluorourasil + eritropoetin uygulanan grupta ortalama anastomoz hatt hidroksiprolin
seviyesi 11.08 pg hidroksiprolin/mg doku olarak bulundu. Anastomoz hatti hidroksiprolin
seviyesi kontrol grubuna oranla % 1 oraninda bir fazlalik tespit edildi, fakat kontrol grubu ile

hidroksiprolin diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05).
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Eritropoetin grubunda IV. gruba oranla anastomoz hatt1 hidroksiprolin seviyesinde %
60,8 oraninda artma tespit edildi. Eritropoetin ve IV. grup arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml bulundu (p<0.05). (Tablo 9).

Tablo 8: Anastomoz hatt1 hidroksiprolin seviyeleri

1. grup IL. grup I11. grup IV. grup
1 44 28.5 3 17.1
2 7.0 12.8 6.8 15.3
3 22.8 153 17.6 7.8
4 2.8 15.1 280 23
5 14.4 173 13.6 13.9
6 144 18.4 12.2 6.2
7 9.4 202 9.0 11.6
8 123 24.6 11.9 8.4
9 14.6 153 14.2 10.0
10 75 14.5 6.8 18.2
Ort+Std. Deviasyon | 10.96+5.94 | 18.2+4.95 9.79+6.03 11.08+5.08
pg/mg pg/mg pg/mg pg/mg
Tablo 9: Gruplar aras1 hidroksiprolin seviyelerinin karsilastiriimasi
Gruplar Ortalama farklihik | P degeri
Kontrol / Eritropetin 7,24 0,026
Kontrol / 5-Fluorourasil + Eritropetin 0,12 1,00
Kontrol / 5-Fluorourasil 0.09 1.02
5-Fluorourasil + Eritropetin / 5-Fluorourasil | 7,12 0,016
| [m. Grup
®Il. Grup
Ol Grup
OIV. Grup

Sekil 7: Anastomoz hatti doku hidroksiprolin seviyeleri (ug/mg doku)
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Histopatolojik incelemede kriter olarak kollajen ve fibroblastdan zengin bag dokusu
olusumu, anjiyojenezdeki artis, inflamasyondaki yogunluk ve nekroz varlig1 degerlendirildi.
Grup I’de fibroblast ve bag dokusu varligi az olmakla birlikte mevcuttu ve anjiyojenezde
belirgin bir artma yoktu (Resim 9). Yogun olmamakla birlikte anlamli derecede

inflamasyonun bir gostergesi olan nétrofil tespit edildi (Resim 10).

Resim 9: Kontrol grubunda; yetersiz bag dokusu ve anjiyojenez varligi, belirgin notrofil
iceren iltihabi hiicre iceren doku ve nekrozsuz anastomoz alani (H-E x 4)

Resim 10: Kontrol grubunda; belirgin nétrofil bulunan inflamasyonlu anastomoz hatti (H-E x
40)




Grup II’de iltihabi hiicre infiltrasyonu ve noétrofiller yok denecek derecede azdi ve
fibroblast ve zengin kollajenden olusan bag dokusu vardi (Resim 11). Yine yogun kan
damarlar ve ayrica belirgin eozinofil tespit edildi (Resim 12).

Resim 11: Eritropoetin grubunda; bag dokusundaki belirgin artis (H-E x 4)

Resim 12: Eritropoetin grubunda; belirgin anj nez ve eozinofili varligi (H-E x 40)
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Grup III’de fibroblast, kan damarlar1 ve kollajenden oldukg¢a fakir anastomoz goriiniimii ve
belirgin nekroz varligi mevcuttu. Ayrica yogun notrofil iceren belirgin inflamasyon izlendi
(Resim13).

Resim 13: S-fluorourasil grubunda; bag dokusu ve anjiyojenezdeki yetersizlik ve belirgin
nekroz ve inflamasyon varligi (H-E x 40)

Grup IV’de fibroblast, kollajen, anjiyojenez ve iltihabi hiicre infiltrasyonunda belirgin
olmayan artis ve belirgin eozinofili saptandi (Resim 14).

e

Resim 14: Eritropoetin + 5-fluorourasil grubunda; bag dokusu ve anjiyojenezdeki minimal

artis ve belirgin eozinofili (H-E x 40)

51



5. TARTISMA

Kolon cerrahisi halen genel cerrahlarin ¢aligmalarimin  biiyiik bir  kismim
olugturmaktadir. Ancak yiiksek bakteriyel igerigi nedeniyle kolon anastomozlarinda ayrilma
riski gastrointestinal sistemin diger lokalizasyonlarina oranla daha yiiksektir (195, 196).
Cesitli yayinlara gére kolon anastomozlarini takiben hastalarin yaklagsik % 4.5-50'sinde klinik
olarak belirgin kagak ve ayrilma olusur. Koloni anastomozu kagagi meydana geldiginde
postoperatif hastanede kalig siiresi iki, mortalite oran1 ise ti¢ kat artmaktadir (195). Biz de
eritropoetinin anastomoz iyilesmesi iizerine etkisini aragtirmak amaciyla kolo-kolik

anastomuzu kullandik.

Iyi bir anastomoz igin saglikli barsak, anastomoz hattinda gerginlik olmamasi, yeterli
kan akiminin olmasi ve sivi giris ¢ikisini 6nleyecek siitiirlerin konmasi  gibi teknik
ayrintilara dikkat edilmelidir. Anastomozdaki agilma barsagin mekanik durumu, fekal bulagin
olmast  ve operasyonda peritoneal sepsisin varlig: ile direkt korelasyon gosterir. Gambee
anastomoz hatt1 kagaklarina gerilim, obstritksiyon, nekroz ve en sik olarak da enfeksiyonun
neden oldugunu gozlemistir (197). Biz ¢aligmamizda saglikli barsak anastomoz hattinda
gerginlik olmamasi, yeterli kan akimi ve yeterli siitiir ile kolokolik anastomoz yaparak
homojen gruplarin olugsmasini sagladik.

Anastomoz iyilesmesinin niceliksel derecesini tayin etmek amaciyla histolojik,
mekanik ve biyokimyasal parametreler kullanilmakla beraber her birinin degerlilik smirlart
belirlidir. Histolojik ¢aligmalar, doku diizeyinde iyilesme siirecinin tanimlanmasinda olduk¢a
faydali bir ¢aligma olmasina ragmen farkli deneysel anastomoz serilerinin niceliksel

karsilastirilmasinda primer bir arag olarak degerlendirilememistir. (119, 198).

Mekanik parametreler anastomoz iyilesmesini en giivenilir bir sekilde yansitan

araglardir (119). Bu amagla, patlama basinci ve gerilme kuvveti siklikla uygulanmaktadir.
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Gerilme kuvveti anastomoz yapilan barsak segmentinin zit uglarindan cekilirken,
anastomoz ayrilmast i¢in gerekli kuvvettir. Patlama basinci, artan intraluminal basinca kolon
duvarinin direncidir ve barsagin fizyolojik gerginligini daha dogru yansittig1 i¢in en giivenilir
Slgtimdiir. Bu nedenle daha yaygin kullamlir (199, 200).

Anastomozda iyilesmenin monitorizasyonu i¢in anastomoz patlama basinci, 6zellikle
anastomoz ayrilmasinin en fazla gergeklestigi postoperatif erken dénemlerde (3-7. giin) en
degerli parametredir (119). Calismamizda anastomoz iyilesmesini degerlendirmek igin
mekanik parametrelerden patlama basinci 6lgiimiinii kullandik. Bu §l¢timii de postoperatif 7.

giinde, yani anastomoz kagaginin en sik oldugu dénem iginde yaptik.

Anastomoz iyilesmesinin biyokimyasal tayini kollajen igerigi ile simrhdir ve sadece
kollajende bulunan hidroksiprolin igerigi ile temsil edilir (119). Kollajen konsantrasyonuna
dayanan sonuglar nonkollajenaz substratlardaki degisikliklerden etkilenebileceginden,
kollajen diizeyinin 6lgiilmesi, anastomoz kollajen igerigini daha iyi yansitmaktadir (119, 198).
Bu nedenle ¢alismamizda anastomoz hattinda doku hidroksiprolin seviyesi 6lgiilmiistiir.

Hidroksiprolin diizeyindeki degisiklikler, kollajen degradasyonu ve sentezi arasindaki
dengeyi yansitir. Bu parametre, intestinal duvarin diger igeriklerinin degigimlerinden
bagimsizdir. Yeni sentezlenen kollajenin gosterilmesindeki problem nedeni ile radioaktif
isaretli prolin injeksiyonu gibi yeni kollajen sentezini direkt yansitan yontemler tarif edilmig
olsa da pahali olmas: kullanimini kisitlamaktadir (203). Biz doku hidroksiprolin diizeylerini

Jamall IS nin tarif ettigi yontemini kullanarak tespit ettik.

Genel olarak, diistik hidroksiprolin diizeyi veya yetersiz sentezinin kotii yara
iyilesmesi ile sonuglanacagina inanilir. Fakat, iyilesme diizeyinin belirlenmesi igin
hidroksiprolin diizeyi tek bagina bir parametre olarak kullamlmasi bazen hatali sonuglar
verebilmektedir (119, 198). Intestinal anastomozun giiciinii belirleyen ana eleman, kollajen

kiitlesinin yani sira kollajen fibrillerinin kalitesidir (118). Kollajen fibrillerinin gerilim giicii ve
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mekanik stabilitesini saglayan en ©Onemli unsur, intermolekiller ¢apraz baglarin
yapilanmasidi.  Bu olugumu bozacak veya geciktirecek durumlarda anastomoz gerilim
giictinde ciddi problemlerin meydana gelecegi diisiiniilse de intestinal anastomoz kollajen
capraz baglarmin yapisal ozellikleri ile ilgili ¢ok az veri meveuttur (49, 119). Anastomoz
kollajen igerigi ve mekanik parametreler arasinda gogu zaman bir korelasyon olmadig: tespit
edilmekte, bu durumun muhtemelen, aragtirmalarin kollajenin kalitesinden ¢ok kollajenin

kiitlesi iizerinde odaklanmasindan kaynaklandig1 diigtiniilmektedir (119, 198).

Anastomozda iyilesme hemostaz ile baslar ve birincil inflamatuvar cevap 16kositlerin
migrasyonu ve kollajen yapimini artiran mediyatdrlerin salnimu seklindedir. Kisa zamanda
mukozal reepitelizasyon gelisir (204).

Anastomoz iyilesmesinin en iyi gostergelerinden birisi de anyiyojenezdeki artisin
belirgin deredecede olmasidir. Kanlanmanin iyi oldugu bélgelerde yara iyilesmesi ve

dolayisiyla anastomoz iyilesmesi istenilen diizeyde olacaktir.

Biiyiime faktorleri, sitokinler ve eritropoetinin fibroblast, diiz kas hiicresi
proliferasyonu ve anjiyogenezi artirici etkileri bir ¢ok galismada gdsterilmistir (4, 201, 202).
ilk kez hematopoetik biiylime faktorii olarak tanimlanan eritropoetin eritroid prekiirsdr
hiicrelerinin proliferasyon ve diferansiyasyonunu regiile eden bir hematopoetik hormon olarak
bilinmekteydi (160). Dolagimdaki eritropoetin, eritrositlerin {iretimini diizenleyerek doku
oksijenizasyonunun kontroliinde rol aldign ve kemik iliginde eritrosit onciilii hiicrelerin
cogalmasini ve eritroblastlara farklilagmasim uyarmaktadir (161, 162). Her hiicrede yaklagik
1200 EPO-R oldugu bildirilmistir (164). EPO/EPO-R etkilesimlerinin bir dizi hiicresel tepkiyi
(mitojenler, kemotaksi, anjiyojen, hiicre i¢i kalsiyumun mobilizasyonu, apopitozin
durdurulmasi da dahil) harekete gegirdigi belirtilmistir (165). EPO’nun anjiyojen aktivitesi

hem in vivo hem de in vitro rat aort modelinde gsterilmistir (168).
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Eritropoetin, barsaklarda submukozal kan akiminin regiilasyonundaki rolii ile mukozal
biitiinliigiin korunmasinda 6nemlidir. Anjiyogenezi artirmasi, ihtiva ettigi biiytime faktorleri
ve sitokinlerle eritropoetinin yara iyilesmesine olumlu katkida bulunacagini diistindiik. Bu
amagla anastomoz yapilan ratlarda erirotpoetini uygulayarak doku maturasyonuna olumlu
katkida bulunarak iyilesmeyi hizlandirmasimi ve sonug¢ olarak anastomoz giivenligini
artirmasin1 bekledik. Ayrica eritropoetini, yara iyilesmesinin daha fazla bozuldugu, 5-
fluorourasil uygulanan ratlarda da kullanarak maligniteler sonrasi kemoterapinin zararl
etkilerinin &nlenmesi ig¢in yeni bir tirtin olarak etkisini éﬁrmeyi amagladik. Ayrica

eritropoetinin anjiyojenez iizerine etkisini histolojik olarak gosterdik.
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Eritropoetin genellikle kronik bobrek yetmezligi hastalarinda eritropoezisi artirict
etkisi nedeni ile anemi tedavisinde kullaniimaktadir (188, 189, 190). Son zamanlarda
eritropoetinin eritropoezisten baska multipotent olan stem hiicrelerini de modiile ettigi ve
anjiyojenezisi artirdigi bulunmugtur (187, 188). Yapilan birgok ¢aligmada eritropoetinin
damar anastomozlarinda anjiyojenezisi ve reendotelizasyonu artirarak damar anastomozu ve
greft glivenilirligini artirdign  gosterilmigtir. Kalici veya reperfiize iskemik myokard
dokusunda eritropoetinin koruyucu etkisi yapilan birgok calismada ortaya ¢ikmustir (193,
19_4). Ayrica beyin ve sinir sisteminde, astrosit kiiltiiriinde diisiik oksijen basincinda
eritropoetin iiretiminin arttigini gosteren birgok ¢alisma vardir (191, 192).

Eritropoetinin  farmakolojik 6zellikleri sayesinde, degisik mekanizmalarla yara
iyilesmesini hizlandirdigi konusundaki bilgilerin elde edilmesinden sonra, benzer etkinin
barsak anastomozunda da goriiliip goériilmeyecegini arastirmak ve kolon tlimdrlerinin
cerrahisinde yapilan anastomozlardan sonra uygulanan kemoterapotiklerin anastomoz
iyilesmesi {izerindeki olumsuz etkilerini ortadan kaldirabilmek amaciyla bu deneysel
calismayi yaptik.

Caligmamizda; ratlar islem oncesi tartilarak, intramiiskiiler 10 mg/kg ketamin
hidroklorid (Ketalar flk 50 mg®Eczacibagi) ile anestezi uygulandi ve karmn tiiyleri
tiraglandiktan sonra supine pozisyonunda ameliyat masasina tespit edildi. Cilt % 10'uk
povidon-iodin soliisyonu ile temizlenerek tamamen steril kosullar altinda ve orta hat kesisi ile
laparotomi yapildi. Sigmoid kolon ansi kanlanmasi bozulmaksizin kolon eksenine dik olacak
sekilde tam kat kesildi. Daha sonra 6/0 prolen (Ethicon, UK.) ile, tek tabaka ve tek tek
siitiirlerle, ug uca kolokolik anastomoz uygulandi. Her anastomoza 8 siitiir kondu. Fasya ve

cilt 2/0 devaml prolen siitiir (Ethicon, UK) ile kapatildi.
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Ratlar bu iglemden sonra, her grupta 10 tane olmak tizere, 4 gruba ayrildi. I. grup
deneklere kolon anastomozu yapildiktan sonra standart besleme diginda bir islem yapilmadi.
II. gruba kolon anastomozu sonrasi, 7 giin boyunca, giinliik 500 IU/kg subcutan eritropoetin
(Eprex igne 10.000 TU®Santa Farma-Giirel Ilag) injeksiyonu yapildi. III. gruba kolon
anastomozu yapildiktan sonra 5 giin boyunca 20 mg/kg intraperitoneal 5-fluorourasil (5-
Fluorourasil 1000 mg flk®Biosin-ORNA) injekte edildi. IV. gruba kolon anastomozu sonrasi
5 giin boyunca 20 mg/kg intraperitoneal 5-fluorourasil (5-Fluorourasil 1000 mg flk®Biosin-
ORNA) ve 7 giin boyunca, giinlik 500 IU/kg subcutan eritropoetin (Eprex igne 10.000
JU®Santa Farma-Giirel Ilag) injeksiyonu yapildi. Postoperatif dénemde 12 saat sonra,
standard yiyecek ve sular1 verilen ratlardan II. gruptakilere belirtilen dozlarda 7 giin boyunca,
giinliik subkutan eritropoetin, III. gruptakilere 5 giin boyunca, giinliikk intraperitoneal 5-
fluorourasil ve IV. grup deneklere de ikisi birden injekte edildi.

Anastomozdan sonraki 7. giinde ratlar tartildi, hemoglobin, hemotokrit ve l6kosit
degerlerine bakmak igin 2 cc kan alindi ve aym doz ketamin hidroklorid anestezisi ile
relaparotomi yapildi. Anastomoz sonrasi eritropoetin uygulanan II. grupta ortalama
anastomoz patlama basinct 270 + 29.8 mmHg olarak bulunmus olup kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksekti. Kontrol grubu ve eritropoetin grubu arasindaki bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05). Anastomoz sonrasi 5-fluorourasil grubunda anastomoz
patlama basinglar1 186.6 + 17.4 mmHg, 5-fluorourasil + eritropoetin uygulanan IV. grupta
ortalama anastomoz patlama basinglar1 214 + 16.46 mmHg olarak bulundu. Kontrol grubu ve
bu iki grubunun patlama basinglar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.055). 5-
fluorourasil + eritropoetin uygulanan grupla 5-fluorourasil uygulanan grup arasindaki
anastomoz patlama basinglar1 arasindaki fark anlamliydi (p<0.04). Eritropoetin ve diger

gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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Eritropoetin uygulanan I1. grupta anastomoz hattinda ortalama hidroksiprolin seviyesi
18.2 pg hidroksiprolin/mg doku olarak bulundu, kontrol grubuna gére belirgin bir yiikselme
tespit edildi. Eritropoetin grubunda kontrol grubuna oranla % 60.21  daha ytiksek
hidroksiprolin seviyesi tespit edildi. Kontrol grubu ve Eritropoetin grubu arasindaki bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.026). 5-fluorourasil + eritropoetin uygulanan grupta
ortalama anastomoz hatt1 hidroksiprolin seviyesi 11.08 pg hidroksiprolin/mg doku olarak
bulundu. Anastomoz hatt1 hidroksiprolin seviyesi kontrol grubuna oranla % 1 oraninda bir
fazlalik tespit edildi, fakat kontrol grubu ile hidroksiprolin diizeyleri arasinda anlamli bir
farklilik bulunmadi (p>0,05). Eritropoetin grubunda IV. gruba oranla anastomoz hatti
hidroksiprolin seviyesinde % 60,8 oraninda artma tespit edildi. Eritropoetin ve IV. grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Histopatolojik incelemede kriter olarak kollajen ve fibroblastdan zengin bag dokusu
olusumu, anjiyojenezdeki artig, inflamasyondaki yogunluk ve nekroz varligi degerlendirildi.
Grup I'de fibroblast ve bag dokusu varligi az olmakla birlikte meveuttu ve anjiyojenezde
belirgin bir artma yoktu. Yogun olmamakla birlikte anlamli derecede inflamasyonun bir
gostergesi olan nétrofil tespit edildi. Grup II’de iltihabi hiicre infiltrasyonu ve nétrofiller yok
denecek derecede azdi ve fibroblast ve zengin kollajenden olusan bag dokusu vardi. Yine
yogun kan damarlar1 ve ayrica belirgin eozinofil tespit edildi. Grup III’de fibroblast, kan
damarlar1 ve kollajenden oldukga fakir anastomoz goriiniimii ve belirgin nekroz varligi
meveuttu. Ayrica yogun nétrofil igeren belirgin inflamasyon izlendi. Grup IV’de fibroblast,
kollajen, anjiyojenez ve iltihabi hiicre infiltrasyonunda belirgin olmayan artis ve belirgin
eozinofili saptand1.

Eritropoetin grubunda diger gruplara oranla, anastomoz patlama-gerilme basinglarinin,
doku hidroksiprolin-kollajen diizeylerinin birbirleriyle uyumlu bir sekilde istatistiksel olarak

anlamli sekilde arttigim tespit ettik. Bu da anastomoz bélgesinde gliglii bir bag dokusunun
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varhgmi ve dolaysiyla kagaklarin daha az olmasim saglamaktadir. Nitekim minimal
derecelerde olusan anastomoz kagaklari ve bunun patolojik gostergesi olan nétrofiller bu
grupda gozlenmedi. Bunun yaninda anjiyojenezisdeki artigla bu grupda nekroz varligi da
goriilmedi. Beklendigi {izere, ¢aliymamizda kriter olarak degerlendirilmeyen, eozinofili tespit
edildi. Yine 5-fluorourasil + eritropoetin grubunda da kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu
parametrelerde anlamli bir artig bulundu. Bu bulgular sadece 5-fluorourasil uygulanan
ratlarda daha once yapilan bir ¢ok caliymadan da bilindigi gibi olumsuz yondeydi.

Eritropoetin uygulamasi bu olumsuzluklari istatistiksel olarak anlamli oranda diizeltmekteydi.

Sonug olarak kolokolik anastomoz yapilan ratlarda eritropoetin inflamasyon,
proliferasyon ve yeniden yapilanma iizerine olan etkisiyle anjiyojeneze olumlu etkiler
yapmigtir. Ayni olumlu etkiler 5-fluorourasil kullanilan ratlarda da gozlenmistir. Bu nedenle
eritropoetinin kolokolik anastomozlardan sonra ve ozellikle kemoterapi gibi anastomoz
iyilesmesini olumsuz etkileyen durumlarda anastomoz kaga@ riskini azaltacagi beklenebilir.

Yapilacak klinik ve deneysel ¢aligmalarin konuya daha fazla agiklik getirecegi kanaatindeyiz.
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