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1. GIRIS VE AMAC

Gastrointesinal cerrahide barsak anastomozlar1 bilyilk énem tasimaktadir. Ozellikle
malignite nedeniyle yapilan operasyonlar basta olmak tizere perforasyon, iskemi, obstriiksiyon,
enfektif durumlar gibi nedenlerle acil veya elektif olarak yapilan cerrahilerde barsak
anastomozu yapilmasi gerekebilmektedir. Elektif olarak yapilan cerrahilerde acil cerrahilere
gore anastomoz kacak orani ve diger postoperatif komplikasyon orani daha diisiiktiir. (1)
Vaskiiler yapisi ve zengin bakteri florasi nedeniyle anastomoz kacagma en yatkin barsak
bolimii kolondur. (2-3) Barsak anastomozu gastrointestinal cerrahide temel islemelerden biri
olmasina ve uzun yillardir yapilmasina ragmen kolorektal anastomozlarda kagak orami %1-
19‘dur ve bu kagaklarin 6nemli bir kismi rektum kanseri nedeniyle yapilan kolorektal
cerrahilerde olmaktadir. (4) Anastomozu yapan cerrahlar arasinda da dnemli farkliliklar mevcut
olup tecriibeli cerrahlar tarafindan elektif kosullarda yapilan kolorektal anastomozlarda bu oran
%]1-6’ya kadar diismektedir. (5) Barsak anastomozu yapilan hastalarda postoperatif siireci
yakin takip etmek, olas1 anastomoz kagaklarina erken zamanda miidahale etmek, mortalite ve
morbiditeyi azaltiyor olsa da anastomoz kagagi sonrasi1 yapilan cerrahi ve medikal miidahalelere
ragmen mortalite oran1 %25-50"dir. (6) Bu ciddi sonuglar1 nedeniyle anastomoz kacaklarinin

azaltilmasi i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmis ve halen yapilmaktadir. (7)

Anastomoz iyilesme siirecine etki eden cesitli faktorler vardir. Bunlar; uygulanan
cerrahi teknik, kullanilan siitiir materyali, anastomoz yapilan bolgenin kanlanmasi ve doku
oksijenizasyonu, mekanik barsak hazirligi, radyoterapi, yandas hastaliklar, ilag ve antibiyotik
kullanimi1, beslenme, yas, gecirilmis major cerrahi, peritonit gibi lokal enfeksiyon varligi
seklinde siralanabilir. (8-9) Ozellikle kolon anastomozlarinda yara iyilesmesini saglayan primer

etken doku vaskiilarizasyonu ve oksijenizasyonudur. (10)

Son yillarda diger alanlarda ve farkli dokularda yara iyilesmesine katkis1 arastirilan kok
hiicre tedavisinin kolon anastomozu {izerinde de etkilerinin arastirildigi ¢alismalar mevcuttur.
(11-12) Mezenkimal kok hiicrelermultipotent olup, yag, kikirdak, kemik, kas ve deri
hiicrelerine, bag dokuya in vitro ve in vivo olarak doniisebilme, kendini yenileyebilme ve ¢oklu
kez boliinerek ¢ogalabilme yeteneklerine sahiptirler. (13) Daha ¢ok kemik iligi ve adipoz
dokudan elde edilen kok hiicreler, bulunduklari dokuda anjiogenezi arttirarak, kan akimini ve
oksijenizasyonu arttirmakta, kollojen ve fibroblast miktarin1 da arttirarak yara iyilesmesine

katki saglamaktadir. (12)



Yara iyilesmesine katkis1 aragtirilan bir diger tedavi segenegi de sildenafil sitrattir.
Fosfodiesteraz 5 inhibitorii olan sildenafil sitrat siklik guanozin monofosfat (cGMP) iizerinden
etki gostererek nitrik oksit (NO) salinimini arttirarak diiz kaslarin gevsemesini saglamaktadir.
Sildenafil sitrat ilk olarak pulmoner hipertansiyon tedavisi i¢in gelistirilen bir ila¢ olsa da
vazodilatator etkisi nedeniyle gilinlimiizde daha ¢ok erektil disfonksiyon tedavisinde
kullanilmaktadir. (14) Sildenafil sitratin, lipid peroksidasyonu, sitokin tiretimi, sitokin salinimi1
ve notrofil birikiminin énlenmesi gibi faydali etkilerinin oldugu yapilan arastirmalarda ortaya
konmustur. (15) Intestinal sistemde de NO etkisinin artisi ile ileumda 16kosit infiltrasyonunu

azaltt1g1 ve oksidatif hasari iyilestirdigi gosterilmistir. (16)

Bu ¢alismanin amaci; ratlarda deneysel olarak olusturulan kolon anastomozlarinda,
adipoz dokudan elde edilen kok hiicrenin yara iyilestirici etkilerinin, sildenafil sitrat maddesinin
etkileri ile karsilagtirilmasi ve her iki yontemin de kolon anastomozlarindaki kagak riskini
azaltip azaltmadiginin arastirilmasidir. Calisma sonucunda kok hiicre ve/veya sildenafil sitratin
kolon anastomozu iyilesmesi Tlizerinde pozitif katkilar1 goézlemlenirse gastrointestinal
cerrahilerde bu tedavi yontemleri kullanilarak anastomoz kagaklar1 ve istenmeyen sonuglari

azaltilabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Kolon Anatomisi

Ince barsaklarm bitiminden aniise kadar uzanan kistm kolondur. Yetiskin bir insanda
ortlaama kolon uzunlugu 120-200 cm’dir. Gastrointestinal sistemin yaklasik %20’lik kismini
olusturmaktadir. Makroskopik olarak ince barsaklardan haustra coli, appendiks epiploica, ve
longitudinal kas liflerinin olusturdugu tenia coli’ler ile ayrigsmaktadir. Boliimleri sirasiyla;

cekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektumdur. (17) (Sekil 2.1)

Flexura colica sinistra

Transvers kolon

Flexura colica
dextra

Appendiks epiploica

}Haustra coli

Tenia coli

vermiformis

Sekil 2.1. Kolon anatomisi

Terminal ileumun ileogekal valv ile baglandigi ¢ekum kolonun ilk parcasidir. Ayni
zamanda kolonun 6-8 cm ¢apla en genis kismini olusturmaktadir Uzunlugu ortalama 6 cm
civarindadir. Inferiorunda kér ugla sonlanan appendiks vermiformis bulunmaktadir. Ileogekal
valvin hemen superiorundan itibaren kolon ¢ikan kolon ismini alir ve hepatik fleksura da
denilen fleksura kolika dextraya kadar devam eder. Cikan kolonun uzunlugu 15-20 cm
arasindadir. Hepatik fleksuradan splenik fleksuraya (fleksura kolika sinistra) kadar devam eden,

kolonun 35-50 cm ile en uzun ve en mobil kismi transvers kolon olarak adlandirilir. Fleksura



kolika sinistradan inferiora dogru devam eden yaklasik 20-30 cm uzunlukta olan inen kolon
pelvis girimine yakin “S” harfi seklinde kivrim yaparak sigmoid kolonu olusturur. Sigmoid
kolon inen kolon hemen distalinden baslayarak {i¢iincii sakral vertebra hizasina kadar yaklasik
40 cm uzunlugundadir. Rektum {iglincii sakral vertebra hizasindan baglayip anal kanala kadar
uzanir, ortalama uzunlugu 12-15 cm’dir. Rektumda haustralar, epiploik ¢ikintilar ve tenia

bulunmamaktadir. Sadece proksimal kismi periton ile ortiiliidiir.(18-19)

Drummond'un
marjinal arteri

g Riolan ark:
arter

mezenterik arter Inferior
mezenterik arter

Sekil 2.2. Kolonun arteryel beslenmesi

Kolonun arteryel beslenmesi siliperior mezenterik arter (SMA) ve inferior mezenterik
arter (IMA) tarafindan saglanmaktadir. Kolonun splenik fleksuraya kadar olan proksimal kismi
SMA tarafindan, splenik fleksuradan itibaren distal kismi1 IMA tarafindan kanlanmasi saglanir.
Cekum SMA’nin dali olan ileokolik arterden, appendiks apendikiiler arterden, ¢ikan kolon ve
SMA nin dal1 olan sag kolik arterden beslenir. Transvers kolonun kanlanmasi ise yine SMA nin
dal1 olan orta kolik arter tarafindan saglanmaktadir. Splenik fleksuranin distalinden itibaren de
inen kolon IMA’nin dali olan sol kolik arter tarafindan, sigmoid kolon, sigmoidal arter
tarafindan, rektum 1/3 proksimali de IMA’nin dali olarn siiperior rektal arter tarafindan
kanlanmaktadir. Rekrumun distal 2/3’{inii olusturan kismu ile anal kanalin arteryel kanlanmast

SMA ve IMA’dan farkl1 olarak internal iliak arterin dali olan orta rektal arter, pudental arterin



dal1 olan inferior rektal arter ve aorta bifurkasyon diizeyinden ¢ikan orta sakral arter tarafindan
saglanmaktadir. Sol kolik arter %14 oraninda splenik fleksura diizeyinde Drummod’un marjinal
arteri ile birlesmektedir. Drummond’un marjinal arteri kolonun mezenterik siir1 boyunca,
kolona paralel olarak, kolondan 1-8 cm mesafede takip eden kollaterallerden olusmaktadir.
Ayrica IMA’nin dali sol kolik arter ile SMA nin dali orta kolik arter arasinda mezenterik koke
yakin %7 oraninda Riolan arki ile baglanti mevcuttur. (20) (Sekil 2.2)

Kolonun venleri de yine arteryel dallara paralel seyrederek benzer isimleri almaktadir.
Inferoir mezenterik ven (IMV) splenik vene bosalir, Ardindan siiperior mezenterik ven (SMV)
ile birleserek vena portay1 olusturur. (21) Rektum proksimal kismi1 ven6z doniisii siiperior rektal
ven araciligtyla IMV’ye, diger kisimlar rektum distali ve anal kanal vendz doniisii ise orta rektal

ven ve distal rektal ven aracilifiyla internal iliak vene olmaktadir. (22)

Ratlarda kolon anatomisi: Ratlarda ince barsaklardan sonra biiyiik bir ¢cekum
bulunmaktadir. Cekumun ardirdan kolon ve rektum gelmektedir. Kolon; ¢ikan kolon, transvers
kolon ve inen kolon olmak tizere li¢ boliimden olusur. Mukozal katlantilar ¢ikan kolonda oblik,
transvers kolon ve inen kolonda longitudinal uzanim gostermektedir. Kolonun distalinde pelvik

kanal i¢ine yerlesmis olan rektum bulunmaktadir. (23) (Sekil 2.3)

2. jejunum

3. ileum

5. colon
4. cecum

&

8. rectum

Sekil 2.3. Ratlarda intestinal sistem anatomisi



2.2. Kolon Histolojisi

Histopatolojik olarak kolon igten disa dogru tunika mukoza, tunika submukoza, tunika

muskularis ve tunika seroza tabakalarindan olusmaktadir. (Sekil 2.4)

Intestinal galandlar o

Tunika Mukoza < Lamina epitelialis

Lamina propna mukoza

i Lamina muskulans mukoza

Tunika Submukoza {

Tunika Sukiiler kastabalkass
Muscularis | Longitudinalkastabakas:
Subsaroza
Seroza {
Seroza

Sekil 2.4. Kolonun histolojik katmanlari

Tunika mukoza intestinal glandlar, lamina epitelilalis, lamina propria ve lamina
muskularis’ten olugsmaktadir. Yiizey basit kolumnar ve kuboidal epitel ile ortiiliidiir. Epitelyal
hiicreler arasinda T lenfositler bulunmaktadir. Lamina propria tabakasinda ise fibroblastlar,
damar ve sinirler, diiz kas hiicreleri ve inflamatuar hiicreler (lenfositler, plazma hiicreleri, mast

hiicreleri, eozinofil ve histiyositler) bulunmaktadir.

Tunika submukozada kolonun hareketinde 6nemi olan Mesisner pleksusu ve derin

submukozal pleksus bulunmaktadir. Ayrica arterioller, veniiller ve lenfatik kanallar da

mevcuttur.

Tunika muskularis ise icte sirkiiler, dista longitudinal kas lifleri ve Auerbach

pleksusundan olugsmaktadir.

Tunika seroza visseral peritondur, kolonun retroperitoneal olan kisimlarinda bulunmaz.
(24)



2.3. Anastomoz Teknikleri

Barsak yaralanmalarinda, pasaj sorunu oldugunda veya rezeksiyon gerektiginde,
limenin biitiinliigiinii ve pasajin  devamliligin1 ¢esitli materyaller kullanilarak farkli
yontemlerde yapilan anastomozlarla saglamak miimkiindiir. Barsak anastomozlari; u¢ uca, ug-
yan ve yan yana; izoperistaltik, unizoperistaltik olarak yapilabilmektedir. El ile veya stappler
ile anastomoz yapilmasi miimkiindiir. El ile yapilan anastomozlarda tek kat veya ¢ift kat siitiir
atilarak anastomoz yapilabilir. Cift kat anastomoz teknigi tek kat anastomoz tekniginden daha
once uygulanmaya baslanmustir. ilk zamanlarda anastomoz giivenligi igin ¢ift kat &n planda
tutulmus olmasina ragmen, yapilan bazi calismalarda tek kat anastomozlara goére cift kat
anastomozlarda iskemik mukozal dokiilmelerin ve nekroz alanlarinin daha fazla oldugu
gosterilmistir. (25) Ayrica tek kat anastomoz tekniginin ¢ift kat anastomoza gore daha hizli
uygulanabilmesi, barsak liimeninde daha az daralmaya sebep olmasi, mukozal kanlanmay1 daha
az etkilemesi nedeniyle yara iyilesmesinin daha hizli olacagi yoniinde yaymlanmis ¢alismalar

bulunmaktadir. (26-29)
2.4. Yara lyilesmesi

Yara, canli dokunun yapisal biitliinliigli ve islevsel ozelliklerinin kaybi olarak
tanimlanabilir. Yara iyilesmesi ise yara olusumunu takiben yerine yeni doku olusana dek siiren
siralt bir takim hiicresel ve biyokimyasal olaylarin gelistigi bir siirectir. Baslica {i¢ ana

donemden olusur:

e Hemostaz ve inflamasyon
e Proliferasyon

e Matiirasyon ve remodelling

Doku hasarini takiben, birkag giin siirecek olan hemostaz ve inflamasyon donemi baslar,
bu dénemdebaslica hemostaz, vaskiiler permeabilitenin artmasi, hiicrelerin kemotaksisle yara
yerine migrasyonu, biiylime faktérii ve sitokinlerin salinimi, 6lii dokularin ve hiicrelerin,
enfeksiydz ajanlarin yaradan uzaklastirilmasi gerceklesmektedir. (30) Vaskiiler yaralanma
sonucu salinan kotekolaminler sayesinde vazokonstriiksiyon gerceklesir. Trombositler endotel
alt1 kollajen ile temas ederek pihtilasma mekanizmasini baslatirlar. Bu temas sonucu trombin,

fibronektin, trombosit-a graniillerinden sitokinler ve biiyiime faktorlerinin salinim1 gergeklesir.



Bu pihtilagsma faktorleri fibrinojenden fibrin olusumunu saglar. Trombositler ayrica yara

tyilesmesi siiresince bu olaylar1 diizenleyen birka¢ esansiyel sitokini de tireten ilk hiicrelerdir.

Hemostaz saglandiktan sonra endotel ve mast hiicrelerinden prostaglandin E-2 (PGE2),
prostoglandin I-2 (PGI2) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) salgilanir. Bu sayede
vaskiiler permeabilite artar ve vazodilatasyon gergeklesir. Vaskiiler permeabilitenin artisindan
sonra interlokin-1 (IL-1), tiimor nekrosis faktor-o (TNF-a), timor nekrosis faktor- B (TNF-f)
gibi keomotaktik meddeler 16kositlerin yara yerine toplanmasim saglar. ilk 24 saatte dokuda
l16kositler hakimken daha sonra makrofajlar baskin hale gelir. Makrofajlar sayesinde fagositoz,
yara debritmani, fibroblastlarin proliferasyonu, matriks sentezinin hizlandirilmast ve

anjiogenez gergeklesir.

Yaralanma sonrasi yaklasik dordiincii giinden baslayip, tigiincii haftaya kadar siiren evre
proliferasyon evresidir. Bu evrede trombositler ve makrofajlardan salinin sitokinler ve basta
platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ile epidermal biiylime faktorii (EGF) olmak {izere
biiyiime faktorleri etkisiyle cevre dokulardan fibroblastlar ve endotel hiicreleri gelismeye
baglar. Fibroblastik aktivite Transforme edici biiylime faktorii (TGF- B) ve IL-1 sayesinde
olmaktadir. Epitelyal hiicre ¢ogalmasi yara yerinde bariyer olusturarak enfeksiyon gelisimine

engel olmaktadir.

Yara matriksinde temel yap1 molekiilii kollajendir. Yara iyilesmesinden 6nemli olan tip
1 ve tip 3 kollajendir. Tip 1 kollajen deride ekstraseliiler matriksin temel bilesenidir. Tip 3
kollajen ise esas olarak onarim siirecinde énemlidir. Kollajen hidroksiprolin ve hidroksilizinin
hidroksilasyonu sonucu meydana gelir ve doku saglamlig1 iizerinde dogrudan etkiye sahiptir.
Deneysel ¢aligmalarda yara iyilesmesinin ve kollajen sentez durumunun degerlendirilmesi,

hidroksiprolinin in vitro kosullarda 6l¢iimii ile degerlendirilmektedir. (31)

Matiirasyon ve remodelling faz1 fibrolastik evrede baslar. Kollajen yapim ve yikiminin
dengede oldugu, kollajenin reorganize oldugu bir donemdir. Bu dengenin kurulmasinda
kollajen yikiminda sorumlu olan matriks metalloproteinazlar (MMP) etkilidir. Bu donemde
dokudaki kollajen miktar1 hemen hemen ayni kalmasina ragmen doku saglamliginin artmasi
birka¢ ay daha devam etmektedir. Remodelling safhas1 12 ay kadar siirebilir. Bu siire boyunca
dokuda avaskiiler, aselliiler skar dokusu gelisir. Olusan bu skar dokusu hicbir zaman

yaralanmamis doku kadar saglam degildir. (32)



2.4.1. Gastrointestinal Sistemde Yara Tyilesmesi

Gastrointestinal sistemde olusan tam kat defektlerde yara iyilesmesinin olabilmesi igin
dokularin cerrahi olarak bir araya getirilmesi gerekmektedir. Yeterli iyilesme saglanamadigi
durumlarda intestinal kacak ve fistiiller geliserek yiiksek mortalite ve morbiditeye sebep
olmaktadir. Iyilesmenin fazla oldugu durumlarda ise anastomozda darlik, striktiir ve

obstriiksiyon olabilmektedir. (32)

Barsak anastomozlar1 sonrasinda olusan gerilme kuvveti cilt yaralanmasi sonrasinda
olusan gerilme kuvvetinden daha hizli olugsmaktadir. Bunun baslica sebebi, kollajen sentezinde

fibroblastlarin yani sira diiz kas hiicrelerinin de etkili olmasidir.

Barsak anastomozlarinda anastomozun saglamligini saglayan, siitiirleri tutan ve barsak
uclarmi bir arada tutan asil katman submukozadir. Submukoza tabakasi kolajen ve elastik
liflerden olugmaktadir. Agirlikli olarak %68 oraninda tip 1 kollajen, %20 tip 3 kollajen ve %12
oraninda tip 5 kollajen bulunmaktadir. (8, 33)

Gastrointestinal sistemde doku iyilesmesi normal yara iyilesmesi sathalartyla hemen
hemen benzer olmasina karsin asamalarda bazi farkliliklar mevcuttur. Barsak anastomozunda
ilk 72 saatte inflamasyon ve 6dem mevcuttur. Anastomoz sirasinda invajine edilmis barsak
kismi 24-48 saat sonra nekroze olarak liimen igine dokiiliir. Invajine edilen kisim ne kadar az
olursa iyilesme o kadar saglam olmaktadir. Invajine edilen barsak kisminin biiyiik olmasi
nekroze olacak dokunun da biiyiilk olmasina sebep oldugundan yara iyilesmesini olumsuz
etkilemektedir. Anastomoz sirasinda 6zellikle iki barsak serozalarinin da bir araya getirilerek

tam Ortlismesini saglamak kagak riskini azaltmaktadir. (34)

Anastomoz yapimindan 72 saat sonra dokuda graniilasyon dokusu oldukca yogun
haldedir ve 3.-5. giinler aras1 kollajenolitik aktivite de baslar. Kollajen yapiminin da artmasiyla
dokuda birikmis kollajen miktart fazladir ve bu anastomoz fizerinde gerilim kuvveti
olusturmaktadir. Kollajen yapimi ve yikimi arasindaki denge anastomozun saglamligini
belirlemektedir. Anastomozda kagak riski bu donemde submukozanin dikislerin olusturdugu
gerilim kuvvetine dayanabilme giiciine baglidir. Anastomoz sonrast besinci giinden itibaren
anastomoz saglamligi hizla artmaya baslar. Yedinci giinde normal barsak gerilim kuvvetinin

%50’sine, onuncu giinde yaklasik %100’tine ulagmaktadir. Anastomoz birinci haftasinda



mukoza epitel proliferasyonu izlenir ve hiicrelerin diizenli olarak dizilimi remodelling

sathasiyla altinci aya kadar siirebilir. (35-37)
2.4.2. Anastomoz Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Gastrointestinal sistemde yapilan onarimlarin iyilesme siirecini olumlu veya olumsuz

olarak etkileyen faktorler lokal ve sistemik olarak iki alt baslikta incelenebilir.

Tablo 2.1. Anastomoz iyilesmesini olumsuz etkileyen faktorler

Lokal Faktorler Sistemik Faktorler
Yetersiz kan dolagimi1 fleri yas
Sagliksiz doku uglar1 Alkolizm
Anastomoz doku gerginligi Beslenme bozuklugu ve obezite
Enfeksiyon veya bakteriyel bulas Vitamin ve mineral eksikligi
Yabanci cisim, drenaj kateteri Hipovolemi ve sok
Hematom Sepsis, asidoz
Distalde obstriiksiyon Yandas hastaliklar
Radyasyon hasar1 Bagisiklik sistemi bozukluklari
Hipertermi/hipotermi Karaciger yetmezligi, hiperbilirubinemi
Mekanik travma Anemi
Denervasyon Kan {iriinii transfiizyonlari

Malign hastaliklar

Hormonal faktorler

Kullanilan ilaglar (Steroidler, NSAII)

2.4.2.1. Lokal Faktorler

Anastomoz yapilacak barsak anslarinda kullanilan klemplerin sikilig1, uzun siire klemp
kullanimi, kanama kontrolii i¢in koterizasyonun fazla kullanilmasi, kullanilacak siitiirlerin
gereginden fazla ve asir1 siki olmasi, anastomoz sirasinda olusan damar hasar1 anastomoz
yapilacak dokuda iskemi meydana getirerek yara iyilesmesini bozabilir. (38) Ayni zamanda her
iki barsak ansinin rahat bir araya gelecek kadar serbestlenmemesi durumunda anastomoz
tizerinde gerilim kuvveti olusarak hem doku kanlanmasini olumsuz etkiler hem de mekanik

olarak gerilim anastomoz kacagina sebep olur. Yapilan anastomozlarda yara iyilesmesi i¢in
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doku oksijenizasyonunun iyi saglanmas1 gerekmektedir. Ornek olarak oksijen basincinin 55
mmHg altinda oldugu durumlarda kagak oran1 %10 iken oksijen basinci 25 mmHg altinda olan

durumlarda 1yilesme gerceklesmemektedir. (39-40)

Radyoterapi gastrointestinal sistemde striktiir formasyonu, endarteritis obliterans gibi
durumlar olusturarak fibrozise sebep olur ve bu da yara iyilesmesini olumsuz etkiler. Yara
tyilesmesini olumsuz etkileyecek bir diger etken de lokal enfeksiyonlardir. Operasyon sirasinda
sterilizasyona dikkat edilmemesi olusabilecek dis etken kontaminasyonu, kolon florasinin
cesitliliginin fazla olusu, barsak liimeni digina intestinal igerigin kontaminasyonu lokal
enfeksiyona sebep olmaktadir. Enfeksiyon sonucu kollajenaz aktivitesi artarak kollajen
miktarinda azalma olur. (41) Operasyon sirasinda drenaji saglamak i¢in konulan intraperitoneal
drenaj kateterleri uzun siire tutulduklarinda retrograd enfeksiyon kaynagi olusturabilirler. Bu
nedenle drenaj kateterleri uzun siire kullanilmamalidir. Ayrica intraperitoneal sepsis
durumunda kollajen sentez miktar1 6nemli Olgiide azalacagindan anastomoz yapmaktan

kaginmak gerekir. (42)
2.4.2.2. Sistemik Faktorler

Acil cerrahi girisim uygulanan hastalarda hipovolemi, hipoksi, bakteriyel
kontaminasyon kaynakli peritonit ve sepsisin daha fazla olmasi nedeniyle postoperatif mortalite
ve morbidite orani elektif cerrahi uygulanan hastalara gore daha ytiksektir. (43) Yasli hastalarda
tyilesme mekanizmalarindaki yavaslama sebebiyle anastomoz kagagi oraninda artis mevcuttur.

(32)

Beslenme yetersizliklerinde, malnutrisyon ve buna bagli vitamin, mineral ve protein
eksikliklerinde, kronik alkol kullaniminda anastomoz kacak riski artmaktadir. Bu nedenle
hastalarin miimkiin oldugunca erken dénemde enteral beslenmeye baslamasi bu siireye kadar
da parenteral beslenme ile hastanin desteklenmesi, eksikliklerin yerine konarak anastomoz
giivenliginin saglanmasi1 miimkiindiir. Barsak mukoza hiicrelerinin ana enerji maddesi olan
glutamin verilen enteral beslenmenin icinde bulunmalidir. (44) Arginin de nitrik oksit ile
vazodilatasyon yaparak anastomoz kagak oranini azaltmaktadir. (45) Ayrica yara iyilesmesinde

A, C, E vitaminin, demir, bakir ve ¢inkonun da farkli mekanizmalarla olumlu etkileri vardir.

®)
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Sistemik hastalik varli§i, organ yetmezlikleri, sigara kullanimi, immun sistem
yetmezlikleri yara iyilesmesini olumsuz etkileyerek anastomoz kacak oranini arttirmaktadir.

(32)
2.4.3. Anastomoz Iyilesmesinin Degerlendirilmesi

Anastomoz  iyilesmesi mekanik, biyokimyasal ve histopatolojik  olarak
degerlendirilebilir. Mekanik ve biyokimyasal degerlendirme yontemiyle daha ¢ok kantitatif

degerler elde edilirken histopatolojik degerlendirmede kalitatif sonuglar elde edilir.
2.4.3.1. Mekanik Degerlendirme Yontemleri

Anastomoz patlama basinci: Anastomoz yapilan barsak segmentinde sivi veya gaz
distansiyonuyla olusan intraliiminal basinca barsak duvarmin kars1 koyabilecegi maksimum
basing degeridir. Anastomoz sonrast 3.-5. giinler aras1 en diisiik degerde olup anastomoz
kagaklarmin en sik goriildiigii donem de bu giinlerdir. Anastomoz patlama basinci postoperatif
yedinci giinde normal seviyelere ulasmaktadir. (8) Patlama basinci; barsak bir ucundan belirli
bir hizda (2-12 ml H,0/dk) siv1 verilirken diger ucundan barsak liimeni i¢ine yerlestirilen
manometre ile Olgiiliir. Literatiirde patlama basinglarin1 degerlendiren diger calismalara
bakildiginda herhangi bir barsak segmenti i¢in ortak bir deger yoktur. Her calismanin
sonucunda farkli degerler c¢ikabilir ve her ¢alisma igin ayni ¢aligmaimn kontrol grubu esas

alinarak karsilastirma yapilmalidir. (46)

Anastomoz kopma direnci (ayrilma kuvveti): Anastomoz yapilan segmentin
longitudinal kesilerek her iki ucundan zit yonde kuvvetle ¢ekilmesi sonucu anastomozun
kopmadan dayanabildigi maksimum degerdir. Genellikle postoperatif 14. giine kadar
uygulanabilir. (8) Dokudaki kollajen miktariyla dogru orantili olsa da bir¢ok arastirmaci

tarafindan giivenilir kabul edilmemistir. (47)
2.4.3.2. Biyokimyasal Yontemler

Biyokimyasal olarak anastomoz iyilesmesi doku kollajen miktarinin belirlenmesi ile
miimkiindiir. Doku kollajen miktar1 hidroksiprolin (HYP) diizeyi 6l¢iimii ile saptanir. (8)
Ayrica NO, miyeloperoksidaz (MPO), TNF-a ve VEGF degerleri ile de yara iyilesmesinin

durumu ve yara bdlgesindeki inflamasyon hakkinda bilgi sahibi olunabilir.
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2.4.3.3. Histopatolojik Yontemler

Anastomoz yapilan barsak segmenti 1s1k mikroskobu altinda incelenerek
vaskiilarizasyon, fibrozis, inflamasyon, nekroz ve epitelizasyonun durumuna gore kalitatif
olarak degerlendirilir. (8) Nekroz ve inflamatuar hiicre go¢iiniin az olmasi, vaskiilarizasyonun
ve kollajen miktarinin fazla olmasi, reepitelizasyonun ileri diizeyde olmasi anastomoz

tyilesmesinin iyi oldugunu gosterir.
2.5. Kok Hiicre

Kok hiicreler mitoz boliinmeyle ¢ogalabilen, hem kendini yenileyebilme, hem de farkl
hiicre tiplerine farklilasabilme yetenegi olan hiicrelerdir. Kok hiicreler farklilasma
kapasitelerine gore gruplandirilabilir. Embriyonik donemde ilk giinlerde olusan 4-8 hiicreli
zigot tek basina tiim organizmay1 olusturabileceginden bu hiicrelere “totipotent hiicre” adi
verilir. Totipotent hiicrelerin 2-3 defa bdliinmelerinin ardindan olusan blastosist denen yapiy1
olusturan hiicreler de viicuttaki tiim hiicrelere dontisebilme kabiliyetine sahiptir, ancak tek
baglarina biitiin bir organizmayr olusturamazlar. Bu hiicrelere de “pluripotent hiicre”
denilmektedir. Eriskin dokularda bulunan, tiim hiicre cesitlerine doniisemeyen 6zellesmis kok

hiicrelere ise “multipotent hiicre” ad1 verilmektedir.

Eriskin kok hiicreler; osteosit, adiposit, miyosit hiicrelerini olusturan “mezenkimal kok
hiicreler”, biitiin kan hiicrelerini olusturan “hematopoetik kok hiicreler” ve bulunduklar1 dokuda

gorev alan “unipotent kok hiicreler” seklinde sniflandirilabilir. (48)
2.5.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler, yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, sinir sistemi ve deri gibi
bir¢cok doku ve organda bulunurlar. (49) Mezenkimal kok hiicrelerin yilizey antijenleri ¢esitlilik
gosterse de Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for
Cellular Therapy (ISCT)’ye gore kabul gormiis ylizey antijenleri: CD105, CD73, CD29, CD44,
CD90 (+) olmal1 iken; CD45, CD34, CD14, CDI11b, CD79a, CD19 ve HLA-DR (-) olmalidir.
Yiizey antijenlerinin hiicrenin taninmasia rolii oldugu gibi, bazi sitokin ve biiylime
faktorlerinin reseptorii, hiicre adezyon molekiilii olarak da goérevi vardir. Bu antijenler

mezenkimal kok hiicrenin bulundugu dokuya gore gorevlerinde farkliliklar olabilmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin hasarli dokuya gitme ve yerlesme egilimi vardir. Bu

ozellikleri TNF-a ve IL-1 gibi sitokinler tarafindan diizenlenir. (50) Hasarli dokuya yerlesen
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mezenkimal kok hiicreler gesitli faktorler salgilayarak hiicre proliferasyonunu ve bu sayede

dokunun iyilesmesini saglamaktadir. Bu faktorler;

e Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF)
e Insiilin benzeri bilyiime faktorii-1 (IGF-1)

e Temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF)

e Hepatosit biiylime faktorii

e Interlokin-6 (IL-6)

e CCL-2

e Bazi noral trofik faktorler olarak siralanabilir.

Mezenkimal kok hiicrelerin anjiyogenezi uyararak ve apoptozisi engelleyerek de

iyilesme siirecine katkis1 vardir.
2.5.2. Kok Hiicre Kaynag: Olarak Adipoz Doku

Saglikl1 yetigkin bir insanda toplam viicut agirliginin yaklasik %10-15"1 yag dokusudur.
Bu dokunun yaklasik yarisi cilt altinda olup, kalan yaris1 da omentum, mezenter gibi viicudun
diger kisimlarindadir. Adipoz doku yetiskin bir bireyde enerji kaynagi, yagda ¢oziinen vitamin
ve diger maddelerin depo edildigi bir destek dokudur. Adipoz doku igerisinde multipotent kok
hiicreler bulunmaktadir. Diger dokularda bulunan kok hiicrelerinin aksine izole edilebilmeleri,
laboratuvar ortaminda cogaltilabilmelerinin kolayligi, yiiksek sayilarda ve hizli elde
edilebilmeleri adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin kullanimini avantajli hale getirmektedir.
(51) Adipoz dokudan elde edilen kok hiicrelerin in vitro kosullarda adipojenik, osteojenik,
kondrojenik, ndérojenik ve miyojenik farklilagsma kabiliyeti vardir. Kadipoz doku kok hiicreleri
kemik iligi kok hiicreleri ile kiyaslandiginda elde edilme ydnteminin avantajli olmasinin

yaninda immiin yanit olusturma ihtimali daha az ve kiiltiir kosullarinda uzun dénemde genetik

olarak daha stabildirler. (50)
2.5.3. Kok Hiicrelerin Dokularda Takibi

Kok hiicrelerle yapilan ¢aligsmalarda kullanilan kok hiicrelerin dokuya implantasyonu,
inplantasyon sonrasi durumu, hasarli bolgeye hareketi, hasarli bolgeye yerlesimi, ¢cogalmasi,
farklilagmasi gibi durumlari takip edebilmek i¢in hiicrelerin isaretlenmesi ihtiyaci vardir. Daha
cok yesil floresan proteininin (GFP) hiicrelere transfekte edilmesi yontemiyle kok hiicrelerin

takibi yapilmaktadir. Kalic1 isaretleme istendiginde genetik isaretleme yontemleri
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kullanilmaktadir. Kisa siireli ¢alismalarda ise karboksifloresein diasetat siiksinimidil ester
(CFSE), 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (Dil) gibi flresan

isaretleme yontemleri kullanilmaktadir. (52)
2.6. Sildenafil Sitrat

Pirazolopirimidin tiirevi olan sildenafil sitrat; fosfodiesteraz 5 (PDES) inhibitoriidiir ve

cGMP’yi arttirir. Giiniimiizde daha ¢ok erektil disfonksiyon tedavisinde kullanilmaktadir.
2.6.1. Tanim ve Tarihgesi

Sildenafil sitrat ilk caligmalarda 1980°’li yillarda hipertansiyon ve angina pectoris
tedavisi i¢in denenmis olsa da faz 1 klinik denemelerde hipertansiyon ve angina pectorise karsi
belirgin bir etki gostermemistir. Fakat bu hastalarda penil erektil disfonksiyon diizelmesi
goriilmiistiir. Bu farmakolojik etki sonrasi Pfizer sirketi 1996’da ilacin lisansini almis ve
1998°de FDA tarafindan erektil disfonksiyon tedavisi i¢in onay verilmistir. 2005 yilinda primer
pulmoner hipertansiyon i¢in de FDA onay1 alinmisitir. (53-54)

2.6.2. Etki Mekanizmasi

Nitrik oksit (NO) cGMP sentezini arttirrir. cGMP diiz kas relaksasyonunu saglar ve
vazodilatasyona neden olur. Hiicre i¢ci cGMP, fosfodiesteraz enzimleri ile yikilir. Sildenafil
sitrat, cGMP-spesifik PDES’in oral etkili, giiclii ve selektif bir inhibitoriidiir. Sildenafil sitrat
bu etkisiyle cGMP diizeyini arttirarak etki gostermektedir. Bu da nitrik oksitin etkisinin
giliclenmesini saglar. Bu etki diiz kaslarda gevsemeye, vazodilatasyona ve kan akiminda artisa
neden olmaktadir. Sildenafil sitrat diger fosfodiesteraz izoformlarina gére PDES iizerinde 10-
10.000 kat daha etkilidir. PDES diisik diizeyde farkli dokularda da bulunmaktadir.

Trombositlerde trombiis olusumunu inhibe eder. Arter ve venlerde dilatasyona neden olur.
2.6.3. Kullamim Alanlan

Gilinlimiizde yaygin olarak penil erektil disfonksiyon tedavisinde kullanilan sildenafil

sitrat vazodilatasyon etkisi ile pulmoner hipertansiyon tedeavisinde de kullanilmaktadir.
2.6.4. Yan Etkileri

Sildenafil sitratin istenmeyen etkilerinin ¢ogu vazodilatasyona sekonder gelismektedir.

Sik goriilen yan etkileri bas agrisi, yliz kizarmasi, burun tikanikligi gibi etkilerdir.
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Trombositlerde de PDES5 enzimi bulundugundan trombosit fonksiyonunda bozulmalar

goriilebilir. Ayrica peptik iilsere de neden oldugu bildirilmektedir. (55)
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirmamiz Aydin Adnan Menderes Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’'nda yapildi. Arastirma oOncesinde Aydin Adnan Menderes
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 alindi. Calismada 44 adet, agirlig1 240-
330 gr arasinda degisen Wistar Albino cinsi rat kullanilmis olup 4 adet rat mezenkimal kok
hiicre eldesi i¢in kullanildi. Diger 40 rat randomize olarak her biri 10 rattan olusan 4 esit gruba
ayrildi ve tgerli-dorderli olarak kafeslerde tutuldu. Institue of Laboratory Animal Resources
(ILAR) tarafindan 1996 yilinda yayinlanan rehbere uygun olarak bakim ve arastirma kosullari

saglandi. Calismada olusturulan dért deney grubu:

Grup I (Kontrol): Kolon anastomozu yapildi. Anastomoz sonrasi besinci giinde ratlar

sakrifiye edildi. (n=10)

Grup II (Sildenafil sitrat): Kolon anastomozu yapilmadan 2 giin Oncesinden
anastomoz sonrasi besinci giine kadar her giin giinde bir defa oral gavaj yoluyla sildenafil sitrat

verildi. Anastomoz sonrasi besinci giinde ratlar sakrifiye edildi. (n=10)

Grup III (Kok Hiicre): Kolon anastomozu esnasinda anastomoz yapilan distal ve
proksimal kolon ansi1 subserozal alana esit olacak sekilde kok hiicre enjekte edildi. Anastomoz

sonrasi besinci giinde ratlar sakrifiye edildi. (n=10)

Grup IV (Sildenafil sitrat + Kok Hiicre): Kolon anastomozu yapilmadan 2 giin
oncesinden anastomoz sonrasi besinci gline kadar her giin giinde bir defa oral gavaj yoluyla
sildenafil sitrat verildi. Ayrica kolon anastomozu esnasinda anastomoz yapilan distal ve
proksimal kolon ans1 subserozal alana esit olacak sekilde kok hiicre enjekte edildi. Anastomoz

sonrasi besinci giinde ratlar sakrifiye edildi. (n=10)
3.1. Deney Hayvanlarimin Bakimi

Tiim ratlara 12 saat karanlik, 12 saat aydmlik olmasi saglanan, sicakligr 18-22 °C
arasinda tutulan ortam saglandi. Ratlar deneyden bir hafta 6nce bu ortama alinarak adapte
olmalar1 saglandi. Ratlar gruplara ve kafeslere ayrildiktan sonra tiim kafeslerin {izerine Grup
numaralari1 yazildi. Ratlar ad libitum olarak pelet yem ve musluk suyu ile beslendi. Kafeslerinde
stirekli yem ve su bulunduruldu. Sildenafil sitrat verilecek Grup II ve Grup IV’e operasyondan
iki giin Once baslanarak her giin giinde bir defa oral gavaj yoluyla 10 mg/kg/giin sildenafil sitrat
(Viagra® Pfizer, Istanbul, Turkey) verildi. (Resim 3.1) Sildenafil sitrat kullanilan benzer

17



calismalar 6rnek alindi. (56) Sildenafil sitrat uygulamasi bu gruplarda operasyon sonrasi besinci

giine kadar devam etti.

M°

Resim 3.1. Ratlara oral gavaj yontemiyle sildenafil sitrat verilmesi
3.2. Cerrahi Islem Oncesi Hazirhk

Tiim ratlara operasyondan 12 saat dnce pelet diyeti uygulandi, ancak su kisitlamasi
yapilmadi. Operasyon sirasinda hipotermi olusmamasi i¢in operasyon 24-25 °C oda

sicakliginda ve 151k kaynag altinda yapildi.
3.3. Cerrahi Islem

Ratlara 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer inc), 5 mg/kg ksilazin
hidrokloriir (Rompun®, Bayer inc) hazirlanarak intraperitoneal alana enjekte edildi. Anestezi
derinligi ekstremite refleksi ile kontrol edildi. Yeterli anestezi derinligi saglandiktan sonra
ratlarin karin bolgeleri tiras edildi. Ardindan ameliyat masasina sirt listii yatirildi ve dort

ekstremiteden masaya flaster yardimiyla tespitlendi. (Resim 3.2)
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Resim 3.2. Ameliyat edilecek ratin anestezi sonrasi tirag edilmis ve masaya tespitlenmis hali

Karm bolgeleri %10 povidon-iyot (Batticon® antiseptik soliisyon, Adeka Ltd. Tiirkiye)
ile temizlendi ve ortasinda yeterli biiyiikliikte delikler olan steril cerrahi ortii ile ortiildii. Ardindan
ksifoid 1-2 cm altindan pubis 1 cm iizerine kadar orta hat insizyonu ile laparotomi yapildi. Batina

girildikten sonra inen kolon bulundu ve disar1 alindi.
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Resim 3.3. Inen kolon (penset ile gdsterilen)

Batin digina ¢ekilen inen kolon makas yardimiyla tam kat transekte edildi. Anastomoz
giivenligi agisindan distal ve proksimal kolon ansi igerisinde bulunan gaita pargalar1 ¢ikarildi.
Ardindan 6/0 prolen ile 5-6 adet primer siitiirler ile ug¢ uca tek kat kolon anastomozu yapildi. (Resim

3.4) Islem sonrasi cilt ve fasya 3/0 ipek ile primer kapatildi.

Resim 3.4. Kolon anastomozunun tamamlanmis hali
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Kolon anastomozundan hemen sonra kok hiicre uygulamasi yapilacak olan Grup III ve Grup
IV ratlarina proksimal ve distal kolon her iki uca esit olacak sekilde subserozal 0,1 ml toplamda 0,2
ml kok hiicre enjekte edildi. (Her 0,1 ml’de 4x10° kok hiicre mevcut) (Resim 3.5) Diger gruplara

bu islem uygulanmadan karin kapatildi.

Resim 3.5. Kok hiicre enjeksiyonu

Tiim gruplardaki ratlar ameliyat sonrasi besinci giinde intraperitoneal 150 mg/kg ketamin
hidrokldriir enjeksiyonu yapilarak sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasi laparotomi yapilarak inen
kolon anastomozu bulundu. Batin i¢i yapisikliklar Houston ve ark.’nin kullandigi yontem ile

degerlendirildi. (57) (Tablo 3.1)

Tablo3.1. Houston ve ark’nin laparotomi sonrasi yapisiklik derecelendirmesi

1 Hafif derecede yapisiklik Anastomoz ile omentum arasindaki
yapisiklik
2 Orta derecede yapisiklik | Anastomoz ile omentum, ince barsak veya

batin duvar arasindaki yapisiklik

3 [leri derecede yapisiklik Anastomoza birden fazla intestinal
segmentin, omentumun ve/veya batin

duvarinin yapisikligi
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Yapisikliklar degerlendirildikten sonra patlama basincini 6lgmek i¢in anastomozun 3 cm
distalinden ve 3 cm proksimalinden kolon kesilerek batin digina alindi. Anastomoz patlama basinci
Ol¢timii yapildiktan sonra ornekler longitudinal olarak ikiye ayrildi ve histopatolojik ¢alisma ve

biyokimyasal ¢alisma i¢in uygun kosullarda muhafaza edildi.
3.4. Adipoz Doku Temini

Adipoz doku temini i¢in ayrilan dort rat verilen anestezi sonras1 ameliyat masasina sirt
tistli alinarak dort ekstremiteden masaya tespitlendi. Ardindan cerrahi bolge tiras edildi ve
sterilizasyon saglanarak inguinal bolge acildi. Cilt alt1 disseke edilerek inguinal bolge yag
yastik¢iklarina ulasildi. Yag dokular1 ¢ikarilarak igslem sonlandirildi. Her bir rattan yaklasik 5

gr adipoz doku elde edildi. Alinan dokular steril ortamlarda muhafaza edildi.
3.5. Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Hazirlanmasi

Rat adipoz doku kok hiicresi izolasyonu ve flow cytometry yontemi ile tanimlanmast
icin Zhu ve ark. (2013) ve Francis ve ark. (2010) yontemlerinden yararlanildi. (58-59) Tiim

islemler boyunca steriliteye gerekli 6nem verildi.

Makalelerde farkli miktarlarda doku ¢alisilmis ve alinmis olup, birka¢ deneme yaptiktan
sonra ortalama 10 gr yag dokusu iizerine 15 ml Dulbecco's phosphate-buffered saline
(DPBS)i¢inde ¢oziilmiis ve 0.22 um filtreden gegirilmis % 0,1 konsantrasyonunda kollajenaz I
enzimi koyuldu. Ayrilan yaglar 6nce 50 ml’lik falkon tiip i¢ine alind1 ve daha sonra kollajenaz
enzimi eklenip 37 °C su banyosuna konuldu. Her 5-10 dakika arayla falkon tiipler siddetli

sekilde calkaland1 ve yaglarin enzim ¢ozeltisi i¢inde iyice erimesi saglandi. (Resim 3.6)
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Resim 3.6. Yag dokusuna kollajenaz I enzimi eklendikten ve 2 saat su banyosunda enkiibe

edildikten sonra dokularin erimis hali.

Iki saat sonunda su banyosundan cikarilan hiicreler 100 um gozenekleri olan hiicre
stizgecinden (cell strainer) 1000 ul’lik pipet ucu yardimiyla gegirilerek c¢oziinmeyen

hiicrelerden ayrildi. (Resim 3.7)
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Resim 3.7. Kollejenazda erimis hiicrelerin hiicre siizgecinden siiziilmesi

Daha sonra kollajenaz enzimini inhibe etmek ekledigimiz miktarda bliylime medyumu
eklenip 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Daha sonra iistteki erimis halde bulunan yag dokusu
dikkatli bir sekilde aspire edildi. (Resim 3.8)

STOId

Resim 3.8. Coziinmiis yag dokusunun goriintiisii

Ustteki yag alindiktan sonra yaklasik 5 ml supernatant kalastya kadar {istteki siv1 aspire
edildi ve tekrar en az 15 ml biiylime medyumu eklenip tekrar 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Daha sonra tiipilin istiindeki supernatant 1-2 ml kalasiya kadar bosaltildi ve tiipiin dibinde
biriken vaskiiler stromal fraksiyon (VSF) ve i¢inde bulunan kok hiicreler tizerine 5-10 ml
arasinda (dipteki hiicre yogunluguna gore) RBC-lizis tamponu (8.26 g NH4Cl, 1,19 g NaHCO;,
iizerine 0.5 M 200 uL EDTA konur ve steril bidistile su ile 100 mI’ye tamamlanir, pH’1 7.3’¢
ayarlanir ve 0.22 um filtreden gegirilir, bu hazirlanan tampon 10x olup, kullanilirken steril

bidistile su ile 1x’e diliie edilir) eklendi. 10 dakika oda sicakliginda bekletilerek eritrositlerin
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parcalanmasi saglandi. Bu silirenin sonunda RBC tamponu iizerine koydugumuz miktarda

bliylime medyumu eklendi ve tekrar 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Bu islem, dipteki

hiicreler tiimiiyle eritrositlerinden ayrilincaya kadar yapilabilir. (Resim 3.9)

J

Resim 3.9. {1k resimde dipte yogun eritrosit bulunmakta olup, bu fraksiyon yikandikea ikinci

sekilde oldugu gibi eritrositlerinden ayrilmaktadir.

Daha sonra siipernatant iyice dokiildii ve dipte kalan hiicreler 75 cm?’lik flask igine
bliyime medyumu ile ekildi. Yaklagik 2 gilin sonra yapismayan hiicreler ve yine stromal
hiicreleri temizlemek i¢in medyum tazesi ile degistirildi ve en az 3 kez bu tekrarlandiktan sonra

hiicreler pasajlandi. (Resim 3.10)

Resim 3.10. Rat adipoz doku kok hiicresi (3. pasaj) (x4)
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3.5.1. Kok Hiicrelerde Yiizey Antijenlerinin Saptanmasi

Literatiirlerde rat veya insan adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerinin en fazla besinci
pasaja kadar kullanilmasimin uygun oldugu, en iyi kok hiicrelerin elde edildigi ve kullanima
uygun oldugu pasajin 2-5 arasinda oldugu bildirilmistir. Besinci pasajdan sonra hiicrelerin kok
hiicre 6zelliklerini yitirdikleri ve farklilagtiklar1 rapor edilmistir. Bu nedenle, ¢calismamizda
ortam medyumu elde ettigimiz hiicreler ti¢lincii pasajda kullanildi. Hiicreler tripsin ile flasktan
kaldirild1, 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra %0,5 Bovine Serum Albumin
(BSA) igceren DPBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler sayilmis olup her bir yiizey belirleyici
Olctimii i¢in 50.000 hiicre kullanilacak sekilde tiiplere kondu. Bu hiicreler ya fluorescein
isothiocyanate (FITC) ya da phycoerythrin (PE) ile konjuge edilmis antikorlar ile 30 dakika 4
°C’de enkiibe edilmis olup, Becton Dickinson FACSCalibur Flow Cytometry cihazi ile yiizey
belirleyicileri saptandi. (58-59)

3.5.2. Kok Hiicrelerin Isaretlenmesi

Kok hiicrelerin isaretlenmesi i¢in sitoplazmik boya olan 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3",3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate (Dil) kullanildi. Dil, %99’luk etanol ¢o6zeltisinde
coziilerek %25°1ik konsantrasyondta sollisyon hazirlandi. Kullanilmadan 6nce phosphate-
buffered saline (PBS) ile 1/100 oraninda diliie edildi. Dil soguk ortamda sitoplazmaya
baglandig1 ve in vivo kosullarda birakmadigi bilindigi i¢in hazirlanan tiipler buzlu suda
bekletildi ve 20 dakika bekleme ardindan 200 ul Dil eklenerek beklemeye alind1. Inkiibasyon
periyodunun sonrasinda, Dil sitoplazma baglantisinin fiksasyonu i¢in 7 ml PBS konuldu ve
karistirildi. Hiicre Dil fiksasyonu saglandiktan sonra bu siispansiyon 1300 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiipiin iist kisminda kalan siipernatant atildi, alttaki 2,4x107
adet Dil isaretli kok hiicrelerin oldugu pelletin tizerine 5 ml PBS (%1 penisilin/streptomisin

igeren) eklendi, karistirildi ve tekrar siispansiyon haline getirildi. (Resim 3.11)
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Resim 3.11. Kok hiicrelerin Dil ile boyanmasi

3.6. Anastomozun Degerlendirilmesi (Fiziksel, Histopatolojik, Biyokimyasal)
Anastomoz iyilesmesi fiziksel, biyokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendirildi.
3.6.1. Fiziksel Degerlendirme Yontemleri

3.6.1.1. Anastomoz Patlama Basmci Ol¢iimii

Tim ratlar anastomoz sonrasi besinci glinde sakrifiye edildikten sonra anastomoz
yapilan kolon anslar1 ¢evre yapisikliklardan keskin disseksiyonla ayristirildi. Anastomoz
biitiinliigiiniin korunmasina 6zen gosterildi. Anastomoz yapilan kolon ans1 anastomozun 3 cm
proksimalinden ve 3 cm distalinden kesilerek batin disina alindi. Alinan kolon ansi igerisinde
bulunan fekal igerik Ol¢iim degerlerini etkileyebilecegi i¢cin kolon igerisinden ¢ikarildi.
Ardindan kolon ansinin her iki ucuna da 20G kalinliginda braniil yerlestirilerek 3/0 ipek ile s1v1
kacag1 olmayacak sekilde tespitlendi. (Resim 3.12) Braniillerden biri serum fizyolojik dolu
enjektore baglanirken digeri basing 6l¢iimii yapilacak olan cihaza (Biopac MP30 ultimate
system, SantaBarbara, ABD), arasinda bir transduser (SS13L basing transduseri) ve basing
kablosu (Morton basinca dayanikli pressure line code: 441-Tirkiye) yardimiyla baglandi.
Basing 6l¢iim cihazi da Biopac BSL Pro 3.6.7 uygulamas: yiiklii olan bilgisayara baglandi.

Boylece intraluminal basing monitdrize edilmis oldu.

Enjektorle serum fizyolojik yavasca (2-12 ml/dk) verilmeye baslandi. Monitdrde basing

artist takip edildi. Anastomozun s1vi kagirmaya basladigi andaki ani basing diismesinin hemen
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oncesinde Ol¢iilen en yiiksek basing degeri anastomoz patlama basinci olarak kabul edildi.

(Resim 3.13) Bu degerler mmHg birimi ile izlendi.

it

Resim 3.12. Anastomoz patlama basinci dl¢timii

Resim 3.13. Patlama basinc1 6l¢iimii sirasinda olusan basing-zaman grafigi
3.6.1.2. Karm I¢i Yapisikliklarin Degerlendirilmesi

Karin i¢i yapisikliklarin  degerlendirilmesinde Houston ve ark’nin kullandig:

degerlendirme yontemi kullanildi. (57)
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3.6.2. Anastomozda Biyokimyasal Parametreler
3.6.2.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Doku ornekleri, proteaz inhibitorii olan 0,2 uM phenyl methane sulphonyl fluoride
(PMSF) ve 1 uM Ethylenediamin tetra acetic acid (EDTA) igeren 50 uM fosfat tamponunda
(pH 7.4) (1/10 g/ml) olacak sekilde 4 °C’de homojenize edildi. Homojenatlar, MPO i¢in 6rnek
ayrildiktan sonra, 10.000 rpm 5 dakika santrifiij edildi ve iistteki supernatant esit olarak

ependorflara ayrilarak diger parametrelerin bakilabilmesi i¢cin —80 °C’de donduruldu.

Lizis tamponu eklenen (1/10) eklenen doku ornekleri sogutmali homojenizator
yardimuiyla gelik bilyeler kullanilarak otomatik olarak 600 rpm’de 4 dakika homojenize edildi.
(Resim 3.14)

Resim 14. Doku 6rneklerinin homojenizasyonu

3.6.2.2. Doku Orneklerinde Hidroksiprolin Ol¢iim Yéntemi

Her bir numunedeki total kollajen miktar1 ve hidroksiprolin konsantrasyonu Reddy ve
ark’nin caligsmasinda tarif edilen yontemle saptandi. (60) 2N NaOH igerisinde homojenize
edilmis olan 6rnekler (20-40 mg) 20 dakika boyunca 120° C’de otoklavda bekletilerek hidrolize
edildi. Karigimin i¢ine 450 pl kloramin-T ilave edildi ve hafifce karistirildi. Oksidasyonun oda
sicakliginda 25 dakika devam etmesine izin verildi. Her numuneye 500 pl Ehrlich’in aldehit
reaktifi ilave edildi, hafifce karistirildi ve numuneler 65 °C'de 20 dakika boyunca inkiibe
edilerek kromofor gelistirildi. Her numunenin absorbansi bir spektrofotometre kullanilarak 550
nm'de okundu. (Resim 3.15) Her doku oOrnegindeki bilinmeyen hidroksiprolin

konsantrasyonlar1, L-hidroksiprolin kullanan standart bir kalibrasyon egrisinden ¢ikarildi.
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Toplam kolajenin igerigi, toplam kolajen aminoasitlerinin yilizde 14'liniin hidroksiprolin oldugu

varsayilarak hesaplandi.

Resim 3.15. Hidroksiprolinin kolorimetrik 6l¢iimii.
3.6.2.3. Doku Orneklerinde Miyeloperoksidaz Olciim Yontemi

Dokuda MPO aktivitesi Suzuki ve ark.’nin yonteminine gore saptandi. (61) Yontem
sentetik bir substrat olan 3,3°,5,5’-tetramethyl benzidine (TMB)’in MPO yoluyla yikiliminin
Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Belli miktardaki doku homojenat1 7.000 rpm 5 dakika santrifiij
edildi. Ustteki kistm atild1 ve alttaki kalan doku kismi deterjanli tampon ile ¢6ziildii (160 uM
potassium phosphate buffer, pH 5,4, 1% hexadecyltrimethylammonium bromide, HETAP).
Reaksiyon H,0;’in 37 °C’de reaksiyon karisimina eklenmesi yolula baglatildi. MPO’nun
katalizledigi reaksiyonda TMB oksidasyona ugramakta olup, reaksiyon sirasinda absorbans
artist 655 nm’de 15 saniye Ol¢iilmekte ve 1 dakikadaki MPO aktivitesi hesaplanmaktadir.
(Resim 3.16) Rengin koyulugu MPO konsantrasyonu ile orantilidir. MPO aktivitesi U/g yas

doku olarak verilmektedir.
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Resim 3.16. Kiivetlerdeki rengin siddeti 6rnekteki MPO konsantrasyonu ile iliskilidir
3.6.2.4. Doku Orneklerinde Nitrik Oksit Ol¢iim Yontemi

NO, Navarro-Gonzalves’in kadmiyum (Cd) indirgeme yontemine gore saptandi. (62)
Doku stipernatant1 6nce % 30’luk ZnSO, ile muamele edildi ve proteinler ¢oktiikten sonra
10.000 g/10 dakika santrifiij edildikten sonra iistteki siipernatant NO saptanmasi i¢in kullanildi.
Glisin-NaOH tamponu; glisin (MERCK, Kat. No. K23214990) ve sodyum hidroksit
(PROLABO, Kat. No. EMB 45053) kullanilarak hazirlandi. Glisin- NaOH tamponu i¢indeki
CuSOy ¢ozeltisi; glisiny, NaOH ve bakir siilfat (MERCK, Kat. No. 4187427) kullanilarak
hazirlandi. Siilfanilamid ¢6zeltisi; hidroklorik asid %37 (MERCK, Kat. No. K24016914) ve
stilfanilamid (Sigma, Kat. No. S-9251) ile hazirlandi. NED c¢ozeltisi (N-(1-Naphtyl) Ethyl-
Enediamine dihydrochloride, Sigma, Kat. No. N-5889) kullanilarak hazirlandi. Standartlar,
sodyum nitrit (Sigma, Kat. No. S-3421) kullanilarak, 10-100 mg konsantrasyonlarda hazirlandi.

Orneklerdeki nitrit ve nitrat konsantrasyonlar1 Griess reaksiyonu sonucunda olusan
pembe renk sonucunda kolorimetrik olarak ol¢iildii. Rengin koyulugu o6rnekteki NO
konsantrasyonu ile orantli idi. Ornekler ve standartlar, ELISA mikroplate okuyucuda 540 nm'de
okutuldu. (Resim 3.17) Konsantrasyon hesaplari otomatik olarak cihaz tarafindan hesaplanmig

olup, sonuglar uM/mg yas doku olarak verildi.
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Resim 3.17. Orneklerdeki NO konsantrasyonu rengin siddeti ile korelasyon gdstermektedir
3.6.2.5. Doku Orneklerinde Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Olciim Yontemi

Doku supernatantlarinda VEGF diizeyleri ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) yontemiyle ticari kitler (VEGF BioAssay™ ELISA Kit, Rat. USBiological life Sciences,
Kat. No. 144097) kullanilarak calisildi. Ornekler antijen kapl plagin kuyucuklarma konarak,
37 °C’de enkiibe edildi ve daha sonra antikor eklendi. Yikama basamaklarindan sonra substrat
sollisyonu eklendi, mavi renkler olustuktan sonra reaksiyonu sonlandirici reaktif eklendi ve
olusan sar1 renk mikroplak okuyucuda (ELx800) 450 nm’de okundu. (Resim 3.19-20-21)
Orneklerdeki konsantrasyonlar kitin iginden ¢ikan standartlar yardimi ile cihaz tarafindan

cizilen grafikten otomatik olarak hesaplandi.

VEGEF kitinin i¢inden ¢ikan standartlar kullanilarak, ELISA okuyucusnda otomatik
olarak grafik cizdirildi ve grafiklerin R degerleri 1.000 ve 0.999 olarak saptandi. Orneklerin hig
birinde dl¢iilebilecek miktarda VEGF konsantrasyonu saptanmadi. (Resim 3.18)
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Resim 3.18. VEGF Standart grafigi

1. standart 6rneklerimiz 2. standart 6rneklerimiz

Resim 3.19. VEGEF ig¢in 6rneklere substrat ¢ozeltisi kondugunda
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Resim 3.21. ELISA Mikroplak Okuyucu
3.6.2.6. Doku Orneklerinde Tiimor Nekrosis Faktor-a Ol¢iim Yontemi

Doku supernatantlarinda TNF-a diizeyleri ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) yontemiyle Elabsc, ince ticari kiti (Kat No: E-EK-R0019) kullanilarak caligildi.
Ornekler antijen kaph plagin kuyucuklarina konarak, 37 °C’de enkiibe edildi ve daha sonra
antikor eklendi. Yikama basamaklarindan sonra substrat soliisyonu eklendi, mavi renkler
olustuktan sonra reaksiyonu sonlandirici reaktif eklendi ve olusan sar1 renk mikroplak
okuyucuda (ELx800) 450 nm’de okundu. Orneklerdeki, konsantrasyonlar kitin i¢inden ¢ikan

standartlar yardim1 ile cihaz tarafindan c¢izilen grafikten otomatik olarak hesaplandi. Kitin

34



sensitivitesi 46.88 pg/ml, saptama araligi 78.13-5000 pg/ml olarak verilmis oluop % CV'si
<10'dur.

3.6.3. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik inceleme ic¢in kolon ornekleri %10’luk tamponlu formaldehid
sollisyonunda 24-48 saat tespit edilerek doku takip cihazinda bilinen yontemlerle takip edildi
ve parafine gomiildii. Parafin bloklardan normal ve adezivli lamlara kesitler alindi. Normal
lamlara alinan kesitler hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandi (Culling, Allison ve Barr, 1985).
Adezivli lamlara alinanlar ise immunohistokimyasal incelemelerde kullanilmak tizere ayrildi.
Hazirlanan tiim preparatlar 1s1k mikroskobunda (Olympus BX51) incelendi ve mikroskobik
dijital fotograflar (Olympus SC180) elde edildi. Anastomoz bolgesinde karsilasilan
histopatolojik degisiklikler (polimorfoniiklear 16kosit infiltrasyonu, epitelizasyon, nekroz)
lezyonun siddetine gore semikantitatif (skor O; lezyon yok, skor 1; hafif, skor 2; orta, skor 3;

siddetli) olarak skorlandi.
3.6.3.1. Anastomoz Hattinda Graniilasyon Dokusu Kalinhginin Olgiilmesi

H-E ile boyanan kesitler 40x objektif biiyiitmesinde incelendi. Anastomoz hattinda
yangisal degisikliklerin tabanindan baslayip serozaya kadar uzanan graniilasyon dokusunun
kalinlig: 6l¢iildii. Bu amagla; her bir 6rnek i¢in ii¢ 6l¢iim yapildi, dlgiilen degerlerin ortalamast

alinarak hesaplanan deger incelenen ratin verisi olarak kaydedildi.
3.6.3.2. Anastomoz Hattinda Makrofaj Yogunlugunun Belirlenmesi

Anastomoz bolgesindeki makrofaj yogunlugunu degerlendirmek igin kolon kesitleri
makrofajlara 6zgii Ibal primer antikoru ile boyandi. Bu amacla; kesitler ksilol ve
konsantrasyonu gittik¢ce azalan alkol serilerinden gegirilerek sirasiyla deparafinize ve rehidre
edildi. Bu asamadan sonra uygulanan tiim islemler arasinda kesitler 3’er kez beser dakika TBS-
T (pH: 7.6) soliisyonu ile yikandi. Dokularin endojen peroksidaz aktivitesini gidermek ig¢in
kesitler metanolde hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda karanlik ortamda 30
dakika inkiibe edildi. Antijenik reseptorlerin agiga cikarilmasi amaciyla kesitler sitrat
tamponunda (pH: 6.0) 95 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Kesitler TBS-T’de hazirlanmis %3’k
BSA soliisyonu ile 1:4000 oraninda sulandirilan polikonal tavsan anti-Ibal antikoru (Wako,
013-27691, Japonya) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Ardindan HRP isaretli anti-
tavsan IgG (Catalog #RC542, Biocare, USA) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Son

35



olarak kesitler 3, 3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB Quanto chromogen and
substrate, Thermo scientific, USA) soliisyonunda 10-15 dakika tutularak kromojenik reaksiyon
saglandi. Reaksiyonun varligi 151k mikroskobu ile kontrollii bir sekilde gerceklestirildikten
sonra, karsit boyama i¢in Mayer hematoksilen ile boyandi. Anastomoz olusturulan bolgede
makrofaj yogunlugunu belirlemek her bir kesit icin 151tk mikroskobunda 20x objektif
biiylitmesinde boyanma karakterini en iyi yansitan 5 ayri alan incelendi. Her alanda pozitif
boyanan hiicreler sayildi, incelenen 5 alanin ortalamasi alinarak bulunan deger o hayvanin

verisi olarak kaydedildi.
3.6.3.3. Anastomoz Hattinda Yara Dudaklar1 Arasindaki Mesafenin Ol¢iilmesi

H-E ile boyanan kesitler 40x biiylitmede incelendi. Anastomoz hattinda yara dudaklar1
arasindaki mesafe 6lgiildii. Her bir 6rnek i¢in ii¢ 6l¢tim yapildi, Ol¢iilen degerlerin ortalamasi

aliarak hesaplanan deger incelenen ratin verisi olarak kaydedildi.
3.7. Dil ile Isaretlenmis Kok Hiicrelerin Tespiti

Kok hiicre uygulamasi yapilan gruplarda anastomoz bdlgesindeki kok hiicrelerin
yerlesimini degerlendirmek i¢in doku Orneklerinden dondurma mikrotomu ile 5 mikron
kalinliginda kesitler alindi. TBS-T soliisyonu ile yikanan kesitler DAPI soliisyonu ile muamele
edilerek ¢ekirdek boyamasi gerceklestirildi. Takiben kesitler immunmount ile kaplandi.
Hazirlanan preparatlar immunfloresan mikroskopta (Olympus BX53) 565 nm dalga boyunda

incelendi.
3.8. istatistiksel Yontem

Verilerin degerlendirilmesinde SPPS 25 (IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) istatistik paket programi
kullanildi. Degiskenler ortalama+standart sapma ve ile yiizde ve frekans degerleri kullanildi.
Degiskenler normallik, varyanslarin homojenligi on sartlarinin kontrolii yapildiktan sonra
(Shapiro Wilk ve Levene Testi) degerlendirildi. Veri analizi yapilirken, ii¢ ve daha fazla grup
karsilastirmasi i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve ¢oklu karsilastirma testlerinden Tukey HSD
testi ile saglanmadiginda ise Kruskal Wallis ve ¢oklu karsilastirma testlerinden Bonferroni-
Dunn testi kullanildi. Kategorik veriler Fisher’s Exact Test ve Ki Kare testi ile analiz edildi.

Beklenen frekasnlarin % 20’denkiiciik oldugu durumlarda bu frekanslarin analize dahil
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edilmesi icin “Monte Carlo Simulasyon Yontemi” ile degerlendirme yapildi. Testlerin

anlamlilik diizeyi i¢in p<0,05 ve p<0,01degeri kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yedi giin siiren deney siirecinde deney hayvanlarindan dlen ya da deney dis1 birakilan

olmadi.
4.1. Fiziksel Degerlendirme Bulgular:
4.1.1. Anastomoz Patlama Basinci1 Ol¢iim Sonuglar

Tablo 4.1. Anastomoz patlama basin¢lari (mmHg) (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sildenafil,
Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Anastomoz Anastomoz Anastomoz Anastomoz

patlama patlama patlama patlama

basinci basinci basinci basinci

(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
1 0% 82 149 114
2 26 123 110 195
3 0* 163 85 119
4 169 82 185 107
5 189 147 102 225
6 129 130 128 187
7 150 0% 144 135
8 160 163 211 126
9 174 85 123 174
10 157 156 161 157

Tablo 4.1°de “*” ile gosterilen degerler anastomozda kagak oldugu igin Olglim

yapilamayan sonuclardir.

Tablo 4.2. Anastomoz patlama basinglar1 dl¢iim sonuglar1 degerlendirilmesi (Grup 1:

Kontrol, Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Anastomoz Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Patlama 144,25+50,9  125,67+34,7
139,8+38,59 153,9+40
Basinclari 3 4
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Tablo 4.3. Anastomoz kagagt dagilimi. (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sildenafil, Grup 3:
Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Toplam

8 9
LVEN YA Yok n (%) 10 (27) 10(27)
(21,6) (24,3) (100)
Kacag 5 . 0,598
Var n (%) 0 (0) 0() 3(100)

66,7)  (33,3)

Anastomoz patlama basinglar1 karsilagtirildiginda hicbir grupta ve gruplar arasinda
anlaml bir farklilik saptanmadi (p:0,52). Anastomoz kagagi acisindan bakildiginda ise Grup 3
ve Grup 4’te anastomoz kagagi gdzlenmezken, Grup 1°de iki adet, Grup 2’de 1 adet anastomoz
kagag izlendi. Istatistiksel olarak anastomoz kagagi dagiliminda anlaml farklilik saptanmadi

(p:0,598). (Tablo 4.3)
4.1.2. Karm Ici Yapisikliklar

Tablo 4.4. Karin i¢i yapisiklik diizeyleri (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sildenafil, Grup 3:
Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Toplam

14
.| Hafif n(%) 0(0) 4(28,6) 6(42,9) 4(28,6
Karm ici (%) (0)  4(28,6) 6(42,9) 4(28,6) (100)

Yapisiklik 13
Orta n(%) 4(308) 2(154) 2(154) 5(38,5) 0,043
Diizeyleri (100)
13

fleri %) 6(462) 4(30,8) 2(154) 1
lleri  n(%) 6(46,2) 4(30,8) 2(154) 1(7,7) (100)

Sakrifiye edilen ratlarda post-operatif besinci giinde izlenen karmn i¢i yapisiklik
diizeyleri kiyaslandiginda gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmistir (p:0,043). (Tablo 4.4)
Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 1 ile 3 arasinda, Grup 1 ile 4 arasinda anlaml
farklilik saptanmis (sirasiyla p: 0,007, 0,007). Grup 1 ile 2, Grup 2 ile 3, Grup 2 ile 4, Grup 3
ile 4 arasinda anlaml farklilik saptanmamistir (sirasiyla p: 0,074, 0,222, 0,292, 0,497). Grup
1’de izlenen yapisiklik diizeyleri diger gruplara gore daha ileri diizeydedir.
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4.2. Biyokimyasal Parametreler
4.2.1. Dokuda Hidroksiprolin Diizeyi

Tablo 4.5. Hidroksiprolin (HYP) diizeyleri (ug/mg yas doku) (Grup 1: Kontrol, Grup 2:
Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
HYP HYP HYP HYP

1 0,54281 0,87983 1,51477 0,75503
2 0,47027 0,56174 0,62666 0,53826
3 0,27336 0,57641 0,58089 1,31328
4 0,54476 0,55074 0,62792 0,64384
5 0,57844 0,46907 1,04050 0,65461
6 0,47813 0,55037 0,71559 0,67771
7 0,66777 0,52322 0,65973 0,71546
8 0,53478 0,51054 0,53642 0,75769
9 0,27137 0,49216 1,26868 0,62225
10 0,56046 0,51938 0,73037 0,76929

Tablo 4.6. Doku hidroksiprolin (HYP) diizeylerinin degerlendirilmesi (Grup 1: Kontrol,
Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

HYP Grup 1
diizeyleri 0,54 (0,42- 0,54 (0,50- 0,69 (0,61- 0,69 (0,63-
0,46) 0,56) 1,10) 0,76)

Doku hidroksiprolin diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark anlamli
bulunmustur (p:0.001). (Tablo4.6) Gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda Grup 1 ile 2
arasinda, Grup 3 ile4 arasinda anlamli farklilik bulunmamistir. Grup 1 ile 3, Grup 1 ile 4, Grup
2 ile 3 ve Grup 2 ile 4 arasinda anlamli fark mevcuttur. Grup 3 ve Grup 4’te saptanan

hidroksiprolin diizeyi Grup 1 ve Grup 2’ye gore daha yiiksek Ol¢iilmiistiir.
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4.2.2. Dokuda Nitrik Oksit Diizeyi

Tablo 4.7. Nitrik oksit (NO) diizeyleri (uM/g yas doku) (Grup 1: Kontrol, Grup 2:
Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Tpél

NO NO NO NO

1 02295 02373 03367
2 0,1718 = 0,1713 = 04677  0,4004
3 0,1833  0,2181 0,1214  0,2552
4 01672 = 0,1755 = 01718 | 0,4187
5 02199 02126 0,930  0,2639
6 0,1718 = 0,1297 = 02863 | 0,167
7 0,2451 02217 02139  0,1649
8 0,1965 = 0,1933 = 03083  0,3825
9 02199  0,1819 01993 03074
10 0,1681 0,2405 = 02222 = 0,2639

Tablo 4.8. Doku nitrik oksit (NO) diizeylerinin degerlendirilmesi (Grup 1: Kontrol,
Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

N
diizeyleri [JICXCONEZ 0,20(0,17- 0,21(0,15- 0,28(0,24-

0,22) 0,22) 0,31) 0,38)

Nitrik oksit diizeylerine bakildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik bulundu(p:0,01).
(Tablo 4.8) Gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 arasinda
anlaml farklilik bulunmazken Grup 4 ile diger ti¢ grup arasinda anlamli farklilik saptanmugtir.
Grup 4’te Olciilen nitrik oksit diizeyi diger iic grupta Olciilen degerden daha yiiksek

bulunmustur.
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4.2.3. Dokuda Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Diizeyi

Calismamizda alinan doku 6rneklerinden VEGF diizeyleri degerlendirilmis olup, alinan
hi¢bir doku 6rneginde dl¢liim yapilabilecek kadar VEGF saptanmamistir. Bu nedenle VEGF

diizeyleri ile degerlendirilme yapilamamaktadir.
4.2.4. Dokuda Miyeloperoksidaz Diizeyi

Tablo 4.9. Miyeloperoksidaz (MPO) diizeyleri (U/g yas doku) (Grup 1: Kontrol, Grup
2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

\%140) \%140) MPO \%140)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

1 678,87 98,88 1711,11 3551,13
2 231,32 182,89 1405,95 3001,77
3 735,12 23,42 116,96 916,30

4 888,07 15,40 893,17 2899,79
5 75,82 22,56 209,52 2807,03
6 292,83 200,35 912,96 530,31

7 962,33 32,77 546,17 103,25

8 499,77 590,88 1742,65 1793,54
9 556,09 24,48 195,450 785,40
10 339,22 768,46 389,170 1447,79

Tablo 4.10. Doku miyeloperoksidaz (MPO) diizeylerinin degerlendirilmesi (Grup 1:
Kontrol, Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

MPO Grup 1

1620,7(721,6-
2925,3)

CLVOUUIE 500 00774.7734)  65.8(232.298.0)  719.7(206.0-1478.2)

Miyeloperoksidaz diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmigstir.
(p:0,001) (Tablo 4.10) Gruplar aras1 degerlendirmede Grup 1 ile 2, Grup 1 ile 4, Grup 2 ile 3,

Grup 2 ile 4 ve Grup 3 ile 4 arasinda anlaml farklilik mevcuttur. Grup 1 ile Grup 3 arasinda
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anlamli fark bulunmamustir. Olgiilen MPO degerleri Grup 1 ve Grup 3’e gore; Grup 2’de daha
diisiik, Grup 4’te daha yiiksek bulunmustur.

4.2.5. Dokuda Tiimor Nekrosis Faktor-o Diizeyi

Tablo 4.11. Tiimor nekroz faktor-a (TNF-a) diizeyleri (pg/g yas doku) (Grup 1: Kontrol,
Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grup 1 Grup 2 Grup 3
TNF-a TNF-a TNF-a

1 371,67 333,33 40833
2 385,00 34333 | 531,67 | 585,00
3 321,67 261,67 = 54500 475,00
4 265,00 = 271,67 = 40833 = 331,67
5 34500 385,00 @ 47833 43833
6 375,00 341,67 = 521,67 | 495,00
7 35500 431,67 56833 51833
8 23500 = 48500 = 47833 = 49833
9 31333 395,00 @ 44500 = 45833
10 240,00 = 32833 | 48500 = 545,00

Tablo 4.12. Doku tiimor nekroz faktor-a (TNF-a) diizeylerinin degerlendirilmesi. (Grup
1: Kontrol, Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

TNF-a Grup 1

diizeyleri

TNF-a diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli fark vardir (p:0,001). (Tablo 4.12)
Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 1 ile 2 arasinda, Grup 3 ile 4 arasinda anlaml
farklilik bulunmamuistir. Grup 1 ile 3, Grup 1 ile 4, Grup 2 ile 3 ve Grup 2 ile 4 arasinda anlaml
fark mevcuttur. Grup 3 ve Grup 4’te saptanan TNF-a diizeyi Grup 1 ve Grup 2’ye gore daha

yiiksek Ol¢iilmiistiir.
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4.3. Dil ile isaretlenmis Kok Hiicrelerin Goriintiilenmesi

Immunfloresan mikroskopta (Olympus BX53) incelenen preparatlarda anastomoz bdlgesinde
kok hiicrelerin varligr goriildii. Dijital goriintiileme cihaziyla (Olympus DP74) goriintiiler kayit
altina alind1 (Resim 4.1).

Resim 4.1. Dil ile boyanmis kok hiicreler.

4.4. Histopatolojik Degerlendirme Bulgulari

Kontrol grubundaki ratlarin kolon kesitleri incelendiginde; anastomoz bdlgesinde doku
biitiinliigiiniin bozuldugu dikkati ¢ekti. Mukoza tamamen yikimlanarak eozinofilik nekrotik bir
kitle halini almist1. Nekrotik kitlenin tabani yogun karyorektik hiicreler, fibrinden zengin 6dem
stvis1, notrofil 16kositler ve makrofajlardan olusan yogun yangisal hiicre infiltrasyonlar ile
cevrelenmisti. Nekrotik doku artiklar1 igerisinde ve yara dudaklarinda dikis materyalleri
goriilmekteydi. Yangisal degisikliklerin hemen tabanindan baslayan ve serozaya kadar uzanan
bag doku proliferasyonlar1 goze ¢arpti. Bu rejeneratif kusak yeni damar olusumlarini igeren ve
yangisal hiicre infiltrasyonlarin1 da barindiran geng graniilasyon dokusu seklindeydi. Mukoza
yiizeyinde, iilser alaninin hemen kenarindaki biitiinliigiinii koruyan epitelden baslayan ve iilser

alania dogru uzanan yeni epitel olusumlar1 (reepitelizasyon) dikkati ¢ekti.
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Sildenatif ve kok hiicre uygulamalarinin histopatolojik degisiklikler tizerindeki etkileri

basliklar halinde verildi. Deney gruplarina ait temsili mikrograflar Resim 4.2’de sunuldu.

Resim 4.2. Hematoksilen-Eozin ile boyanmis preparatlar (a: Kontrol grubu, b: Sildenafil

grubu, c: Kok hiicre grubu, d: Kok hiicre+Sildenafil grubu)
4.4.1. Reepitelizasyon

Deney sonunda alman oOrneklerin higbirinde tam epitelizasyonun saglanmadig:

goriilmiistiir. O nedenle higbir grupta ileri diizey (tam) reepitelizasyon yoktur.
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Tablo 4.13 Anastomoz hattinda izlenen reepitelizasyon diizeyleri (Grup 1: Kontrol,

Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grup
|

Grup
2

Grup
3

Grup

Toplam p

3
Yok n (%) 00) 0 00 3(100)
Reepitelizasyon (100)

Diizeyleri 7 10 4 10 31

Hafif n (%) 0,001
22,6) (323) (12,9 (32,3)  (100)

6
Orta n (%) 0(0) 0 (0) 0() 6(100)
(100)

Reepitelizasyon diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmustir
(p:0,001). (Tablo 4.13) Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 1, Grup 2 ve Grup 4
arasinda anlaml farklilik saptanmamis olup Grup 3 ile diger ti¢ grup arasinda anlamli farklilik
saptanmustir (pr.z: 0,002, pos: 0,011, ps4: 0,011). Orneklerde izlenen en iyi reepitelizasyon

diizeyi olan orta diizeyde epitelizasyon sadece Grup 3’te izlenmistir.
4.4.2. Nekroz Miktar

Tablo 4.14. Alinan 6rneklerde izlenen nekrotik doku diizeyleri (Grup 1: Kontrol, Grup
2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grup
2
0(0)

Grup
3
6 (75)

Grup
4
2 (25)

Grup 1 Toplam P

ORI Hafif  n(%)  0(0) 8 (100)

Doku 6 4 8 18
Orta n(%) 0(0)
Diizeyleri (333) (222) (444) (100) 0,001
Yog o 10014 0@ o
ogun n ;
s ’ (28,6) (100)

Alman oOrneklerde nekroz yogunlugu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur(p:0,001). (Tablo 4.14) Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 1 ile 2,
Grup 1 ile 3, Grup 1 ile 4, Grup 2 ile 3 ve Grup 2 ile 4 arasinda anlamli farklilik saptanmistir
(strastyla p: 0,011, <0,001, <0,001, 0,001, 0,015). Grup 3 ile 4 arasinda istatistiksel olarak
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anlamli bir fark saptanmamastir (p: 0,170). En yogun nekrotik doku miktar1 Grup 1’de izlenmis
olup, bunu Grup 2 takip etmektedir. Grup 3 ve 4’te izlenen nekrotik doku miktar1 ise diger

gruplara gore daha azdir.
4.4.3. Polimorfoniikleer Lokosit Infiltrasyonu

Tablo 4.15. Alinan 6rneklerde izlenen PMNL infiltrasyon diizeyleri (Grup 1: Kontrol,
Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grup Grup Grup
Grup 1 p Toplam

2 3

6 3
PMNL Hafif n(%) 0(0)  0(0) R 9 (100)

4 4 7 15
Diizeyleri Orta n (%) 0(0) 0,001
(26,7) (26,7) (46,7)  (100)

Infiltrasyonu

6
Yogun n (%) 10(62,5) 675) 0(0) 0(0) (100)

Orneklerde yapilan incelemede PMNL infiltarsyonu agisindan gruplar arasinda anlamli
farklilik vardir (p:0,001). (Tablo 4.15)Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 1 ile
3, Grup 1 ile 4, Grup 2 ile 3 ve Grup 2 ile 4 arasinda anlaml farklilik saptanmistir (sirasiyla
p:<0,001, <0,001, <0,001, 0,002). Grup 1 ile 2 ve Grup 3 ile 4 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir (sirastyla p: 0,087, 0,370). PMNL infiltasyonu en yogun Grup
1’de, ardindan Grup 2’de izlenmistir. Grup 3 ve Grup 4’te diger gruplara gore daha hafif PMNL

infiltrasyonu vardir.
4.4.4. Makrofaj Yogunlugu

Anastomoz bolgesindeki makrofaj yogunlugunu degerlendirmek i¢in kolon kesitleri
makrofajlara 6zgii Iba-1 immun belirteci ile boyandi. Deney gruplarina ait temsili mikrograflar

Resim 4.3’de sunuldu.
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Resim 4.3. Iba-1 primer antikoru ile boyanmis preparatlar (a: Kontrol grubu, b:

Sildenafil grubu, c: Kok hiicre grubu, d: Kok hiicre+Sildenafil grubu)

Deney gruplarinda anastomoz bolgesindeki Iba-1 pozitif hiicre sayilar1 ve gruplar arasi

istatistiksel farkliliklar sirastyla Tablo 4.16 ve Tablo 4.17°de sunulmustur.

Tablo 4.16. Makrofaj sayilar1 (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre,
Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Makrofa; | Makrofaj | Makrofaj | Makrofaj

1 416 389 345 416
2 425 399 340 421
3 421 376 335 437
4 427 394 350 433
5 416 392 347 435
6 403 374 342 423
7 407 379 356 412
8 402 384 341 415
9 414 386 336 424
10 418 382 343 434
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Tablo 4.17. Makrofaj sayilarinin degerlendirilmesi (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sildenafil,
Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Makrofaj Grup 1

sayllar: 414,9+8,62 385,5+8,09 343,5+6,35 425+9,19

Makrofaj sayilar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik mevcuttur
(p:0,001). (Tablo 4.17) Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 1 ile 2, Grup 1 ile 3,
Grup 2 ile 4 ve Grup 3 ile 4 arasinda istatistiksel agidan anlamli fark mevcuttur. Grup 1 ile 4 ve

Grup 2 ile 3 arasinda istatistiksel acidan anlamli fark bulunmamustir.
4.4.5. Yara Dudaklar Arasindaki Mesafe

Orneklerde 151k mikroskobu altinda yapilan, anastomozu olusturan iki kolon ucu

arasindaki mesafe 6l¢glim degerleri tabloda verilmistir. (Tablo 4.18)

Tablo 4.18. Yara dudaklari arasindaki mesafe (um) (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sildenafil,
Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4
Mesafe Mesafe Mesafe Mesafe

1 1024 482 160 368
2 1173 380 124 397
3 1043 420 185 382
4 1253 484 89 415
5 1100 465 158 402
6 950 434 164 381
7 1149 420 160 361
8 1024 397 236 375
9 1168 380 179 387
10 1045 468 142 357
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Tablo 4.19. Yara dudaklar1 arasindaki mesafenin degerlendirilmesi (Grup 1: Kontrol,

Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Yara Grup 1

dudaklan
arasinda 1092,9+91,64 433+40,14 159,7+38,65 382,5+18,4

ki mesafe

Anastomoz yapilan iki kolon ucu arasndaki mesafe Ol¢timleri agisindan gruplar arasi
anlaml farklilik saptanmistir (p:0,001). (Tablo 4.19) Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda;
Grup 1 ile 2, Grup 1 ile 3, Grup 1 ile 4, Grup 2 ile 3 ve Grup 3 ile 4 arasinda istatistiksel acidan
anlamli fark mevcuttur. Grup 2 ile 4 arasinda anlamli fark bulunamamaistir. Yapilan 6l¢iimlerde
iki yara dudag1 arasindaki mesafe en ¢ok Grup 1’de izlenmistir. Grup 3’te ise diger gruplara

gore mesafenin daha yakin oldugu izlenmektedir.
4.4.6. Graniilasyon Dokusu Kalinhg:

Orneklerde 151k mikroskobu altinda yapilan, anastomoz hattinda izlenen graniilasyon

dokusu kalinlik 6l¢iim degerleri tabloda verilmistir. (Tablo 4.20)

Tablo 4.20. Graniilasyon dokusu kalinlig1 (um) (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sildenafil,
Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Graniilasyon | Graniilasyon | Graniilasyon | Graniilasyon

dokusu dokusu dokusu dokusu
1 1317 1522 956 1314
2 1672 1688 874 1194
3 1225 1500 870 797
4 1138 1677 883 1109
5 1321 1545 934 1321
6 1247 1621 920 1056
7 1400 1640 875 1015
8 1375 1600 869 1181
9 1514 1626 1020 954
10 1484 1520 857 1045
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Tablo 4.21. Graniilasyon dokusu kalinliklariin degerlendirilmesi (Grup 1: Kontrol,
Grup 2: Sildenafil, Grup 3: Kok hiicre, Grup 4: Kok hiicre+Sildenafil)

Graniilasyon Grup 1
e 1369,3+156,7

kalinhig 5 1593,9+67,93 905,8+51,7 1098,6+161,73

Anastomoz hattinda olusan grantilasyon dokusu kalinliklar1 kiyaslandiginda gruplar
arast anlamli farklilk mevcuttur (p:0,001). (Tablo 4.21) Gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiginda; Grup 1 ile 2 arasinda, Grup 3 ile 4 arasinda anlaml farklilik saptanmamustir.
Grup 1 ile 3, Grup 1 ile 4, Grup 2 ile 3 ve Grup 2 ile 4 arasinda anlamli fark mevcuttur. Grup 3
ve Grup 4’te Ol¢iilen graniilasyon dokusu kalinligi, Grup 1 ve Grup 2’ye gore daha diistiktiir.
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5. TARTISMA

Genel cerrahi ameliyatlarinin 6nemli bir boliimiinii gastrointestinal sistem cerrahileri
olusturmaktadir. Bu ameliyatlarin yine O©nemli bir kisminda anastomoz yapilmasi
gerekmektedir. Anastomoz kagaklar1 ciddi morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadir. (64)
Son yapilan ¢alismalarda anastomoz kagak orani %1-19 olarak bildirilmistir. (4) Bu oram
azaltmak i¢inarastirmalar yapilmakta ve gastrointestinal sistemde yara iyilesme siirecini olumlu
yonde etkileyecek yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismalarin bir boliimiinii kok hiicre
tedavisi olusturmaktadir. (12) Ozellikle adipoz doku kaynakli k&k hiicrelerin kolay elde
edilebilmesi, kolay cogaltilabilmeleri ve bircok dokuya farklilasabilmesi, kok hiicrelerin
viicudun farkli dokularinda yara iyilesmesine sagladigi olumlu katki, gastrointestinal sistem
cerrahilerinde de aragtirmalarin artmasina sebep olmus ve anastomoz iyilesmesine olumlu katki
sagladig1 gosterilmistir. (12) Adipoz doku kaynakli kok hiicreler, kemik iligi kaynakli kok
hiicreler ile kiyaslandiginda mm? basina 100-1000 kat daha fazla pluripotent hiicre igermesi,
elde edilmesinin kolayli§1 ve en az kemik iligi kaynakli kok hiicreler kadar bircok dokuya
farklilagsabilmesi adipoz doku kaynakli kdk hiicrelerin kullanimini yayginlastirmistir. (65-67)
Daha once yapilan c¢aligmalarin degerlendirilmesi neticesinde, bu g¢alismada kemik iligi

kaynakli kok hiicreler yerine adipoz doku kaynakli kok hiicre kullanilmasi tercih edilmistir.

Yara iyilesmesine oksidatif stresi ve enflamasyonu azaltarak katkida bulundugu
gosterilen sildenafil sitratin kolon anastomoz iyilesmesi lizerine etkileri hakkindaki ¢aligmalar
heniiz kisitli sayidadir. Sildenafil sitrat potent ve yiiksek selektif bir PDES inhibitoriidiir.
Vaskiiler yapilarda bulunan diiz kas hiicreleri iizerindeki PDES reseptorleri tizerinden etki
gostererek vazodilatasyonu saglamaktadir. (55) Farkli dokulardaki PDES dagilimi ve aktivitesi
arastirilmis ve en yiiksek deger corpus cavernosum’da, en diisiik deger de corpus
cavernosum’dan %50 az olmak lizere mezenterik arterde bulunmustur. (68) Cesitli calismalarda
sildenafil sitratin farkli dokularda ve kolon anastomozlarinda yara iyilesmesine olumlu katki

sagladig1 gosterilmistir.(55, 69-72)

Calismamizda ratlarda kolon anastomozu {izerine sildenafil sitratin ve kok hiicre
tedavisinin etkileri birlikte ve ayr1 ayr1 olacak sekilde incelendi. Bu inceleme yapilirken karin
ici yapisikliklar, anastomoz patlama basinci, perianastomotik dokuda hidroksiprolin, nitrik
oksit, miyeloperoksidaz, TNF-a, VEGF diizeyleri, histopatolojik olarak da anastomoz

bolgesinde reepitelizasyon, polimorfontikleer 16kosit infiltrasyonu, nekrotik doku yogunlugu,
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makrofaj yogunlugu, graniilasyon dokusu kalinligi ve yara dudaklar1 arasindaki mesafe
incelendi. Deney boyunca hi¢cbir grupta deney hayvanlarindan 6len ve deney dis1 birakilan
olmadi. Deney yapilan tiim ratlarda VEGF diizeyinin 6l¢iim yapilabilecek diizeye ulasmadigi
saptand1 ve Ol¢lim yapilamadi. Bu nedenle VEGF diizeyleri ¢alismaya dahil edilemedi. Grup
1’de 2 adet, Grup 2’de 1 adet anastomoz kagag1 izlenmis olup diger gruplarda anastomoz kagag1
izlenmemistir. Anastomoz kacagi olan ratlarda anastomoz patlama basinct OSlglimii

yapilamamustir.

Anastomoz patlama basinci anastomoz iyilesmesinin ve anastomoz saglamliginin en
onemli parametrelerindendir. Anastomoz hattinin en zayif bolgesinin tespitini saglar. Temel
olarak kollajen yogunlugu ile iligkilidir. Jong Han Yoo ve ark’nin ¢calismasinda iskemik kolon
anastomozunun iyilesmesinde kok hiicrenin etkisi aragtirllmis ve bu aragtirma sonucunda
anastomoz patlama basinci ile kollajen miktarinin dogru orantili arttigi gosterilmistir. (73)
Ayrica Cronin ve ark’nin yaptig1 anastomoz patlama basinci 6l¢iimlerinde post-operatif ticlincii
giinden itibaren patlama basincinin giderek arttigi, 7-10. Giinlerde maksimum diizeye ulastigi,
ayni1 zamanda hidroksiprolin diizeylerinin de ilk ii¢ giinde %40 azaldigi, yaklasik besinci
giinden itibaren normale yaklastigi, 10-14. giinlerde normal degerinin iizerine ¢iktig1
bildirilmistir. (74) Hasanoglu ve ark’nin sildenafil sitratin kolon anastomozu iizerine etkilerini
arastirdig1 calismada sildenafil sitrat verilen grubun anastomoz patlama basinci kontrol grubuna
gore yiiksek Ol¢iilmiistiir. (71) Karakaya ve ark’nin ¢aligmasinda dordiincii glinde sakrifiye
edilen ratlarda kok hiicre verilen grubun anastomoz patlama basinci ortalamasi diger gruplara
gore daha yiiksek bulunmusken, yedinci giinde sakrifiye edilen ratlarda anastomoz patlama
basinci agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmamastir. (75) Bizim ¢alismamizda ratlar
besinci giinde sakrifiye edilmis olup patlama basing¢lar1 karsilagtirildiginda dort grup arasinda
anlamhi farklilhlk saptanmadi. Diger calismalar da gbéz Oniline alindiginda kok hiicre
uygulamasinin, anastomoz patlama basincina, anastomozun ilk giinlerinde daha etkili
olabilecegini, ilerleyen gilinlerde bu farkin azalabilecegini diisiinmekteyiz. Bu nedenle
anastomozun daha erken ve daha ge¢ donemlerinde anastomoz patlama basinci dl¢limlerinin

degerlendirilebilecegi daha fazla caligmaya ihtiyag vardir.

Calismamizda anastomozun en ciddi komplikasyonu olan anastomoz kagagi Grup 1°de
iki, Grup 1°de bir olmak {izere toplam ii¢ (%7,5) ratta goriildii. Tzu-Chi Hsu acil ya da zorunlu,
barsak temizligi saglanamayan hastalarda barsagin gaita ile dolu olmasi nedeniyle yapilan

barsak anastomozlarinin kagak riskinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir. (76) Anastomoz
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kacag riskini arttiran birgok sistemik ve lokal faktdrler mevcut olup bunlar arasinda cerrahin
kontroliinde olan anastomoz hattinin vaskiilaritesi, gerginligi ve uygulanan cerrahi tekniktir.
Calismamizda preoperatif barsak temizligi yapilmamis olup operasyon sirasinda anastomoz
bolgesine yakin distal ve proksimaldeki fekal igerik bosaltilmigti. Operasyon yapilan ratlarda
maksimum standardizasyon saglanmis olup tiim ratlarda kolonun vaskiiler yapisi korunarak, uglar
arasinda gerginlik olugsmayacak sekilde anastomozlar yapilmistir. Anastomoz kacak oran1 agisindan
gruplar aras1 anlamli farklilik saptanmamasina ragmen kok hiicre uygulanan Grup 3 ve Grup 4’te

kagak izlenmemistir.

Karm i¢i yapisikliklar barsak obstriiksiyonlarina, iskemisine ve bunlarin sonucunda
tekrarlayan operasyonlara neden olmaktadir. (77) Calismamizda karmn ici yapisikliklar
degerlendirildiginde deney gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar saptandi (p:0,043) Grup 1°de
izlenen yapisiklik diizeyleri tiim ratlarda ileri diizeydeydi. Grup 2 ile arasinda anlamli fark
izlenmese de Grup 3 ve Grup 4 ile kiyaslandiginda yapisiklik diizeyi anlamli olarak daha
fazlaydi. Grup 1’de izlenen karin ici yapisiklik diizeyinin fazla olmasinda gelisen anastomoz
kagaklarmin da etkisinin oldugunu diisiinmekteyiz. Fakat Grup 1°de hi¢ hafif diizeyli yapigiklik
izlenmemis olmasi anastomoz kagaklari digsinda farkli sebeplerinde bu duruma etkisinin
oldugunu gostermektedir. Pascual ve ark’nin yaptigr ve Jong Han Yoo ve ark’nin yapmis
oldugu caligmalarda kok hiicre uygulamasinin bizim ¢alismamizdaki gibi karin i¢i yapisiklik

olusumunu 6nemli 6l¢iide azalttig1 goriilmiustiir. (73, 78)

Biyokimyasal olarak anastomoz degerlendirilmesinde doku hidroksiprolin diizeyi,
anastomoz bolgesindeki kollajen miktari ile dogru orantili olup, yara iyilegsmesinin en énemli
gostergelerinden biridir. Kolon anastomozu iyilesmesi ile ilgili calismalarda en sik kullanilan
parametrelerdendir. Caligmamizda hidroksiprolin diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli
farklilik saptanmistir (p:0,001).Gruplar aras1 karsilastirmada; Grup 1 ile 2 arasinda ve 3 ile 4
arasinda anlamli fark bulunmamistir. Grup 1 ile Grup 3 arasinda, Grup 1 ile Grup 4 arasinda,
Grup 2 ile Grup 3 arasinda ve Grup 2 ile Grup 4 arasinda anlamli farklilik oldugu ve Grup 3 ile
4’te hidroksiprolin diizeyinin diger gruplardan yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu farklarin temel
olarak kok hiicre tedavisi uygulanmasindan kaynaklandigi, sildenafil sitrat tedavisinin
hidroksiprolin diizeyine anlamli etki gostermedigi goriilmiistiir. Hasanoglu ve ark’nin sildenafil
sitratin kolon anastomozu iizerine etkilerini arastirdig1 ¢calismada da sildenafil sitrat grubu ve
kontrol grubu arasinda hidroksiprolin diizeyi agisindan anlamli fark bulunmamastir. (71) Bu da

bizim sildenafil sitratin anastomoz bolgesindeki kollajen miktarini ve dagilimini etkilemedigi
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diisiincemizi dogrular niteliktedir. Ayrica Caziuc ve ark’nin yapmis oldugu calismada kok
hiicre verilen gruplarda hidroksiprolin diizeyinin diger gruplara gore anlamli sekilde yiiksek

oldugu belirtilmistir. (12)

Enflamasyon fazinin ana molekiillerinden biri nitrik oksittir. NO aktivitesi yara
iyilesmesinin her asamasinda &nemli rol oynamaktadir. (79) Ozellikle dokuda hipoksi
gelistiginde NO miktar1 artarak vazodilatasyonu saglar ve endotele noétrofil adezyonunu
siirlayarak hipoksinin etkilerinden korumay: saglar. (80) Sildenafil sitrat cGMP yikimini
azaltarak NO’nun etksini  giiclendirmektedir. Calismamizda doku NO miktari
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p:0,01). Gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiginda Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 arasinda anlamli farklilik saptanmamis
olup, Sildenafil sitrat ve kok hiicre uygulamasi yapilan Grup 4’te diiger ii¢ gruba gére NO
miktar1 daha yiiksek bulunmustur. Uzun ve ark’nin ratlar tizerinde yapmis oldugu normal kolon
anastomozu ve iskemik kolon anastomozunun NO diizeylerinin karsilastirildig: ¢alismada; NO
diizeyi iskemik kolon anastomozunda, normal kolon anastomozuna gore daha yiiksek

bulunmustur. (81)

Miyeloperoksidaz, PNML’lerde azurofilik graniillerde bulunmaktadir., antibakteriyel
ozelligi vardir ve noétrofil fagolizozomlarinda bu faaliyetten sorumludur. MPO nétrofillerin
infiltrasyon ve aktivasyon parametresidir. Caligmalarda inflamasyon diizeyinin bir gostergesi
olarak  kullanilmaktadir. (82) Calismamizda doku miyleoperoksidaz  diizeyleri
karsilastirildiginda gruplar aras1 anlamli farklilik mevcuttur (p:0,001). Grup 1 ve Grup 3 MPO
diizeyi Grup 2’ye gore daha ytiksek, Grup 4’e gore daha diisiik 6l¢tildii. MPO diizeyi anastomoz
saglamligr ile direkt baglantili olmaktan ¢ok, dokuda gelisen inflamasyon hakkinda bilgi
vermektedir. Mansson ve ark’nin yapmis oldugu calismada MPO diizeyinin anastomoz
saglamligi ile dogru orantili olmadigi, anastomoz bolgesindeki inflamasyon diizeyini
gosterdigini belirtmislerdir. (83) MPO 6l¢iim sonucumuza gore Grup 4’te izlenen inflamasyon

oraninin en yiiksek, Grup 2°de izlenen inflamasyonun en diisiik oldugunu sdyleyebiliriz.

TNF-a, makrofajlar, mast hiicreleri ve T-lenfositlerde bulunurlar ve makrofajlar1 aktive
ederler. Fibroblastlar i¢in mitojeniktir. Anjiyogenezi stimiile eder, diger sitokinleri diizenler.
TNF-o inflamatuar bir marker olup tiim inflamasyon olaylarinda yiikseldigi gibi anastomoz
kagaklarinda da erken uyarici bir markir olarak kabul edilmektedir. Spareeboom ve ark ‘nin

yaptiklar1 bir ¢aligmada erken anastomoz kacaklart icin TNF-a’nin uyarici bir markir oldugu
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bildirilmistir. (84) Bizim ¢aligmamizda doku TNF-a diizeylerine bakildiginda Grup 3’iin diizeyi
kontrol grubundan yiiksek bulunurken, ayni sekilde sildenafil sitrat+kok hiicre verilen Grup
4’lin diizeyi yine kontrol diizeyinden yiiksek bulunmustur. Kok hiicre tedavisi ve sildenafil
sitrat verilmesinin immiin sistemi uyardigini ve TNF-a diizeyini ylikselttigini diisiinmekteyiz.
Buna ek olarak patlsama basinci sonucunda olusan anastomoz kagagi ile inflamatuar bir marker

olan TNF-a’nin tamamen Grup 3 ve 4°te pik yapmas1 bu hipotezimizi desteklemektedir.

Anastomoz bdlgesinin yara iyilesmesini degerlendirmek i¢in ¢aligmamizda birgok
parametreyi degerlendirdik. Yara iyilesmesi i¢in histopatolojik inceleme, nétrofil infiltrasyonu,
nekroz yogunlugu, makrofaj miktari, graniilasyon dokusu kalinlig1, anastomoz yapilan iki kolon
dokusu aras1 mesafe gibi birgok parametre ile kullandik. Waddell ve ark ‘nin inflamatuar barsak
hastalig1 olan fareler lizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, yedi giin kok hiicre verilmesi sonucu
yara iyilesmesini kontrol etmeleri sonucunda eozinofilve monosit seviyelerinin arttigini
saptarken notrofil infiltrasyonu tizerine anlamli farklilhik saptamamislardir. (85) Giirsoy ve
ark’nin yara iyilesmesi iizerine yaptiklar1 ¢alismada ise sildenafil sitratin yaklagik 10 giinliik
stirede graniilasyon dokusunda siddetli artisa neden oldugunu bildirmislerdir. (86) Bizim
calismamiza bakildiginda reepitelizasyon en iyi Grup 3’te bulunmus olup kdk hiicrenin tek
basina anastomoz iyilesme siirecine olumlu katkis1 oldugunu gozlerken ek olarak sildenafil
sitrat verdigimiz Grup 4’te ise reepitelizasyonun iyi olmadigim1 goérmekteyiz. Nekroza
baktigimizda; en fazla nekrozun kontrol grubunda oldugunu goériirken kok hiicre ve kok
hiicre+sildenafil sitrat tedavisi verdigimiz gruplarda nekrozun en az oldugunuz gérmekteyiz.
PMNL infiltrasyonu Grup 3 ve 4’te en az iken Grup 1 ve 2’de en fazla idi. Bunun TNF-a’da
oldugu gibi inflamatuar siirecin kok hiicre ve sildenafil sitrat+ kok hiicre grupsarinda daha fazla
olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Makrofaj yogunlugu Grup2 ve 3’te az bulunurken
Grup 1 ve 4’te daha yogun bulunmustur. C:alismamizda makrofaj yogunlugu anlamsiz
cikmigtir. Bu anlamsizligin ¢alismadaki siireler ya da calisma gruplarindaki sayilardan
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Yara dudaklar1 arasindaki mesafeye baktigimizda ise en
yakin mesafe Grup 3’te bulunurken en uzak mesafe Grup 1’de bulunmustur. Reepitelizasyon
grubundaki gibi en iyi yara iyilesme grubunun izole kok hiicre grubu oldugunu gosteren bir

bulgu oldugunu gérmekteyiz.

Bu c¢alismada kolon anastomozu yapilan durumlarda anastomoz hattina kok hiicre
uygulanmasinin anastomoz iyilesmesine olumlu katki sagladigi ve anastomoz kacak riskini

azalttig1 gorillmistiir.
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Gastrointestinal sistem cerrahilerinde anastomoz yapilmasi gerektiginde kok hiicre
uygulamasinin anastomoz saglamligina katkisi oldugu diisiincesindeyiz. Anastomoz yapilan
durumlarda sildenafil sitrat verilmesinin anastomoz iyilesmesine olumlu veya olumsuz

etkisinin gosterilebilmesi i¢in yeni deneysel ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Genel cerrahi ameliyatlarinin 6nemli bir boliimiinti olusturan kolorektal cerrahide
anastomoz kacaklar1 olduk¢a korkulan bir komplikasyondur. Ciddi morbidite ve mortaliteye
sebep olan anastomoz kagaklarin1 &nlemek igin bircok calisma mevcuttur. Ozellikle adipoz
doku kaynakli kok hiicrelerin kolay elde edilebilmesi, kolay cogaltilabilmeleri ve bir¢ok
dokuya farklilagabilmesi, kok hiicrelerin viicudun farkli dokularinda yara iyilesmesine
sagladig1 olumlu katki, gastrointestinal sistem cerrahilerinde de aragtirmalarin artmasina sebep

olmustur.

Calismamizin sonucunda, anastomoz hattina kok hiicre uygulanmasinin anastomoz
iyilesmesine olumlu katki sagladigin1 ve anastomoz kagak riskini azalttigini, sildenafil sitrat
verilmesinin ise anastomoz iyilesmesine olumlu veya olumsuz etkisinin gosterilebilmesi i¢in

yeni deneysel ¢caligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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OZET

Giris ve Amac: Gastrointestinal sistem cerrahilerde intestinal anastomozlar 6nemli bir
yer tutmaktadir. Sikca karsilasilan komplikasyon olan anastomoz kagaklar1 ciddi mortalite ve
morbiditeye sebep olmaktadir. Anastomoz kacak oranini minimum seviyeye indirmek;
mortalite ve morbidite oranin1 ve bunlarin saglik sistemine getirmis oldugu yiikii azaltacaktir.
Literatiirde bu amagla yapilan, intestinal sistemde yara iyilesmesine katki saglayabilecegi
diisiiniilen cesitli yontemleri arastiran birgok calisma vardir. Ozellikle son yillarda kdk hiicrenin
yara iyilesmesine katkilar1 {izerinde c¢alismalar yogunlasmis olup, kolon anastomozu
tyilesmesine etkisi ile ilgili kisith sayida calisma mevcuttur. Sildenafil sitratin da kolon
anastomozu iyilesmesine etkisi ile ilgili ¢ok az ¢alisma yapilmasinin yaninda kok hiicre ve
sildenafil sitratin birlikte uygulandigi ¢alisma bulunmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda kolon

anastomozu iyilesmesine kok hiicre ve sildenafil sitrat uygulamalarinin etkilerini inceledik.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda Wistar-Albino cinsi 44 adet rat kullanildi. Bu
ratlardan dordii mezenkimal kok hiicre elde edilmesi amaciyla kullanildi. Diger 40 rat
randomize olarak her biri 10’ar rattan olusan 4 esit gruba ayrildi: Grup 1; Kontrol, Grup 2;
Sildenafil Sitrat, Grup 3; Kok Hiicre, Grup 4; Kok Hiicre+Sildenafil Sitrat. Tiim ratlar uygun
kosullar saglanarak planlanan giinde ayni1 cerrah tarafindan opere edildi. Operasyonda tiim ratlarda
inen kolon kesilerek her iki ucu arasinda tek kat anastomoz yapildi. Sildenafil Sitrat uygulamasi
yapilacak gruplara operasyon iki giin dncesinden bes giin sonrasina kadar her giin, giinde bir
defa 10 mg/kg/giin sildenafil sitrat oral yoldan verildi. Kok hiicre uygulanacak gruplarda ise
operasyon esnasinda anastomoz hattinda her iki kolon ucuna esit olacak sekilde subserozal 0,1
ml, toplamda 0,2 ml kok hiicre enjekte edildi. (Her 0,1 m1’de 4x103 kdk hiicre mevcut). Tiim ratlar
post-operatif besinci giinde sakrifiye edilerek ratlarin karin i¢i yapisikliklari, anastomoz patlama
basinglari, anastomoz kagagi durumu, anastomoz bolgesindeki reepitelizaasyon, notrofil 16kosit
infiltrasyonu, nekroz yogunlugu, makrofaj yogunlugu, yara dudaklar1 arasindaki mesafe,
graniilasyon dokusu kalinlig1 histopatolojik olarak, anastomoz yapilan dokudaki hidroksiprolin,
miyeloperoksidaz, nitrik oksit, tiimor nekroz faktor-a, vaskiiler endotelyal biiyiime faktori

miktar1 biyokimyasal olarak degerlendirildi.

Bulgular: Anastomoz patlama basinglar1 agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik
saptanmadi (p:0,52). K6k hiicre uygulanan gruplarda anastomoz kagag1 gozlenmezken diger

gruplarda anastomoz kagaklar1 goriildii. Karmn i¢i yapisiklik acisindan anlamh fark izlendi
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(p:0,043). Kontrol grubunda, kok hiicre uygulamasi yapilan iki gruptan (Grup 3 ve 4) da daha
iler1 diizeyde yapisiklik izlendi. Hidroksiprolin ve TNF-a diizeyleri agisindan gruplar
karsilastirildiginda kok hiicre uygulamasi yapilan iki grupta (Grup 3 ve 4) da diger iki gruptan
(Grup 1 ve 2) daha yiiksek oranda hidroksiprolin ve TNF-a diizeyi saptanmis ve istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p:0,001) Sildenafil sitrat uygulamasinin anlamli bir etkisi
saptanmamustir. Nitrik oksit diizeyi gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmus olup
(p:0,01) hem kok hiicre hem de sildenafil sitrat uygulanan Grup 4’te 6lglilen miktar diger {i¢
gruptaki degerden fazla izlenmistir. VEGF diizeyi hicbir grupta olgiilebilecek diizeyde
saptanmamistir. Miyeloperoksidaz diizeyi gruplar arasinda anlamli farkli bulundu (p:0,001),
Grup 4’te en yiiksek, Grup 2’de en diisiik diizeyde olgiildii. Histopatolojik degerlendirmede
reepitelizasyon en iyi sadece sildenafil sitrat uygulanan Grup 3’te izlendi (p:0,001). Nekroz
miktari, PMNL infiltrasyonu ve graniilasyon dokusu kalinlig1 en diisiik Grup 3 ve Grup 4’te
izlenmistir (her biri i¢in p:0,001). Makrofaj yogunlugu en diisiikk Grup 2 ve Grup 3’te izlendi
(p:0,001). Yara dudaklar1 arasindaki mesafe en az Grup 3’te, en fazla Grup 1’de oSlgiildii
(p:0,001).

Sonu¢: Calisma sonucunda kolon anastomozlarinda mezenkimal kok hiicre
uygulamasinin yara iyilesmesine olumlu katki sagladigini diistinmekteyiz. Sildenafil sitrat
uygulamasinin ise kolon anastomozunda yara iyilesmesine olumlu veya olumsuz etkisinin

aydinlatilabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kok hiicre, Sildenafil sitrat, Kolon anastomozu, Yara iyilesmesi.

60



SUMMARY

Introduction and Purpose: Colon anastomoses play an important role in
gastrointestinal system surgery. Anastomotic leakage, which is a common complication, causes
serious mortality and morbidity. Minimizing the rate of anastomotic leakage will reduce the
mortality and morbidity rate and their burden on the health system. There are many studies in
the literature investigating various methods that may contribute to wound healing in the
intestinal tract. There are many studies about the effects of stem cells to wound healing while
there are only a limited number of studies on the effects of colonic anastomosis. In addition to
the few studies on the effect of sildenafil citrate on colon anastomosis healing, no studies have
been performed in which stem cell and sildenafil citrate are applied together. For this reason,
we investigated the effects of stem cell and sildenafil citrate applications on colon anastomosis

healing.

Materials and Methods: In this study, 44 Wistar-Albino rats were used. Four of these
rats were used to obtain mesenchymal stem cells. The other 40 rats were randomly divided into
4 equal groups, each consisting of 10 rats: Group 1; Control, Group 2; Sildenafil Citrate, Group
3; Stem Cell, Group 4; Stem Cell + Sildenafil Citrate. All rats were operated by the same
surgeon on the scheduled day with appropriate conditions. Descending colon was cut in all rats
and single-layer anastomosis was performed between both ends. Oral sildenafil citrate
treatment was applied once daily to 10 mg/kg/day for two days before the operation and five
days after the operation. In the stem cell groups, 0,1 ml of subserosal and 0,2 ml of total stem
cells were injected during operation. (4x10° stem cells per 0,1 ml). All rats were sacrificed on
postoperative fifth day, intraabdominal adhesions of rats, anastomosis bursting pressures,
anastomosis leakage, reepithelization, neutrophil leukocyte infiltration, necrosis density,
macrophage density, distance between wound lips, granulation tissue thickness,
hydroxyproline, myeloperoxidase, nitric oxide, tumor necrosis factor-o and vascular

endothelial growth factor were evaluated.

Results: There was no significant difference between the groups in terms of
anastomosis burst pressures (p:0,52). Anastomotic leakage was not observed in the stem cell
groups whereas anastomotic leakage was observed in the other groups. Significant difference
was observed in terms of intraabdominal adhesion (p:0,043). In the control group, a better

adhesion was observed in the two groups treated with stem cells (Group 3 and 4). When
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hydroxyproline and TNF-a levels were compared, hydroxyproline and TNF-a levels were
found to be higher in two groups treated with stem cells (Group 3 and 4) than in the other two
groups (Groups 1 and 2) and the difference was statistically significant (p:0,001). There was no
significant effect of sildenafil citrate administration. Nitric oxide levels were found to be
significantly different between the groups (p:0,01). The amount measured in Group 4 treated
with both stem cell and sildenafil citrate was higher than that of the other three groups. VEGF
levels were not studied in any group. Myeloperoxidase levels were significantly different
between the groups (p:0,001), the highest in Group 4 and the lowest in Group 2. The best
reepithelialization was observed in Group 3 (p:0,001). The amount of necrosis, PMNL
infiltration and granulation tissue thickness were lowest in Group 3 and Group 4 (p:0,001 for
each). Macrophage density was lowest in Group 2 and Group 3 (p:0,001). The distance between

the wound ends was minimum in Group 3 and at maximum in Group 1 (p:0,001).

Conclusion: As a result of this study, we think that mesenchymal stem cell application
in colon anastomoses contributes to wound healing positively. Further studies are necessary to
clarify the positive or negative effects of sildenafil citrate administration on wound healing in

colon anastomosis.

Keywords: Stem cell, Sildenafil citrate, Colonic anastomosis, Wound healing.
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