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1.GIRIS

Kolostomi, cocuk ve yetiskinlerde bir¢cok hastaligin tedavisi sirasinda gecici veya
kalic1 olarak kullanilan bir cerrahi yontemdir. Cocuklarda Hirschsprung hastaligi ve anorektal
malformasyon gibi konjenital hastaliklarin tedavisinde ¢ok evreli ameliyatlarin ilk agamasi
olarak, kolorektal ameliyatlar sonrasinda anastomoz kacagini engellemek amaciyla veya
gecikmis kolon perforasyonu gibi durumlarda acil sartlarda kullanilabilmektedir. Cocuklarda
genellikle gecici bir siire icin kullanilan kolostominin distalindeki fonksiyon dis1 kalan
segmentlerde motiliteyi etkileyen yolaklarda herhangi bir degisikligin olup olmadigi
bilinmemektedir.

Karigik sinir aglarindan ve pleksuslardan meydana gelen ve bir¢ok norotransmitterin
etkilesimi sayesinde islev goren enterik sinir sistemi, gastrointestinal sistemin motilitesini,
ekzokrin ve endokrin salgilarini, mikrodolasimi, immiin ve inflamatuar yanmiti kontrol eder.
Enterik sinir sistemi, ekstrinsik ve intrinsik bilesenlerden olusturur(28). Ekstrinsik bileseni;
vagus siniri, pelvik sinirlerle gelen pregangliyonik parasempatik lifler, arterlerle birlikte
ilerleyen postgangliyonik sempatik lifler ve non-adrenerjik non-kolinerjik lifler olusturur.
Intrinsik bilesen ise, myenterik, i¢ ve dis submukozal pleksuslardan olusur(28,39).

Enterik noronlar etkilerini norotransmitter olarak bilinen kimyasallar araciligiyla
gosterir. Asetilkolin ve nitrik oksit, gastrointestinal sistemde etkili oldugu gosterilmis ¢ok
sayida norotransmitterin  varligina ragmen, halen en etkili oldugu diisiiniilen
norotransmitterlerdir. Asetilkolinin, gastrointestinal sistemde kasilmaya neden olan en 6nemli

norotransmitter oldugu daha Once gosterilmistir. Sempatik sinir sistemi, gastrointestinal



sistemde diiz kaslar1 gevsetirken, sfinkterlerin kasilmasina neden olmaktadir. Ayrica non-
adrenerjik non-kolinerjik sistem, gastrointestinal motilite iizerinde hem inhibitor hem de
aktivator rolii oynamaktadir. Nitrik oksit ise, gastrointestinal sistemin gevsemesini saglayan
en 6nemli norotransmitterdir(28,39).

Bu calismada, kolostominin distalinde bir siire islev dis1 kalan barsak segmentindeki
kolinerjik ve nitrerjik sistemler, barsak motilitesini etkileyecek olasi degisiklikleri saptamak

amaciyla, fonksiyonel olarak invitro yontem ile incelendi.



2.GENEL BILGILER

2.1.Kaln barsak

Kalin barsak ileumun son kismindan baslar, aniiste sona erer. Yapisal olarak ince
barsaklardan bazi farkliliklar1 vardir. Bunlar:

1- Lumen cap1 ince barsaklardan daha genistir.

2- Ince barsaga gore daha biiyiik bir boliimii tespit edilmis durumdadir.

3- Kalin barsaklarda longitudinal kas lifleri bir araya toplanarak 6-7 mm genisliginde
tenia coli olarak adlandirilan ii¢ adet uzunlamasina band olusturmuslardir. Tenialardan biri
(tenia libera) serbesttir. Kalin barsagin her parcasinda goriilebilir. Transvers kolonda altta,
cekum, inen kolon, ¢ikan kolon ve sigmoid kolonda onde bulunur. Kalan iki tenia inen ve
cikan kolonda barsagin karin arka duvarina yapisan boliimlerine rastladigr i¢in goriilmezler.
Transvers kolonda bu tenialardan birine mezokolon yapigsmistir. Buna fenia mezokolika denir.
Transvers kolonda arkada, kolonun diger kisimlarinda ise arka i¢ yiizdedir. Ugiincii teniaya da
omentum majus yapistil i¢in tenia omentalis adi verilmistir. Transvers kolonun on-iist
yiizeyinde, diger kisimlarda ise arka-dis yiizde yer alir.

4- Tenialar barsak uzunluguna gore daha kisadir. Bu nedenle kolon biiziilmiis ve
haustra denen kesecikler olusmustur. Barsagin i¢ yiiziinde haustralar birbirilerinden plica
semilunalis denilen mukoza kivrimlarn ile ayrilmistir.

5- Kalin barsagin dis yiiziinde kiigiik, peritonla ortiilii yag dokusu c¢ikintilar1 vardir.
Bunlara appendices epiploica denir. Bu ¢ikintilar ¢cekum, appendiks vermiformis ve rektum

diginda tiim kalin barsagin serbest yliizii izerinde tenialar boyunca dizilmistir(12).



Kalin barsak; cekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon, rektum
ve anal kanal olarak isimlendirilen béliimlere ayrilir.

Cekum, apendiks vermiformis, ¢ikan kolon ve transvers kolonun biiyiik kismu siiperior
mezenterik arter ve dallan tarafindan; transvers kolonun distali, inen kolon, sigmoid kolon ve
rektum ise inferior mezenterik arter tarafindan beslenir. Kolonun venoz kani, siiperior ve
inferior mezenterik venler aracilifiyla portal vene drene olur(26).

Kalin barsagin innervasyonunda, siiperior mezenterik arter dallar tarafindan beslenen
kisim ¢olyak ganglion ve siiperior mezenterik gangliondan sempatik lifler, nervus vagustan da
parasempatik lifleri alir. inferior mezenterik arter dallari tarafindan beslenen kismi ise
sempatik innervasyonunu sempatik trunkusun lumbar kisimindan ve siiperior hipogastrik
pleksustan, parasempatik innervasyonunu da pelvik splaknik sinirler vasitasiyla alir. Her iki
tip sinir lifleri barsaga siiperior ve inferior mezenterik arterlerin dallar1 ¢evresinde pleksuslar
yaparak dagilirlar(12).

Kalin barsaklar, histolojik olarak icten disa dogru sirasiyla mukoza, submukoza,
muskuler tabaka ve serozadan meydana gelirler. Mukoza; epitel, lamina propria ve muskularis
mukozadan olusur. Lamina propria, kan ve lenf damarlarindan zengin gevsek bir bag
dokusudur. Diiz kas hiicreleri, bezler ve lenfoid doku igerir. Muskularis mukoza ise mukozay1
submukozadan ayiran igte ince sirkiiler, dista longitudinal diiz kas hiicrelerinin olusturdugu
tabakalardan ibarettir. Submukoza, ¢ok sayida kan ve lenf damarlar1 ve submukozal bir sinir
ag1 (submukozal pleksus) iceren gevsek bir bag dokusudur. Muskuler tabaka; icte sirkiiler,
dista longitudinal olacak sekilde iki tabakalidir. Bu iki kas tabakasi arasinda bir sinir ag1

(myenterik pleksus-Auerbach pleksusu), kan ve lenf damarlarinin bulundugu bir bag dokusu



bulunur($ekil-1). Seroza ise, ince ve gevsek bir bag dokusundan olusur. Kan ve lenf damarlari
ve yag dokusundan zengindir ve {izeri mezotel denen tek katli yassi epitelle ortiiliidiir(17).
Kalin barsagin motor, salgilama, emilim, depolama ve bosaltim fonksiyonlar1 vardir.
Kalin barsak mukozasi, rektum kismi hari¢ katlantilar icermez, villuslar yoktur. Intestinal
bezler uzundur ve ¢ok sayida goblet ve emici hiicre ve az sayida enteroendokrin hiicre ile
karakterizedir. Emici hiicreler; silindirik, kisa ve diizensiz mikrovilluslara sahiptir. Bu,
organin asil fonksiyonu olan suyun emilmesi ve diski kitlesinin olusumu i¢in gereklidir.
Epitel hiicrelerinin bazal yiiziinden disariya sodyumun aktif transportunu takiben suyun
emilmesi pasiftir. Mukozadan ayrica sulu-jel kivaminda mukus salgilanir. Mukus sadece

intestinal ylizeyi kayganlastirmakla kalmaz, bakterileri ve partikiilli maddelerin {izerini

orter(17).
Longitudinal
kaslar
Myenterik Myenterik
pleksus pleksus
Submukozal Sirkiiler
pleksus kaslar
Submukozal
pleksus
Submukoza
Lamina
Mukoza

Sekil-1: Kalin barsak duvar yapisinin, myenterik ve submukozal pleksusun sematik

gosterimi(28).



Barsak liimeninde kimusun ilerlemesi barsagin peristaltik hareketleri ile saglanir.
Peristaltizmin yonii daima aniise dogrudur. Sindirim kanalinin herhangi bir béliimiiniin barsak
icerigi ile gerilmesi peristaltik refleksi uyarir. Peristaltik hareketi kontrol eden noral refleks
barsagin gerilmesiyle diiz kas tabakalar arasindaki pacemaker hiicrelerinin kendiliginden
depolarize olmalariyla baglar. Elektriksel uyar1 submukozal ve myenterik pleksuslarda yer
alan noronlara iletilir(6). Ekstrinsik sinir lifleri ve submukozal ve myenterik pleksuslarla
birlikte, interstisiyel Cajal hiicrelerinin de barsak duvarindaki diiz kaslarin hareketlerinde
onemli bir rolii vardir(15). Submukozal pleksustan kalkan uyari, myenterik pleksustaki
kolinerjik noronlara ulasir ve asetilkolinin uyarici etkisiyle sirkiiler kaslar bolusun 1-2 cm
yukarisindan kontraksiyon halkasini baslatir. Ayn1 anda, kolinerjik néronlarla sinaps yapan
inhibitér néronlarin etkisiyle de, longitudinal kaslar kasilir, sirkiiler kaslar gevser ve bolusun
distalinde kalan barsak segmentinde dilatasyon meydana gelir. Bir sonraki segmente itilen
kimus, bu sefer bu bolgede distansiyona neden olarak yeni bir peristaltik refleks baglatir.
Peristaltik refleksin olusabilmesi i¢in barsagin motor aktivitesinden sorumlu olan myenterik

pleksusun varlig: sarttir(1).



2.2.Cocuklarda kolostomi yapilmasini gerektirebilen hastaliklar

-Hirschsprung hastaligi

-Anorektal malformasyonlar

-Kolon perforasyonu

-Anorektal yaralanmalar

-Kolon atrezisi

-Midgut ve sigmoid volvulus

-Nekrotizan enterokolit

-Invajinasyon

-Inflamatuar barsak hastalig:

-Pelvik tiimorler

-Mekonyum ileusu-peritoniti

2.3.Kolostomi tipleri

Kolostomi temel olarak ii¢ sekilde yapilabilir:

-U¢ (End) kolostomi: Barsak ikiye ayrildiktan sonra proksimal barsak kolostomi
olarak c¢ikartilirken, distal ucun agz1 kapatilarak karina birakilir.

-Halka (lup) kolostomi: Kolostomi yapilacak barsak ansi karin digina alinip arka
duvar1 (mezenterik tarafi) tam olarak ayrilmadan karin 6n duvarina tespit edilir.

-Cifte namlusu (double-barrel) kolostomi: Kolostomi yapilacak barsak segmenti tam
olarak ayrilarak yan yana karin on duvarma tespit edilir. Ayrica, bu sekilde kolostomi
yapilirken proksimal ve distal uclar birbirilerinden uzakta tespit edilerek diverjan kolostomi

de yapilabilir.



Kolostominin hangi tipte yapilacagina kolostomiyi gerektiren hastaligin 6zelliklerine
gore karar verilir. Lup kolostomi hem daha kolay yapilabilmesi hem de ekstraperitoneal
kapatmaya imkan verdigi i¢in en sik kullanilan tiptir. Ancak, bu tip ostomilerde daha sik
distal ucta olmak iizere prolapsusla karsilagsma olasiligi daha yiiksektir. Lup kolostominin
ikinci olumsuz o6zelligi de proksimal ve distal uglar tek kolostomi torbasi iginde yer
alacaklarindan proksimalden gelen diskimin distal ugtan yoluna devam edebilmesidir.
Kolostomi distaldeki bir sorunu korumak i¢in yapilmissa bu tip bir ostomi tasarimi 6nemli bir
sakincadir. Buna karsi, mezentere dokunulmadigindan kan dolagimi ile ilgili sorunlar
yasanmaz.

Kolostomi, iiriner veya vajinal fistiillii bir anorektal malformasyon i¢in yapilmaktaysa
birinci kosul diverjan olmasidir. Kolostominin diverjan yapilmasi digkinin distale gegisini
engelleyecektir. Anorektal malformasyon ve Hirschsprung hastaligi i¢in diverjan kolostomi
yapilirken distal ucun agzi kapatilip karin bosluguna birakilarak u¢ kolostomi yapilmamalidir.
Bu hastaliklarda distalden c¢ikis olmadigindan kapali distal segment sorun yaratir(5).

2.4.Enterik sinir sistemi

Enterik sinir sistemi, periferik sinir sisteminin en biiyilk ve karisik kismidir. Bu
sistemdeki sinir hiicreleri, barsagin diger sinir hiicreleri ile baglantilar yaparak gastrointestinal
sistem motilitesinden sorumlu olan diiz kas hiicrelerini innerve eder(28). Enterik sinir sistemi,
barsaklar lizerindeki etkilerini ya direkt olarak ya da ndroendokrin hiicreler, interstisiyel Cajal
hiicreleri ve immiin sistem hiicreleri gibi araci hiicreler {izerinden indirekt olarak gosterir(32).

Omurgalilardaki enterik sinir sistemi; ekstrinsik ve intrinsik bilesenlerden olusur.

Ekstrinsik bilesen, parasempatik ve sempatik sistemlerden olusmaktadir. Barsakta motor ve



sekretomotor fonksiyonlar1 kontrol eden parasempatik innervasyon; iist gastrointestinal
sistemde vagus siniri ile distal kolon ve rektumda ise sakral sinirler aracilifiyla olur. Sinirler
aracifiyla gelen pregangliyonik parasempatik lifler barsak duvarindaki ganglionlara girerler.
Prevertebral gangliyonlardan gelen postgangliyonik sempatik adrenerjik lifler; vazoaktif
intestinal polipeptid iceren sekretomotor noronlarda, presinaptik kolinerjik sinir
sonlanmalarinda, submukozal kan damarlarinda ve gastrointestinal sistemin sfinkterlerinde
etkilidirler(11). Postgangliyonik sempatik sinirler, mide ve barsak ceperinde kolinerjik
intrinsik sinir uc¢larindaki op-adrenerjik reseptorleri aktive edip oradan asetilkolin
salgilanmasini inhibe ederek diiz kaslar1 gevsetirler. Ayrica diiz kas hiicrelerinin B,-adrenerjik
reseptorlerini aktive ederek dogrudan gevseme de yaparlar. Kardiya, pilor ve aniis gibi
sfinkter yapilarindaki diiz kaslarin ap-adrenerjik reseptorlerini aktive ederler ve bu yapilarin
kasilmasina neden olurlar(39).

Enterik sinir sisteminin intrinsik kismi, distan ice dogru myenterik pleksus
(Auerbach’s pleksusu), dig submukozal pleksus (Schabadasch’s pleksusu) ve i¢ submukozal
pleksustan (Meissner’s pleksusu) olusur. Myenterik pleksus, distaki longitudinal kas tabakasi
ile icteki sirkiiler kas tabakasi arasinda yer alir. Dis submukozal pleksus sirkiiler tabakaya
komsu olup, i¢ submukozal pleksus ise muskularis mukozaya yakindir(28) (Sekil-2).
Myenterik pleksus, iki kas tabakasinin motor innervasyonundan ve mukozanin sekretomotor
innervasyonundan sorumludur. Submukozal pleksus ise muskularis mukozayi, intestinal

noroendokrin hiicreleri, glandiiler epiteli ve submukozal kan damarlarini innerve eder(28).
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Mukoza

I¢ submukozal pleksus

Di1s submukozal pleksus

Myenterik pleksus
Longitudinal kas tabakas1

Sekil-2: Bir yenidoganin ince barsak kesiti(40x)(28).

Glial hiicreler, enterik sinir sisteminin tamamlayici bir pargasidir. Enterik glial
hiicreler, santral sinir sistemindeki astrositlere benzer ve uzantilari1 ile enterik noronlarin
yiizeylerinin tamamina yakinini kaplar(28).

Embriyonik noral krest, daha sonraki donemlerde santral sinir sistemini olusturacak
olan noral tiipten koken alir. Noral krest hiicreleri, hiicreler arast ve hiicre ile matriks
arasindaki adezyonlarin azalmast sonucu bu dokudan ayrilir. Noral krest hiicreleri
tanimlanmis yollan izleyerek cesitli dokulara hareket ederler ve degisik tip hiicrelere
farklanirlar(31). Melanositler, adrenal medulla, disin dentin tabakasi ve sempatik ve
parasempatik gangliyonlar bu tip hiicrelerin 6rnekleridir(28).

Enterik noéronlar, diizenleyici etkilerini norotransmitter olarak bilinen kimyasallar
araciligiyla gosterirler. Norotransmitterler de etkilerini 6zgiil reseptorlerle etkileserek

gosterirler. Norotransmitterlerin bu 6zgiil reseptorlere baglanmasi hiicre icinde bir dizi
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tepkimeyi baslatir. Enterik sinir sisteminde etkili oldugu diisiiniilen norotransmitterlerin
coklugu sistemin karmasiklig1 hakkinda bize 151k tutmaktadir(28) (Tablo-1).

Asetilkolin, barsak duvarindaki diiz kas hiicrelerinin kasilmasmni saglayan temel
uyaricidir. Intramural kolinerjik aktivitenin artmasiyla kasilmalar artarken, aktivitenin
azalmasiyla kasilmalar azalir. Asetilkolin; diyetten alinan, ndronal geri doniisiimden elde
edilen ve lokal olarak asetil koenzimA’dan {iretilen kolinden, kolinerjik sinirlerde
sentezlenir(28). Noroefektor kavsaklardaki  kolinerjik sinir uglarinda  asetilkolin
saliverilmesini etkileyen bazi presinaptik reseptorlerin bulundugu gosterilmistir. Bunlarin bir
kism1 otoreseptor olarak da adlandirilan muskarinik presinaptik reseptorlerdir. Bunlarin
aktivasyonu sonucu asetilkolin kendi saliverilmesini azaltir. Bu reseptorler pek ¢ok dokuda
M, alt tipine uymakla birlikte, baz1 yerlerde M, veya Mj tipi muskarinik otoreseptorlerde
vardir. Kolinerjik sinir u¢larinda a-adrenerjik (ap-alt tip), dopaminerjik, opioid mii tipi ve
serotoninerjik reseptorlerde bulunur. Bunlarin uygun agonist ilaclarla aktivasyonu asetilkolin
saliverilmesini azaltir. Bu ucglarda norotransmitter saliverilmesini etkileyen baska tiir
reseptorlerde vardir. Saliverilen norotransmittere uyan otoreseptorler disinda kalan, biitiin bu
reseptorlere presinaptik heteroreseptorler adi verilir(39). Bircok norotransmitterin enterik sinir
sistemindeki temel gorevi, bu reseptorler iizerinden, kolinerjik motor néronlarin aktivitesini

diizenlemektir(28).
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. Asetilkolin . Noropeptid Y

. Norepinefrin . Norotensin

. Serotonin . Dinorfin

. ATP . Enkefalinler

. Nitrik oksit . Endorfinler

. Bombesin . Peptid Y

. Kalsitonin geni ile iligkili peptid . Pituiter adenilsiklaz aktive edici peptid
. Kolesistokinin . Somatostatin

. Galanin . Substans P

. Gastrin saliverici peptid . Tirotropin saliverici hormon

. Norokinin A . Vazoaktif intestinal polipeptid
. Noromedin U . Vazoaktif intestinal kontraktor

Tablo-1: Enterik sinir sisteminde etkili olan norotransmitterler(28).

Kolinerjik sinir uglarindan saliverilen asetilkolin, nikotinik ve muskarinik reseptorler
tizerinden etki eder. Nikotinik reseptorler bir katyon kanalinin intrinsik bir bolimiinii teskil
ederler veya bagka bir deyisle bu kanala dogrudan kenetlenmislerdir. Nikotinik reseptorlerin
asetilkolin veya diger nikotinik reseptor agonistleri tarafindan aktive edilmesi kanalin kisa bir
siire i¢in acilmasina neden olur; bu sirada kanalin konduktansi1 gorece fazla artar. Nikotinik
reseptorlerin kenetlendigi katyon kanali tipi esas olarak Na™u ve daha az derecede Ca™" ve
K" u gegiren kanallardir. Bu kanallarin agilmasi hiicreleri depolarize eder; ganglion ve iskelet
kas1 hiicrelerinde EPS (eksitator postsinaptik potansiyel) olusturur; bu potansiyel ¢izgili kasin
noromuskuler kavsaginda son plak potansiyeli olarak adlandirilir. Muskarinik reseptorler ise
iligkili olduklari transmembranal sinyal transdiikleme sistemleri ile etki gosterirler. Bu

sistemler Tablo-2’de 6zet olarak gosterilmistir(39).
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Arac1 G | Efektor Hiicresel
Reseptor | proteini | makromolekiil temel etki
T PRI, —— — z
M, Ggi1 Fosfoinozitidaz(PIP,nin hidrolizi sonucu IP; ve DAG Eksitasyon
olusumu)
M, G Adenil siklaz inhibisyonu(cAMP olusumunu azaltir) Inhibisyon’
Ice yonelik dogrultucu K*kanalinin aktivasyonu Inhibisyon
Voltaja-bagimli Ca™ kanal inhibisyonu Inhibisyon
T p I CE——. T . . :
M; Gy11 Fosfoinozitidaz(PIP,nin hidrolizi sonucu IP; ve DAG Eksitasyon
olusumu)
Gy Ky tipi K kanalinin kapanmasi Eksitasyon
M, G Adenil siklaz inhibisyonu(cAMP olusumunu azaltir) Inhibisyon’
Voltaja-bagimli Ca™ kanali inhibisyonu Inhibisyon

Tablo-2: Muskarinik reseptor alt tiplerinin iliskili olduklar1 transmembranal sinyal
transditkleme mekanizmalari. 1.Pertussis toksinine duyarli ve duyarsiz izoformlar1 vardir, 2.Diiz

kaslarda eksitasyon olusur(39).

Nitrik  oksit (NO), gastrointestinal sistem diiz kaslarm gevseten temel
norotransmitterdir(28). NO, nitrik oksit sentaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla
L-argininden sentezlenir. NO hiicrede sitoplazmik guanilat siklaza baglanarak 5" siklik
guanozin monofosfat (¢cGMP) iiretimini arttirarak diiz kas1 gevsetir(34). Infantil hipertrofik
pilor stenozu, Hirschsprung hastalifi ve internal anal sfinkter akalazyasi olan hastalardan
alian dokularda nitrerjik innervasyonda defekt olmasi, bu hastaliklarin patofizyolojisinde NO
saliverilmesindeki bozuklugun rolii olabilecegini diisiindiirmektedir(28). Beyinde ve periferik
sinir sisteminde nitrik oksit sentaz (NOS) nikotin adenin diniikleotid fosfat diaforaz
(NADPH-d) ile birlikte bulunur. Scherer-Singleer ve ark.(33) tarafindan beyin dokusunda
histokimyasal boyama ile NADPH-d’in gosterilmesi noronal NOS’un tanimlanmasina
yardime1 olmustur. Gabella (14), gastrointestinal sistemin ganglion hiicrelerinin NADPH-d ile

boyandigini ilk olarak 1967’ de tanimlamistir.
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NO organizmada, nitrik oksit sentaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla
L-arginin’in L-sitriiline doniisiimii sirasinda agiga c¢ikmaktadir. NOS’1n degisik tiplerinin
varlig1 ortaya konmustur; yapisal NOS’1in (cNOS), endotelde bulunan eNOS (NOS-3) ve
noronlarda bulunan nNOS (NOS-1) tipleri ayird edilmistir. Indiiklenen NOS (iNOS)(NOS-2)
cesitli uyarilarla birgok hiicrede ortaya cikabilmektedir. NOS enziminin aktivitesi icin
tetrahidrobiyopterin(BH,4), flavin adenin diniikleotid(FAD), flavin mononiikleotid(FMN),
nikotin adenin diniikleotid fosfat(NADPH), kalmodiilin ve hem gibi baz1 kofaktorler
gereklidir. Yapisal NOS’1in NO sentezleyebilmesi i¢in hiicre i¢i serbest kalsiyum artigi en
kritik noktay1 olusturmaktadir. Noronal NOS aktivitesi ise Ca™ /kalmodulin ve NADPH’a
baglidir. Ancak iNOS aktivitesi i¢in kalsiyum artisina gereksinim yoktur(43).

Sinir depolarizasyonu sirasinda voltaja bagimli Ca™ kanallarinin agilmasi veya
reseptorle kenetli katyon kanallarinin reseptOriin agonisti olan maddeler tarafindan agilmasi
sonucu néronlara Ca*™" girisinin artmasi, Ca™a duyarl yapisal bir enzim olan nNOS’1 aktive
eder ve NO sentezini arttirir. NO, klasik noromedyatorlerden farkli olarak noronlarda
vezikiiller i¢cinde depo edilmez, iiretilen NO hemen noron digina saliverilir ve lipofilik olmasi
nedeniyle saliverildigi hiicrenin ¢evresinde gorece genis bir alana yayilir; hiicre ve sinir
uclarinin icine kolaylikla sokulur. Hedef hiicrelerde soluble guanilat siklaz/cGMP sistemini
aktive ederek etki olusturur. Hiicre icinde sentezi artan cGMP, etkisini genellikle aktive ettigi
protein kinaz G(PKG) aracilifiyla yapmaktadir(18).

Enterik sinir sistemindeki motor noéronlar; longitudinal kaslari, sirkiiler kaslar ve
muskularis mukozay1r innerve eder. Bu kasici1 ve gevsetici sinir liflerinden saliverilen

norotransmitterler araciligiyla kaslar gevser veya kasilir. Kasict motor noronlarda iletim
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cogunlukla muskarinik kolinerjik ve tasikinerjik (substans P, norokinin A) etki ile olusur.
Inhibitér motor néronlarda nitrik oksit, vazoaktif intestinal polipeptid ve ATP nérotransmitter
olarak kullanilir. Ayrica, pituiter adenilat siklaz aktive edici peptid, GABA, noropeptid Y ve
karbon monoksitte inhibitér motor noronlarda gosterilmistir. Inhibitér motor noronlarin
aktivitesi devamlidir ve aktif ilerleyici kasilma dalgalar sirasinda azalir(28).

2.5. Kolonda elektriksel alan uyaris1 (EAU)

Izole diiz kas preparatlarinda elektriksel alan uyarisina bagli cevaplarin farmakolojik
olarak analiz edilmesi, otonomik innervasyonu aydinlatmak i¢in Onemli bir yontemdir.
Elektriksel alan uyarisi ile sinir liflerinde hiicre igine Na* girisi sonucu depolarizyon olusur.
Depolarizasyon sonucu voltaj bagimli Ca™ kanallarindan hiicre igine Ca™ girer. Akson
uclarindan néromedyatorler, Ca™" ile tetiklenen parsiyel ekzositoz ile saliverilir. Tetikleme;
bir dizi 6zgiil proteinlerin, kinazlarla fosforilasyonu sonucu, kaskad seklinde etkilesmesine
yol acar. Bu kaskad birbiri ardindan dort olayr meydana getirir. Yanasma, hazirlama, Ca™
baglanmas1 ve fiizyon ve porus olusumu. Birinci olay sirasinda vezikiiller sinir ucu
membraninin i¢ yiiziine yanasarak tutunurlar. Bir yanda vezikiil membraninda bulunan
sinaptobrevin ve rab3a molekiilleri, 6te yanda sitoplazma membraninda bulunan sintaksinler
ve SNAP-25 molekiilleri yanasmada rol oynarlar, bu olayda vezikiill membraninda
sinaptotagminler diizenleyici gorevi yapar. Daha sonraki basamaklarda sitoplazmik proteinler
olan NSF (N-etilmaleimide duyarli faktér) adli bir ATPaz ve SNAP’lar (soluble NSF
attachment proteins) ile diger bazi proteinler rol oynar. Ardindan, Ca™un sinaptotagmin,
CAPS vb. gibi kalsiyum reseptor proteinleri ile baglanmas1 gerceklesir ve sonugta

sinaptofizinler, birbirine yapismig vezikiil ve sitoplazma membraninin delinmesine (fiizyon ve
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porus olusmasi) yol acar. Gegici olarak olusan porustan, vezikiil icindeki ndéromedyator
molekiiller hizla sinaps araligina atilirlar, sonra porus kapanir ve bosalmis vezikiiller tekrar
dolmak {iizere sitoplazmaya donerler. Kolinerjik, adrenerjik ve diger tiim sinir uglarindan
noromedyatorlerin  saliverilmesinin  molekiiler mekanizmast aynidir. Sinaptik araliga
saliverilen norotransmitterlerin  kiimiilatif etkisi postsinaptik ucta yanit olarak ortaya

cikmaktadir(39)(Sekil-3).

Presinaptik Postsinaptik hiicre

hiicre

Norotransmitter
iceren sinaptik
vezikiiller

Presinaptik
membran

Voltaj bagiml
Ca"" kanallar1

Postsinaptik
membran

Sekil-3: Sinir ucundan sinaptik araliga nérotransmitter saliverilmesi(16).
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Elektriksel alan uyaris1 (EAU)’na kolonun verdigi yanitlar degisik protokollerle
yapilan ¢alismalarda tanimlanmistir. Kolon EAU’na hem gevseme hem de kasilma yanitlari
verebilmektedir. Gevseme yanitlarinin biiyiik bir kisminin NO’e bagli oldugu, EAU’na baglh
gevseme yanitlarinin N-Nitro-L-Arginin Metil Ester hidroklorid (L-NAME) ile biiyiik oranda
azalmasi ile gosterilmistir(8,24,40). Bu gevseme yanitlarinda adenozin trifosfat (ATP)’1n da
rol oynadigim gosteren calismalar vardir(40). Kasilma yanitlarindan, daha fazla kolinerjik
olmak tizere peptiderjik sistemin de etkili oldugu gosterilmistir(8,23,28,37).

Cellek ve ark.(8) insan kolonunda yaptiklar1 calismada EAU’na bagl olarak ti¢ farklh
yanit elde etmisler ve bu yamitlar asagidaki gibi tanimlamislardir:

1-Monofazik yanitlar: Saf kolinerjik kasilma yaniti. Dokularda baskin olarak bu yanit
elde edilmistir (Elde edilen yanitlarin %56.8+7.5). Nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii olan
L-NAME bu yanitlar1 artirmis (Sekil 4-A).

2-Bifazik yanitlar: Nitrerjik gevseme yanit1 ve bunu takiben kolinerjik kasilma yanit1.
EAU yanitlarmin %15.3£3.8’inde goriilmiis. Ayrica L-NAME kolinerjik sisteme bagl
kasilma yanitlarini artirmig (Sekil 4-B).

3-Trifazik yamitlar: Sirasiyla kolinerjik kasilma yaniti, nitrerjik gevseme yaniti ve
peptiderjik kasilma yamiti. EAU yanitlarinin %27.945.7’inde goriilmiis. L-NAME, bu yanitin

her iki kasilma fazini da artirmus (Sekil 4-C).
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Sekil-4: Insan izole kolon sirkiiler diiz kasina ait EAU ile olusan (A)monofazik, (B)bifazik,
(O)trifazik yanitlar(8).
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3.GEREC VE YONTEM:

Bu calisma Gazi Universitesi Laboratuar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi’nde Eyliil/2006-Ocak/2007 tarihleri arasinda yapildi. Farmakolojik
deneyler, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali’nda
gerceklestirildi. Calismanin etik kurul onay1r Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’ndan alindi (Etik Kurul No: G.U.ET-06.003).

3.1.Hayvanlar ve gruplar

Bu calismada agirliklart 2000-2500 gr arasinda degisen 24 adet erkek Yeni-Zelenda
Albino tavsan kullanildi. Hayvanlar iki gruba ayrildi:

Grup 1 (Kontrol grubu): Sigmoid kolon segmentlerindeki nitrerjik ve kolinerjik
sistemlerin etkinliginin arastirildig1 grup (n=8).

Grup 2 (Opere grup): Kolostomi yapilmasini takiben iki ay sonra kolostominin
distalindeki barsak segmentinde kolinerjik ve nitrerjik sistemde olusan olas1 degisikliklerin
arastirilldig grup (n=12).

Opere gruptaki tavsanlara, iki aylikken genel anestezi altinda steril sartlarda sigmoid
kolostomi yapildi ve distal u¢ Hartmann posu seklinde karina birakildi. Kolostomi acilan
onalti1 hayvandan dort tanesi, iki aylik bekleme siiresi icinde nedeni bilinmeyen bir sekilde
kaybedildi ve kalan oniki hayvan bu siirenin ardindan deneylerde kullanild. iki aylik bekleme
siiresinin ardindan kolostomi yapilmis olan tavsanlar, barsak segmentleri invitro deneylerde
kullanilmak {tizere cikarildiktan sonra, sakrifiye edildiler. Kontrol grubunda ise 4 aylik

hayvanlar kullanild1.
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Hayvanlar sabit oda sicakligi ve nem ortaminda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
standart laboratuar sartlarinda kafeslerde beslendi. Hayvanlara yapilan tiim cerrahi islemler
genel anestezi altinda ve steril sartlarda uygulandi. Genel anestezi uygulamasi amaciyla 45
mg.kg'1 ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ve 5 mg.kg'1 ksilazin hidrokloriir
(Alfazyne %2, Ege Vet, Tiirkiye) intramuskiiler olarak uygulandi.

3.2.0perasyon

Grup 2 (Opere grup)’deki kolostomi yapilan hayvanlar, bir gece 6nce ag¢ birakilarak,
ertesi giin genel anestezi altinda ve uygun steril sartlarda ameliyat edildi. Operasyonda orta
hat kesi ile laparatomi yapildi. Inen kolon, rektumdan yaklasik 15.cm’den ikiye ayrilarak
distal barsagin ucu 5/0 ipek dikislerle tek kat kontinii olarak kapatilip karina birakildi.
Proksimal kolon segmenti ise orta hattin 3 cm lateralinden ve sol taraftan yapilan 1 cm’lik
ikinci bir kesiden u¢ kolostomi olarak digar1 alinarak 5/0 polyglactic acid (Vycril) dikislerle
aralikli olarak karin 6n duvarina dikildi. Ardindan kolostomi matiire edildi. Orta hat insizyon

karin i¢ine serum fizyolojik verilmesinin ardindan kapatildi (Sekil-5).

Sekil-5: iki ayhik bekleme siiresinden
sonra orta hattin  solundaki ug

kolostomi goriilmekte
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Sekil-6: Kolostominin distalinde kalan ve deneylerde kullanilan kolon segmenti.

3.3.Sigmoid kolon dokusunun hazirlanmasi

Tavsanlar yiiksek doz tiyopental (30mg/kg, i.v.) ile sakrifiye edildikten sonra karin
orta hattan acilarak sigmoid kolon ¢ikarildi (Sekil-6). Disar1 alinan dokular 37 °C’ye 1sitilmis
%5 CO3z, %95 O, karisimu ile havalandirilan Krebs-Henseleit soliisyonu bulunan petrilerde
sirkiiler olarak kesilerek hazirlandilar. Her hayvandan 8 adet sirkiiler kas preparati hazirlandi.
Dokular organ askis1 yardimiyla Krebs-Henseleit soliisyonu igeren 15 ml’lik organ banyosuna
bir ucu organ askisina, bir ucu izometrik kasilmalart kayit etmek icin “force displacement”
transdiisera bagli olacak sekilde yerlestirildiler (Sekil-7). Deneysel islemler 6ncesinde tiim
dokularin 1 gr’lik 6ngerilimde dengelenmesi icin en az 60 dakika siire ile beklendi ve 15 dakikalik
araliklarla dokular taze Krebs-Henseleit soliisyonu ile yikandi. Bir ¢ift platin elektrod araciligi ile

olusturulan EAU ile izometrik kasilmalar ortaya ¢ikartildi. Degisken uyarim frekanslari (0.5, 1, 2,
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4, 8, 16 ve 32 Hz) ile 10 saniye siiren impulslar dakikada bir kez uygulandi. 50 V’luk 0.8 msn
siireli her bir stimulus, stimiilatér (STPT 03, May Research Stimulator; COMMAT Iletisim Ltd,
Ankara, Tiirkiye) yardimi ile sirkiiler sigmoid kolon preparatlarina iletildi. Elektrik alan
uyarilarinin olusturdugu cevaplar, izometrik “force displacement” transdiiserlere (FDT 10-A, May
IOBS 99, COMMAT fletisim Ltd, Ankara, Tiirkiye) bagli, verileri analiz edebilme kapasitesine
sahip bir yazilim kullanan (BSL PROv 3.6.7, BIOPAC Systems Inc, Santa Barbara, CA, ABD),
dort kanalli transdiiser veri toplama sistemli ¢evrimici bir bilgisayar (MP35, BIOPAC Systems

Inc, Santa Barbara, CA, ABD) araciligiyla kaydedildi (Sekil-7).

Sekil-7: Farmakolojik deneylerin yapildig: tavsan izole kolon sirkiiler kas preparatlarinin asili

oldugu dort kanalli organ banyosu (kiiciik resim), EAU olusturmakta kullanilan stimiilatorler ve
izometrik “force displacement” transdiiserlere bagli, verileri analiz edebilme kapasitesine sahip bir

yazilim kullanan, veri toplama sistemli ¢evrimigi bilgisayar sistemi(MP35).
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3.4.Deney protokolu

3.4.1.Kolostominin dokunun agirhig: ve diiz kas fonksiyonlari iizerine olan etkisi

3.4.1.1. Doku agirhg

Esit boyutlarda hazirlanan tiim sirkiiler sigmoid kolon preparatlari, deneylerden sonra
kurutularak kuru agirliklan hassas terazi ile tartildi.

3.4.1.2.Ekzojen KCl ile olusan kasilma yanitlari

Tiim deneylerin basinda 40 mM KCI uygulanarak kasilma yanitlart alindi. Dokularin
kasilma yanitlari, dokularin kuru agirliklar baz alinarak degerlendirildi.

3.4.1.3.Ekzojen papaverin ile olusan gevseme yanitlari

Dokulara, 40 mM KCI ile kasilmasinin ardindan direkt diiz kas gevseticisi olan
papaverin 10*M uygulanarak, gevseme yanitlari alindi.

3.4.2.Kolostominin EAU yamtlar1 iizerine olan etkisinin arastirilmasi

3.4.2.1.EAU’na bagh norojenik yanitlarin tammlanmasi

Dengelenme periyodunun ardindan yapilan ©on deneylerde EAU i¢in uygun
parametreler belirlendi. Dokulara degisik voltajlar alinda EAU yapilarak kasilma cevaplar
elde edildi. Uygun parametreler 50 V, 0.8 ms. olarak belirlendi ve 60 saniyede bir 10 sn. siire
ile uygulandi. EAU yanitlar1 alindiktan sonra ortama farkli dokularda farkli antagonistler
(atropin, muskarinik reseptor antagonisti—lO'6 M; L-NAME, nitrik oksit sentaz inhibitori-
3x10™ M; MEN 10376, norokinin reseptor antagonisti—lO"8 M) uygulanarak EAU ile olusan

kasilma ve gevseme yanitlar1 tanimlanda.
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Deneylerin baslangic asamasinda ayri seri deneylerde Na® kanal blokorii olan
tetrodotoxin (TTX, 3x10°)’in EAU ile elde edilen norojenik kasilma yanitlar1 izerine olan
etkisine bakildu.

3.4.2.2.Kolostominin EAU yanitlari iizerine etkisi

Elektriksel alan uyarilarina baglamadan 30 dk. 6nce izole organ banyolarina sempatik
sistemin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in sempatik ganglion blokeri olan guanetidin (10° M)
ve prostoglandinlerin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in prostoglandin sentez inhibitorii olan
indometazin (10° M) eklendi. Takiben EAU ile 2 dk. ara ile degisken uyarim frekanslar
(0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 Hz) kullanilarak kasilma yanitlar1 alindi. Frekans(Hz)-yanit egrisi alindi.
Opere gruptan alinan frekans-yanit egrileri, kontrol grubundan alinan frekans-yanit egrileri ile
karsilastirildi.

3.4.3.Kolostominin kolinerjik sistem iizerine etkisinin arastirilmasi

3.4.3.1.EAU ile olusan Kkolinerjik-peptiderjik agirhkh yamtlar iizerine
kolostominin etkisi

Elektriksel alan uyarilarina baglamadan 30 dk. once izole organ banyolarina sempatik
sistemin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in sempatik ganglion blokeri olan guanetidin (10° M),
prostoglandinlerin etkilerini ortadan kaldirmak icin prostoglandin sentez inhibitorii olan
indometazin (10 M) ve nitrerjik sistemin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in de NOS inhibitorii
olan L-NAME (10™* M) eklendi. Takiben, her iki gruptan da EAU ile 2 dk ara ile degisken
uyarim frekanslart (0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 Hz) kullanilarak kolinerjik-peptiderjik agirlikli
kasilma yanitlart elde edildi. Dokularin EAU’na bagli kasilma yanitlari, dokularin kuru

agirliklar ile orantilanarak degerlendirildi.
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3.4.3.2.EAU’na bagh norojenik kasilmalar iizerinde atropinin etkisi

Elektriksel alan uyarilarina baglamadan 30 dk. dnce izole organ banyolarina sempatik
sistemin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in sempatik ganglion blokeri olan guanetidin (10° M)
ve prostoglandinlerin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in prostoglandin sentez inhibitorii olan
indometazin (10° M) eklendi. Takiben EAU ile 2 dk ara ile degisken uyarim frekanslari
0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 Hz) kullanilarak kasilma yanitlar1 alindi. Frekans(Hz)-yanit egrisi
alindiktan sonra ortama muskarinik reseptor antagonisti olan atropin (10 M) eklendi. Antagonist
uygulanmasindan 30 dk. sonra Frekans(Hz)-yanit egrisi tekrar alindi. Dokularin EAU’na bagl

kasilma yanitlari, dokularin kuru agirliklar ile orantilanarak degerlendirildi.

3.4.3.3.Ekzojen karbakol ile olusan kasilma yanitlari

Muskarinik reseptor agonisti olan karbakoliin ekzojen olarak uygulanmasi, izole kolon
diiz kaslarinda kasilma yamtlarina neden olmaktadir. Bu ¢alismada karbakol 10® -107
arasindaki molar konsantrasyonlarda kullanilarak kasilma yanitlar1 alindi. Dokularin kasilma

yanitlari, dokularin kuru agirliklar ile orantilanarak degerlendirildi.
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3.4.4. Kolostominin nitrerjik sistem iizerine etKisinin arastirilmasi

3.4.41.EAU ile olusan nitrerjik-peptiderjik agirhkhh yamtlar iizerine
kolostominin etkisi

Elektriksel alan uyarilarina baglamadan 30 dk. once izole organ banyolarina sempatik
sistemin etkilerini ortadan kaldirmak icin sempatik ganglion blokeri olan guanetidin (10° M),
prostoglandinlerin etkilerini ortadan kaldirmak icin prostoglandin sentez inhibitorii olan
indometazin (10° M) ve kolinerjik sistemin etkisini ortadan kaldirmak icin de muskarinik
reseptor antagonisti olan atropin (10 M) eklendi. Takiben, her iki gruptan da EAU ile 2 dk ara
ile degisken uyarim frekanslar1 (0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 Hz) kullanmilarak nitrerjik-peptiderjik
agirlikli kasilma yanitlar elde edildi. Dokularin EAU’na bagh kasilma yanitlari, dokularin kuru

agirliklarn ile orantilanarak degerlendirildi.

3.4.4.2.EAU’na bagh norojenik kasilmalar iizerinde L-NAME’in etkisi

Elektriksel alan uyarilarina baglamadan 30 dk. once izole organ banyolarina sempatik
sistemin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in sempatik ganglion blokeri olan guanetidin (10° M)
ve prostoglandinlerin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in prostoglandin sentez inhibitorii olan
indometazin (10° M) eklendi. Takiben EAU ile 2 dk ara ile degisken uyarim frekanslari
0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 Hz) kullamilarak kasilma yanitlar1 alindi. Frekans-yanit egrisi alindiktan
sonra ortama nitrik oksit sentaz inhibitérii olan L-NAME (10’4 M) eklendi. Inhibitér madde
uygulanmasindan 30 dk. sonra Frekans-yanmit egrisi tekrar alindi. Dokularin EAU’na baglh

kasilma yanitlart dokularin kuru agirliklar ile orantilanarak degerlendirildi.
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3.4.4.3.Ekzojen Sodyum nitroprussiat (SNP), L-arginin ve sildenafil ile olusan
gevseme yanitlari

Dokulardan, 40 mM KCl ile kasilmasinin ardindan, NO dondérii olan SNP (10’6, 10'5,
10'4, 10° M), NO Prekiirsorii olan L-Arginin (104, 3x10’3, 102 M) ve fosfodiesteraz inhibitorii
olan sildenafil (10®, 107, 10°® M) kullamlarak gevseme yanitlar1 alindi. Deneylerin sonunda
papaverin (10* M) uygulanarak maksimal gevseme yamitlari alindi. SNP, L-Arginin ve
sildenafil aracili gevseme yanitlari, papaverin gevseme yanitlarina orantilanarak ifade edildi.

Bu deney protokolii ile dokularin NO’e verdigi yanitlar degerlendirildi.

3.4.5.Kolostominin kolinerjik ve nitrerjik sistem disindaki sistemlere olan
etkisinin arastirilmasi

Elektriksel alan uyarilarina baglamadan 30 dk. dnce izole organ banyolarina sempatik
sistemin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in sempatik ganglion blokeri olan guanetidin (10° M),
prostoglandinlerin etkilerini ortadan kaldirmak icin prostoglandin sentez inhibitorii olan
indometazin (10 M), nitrerjik sistemin etkilerini ortadan kaldirmak icin NOS inhibitérii olan
L-NAME (10* M) ve kolinerjik sistemin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in de muskarinik reseptor
antagonisti olan atropin (10°® M) eklendi. Takiben, her iki gruptan da EAU ile 2 dk ara ile
degisken uyarim frekanslar1 (0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 Hz) kullanilarak peptiderjik sistem agirlikli
kasilma yamitlar1 elde edildi. Dokularin EAU’na bagli kasilma yanitlari, dokularin kuru

agirliklar ile orantilanarak degerlendirildi.
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3.5.Deneylerde kullanilan besleyici soliisyon ve ilaclar

Banyo soliisyonu olarak kullanilan Krebs-Henseleit ¢ozeltisi, 118 mM NaCl; 4.7 mM
KCI ; 25 mM NaHCOs;; 0.9 mM NaH,PO,-2H,0; 1.26 mM CaCl,-2H,0; 0.54 mM MgCl-
6H,0; 11 mM Glukoz monohidrat kullanilarak hazirlandi.

40 mM KCr'liikk Krebs-Henseleit c¢ozeltisi, 82.7 mM NaCl; 40 mM KCI; 25 mM
NaHCOs3; 0.9 mM NaH,PO4-2H,0; 1.26 mM CaCl,-2H,0; 0.54 mM MgCIl-6H,0; 11 mM
Glukoz monohidrat kullanilarak hazirlandu.

Atropin siilfat, N-Nitro-L-Arginin Metil Ester hidroklorid(L-NAME), Indometazin,
Tetrodotoxin(TTX), Karbakol klorid, Guanetidin siilfat, Sodyum nitroprussiat(SNP),
Sildenafil sitrat, L-arginin, papaverin Sigma Chemical Co. (St.Louis MO, ABD)’dan
alinmigtir. Indometazin ve papaverin hari¢ kullamlan maddelerin stok ¢ozeltileri distile suda
coziilerek hazirlandi. Stok ¢ozeltilerden dilisyonlar giinliik olarak distile su ile hazirlandi.
Indometazin ve papaverin, dimetilsiilfoksit (DMSO)’da ¢6ziildii. DMSO’nun deney sonugclar

tizerine etkisi olmadig1 saptandi.

3.6.Bulgularin sunulusu ve istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizi “SPSS for Windows 13.0” programi ile bilgisayar
ortaminda yapildi. Deneysel sonuclar, ortalama deger * standart hata ile ifade edildi. Kontrol
ve kolostomi gruplan arasindaki farkliliklarin test edilmesi amaci ile Mann Whitney-U testi

kullanildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1. Kolostominin dokunun agirhg: ve diiz kas fonksiyonlar1 iizerine olan etkisi

4.1.1.Kolostominin doku agirhgi iizerine olan etkisi

Esit boyutlarda hazirlanan sirkiiler sigmoid kolon preparatlarinin agirligi opere grupta
kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir(p<0,05). Kontrol grubunda ortalama doku
agirlign 0.058+0.004 gr.(hayvan sayisi=8, doku say1s1=32) saptanirken, opere grupta ortalama
doku agirligi 0.038+0.003 gr.(hayvan sayisi=12, doku sayisi=48) olarak saptand1. Iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0,05).

4.1.2.Kolostominin 40 mM KCl ile olusan kasilma yamtlar1 iizerine olan etkisi

40 mM KCl ile olusan kasilma yanitlar1 doku agirligina orantilanilarak, doku grami
basina diisen kasilma miktari(g) hesaplandi. 40 mM KCI ile olusan kasilma yanitlarinda
kontrol grubu (hayvan sayisi=8, doku sayisi=32) ile opere grup (hayvan sayisi=12, doku

say1s1=48) arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Sekil-8).

Ekzojen KCI (40mM) ile olusan kasiima yanitlan
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yanitlar (gr)

Doku grami basina kasiima

Sekil-8: Kontrol ve opere grupta Ekzojen 40mM KClI ile olusan kasilma yanitlari. Kasilma

yanitlart doku agirligina orantilanilarak ifade edilmistir.
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4.1.3.Kolostominin papaverin ile olusan gevseme yanitlari iizerine olan etkisi
Direkt diiz kas gevseticisi olan papaverin her iki grupta da 10* M konsantrasyonda

uygulandi ve 40 mM KCl ile kasilmis dokularda %100 gevseme sagladi.

4.2.Kolostominin EAU yamtlari iizerine olan etkisi

4.2.1. EAU’nin tammlanmasi:

Na* kanal blokérii olan TTX (3x10°) EAU’na bagli yamitlari ortadan kaldirdi.

On caligmalarda dokular degisen frekans, voltaj ve siirelerde uygulanan EAU’larina
bifazik ve trifazik olarak yanit verdi.

Bifazik yamtlar: Iki sekilde bifazik yanitlar elde edildi. Once gevseme sonra kasilma
yanitlarinin ortaya ¢iktigi bifazik yanitlarda ilk gevseme fazindan agirlikli olarak NO, ikinci
kasilma fazindan da asetilkolin sorumlu idi (Sekil 9-A). Bu yanitlar daha ¢ok 0.5-4 Hz
arasindaki diisiik frekanslarda olustu. Ayrica ¢ogunlukla 32 Hz ve daha yiiksek frekanslarda
gevseme yanitlarinin gorillmedigi bifazik kasilma yanitlar elde edildi (Sekil 9-B). Bu bifazik
kasilma yanitlarinin birinci faz1 muskarinik reseptor antagonisti olan atropin tarafindan inhibe
edilirken, ikinci faz norokinin reseptor antagonisti tarafindan azaltildi. Her iki paterndeki
yanitlarda da L-NAME kasilma yanitlarini artirdi.

Trifazik yanitlar: Bu yanitlar daha ¢ok 8 ve 16 Hz’de goriildii. Gevseme yaniti olan
birinci faz L-NAME ile kayboldu. Ikinci ve iigiincii fazlar kasilma yamtlartydi. ikinci faz
atropin ile kaybolurken, ii¢lincii faz norokinin antagonistleri ile azaldi. L-NAME ayrica ikinci

ve iiclincii fazdaki kasilma yanitlarini artirdi (Sekil 9-C).
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Fakat hem bifazik hem de trifazik paterndeki bu yanitlar kontrol grubunda stabil
degildi ve biitiin dokularda ayni frekanslarda, aym1 paternde goriilmedi. Bundan dolay1 bu
calismada, kolostominin kolinerjik ve nitrerjik sistem iizerine olan etkisi muskarinik reseptor
antagonisti olan atropin ve NOS inhibitorii olan L-NAME’in iki gruptaki EAU ile olusan

kasilma yanitlar iizerine olan etkileri karsilastirilarak degerlendirildi.

A

Sekil-9: Tavsan izole kolon sirkiiler diiz kasindan EAU ile elde edilen (A)bifazik gevseme ve
kasilma, (B)bifazik kasilma, (C)trifazik yanitlar.
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4.2.2.Kolostominin EAU yanitlar1 iizerine etKisi
Kontrol grubu ile opere grup karsilastirildiginda EAU’na bagli kasilma yanitlar1 biitiin

frekanslarda (0,5- 32 Hz) anlamli olarak azalmistir(p<0,05) (Sekil-10, Tablo-3).

Kolostomi'nin EAU lizerine etkisi
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Sekil-10: EAU ile olusan kasilma yanitlarina (0,5-32 Hz) kolostominin etkisi. Deneyler
guanetidin (10® M) ve indometazin (10° M)’li ortamda yapilmustir. Yamtlar doku agirligia
orantilanilarak ifade edilmistir. Kontrol grubu (hayvan sayisi=6, doku sayisi=10), opere grup (hayvan

say1s1=6, doku say1s1=10) ,*p<0,05
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4.3.Kolostominin kolinerjik sistem iizerine etKisi

4.3.1.EAU ile olusan kolinerjik-peptiderjik agirhklh yanitlar iizerine kolostominin
etkisi

Kontrol grubu ile opere grup karsilastirildiginda EAU’na bagl kolinerjik-peptiderjik
agirlikl yanitlarin tamamu biitiin frekanslarda (0,5- 32 Hz) anlamli olarak azalmistir(p<0,05)

(Sekil-11, Tablo-3).

Kolostominin Kolinerjik-Peptiderjik Agirhikli Yanitlar Uzerine
Etkisi
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Sekil-11: EAU ile olusan kolinerjik-peptiderjik agirlikli yanitlara (0,5-32 Hz) kolostominin
etkisi. Deneyler guanetidin (10° M), indometazin (10° M) ve L-NAME (3x10* M)’li ortamda
yapilmistir. Yanitlar doku agirligina orantilanilarak ifade edilmistir. Kontrol grubu (hayvan sayisi=6,

doku say1s1=10), opere grup (hayvan say1si=6, doku say1s1=10) ,*p<0,05



0,5 Hz 1Hz 2 Hz 4 Hz 8 Hz 16 Hz 32 Hz
FAU'na bagh nérojenil kasimalar kontrolfopere | 40,28/24,35 | 52.42/32.05 | 69,08/45,62 | 93,53/56.82 |114.79/74,70|131.11/82,89 | 142,48/91,73
% dejisim -39.55 -35 86 -33.96 -39.25 -34 92 -36.78 -35 52
EAU ile olusan nitrerjik-pepiderjik  |kontrolfopere | 44,75/12,03 | 70,63/15,33 | 80,69/18,55 | 88,9/26,43 | 98.77/39,13 [115,29/56 47 [ 121,77.16
agwhkh kasilma yamtlan
% dejisim 73,12 -78.30 7701 707 60,35 5102 -36.23
EAU ile olusan kolinerjlk-peptiderjik |kontrolfopere | 48,72/16,37 | 56,98/22,57 | 69,95/49,36 | 86,88/57.17 |108,35/66,97 | 124,36/78,79131,03/87 44
agwhkh kasihma vamtlan
% defisim -66,40 -60,39 -29 44 -34.20 -38,19 -36 B4 -33.27
FAU ile olusan peptiderjik sistem  |kontrolfopere | 57,06/5,50 | 72,19/14,67 | 86,28/23,71 | 98,85/33,68 | 108,05/47,96 | 114,37/60,02 | 119,63/77,19
agwhkh kasilma yamtlan
% dejisim -90,36 -79 55 72 52 -65 93 -55 A7 52 -35 45

Tablo-3: Kontrol grubunda ve opere grupta EAU(0.5-32 Hz)’na baglh olusan kasilma yanitlar 1(gr) ve kolostominin bu yanitlarda

olusturdugu degisimin yiizdesi.

143
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4.3.2.Atropin’in EAU’na bagh kasilma yamtlari iizerine yaptig1 degisimlere

kolostominin etkisi

Atropin kontrol grubunda 4 Hz’den itibaren yiiksek frekanslarda EAU’na bagh
kasilma yanitlarin1 azaltmigtir. Opere grupta ise atropin, EAU’na bagh kasilma yanitlarim
2 Hz’den itibaren azaltmistir. Atropinin azaltici etkisi opere grupta kontrol grubuna gore

anlamli1 olarak daha fazlaydi(p<0,05) (sekil-12).

Kolostominin Atropin'in Olusturdugu Degisim Uzerine Etkisi
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Sekil-12: Atropin(10° M)’in EAU’na bagl kasilma yamtlar iizerine yaptigi degisiklige
kolostominin etkisi. Kontrol grubu (hayvan sayisi=6, doku sayisi=10), opere grup (hayvan sayisi=6,

doku say1s1=10) ,*p<0,05

4.3.3.Kolostominin Karbakol ile olusan kasilma yamitlari iizerine olan etkisi
Karbakol ile olusan kasilma yanitlar1 gram olarak opere grupta (n=10), kontrol
grubuna (n=8) gore anlaml olarak azaldi(p<0,05) (Sekil-13 a). Karbakol ile olusan kasilma

yanitlart doku agirhigina orantilandiginda maksimal etki (Emax) agisindan iki grup arasinda
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fark olmadigi saptandi. Fakat 107 ve 10° M gibi diisiik konsantrasyonlarda opere grupta

kontrol grubuna gore kasilma yanitlarinda azalma goriildii (Sekil-13 b).

Ekzojen karbakol ile olugsan kasilma yanitlar
10 /J;
8 ad
2
g 6 4 | —o—kontrol
T 4 i | —m—opere
©
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2
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-Log M A
Ekzojen karbakol ile olusan kasiima yanitlari
«©
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Sekil-13: Kolostominin ekzojen karbakol ile olusan kasilma yanitlarina etkisi. Ekzojen
karbakol yanitlart (A)gram olarak ve (B) doku agirligina orantilanilarak ifade edilmistir. Kontrol

grubu (hayvan sayisi=6, doku sayisi=10), opere grup (hayvan sayisi=6, doku sayisi=10) ,*p<0,05.
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4.4.Kolostominin nitrerjik sistem iizerine etKisi

4.4.1.EAU ile olusan nitrerjik-peptiderjik agirhkl yanitlar iizerine kolostominin
etkisi

Kontrol grubu ile opere grup karsilastirildiginda EAU’na bagh nitrerjik-peptiderjik

agirlikli yanitlarin tamamu biitiin frekanslarda (0,5- 32 Hz) anlamli olarak azalmistir(p<0,05)

(Sekil-14, Tablo-3).

Kolostominin Nitrerjik-Peptiderjik Agirhikh Yanitlar Uzerine
Etkisi
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100 _ 1—% —e—kontrol
50 —§ PE- Tl

Doku grami basina
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Sekil-14: EAU ile olusan nitrerjik-peptiderjik agirlikli yanmitlara (0,5-32 Hz) kolostominin
etkisi. Deneyler guanetidin (10 M), indometazin (10° M) ve atropin (10° M)’li ortamda yapilmastir.
Yanitlar doku agirhigina orantilanilarak ifade edilmistir. Kontrol grubu (hayvan sayisi=6, doku

say1s1=10), opere grup (hayvan say1s1=6, doku sayisi=10) ,*p<0,05
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4.4.2.1.-NAME’in EAU’na bagh kasilma yanitlari iizerine yaptig1 degisimlere

kolostominin etkisi

L-NAME, kontrol grubunda EAU’na bagh kasilma yamtlarini arttirmistir. Opere

grupta ise diisiik frekanslarda (0,5- 2 Hz) L-NAME’in etkisi ortaya ¢ikmamistir (Sekil-15).

Kolostominin L-NAME'in Olusturdugu Degisim Uzerine Etkisi
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Sekil-15: L-NAME(3x10* M)’in EAU’na bagh kasilma yanitlar iizerine yaptig1 degisiklige
kolostominin etkisi. Kontrol grubu (hayvan sayisi=6, doku sayisi=10), opere grup (hayvan sayisi=6,

doku say1s1=10) ,*p<0,05

4.4.3.Kolostominin gevseme yanitlari iizerine olan etKisi

Dokular 40 mM KCI ile kasilip stabilize olduktan sonra gevseme yanitlart alindi.
Papaverin (10* M) ile dokularm maksimal gevseme yanitlar1 saptandi ve gevseme yanitlari
papaverin gevseme yanitlarina orantilanilarak ifade edildi.

Kontrol grubunda SNP’nin Emax’1 52,67+4.61, sildenafilin Emax’1 16,63+£3.06, L-

Argininin Emax’1 6,16£1,88 olarak saptandi.
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SNP ile olusan gevseme yanitlarinda yiiksek konsantrasyonlarda (10'4 ve 107 M)
kontrol grubu (n=8) ile opere grubu (n=10) arasinda fark saptanmadi. Her iki grupta da
SNP’nin olusturdugu maksimal etkide fark yoktu. Diisiik konsantrasyonlarda (10'6 ve 107 M)
opere grupta kontrol grubuna gore gevseme yanitlarinda azalma egilimi olmasina ragmen bu
istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil-16). Sildenafil ve L-Arginin ile olusan gevseme

yanitlarinda her iki grup arasinda fark saptanmadi (Sekil-17 ve 18).

SNP aracili gevseme yanitlar
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Sekil-16: Kolostominin ekzojen SNP ile olusan gevseme yanitlarina etkisi. Gevseme yanitlar
40mM KCl ile kasilan dokulardan alinmig ve papaverin gevseme yanitlarinin yiizdesi olarak ifade
edilmistir. Kontrol grubu (hayvan sayisi=6, doku sayisi=10), opere grup (hayvan sayisi=6, doku
say1s1=10).
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Sildenafil aracili gevseme yanitlan
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Sekil-17: Kolostominin ekzojen sildenafil ile olusan gevseme yanitlarma etkisi. Gevseme
yanitlart 40mM KCl ile kasilan dokulardan alinmis ve papaverin gevseme yanitlarinin yiizdesi olarak

ifade edilmigtir. Kontrol grubu (hayvan sayisi=6, doku sayisi=10), opere grup (hayvan say1si=6, doku

say1s1=10).
L-Arginin aracili gevseme yanitlari
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Sekil-18: Kolostominin ekzojen L-Arginin ile olusan gevseme yamitlarina etkisi. Gevseme
yanitlar1 40mM KCl ile kasilan dokulardan alinmis ve papaverin gevseme yanitlarinin yiizdesi olarak
ifade edilmigtir. Kontrol grubu (hayvan say1si=6, doku sayisi=10), opere grup (hayvan say1si=6, doku
say1s1=10).
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4.5.Kolostominin kolinerjik ve nitrerjik sistem disindaki sistemlere olan etkisi
Kontrol grubu ile opere grup karsilagtirildiginda EAU’na bagh kolinerjik ve nitrerjik
sistem dig1 yanitlar, bir baska degisle peptiderjik agirlikli kasilma yanitlarimin tamami biitiin

frekanslarda (0,5- 32 Hz) anlaml olarak azalmistir(p<0,05) (Sekil-19, Tablo-3).

Kolostomi'nin Peptiderjik Agirliki Yanitlar Uzerine Etkisi
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Sekil-19: EAU ile olusan peptiderjik agirlikli kasilma yanitlarina (0,5-32 Hz) kolostominin
etkisi. Deneyler guanetidin (10° M), indometazin (10° M) ,atropin (10° M) ve L-NAME (3x10™* M)’li
ortamda yapilmistir. Yanitlar doku agirligina orantilanilarak ifade edilmistir. Kontrol grubu (hayvan

say1s1=06, doku say1s1=10), opere grup (hayvan say1si=6, doku say1s1=10) ,*p<0,05
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S.TARTISMA

Ozellikle konjenital nedenlerle yasamimn erken donemlerinde yapilmis gegici
kolostomiler kapatilitken, kolostominin distalinde kalan barsak segmentinin, proksimal
segmentlerden ¢ap ve duvar kalinligi acisindan farkli oldugu gozlenir. Buradan hareketle,
atrofiye giden distal barsak segmentlerindeki, kas yapilarinin fonksiyonlar1 ve motilitesinde
herhangi bir degisiklik olup olmadigini, gecici kolostominin motiliteden sorumlu yolaklar ve
kas yapilarinin fonksiyonlarini ne sekilde etkiledigini arastirmay1 amagladik.

Deneylerde kullanilmak iizere aym1 boyutlarda hazirlanmis olan sirkiiler diiz kas
striplerinin agirliklari, deneylerden sonra kurutularak hassas bir terazi yardimu ile dl¢iilerek
kaydedildi. Kolostomi yapilan gruptaki dokularin kuru agirligimin, kontrol grubuna gore
belirgin olarak diisiik oldugu saptandi. Ortalama doku agirlig1 kontrol grubunda 0,058 + 0,004
iken, kolostomi yapilan grupta 0,038 #+ 0,003 olarak hesaplandi. Iki grup ortalamalari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Bizim bu bulgularimiz,
literatiirde kolostominin distalinde fonksiyon dis1 kalan barsak segmentinde atrofi olustugunu
gosteren ¢esitli calismalarla da desteklenmektedir(2,9,20,21,22).

Calismamizda, kolostominin distalinde olusan atrofinin, diiz kaslarin kasilabilirligi ve
gevseyebilirligi iizerine bir etkisi olup olmadigina bakildi. Yiiksek konsantrasyonda K*
uygulanmasi hiicrelerin depolarize olmasini saglayarak voltaj bagimhi Ca™ kanallarinin
acilmasina neden olmaktadir. Hiicre disindan, voltaj bagimli Ca™ kanallar1 vasitasiyla hiicre
icine giren kalsiyum, dokuda kasilma yaniti ortaya cikarir. Bu sekilde ekzojen KCl (40mM)
verilerek olusturulan kasilma yanmitlart doku agirligina orantilanilarak hesaplandi. Kontrol

grubu ile opere grup arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Sekil-8).
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Papaverin ise, direkt etkisiyle biitiin diiz kaslar1 gevsetir. Diger diiz kas
gevseticilerinin etkinlikleri, farmakolojik deneylerde papaverininki ile kiyaslanmak suretiyle
belirlenir. ilaglarin bir reseptorii etkilemeksizin olusturduklar1 diiz kas gevsetici etkiye
papaverin benzeri etki denir. Papaverinin diiz kas hiicreleri iizerindeki gevsetici etkisinin
fosfodiesteraz enzimini inhibe etmesi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bu etki ile
cAMP’nin inaktivasyonu azalir ve cAMP miktar1 artar ve diiz kas hiicrelerinde gevseme
olusur(7). Calismamizda, ekzojen papaverin (10 M) ile her iki gruptaki diiz kas stripleri de
%100 oraninda gevsediler. Elde ettigimiz bu bulgular, kolostomi distalindeki kalin
barsaklarda olusan makroskopik atrofinin, distalde kalan barsaklarin diiz kaslarinin
kasilabilirligi ve gevseyebilirligi tizerine etkisinin olmadigin1 géstermektedir.

On caligmalarda; opere grupta kolostominin distalinden ve kontrol grubunda ayni
distal kolon segmentlerinden hazirlanan sirkiiler diiz kas stripleri, EAU’na bifazik ve trifazik
yanitlar verdi. Genellikle 0,5-4 Hz arasindaki frekanslarda goriilen bifazik yanitta, ilk
fazindan agirlikli olarak NO’in sorumlu oldugu gevseme ve ikinci fazindan asetilkolinin
sorumlu oldugu kasilma yanit1 izlendi (Sekil-9A). Ayrica ¢ogunlukla 32 Hz ve daha yiiksek
frekanslarda gevseme yanitlarinin olmadigi, iki kasilma yanmitinin ardi ardma goriildigi
bifazik kasilma yamiti saptandi. Bu kasilma yanitlarinin birinci fazindan kolinerjik sistem,
ikinci fazindan peptiderjik sistem sorumluydu (Sekil-9B). Trifazik yanitlar ise daha ¢ok 8-16
Hz aralifinda goriilen; nitrerjik sistemin sorumlu oldugu gevseme, kolinerjik sistemin ekili
oldugu kasilma ve peptiderjik sistemin etkili oldugu ikinci bir kasilma yanitindan olustugu
izlendi (Sekil-9C). Tiim yamtlardaki kasilma yanitlarinin L-NAME ile arttig1 izlendi. Bu

sonu¢ EAU ile olusan biitiin fazlarda NO’in saliverildigini diisiindiirmektedir. EAU ile olusan
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tiim bu yamtlar Na* kanal blokdrii olan tetrodotoxin(TTX) ile tamamen kaybolmustur. EAU
ile olusan yanitlarin TTX ile kaybolmasi, yanitlarin norojenik kaynakli oldugunu
gostermektedir.

Daha 6nceleri kolon sirkiiler diiz kaslar ile ilgili yapilan ve benzer invitro yontemlerin
kullanildig1 insan ve hayvan deneylerinde cesitli fazik yanitlar elde edilmistir. Tomita ve
ark.(38)’nmin ¢caligmasinda EAU’na insan sirkiiler diiz kas striplerinin; %75’inin 6nce gevseme
sonra kasilmanin izlendigi bifazik yamit, %25’inin ise monofazik kasilma yamti verdigi
saptanmis. Bu calismada EAU standart olarak 5 Hz ile verilmis olup olusan bifazik yanit
calismamizdaki 0,5 — 4 Hz arasinda elde ettigimiz yanita uymaktadir. Axelrod ve ark.(3)
deneylerinde yenidogan, jiivenil ve yetiskin tavsanlari kullanmis olup diisiik frekanslardaki
EAU’na yine aym sekilde once gevsemenin sonra kasilmanin izledigi bifazik yamtlar
almislardir. Ayn1 calismada 32 — 64 Hz gibi yiiksek frekanslarda calismamizda elde ettigimiz
sekilde bifazik kasilma yanitlar1 elde edilmistir. Ciftgi ve ark.(10)’min yaptiklart insan
calismasinda da yiiksek frekanslarda benzer sekilde bifazik kasilma yanitlar elde edilmistir.
Snape ve ark.(36)’nin tavsanlarda yapilan ve tiim EAU’nin 8 Hz ten verildigi calismasinda,
tiim segmentlerdeki sirkiiler diiz kas striplerinden, 6nce gevsemenin ve onun ardindan iki adet
kasilma yamtimin goriildiigii trifazik yamtlarin kaydedildigi bildirilmistir. Bu trifazik yanit
calismamizda 8 — 16 Hz’te elde ettigimiz trifazik yanita uymaktadir.

Calismamizda, elektriksel alan uyarilarina alinan yanitlarin stabil olmamasi nedeni ile,
kolostominin kolinerjik ve nitrerjik sistem iizerine olan etkisi muskarinik reseptdr antagonisti
olan atropin ve NOS inhibitorii olan L-NAME’in kontrol grubu ve kolostomi yapilmis olan

opere gruptaki, EAU ile olusan kasilma yanitlar1 {izerine olan etkileri karsilastirilarak
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degerlendirildi. Literatiirdeki bir¢ok calismada sistemlerdeki degisiklikler bu sekilde
inhibitorlerin veya antagonistlerin etkisi ile arastirlmistir(3,8,10,23,24,27,37).

Opere gruptan ve kontrol grubundan elde edilen izole kolon sirkiiler diiz kas
striplerine, sempatik sistemin ve prostoglandinlerin etkilerini ortadan kaldirmak icin ortama,
guanetidin (10'6 M) ve indometazin (10'5 M) eklendi ve degisik frekanslarda (0,5-32 Hz) EAU
uyguland. iki grup karsilastirildiginda, EAU’na bagli kasilma yamtlarinin biitiin frekanslarda
anlamli olarak azaldig: tespit edildi (Sekil-10,Tablo-3). EAU calismalar daha sonra L-NAME
(3x10™* M)'li ortamda yapilip kolinerjik-peptiderjik agirhikli yamtlar, atropin (10° M)'li
ortamda yapilip nitrerjik-peptiderjik agirlikli yanitlar ve L-NAME ile birlikte atropinli
ortamda yapilip peptiderjik agirlikli yamtlar elde edildi. Bu calismalarda ayrica, ortama
atropin veya L-NAME eklenmesi sonucunda EAU aracili yanitlarinda olusan degisiklikler de
her iki grupta ayr1 ayr1 hesaplandi.

Kolostominin kolinerjik sistem iizerine olan etkisine bakildiginda; kontrol grubu ile
opere grup karsilastirildiginda EAU’na bagl kolinerjik-peptiderjik agirlikli yanitlarin tamami
biitiin frekanslarda anlamli olarak azalmistir (Sekil-11,Tablo-3). Atropinin EAU’na bagh
kasilma yanitlar1 iizerine yaptigi degisimlere kolostominin etkisi degerlendirildiginde ise,
atropinin azaltic1 etkisinin opere grupta kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla oldugu
goriildii (Sekil-12).Atropinin etkisindeki bu artis kolinerjik sinir uclarindan sinaptik araliga
asetilkolin saliverilmesinde azalma oldugunu diisiindiirmektedir. Atropin muskarinik
reseptorlere baglanmak igin asetilkolin ile yarisir, bir baska degisle kompetitif antagonisttir,
dolayistyla ortamda asetilkolin miktarinin azalmasi, atropinin etkisini arttirir. Bu etki 2—16 Hz

frekanslar1 arasinda goriildii. Bu aralik, literatirde EAU ile olusan ve atropin ile kaybolan
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kasilma yanitlarmin goriildiigii frekanslar olan 8 Hz (36), 2-16 Hz (3) ve 5 Hz frekanslan
(8,38) ile uyumludur.

Kolinerjik sisteme dair son olarak da, ekzojen karbakol ile olusan yanitlarla
postsinaptik etki degerlendirilmistir. Bu yamtlar gram olarak ifade edildiginde, opere grupta
kontrol grubuna gore daha az bulundu. Ancak bulunan sonuglar doku agirligi ile
orantilandiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (Sekil-13).
Bu farkin, doku agirligindaki farkliliktan kaynaklandigi diisiiniildii. Bu bulgular postsinaptik
membranda degisikligin olmadigimi, EAU’na bagli kasilma yanmtlarindaki azalmanin
presinaptik  uctan  asetilkolin  saliverilmesindeki = bozulmadan  kaynaklandigim
diisiindiirmektedir. Bu bulgularimizin dogrulugunu daha kesin olarak ispatlayabilmek i¢in
radyoimmiinolojik yontemlerle kolostomi distalindeki kolinerjik sinir u¢larindan asetilkolin
saliverilmesindeki degisikliklerin daha detayli olarak incelenmesine ihtiya¢ vardir.

Kolostominin nitrerjik sistem {iizerine olan etkisi degerlendirildiginde ise; nitrerjik-
peptiderjik agirlikli kasilma yanitlarinin tiim frekanslarda belirgin olarak azaldigi izlendi.
Opere grupta, 0.5-2 Hz’te L-NAME’in, NO sentezini inhibe ederek olusturmasi beklenen,
kasilmay1 artirict etkisi ortaya ¢ikmamistir (Sekil-15). Ekzojen SNP, sildenafil, L-arginin ile
olusan gevseme yanitlarinda her iki grup arasinda fark saptanmamistir. Bu bulgular, nitrerjik
sistemde postsinaptik membranda bir degisikligin olmadigini, dokunun NO’e cevap
verebildigini fakat, NO’in presinaptik sinir u¢larindan saliverilmesinde bir azalma oldugunu
gostermektedir.

Chaudhury ve ark.(9) kolostomi yaptiktan 45 giin sonra, ratlarin kolostomi distalinde

kalan barsak segmentlerini immiinohistokimyasal olarak incelemislerdir. NADPH diaphoraz
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pozitif olan myenterik pleksus hiicrelerinin yani; nitrerjik sistem noronlarimin atrofiye
oldugunu saptamislardir. Nitrerjik sistem araciligr ile olusan gevseme yanitlar1 daha ¢ok
diisiik frekanslarda etkili olup, bu gevseme yanitlar1 yiiksek frekanslarda ya kaybolmakta(3)
ya da kasilma yanitlarina nazaran daha etkisiz kalmaktadir(10). Biz de calismamizda, NO’in
daha fazla etkili oldugu diisiik frekanslarda, opere grupta L-NAME’in, EAU’na bagh kasilma
yanitlarinin amplitiidlerini arttirmadigini saptadik. Bu bulgu, nitrerjik néronlardan NO’in
presinaptik saliverilmesinde bir azalma oldugunu gostermektedir.

Gevseme yanitlarinda papaverin ile olusan yanitlarla karsilastirildiginda, SNP ile
sirkiiler diiz kas striplerinde tam bir gevseme olusmamistir. Bu durum, sistemde bir baska
gevsetici norotransmitter varhigimi diisiindiirmektedir. Literatiirdeki calismalarda da NO
disinda olas1 bir bagka gevsetici ajanin varligindan soz edilmektedir(10,36). Axelrod ve
ark.(3) NO’nun yaninda etkili olmasi muhtemel gevsetici norotransmitterin vazoaktif
intestinal polipeptid (VIP) oldugunu belirtmistir. Ayrica, ATP’nin de P2Y reseptorleri
tizerinden etki ederek NO’in noronal saliverilmesini arttirdig1 gosterilmistir(40).

Peptiderjik agirlikli EAU yamnitlari, iki grup karsilastirildiginda tiim frekanslarda
anlamli olarak azalmistir (Sekil-19,Tablo-3). Cesitli calismalarda atropin insensitif kasilma
yanitlarindan  agirhikli  olarak  norokininlerin, substance P’nin  sorumlu oldugu
gosterilmistir(36,37). Calismamizda da, EAU ile 8-16 Hz frekans araliginda elde edilen
trifazik yanitlari ve 32 Hz ve iizerindeki frekanslarda elde edilen bifazik kasilma yanitlarinin
her ikisinde de ikinci kasilma fazi norokinin antagonistleri ile inhibe olmustur. Peptiderjik
agirlikli yanitlarin bozulmasi kolostominin distal barsaktaki peptiderjik asimimi da etkiledigini

gostermektedir.
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Literatiirde, kolostominin distaldeki fonksiyon dis1 kalan barsak segmenti iizerindeki
etkilerini fonksiyonel olarak invitro yontem ile arastiran bir tek calisma vardir(42). Bu
calismada fonksiyon dis1 kalan barsak farmakolojik ve histopatolojik olarak incelenmistir.
Farmakolojik incelemede kolostomi distalinden ve proksimalden alinan &rnekler
karsilastirilmistir. Her iki segmentte sadece 10 Hz’de EAU’na verilen yanitlarin amplitiidleri
karsilastirilmis olup, degisik parametrelerle EAU ve inhibitérler ile calismalar yapilmamustir.
Ayrica histopatolojik olarak myenterik pleksusun boyutu degerlendirilirken, bu parametre
myenterik pleksus boyutunun muskularis propria kalinligina orani1 seklinde belirtilmistir. Bu
caligmada distal ve proksimal segmentler arasinda bakilan farmakolojik ve histopatolojik
parametreler arasinda fark bulunmadigi belirtilmistir. Fakat farmakolojik sonuglarin;
hastalarin yaglarinin genellikle ileri olmasi, yaslarin ve primer hastaliklarin heterojen olmasi,
farmakolojik degerlendirmenin kolostominin distali ile proksimali arasinda yapilmasi ve
deneyin tek parametre ile yapilmasi nedeniyle etkilenebilecegi diisiiniilmiistiir. Literatiirdeki
caligmalarda distal ve proksimal kolonun EAU’na degisik sekillerde yamtlar verdigi
gosterilmistir(3,36). Ayrica, hastalara yapilan kolostomilerin bir kisminin tam bir diversiyon
saglamiyor olmasi da hem farmakolojik hem de histopatolojik sonuglar1 etkileyebilecegi
disiiniilmiistir.  Histopatolojik c¢alismada ise, myenterik pleksus boyutunun farkl
¢ikmamasinin hesaplamada; myenterik pleksus boyutunun, atrofiye olan muskularis
proprianin kalinligi ile orantilanmasindan kaynaklandigr diistiniilmiistiir. Chaudhury ve
ark.(9)’nin  kolostomi yaptiklar1 ratlarin distal segmentlerini, kontrol grubunun ayn

segmentleriyle karsilagtirdiklari ¢caligmalarinda; myenterik néronlarin voliimlerinin ve néron
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nukleus ¢aplarinin belirgin olarak azaldigini, ayrica myenterik pleksustaki nitrerjik noronlarda
belirgin atrofi olustugunu saptamiglardir.

Anorektal malformasyonlar ve Hirschsprung hastalifi, cocuk cerrahisi pratiginde
kolostominin kullanildigi durumlarin ¢ogunu olusturmaktadir. Bu hastaliklarda uygulanan
cerrahi  tedavinin  sonuglart  distal  kolonun  motilitesinden  etkilenmektedir
(4,19,25,29,30,44,45,46). Kolostominin kapatilmasini takiben enterokolit ve diskilama
bozukluklarina sik¢a rastlanmaktadir. Anorektal malformasyonlu hastalarda, 6zellikle de
yiikksek tip anomalilerde kolostomi kapatildiktan sonra cerrahi tedavinin basaris1 diski
kontrolii ile degerlendirilmektedir. Anorektal malformasyonlu hastalarin diskilama diizeninin
ve digki kontroliiniin, kolonik motiliteyle yakindan iligkili oldugu diisiiniilmektedir(19,29,46).
Hirschsprung hastaliginda ise, kolostomi kapatildiktan sonra olusan digkilama ve diski kontrol
bozukluklarinin, internal anal sfinkter disfonksiyonuna bagli oldugu kadar, kolondaki
dismotilitenin de buna etkisi olabilecegi ifade edilmistir(4,44,45). Pena ve Levitt(30)
Hirschsprung hastaliginda, kolostomi kapatilmasinin ardindan ve siklikla ilk iki yilda goriilen
enterokolitin staz sonucu olustugunu ve bunun da normogangliyonik barsakta goriillen motilite
bozuklugundan kaynaklandigi bildirmislerdir. Menezes ve Puri(25)’de stazin enterokoliti
artirdigini1 ve diskilama bozuklugu olan hastalarda enterokolit sikliginin yiiksek oldugunu
bildirmiglerdir. Hirschsprung hastaligindaki enterokolitin etyolojisinde, kolonda olusan stazin
etkili oldugunu ve siklikla enterokolitin kolostomi kapatilmasindan sonraki ilk iki yil i¢inde
goriildiigiinii bildiren baska yazarlarda olmustur(13,41). Fakat, kolostomi kapatildiktan sonra
goriilen bu stazin nedeni tam olarak ortaya koyulamamistir. Enterokolitin ve stazin, 6zellikle

ameliyattan sonraki ilk yillar i¢inde olusup, daha sonraki yillarda azalmasi kolonda gegici bir
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motilite bozuklugu olabilecegini akla getirmektedir. Son yillarda artan siklikla uygulanan tek
evreli ameliyatlardan sonra, hastalarin diskilama 6zelliklerinin ve kolon motilitesinin daha iyi
oldugunu ve ameliyat sonrast meydana gelen enterokolitin daha az goriildiiglinii bildiren
yayilarda vardir(35,44).

Sonugta, kolostominin distalinde kalan barsak segmentinde makroskopik olarak atrofi
olusmasina ragmen, kolon sirkiller diiz kaslarinin kasilabilirligi ve gevseyebilirligi
degismemektedir. Ancak kolostominin distalindeki kolonda, presinaptik ugtan sinir uyarimina
bagh asetilkolin, nitrik oksit ve noropeptidler gibi norotransmitterlerin saliverilmesinin
azaldigr gozlenmistir. Dolayisiyla her ne kadar kolonun diiz kas yapist kolostomi
acilmasindan etkilenmemekte ise de kolonda nérotransmisyon bozuldugu icin kolostominin
distalindeki kolonda motilite bozuklugu olmaktadir. Ancak bu calismamizda gosterdigimiz
motilite bozuklugunun, diizelip diizelmedigi, diizeliyorsa da ne kadar zaman i¢cinde normale

dondiigiinii arastirmak i¢in ileri caligmalara ihtiya¢ vardir.
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6.0ZET

Kolostomi, cocuk ve yetiskinlerde bir¢cok hastaligin tedavisi sirasinda gecici veya
kalic1 olarak kullanilan bir cerrahi yontemdir. Cocuklarda Hirschsprung hastaligi ve anorektal
malformasyon gibi konjenital hastaliklarin tedavisinde ¢ok evreli ameliyatlarin ilk agamasi
olarak, kolorektal ameliyatlar sonrasinda anastomoz kacagini engellemek amaciyla veya
gecikmis kolon perforasyonu gibi durumlarda acil sartlarda kullanilabilmektedir. Cocuklarda
genellikle gecici bir siire icin kullanilan kolostominin distalindeki fonksiyon dis1 kalan
segmentlerde motiliteyi etkileyen yolaklarda herhangi bir degisikligin olup olmadig
bilinmemektedir. Bu c¢alismada, kolostominin distalinde bir siire islev disi kalan barsak
segmentindeki kolinerjik ve nitrerjik sistemler fonksiyonel olarak invitro yontem ile
incelendi.

Bu calismada agirliklar1 2000-2500 gr arasinda degisen 20 adet erkek Yeni-Zelenda
Albino tavsan kullanildi. Tavsanlara iki aylikken genel anestezi altinda steril sartlarda
sigmoid kolostomi yapild1 ve distal u¢ Hartmann posu seklinde karmna birakildi. Iki aylik
bekleme siiresini takiben kolostomi yapilan tavsanlar, barsak segmentleri invitro deneylerde
kullanilmak {izere ¢ikartildiktan sonra sakrifiye edildiler. Kontrol grubunda ise, 4 aylik
hayvanlar kullanildi.

Bu calismada deneyler, distal kalin barsaktan hazirlanan izole sirkiiler diiz kas stripleri
ile organ banyolarinda invitro olarak yapildi. Calismada ekzojen KCI ve papaverin verilerek
sirkiiler diiz kaslarin sirasiyla kasilabilirligi ve gevseyebilirligi degerlendirildi. Ardindan
guanetidinli ve indometazinli ortamda degisen frekans, voltaj ve siirelerde uygulanan

elektriksel alan uyaris1 (EAU) ile kas striplerinin norojenik yanitlar1 degerlendirildi. Bu
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yanitlarin norojenik kaynakli oldugu ise, ortama tetrodotoxin eklenmesini takiben kaybolmasi
ile anlasildi. Takiben, EAU calismalar1 atropinli, L-NAME’li ve atropin ile birlikte
L-NAME’li ortamda tekrarlanarak elde edilen yanitlar karsilastirildi. En son olarak,
postsinaptik reseptorlerden olusacak etkiyi degerlendirmek icin ortama karbakol eklenerek
kasilma; Sodyum nitroprussiat(SNP), sildenafil ve L-arginin eklenerek gevseme yanitlar elde
edildi.

Sonugta, kolostominin distalinde kalan barsak segmentinde makroskopik olarak atrofi
gelismesine ragmen, kolon sirkiiler diiz kaslarinin kasilabilirligi ve gevseyebilirligi
degismemektedir. Ancak kolostominin distalindeki kolonda, presinaptik ugtan sinir uyarimina
baglh asetilkolin, nitrik oksit ve noropeptidler gibi norotransmitterlerin saliverilmesinin
azaldigr gozlenmistir. Dolayisiyla her ne kadar kolonun diiz kas yapist kolostomi
acilmasindan etkilenmemekte ise de kolonda nérotransmisyon bozuldugu icin kolostominin
distalindeki kolonda motilite bozuklugu olmaktadir. Ancak bu calismamizda gosterdigimiz
motilite bozuklugunun, diizelip diizelmedigi, diizeliyorsa da ne kadar zaman i¢cinde normale

dondiigiinii arastirmak i¢in ileri calismalara ihtiya¢ vardir.
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7.YABANCI DiLDE OZET (SUMMARY)

Transient or permanent colostomy is widely used as an option of treatment in
paediatric and adult surgery. In children it is mostly used as a first stage procedure in
Hirschsprung’s disease and anorectal malformation. It is also performed as a prevention in
colorectal surgery to secure the distal colonic anastomosis and as a transient procedure in
emergency surgery to decrease the risk of anastomotic breakdown. Althougth it is widely used
in surgical practice the affect of the colostomy on the innervation and the motility of the distal
bowel isn’t known clearly. In this study we evaluated the affect of the colostomy on
cholinergic and nitrergic systems of the distal colon with an in-vitro method.

In this study two months old New Zealand rabbits were used. The animals were
randomly allocated into two groups: control (n=8), study (n=12). The rabbits were operated
on under sterile conditions. A sigmoid colostomy were performed to the rabbits of the study
groups and distal bowel were closed as Hartmann and left in the peritoneal cavity. After two
months of waiting period colon segments were harvested and rabbits were sacrificed
thereafter. In the control group the segments from the same part of the colon were harvested
for invitro experiments when the rabbits become four months old. In the invitro part of the
experiment the isolated circular muscle strips which were prepared from the harvested distal
colon were used. First the contraction and relaxation responses of the smooth muscles are
detected by using KCl and papaverine as smooth muscle stimulant agents. Then the
neurologic responses of the muscle strips to the electrical field stimulation (EFS) were
evaluated in an environment with guanethidine and indomethacin. These responses were

accepted as neurological responses when they were disappeared after adding tetrodotoxin in
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the environment. Then the EFS studies were repeated in atropine, L-NAME, atropine and L-
NAME added environments. To evaluate the affect on the postsynaptic receptors, carbachol
evoked contraction responses and sodium nitroprusside(SNP), sildenafil and L-arginine
derived relaxation responses recorded.

As a result although macroscopic athrophy had developed in the distal colonic
segment of the colostomy, the contraction and relaxation capacity of the smooth muscles did
not change. However, the presynaptic secretion of the neurotransmitters such as acetylcholine,
nitric oxide and neuropeptides were diminished. Though the contraction capacity of the
smooth muscle was not affected, the motility of the distal colon was deteriorated by the
defective secretion of the presynaptic neurotansmitters. We believe that further investigation

will be needed to evaluate the possibility to cure this motility disorder.
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