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SIMGE VE KISALTMALAR
A : Arter
b-FBF : bazik-Fibroblast Biiyiime Faktorii
DBF-B : Doku Biiyiime Faktorii-p
EBF : Epidermal Biiytime Faktora
ELYM-1 : Endotel Lokosit Yapigma Molekulii-1
eNOS : endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
GTP : Guanozin Tri Phosphate
HAYM-1: Hiicrelerarasi Yapisma Molekiilii-1
INF-y : interferon-y
IL-1 : Interlokin-I
MM : Metilen Mavisi
NO : Nitrik oksit
NOS : Nitrik Oksit Sentaz
NEK  : Nekrotizan Enterokolit
RA : Rezeksiyon-Anastomoz
RAM  : Rezeksiyon-Anastomoz-Metilen Mavisi
rER : ribozomal Endoplazmik Retikulum
c¢GMP : cyclic Guanosin Monophospate
SNP : Sodyum Nitroprussid
TTBF : Trombositten Tiireyen Biiylime Faktori
TEBF-B : Transforme Edici Buytime Faktori-f
TNF-a : Timor Nekroz Faktor-a



VHYM-1: Vaskiiler Hiicre Yapigma Molekulii-1
A\ : Ven



GIRIS VE AMAC

Cocukluk ¢aginda, sindirim sisteminde yapilan ¢esitli ameliyatlar esnasinda
rezeksiyon-anastomoz (RA) islemi siklikla uygulanmaktadir. Bu iglemin iyilesme siireci
hastanin yagamsal fonksiyonlarim1 dogrudan etkileyecek niteliktedir. Bugiine kadar yapilan
caligmalarda RA iglemi gesitli boyutlariyla ele alinmig, gerek endikasyonlar1 gerekse ameliyat
teknigiyle ilgili birgok konu agiklifa kavusmustur. Ancak iyilesme sireci ile ilgili
bilgilerimizde halen eksiklikler ve tartigmaya ag¢ik konular bulunmaktadir (1-4).

Birgok yazar bagirsaklarda yapilan RA igleminin iyilegme siirecini primer yara
iyilesmesi olarak kabul etmektedir. Bu siiregte ortaya ¢ikan anastomoz kagagi, sepsis, fistiil,
karin igi yapigikliklar ve bagirsak tikanikligi gibi komplikasyonlarin genellikle primer yara
iyilesmesindeki yetersizlikten kaynaklandig: ifade edilmektedir. Hayat: tehdit eden bu
komplikasyonlari 6nlemek igin ¢egitli goriigler ortaya atilmig, bunlarin bir kismi deneysel
caligma agamasinda kalirken bir kismi da klinik olarak kabul gormigtir. RA uygulanan
bagirsak segmentindeki doku iyilesme siirecini kalitatif ve kantitatif olarak hizlandirmak
amactyla neurotensin, difenhidramin, steroid, S5-fluorourasil, hyaliironik asit tiirevleri,
seprafilm, tamoksifen, doksisiklin, paklitaksel, nitrik oksit sentaz inhibitorleri, biiylime
faktorleri gibi maddeler denenmis, ancak metilen mavisi (MM) hi¢ kullanilmamigtir (1-7).

Bu ¢alismamin amaci; deneysel olarak kalin bagirsak RA modeli olusturulmug
siganlarda, MM’nin doku iyilegsmesindeki roliini mekanik, histopatolojik ve biyokimyasal

olarak degerlendirmektir.



GENEL BILGILER

Sindirim sisteminin son kismini olusturan kalin bagirsagin temel iglevi fegesin
depolanmasi ve suyun geri emilimidir. Ayrica florasim olugturan bakteriler, K ve B

vitaminlerinin bazilarinin iiretilmesinde rol oynar (8).

KALIN BAGIRSAGIN EMBRiIYOLOJi, ANATOMI ve HISTOLOJIiSI

Intrauterin hayatta embriyonun sefalokaudal ve lateral yonlerden katlanmasiyla
primitif bagirsak olugmaya baglar. Fotal sindirim sisteminin bukkofaringeal membrandan
trakeobrongial divertikiile kadar uzanan kismi faringeal bagirsag: olugturur. Faringeal tip ve
ceplerin altindan karaciger tomurcuguna kadar uzanan kisim 6n bagirsak, karacier
tomurcuunun altindan baglayip yetiskinde transvers kolonun 2/3 proksimal ve 1/3 distal
pargasinin birlesim noktasina kadar devam eden kisim orta bagirsak, transvers kolonun 1/3
distalinden kloakal membrana kadar uzanan kisim ise son bagirsak olarak adlandirilir.

Orta bagirsak embriyoda karin arka duvarina kisa bir mezenterle tutunur. Yolk
kesesiyle vitellin kanal aracihifiyla baglantilidir. Erigkin insanda orta bagirsak koledok
kanalinin duodenuma agildi1 noktadan baglar ve transvers kolonun 2/3 proksimal ve 1/3
distal pargalarinin birlegim yerine kadar devam eder. Orta bagirsagin gelisimi sirasinda
bagirsak ve mezenterinin hizla uzamasi primer bagirsak halkasimi olugturur. Bu halkanin
sefalik pargasindan, duodenumun distali, jejenum ve ileumun proksimali gelisir. Kaudal

pargasindan ise distal ileum, ¢ekum, apendiks, ¢ikan kolon ve transvers kolonun 2/3



proksimal pargasi olugur. Gelisimin daha sonraki evrelerinde allantois ve son bagirsak
arasindaki agidan trorektal septum geligir. Bu septum sonra kloakay1 ¢nde primitif irogenital
siniis ve anorektal kanala ayirir. Dokuzuncu haftada anal membran yirtilir ve rektum disari
agilir. Urorektal septumdaki sapmalar rektal atrezi veya rektumla mesane, vajen ve iiretra
arasinda fistillerin olugmasina yol agar. Gastrointestinal kanal geligimi sirasinda gegici bir
dénem solid halde kalir, sonradan rekanalizasyon ile limeni yeniden agilir. Rekanalizasyon
sirasinda izole bogluklar ana limenle tam anlamiyla birlegemedigi takdirde duplikasyon,
atrezi veya kistler meydana gelir.

Kalin bagursak anatomik olarak ¢ekum, kolon, rektum ve anal kanal olarak dort
bolimde incelenebilir. Uzerinde longitudinal kas liflerinin yogunlagmasi ile olugan Tenia
mezokolika, omentalis ve libera ad1 verilen seritler bulunur. Bu seritler kalin bagirsag:
biizerek haustra koli denilen keselenmeleri meydana getirir. Tenia koliler takip edilerek
¢ekumun posteromedial duvarinda bulunan apendiks vermiformise ulagilabilir. Ileumun distal
ucu, ¢ekum ile ¢ikan kolonun sinirinda, bagirsagin ig-arka tarafinda kalin bagirsaga agilir. Bu
acilma yerine ostium valva ilealis denir. Bu kapakgik sfinkter gibi ¢aligarak ileumdan ¢gekuma
gegisi kontrol eder.

Cikan kolon, arka yiizii hari¢ peritonla ortiliidiir. Transvers kolonun ise arka yizi
duodenumun ikinci pargast ve kaput pankreatis ile komgudur. Bu segmentin mezokolon
transversum adi verilen mezosu vardir. Sag ucunun arka yiizi, peritonsuzdur. Kaput
pankreatisten fleksura koli sinistraya kadar olan boliimii tamamen peritonla ortiilmiistiir. Inen
kolon arka yiizii harig tamamen peritonla ortilidir. Kolon sigmoideum intraperitonealdir.
Mezosunun altindan sol iireter geger.

Cekum’un arterleri a. mezenterika superior’un dali olan a. ileokolika’dir. Bu arterden
ayrilan a. appendikularis, apendiks vermiformisi besler. Venleri v. mezenterika superior’a
dokulir. Lenfatik drenaji superior mezenterik lenf diigiimlerine olur.

Cikan kolon’un arterleri a. mezenterika superior'un dali1 olan a. ileokolika ve a. kolika
dekstra’dir. Venleri aym isimlidir. Lenfatikleri superior mezenterik lenf digiimlerine drene
olur.

Transvers kolon’un arterleri a. kolika dekstra, medium ve sinistradan dallar alir.
Venleri ayn isimlidir. Lenfatik drenaj1 superior mezenterik lenf diigiimlerine olur.

Inen kolon’un arterleri a. kolika sinistradan beslenir. Venleri arterlerini takip eder.
Lenfatik drenaj1 inferior mezenterik lenf digumlerine olur.

Sigmoid kolon’un arterleri a. mezenterika inferiorun dali olan aa. sigmoideadir.

Venleri arterlerle aym isimlidir. Lenfatik drenaji inferior mezenterik lenf diigtimlerine olur.
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Cekum, apendiks vermiformis, gikan kolon ve transvers kolonun 2/3 sag kisminin
parasempatik uyarist n. vagustan, sempatik uyarisi ise ¢olyak ve superior mezenterik
gangliyonlardan (T;;-L;) gelir. Transvers kolonun 1/3 sol kismi, inen kolon, sigmoid kolon,
rektum ve anal kanalin iist kismi parasempatik uyarisint nn. splankniki pelviki’den, sempatik
uyarisint da lomber splanknik sinirlerden (L;-;) alir (1,8-13).

Histolojik olarak incelendiginde kalin bagirsagin duvarlar: igten disa dogru mukoza,
muskiilaris mukoza, submukoza ve muskiilaris eksterna tabakalarindan olugur. Kalin bagirsak
mukozasinin epitel yiizeyi tek katli olup sekiz giinde bir yenilenir. Bu tabaka epitel ve lamina
propriay1 igerir (8,11). Kalin bagirsak mukozasinda tam kat yayilim gosteren ¢ok sayida uzun
tibtler glandlar olan Lierberkithn kriptleri vardir. Bu kriptler basit kolumnar epitelle
doselidir. Lierberkiihn kriptlerinden birgok Goblet hiicreleri farklilagir. Bu hiicrelerden salinan
mukus fegesi kayganlagtirir ve epiteli luminal igerikten korur. Lamina propria, bolgedeki
kriptler arasinda bulunan az sayida lenfatik nodul icerebilir. Muskiilaris mukoza igte sirkiiler
veya helikal, digta longitudinal kas tabakasi igerir. Bagirsagin submukozal tabakasi 6zellikle
kollajen ve elastin fibrillerinden zengin olmasi nedeniyle diger tabakalarindan daha fazla doku
gerginligine sahiptir (13). Kalin bagirsagin muskiilaris eksternasi igte sirkiller digta
longitudinal kas lifleri igerir. Kalin bagirsakta ylizeyel submukozal tabakada Meisner
pleksusu, derin submukozal tabakada Henle pleksusu ve muskiiler tabakada da Auerbach
pleksusu bulunur. Bu pleksuslar otonom sinir sistemi iletilerini kalin bagirsak dokusuna

ulagtirirlar (8,12).

REZEKSIYON ANASTOMOZ iSLEMI

Cocuk cerrahisinde kalin bagirsak RA iglemi fonksiyonel sorunlari gidermek amaciyla
agagida belirtilen hastaliklarin cerrahi tedavisinde uygulanabilir.

1-Malrotasyon (14)

2-Hirschsprung hastalig1 (15)

3-Nekrotizan enterokolit (16,17)

4-Invajinasyon (18)

5-Kalin bagirsak atrezisi (19)

6-Mekonyum ileusu (20)

7-Meckel divertikiilii (20)

8-Volvulus (20)

9-Mekonyum plak sendromu (20)



10-Mekonyum peritoniti (21)

11-Rektal perforasyon (21)

12-Kolonun tam duplikasyonu (22)

13-Mezenterik ve omental kistler (23)

14-Kalin bagirsagin konjenital segmental dilatasyonu (24)

15-Kisa bagirsak sendromu (25)

Primer RA iglemi, durumlar stabil ve rezeksiyon sonrasi geri kalan bagirsaginda doku
perfuzyonu iyi olan hastalarin cerrahi tedavisinde uygulanir. Primer anastomoz eger
yenidoganin durumu stabil degilse, bagirsaklarin perflizyonu zayifsa veya bagirsagin diger
bolgeleri iskemi, nekroz veya pnomotozis bulgulan igeriyorsa yapilmamalidir (26). Boyle
durumlarda enterostomi yontemlerinden herhangi birisi tercih edilebilir.

RA yapilacak bagirsaklarin etrafi batin gaziyla fegesin periton bosluguna dokiilmesini
engelleyecek sekilde sarilir. Bagirsak, kesilme noktasinin birkag cm. proksimal ve distalindeki
mezenterik kenarindan gegirilen kauguk bandla gevrelenip tutulur. Eger proksimal ve distal
segmenti arasinda ¢ap farki varsa ameliyat sonrast yeterli fonksiyonu saglamak amaciyla
genis olan ug, damarlar1 korunarak diigey hatta kesilir. Cap1 kiigiik olan ug ise diger uca ¢ap1
uygun gelecek sekilde oblik olarak kesilir. Kesilme noktalarindaki kan destegi mitkemmel
olmalidir. Kesilen bagirsak uglarinin mezenterik koseleri 4/0, 5/0 veya 6/0 polypropylene ya
da polydioxanone dikis materyali ile “inverting mattress” dikiglerle birlestirilir.
Antimezenterik kogelere tam yaklagtirmay1 kolaylastirmak amaciyla aski dikigleri konur.
Mezenterik ve antimezenterik kogelerden askiya alinan bagirsaklarin 6nce arka duvar aralikli
tek tek veya “inverting connell” dikislerle mukozal ytizeyde diigtimlenir. Daha sonra anterior
kenarlar benzer sekildeki dikislerle serozal yiizeyde diugiimlenir. Alternatif olarak “Gambee”
veya “Lembert “dikisler de kullamlabilir. Anastomoz ug-uca ¢ok siki olmayacak gekilde
tamamlandiktan sonra dikis hattinda kacak olup olmadigini anlamak igin test edilir.
Gerektiginde destek amagli seroza-serozal Lembert dikisleri konabilirr Bu esnada
anastomozun king yapmamasina 6zen gosterilir. Takiben mezenter defekti tek tek dikislerle
kapatilir. Baguwsaklar 1lik serum fizyolojik ile yikanip peritoneal bogluga gonderilir.
Postoperatif déonemde bagirsak fonksiyonlar: baglayana kadar gastrik dekompresyon yapilir
27).

RA yapilan kalin bagirsak segmentinin iyilesme siirecinde olugabilecek
komplikasyonlar siklikla anastomoz kagagi, peritonit, sepsis, darlik, obstriksiyon,
invajinasyon, fistiil ve yapigiklik olugsmas: seklindedir (4). Ameliyatlardan sonraki ilk dort
hafta i¢inde ortaya ¢ikan komplikasyonlar genellikle teknik hatalar veya enfeksiyonla olusur
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(28). Hirschsprung hastalifinin cerrahi tedavilerinden sonra 439 vakalik 16 merkezli bir
uluslararas: ¢aligmada vakalarin %7’sinde anastomoz kagagi, %15’inde anastomoz darlig1 ve
yapisiklifs, %11’inde yara enfeksiyonu gozlenmistir. Anastomoz kagagi genellikle
anastomozda yapigiklikla sonuglanir (28,29). Gogis ve batim ilgilendiren ameliyatlar gizli
invajinasyonlar izleyebilir. Operasyon sonrast invajinasyonlarin ¢ogu ilk islemden sonraki
ortalama bir ay iginde yaklagtk onuncu giin civarinda olusur (16,30). Ileus ve yapigikligin
olusturdugu obstriiksiyon barsak tikamkligmnin bir sebebi olarak daima akla gelmelidir. RA
yapilan bagirsak segmentinde iyilesme primer yara iyilesmesi seklinde olmaktadir. Bu
nedenle eger yara iyilegmesinin biitiin ayrintilar net bir sekilde ortaya konabilirse, yukarida

sayilan komplikasyonlarin en aza indirgenmesi miimkiin olacaktir.

YARA IYILESMESI

Yara iyilesmesi, hasara yanit olarak gelisen doku tamiri ve yeniden sekillenme
siirecidir. Hiicrelerin uyarilmasi, béliinerek ¢ogalmasi, kemotaksis, gé¢ ve birgok hiicreye
farklilasma olaylan koordinasyon i¢inde gergeklesmektedir. Bagirsaklarin RA’sinda primer
yara iyilesmesi seklinde olan yara iyilegme siireci ii¢ boliimde incelenebilir:

Hemostaz ve enflamasyon

Proliferasyon

Maturasyon ve yeniden sekillenme

Bu siireglerden birinde uzama veya yetersizlik, iyileymenin gecikmesi veya yaranin

kapanmamastyla sonuglanir (31).

Hemostaz ve Enflamasyon

Yaralanmada yara yerine ilk énce kan ve serum dolar. Damarlarin kopmasiyla
subendotelyal kollajen agifa ¢ikar. Yabanci cisim olarak algilanan kollajen ylizeyine
trombositler kiimelenir ve koagiilasyon kaskatinin intrinsek yolu uyarlir. Koagiilasyon
kaskatinin uyariimastyla olusan trombin ile ortamda bulunan fibronektin ve tombositlerin a
graniillerinden; sitokinler, trombositten tiireyen biyiime faktori (TTBF), transforme edici
buyiime faktori—B (TEBF-P), trombosit uyarici faktér (TUF) ve serotonin gibi faktorler salinir
(Tablo 1). Ayrica makrofaj ve monositlerden interlokin-1 (IL-1), tiimdr nekroz faktér-o
(TNF-a) salinir, Lokal olarak olugan fibrin pihtisi ise nétrofiller, monositler, fibroblastlar ve

endotelyal hiicreler igin bir yaps iskeleti olugturur. Bu faktérler, bakteriyel tiriinler, damarsal
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gecirgenlikte artma buraya nétrofil go¢iinii uyarir. Dolagimdan yaraya hiicrelerin kemotaksisi
olur. Yetersiz piht1 olusumunda ve F XIII (fibrin stabillestirici faktor) eksikliginde gorildiagi
gibi ya hasarlagan bolgede hiicrelerin yapigmasi ya da kemotaksisin azalmasina bagl olarak
yara iyilegmesi gecikir. Endotel hiicre yiizeyindeki reseptorler olan selektinler notrofillere
endotele yapigmasi igin yardim ederler. Notrofil hiicre yiizeyindeki integrin reseptorleri ise
bunlarin ekstraseliiler matrikse baglanmasina yardim ederler.

Hiicrelerin bir kimyasal uyariya kargi cevabi hiicre yiizey reseptorleriyle diizenlenir.
Hiicreler yalmiz 6zgil reseptor cevabi verirler. Ornegin TTBF-B, fibroblastlar ve diiz kas
hucreleri igin oldukga kuvvetli bir kimyasal uyaricidir. Fakat endotelyal, epitelyal hiicreler ve
lokositlerin  kemotaksisi TTBF-B’min uyarisindan etkilenmez. Sitokinler ve biiyiime
faktorlerinin hiicrelere olan etkisi daha ozguldiir. Birgok faktér doz bagimli olarak hem
kemotaksisi hem de proliferasyonu uyarir. Omegin doku bilyiime faktori-p (DBF-B)
femtomolar dozda monositlere karsi kimyasal uyarict olarak etkili iken, fibroblastlardaki
kollajen sentezini artirmak igin nanomolar diizeyinde dozlar1 gereklidir. Yine TTBF’ii 100
kez digiik konsantrasyonda fibroblastlara kimyasal uyarici olarak etkiliyken, onlarin
¢ogalmasint uyarmak i¢in daha yiksek konsantrasyonu gereklidir. Yara sivisinda inaktif
sekilde salgilanmig olan birgok biylime faktorleri vardir (Tablo 1) (32). Ortamdaki tim
hicrelere etki ederek onlarin kimyasal olarak uyarilmast ve gogalmasina sebep olurlar.

Yara iyilesmesinde rol oynayan sitokinler dolagimdaki hiicrelerin, enflamatuar ve
immun yanitin geligimi ile diizenlenmesinde aracilik eden peptid veya glikoprotein yapidaki,
kimyasal ileti molekiilleridir. Sitokinler membrandaki reseptorleri veya ¢oziinebilen
reseptorleri aracilifiyla etki gostermektedir. Esas olarak T hiicreleri ve makrofajlarda uretilen
sitokinler yara sivisinda inaktif halde bulunan biiyiime faktorlerini uyarirlar. Ayrica monosit,
B hicreleri ve dogal olduriicii hiicreler gibi immun sistem hiicreleri yaninda fibroblastlar,
kuppfer hiicreleri, endotel hiicreleri, sertoli hiicreleri, mast hiicreleri ve diiz kas hiicreleri gibi
immun sistem digt hiicrelerce de salgilanir. Ornedin yaralanma sonrasinda makrofaj ve

monositlerden salinan IL-1, TTBF’nin salinimini artirarak fibroblastlarin gogalmasini uyarir.



Tablo 1. Yara iyilesmesindeki hemostatik, trombositten tiireyen ve diger faktirler

Trombositten tiireyen faktérler

Fonksiyonu

Sitokinler, biyiime faktérleri

Kimyasal uyari, mitogenez ve fibroplazinin

diizenlenmesi

Trombosit uyarici faktor

Trombosit agregasyonu

Tromboksan A, Vazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu, |
kemotaksis

Trombosit faktér IV Fibroblast ve monositler igin kimyasal uyarici,
heparin  aktivitesi  diizenleyicisi,  kollajenaz
inhibitori

Serotonin Vaskiiler gegirgenligi artirir, nétrofiller  igin
kimyasal uyarici

Adenosin diniikleotid Hiicre gogalmasi ve gdgiiniin uyarlmasi, trombosit

agregasyonu olusturulmasi

Trombositten tiireyen biiyiime faktorii

Proliferasyon, kemotaksis, matriks sentezi

Fibroblast biyiime faktori Anjiogenezis ve proliferasyonun uyarilmasi

Transforme edici biyiime faktorii-B Matriks sentezi ve proliferasyonun artirilmasi

Hemostatik faktorler Fonksiyonu

Fibrin, plazma fibronektini Koagiilasyon, kimyasal uyarici, adezyon, go¢ eden
hiicreler igin yapi iskeleti olusturma

Faktor XIII (fibrin stabilizan faktor) Kimyasal uyar ve adezyonun baglatilmasi

Dolagan biiyiime faktorleri Kimyasal uyari, mitogenez ve fibroplazinin
diizenlenmesi

Kompleman Antimikrobial aktivite, kimyasal uyar1 olugturma

Diger faktorler Fonksiyonu

Fibronektin Trombosit agregasyonu igin ligand, matriks dnciisii

Vaskiiler endotelyal bityiime faktorii

Anjiogenezis, vaskiiler permeabilite artigt

Epidermal bityiime faktorii

Epitelizasyon ve proliferasyonun uyarilmasi

Ayrica fibroblastlardaki kollajenaz sentezi yaninda kollajeni de uyarir. Net etki ise

matriks dongiisiindeki artigtir. Yine yara onarimi sirasinda endotelyal hiicreleri, anjiogenezis

ve hemostazisi etkileyerek prostaglandin-E, (PGE; ) gibi vazodilatator etkili olan faktérlerin

sentezini de uyarr. TNF-o aktivitesi enflamasyonun erken safhasinda gorilir ve

yaralanmadan 3 giin sonra pik yapar. Sonra hizla azalir. TNF-o’'mn fibroblastlarda kollajen
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uretimi etkileri tek yonli degildir. Kiiltiir gartlarinda fibroblastlarda kollajen sentezini hem
artirdii hem de azalttifi gosterilmistir. Kollajenaz aktivitesi TNF-o ile azaltilirken
fibroblastlarin gogalmasi ve anjiogenezis hizlanir.

Kimyasal uyaniyla hicrelerin yara yerine gidisi, hedef hiicrede olusturdugu
fonksiyonel uyarilariyla izlenir. Uyarilma yeni hucre yiizey antijen salinimini baglatip
sitotoksisiteyi, sitokinlerin salinimui ile tiretimini ve diger fenotipik degisiklikleri artirir. Yara
iyilegmesi igin tiim hiicrelerin bagarili bir gekilde uyarilmasi gerekmektedir.

Makrofajlar, lenfositler ve notrofiller enflamasyon sirasindaki esas hiicreler olmasina
ragmen bakteriyel bulagin eglik etmedii yara iyilesmesinde makrofaj ve lenfositler,
notrofillerden daha 6nemli rol oynarlar. Uyarilan makrofajlar debridman, matriks sentezi ve
anjiogenezis gibi yara iyilesmesinin birgok basamaginda temel rol oynar. Makrofajlarin
uyarilmas1 anjiogenezis ve fibroplaziyi uyaran sitokin salimimi yaninda antimikrobial
ozellikleri igeren ve birgok fonksiyonlari olan nitrik oksit (NO) sentezine de neden olur.
Endotelyal hiicreler, fibroblastlar, monositler ve lenfositler gibi yara iyilesmesinde rol alan
diger birgok hiicreler in vitro uyarildiklarinda NO olugturmada rol alirlar. Son galigmalar kotii
yara iyilesmesinde NO sentezinin azaldigini, in vivo nitrik oksit sentaz’in (NOS)
inhibisyonunun da yara iyilesmesini bozdugunu gostermigtir. Uyarilan makrofajlardan salinan
sitokinlerle aktif hale gelen lenfositler de interferon-y (INF-y) daha sonra TNF-a ve IL-1 gibi
diger sitokinlerin salinimina neden olur.

Fibroblastlarin fenotipik degisiklikleri esas olarak makrofajlardan tiireyen sitokinlerce
olusturulur. Miyofibroblastik fenotipin DBF-B;’ce olusturuldugu gosterilmistir. Ornegin
ekstraseliiler matriks molekiilii olan fibronektinin senteziyle desteklenen hiicre yapigmasi,

myofibroblastlarda fenotipik degisikliklerle sonuglanir (31-33).

Proliferasyon

Bu agamada rol oynayan temel hiicreler fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerdir.
Makrofajlar ise otokrin ve parakrin mekanizmayla sitokin ve biytime faktoérlerini olustururlar.
Biyiime faktorleri ve sitokinler esas olarak trombositler ve uyarilmig makrofajlardan tiireyen
fibroblastlar ile endotelyal hiicrelerinin ¢ogalmasindan sorumludur. Cevre dokularda duragan
halde bulunan fibroblastlar TTBF ve epidermal biiyiime faktorii (EBF) gibi bir¢ok faktérlerce
uyanlip ¢ogalirlar. Yara iyilesmesi siirecinde fibroblastlar ¢evre dokulardan yaraya dogru
hareket ederken zedelenmemis veniillerden de endotelyal hiicreler yeni damar olugturmak ve

yaray1 kapatmak i¢in ¢ogalirlar. Bunun yaninda proliferatif agamanin durdurulmast sinyalinin
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nasil oldugu da tam bilinmemektedir. Fenotipik degisiklikler olustuktan kisa bir stire sonra bu

asama durmaktadir. Negatif feedback mekanizmasinin rolii olabilecegi bildirilmigtir (31).

Maturasyon ve Yeniden Sekillenme

Maturasyon agamasinin esas Ozelligi yarada kollajen depolanmasidir. Klinik olarak
bakildiginda iyilegmenin en 6énemli agamasi budur. Cinki hiz, kalite ve matriks birikiminin
toplam miktar1 skarin gerginligini belirler. Birgok iyilesme bozuklugu zayif kollajen
depolanmasi nedeniyle gelisir.

Zedelenmede dort hiicre igi sistem yaralanur:

a) Membran bitanligu
b) Aerobik solunum
¢) Protein sentezi

d) Genetik yap1

RA uygulanan bagirsak segmenti 6reklemesinde oldugu gibi yara iyilesmesi sirasinda
hiicre igi ortaminda gelisen bu olaylar ve hiicre buyimesindeki molekiler degisiklikler su
sekilde Ozetlenebilir: Serumda dolagan polipeptid buyiime faktorleri protoonkojen olarak
adlandirilan normal biiyiime kontrol yollarini etkileyen gen ekspresyonlariyla hiicre ¢ogalma
ve biiylimesini uyarir. Hiicre biyiimesi, hem hiicre yiizeyi hem de hiicre igindeki spesifik
reseptorlere biiytime faktorlerinin baglanmasi ile baglar. Reseptor aktivasyonu ile uyarilan
fosfoproteinler sekonder effektor molekillerine baglanarak sinyal iletimi yaparlar. Uyarilan
reseptorler GTP-baglayan proteinler, fosfolipaz-c, fosfotidilbiofosfat, inositoltrifosfat ve
diagilgliserol gibi sekonder sinyal molekiil reseptér proteinlerini katalizler. Bu ikinci uyarilar
kaskadi bityiime sinyallerini ¢ekirdege tagtyarak biiyiime diizenleme genlerinin biiyitk kismini
uyarirlar. Hiicre siklusuna hiicrelerin girmesi ve ilerlemesi ise siklin denen bir grup proteinin
hiicre i¢i yogunlugu ve aktivitesi ile kontrol edilir. Kinaz kaskad: sonugta niikleer
transkripsiyonun uyarilmasi ile DNA sentezi ve hiicre bolinmesini baglatir.

RA uygulanan bagirsak segmentindeki hiicredigi ortami, yapisi ve hiicre matriks
etkilesimi: Hiicredigi ortami proteoglikanlar ve glikozaminoglikan jel iginde bulunan kollajen
ve elastinden olusan fibroz yapisal proteinler ile hiicreler arasi ortamin bilesiminden olusur.
Yasayan hiicrelerin yapigmalari, bayimeleri, hareketleri ve farklilagmasi hiicre digt ortami
tarafindan diizenlenir. Hiicre digt ortamunin ii¢ esas bilegeni vardir:

1-Yapigiklik olusturan glikoproteinler: Gorevleri hiicre dig1 ortam bilegenlerini ve hiicreleri

birbirine baglamaktir.
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a-Fibronektin: Disulfit baglan ile bagli fibroblastlar, monositler, endotel hiicreleri gibi
degisik tipte hiicrelerde sentezlenen heterodimerlerdir. Fibronektin kollajen, fibrin, heparin,
proteoglikanlar gibi hiicre disi ortamui proteinlerine ve hiicre integrinlerine baglanan 6zgiil
maddeler igerir. Fibronektin plazmada ¢oziniir sekilde bulunur. Jelatin kapli yizeylere
hiicrelerin yapigmasini1 saglar. Yaralarin erken iyilesme evrelerinde gogunlugu plazmadan
koken alan biyilk miktarlardaki fibronektin hiicre digi ortamda birikir ve fibroblast ile
endotelin buyiimesini baglatir.

b-Elastin: Dokularin genigleme ve kasilmasin1 saglar.

c-Laminin: Biiyitk yapigtiric1 glikoprotein molekiilidir. Hiicreleri Tip IV kollajen ve
beparan stlfat ile baglar.

d-Integrinler: o ve P subiinitleri olan transmembran hiicre yiizey reseptorleridirler. a; B;
integrinler esas olarak mezankimal hiicrelerce salgilanirlar ve kollajen bagimli yapigiklik,
migrasyon, jel kontraksiyonu ile yara iyilegsmesinin tiim ana 6zelliklerini diizenlerler.

e-Hiicre ylizeyinde sentezlenen diger onemli yapigsma molekilleri arasinda endotelyal
lokosit yapigma molekiili (ELYM), hiicreler arasi yapigsma molekiili-1 (HAYM-1) ve
vaskiiler hiicre yapigma molekiili-1 (VHYM-1) bulunmaktadir. ELYM-1 yalniz endotelde,
HAYM-1 ve VHYM-1 ayn1 zamanda monosit, lenfosit ve hepatositlerde sentezlenmektedir.

f-Hucresel yapigma molekilleri arasinda yer alan ve kalsiyuma bagli proteinler olan
selektinler, 16kosit ve uyarilmig endotel hiicreleri yiizeyinden salinirlar. Enfeksiyon sirasinda
lokositlerin endotele baglanmasi, lokositlerin endotel boyunca yavag ve geriye doniigimli
yuvarlanmalar selektin ailesi (L-, P-, ve E-selektinler) tarafindan yonlendirilmektedir.

2-Proteoglikanlar: Dermatan siilfat ve heparan sulfat gibi glikozaminoglikanlardan olusan
bu molekiiller, hiicre digt ortami yapi ve permeabilitesinin diizenlenmesine yardim ederler
(31-33).

3-Kollajen: Tuim viicut proteininin %30, toplam wviicut agirlifinin ise %6’si1 olugturan
kollajen, insan viicudunda en yaygin olarak bulunan proteindir. Kollajen, ¢ok hiicreli
canlilarda wviicudu gekillendiren ve wviicudun iskeletini olusturan bir protein olup bag
dokusunun baglica makro molekuladir. Tium dokularda degisik oranlarda bulunur.
Tanmimlanan en 6nemli bes tipi mevcuttur (Tablo 2) (32). Kollajen molekiillerinin en belirgin
Ozellikleri igli zincir ve sarmal yapida olmalaridir. Her iiglii sarmal 280x1.5 nanometre
boyutundadir. Kollajen molekiiliiniin diger bir 6zelligi de tiim zincirlerinin glisin igermesidir.
Kollajen zincirlerinde glisin temel aminoasittir ve buna baglh iki a; ve bir o, zincir ile yap:
tamamlanir. Memelilerde o zinciri 100 kadar prolin, 100 kadar 4-hidroksiprolin igerir. Bu

rijit aminoasitler polipeptid iskeletin rotasyonunu kisitlar ve t¢lii sarmalin kararliligini artirir.
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Hidroksiprolin intramolekiiler hidrojen baglari yaparak kararliligi daha da artirr. Matiir
kollajen o-glikozidik bag ile sakkaridlerin hidroksilizine baglanmasi ile olusan bir
glikoproteindir. Kollajen hiicre dis1 bir glikoprotein olmasina kargin hiicre iginde graniilli
endoplazmik retikulumda sentezlenir. Ilk énciil preprokollajen 100 aminoasitlik bir zincirdir.
Ribozomlarda sentezini takiben endoplazmik retikulumun vezikiiler yizine atilir. Burada
prokollajene dontstir. Hiicre sitoplazmasinda prolin ve lizinin bir kismi, prolin ve lizin
hidroksilazin indiklemesi ve ortamda oksijen, demir, askorbik asit ve alfa-keto-glutarat
varliginda hidroksillenir. Ugli sarmalin olusmasindan sonra prolin ve lizin hidroksilasyonu
artarak devam etmez. Prolin hidroksillenmezse alfa zincir bozulur ve kollajen sentezi durur.
Molekiillerde hidroksilize glikozu veya galaktozu baglayan glikozil transferaz aktivitesi igin
zincirin heniiz sarmal halini almami§ olmasi gerekir. Hiicre igi gergeklesen bu islemi takiben
glikozillenmis prokollajen molekiilii golgi aygit1 yolu ile hiicre disina ulasir. Hiicre disina
¢ikan prokollajenler sira ile amino ve karboksi terminallerini atarlar. Yeni sekillenen kollajen
molekiilii her zincirde 1000 amino asit igeren yap1 kazanir ve kollajen molekiiliinii olusturur.
Bu zincirler heniiz gerilme direncine sahip degillerdir. Aralarinda karsilikli kovalent baglarin
olusumu ile gerilme direnci kazamrlar. Kollajenin yapisinda yogun olarak bulunan
hidroksiprolin, glutamat amino asitlerindendir. Prolinden olugur. 3-hidroksiprolin ve 4-
hidroksiprolin olarak da memelilerde bulunur. En yaygin olarak kollajen yapisinda bulunan 4-
hidroksiprolindir. Kollajen, 1/3 glisin, 1/3 prolin ve 1/3 oranlarindaki hidroksiprolinden
olusur. Diyetle alinan prolin, hidroksiprolinin 6nciiliidiir. Prolin ve lizin hidroksilasyonu;
mikrozomal enzimlerle deri, akciger, karaciger, kalp kasi, iskelet kasi ve yara yiizeylerinde
prolin hidroksilaz ve lizin hidroksilaz ile saglamir (31-34). Hidroksiprolin vertebralilarin
dokularinda kollajen iginde yaklagtk %14 oramninda bulunur. Hidroksiprolinin kollajen
igindeki bu dagilimi, bu aminoasidi kollajen metabolizmas: galigmalar igin tercih edilecek bir
marker yapar. Bagirsafin submukozal tabakasi ozellikle kollajen ve elastin fibrillerinden
zengindir. Bu ozelligiyle barsak duvarmnin dier tabakalarindan daha fazla doku gerginligi
olan dayanikli ve fibroz bir tabaka konumundadir. Bu nedenle submukoza tabakast RA’nin
iyilesmesi agamasinda temel destek katmani niteligindedir (35-37).

Yara iyilegmesinde rol alan bir diger temel yap1 endotel dokusudur. Endotel kan ile
damar duvarim olusturan diiz kaslar arasina lokalize olmug, mezoderm kaynakli, damar ig
yizeyini Orten ve tek kath yassi epitel yapisindadir. Yiizeyinde ¢ok sayida reseptor
tagimaktadir. Cevre faktorlerine yanit olarak endotelin tirettigi birgok damar uyarici maddeler

su sekilde siralanabilir:
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a-Vazodilatérler: Prostasiklin, NO. NO; L-Argininin sitriilline déniigiimiinde olusan ve
eslesmemis elektronu bulunan iki atomlu gazdir. Endotel kaynakli diz kas gevsemesi ve
trombosit agregasyonunun inhibisyonu basta olmak iuizere ndrotransmisyon, sitotoksisite gibi
birgok fizyolojik olayda iglev gormektedir. Diiz kas hiicrelerindeki ¢oziinebilen guanil siklazi
aktifleyen NO, protein kinaz G relaksasyonu saglamaktadir.

b-Vazokonstriktorler: Endotelin I, Anjiotensin II, Tromboksan A, Anjiotensin konverting
enzim (ACE).

c-Hiicresel yapigma molekiilleri: VHYM-I, HAYM-I, ELYM.

d-Biiyiime molekiilleri: Vaskiiler endotel buyime faktori, Heparin baglayici epidermal
bitytime faktorii, Bazik fibroblast biiyiime faktori, Insilin benzeri biiyiime faktérii, TEBF-B,
FVIII, Doku plazminojen uyaricisi, Trombomodiilin, Antioksidan enzimler, IL8, Sitokinler,
Heparansiilfat proteoglikan, Trombosit uyarici faktor (38).

Tablo 2. Onemli kollajen tipleri (32)

Tip | Kompozisyon | Lokalizasyon Fonksiyonlar:

I [al(]? o2(1) Deri, kemik, tendon, ligament, dentin, sklera, | Gerilme direnci
fasya ve organ kapsiilleri Saglar

I [al(wW)]? Hyalin ve elastik kikirdak, notokord ve | Sekil ve
intervertebral disk deformasyona direng

olugturur

I [al(u)]? Uterus, karaciger, dalak, bobrek, akciger gibi | Yapisal destek
organlar, diiz kas, endoneurium, kan damarlan | elastisite saglar
ve fotal deri

v [aldV)]? Epitelyal ve endotelyal hiicrelerin bazal | Destek ve filtrasyon

veya [a2(IV)]* | laminasi, bobrek glomeriilii ve lens kapsiilii bariyeri saglar

\'% [al(W)]? «2(V) | Diiz ve ¢izgili kas hiicrelerinin bazal laminasi, | Destek saglar

Schwann ve glial hiicreler, plasental epitel
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METILEN MAViSi

esAzot “Karbon Kiikiirt -Hidrojen Oksijen
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Sekil 1. Metilen mavisinin molekiiler formiilii

Metilen mavisi koyu yesil renkli, kokusuz, kristal tozdur. Su, alko! ve kloroformda
erir. Molekiiler formiili C;gHsCIN3S.3H,O’dur  (Sekil 1). Molekiiler agirhign 373,9
gr/moldur.

MM oral alimgim takiben %74 oraninda I5kometilen mavisi seklinde idarla atilr.
Kiigiik bir miktar: degigmeden idrarla, kalan kismi da safra yoluyla atilir (39,40).

MM’pin bilinen etki mekanizmalar $Syledir: Ksantin’in iirik asite doniglimiinde
ksantin oksidazin Fe-S merkezindeki molekiiler oksijenle yangarak siiper oksit ve hidroksil
radikali firctimini inhibe eder (41-44). Salaris ve ark.(44) MM’ nin etkisinin, 15kometilen
mavisi olugturmak igin elektron akiminin normal yOniin@i keserek bir parazitik elektron
toplaticisi oldugunu gdstermislerdir. Boylece serbest oksijen radikallerinin tiretimi basamagi
atlanmaktadir. MM doku oksidazlan igin alternatif elektron kabul edici olarak, molekiiler
oksijenin stiperoksite indirgenmesini yarigmal: olarak inhibe eden yeni bir antioksidan ilag
olarak kabul edilebilecegi bildirilmigtir. Ayrica MM nin primer olarak ksantin oksidaz gibi
flavo enzimlerden elektron transferi igin oksijenle yangarak siiper oksit gibi oksijen
radikallerinin {iretimini inhibe ettigi bilinmektedir. MM serbest oksijen radikal olugumunu
inhibe eder (41,42,45,46). Hiicrede guanozin monofosfat’n siklik guanozin monofosfat
{(cGMPY a doniigimiinG saglayan guanilat siklaz enzimini inhibe eder. Cesitli durumlardaki
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hipotansif hastaliklarda tek doz MM’ nin kullanildig: ¢aligmalarin hepsinde, guanilat siklazin
ve endotelyal nitrik oksit sentazin inhibisyonu gosterilmistir (47). MM ferrik demirin ferros
sekline indirgenmesini uyararak methemoglobinemi olugturmak igin pyridine ntkleotidleri
olan NADPH ve NATPH’1 indirgeyerek elektron transferinde bir elektron kabul edici olarak
etki eder (44—48). Dugik molekiiler agirlikli, 6zellikle yagda eriyebilen ve vital boya olan
MM guanilat siklaz inhibitori olarak da bilinirr MM guanilat siklaz’in NO baglayict
reseptorinii bloke ederek aktive olmasini engeller. Boylece nitrik oksidin diz kas gevsetici
etkisinin olugmasini engeller (42).

MM insanlarda tibbi amaglarla kullanilan ve toksik olmayan bir maddedir. Ilag
reperfiizyonda doku hasarlanmasini azaltmada rol oynayabilir (44,47). Uriner sistem
enfeksiyonlarinin tedavisinde bir Uriner antiseptik olarak kullanilan bu madde mavi boyama
ozelligi nedeniyle bir tam1 koydurucu ajan olarak da kullanilir (49). Paratiroit bezinin
intraoperatif belirlenmesinde boyama amaciyla 5 mg/kg MM, 500 ml serum fizyolojik veya
%S5 dekstroz i¢inde 1 saatlik stirede infiize edilir (50). Barret 6zefagusu ve ¢oliak hastaliginin
endoskopik cerrahisi sirasinda g¢ikarilacak segmentin isaretlenmesi (tatuaj) amaciyla MM
kullanilir. MM normal o6zefagus yasst epitelince alinmaz. Ancak kardiada kolumnar epitel
metaplazisi geligmigse, bu degisime ugrayan hiicreler MM’sini tutar. Boylece Barret
ozefagusunda metaplazik epitelin simrlari belli olur ve uygun yerden biyopsi yapilabilir.
Coliak supru hastalarinda duodenumdaki mozaik patern benzeri epitelial degisikliklerin tamsi
yapilabilir (51). Methemoglobineminin tedavisi amaciyla MM verildikten sonra difosfopiridin
niikleotid koenzimiyle bir l6kobazina doniigiir. Lokometilen mavisi H”i HyO,’ye indirger.
Olusan H,0; baslangigta hekzosmonofosfat santiyla detoksifiye edilir. Santin kapasitesi
agilirsa biriken H,0, membran lipitlerini ve hemoglobini oksitler. Lipit membranlar hasarlanir
ve olugan heinz cisimleri de hemoliz yapar (48,52). Idiopatik methemoglobinemide %1’lik
soliisyonundan 1-2 mg/kg IV olarak birkag dakikada verilebilir. Ayrica fistiil arastirilmas: gibi
tan1 koydurucu iglemlerde boya olarak kullanilir (50).

MM’nin yan etkileri; cilt altina enjekte edildiginde nekrotik apse, yesil-mavi renge
boyama, iskemik ftlserasyon, nekroz, submukozada eozinofilik infiltrasyon ve damar
duvarinda fibrinoid nekroz, bulanti, diyare, olabilir (44,49). MM Glukoz-6-fosfat-
dehidrogenaz eksiklii olanlarda hemolitik anemi olusturur (53,54). MM intraperitoneal
veriliginden 7 giin sonrasinda laparotomide gozle gorillmez hale gelir. Yalnizca mikroskobik
olarak makrofajlarda partiktller halinde kalir. MM septik soklu hastalarda gaz degisimi ve

hemodinamiyi etkilemesini degerlendirmek amaciyla 3 mg/kg’a kadar dozda kullaniimuig,
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ancak daha yiiksek dozlarda arteryel oksijenasyonda kétillesme gozlenmigtir (47). IV MM nin
yarilanma 6mriiniin 5-6,5 saat arasinda oldugu David ve ark. (55) tarafindan rapor edilmistir.
MM’nin kontrendikasyonlar; ilaca karg:t bilinen duyarlilik, ciddi renal yetmezlikli
hastalar, glukoz-6-fosfat-dehidrogenaz eksikligi olan hastalar, klorat veya siyaniir
zehirlenmesi nedeniyle olan methemoglobinemi, intratekal ve cilt alt1 infizyon, gebelik olarak

bildirilmistir (50,53).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢aligma, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Yetistirme ve
Aragtirma Laboratuari’nda yerel etik komiteden 22.05.2003 tarihinde izin alindiktan sonra
yapildi (Ek 1). Diizenli olarak 12 saat 1gtk-karanlik ve 21°C’lik 1s1 ortamindaki laboratuvarda,
erkek Wistar Albino siganlar (n: 30) kullanildi. Standart sigan yemi ve sebeke suyu ile “ad
libitum” beslenen, agirlig 287-360 gr. arasindaki denekler rasgele segilip ii¢ gruba ayrildi.

Grup I, (Sham, n=10), Grup II, Rezeksiyon-Anastomoz (RA; n=10), Grup I,
Rezeksiyon-Anastomoz Metilen Mavisi (RAM; n=10) olarak adlandirildi. Denekler ¢aligma
Oncesi 8 saat siire ile a¢ birakildi, yalmizca su almalarina izin verildi. Genel anestezi %2’lik
Xylazine 10mg/kg (Rompun, Bayer, Istanbul) IM ve Ketamin HCI 50 mg/kg (Ketamin,
Eczacibagi, Istanbul) IM verilerek olusturuldu.

Grup I (Sham grubu): Steril sartlar altinda orta hat insizyonuyla laparotomi yapildi ve
insizyon iki tabaka olarak 4/0 polyglycolic asit ile dikilerek kapatildi.

Grup II (RA grubu): Steril sartlar altinda laparatomi yapilip, peritonsal defleksiyonun
yaklagik 2 cm. proksimalinde kalin bagirsak rezeksiyonu ve 6/0 atravmatik polyglycolic asit
ile tek kat ug-uca dikilerek anastomoz yapildi.

Grup Il (RAM grubu): Grup II'nin iglemlerine ek olarak %1’lik metilen mavisi
(c.1.52015 Merck, Germany) 1 mg/kg dozunda tek doz intraperitoneal olarak verildi.

Anastomoz iyilesmesi; mekanik gostergesi olan patlama basinci, biyokimyasal
gostergesi olan hidroksiprolin diizeyi ve anastomoz yapilan dokunun histopatolojik
Incelenmesiyle degerlendirildi (37,56).
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MEKANIK CALISMA

Bagirsak anastomozu yapildiktan sekiz giin sonra yogun eter ortaminda geri
doniistimsiiz uyutulan deneklerin kalin bagirsagindaki anastomoz bolgesini igeren segmentin
patlama basinc1 klinigimizdeki, manometre cihaziyla (Mui Scientific Mississauga, Ontario,
Canada) degerlendirildi. Calismamin 8. giinii deneklerden alinan kalin bagirsagin RA
bolgesini igeren 5 cm.’lik segmenti igine yerlestirilen anal manometre probu proksimal ve
distalden 2/0 ipekle baglanip, verilen sivi basincinin dokuda patlamamn olusturdugu an
(Resim 1, 2, 3) dijital olarak ekranda Qmax degerinin goriilmesiyle saptandi. Q.. degeri
yazicidan grafiksel ve sayisal (mmHg) olarak alindi (Grafik 1). Patlama basinci 6lgiimiinden
sonra anastomozun birer cm.lik proksimal ve distalini igeren kalin bagirsak segmenti, uzun
ekseni boyunca kesilerek ikiye ayrildi. Orneklerden birinin kurutma kagidiyla nemi alind:.
Hidroksiprolin incelemesi igin aliminyum folyoya sarild: ve -70°C’de saklandi. Diger parga
da histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formolde tespit edildi (13,35,36,57).

BIYOKIMYASAL CALISMA

Calisma giiniine kadar doku omekleri -70°C de saklandi. Caligma giinii ¢oziilen doku
orneklerindeki dikis materyali uzaklastirilarak yuzeylerindeki nem kurutma kagid: ile alindi.
Ormekler elektronik terazi ile tartildiktan sonra, serum fizyolojik ile Potter tipi cam
homojenizator (Heidolph-RZR 2021) kullanilarak %20 (20gr/ml)’lik homojenatlar hazirlandi.
Homojenatlar daha sonra 1500 rpm de 15 dakika santrifijj edildi. Islem elde edilen
sipernatantlara esit hacim HCI katilarak 1618 saat hidroliz edilerek Kivirikko ve ark. (58,59)
tammladif prensibe dayanan hidroksiprolin kiti (Hypronosticon, Organon Teknika B.V.,
Boxtel, Holland) ile sirdiriildii. Olugan renkli bilegigin absorbanst 560 nm'de
spektrofotometrik olarak olguldi. Doku hidroksiprolin miktarn pg/mg yas doku olarak
hesapland1. Kollajen konsantrasyonu her 1 mg yas dokuda pg hidroksiprolin olarak él¢iildii.
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Grafik 1. Patlama basinci grafigi
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Resim 3. RA grubunda patlama basmei dlciildiikten sonra anastomoz

hattindaki acilma




HISTOPATOLOJIK CALISMA

Doku gerginligi 6lgiminden sonra %10’luk formolde tespit edilen dokularin daha
sonra parafine gomiilmesiyle hazirlanan bloklardan 5 mikronluk kesitler hazirlandi. Kesitler
Hematoksilen Eozin (HE) ve Trichrom-Masson (TM) ile boyanarak isik mikroskobunda
incelendi. Kalin bagirsagin tiim tabakalarindaki vaskiilarizasyon, fibroblast artigi, enflamatuar
reaksiyonu incelendi. Mukoza hasari igerdigi bez epiteli ve ara gevsek bag dokusu agisindan
degerlendirildi. Muskilaris mukozanin igte sirkiiler, dista longitudinal kas tabakasi ve
cevresindeki kollajen depolanmast incelendi. Submukozadaki bag dokusu sempatik
sinirlerinin  Meissner postganglionik fiberleri ile parasempatik sinirlerin ganglionik-
postganglionik fiberleriyle degerlendirildi. Muskiilaris eksternadaki igte sirkiler dista
longitudinal kas lifleri ve myenterik Auerbach sempatik postganglionik fiberler ile pre ve post
ganglionik parasempatik liflerin olusumu ve kollajen kalinligi milimetrik okiiler mikroskop
kullanilarak incelendi. Kalin bagirsak duvari katmanlar1 “mukoza hasari, muskiilaris mukoza
ile eksternada kollajen depolanmasi ve submukozal kollajen artig1”; “0 (yok), +1 (orta), +2
(belirgin)” seklinde olusturulan skorlama ile degerlendirme skalasi olusturuldu (Tablo 3).
Kalin bagirsak duvart katlari olusturdugumuz degerlendirme skalasi grafiginden aldig
puanlamaya gore degerlendirildi. Bagirsak duvarinin muskiilaris mukoza ve submukozal
kalinligi milimetrik okiiler mikroskop kullanilarak 6lgiildi. Kalin bagirsak tabakalarindaki

kollajen depolanmast diiz kas lifleri etrafindaki kollajen artis1 ile degerlendirildi.

ISTATISTIKSEL CALISMA

istatistiksel calisma Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Dekanligi Bilgi Islem
merkezinde bulunan 50064 Minitab Release B programi (Lisans no: WCP1331.00197)
kullamlarak bilgisayar ortaminda gergeklestirildi. Biyokimyasal degerler ve doku
gerginliginin degerlendirilmesi “Anova”, histopatolojik degerlendirmeler “Ki-kare” testiyle
istatistiksel olarak analiz edildi. Tiim verilerin ortalamalari ve ortalamalarin standart hatalari

hesaplandi. p<0.05 oldugunda fark anlamli olarak kabul edildi.
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Tablo 3. Histopatolojik degerlendirme skalasi ve puanlari

Mukoza hasar Skor
Yok 0
Orta : Bez epitelinde kismi hasar ve gevsek bag dokusunda olusan #+1
kollajen muskiilaris mukoza kalinhginin en fazla iki kati
Belirgin: Epitel ve ince gevsek bag dokusu yerini sert bag dokusu almus. +2
olusan kollajen muskiilaris mukoza kalinliginim iki katindan fazla
Miiskiilaris mukozada kollajen depolanmasi Skor
Yok 0
Orta : Diiz kas lifleri etrafinda kollajen depolanmasi +1
Belirgin : Orta ile ayn1, baz liflerin yerini almis kollajen depolanmast +2
Submukozal kollajen artisi Skor
Yok 0
Orta  : Submukozal kollajen muskiilaris mukoza kalmligmin en fazla ki | +1
Kat1
Belirgin: Submukozal kollajen muskiilaris mukoza kalinhiginn iki katindan | +2
Fazla
Muskiilaris eksternada kollajen depolanmasi Skor
Yok 0
Orta : Diiz kas lifleri etrafinda kollajen depolanmasi +1
Belirgin: Orta ile ayn, baz liflerin yerini almug kollajen depolanmasi +2
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BULGULAR

Caligmaya agirliklart 287-360 gr arasinda degisen 30 erkek Wistar Albino sigan alindi.
Denekler her biri 10 sigan igeren ii¢ grupta incelendi. (Grup I: Sham, Grup II: RA, Grup III:
RAM) Gruplara gore ortalama patlama basinct Sham’da: 127,3 + 4,4 mmHg, RA’da: 68,8 +
2,6 mmHg ve RAM’da 88,6 + 2,7 mmHg olarak bulundu. Doku gerginliginin patlama basinci

olgimleriyle elde edilen degerler toplu olarak Tablo 4’de sunulmustur:

Tablo 4. Gruplara gire patlama basinci degerleri mm/Hg

Denekler Sham grubu RA grubu RAM grubu
1 127 68 85
2, 122 71 87
3 137 65 85
4 126 67 86
S 124 70 90
6 126 66 89
i 126 72 91
8 133 73 93
9 126 68 90
10 126 68 90
Ort.+standart sapma | 1273 £4,4 688+26 88,6+27
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Patlama basinci degerleri RAM grubunda RA grubuna gore daha yiksek bulundu (Grafik 2).
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Grafik 2. Gruplara gire patlama basinc degerleri
Anastomoz hattini igeren kalin bagirsak dokusundan alinan doku 6rneklerinde 6lgilen
hidroksiprolin degerleri Sham grubunda 5,5 + 0,2 ug/1 mg yas doku, RA grubunda 2,7 + 0,2

1g/1 mg yas doku ve RAM grubunda 3,7 + 0,2 pg/Img yas doku olarak bulundu (Tablo 5).

Tablo 5. Hidroksiprolin miktarlar:

Hidroksiprolin (ng/lmg yas | Sham RA RAM
doku)

1 5,6 2,4 3,9

2 53 2,8 3,7

3 555 2,7 3.8

4 5.7 2,6 3,4

5 5,8 27 3.7

6 53 2.3 3,8

7 5,4 2,6 3,8

8 5.3 31 3,3

9 53 2,7 3,9
10 5,4 2,7 4,1
Ortalama + Standart sapma 5,5:40.2 2:7:+10:2 3.7+02
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Hidroksiprolin degerleri RAM grubunda RA grubuna gore daha yiiksek bulundu (Grafik 3).
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Grafik 3. Gruplara gore hidroksiprolin miktarlar

Kalin bagirsagin anastomoz hattini igeren segmentte yapilan patlama basimct ve doku
hidroksiprolin 6l¢iim ortalama ve p degerleri ayrica Tablo 6’da gosterilmigtir. Patlama basinci
RAM grubunda 88,6 + 2,7 mmHg’ydi ve RA grubundan 68,8 + 2,6 mmHg olarak daha
yiiksekti. Doku hidroksiprolin degerleri ise RAM grubunda 3,7 + 0,2 ng/mg yas doku olarak,
RA grubundaki 2,7 + 0,2 pg/mg yas doku miktarindan daha yiiksekti. Veriler istatistiksel
olarak incelendiginde tim gruplar arasinda p<0,05 olarak bulundu ve bu degerler anlamli
kabul edildi (Tablo 6).

Tablo 6. Patlama basmai ve hidroksiprolin sonug¢larinin p degerleri

Sham RA RAM
(Grup 1) (Grup 2) (Grup 3) p
Patlama basinct | 127,3 +4,4 68,8 2,6 88,6+27 1-2 p<0,05
mmHg 1-3 p<0,05
2-3 p<0,05
Hidroksiprolin 55+£02 2.7:£10.2 3.7+£0,2 1-2 p<0,05
pg/mg yas doku 1-3 p<0,05
2-3 p<0,05
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Tablo 3 ve 7°de sunulan sonuglara gore yapilan histopatolojik degerlendirmede;

Mukoza hasart: RA grubundaki deneklerden alinan 6rneklerin timiinde belirgin
mukoza hasari goriliirken, RAM grubundaki orneklerin 3’iinde orta derecede, 4’iinde belirgin
derecede mukoza hasar1 goriiliip, 3’inde de mukozal hasar gorilmedi. RAM grubuyla RA
grubu arasindaki puan farklar istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

Muskiilaris mukozada kollajen depolanmasi: RA grubundaki deneklerden alinan
srneklerin 3’tinde muskiilaris mukozasinda kollajene rastlanmadi. 6’sinda orta ve birinde
belirgin derecede, RAM grubunda ise ¢rneklerden 2’sinde orta ve 8’inde belirgin derecede
kollajen depolanmast goriildii. RAM grubuyla RA grubu arasindaki puan farklar istatistiksel
olarak anlamliyd1 (p<0,05).

Submukozal kollajen: RA grubundaki deneklerden alinan orneklerin 9’unda orta ve
birinde ise belirgin derecede kollajen artis1 gorilirken, RAM grubundaki ¢rneklerin 2’sinde
orta derecede, 8’inde ise belirgin derecede kollajen artigt goriilda. RAM grubuyla RA grubu
arasindaki puan farklari istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

Muskiilaris eksternada kollajen depolanmasi: Tunika muskilariste RA grubundaki
deneklerden alian orneklerde kollajen depolanmast 4’iinde goriilmedi. 5’inde orta ve birinde
belirgin derecede kollajen depolanmasi tespit edildi. RAM grubunda ise 2’sinde goriilmedi.
5’inde orta derecede ve 3’tinde belirgin derecede kollajen depolanmasi tespit edildi. Ancak
RAM grubuyla RA grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmadi (p>0,05).

Tablo 7’de ise tiim gruplarda elde edilen verilerin toplu sonuglari verilmistir. Ayrica
doku gerginliginde esas rol oynayan koprii yapmis kollajen demetleri RA grubundan alinan
orneklerde hig goriilmemis olup, RAM grubunda 5 olguda goriilda. Farklar istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0,05). Histopatolojik galigmalarin toplu sonuglar1 histopatolojik degerlendirme
skalasi olan Tablo 3 ile Tablo 7°deki verilere gore yapilarak Grafik 4’de sunulmustur.

Resim 4’de RA grubundan hazirlanan bir kalin bagirsak anastomoz bolgesi kesitinin
1.25 biiyiitmedeki mikroskobik gorintiisii sunulmustur. Burada mukozanin belirgin derecede
hasarlandig1, epitel ve ince gevsek bag dokusunun yerini sert bag dokusunun aldig1, olusan
kollajenin muskiilaris mukoza kalinligimn iki katindan fazla oldugu izlendi. Ayrica
muskiilaris mukozada az miktardaki diiz kas lifleri etrafinda kollajen depolanmasi ve
submukozada muskiilaris mukoza kalmligimmn iki katindan fazla kollajen artig1 géruldi. RA
grubunda muskiilaris eksternanin olmasi gereken alanda fibrozis goriilmekte, fibrozis iginde
az sayida normalden daha kiigiik gapta kas lifleri izlendi. RA grubundan hazirlanan ve ayni
yerden alinan kesitin TM ile boyanma sonrasi mikroskobik incelemesinde kopriilesen kollajen

yapisinin yok denecek kadar az oldugu gorildi (Resim 5).
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Grafik 4. Histopatolojik ¢ahismalarm toplu sonuglari (*p<0,05)

RAM grubundan alinan érnekte submukozal kollajen artisi ve muskiilaris mukoza ile
muskiilaris eksternadaki kollajen depolanmasinin RA grubundakilere gore belirgin derecede
fazla oldugu ve kas liflerinin diizenli oldugu tespit edildi (Resim 6). Bu grupta mukozal
epitelin daha iyi proliferasyon gosterdigi, bez yapisinin daha iyi korundugu ve kalnliginin
belirgin derecede artttifi izlendi. Muskularis mukozadaki kollajen artimu belirgin derecede
olurken, muskiilaris eksternada ise daha gok orta derecede kollajen artimi ve gevre kas
liflerinin korunmus oldugu goriildii. Muskilaris eksternada kollajen depolanmasinin RA
grubuna gore daha fazla oldugu, duz kas lifleri etrafinda kollajen depolanmasimin oldugu
tespit edildi. Fibroblastik aktivitenin daha fazla oldugu ve katlar arasindaki koprilesen
kollajenin RAM grubunda %50 oraninda daha fazla oldugu izlendi (Resim 7).
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Resim 4. RA grubunda RA sonrasi tiim barsak duvarinda olugan yeni damar olusumu

ile karakterli graniilasyon dokusu geligimi (HE, X 1.25)

28



e ol "
J[) Ay 055’9’/ ¥ » R
=P 2“%% S
/T

;j\ % '-5 ‘r - r-/ - 5
Resim 7. RAM grubunda graniilasyon dok icinde paralel demetler ve kopriiler olugturan
kollajen yapinm (TM, X 5)
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Tablo 7. Tiim gruplarda elde edilen verilerin toplu sunumu

Denek | Grup | HP PB MH MMKD | SMKA | MEKD |V E KK
no

1 1 5,60 127,00 | ,00 .00 ,00 .00 ,00 .00 ,00
2 1 5,30 122,00 | ,00 .00 ,00 .00 .00 ,00 .00
3 i 5.50 137,00 | .00 .00 ,00 .00 .00 .00 .00
4 1 5,70 126,00 | ,00 .00 .00 .00 ,00 .00 ,00
5 1 5.80 124,00 | ,00 .00 .00 .00 ,00 .00 ,00
6 1 5,30 126,00 | ,00 .00 ,00 .00 ,00 .00 .00
7 1 5,40 126,00 | ,00 ,00 .00 .00 .00 .00 ,00
8 1 5,30 133,00 | ,00 .00 .00 ,00 ,00 .00 ,00
9 1 5,30 126,00 | ,00 ,00 ,00 .00 .00 .00 .00
10 1 5.40 126,00 | ,00 ,00 .00 ,00 .00 ,00 ,00
11 2 2,40 68.00 2,00 1.00 1,00 00 1,00 1.00 .00
12 2 2,80 71,00 2,00 .00 1,00 2.00 1,00 2.00 .00
JIc 2 2,70 65,00 2,00 ,00 1,00 .00 1,00 2,00 .00
14 2 2,60 67,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 .00
15 2 2,70 70,00 2.00 2,00 1.00 1,00 1.00 2,00 .00
16 2 2,30 66,00 2,00 1,00 2,00 1,00 1,00 2,00 .00
17 2 2,60 72,00 2,00 1.00 1,00 .00 1,00 2,00 .00
18 2 3,10 73,00 2,00 .00 1,00 1.00 1,00 2,00 ,00
19 2 2,70 68,00 2,00 1,00 1,00 .00 1,00 2,00 ,00
20 2 2,70 68,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1.00 1,00 00
21 3 3,90 85,00 1.00 2,00 2.00 1,00 1,00 1,00 1,00
22 3 3,70 87,00 1.00 2,00 2,00 1,00 1.00 2,00 1,00
23 3 3.80 85,00 2,00 2,00 2.00 2,00 1,00 1,00 ,00
24 3 3.40 86,00 ,00 1,00 1.00 1,00 1,00 1,00 1,00
25 3 3.70 90,00 .00 2,00 2.00 2,00 1.00 2,00 .00
26 3 3.80 89,00 2.00 2,00 2,00 1,00 1,00 1.00 1,00
27 3 3.80 91,00 1,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00
28 3 3,30 93,00 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00 2,00 .00
29 3 3,90 90,00 | 2,00 2,00 2,00 ,00 1,00 2,00 .00
30 <) 4,10 90,00 .00 1,00 1,00 ,00 1,00 1,00 .00

HP=Hidroksiprolin pg/lmg yas doku, PB=Patlama basinci mmHg, MH=Mukoza hasari,
MMEKD=Muskiilaris mukozada kollajen depolanmasi, SMKA=Submukozal kollajen artis1,
MEKD=Muskiilaris eksternada kollajen depolanmasi, KK=Képriilesme yapan kollajen,
V=Vaskiilarizasyon (Yok=0-Var=1), 1=Sham, 2=RA, 3=RAM grubu
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TARTISMA

Yara iyilesmesinde oncelikle yaralanma bolgesindeki kopan damarlardan gevreye kan
ve serum dolar. Damarsal gecirgenligin artmastyla yara yerine sizan serum ve kan miktari
daha da artar. Bu arada damarlarin biiziismesiyle olusan ilk yamttan sonra agiga gikan
damarlarin subendotelyal kollajeni, yabanci cisim olarak algilanir. Intrinsek koagiilasyon yolu
uyarilir. Trombosit agregasyonu olur. Kan pihtilagmasi ve hemostaz gergeklesir. RA yapilan
bagirsak segmentinin dikilerek dokularin birbirine yaklagtiriimalari bu aktivitelere yardimci
olur. Ortama g etmis hiicrelerce salgilanan biiyiime faktorleri ve sitokinlerce enfeksiyona
direng saglanirken, diger yandan yeni damar olusumu, hiicre ¢ogalmasi ve epitelizasyon da
gergeklesir. Olusan hiicre digi ortami, yeni doku yapimi ile yaray1 kapatir.

Anastomoz iyilegmesini degerlendirmek esas olarak mekanik parametrelere baglidir ve
ozellikle patlama basinct bu amagla kullanilan 6nemli bir degerlendirme yontemidir (37,60—
62). Patlama basinci anastomoz hattindaki iyilesmenin ilk 3 veya 4. giinlerinde dugtiktir ve
olgiilmesi kolaydir. Daha sonraki dénemde anastomoz hattindaki kollajen seviyesi artacagi
igin doku yirtilmast anastomozun digindaki bir bolgeden olur (37,60,63—-65). Siganlara
uygulanan inen kolon rezeksiyon-anastomozu iyilesmesinin erken doneminde anastomoz
gevresinde bagirsak duvarinin kollajen konsantrasyonunda belirgin bir azalma oldugu farkli
arastiricilar tarafindan bildirilmistir. Bu galismalarda kalin bagirsak anastomozlarinda kollajen
sentezi artarken ilk ii¢ giinde kollajendeki hidroksiprolin konsantrasyonunda azalma oldugu
gozlenmistir (66-68). Cronin ve ark. (67) kalin bagirsaklarinda anastomoz yapilan siganlarda

hidroksiprolin  seviyelerinin ~ 6nce  gegici  olarak  dustuguni, ameliyattan ki
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ile dort giin sonra anastomoz hattindaki hidroksiprolin yogunlugunun arttigini gostermiglerdir.
Calismamizda 8. giinde kalin bagirsak anastomoz bélgesindeki hidroksiprolin degerleri RA ve
RAM gruplarinda sham grubuna gore digiik bulunmustur. RAM grubunda ise RA grubuna
gore daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Benzer sekilde patlama basinglart da RA ve RAM
grubunda sham grubuna gore digik bulunmusgtur. Ancak RA grubuyla karsilagtirildiginda,
RAM grubunda patlama basincinin daha yiiksek oldugu gorulmastir. Bu sonuglar daha
onceki galigmalarla paralellik gostermektedir. Erken donemde anastomoz direncinin az olmasi
bagirsak duvarindaki kollajenolizis ile ilgili olabilir. Kollajenolizis yara yerine ilk go¢ eden
nétrofillerden salinan proteinazlarin aktif hale gegmesiyle olusur. Dort kollajenolitik proteinaz
bilinmektedir; serin proteinazlar (Elastaz, Katepsin G, Nétral proteinaz) ve metalloproteinaz
(gergek kollajenaz). Hogstrom ve ark. (69) serin proteaz ve metalloproteinaz inhibitérlerinin
deneysel kalin bagirsak anastomozunun iyilesmesinde yararli etkilerinin oldugunu
gostermislerdir.

Onceki caligmalarda aragtirmacilar anastomoz hattindaki patlama basincini hava veya
stviyla 6lgmiislerdir. Su igindeki bagirsak segmentinde patlamanin oldugu anda ¢tkan hava
kabarcig1 izlenmis ve manometredeki basing gostergesi cmH;O veya mmHg olarak alinmugtir
(60). Diger bir yontem de RA yapilan bagirsagin proksimal ve distalinden gekilmek suretiyle
dokunun kopma gerginliginin olgiilmesidir (37). Calismamizda kullandigimiz manometri
cihazi ile patlamanin oldufu anin bilgisayar ortaminda ve grafiksel olarak gosterilmesi
patlama basinct de@erini net olarak vermistir. Bu metot gorsel olarak yorumlanan diger
metodlardaki zamanlama sorununu ortadan kaldirmaktadir.

Hiicre digi ortaminin yeniden sekillenme agamasinda kollajen depolanmasi temel 6lgut
olarak degerlendirilmektedir. Hiicre digt ortamini olusturan diger yapisal elementler kollajene
gore daha az oranda bulunmaktadir. Kollajenin memeli dokularinda hidroksiprolin
komponentinin daha fazla olmast ve doku gerginliginden asil sorumlu olan amino asit niteligi
tasimast nedeniyle diger tim arastiricilar da sadece hidroksiprolin degerlerini 6lgmuslerdir
(37,56).

MM nin guanilat siklaz inhibisyonu yapmasi nedeniyle, kollajen tretimindeki etkisi
aragtiricilarla incelenmistir (68). Bu amagla Chu ve Prasad (70) kultir ortaminda ¢ogaltilan
deri fibroblastlarinda TEBF’ce kollajen iiretiminin artirilmast i¢in NO uyanlarinin
engellenmesinin  gerektigini bildirmislerdir. Cinkii NO’nun ¢cGMP’1 uyarmasi kollajen
iiretimini azaltmaktadir. DBF-B;’de NO/cGMP sinyallesmesini NO iiretimini azaltarak inhibe
edip, deri fibroblastlarindaki kollajen iiretimini de artirmaktadir. cGMP’1n olaya karigtiginin

gostergesi DBF-B;, tedavisinden sonra ¢cGMP seviyesinin azaldignin gozlenmesinden
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anlagilmaktadir. Chu ve Prasad arastirmasinda DBF-B;’in NO iretiminde diigiise neden
oldugunu, SNP’1n kollajen iiretiminde inhibitor rol aldigini, SNP-MM birlikteliginde kismen
olumlu rol oynadigini, yalmizeca MM’nin oldukga iyi seviyede iyilestirici rol aldigini
gostermiglerdir. Chu ve Prasad galigmasindaki ilk sonug sudur: “Insan deri fibroblastlarinda
kollajen iiretiminin DBF-B,’ce uyarilmasi igin, cGMP sinyali ve NO’nun ise inhibe edilmesi
gereklidir” (70). DBF-B,’in NOS aktivitesini %40 azaltip NO tretiminde %55 oraninda diisiis
gostererek kollajen tiretimini artirdigi bulunmustur. Chu ve Prasad’mn elde ettigi veriler, NO
iirettigi bilinen interferon y ve lipopolisakkaritle kollajen iiretimini rat mezenjial hicre
kiiltiirlerinde azalttigint rapor eden ¢alismalarla tutarhlik gostermektedir (35). Caligmamizda
RAM grubunda kollajen sentezinin artmis olmast MM ile ¢cGMP olusumunun inhibe
edildigini, boylelikle de Chu ve Prasad’in galigmasindakine benzer sonug alindigini
gostermektedir. Schaffer ve ark. (71) da raporlarinda DBF-B;’in NO sinyalini agir1 kollajen
tiretimi ile inhibe ettigini gostermistir. NO’nun sinyal olugturma fonksiyonu hiicre iginde veya
istindeki protein reseptorlere baglanmasiyla baglar. Bu baglanma tarafi ya proteindeki bir
metal iyonu veya S atomlarindan biridir. Baglanmay: takiben proteindeki allosterik
degisiklikler hiicredeki sekonder mesajc1 formunu tetikler. NO i¢in en stk hedef protein ikinci
haberci ¢cGMP’yi olusturan guanilat siklaz olarak gorilmektedir. NO’nun iyi bilinen
vazodilatr etkisinden baska, Mn'?, Cu*?, Fe'? gibi tastyic1 metallerle kompleks olusturma ve
hedefine uygun biyolojik “HEM” proteinlerini olusturma yetenegi de vardir. Hiicresel solubl
guanilat siklaz (sGC) hiicrelerdeki biyolojik etkilerin diizenleyici uyaricist olan ¢cGMP’in
uyaricisi olarak bilinmektedir. cGMP gevseme ve vazodilatasyonla sonuglanan “Ca efflux
artig1” yaparak bir dizi biyolojik etkilerin olusumuna neden olmaktadir.

NO’nun kiigiik miktarlari mukozal kan akimini artirarak veya antimikrobial ozellikleri
ile reaktif nitrojen metabolitleri olusturarak sitoprotektif bir etkisi olabilir. Bununla beraber
NO’nun agirt iretimi barsak bariyer fonksiyon yetersizligine yol agarak intestinal epitel
hasarina yol agabilir. Nadler ve Ford’un (72) yaptigi NO’nun bakteri translokasyonunu
diizenlemesi ile ilgili alismada, NO’nun diisik miktarlart mukozal kan akimini artirarak veya
reaktif nitrojen metabolitlerini reterek sitoprotektif bir etki gosterdigini, halbuki yiiksek
dozda bagusagin bariyer fonksiyonunu bozarak intestinal epiteli hasarlandirabildigini
gostermigtir. Invitro kosullarda NO’nun dermal fibroblastlarda ve agiz mukoza hiicrelerinde
kollajen tiretimini anlamli ¢lgiide inhibe ettigi saptanmustir. Chu ve Prasad (68) deneylerinde
bir NO donorii olan SNP’in kollajen iretiminde biiyiik oranda gerileme olusturdugunu

gostermistir.
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Cohen ve ark. (73) kiiltir ortamindaki kikirdak disklerinin yanina ilave edilen MM’nin
ortamda NO seviyesini orta derecede azalttigii ve matriks yikimin onledigini
gostermislerdir.

Bu ¢aligmalarin aksine sonuglarin oldugu ¢aligmalar da vardir: Schaffer ve ark. (71)
yaptigi caligmada yarigmali bir NOS inhibitori olan MITU (S-methyl isothiouronium)’un
sirekli infiizyonunun kollajen birikmesini ve yara kopma gerginligini  azalttigini
gostermislerdir. Yapilan bir caliymada da metilen mavisinin yapigiklik olusturdugu ve yiiksek
konsantrasyonda makrofajlari aktive ettigi bulunmustur (42).

Efron ve ark.’inca (74) yapilan diger bir ¢alismada 6zgiil INOS inhibitori olan L-NIL
(L-N-iminoethyl-lysine)’in IV infiizyonunun DBF-B, TNF-q, ve hem iNOS hem de eNOS
eksprese eden hiicrelerin sayisim artirdigini bulmuglardir. Bu bilgi bize anastomoz iyilesmesi
esnasinda normal olarak eksprese edilen biyiime faktéri mRNA ve sitokin profilinin
bozuldugunu gostermektedir. Bu anastomoz iyilesmesi esnasinda NO’nun gen ekspresyonunu
diizenlediginin kamtidir.

Irvin ve Hunt (66) radyoaktif prolinle hayvan deneylerinde kalin bagrsaktaki
iyilesmeyi degerlendirmis ve anastomoz hattindan aldigi biyopsilerde iyilesmenin ilk
giinlerinde hidroksiprolin radyoaktivitesinde azalma, ameliyattan 3 ile 7 giin sonrasinda da
hidroksiprolin aktivitesi ve total hidroksiprolinde artma tespit etmistir. Ozetle ameliyat
sonrast ilk 4 giin kollajen yikimi ¢n planda iken 7. giinde kollajen miktarindaki artig net
olarak goriilmektedir. Irvin ve Hunt’'un calismasi orek alinarak diger bilgilerin de
(13,35,36,58) 1s18inda calismamiz 8 giinle sinirlandirilmigtir. Ayrica daha erken giinlerde
yapilan galigmalar bu esnada kollajen metabolizmasinda bilyiikk degismeler oldugunu
gostermistir ki bu da saglikli sonuglar alinmasin engelleyebilir.

Doku gerginliginin belirlenmesinde sadece kollajenin kitlesi degil ayni zamanda
fibrillerin kalitesi de onemlidir. Kollajen liflerinin gapraz baglanmalari kollajen aginin
olusturacagi gerilim kuvveti igin énemlidir (37,56). Calismamizda doku gerginliginin daha
fazla oldugu RAM grubunda capraz baglar yapan kollajen liflerinin de bol miktarda
bulunmasi dikkat gekicidir. Bu durum RAM grubundan elde edilen histopatolojik verilerle
birlikte degerlendirildiginde, kalin bagirsakta RA yapilan bolgede darlik olugturacak sekilde
yogun kollajen birikiminin olusmadigt ve olusan yeni dokunun RA grubundakilere gore daha

saglam ve iyi kalitede oldugu sonucuna ulagtlabilir.
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SONUCLAR

Bu ¢aligmada kalin bagirsak rezeksiyon-anastomozu yapilan siganlarda metilen mavisi
uygulanmasinin, yara iyilesmesinin ozellikle maturasyon ve yeniden gekillenme fazini
etkiledigi sonucuna varilmigtir. Bu etkileme mukoza hasarini azaltma, gapraz baglar yapmig
kollajen liflerinde artma ve yiiksek gerilme basinci olusturma seklinde gergeklesmistir.

Kargit bazi caligmalarin olmasi yara iyilesmesinde gen ekspresyonunda degisiklik
olugmasi gibi bagka mekanizmalarin da etkili olabilecegini dusiindiirmektedir. Metilen
mavisinin doku iyilesmesi tizerine olan etkisini saptamak i¢in NO’nun ozellikle gen
ekspresyonlari yoluyla etki edip etmediginin agikliga kavusturulmasi igin ek arastirmalar
yapilmast gereklidir.

Yapilan galismanin sonuglarina goére metilen mavisi bagirsak anastomozlarinda

kullanilabilecek ve yara iyilesmesini olumlu yonde etkileyecek bir madde gibi gorinmektedir.

35



OZET

Bu ¢alismada siganlarda olusturulan kalin bagirsak rezeksiyon-anastomoz modelinde,
metilen mavisinin doku iyilesmesi iizerine etkisini mekanik, biyokimyasal ve histopatolojik
olarak degerlendirmek amaglandi.

Caligmamizda her birinde 10’ar adet wistar albino sigan bulunan ti¢ grup olusturuldu.
Grup 1 (Sham) : Karin orta hat insizyonu yapilip kapatildi.

Grup 2 (RA) - Karina orta hattan girilip, inen kolona rezeksiyon-anastomoz yapildi.
Grup 3 (RAM) : Grup 2’nin iglemlerine ek olarak intraperitoneal metilen mavisi verildi.

Denekler cerrahi iglemden 8 giin sonra geri doniigiimsiiz uyutuldu. Anastomoz hattini

iceren barsak segmentlerinin patlama basinci manometrik olarak olgildii. Daha sonra bu
bolgedeki doku hidroksiprolin dizeyleri degerlendirildi. Histopatolojik incelemede doku
iyilesmesi parametreleri olarak; tim bagirsak katmanlardaki mukozal hasar, enflamatuar
yamit, kollajen birikimi, vaskiilarizasyon ve gapraz bag yapmis kollajen arastirildi. Istatistiksel
degerlendirmeler Anova ve Ki-kare yontemiyle yapildi.
Doku hidroksiprolin degerleri; Sham grubunda 5.46 + 0.18, RA grubunda 2,66 + 0,21, RAM
grubunda 3,74 + 0,23pg/mg yas doku, manometrik olarak patlama basinci degerleri, Sham
grubunda 127,3 + 4,39, RA grubunda 68,8 + 2,61, RAM grubunda 88,6 + 2,71 mm/Hg olarak
bulundu. RAM grubunda tespit edilen hidroksiprolin seviyesi ve doku direncindeki artis
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Histopatolojik incelemede RAM grubunda RA
grubuna gore doku iyilesmesinin daha iyi oldugu tespit edildi.

Bu ¢alismada RAM grubunda istatistiksel olarak anlamli bir direng artig1 ve iyilesme

siirecinde de kalite artisi gozlendi. RAM grubunda kolonun tiim katmanlarinda demetler
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yapan kollajen birikimi, RA grubuna gére belirgin olarak artmisti. RA grubunda ise olugan
kollajen dokusu diizensiz, miktari da histopatolojik ve biyokimyasal olarak beklenenden azd.
Metilen mavisinin rezeksiyon-anastomoz yapilan siganlarda bagirsaklarin iyilesme stirecini
olumlu yonde etkiledigi, doku direncini artirdigi kamsindayiz. Metilen mavisi bu islevini
doku oksidazlari i¢in elektron kabul etmesi, molekiiler oksijenin siiper okside indirgenmesini
inhibe etmesi ve nitrik oksidin hiicre igindeki habercisi solubl cGMP’in olusumunu inhibe
ederek olusturmus olabilir. Bu sonuglar klinik olarak énemli ve metilen mavisinin lokal-
sistemik etkilerinden dolay1 olabilir.

Anahtar Kelimeler: Metilen Mavisi; Anastomoz; Yara lyilesmesi
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THE EFFECT OF METHYLENE BLUE ON THE WOUND HEALING
AT THE COLONIC RESECTION-ANASTOMOSIS MODALITY IN
RATS

SUMMARY

The aim of this study is to evaluate mechanical, histopathological and biochemical
effects of methylene blue on the wound healing at the colonic resection-anastomosis modality
in rats.

In our study, three groups were formed and each group contains 10 Wistar albino rats.
Group 1 (Sham group): Abdominal mid-line incision was performed and the incision was
closed.

Group 2 (RA group): After abdominal mid-line incision, resection-anastomosis of descending
colon was performed.

Group 3 (RAM group): In addition Group 2, intraperitoneal methylene blue was given in this
group. After 8 days of the surgical procedure, all rats were hipnotised irreversible. The burst
pressure of colonic segments containing anastomosis line, was measured with manometric
method and hydroxyprolin levels at this segments was evaluated. In histopathologycal
examination mucosal damage, inflammatory answer, vascularisation and cross-linked
collagen tissue of the all-colonic sides, were evaluated as tissue healing parameters. Anova
and x? tests were used to compare groups.

Tissue hydroxypyroline levels were found out as follows; in sham group 5,46 £ 0,18,

in RA group 2,66 + 0,21, in RAM group 3,74 + 0,23pg/1mg wet tissue. The burst pressure of
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derived from manometer were found oat as follows: in sham group 127,3 + 4,39, in RA group
68,8 + 2,61, in RAM group 88,6 + 2,71 mmHg. Tissue hydroxypyroline and burst pressure
was statistically higher in RAM group than RA group (p<0,05). On hystopathologycal
evaluation was found that tissue healing in RAM group was better than RA group.

We think that methylene blue positively affect colonic tissue healing enhanced tissue
resistance in rats which were performed colonic resection and anastomosis. Cross linked
collagen fibrills were increased all colonic layers of RAM group towards RA group. Collagen
tissue at RA group were irreguler and lower unexpected as hystopathologycal and
biochemical. Methylene blue may work in tissue healing by these ways as follows; receive
electron for tissue oxidase, block molecular oxygen to superoxide reaction, block soluble
¢GMP formation that is messenger of nitric oxide. These results important as clinical and may
become local-systemic effect due to methylene blue.

Keywords: Methylene Blue; Anastomoses; Wound Healing
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