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OZET

RATLARDA KOLON ANASTOMOZU IYILESMESINDE TROMBOSIT
YONUNDEN ZENGINLESTIRILMIiS PLAZMA UYGULAMASI VE BEYIN
OMURILIK SIVISININ LOKAL UYGULAMADA ETKILERIi

Dr. Mehmet ilker OZEL, Genel Cerrahi Anabilim Dali, SIVAS, 2019

Gastrointestinal cerrahide, anastomoz kagagi ¢ok o6nemli bir komplikasyondur ve
yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreder. Cerrahi teknikler, hastalar i¢in daha verimli
olmak ve post operatif iyilesme siiresini azaltmak adina siirekli olarak gelismekte olup
cerrahlar giivenli anastomoz yapmay1 ve anastomozun giivenilirligi hakkinda asgari siiphe
ile daha rahat bir post operatif donem sunmayi amaglamaktadir. Barsak anastomozlari
tamamen optimal sartlarda yapilsa dahi post operatif donemde yara mukavemeti diistiktiir,
dolayisiyla bu zaman diliminde anastomoz kagagi riskini azaltacak methodlarin
denenmesi 6nemlidir. Bu ¢aligmanin amaci trombositten zengin plazma ve beyin omurilik
sivisinin - anastomoz iyilesmesi ve ayrica batin i¢i yapisiklik tizerine etkilerini
arastirmaktir.

Bu ¢alismada 24 adet wistar albino tipi erkek rat kullanildi. Her biri 8 denekten olusan
3 esit gruba ayrildi. Grup I’de anastomoz sonrasi her denegin fasyasi ve cilt insizyonu
Prolene® (4/0) ile kapatildi. Grup II’de anastomoz bolgesine her ratin kendi otolog PRP’si
uygulandiktan sonra denegin fasyasi ve cilt insizyonu Prolene® (4/0) ile kapatildi. Grup
[II’de anastomoz etrafina otolog BOS o6rnekleri siiriintii seklinde uygulandiktan sonra
denegin fasyasi ve cilt insizyonu Prolene® (4/0) ile kapatildi. Denekler post operatif 7.
giinlerinde sakrifiye edildi. Yara yeri enfeksiyonunun varligi, karin duvarinin biitiinliigi,

batin i¢i yapisiklik, batin i¢i apse, anastomozun makroskopik biitlinliigliniin korunup



korunmadig1 degerlendirildi. Anastomoz patlama basinglar1 (APB) biyomekanik olarak
olgiildii. Anastomoz hattinin hidroksiprolin degerlerinin biyokimyasal degerlendirilmesi
ve ayrica yine anastomoz bolgesinin histopatolojik degerlendirmesi igin doku ornekleri
alind1.

Verilerin degerlendirilmesinde (Kolmogorov-Smirnov) varyans analizi, Tukey testi,
Kruskal Wallis testi ve Man-Whitney U testi kullanildi. Yanilma diizeyi 0,05 olarak alindh.

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglarina gore anastomoz patlama basincinda en yiiksek
deger PRP grubunda goriilmiistiir. Anastomoz patlama basincinda PRP grubu ile BOS
grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir ancak PRP grubu ile kontrol grubu
arasindaki fark ve BOS grubu ile kontrol grubu arasindaki fark anlamli degildir.
Hidroksiprolin diizeylerinde en yiiksek deger PRP grubunda, en diisiik deger ise BOS
grubunda izlenmistir. Hidroksiprolin degerlerinde PRP grubu ile BOS grubu arasindaki
fark anlamli bulunmus, kontrol grubu ile PRP grubu arasindaki fark ile yine kontrol grubu
ile BOS grubu arasindaki fark ise anlamli bulunmamistir. Histopatolojik
degerlendirmenin istatistiksel sonuglarinda kollajen degerleri karsilastirildiginda farklilik
onemli olarak bulunmus olup kollajen yogunlugu en yiiksek kontrol grubunda en diisiik
PRP grubunda oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile PRP grubu ve BOS grubu ile PRP
grubu arasindaki farklilik nemli bulunurken kontrol grubu ve BOS grubu arasindaki fark
onemsiz bulunmustur. Ayrica neovaskiilarizasyon, inflamasyon ve odem acisindan
gruplar arasi fark 6nemsiz olarak bulunmustur. Nair siniflamasi baz alinarak yapilan batin
ici yapisiklik degerlendirmesinde ise gruplar arasindaki farkin yine anlamli olmadig:

gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Trombositten zengin plazma, PRP, BOS, Ventrikiiloperitoneal

sant, kolon anastomozu, abdominal yapisiklilar



ABSTRACT

EFFECTS OF LOCALLY APPLIiED PLATELET RiCH PLAZMA AND
CEREBROSPINAL FLUID ON HEALING OF COLONiIC ANASTOMOSIS iN
RATS

Mehmet ilker OZEL, MD, Department of General Surgery, SIVAS, 2019

In gastrointestinal surgery, anastomotic leakage is an important complication and is
associated with high morbidity and mortality. Surgical techniques are continuously
developing in order to be more efficient for patients and to reduce postoperative recovery
time. The surgeons aim to provide a safe post-operative period with minimum suspicion
about safe anastomosis and the reliability of anastomosis. Even if intestinal anastomoses
are performed under optimal conditions, the wound strength is low in the postoperative
period, so it is important to try various methods to reduce the risk of anastomotic leakage
during this time period. The aim of this study is to investigate the effects of platelet-rich
plasma and cerebrospinal fluid on anastomotic healing and also on abdominal adhesions.

In this study, 24 wistar albino male rats were used. Each group was divided into 3 equal
groups of 8 subjects. Laparotomy was performed with midline incision. A 1 cm colon
segment was resected by finding the left descending colon over 2-4 cm of pelvic reflection.
Anastomosis was performed with single sutures and as a single layer with Vicryl® (4/0).
Incisions were closed with Prolene® (4/0). In Group II, after each rat's autologous PRP
was applied to the anastomosis area, the subject's fascia and skin incision were closed with
Prolene® (4/0). In Group III, autologous CSF specimens were applied to the anastomosis
area and the subject's fascia and skin incision were closed with Prolene® (4/0). Subjects
were sacrificed on the postoperative 7th day.

The presence of wound site infection, integrity of abdominal wall, intraabdominal

adhesion, intraabdominal abscess formation, and macroscopic integrity of the anastomosis



were evaluated. Anastomosis bursting pressures (APB) were measured biomechanically.
Tissue samples were taken from the tissue anastomosis line for measurement of
biochemical hydroxyproline level and also for histopathological evaluation.

In the evaluation of the data (Kolmogorov-Smirnov) variance analysis and Tukey test,
Kruskal Wallis test and Man-Whitney U test were used and p<0.05 was accepted as the
level of significance.

According to the results of this experimental study, the highest value of anastomosis
bursting pressure were seen in the PRP group. The difference between the PRP and the
CSF group at the anastomotic bursting pressure was statistically significant, but the
differences between the PRP group and the control group and also between in BOS group
and the control group were not significant. The highest value in the hydroxyproline levels
was found in the PRP group, while the lowest value was seen in the CSF group. The
difference between the PRP group and CSF group was significant in the hydroxyproline
values. However the difference between the control group and the PRP group and the
difference between the control group and the CSF group were not significant. As a result
of histopathological studies, when the collagen values were compared the difference was
found to be significant and it is seen that the highest concentration of collagen was in the
PRP group and lowest in the control group. The difference between the control group and
the PRP group and also between the CSF group and PRP group were significant, while
the difference between the control group and the CSF group was not significant.
Neovascularization, inflammation and edema did not differ between the groups. The intra

abdominal adhesion assessment based on the Nair classification was not significant.

Key Words: Platelet rich plasma, PRP, CSF, Ventriculoperitoneal shunt, colonic

anastomosis, abdominal adhesions.



SIMGELER VE KISALTMALAR

APB: Anastomoz Patlama Basinci1

BF: Biiylime faktorii

bFGF : Basic Fibroblast Biiyiime Faktori
BOS: Beyin omurilik s1visi

CaCl2: Kalsiyum klorid

Cm: Santimetre

EGF: Epitelyal biiyiime faktorii

FGF: Fibroblast biiyiime faktorii

GH: Biiylime hormonu

GIS: Gastrointestinal Sistem

GM-CSF: Graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor
HCL: Hidroklorik asit

HGF: Hepatosit biiylime faktorii

IgG: Immun globulin G

IGF: Insulin benzeri biiyiime faktorii
IFN-y: interferon gama

IL: interldkin

L-PGDS: Lipocalin-type prostaglandin-D-synthetase (beta-trace protein).

M: Molar

MI: Mililitre

mmHg: Milimetre civa

MNH: Mononiikleer Hiicre

PDGEF : Platelet Kaynakli Biiyiime Faktorii
PMNL: Polimorfoniikleer Lokosit

PRP: Trombositten zengin plazma

PRGF: Biiylime faktorlerince zengin plazma

Vi



PPP: Plateletten fakir plazma

SF : Serum fizyolojik

TGF-B1 ve B2 : Transforme edici biiylime faktorleri
TNF-a: Tiimor nekrozis faktor

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

ul: Mikrolitre

ng: Mikrogram

Vii
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1. GIRIS ve AMAC

Barsak anastomozlari tamamen optimal sartlarda yapilsa dahi post operatif donemde
yara mukavemeti diisiiktiir (1) dolayisiyla bu zaman diliminde anastomoz kagagi riskini
azaltacak methodlarin denenmesi 6nemlidir.

Cerrahi teknikler, hastalar i¢in daha verimli olmak ve post operatif iyilesme siiresini
azaltmak adina siirekli olarak gelismekte olup cerrahlar, giivenli anastomoz yapmay1 ve
anastomozun giivenilirligi hakkinda asgari siiphe ile daha rahat bir post operatif donem
sunmay1 amaglamaktadir. Gastrointestinal cerrahide anastomoz kagagi ¢ok onemli bir
komplikasyondur ve yiikksek morbidite ve mortalite ile seyreder (2). Literatiirde; elektif
kolon cerrahisi sonrasi klinik olarak tespit edilen anastomoz kagak orani %3-4 arasinda
iken (3,4), rektal anastomozlarda ise bu oran %11-12 olarak bildirilmektedir (5,6).
Kolorektal cerrahide ortalama anastomoz kagagi orani ise %6,4’diir (7). Bir diger
calismada ise ABD’de 2003 yilinda yapilan 5 milyon gastrointestinal sistem cerrahisinde
goriilen kolorektal anastomoz kagagi orani %10-20 olarak bildirilmistir (8,9,10).

Anastomoz kagagi nedenleri lokal ve sistemik faktorler olarak iki grupta incelenir.
Hipoalbliminemi, hipovolemi, agir anemi, asidoz, sepsis, immiinsiipresyon, diabetes
mellitus, malignite, malnutrisyona bagli kaseksi, sistemik faktorlerdir; cerrahi teknik ve
stitlir materyalleri, anastomozda gerginlik ve yetersiz kan varligi, bakteriyel barsak
igeriginin abdomen igerisine ag¢ilmasi, distal obstriikksiyon, hipertermi, hasar iizerine
radyasyon, mekanik travma ve antibiyotik kullanimi ise lokal faktorlerdir (11,12,13,14).

Son zamanlarda, bazi ¢aligsmalar, bu mortal seyredebilen komplikasyonu azaltmak igin
bir stratejinin belirlenmesine odaklanmistir (15). Bu arastirmalardan bazilari, yara
tyilesme stirecini hizlandirabilen maddeleri kullanmayr 6nermistir. Rejeneratif tip bu
alanda 6nemli bir rehberlik saglamaktadir (16).

Yara iyilesme siirecinde trombositler bagirsaklarda yara iyilesmesinin erken

donemlerinde, yaralanma sonrasi ilk 72 saatte dnemli rol oynarlar (14). Yara bolgesine



hizla ulagirlar ve koagiilasyona basladiktan sonra yara bolgesinde plak yapisi olusturarak
trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), transforme edici biiyiime faktorleri (TGF-B1
ve B2), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), trombosit kaynakli endotel hiicre
biylime faktorii (PDGF), interlokin-1 (IL-1), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve
trombosit aktive edici faktor-4 gibi sitokin ve biiyiime faktorleri salgilarlar (16,17,18).

Geleneksel olarak, trombositler terapdtik olarak trombositopeni veya trombosit
disfonksiyonunu diizeltmek i¢in kullanilir (19). Son yirmi yilda ise, trombositlerin yara
iyilesmesinde ve doku hasarindan sonra fizyolojik rollerinin daha iyi anlagilmasi,
trombositlerin farkl1 terapotik araglar olarak kullanilmas: fikrini dogurmustur. Ornegin
fibrin yapistirict, 1990'larin basinda hemostatik ve yapistirict 6zellikleri olan bir
biyomateryal olarak piyasaya siiriildiikten sonra, fibrinin trombositleri i¢erecek sekilde
stratejik modifikasyonunu da bildirilmistir (20). Gastrointestinal anastomoz tizerine
uygulanan PRP uygulamasi, cerrahi alan boyunca konsantre miktarlarda biiyiime
faktorleri saglamak igin en yararli yontemlerden biridir (18,21). Trombositlerden zengin
plazma (PRP) seruma gore yiiksek konsantrasyonlarda trombosit ihtiva eden preperatlar
olup trombositler tarafindan ¢esitli biiylime faktorleri salgilanarak anastomoz
iyilesmesinde rol oynayabilir (16.17).

PRP sadece yiiksek bir trombosit seviyesi degil, ayn1 zamanda pihtilasma faktorlerinin
tam bir komplementini de igerir. Aktif trombositler tarafindan salgilanan bir¢ok protein,
yara iyilesmesinin bir¢ok basamagini etkiler. Trombositler, pthtilasmadan 10 dakika sonra
bu proteinleri aktif olarak salmaya baslarlar, 1 saat iginde salgilanan dnceden sentezlenmis
biiyiime faktorlerinin% 95'inden fazlasi salgilanir. Hazirlandiktan sonra, PRP,
antikoagiilasyon igeren sartlarda 8 saatten daha uzun bir siire stabildir, kanin ameliyattan
once alinmasina ve gerektiginde uzun operasyonlar sirasinda kullanilmasina izin verir. Bu
ilk protein salimindan sonra, trombositler hayatlarinin geri kalani i¢in ek proteinler
sentezler ve salgilarlar (22,23).

Trombosit konsantrasyonu kalsiyum ve/veya trombin ile aktive edildikten sonra, ii¢
boyutlu bir fibrin iskelesi olusur, biiylime faktorleri ve ve bazi proteinler salgilanir ve
nihayetinde post operatif yara iyilesmesi desteklenir ve hizlandirilir (21). Ayrica bu

preparat, iyilesme dokusunun hizli vaskiilarizasyonunu tesvik eder ve insanda



kullaniminda otolog oldugundan immiinojenik reaksiyonlar ve olast hastalik bulasi ile
ilgili endiseleri ortadan kaldirir (18,24). Sonug olarak, yeni bir terapotik alternatif olarak
otolog PRP kullanimi ortopedi, spor hekimligi, dis hekimligi, periodontal cerrahi ve
plastik ve maksillofasiyal cerrahi gibi anostomoz iyilesmesinde de yeni bir yaklasim
haline gelebilir.

PRP gibi otolog maddelerin kullanimi, yeni cerrahi ve klinik yaklagimlar igin umut
verici bir gelisme olarak goriilmiistiir. Ayrica iyilesme bolgesinde lokal biliylime faktorii
konsantrasyonlarin1  artirdigt ve bdylece yara iyilesme siirecini hizlandirdigi
diisiiniilmektedir (18). Bu tip biyolojik tedaviler doku onarimi igin gerekli tiim proteinlerin
lokal olarak salinmasina neden olduklarindan dolay1, gerekli olan zamani azaltarak dogal
doku iyilesmesini taklit ederek hizlandirir (25).

Beyin omurilik sivisi (BOS) beyin ventrikiillerinde ve kraniyal ve spinal subaraknoid
bosluklarda bulunan ortalama hacmi, ventrikiiller iginde 25 ml ve subaraknoid bosluklarda
125 ml ile 150 ml olan sividir. BOS agirlikli olarak koroid pleksuslar tarafindan
salgilansada beyin interstisyel sivisi, ependimal hiicreler ve kilcal damarlar da
olusumunda rol oynamaktadir. insanlarda 24 saat icinde 600 ml BOS iiretilmektedir ki bu
miktar, mevcut BOS’u ii¢ ila dort kez tamamen degistirmek igin yeterlidir. BOS'taki daha
diisiik protein seviyesi disinda, bu sivinin diger bilesimi kan plazmasma nispeten
benzerdir ve bu benzerlik, BOS olusumunda kan plazmasmin ultrafiltrasyonun da rol
oynadigimi gostermektedir. Bununla birlikte, dikkatli bir sekilde incelendiginde BOS'un,
sadece plazmanin filtrelenmesi ile degil, ayrica aktif sekresyonla olusturuldugu da
gorilmektedir (26,27,28). BOS’un igeriginde ¢esitli sitokinler ve biiylime faktorleri
oldugu bilinmektedir. BOS’un igeriginde bulunan IGF Il (insiilin benzeri biiylime faktorii
I1), VP (vazopressin) ve TGF-B1 (transforme edici biiyiime faktort beta 1) dahil olmak
tizere ¢esitli hormon ve biiylime faktorlerinin kaynagi ayni zamanda BOS iiretiminden
sorumlu olan Koroid pleksustur (29).

Hidrosefalisi mevcut pediyatrik vakalarin standart tedavisi ventrikiilo-peritoneal
santlardir (30). Ventrikiilo-peritoneal santi mevcut pediyatrik vakalarda barsak
kullanilarak yapilan {riner trakt rekonstriktif cerrahilerinin sayis1 giin gectikce

artmaktadir.  Sant mevcut vakalarda goriilen batin igindeki sant kataterine bagl



intraabdominal komplikasyonlar hakkinda literatiirde yeterli miktarda veri bulunmaktadir
(31,32) ancak mevcut santin ve dolayisiyla batin iginde bulunan BOS’un bu operasyonlar
sirasinda yapilan anastomozlara olan etkisini gosteren herhangi bir veri literatiirde
bulunmamaktadir.

Biz bu ¢alismada barsak anastomozu sonrast PRP ve BOS kullaniminin inflamasyon,
remodeling, ddem, vaskiilarite, batin i¢i yapisiklik iizerindeki ve ayrica anastomoz
patlama basinci tizerindeki etkilerini gézlemledik. Bu sonuglar 1siginda, daha iyi bir
anastomoz giicii elde etmek icin, hastalarda, kolon anastomozunda PRP'in kullanilip
kullanilamayacagin1 aragtirdik. Ayrica ihtiva ettigi biiylime faktorlerine ek olarak PRP ye
gore daha az 16kosit iceren BOS un anastomozlar tlizerine etkisini hem PRP ve kontrol
grubu ile kiyaslamak hem de ventrikiilo-peritoneal sant1 mevcut hastalarda yapilan barsak

anastomozlarini incelemek adina arastirdik.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi; viicudun yaralanmaya karsi verdigi fizyolojik bir cevaptir. Doku
biitiinliiglinlin herhangi bir travma sonucu bozulmasi, travma tipine bagli olmaksizin yara
bolgesinin morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin yeniden kazanilmasini saglayacak bir
seri fizyolojik olay1 baslatir. Yara iyilesmesi olarak adlandirdigimiz bu dénem 6zellikle
deri dokusunda olduk¢a iyi bilinmekte olup enflamasyon, proliferasyon ve yeniden
diizenlenme (remodelling) evresi olarak 3 farkli asamadan meydana gelmektedir (9,33).

Enflamasyon (lag) fazi: Trombositler fibrin tabanli bir tikagla yara yerinde hemostaz
olusturmaktadirlar. Yaralanma damar gecirgenligini artirarak yara yerine enflamatuar
hiicrelerin akisin1  kolaylastirir.  Trombosit havuzu tiikendiginde, bolgeye sizan

makrofajlar, bazilar1 trombositlerin {rettikleri ile ayni olan  biiylime faktorlerini



salgilayarak yara iyilesmesi diizenlemesinin islevini istlenirler (23). Notrofiller
baslangigta baskin hiicre tipidir. Sonraki 2-3 giin igerisinde monositler ve doku
makrofajlar1 baskin hale gelir. Makrofajlar salgiladiklar1 biiyiime faktorleri ile doku
iyilesmesinde kritik 6neme sahiptirler (34).

Proliferasyon fazi: Yara yerine fibroblastlarin gelmesi ile baslar. Fibroblastlar 4. giin
baskin hiicre olup yara yerine gelmeleri ¢esitli biiylime faktorleri ile diizenlenmektedir.
Bunlar; PDGF (platelet kaynakli biiyiime faktorii), TGFB (Transforme edici biiylime
faktorii B) ve bFGF (basic fibroblast biiyiime faktorii) diir (34).

Yeniden Diizenlenme (Remodelling): Zamanla olusan graniilasyon dokusu yeniden
diizenlenir. Makrofaj ve fibroblast yogunlugu zamanla azalir. Kollajen lifler zamanla
kalinlasarak yara yerinde kasilma ve saglamligi olusturur ve yara iyilesmesi ve
remodelling dénemi tamamlanmis olur (34).

GIS ile ciltteki yara iyilesmesi benzer ve ayni evreleri igermekle birlikte bazi farklar

da iginde barindirmaktadir. Bu farklar Tablo 1’ de verilmistir.



Tablo 1: GIS ve ciltteki yara iyilesmesindeki farklar

Gastrointestinal Sistem Cilt
Kollajen Subtipi 1,35 1,3
Uretim Diiz kas hiicresi ve fibroblast | Fibroblast
Regiilasyon TGF-B TGF-B, Dexametasone,

IL-1B

Yara giicii lyilesme siiresi

Komponent

Hizli (Haftalar iginde)
Seroza

Uzun (Aylarca)
Serozal komponent yok

Yara Cevresi

kesme stresi

Intraliiminal icerik gegisi

ve peristaltizm

gii¢c kaybina neden olur

Bakteri Aerobik ve anaerobik Aerobik
(anastomoz iyilesmesini
Vaskiiler Perfiizyon etkileyebilir)
Hipovolemik sokla azalir Sabit
Kollajenaz Aktivite Ik 3 giinde artar ve gegici | Onemli Slciide degil

Gastrointestinal sistem histolojik olarak dort tabakadan olusur (6zofagus ve rektumun
alt ligte biri gibi ekstraperitoneal yapilar harig): mukoza, submukoza, muskularis propria
ve serosa (Sekil 1). Mukoza tabakasi epitel (genellikle kolumnar hiicreler), lamina propria
(kollajen iceren gevsek bag dokusu) ve muskularis mukozasindan (diiz kas hiicrelerinin
olusturdugu ince bir tabaka) olusur. Mukozal bozulmalarda epitelyal hiicrelerin
migrasyonu ve hiperplazisi ile defekt kapatilir ve limendeki bakterilerin invazyonuna
engel olusturulur. Mukoza defektlerinin tamiri yaklagik 3 giin stirer. 1887°de Halsted
gastrointestinal sistem organlarinin mukavemetinin biiyiik kisminin kollajen, damarlar,

lenfatikler ve sinirleri ihtiva eden submukoza tabakasi tarafindan saglandigini bildirmistir

(14).




Loagituding tabaka  Seroza

Sirkuler tabaka

- - B
Myenterik PR X - Submokoza
pleksus

Muskularis mukoza

Crcuans
Epatel Lamina
tabaka propria

Sekil 1: Gastrointestinal sistemin histolojik tabakalari

Submukozada bulunan kollajen tipleri tip | kollajen (% 68), tip Il kollajen (% 20) ve
tip V kollajen (% 12) dir (14,35). Muskularis propria, kollajen aginin i¢ine gémiilmiis diiz
kas hiicrelerinden olusur. Bu tabakadaki kollajen icerigi kronik obstriiksiyona yanit olarak
onemli olglide artmaktadir (35). Serosa, muskularis propria'yr kaplayan ince bir bag
dokusu tabakasidir. Bir anastomoz olustururken, bu katmanin dogru bir sekilde
yerlestirilmesi, sizinti riskini en aza indirir (14). Anastomozun giicii esas olarak
submukozal tabaka icinde bulunan kollajen fibrillerinden elde edilir. Ilk birkag
postoperatif giinde, kollajenaz aktivitesine sekonder olarak anastomotik gii¢ diisiiktiir. Bu
nedenle, erken anastomotik gii¢, biiyiik miktarda yeni kollajen hem fibroblastlar hem de
diiz kas hiicreleri tarafindan sentezlenene kadar mevcut kollajenin ve siitlirlerin tutma
kapasitesine baglidir. Ameliyat sonras1 anastomoz, bu gerceklesene kadar 1 veya 2 giin
boyunca zayif olacaktir (Sekil 2). lyilesmenin son asamasi yeni olusan anastomozun
olgunlagmasini saglar. Anastomozda makrofajlar ve fibroblastlarin yogunlugu azalir ve
yeni olusan kollajen kalin demetler ve kontraktil birimlere doniisiir (14, 36,37).

Yara iyilegsmesi, 6ngoriilebilir, diizenli ve zamana bagli bilesenlerin etkilesimini igeren

karmagik bir siirectir. Bu nedenle iyilesme, bir yara iyilesme-zaman egrisi kullanilarak



ifade edilebilir.(Sekil 3) (9). Klasik akut yara iyilesme egrisi, apsis ilizerinde zaman ve
ordinatta gerilme veya kopma mukavemeti olan bir sigmoid bi¢imli egridir. Egri, yara
iyilestirici kaskatin baslangicini temsil eden diiz bir "gecikme faz1" ile baslar. Ozellikle
gastrointestinal doku iyilesmesinde kollajenaz aktivitesi en yiiksek oldugu aralikta yara
iyilesme basarisizligi riski en yiiksektir. 48 saat sonra 6zofageal anastomozlardaki gii¢
yaklasik% 40 oraninda azalirken, kolon anastomozlari baglangigtaki giiglerinin% 70'ini
kaybeder (14). Proliferasyon grafige dik bir egimle ¢izilir, ardindan yeniden modelleme
basladiginda egrisi diizlesir. Bu, anastomozun bir noktaya kadar daha gii¢lii hale geldigini

gosterir.
Sonug efring
Kollofen senteri

Doku
mukaveme!

Kollajen Yikimu

(iin

Sekil 2: Degisen kollajen miktarina bagli doku mukavemeti egrisi

Enflamasyan Praliferaswven ' Yeniden Diizenleme

Kinlma
kuwweti

Faman

Sekil 3: Tyilesme fazlarma bagh degisen kirilma egrisi
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Sekil 4: Farkli dokularda yara kuvveti degisimi

Yara iyilesmesi basarisizligi, doku onariminin bilesenlerinden birinin miktarinda veya
siiresinde bir anormallik oldugunda ortaya ¢ikar. Oziinde, “yarali dokunun mekanik
biitiinliigiiniin zamaninda iyilesmesinde bir kesinti” dir. Gastrointestinal iyilesmeyi
engelleyen faktorler egriyi saga ve iyilesmeyi hizlandiran faktorler ise egriyi sola kaydirir.

2.2. Anastomoz

Kolorektal cerrahinin en 6nemli komplikasyonlarindan olan anastomoz kagaklarini
tanimlamak igin birgok siniflama kullanilmaktadir. Cerrahi enfeksiyon ¢alisma grubu
1991°de anastomoz kacaklarini klinik ve subklinik olarak ayirmistir (38). Bruce ve ark.,
radyolojik olarak tespit edilen, minér (girisim gerektirmeyen) ve major klinik
semptomlarla seyreden (girisim gerektiren) olmak lizere anastomoz kacaklarini 3 alt gruba
ayirmiglardir (39).

Anastomoz iyilesmesini etkileyen bir¢ok lokal ve sistemik faktor vardir. Bu faktorler

Tablo 2’ de gosterilmistir.



Tablo 2: Anastomoz iyilesmesini etkileyen faktorler
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LOKAL FAKTORLER

SISTEMIK FAKTORLER

Anastomoz gerginligi

Sok, sepsis, asidoz

Yeterli kanlanma

Hipovolemi

Bakteriyel kontaminasyon

Malnitrisyon

Saglikli doku uglart

Kan transfiizyonu

Barsak hazirlig1 ve antibiyotik kullanimi

Immiin yetmezlik

Distal tikaniklik

Bazi ilaglar (steroid, NSAI)

Radyasyon hasari

Malign hastaliklar

Hipertermi Karaciger yetmezligi
Lokal infeksiyon Sarilik

Cerrahi teknik ve dikis materyali Hipoksi

Hematom Obezite

Yabanci cisimler Anemi

Asirt mobilizasyon

Vitamin/mineral eksikligi

Mekanik travmalar

Uremi, Diyabet

2.3. Anastomoz lyilestirilmesinin Degerlendirilmesi

Anastomoz iyilesmesinin degerlendirilmesinde mekanik, biyokimyasal ve histolojik

yontemler kullanilir. Histolojik inceleme 6zellikle doku diizeyinde iyilesmenin

saptanmasinda 6nemli bir gostergedir.

2.3.1. Mekanik Patlama Basinci

Bir anastomoz, bagirsak hareketlerinin neden oldugu hem intraluminal hem de

longitudinal kuvvetlere dayanabilmelidir (40). Anastomotik giicii degerlendirmek igin ya
patlama basinct ya da kopma mukavemeti Olciilebilir. Anastomoz patlama basinct ve

kirlma kuvveti, iyilesme sirasinda anastomoz giicliniin  ve  biitiinliigiiniin

degerlendirilmesi igin gegerli kriterlerdir (41). Kiritlma mukavemeti, bagirsak duvarimin



11

boyuna kuvvetlere olan direncini olger ve iyilesme siirecinin biyolojik yonlerini
degerlendirir. Patlama basinci, bagirsak duvarinin intraluminal basinca ve genel
anastomoz biitliinliigline direncini belirlerken (41,42,43), baz1 caligmalarda anastomoz
iyilesmesini daha az yansitabilecegi savunulmustur(43). Literatiir incelendiginde
anastomoz kuvvetinin 6l¢iimii i¢in de farkli yaklasimlar vardir ve belli bir konsensus
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, Ikeuchi ve ark. (1999 yilinda), gerilme giiciiniin, siitiir
tutma kapasitesi de dahil olmak iizere, anastomoz iyilesmesinin biyolojik yoniinii
degerlendirmek i¢in daha iyi bir standart oldugunu bildirmislersede bir ¢ok aragtirmada ,
genel anastomoz biitliinligiinii degerlendirmek i¢in daha uygun bir arag¢ oldugu igin
patlama basincini dlgmeyi tercih edilmistir (43).

Patlama basinct anastomoz sonrasi 2-3. giinlerde en diisiik degerde iken hizla artarak
yedinci giinde ameliyat oncesi diizeye c¢ikar. Bu nedenle iyilesmenin erken déneminin
degerlendirilmesi igin uygundur (44). Bu sebeplerden dolayr ve ayrica elde ettigimiz
sonuclarimizi literatiir ile daha rahat kiyaslayabilmek adina yaptigimiz c¢aligmada
anastomozun giiclinii degerlendirmede anastomoz patlama basinct Ol¢limii tercih
edilmistir.

2.3.2. Biyokimyasal Hidroksiprolin Ol¢iimii

Hidroksiprolin diizeyinin 6l¢iimii en sik kullanilan yontemdir. Kollajenin kendine 6zgii
bir amino asiti olan hidroksiprolin tespiti iyilesmenin degerlendirilmesinde 6nemli bir
parametredir.

2.3.3. Histopatolojik Degerlendirme

Anastomoz hattinin hiicresel infiltrasyonu ve fibroblastik aktivitesinin 151k mikroskobu
ile incelenmesine dayanir. Calismamizdaki preperatlar Hematoksilen& Eozin boyasi ve
Masson Trikrom boyasi ile neovaskiilarizasyon, hiicresel infiltrasyon, fibroblastik
aktivite, kollajen yogunlugu agisindan incelenmistir.

2.4. Karn i¢i Yapisikhk

Intraabdominal yapisikliklar en sik gecirilen cerrahi girisimlere ikincil olarak olusurlar.
Bagta barsak tikaniklig1 olmak {izere atipik karin agrilari, barsak disfonksiyonu, infertilite
gibi birgcok klinige sebep olabilirler. Genel cerrahi yoniinden ele alindiginda ise

intraabdominal yapisikliklarin sebep oldugu en 6nemli morbidite barsak tikanikliklaridir.
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Bu caligmada kullanilan PRP ve BOS’un karin igi yapisiklik iizerine olan etkilerini

karsilastirmada Nair siniflamasi (Tablo 3) kullanilmustir (45).

Tablo 3: Nair Siniflamasi

Grade Adhezyon bandlarmin tanimi

0 Adhezyon yok.

1 Organlar arasinda veya organla karin duvari arasinda tek bir adhezyon
bandinin olmasi

2 Organlar arasinda veya organla karin duvari arasinda iki adhezyon
bandinin olmasi

3 Organlar arasinda veya organla karin duvari arasinda ikiden fazla
adhezyon bandi veya karin duvarina yapisiklik olmaksizin barsak
anslarinin yapisiklig

4 Adhezyon bantlarinin sayisi ve yayginligina bakilmaksizin organin direk
olarak abdominal duvara yapisik olmasi

3. GEREC ve YONTEM

Bu deneysel ¢alisma Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlart

Laboratuari, Biyokimya Laboratuart1 ve Patoloji Laboratuarinda yapilmistir. Bu

calismanin yapilabilmesi icin Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan
06/09/2018 tarih ve 65202830-050.04.04-203 say1il1 karart ile izin alinmigtir.
Calismamizda agirliklar1 310-355 gram (ortalama 322,5 gr) arasinda degisen 24 adet

Wistar albino tipi erkek rat kullanildi. Her biri 8 denekten olusan 3 grup olusturuldu.
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Grup I: Kontrol grubu

Grup Il: PRP grubu

Grup I11: BOS grubu

Tlm ratlar sabit ¢cevre kosullar altinda su ve standart laboratuar yemi ile beslendiler.
Deneklere antibiyotik veya mekanik barsak temizligi uygulanmadi. Ratlar 5 mg/kg
Xylasine (Rhompun, Abdi Ibrahim, Istanbul) ve 40 mg/kg Ketamin Hydrochloride
(Ketalar, Eczacibas, Istanbul) IM. uygulanarak yapilan anestezi sonrasi karin duvari tiras
edilip Povidone iyodine ile cilt temizligi yapildi. Orta hat insizyonu ile laparatomi yapildi
(Sekil 5). Pelvik refleksiyonun 2-4 cm iizerinden inen kolon bulunarak 1 cm’ lik kolon
segmenti rezeke edildi. Proksimal ve distal kolon sagma yontemi ile temizlendi. Gruplarda
Vicryl ® (4/0) ile tek tek, tek kat olacak sekilde (ortalama 8 sutiir) tekrar anastomoz
yapildi. (Sekil 6 ve Sekil 7).

Grup I’de anostomoz sonrasi her denegin fasyasi ve cilt insizyonu Prolene® (4/0) ile
kapatildi.

Grup II’de anastomoz bolgesine her ratin kendi otolog PRP’si uygulandiktan sonra
denegin fasyasi ve cilt insizyonu Prolene® (4/0) ile kapatildu.

Grup III’de anastomoz bdlgesine otolog BOS o6rnekleri anostomoz etrafina siirlintii
seklinde uygulandiktan sonra denegin fasyasi ve cilt insizyonu Prolene®  (4/0) ile

kapatildi.



Sekil 5: Laparatomi yapilan ratin goriintiisii

Sekil 6: Anastomozun yapiligi

14



15

Sekil 7: Anastomozun anastomoz basinci Sl¢limii 6ncesi goriintiisii. (Anastomoz hatti ok

ile gosterilmistir.)

3.1. PRP Hazirlanmim teknigi ve uygulanmasi:

PRP, otolog anti-koagiilan eklenmis tam kanin santrifiije edilmesi ile elde edilir.
Pihtilagsmis kanda plateletlerin pihtinin bir pargasi olacagi i¢in ayristirilma imkan1 yoktur.
PRP hazirlamak iizere tam kan santrifiije edilmeden Once sitrat katilarak iyonize kalsiyum
baglanir ve pihtilasma kaskadi inhibe edilir. Santrifiij sonrasinda tam kan yer ¢ekimine
gore plazma (iist katman), plateletler ve 16kositler (“buffy coat” olarak adlandirilan orta
katman) ve eritrositler (en alt katman) olmak tlizere 3 katmana ayrilir. Standart bir
yaklagim bulunmamakla birlikte, bazi otérler buffy coat ve plazma kisminin ikinci bir
santrifiije tabi tutularak PRP ve plateletten fakir plazmanin (platelet poor plasma-PPP)
daha ileri ayrisma saglayabilecegini belirtmektedir (Sekil 9).

Standardize edilmis bir PRP hazirlama teknigi yoktur. PRP {ireten cihazlarin teknik

tasarimi ve ¢aligma prensipleri tamamen farklidir, ancak gilinlimiizde klinik ortamlarda
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kullanilabilmektedirler. Manuel olarak hazirlanabildigi gibi, FDA(Food and Drug
Administration) onayli The Gravitational Platelet Sequestration Systeme”, (Biomet Co,
Warsaw, IN, USA) (GPS) , The Electa Cell-Separatore (Sorin Group, Mirandola, Italy)
(CS) ve The Autologous Growth Factor Filtere, (Interpore Cross, Irvine CA, USA) (AGF)
gibi farkli ticari PRP hazirlama kitleri de mevcuttur. Bu farkli kitler ve yontemler ile elde
edilen PRP preperatlar1 hazirlanirken farkli konsantrasyonlarda, farkli pihtilagsma
aktivatorleri kullanarak ve farkli 16kosit icerikleri olan PRP substratlar1 elde edilir ve
dolayisiyla  biiylime faktorleri, beyaz kan hiicreleri ve fibrin konsantrasyonlari da
farklilik gosterebilir (25, 46).

Teorik olarak ne kadar fazla tam kan alinirsa, o kadar yiiksek konsantrasyonda platelet
iceren PRP elde edilir. Kan alirken 18G gibi genis ignelerin kullanilmasi plateletlerin daha
az travmatize edilerek, uygulama Oncesinde inaktif durumda kalmasini saglamasi
acisindan onemlidir. PRP igerisinde l0kosit varliginin pozitif ya da negatif etkileri
olduguna dair farkl tiirdeki dokularin kullanildigi farkli galismalarda farkli veriler vardir.
PRP elde etmek i¢in maniiel teknigin kullanilmasi ise, minimum teknik gereklilikler ve
optimal trombosit verimliligi ile diisiik maliyetli bir prosediirdiir (16).

Yaptigimiz caligmada kullandigimiz PRP hazirlama methodunda deneklerden
intrakardiyak olarak alinan kanlar (Sekil 8) %3,8 sodyum sitrath tiiplere alinip 2 asamali
santrifiij uygulanmstir (Sekil 9). i1k olarak birinci basamak santrifiij islemi (4000 rpm, 20
°C, 10 dk) uygulanmistir. Bu iglem ile plazma eritrositlerden ayrismis olur ve tiipte {i¢
katman olusturulur. En istte sarimsi trombositten fakir plazma, altta buffy coat ismi
verilen trombosit ve lokositten zengin kisim ve en altta eritrositlerden olusan kirmizimsi
tabakanin olustugu goriilmiistiir. Daha sonra st iki katman alinarak yapilan 2. basamak
santriflij islemi (2600 rpm, 20 °C,10 dk) plateletler ile plateletten fakir plazmay1 tamamen
ayristirmak i¢in uygulanir. Elde edilen PRP, kullanim 6ncesi 1:10 oraninda kalsiyum
klorid ile karistirilmis ve aktive edilmis jel formunda PRP elde edilmistir. Anostomoz i¢in
hazirlanan barsak uglar1 PRP ile iligkili biiyiime faktorlerinin baslangi¢ patlamasi ile
intestinal temasi saglamak i¢in en az 10 dakika soliisyon igerisinde tutulmustur.
Sonrasinda jel forumundaki PRP anostomozun etrafina siiriilmiis ve islem

tamamlanmaistir.



Sekil 8: Ratlarda intrakardiyak kan alma islemi
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3.2. Ratlarda BOS Alimi:

BOS, lomber bdlgeden, sisternadan ya da ventrikiil icinden igne ile alinabilir. Bu islem
icin hayvanin feda edilmesi gerekmez ancak anestezi altinda yapilan ve komplikasyona
acik bir islem oldugu unutulmamalidir. Yaptigimiz ¢alismada Grup Il deki deneklerin
anastomoz bolgelerine otolog BOS 6rnekleri uygulanmistir. BOS alma iglemi {i¢ denekte
mortaliteye sebep olmustur. BOS alinacak ratin basi gévdesine gore 90 derece agi
verilecek sekilde egilir. Bas 6ne dogru egildiginde oksipital ¢ikint1 belirgin hale gelir ve
bu ¢ikinti ile atlasin dikeni arasindaki ¢ukurlukta atlanto-oksipital membran bulunur. 24
G lik igne ile bu gukurluktan girilir. Membran gecilirken igne ucunda hissedilen direng
membran ge¢ildigi zaman kaybolur ve bosluga girme hissi alinir. Bu sisterna magnaya
diistildiigiiniin isaretidir ve bu asamadan sonra BOS gelmeye baslar (Sekil 10 ve Sekil 11).
Yaptigimiz calismada ratlardan yaklasik 0,2 cc’lik BOS ornekleri toplandi. Normalde
berrak olan BOS yakin araliklarla ponksiyon yapildiginda kanli gelebilir. Sayet bir
denekten daha fazla miktarda BOS almak icin islem tekrarlanacak ise olasi
komplikasyonlar1 azaltmak i¢in iki sisterna ponksiyonu arasinda 3-7 giin siire
birakilmalidir.

Ameliyat sonrasi su igmelerine izin verilen ratlar birinci giin standart yem ile beslendi.
Tim gruplardaki denekler post operatif 7. gilinlerinde eter anestezisi altinda servikal
dislokasyon yapilarak sakrifiye edildi. Tiim deneklerde yara yeri enfeksiyonunun varligi,
karm duvarinin biitiinliigiintin korunup korunmadigi, batin i¢i yapisiklik skorlamasi, batin
ici apse varligi, anastomozun makroskopik biitinliigliniin korunup korunmadigi
degerlendirildi. Biyomekanik patlama basinglar1 6lgiildii. Biyokimyasal olarak dokuda
hidroksiprolin degerleri ve anastomoz hattinin histopatolojik degerlendirilmesi igin doku

ornekleri alind1 ve patoloji ve biyokimya laboratuvarlarina génderildi.
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Sekil 10: Ratlarda BOS alma igslemi
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Sekil 11: Ratlarda BOS alma iglemi illiistrasyonu

3.3. Biyomekanik Calisma (Anastomoz Patlama Basinc Olgiimii)

Patlama basinci1 8l¢iimii i¢in basing transducer (Transpac V. Abbott, USA) ve monitor
(Bionet Patient Monitor BM5, Seoul, Korea) temin edildi (Sekil 12). 2F Feeding katater
rektal yoldan ilerletildi. Anastomozun 2 cm. altindan katateri i¢ine alacak sekilde 2/0

ipekle kolon baglandi. Anastomozun proksimal kismi da klemple kapatilarak kapali bir
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sistem olusturuldu. Perfiizyon pompasi ile 50 ml/saat hizla rektuma yerlestirilen
kataterden kolon igerisine metilen mavisi igeren sivi verilerek monitérde basing takip
edildi (Sekil 13). Basingtaki ani diigme olmadan dnceki deger anastomoz patlama basinci

olarak kaydedildi.

Sekil 13: APB 6l¢iimii diizenegi. (Anastomoz hatti ok ile gdsterilmistir.)
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3.4. Biyokimyasal Degerlendirme

Patlama basinci dl¢iildiikten sonra anastomozun 2 cm distal ve 2 cm proksimalini igine
alacak sekilde kolon rezeke edildi. Rezeke edilen kolon pargasi uzun ekseni boyunca
acilarak 12 lik parcasi bidistile suyla yikanip, kurutma kagidiyla kurutuldu, tartildi ve
kiigiik pargalara ayrildi. Agz1 agik beherlere konularak 100°C’ye ayarlanmis etiivde 72
saat kurutuldu. Kurutulan 6rnekler daha sonra 110 °C de 18 saat 6 M HCI icinde hidroliz
edildi (Sekil 14). Ornekler ii¢ kez distile su ile yikand:. Asidi uzaklastirilan érnekler 2 ml
tampon ( % 1,2 asetik asit, % 12 sodyum asetat, %5 sitrik asit, % 3,4 sodyum hidroksit
pH=6) i¢inde tekrar ¢oziildii. Daha sonra 1 ml 6rnege, 0,5 ml Kloramin -T eklendi ve
ornekler 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. 0,5ml propanol i¢inde ¢oziilmiis % 15,6
perklorik asit + % 15 4-dimetil aminobenzaldehit karisimi eklendi. Daha sonra 60 °C de
15 dakika inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede 550 nm de absorbansi kore karsi
okundu. L-hidroksiprolin kullanilarak ¢izilen standart egriden faydalanilarak pg/mg doku
sonuclar hesaplandi (47, 48).

3 quiﬂlijlﬂlff |
= i ~

g e it

Sekil 14: Dokularin HCI igerisindeki hidroliz asamasi
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3.5. Histopatolojik Degerlendirme

Rezeke edilen kolon pargasi uzun ekseni boyunca agilarak 12 lik pargast %10 luk
formaldehit igerisine kondu. Alinan parca 24 saat fikse edildikten sonra parafine gomiildii.
Bu dokulardan 4 mikron kalinliginda kesitler hazirlanarak Hematoksilen-Eozin (H&E) ve
Masson Trikrom boyast ile boyandi. Rutin H&E kesitlerde; enflamatuar hiicre
infiltrasyonu [polimorfoniikleer 16kosit (PMNL), mononiikleer hiicre (MNH)], 6dem,
neovaskiilarizasyon, kollajen lif ve fibroblast yogunlugu modifiye Ehrlich ve Hunt skalas1
(49) kullanilarak degerlendirildi (Tablo 4). Masson Trikrom boyama ile ise dokudaki
kollajen yogunlugu degerlendirildi.

Tablo 4: Modifiye Ehrlich ve Hunt skalasi

Puan Parametre
0 Yok
1 Az miktarda
2 Orta diizeyde
3 Iyi diizeyde
4 Cok 1yi diizeyde
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Sekil 15: 100X biiylitmede PRP uygulanmis denegin anastomoz hattinda

neovaskiilarizasyon ve inflamasyonun goriintiisi

Sekil 16: 40X biiylitmede anastomozun genel goriintiisii
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Sekil 17: 100X biiylitmede PRP uygulanmis denegin anastomoz hattinin Masson

Trikrom boyamadaki goriintiisii

3.6. istatistiksel Analiz

Calisgmamizin verilerinin degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for Social
Sciences, ver: 22.0) programi kullanilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde parametrik
test varsayimlari yerine getirildiginde (Kolmogorov-Smirnov) varyans analizi ve Tukey
testi, parametrik test varsayimlart yerine getirilemediginde Kruskal Wallis testi ve Man-

Whitney U testi kullanilmistir. Yanilma diizeyi 0,05 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR

Deneklerin hig¢ birinde cilt enfeksiyonuna rastlanmadi. Post operatif 7. glinde sakrifiye
edilen gruplardaki deneklerin tiimiinde anastomoz hatti salim olup deneklerde batin igi
apseye rastlanmadi. BOS grubunda ii¢ denekte BOS alim islemi sirasinda mortalite
goriildli. Post operatif takipler sirasinda ise PRP grubundan bir denekte post operatif 3.
saatte mortalite goriilmiis olup sebebinin hipovolemi olabilecegi diisiintildii.

4.1. Anastomoz Patlama Basinci

Gruplara iliskin patlama basinci degerleri karsilastirildiginda farklilik istatistiksel
olarak degerli bulunmus olup (p<0,05) en yiiksek deger PRP grubunda elde edilmistir.
Gruplara iligkin degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda PRP ile BOS grubu arasindaki
farklilik anlamli olarak bulunmus olup (p<0,05) diger gruplar arasi farklilik anlamsiz
olarak bulunmustur (p>0,05). Sonug olarak PRP ile kontrol grubu arasindaki fark ve BOS
grubu ile kontrol grubu arasindaki fark anlamli degildir (p>0,05). Gruplara ait patlama

basinct (mmHg) 6l¢iim degerlerinin karsilastirilmasina ait veriler Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5: Gruplara ait patlama basinct (mmHg) 6l¢iim degerlerinin karsilastiriimasi

Grup N Ortalama Std. Sapma Sonug
147,37 39,73 F=5,95
Kontrol
174,00 35,77 p=0,011*
PRP
106,28 26,04
BOS

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Gruplarin doku hidroksiprolin degerlerinin karsilastiritlmasina ait veriler Tablo 6’ da

verilmistir. Elde edilen hidroksiprolin (OH-Prolin) degerleri dokunun miligram1 basina

mikrogram (pug/mg Kolon dokusu) olarak verilmistir. En yiiksek OH-prolin diizeyi PRP
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grubunda, en diisik diizey ise BOS grubunda tespit edilmistir. Gruplara iliskin
hidroksiprolin degerleri karsilastirildiginda farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Gruplara iligskin degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda PRP grubu ile BOS grubu
arasindaki farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), diger gruplar aras1 farkliliklar 6nemsiz
bulunmustur (p>0,05). Gruplara ait hidroksiprolin diizeylerinin karsilastirilmasina ait

veriler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6: Gruplara ait hidroksiprolin diizeylerinin karsilastirilmasi

Grup N Ortalama Std. Sapma Sonug
7 13,92 3,11 F=8,95
Kontrol
7 18,51 4,37 p=0,003*
PRP
5 9,05 4,22
BOS
1 14
Total 9 33 5,30

4.3. Histopatolojik Bulgular

Gruplara iliskin kollajen yogunlugu, neovaskiilarizasyon, inflamasyon ve o&dem
degerlerinin dagilim ve ayn1 parametrelerin gruplar arasinda karsilagtirilmasina ait veriler
Tablo7, Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10 ve Tablo 11°de gosterilmistir. Histopatolojik
degerlendirmenin istatistiksel sonuglarinda gruplara iliskin kollajen deger skalalari
karsilastirildiginda farklilik 6nemli olarak bulunmus (p<0,05) olup en yiiksek kollajen
yogunlugunun kontrol grubunda oldugu goriilmiistiir. Gruplara iliskin degerler ikiserli
olarak karsilastirildiginda kontrol grubu ile PRP grubu ve PRP ile BOS arasindaki farklilik
onemli bulunurken (p<0,05) kontrol grubu ve BOS arasindaki farklilik Onemsiz
bulunmustur (p>0,05). Gruplara iliskin neovaskiilarizasyon, inflamasyon ve 6dem

skalalar1 karsilastirildiginda ise gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).



Tablo 7: Gruplara iliskin kollajen yogunlugu degerlerinin dagilimi
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Kollajen
1,00 2,00 3,00 Toplam
0 1 7 8
Gruplar Kontrol S
,0% 12,5% 87,5% 100,0%
4 3 0 7
PRP S
57,1% 42,9% ,0% 100,0%
0 2 3 5
BOS S
,0% 40,0% 60,0% 100,0%
4 6 10 20
Toplam St
20,0% 30,0% 50,0% 100,0%




Tablo 8: Gruplara iliskin neovaskiilarizasyon degerlerinin dagilimi
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Neovaskiilarizasyon
1,00 2,00 3,00 Toplam
3 3 2 8
Gruplar Kontrol S
37,5% 37,5% 25,0% 100,0%
0 3 4 7
PRP S
,0% 42,9% 57,1% 100,0%
0 2 3 5
BOS S
,0% 40,0% 60,0% 100,0%
3 8 9 20
Toplam St
15,0% 40,0% 45,0% 100,0%




Tablo 9: Gruplara iliskin inflamasyon degerlerinin dagilim1

Inflamasyon

1,00 2,00 3,00 Toplam
1 4 3 8
Gruplar Kontrol
12,5% 50,0% 37,5% 100,0%
3 4 0 7
PRP
42,9% 57,1% ,0% 100,0%
2 3 0 5
BOS
40,0% 60,0% ,0% 100,0%
6 11 3 20
Toplam
30,0% 55,0% 15,0% 100,0%




Tablo 10: Gruplara iligskin 6dem degerlerinin dagilimi

Odem
Toplam
,00 1,00 2,00 3,00
4 3 0 1 8
Gruplar Kontrol
50,0% 37,5% ,0% 12,5% 100,0%
5 1 1 0 7
PRP
71,4% 14,3% 14,3% ,0% 100,0%
3 2 0 0 5
BOS
60,0% 40,0% ,0% ,0% 100,0%
12 6 1 1 20
Toplam
60,0% 30,0% 5,0% 5,0% 100,0%
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Tablo 11: Gruplara iliskin kollajen yogunlugu, neovaskiilarizasyon, inflamasyon ve

O0dem degerlerinin karsilastirilmasi.

Ortala Std. Ortanca Mini- Mak-
Parametre  Gruplar ) Sonug
ma Sapma 3,00 mum simum
Kollajen Kontrol
2,87 ,35 1,00 2,00 3,00 Kw=13,04
yogunlugu (8)
PRP(7) 1,42 ,53 3,00 1,00 2,00 p=0,001*
BOS(5) 2,60 ,54 2,00 3,00
Neovaskiilariza ~ Kontrol
1,87 ,83 2,00 1,00 3,00 KW=3,90
syon (8)
PRP(7) 2,57 53 3,00 2,00 3,00 p=0,142
BOS(5) 2,60 ,54 3,00 2,00 3,00
. Kontrol
Inflamasyon @®) 2,25 ,70 2,00 1,00 3,00 KW=4,44
PRP(7) 1,57 53 2,00 1,00 2,00 p=0,108
BOS(5) 1,60 ,54 2,00 1,00 2,00
B Kontrol
Odem ® 75 1,03 0,50 ,00 3,00 KwW=0,59
PRP(7) 42 78 0,00 ,00 2,00 p=0,742
BOS(5) ,40 ,54 0,00 ,00 1,00

4.4. Karn ici Yapisikhga Ait Bulgular
Karn i¢i yapisikliklar Nair siniflamasi ile degerlendirildi. Karin i¢i yapisiklik dagilim
ve karsilagtirmalar1 Tablo 12 ve Tablo 13’de verilmistir. Gruplara iligkin Nair siniflamasi

skorlar1 karsilagtirildiginda farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).



Tablo 12: Gruplara iligkin Nair siniflamas1 dagilimi
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Nair siniflandirilmasi
00 1,00 2,00 Toplam
2 3 3 8
Gruplar Kontrol S
25,0% 37,5% 37,5% 100,0%
4 2 1 7
S
57,1% 28,6% 14,3% 100,0%
4 1 0 5
S
80,0% 20,0% ,0% 100,0%
10 6 4 20
Toplam S
50,0% 30,0% 20,0% 100,0%
Tablo 13: Gruplara iliskin Nair siniflamasi karsilagtirmasi
Std.
Grup Ortalama Sapma Ortanca Minimum Maksimum Sonug
1,12 ,83 1,00 ,00 2,00
Kontrol KW=4,37
PRP 57 78 0,00 ,00 2,00 0=0,112
,20 A4 0,00 ,00 1,00
BOS




33

5. TARTISMA

Bagirsak iyilesmesi iltihap, proliferasyon ve olgunlagsma fazlari olmak {izere ii¢
iyilesme evresi ile karakterizedir. Bu basamaklar ameliyat sonrast 0. ile 4. glinler
arasinda, 3. ve 14. giinler arasinda ve 10. ve 180. giinler arasindadir (18). Genellikle ilk
asamada fibrin yara iyilesmesine ve kuvvetine katkida bulunur, ancak asil diren¢ bu
donemde dikislerle baglidir. Anostomoz iyilesmesinde 3. ve 4. giinler arasinda
anostomozun mukavemeti fibrinoliz ve kollajen birikimine bagli olarak daha diisiiktir.
Bu kosullar altinda, dikis hattinin ayrilmasi kolaylikla meydana gelebilir. Bu ¢alismada
sadece proliferatif faz dikkate alinarak tiim ratlara cerrahi sonrasi 7. giinde otenazi
uygulanmistir. Calismamizda bu periyodu 6zellikle dikkate alinmistir ¢iinkii bu asamada
makrofajlar fibrin debridmaninda (inflamatuar fazda ortaya ¢ikmakta) ve dogal biiylime
faktori tiretiminin maksimum tepe noktasinda yer alarak fibrozis ve anjiyogenezi modiile
etmektedirler (50).

Preoperatif hazirlik ve cerrahi tekniklerde nemli gelismeler olmasina ragmen, kolonik
anastomoz kagaklari, giinlimiizde kolon cerrahisi gegiren hastalarda perioperatif morbidite
ve mortalitenin 6nemli bir nedeni olmaya devam etmektedir (51,52,53). Klinik olarak
belirgin anastomoz ayrilmasinin perioperatif mortaliteyi 3 kat ve hastanede kalis siiresini
2 kat arttirdig1 gozlenmistir. Anastomoz kacagi ile bagirsagin mekanik durumu, kan akimi,
oksijenasyon, nekroz, kan transfiizyonu, cerrahi teknik, dikis materyalleri, fekal
kontaminasyon, peritoneal sepsis, anastomozdaki gerilim ve obstriiksiyon arasinda
dogrudan bir korelasyon vardir (13,14).

Trombositler; Kemik iliginde megakaryositlerden iiretilen ve kan konsantrasyonlari
150-400.000 / pL arasinda degisen kan hiicreleridir (54). Normal kosullar altinda yara
lyilesmesi, trombositlerin kalsiyum ve trombin mevcudiyetinde agregasyonlart yoluyla
baslatilir ve enflamatuar hiicrelerin goc¢ii i¢in gerekli olan ortamin olusturulacag bir fibrin

pihtt olusturulur (55). Trombositlerin aktivasyonu ile megakaryositlerde graniil seklinde
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paketlenmis halde bulunan koagiilasyon faktorleri, biiytime faktorleri, sitokin, kemokin
ve integrin olarak bilinen salgisal molekiiller pihtilasmadan sonraki yaklasik 10 dakikalik
siirecte salinirlar (23). Trombositler alfa ve delta graniilleri-yogun cisimcikler olmak tizere
iki tip graniil icerirler. Her trombositte 50-80 adet arasinda trombosit kaynakli alfa graniil
bulunur. Alfa graniil i¢eriginde biyoaktif biiyiime faktoriileri ve sitokinler bulunur (56).
Yogun cisimcikler ve delta graniilleri ise ATP ve ADP igerir ve ayrica iyonize kalsiyum,
seratonin, histamin, epinefrin, dopamin, katekolamin gibi platelet agonistlerini igerirler.
Alfa graniilleri, inaktif durumdaki trombosit kaynakli biiyiime faktorlerini, P-Selektin,
osteokalsin ve osteonektin gibi (membranlarda yapismayi saglayan) potent adeziv
substratlar1, Fibrinojen, fibrin, fibronektin, F-5 ve F-8, F-4 i igerir (57). Slater ve ark. ile
Spencer ve ark., trombosit bilylime faktorlerinin yara iyilesmesine katkida bulunabilecek
mitojenik ve kemotaktik 6zelliklere sahip olduklarini géstermislerdir (58).

Yara iyilesmesindeki kaskat sirasinda, trombositler yakalanir ve aktive edilir, bu da
trombositlerin alfa-graniillerinde bulunan biiyiime faktorlerinin salinmasina neden olur
(58). Artan damar gecirgenligi sonucunda yaralanma bolgesine enflamatuar hiicreler
gelerek enflamasyon fazini baslatir. Enflamatuar hiicrelerden bolgeye ilk gelen hiicreler
notrofillerdir ve baslangigta dominanttirlar. Notrofillerin gorevi yarayr invaze eden
mikroorganizmalardan temizlemektir (34). Notrofillerden salgilandigi diisiiniilen
proteinazlar sonucunda anastomoz iyilesmesinin erken donemlerinde kollajenolizis
meydana gelir (59). Bu nedenle de anastomozun giicii azalir (60). Bu donemde anastomoz
giivenligi kullanilan sutiir ve/veya stapler ile saglanir (61). Enflamatuar fazin uzamasi
veya asir1 sekilde gelismesi sonucunda anastomozdaki gii¢ kaybi daha da artar.

Biiylime faktorlerinin iyilesme siirecinde ve doku olusumunda 6nemli bir rolii oldugu
kabul edilir (62). Genel Olarak biiytime faktorleri hiicre boliinmesini ve hiicre biiyiimesini
arttiran, hiicreleri apoptotik 6liimden koruyan, kok hiicrelerin uyarilmasini saglayan
faktorlerdir. Dokulardaki onarim siirecinin tiim asamalari, endokrin, parakrin, otokrin ve
intrakrin mekanizmalar1 kullanip en temel hiicre fonksiyonlarinin diizenleyicileri olarak
hareket eden ¢ok ¢esitli sitokinler ve biiyiime faktorleri tarafindan kontrol edilir. Biiyiime
faktorleri, anjiyogenez, kemotaksis ve hiicre proliferasyonu dahil olmak iizere, doku

onariminda meydana gelen bir¢ok islemi etkiler, ayrica hiicre dis1 matriks proteinlerinin
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sentezini ve yikimini kontrol ederler. Etkilerini hiicre i¢i sinyal iletim yollarini aktive eden

bir hedef biiylime faktorii reseptoriiniin hiicre disi alanina baglanarak gosterirler (63,64).

Hemostatik faktérer:

Mitojenler: Faktor 5, 8.11,13
PDGF Kininogen
TFGAE Fibrincjen
EGF Plazmincjen
bFGF Protein 5
VEGF Pal-1
IGF
IL-18
I Adhazyon
prateinleri:
Fibronektin
Altive almus vWF
Trombositler Thrombospondin
_ Vitronektin
Antijen
reseptorleri:
GPIV
P-Selektin
GPIIb/ ma
GPB/IX .
PECAM if_e_i:lnﬂnklnler.
CD-40L
RANTES
MIP-1a
IL-8
PF-4

Sekil 18: Aktive olmus trombositlerden salgilanan biyoaktif molekiiller

Bu bulgular, genis bir doku yelpazesinin onarimi veya rejenerasyonu igin, farkli
biiyiime faktorlerini ve sitokinleri terapotik molekiiller olarak test etmeyi amaglayan
onemli bir arastirma cabasma yol agmustir (65). Biiylime hormonu ve sistemik veya
topikal olarak uygulanan biiylime faktorlerinin etkileri halen degerlendirilmekle birlikte
(66, 67, 68) PRP uygulamasinin etkileri; heniiz yeterli olarak belgelenememistir (69).

Trombositler tarafindan trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), transforme edici
biiyiime faktorii-beta (TGF-P), epitelyal biiylime faktorii (EGF), insiilin benzeri biiylime
faktorii (IGF-I), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, (VEGF) ve fibroblast biiylime
faktorii (FGF) gibi biiylime faktorleri salgilanir (70,71,72). Biiylime faktorleri sadece

trombositler tarafindan degil ayni zamanda onarim i¢in ¢ogu zedelenme alaninda
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aktiflesen veya iltihabi siirecin parcasi olan 16kositler tarafindan ve hiicre zedelenmesine
yanit olarak parankimal veya stromal-bag dokusu hiicreleri tarafindan da salgilanir.

IGF, yara iyilesmesinin tiim evrelerinde, 6zellikle de inflamatuar ve proliferatif
evrelerde onemli bir medyatordiir (73). Primer rolii doku hasarinin oldugu yerde fibroblast
proliferasyonunu ve diger hiicrelerin migrasyonunu stimule etmek, kollajen ve ECM
iretimini artirmaktir (74,75).

TGF-B; diger biiylime faktorlerinin varliginda yara iyilesmesinin tiim evrelerinde aktif
olup; hiicre biiyiimesini, undiferansiye mezenkimal hiicrelerin proliferasyonunu ve ECM
tiretimini uyarir. Diger biiylime faktorlerinin endotelyal kemotaksis ve anjiogenez
etkilerini destekler, makrofaj ve lenfosit ¢ogalmasini inhibe eder (76,77).

FBF, hiicre proliferasyonu ve migrasyonunda rol alir. Graniilasyon dokusu
olusumunda fibroblastlarin proliferasyonunu stimule eder (78). Serbest FGF, heparin
stilfata baglanir ve ECM*“de depolanir. FGF ¢ogunlukla endotel hiicre proliferasyonunu
uyararak anjiogeneze katilir. Ayn1 zamanda makrofaj ve fibroblastlarin, hasarli alana
migrasyonu ile yaray1 kapatmak icin epitel hiicre migrasyonunu uyarir (79, 80, 81).

EGF, baslica fibroblastlar ve epitelyal hiicreler olmak iizere bir¢cok hiicre tipinde
mitojenik etki ile proliferasyonunu uyarici role sahiptir (79).

PDGF, mezenkimal hiicrelerin mitogenezini (82), fibroblastlarin kemotaksisini ve
mitogenezini uyarir(83,82). Ayrica satellite hiicrelerin proliferasyonunu uyarir ve
myoblastlarin terminal differansiyasyonunu inhibe eder (84).

VEGF, endotel hiicrelerin mitogenezini ve migrasyonunu uyarir ve damar
gecirgenligini arttirir (85). Myoblast migrasyonunu uyarir ve apoptozlarini engeller
(86,87). Yapilan bir caligmada muskiileris propriya tabakasina lokal VEGF
enjeksiyonunun kolonik anastomoz iyilesmesini hizlandirdig1 ve anjiyogenezi arttirarak
anastomozu giiclendirdigi bildirilmistir (88).

PRP, “Platelet Rich Plasma" trombosit yoniinden zenginlestirilmis plazma uygulamasi
adi1 verilen tedavi yonteminin kisaltilmis ismidir. PRP’nin kullaniminin amaci, eritrosit
miktarini azaltip trombosit sayisini artirarak suprafizyolojik konsantrasyonlarda biiylime
faktori salinmmini saglayip, doku tamirini direkt ve indirekt yollardan hizlandirmaktir

(89). PRP, 1980’lerin sonunda, kronik bacak iilserlerinin fizyolojik yara iyilesmesini
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desteklemek igin topikal bir adjuvan tedavi olarak sunulmustur (90). Yine seksenli yillarda
Ferrari ve ark. agik kalp ameliyati sirasinda fazla homolog kan tiriinii kullanmamak adina
otolog PRP kullanilabilecegini bildirmistir (91). Sonraki yillarda 1993 yilinda Bourquie
ve ark ve 2004 yilinda Mazzuco ve ark trombositlerin yara iyilesmesinde ihtiva ettikleri
bliylime faktorleri sayesinde biiyiik katkida bulunduklarini ve bu faktérlerin yara
iyilesmesini baglatip modiile ettigini bildirmislerdir (19,92). PRP tedavisinin temeli,
iyilesme siirecinde daha az yararli olan kirmizi kan hiicrelerinin miktarinin yaklasik% 5'e
diisiiriilmesi ve trombosit miktarinin yaklasik % 94'e ¢ikarilmasina dayanir. PRP ¢esitli
kitler ile ya da maniiel olarak kan santrifiijiinden {iretilir ve daha sonra trombin ve/veya
kalsiyum kloriir ile aktive edilerek viskoz bir pihti jeli tiretilir (93). PRP elde etmek igin
manuel teknigin kullanilmasi, minimum teknik gereklilikler ve optimal trombosit
verimleri ile diisiik maliyetli bir prosediir oldugu igin tercih edilebilir (16). Ancak manuel
olarak PRP elde edilme islemleri igin de herhangi bir standardizasyon bulunmamaktadir.
Literatiirde manuel olarak PRP elde edilen ¢aligmalara bakildiginda farkli santrifiij
cihazlar ile farkli tekrarlama sayilari, farkli devir sayilart ve farkli zaman miktarlarinin
kullanildig1 goriilmektir. Han Moi Choi ve ark. yaptiklari ¢alismada PRP hazirlanmadan
once kullanilacak olan santrifiij cihazinin dogru kombinasyonu bulunana dek test edilmesi
gerektigi ve dogru devir ve zamanin cihazdan cihaza degisebildigi bildirilmistir (94).

PRP'nin genis kullanimina ragmen, PRP preparatinda standartlastirilmis protokoller
olmamasi, bilesen kompozisyonunda, ve ayrica ihtiva edilen 16kosit konsantrasyonunda
varyasyonlara neden olur (95). PRP nin 16kosit igerip icermemesi gerektigi konusu
tartigmalidir. PRP’deki 16kositlerin, hiicre dis1 matriksin (ECM) katabolizmasin1 arttiran
IL-1B ve TNF-o gibi proinflamatuar sitokinleri yiiksek miktarlarda salgiladiklar:
gosterilmistir olup iiretilen metalloproteinaz, serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri ve
nitrojenin doku iyilesmesinde olumsuz etki gosterebilecegi bildirilmistir (96,97,98).
Bununla birlikte, PRP'deki l6kositler, enfeksiyona karsi immiin yaniti stimiile etmek ve
kemotaksisi, proliferasyonu ve hiicrelerin farklilasmasimi desteklemek igin faydali da
olabilir (22).

Daha giivenli ve daha etkili bir {irlin arayisinin iiriinii olan PRGF ise 16kosit icermez,

boylece tiriiniin homojenligini artar ve donér-donor degiskenligini azaltir (99). Terapotik
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bir bakis agisinda, PRGF rejenerasyonu harekete geciren trombositlerden proteinlerin ve
biiyiime faktorlerinin salgilanmasini destekler, biiyiime faktorlerini tutan ve salgilayan ve
hiicreler i¢in bir iskele olarak hareket eden {i¢ boyutlu bir fibrin matriks olusturur (98).
Yapilan ¢alismalarda hayvan ve insan modellerinde ortopedik titanyum implantlarin
yiizeyinin  ana dokuya yerlestirilmeden 6nce PRGF ile kaplanmasinin etkisi
arastirilmigtir.  Sonuglar, PRGF kullanildiginda implant  ¢evresindeki  kemik
rejenerasyonunun Kalitesinin onemli Olglide arttigin1  gostermistir.  Bunun sebebi
PRGF’nin implant ylizeyini biyoaktive etmesi, implantin konak doku ile etkilesimini
kolaylastirmasi ve boylece hem implantlarin baslangi¢ stabilitesini hem de daha sonraki
osteo-integrasyonunu arttirmasidir (100,101). Diger baska calismalarda da  dis
implantlarin1 trombosit tiirevli preparatlarla birlestirdikten sonra onemli faydalar
gbzlenmistir (102,103). Ancak biz yaptigimiz bu ¢alismada literatiir verileri ile kendi
sonuglarimizi daha etkin karsilagtirabilmek adina PRGF yerine PRP’yi kullanmay1 tercih
ettik.

PRP, tibbin ¢ok ¢esitli alanlarinda kullanilan ve giin gegtikge popularitesi artan bir
preperattir. Literatiirde PRP’nin doku iyilesmesi tlizerindeki etkilerini arastiran bir ¢ok
farkli ¢alisma oldugu ve bu c¢alismalarda birbirinden farkli sonuglar elde edildigi
goriilmektedir. PRP kullanimi, oftalmoloji, ortopedi, spor tibbi, kardiyoloji, dermatoloji,
plastik cerrahi ve noéroloji gibi ¢ok c¢esitli klinik alanlarda kullanim alani bulmustur.
Ortopedide PRP, meniskiis patolojilerinin ve kas yaralanmalarinin iyilegsmesini arttirmak,
kikirdak dokusunu giiclendirmek icin kondrositleri uyarmak, agriy1 azaltmak ve artritik
dizlerde daha iyi ve daha dengeli bir sinovyal sivi1 tiretmek igin ve total diz artroplastisi ve
subakromiyal tedavi sonrasit sonuglari iyilestirmek amaciyla uygulanmistir. Yapilan
caligmalarda PRP uygulamasinin erken iyilesme evrelerinde daha yogun kemik
rejenerasyonuna sebep oldugu goriilmiistiir (104). PRP kemik olusumunu hizlandirir, 6n
capraz bag yaralanmasinin merkezi defektleri, primer onarimi veya rekonstriiksiyonunu
tyilestirir, ameliyat edilen riiptiire Asil tendonlarinin sonuglarin1 olumlu yonde etkiler,
kronik tendinopatilerde agriy1 azaltir ve intervertebral disk dejenerasyonunu onler (89).
Sanchez ve ark. tarafindan asil tendonundan opere edilen 12 profosyonel sporcu iizerinde

yapilan ¢alismada PRP grubuna kandakinin 2-3 kat1 trombosit ihtiva eden otolog PRP pre
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operattif olarak uygulanmis ve PRP uygulanan gruptaki sporcularin spor aktivitelerine
daha kisa zamanda dondiigii raporlanmistir (105). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada
ise Asil tendinopatisi mevcut hastalara PRP enjeksiyonu yapilmis ancak agr1 ve aktivite
olarak olumlu bir etki gozlemlenememistir (106). El bilegi ekstansor ve fleksor
tendinopatisi olan hastalarda uygun on calismalarla PRP'min farkli klinik etkileri
gozlenmistir.PRP uygulanan vakalarda 8 hafta sonunda agrinin iyilestigi gézlemlenmistir
(107). Randomize klinik bir ¢alismada kronik tenis¢i dirsegi mevcut vakalarda PRP
uygulanan grubun daha hizli sekilde tedavi oldugu gozlenmistir (108). Bu ve bunun gibi
farkli ortopedik vakalarda PRP kullanimi giin gectikge artmaktadir.

PRP’nin bir bagka kullanim alan1 ise, dis protezlerinde kemik implantlarin
sabitlenmesidir. Oral ve maksillofasiyal cerrahide yapilan bazi caligmalarda PRP
ilavesinin, en az ilk 6 ay boyunca kemik grefti oranin1 ve kemik formasyon derecesini
hizlandirdigy ileri stirilmistiir (72). Ayrica PRP uygulamasinin cerrahi hasar sonrasi
anjiogenezi hizlandirdig1 ve ardindan yumusak doku tamirini hizlandirdig: bildirilmistir
(109). Trombosit bakimindan zengin fibrin matrikslerin kullaniminin, tendon hiicresi
proliferasyonunu hizlandirmak, tip | kollajen sentezini uyarmak ve hem in vitro hem de
in vivo neovaskiilarizasyonu tesvik etmek igin giivenli ve etkili bir strateji oldugu
bildirilmistir (110). Onceki bir ¢alisma, PRP'nin kemik greftine, bag dokusu greftine veya
kesi yerine uygulandiginda yara iyilesmesini olumlu etkiledigini ortaya koymustur (111).
Marx ve ark. , otolog PRP'nin mandibula defektlerinin rekonstriiksiyonunda PRP'nin
potansiyel etkisini incelemis ve PRP ile kemik greftlerinin kombinasyonunun daha hizl
bir matiirasyon ve histomorfometrik olarak daha yogun kemik rejenerasyonu ile
sonuglandigini bildirmislerdir (72). Yine bazi caligmalarda hemostaz ve yara iyilesmesini
desteklemek icin trombosit biiylime faktoriiniin uygulanmasindan fayda goriildiigi
bildirilmistir (112,113). Oral ve maksillofasiyal cerrahide yaymlanan sonuglar,
mandibular defektlerde trombosit jeli kullanildiginda daha erken kemik grefti
olgunlagmasinin beklenebilecegini diisiindiirmektedir (72,114). Ayrica, trombosit jel
uygulamalarinin, kronik iyilesmeyen yaralarda yumusak doku iyilesmesini hizlandirdig1
da bildirilmistir (90, 115). Del Buono ve ark., PRP nin ortopedik ve oral cerrahide yara

iyilesmesini basarili bir sekilde iyilestirebilecegini, ancak diger uygulamalar igin dikkatli
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olunmasi gerektigini, ¢linkii PRP konsantrasyonlarinin, dozlarin, zamanlamanin ve
uygulamalarin uzunlugunun heniiz tam olarak tanimlanmadigin1 savunmuslardir (116).

Otolog PRP kullanimi, kornea epitel hasari, gz kurulugu, ortopedik cerrahiler ve ¢ene
cerrahisinde meydana gelen kanamalardan ka¢inmak gibi birka¢ akut ve kronik
patolojinin tedavisi igin de 6nerilmistir (17,117,118). Hemostatik 6zelliklerinden dolayi,
trombosit acisindan zengin preparatin cerrahi sirasinda kapiler yataklarin kapatilmasinda
etkili oldugu ve dolayisiyla kanamanin kontrol altina alindig1 gosterilmistir (119). PRP
kullanimi, 6zellikle kemik rejenerasyonuna destek olarak, bu gereksinimlerin bir kismin1
yerine getirmeye yardimci olur. Aslinda, in vitro ¢alismalar, trombosit kaynakli biiyiime
faktorlerinin, hem insan trabekiiler kemik hiicrelerinin (120) hem de insan osteoblast
benzeri hiicrelerin proliferasyonunu uyardigini agikca gostermistir (121 PRP'nin terapotik
kullanimi ayrica yiiz plastik cerrahi, goz cerrahisi ve kozmetik cerrahi de dahil olmak
tizere diger alanlara da genisletilmistir. Ayrica, diyabetik ayak iilserasyonu tedavisi igin
platelet acisindan zengin bir preparatin etkinligi ve giivenilirligi yakin zamanda
bildirilmistir (122).

Literatiirde anastomoz iyilesmesini etkiledigi diisiiniilen biiytime faktorleri kullanarak
cesitli calismalar yapilmis olsa da PRP uygulamasinin bagirsak iyilesmesi iizerindeki
etkileri yeterince belgelenmemistir (69). PRP'nin barsak anastomozlarinda olasi
kullanimiyla ilgili makaleler tam bir anlasma iginde degildir. Cogunluk, bu maddelerin
kolon anastomozunun yara iyilesmesi {lizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu
gosterirken, Ornegin Fresno ve ark. yaptiklar1 calismada domuzlarda yapilan
anastomozlara PRP uygulandiginda anostomoz kuvvetinde 7. giin anlamh bir fark
bulunmadigini, ancak daha yiiksek derecede fibrozis ve graniilasyon dokusu oldugunu
bildirmislerdir, anastomozlar graniilasyon dokusu ve fibroziste belirgin bir artis
gostermesine ragmen, Faktor VIII ile iligkili antijen i¢in Masson Trikrom boyamada
kalitatif farklilik gozlenmemistir (16). Zhou ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada , ratlarda yapilan
acik karin olgularinda PRP'nin barsak anastomozlarinda olduk¢a etkili oldugu
saptanmistir (123). Yol ve ark. yaptiklar1 ¢alismada PRP ve doku yapistricis
karsilastirilmis ve PRP'nin barsak anastomozunun iyilesmesinde kontrol ve doku

yapistiricist grubundan daha istiin oldugu bildirilmistir. Yol ve ark. yaptiklar1 bu
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calismada PRP uygulamasinin ratlarda anastomozlarin etrafina ince bir film tabakasi
olarak PRP uygulamis ve PRP’nin bagirsak anastomozlarinin patlama giiciinii arttirdigini
bildirilmistir (69). Soziitek ve ark. yaptiklar1 ¢alismada da, PRP'nin sespis modelinde
barsak anastomozu iyilesmesi tizerinde pozitif etkisi oldugu gosterilmistir (124).

Yapilan calismalarda kullanilan denek tiirlerindeki farkliliklarin (rat-domuz), farkli
bagirsak segmenti kullaniminin (kolon, ince barsak) ve PRP iiretim teknigindeki
farkliliklarin literatiirdeki ve calismamizdaki farkli sonuglardan sorumlu oldugunu
diistinmekteyiz.

PRP, hastanin sadece 20-40 cc otolog kanindan kolaylikla hazirlanabilir. Hastanin
kanini1 aldiktan sonra kullanilan yontem ve malzemelere bagli degisebilmekle birlikte tim
slire¢ bir saatten fazla siirmez. Ameliyathanede santrifiij cihazlar1 mevcut oldugu taktirde
operasyon sirasinda istenilen zamanlarda PRP hazirlanmasi da miimkiindiir.

Biyolojik olarak aktif bir {iriin olan PRP’yi iiretmek i¢in farkli manuel yontemler ve
cesitli kitler gelistirilmistir ve bunlar, biiyiime faktorleri, beyaz kan hiicreleri ve fibrin
konsantrasyonunda farklilik gosterebilmektedirler (25,46).

PRP hazirlandiktan sonra uzun siire depolanmadan uygulanmalidir. Antikoagiilanlt
durumda PRP +4 C’de saklandiginda trombosit sayisi 8 saat kadar muhafaza edilebilir.
PRP soliisyonu en fazla 5 giin boyunca saklanabilir, ¢iinkii; bakteriyel infeksiyon riskinin
yani sira giderek artan trombosit apoptozisi baslayacaktir (125). “Taze PRP”, PRP’deki
her bir trombositin canli ve aktif oldugunu ima eder. Aksi takdirde PRP, yara iyilesmesi
tizerindeki olumlu etkisini tam olarak gosteremeyebilir ¢linkii trombositler ilk patlama ile
ihtiva ettikleri biiyiime faktorlerini salgiladiktan sonra Omiirlerinin geri kalani i¢in ek
bliylime faktorleri sentezlemeleri ve salgilamalar1 zaman alir. PRP aktive edildikten sonra
BF sekresyonu 10-15 dakikada biter. 10. dakikada salmnan faktorler en yiiksek
konsantrasyonda bulunurlar. BF“leri 3 giin boyunca oda sicakliginda stabil kalabilir.
Islem yaparken bu 6zellige dikkat etmek gerekir (56).

Farkli uygulamalarin oldugu bir diger konu ise, PRP uygulanmadan once plateletleri
aktive etmek tlizere PRP’ye trombin ve/veya kalsiyum klorid (CaCl2) eklenmesidir.
Plateletleri aktive etmek tlizere PRP’ye trombin ve/veya kalsiyum klorid (CaCl2)

eklenmesi kimi ¢alismalarda tercih edilmis kimi ¢alismalarda ise tercih edilmemistir.
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PRP’nin enjeksiyonu sirasinda bir miktar doku hasar1 ve kanama olugmasimin PRP
igerisindeki trombositlerin uyarilmasi i¢in gereken trombini saglayabilecegini bildiren
calismalar da mevcuttur (126). Aktivator eklenmesi sonrasinda o-graniillerden biiyiime
faktorlerinin %70°1 10 dakika icerisinde, tamamina yakininin da 1 saat i¢erisinde salindigi
gosterilmistir (22). Bu preaktivasyon yapilmadan, saf PRP’nin dokuya uygulandiginda tip
I kollajen ile temas sonrasi yavas sekilde aktive edilebilecegi de diisiiniilmektedir (127).
Aktivator olarak trombin ve/veya kalsiyum klorid kullanilmasi planlanan uygulamalarda
dikkat edilmesi gereken konu, aktivator eklenmesi sonrasi dakikalar i¢ersinde PRP’nin jel
forma dontisecegidir. Bu nedenle aktive edilen PRP’nin en kisa siirede kullanilmasi
gerekmektedir. Jel matriks kivaminin avantaji 6zellikle eklem i¢i uygulamalarda PRP’nin
dokuya daha iyi tutunmasi ve iyilesme bolgesinde hiicre migrasyonu ve ekstraselliiler
matriks olusumu i¢in yap: iskelesi gorevi listlenmesidir. Ayni sekilde anastomoz igin
kullaniminda da emdirme teknigine alternatif olaral jel kivamdaki active edilmis PRP
anastomoz gevresine siirlilebilir. Bizim yaptigimiz ¢alismada anostomoz i¢in hazirlanan
barsak uglar1 PRP ile iligkili bitylime faktorlerinin baglangig patlamast ile intestinal temasi
saglamak icin en az 10 dakika soliisyon igerisinde tutulmustur. Sonrasinda jel
forumundaki PRP anostomozun etrafina siiriilmiis ve islem tamamlanmastir.

PRP’nin hazirlanis noktasinda énemli ve heniiz bir konsensusa varilamamis olan bir
diger konu ise hazirlanan PRP’nin trombosit konsantrasyonudur. Yaraya uygulanan PRP,
yara iyilesmesinin maksimum diizeyde artmasini saglayan optimal konsantrasyonda
hazirlanmalidir. PRP’nin ihtiva ettigi trombosit konsantrasyonu dondrden alinan tam
kandaki trombosit sayisina gore tarif edilir. Yoshida ve ark. 6n ¢apraz bag hasari lizerine
yaptiklar1 ¢calismada donériin tam kanina yakin konsantrasyonda trombosit ithtiva eden
PRP preperatinin 6n ¢apraz bag hiicrelerinin metabolizma ve pro-kollajen sentezinde diger
PRP preperatlarindan daha etkili oldugu ve hiicre apaptozunu engellemede, 5 kat
trombosit ihtiva eden preperata gore daha etkili oldugu bildirilmistir (128). Yine Yoshida
ve ark. yaptiklar ayni ¢alismada PPP (plateletten fakir plazma)’nin tip I ve tip III kollajen
sentezinde ve apopotozu engellemede etkisinin olmadigt ancak kan ile aym
konsantrasyonda trombosit ihtiva eden preparat ile ayni olgiide on ¢apraz baglardaki

fibroblast aktivitesini arttirdig1 bildirilmis, bu etkinin PPP nin ihtiva ettigi fibronektin gibi
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hiicre proliferasyonunu arttiran plazma proteinlerini ihtiva etmesinden kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (128,129). Kawasumi ve ark. kemik rejenerasyonu iizerine yaptiklari in vitro
caligmada tam kana gore 10,6 kat trombosit ihtiva eden PRP preparatinin kemik
rejenerasyonunda ve hiicre proliferasyonunda 3,5 ve 1,2 kat igerenlere gore daha iistiin
oldugu bildirilmistir (130). Yine Kawasumi ve ark. yaptiklar1 ¢alismada 10,6 katlik
preparatin kemik mineralizasyonu ve iyilesmesinde diisiik konsantrasyonlardaki
preparatlara gore daha iyi oldugu bildirilmistir (130). Arpornmaeklong ve ark. yaptiklar
in vitro calismada yliksek konsantrasyondaki PRP preparatlarin rat osteoblastik kemik
iligi hiicrelerindeki proliferasyonu daha fazla arttirdig1 bildirilmistir (131). Ote yandan
Graziani ve ark. insan osteoblast ve gingival fibroblast hiicreleri {izerinde yaptiklar
calismada ilk 24 saatte tam kan ile ayn1 konsantrasyonda trombosit ihtiva eden preparatin,
72. saatte ise 2,5 kat trombosit ihtiva eden preparatin, daha yiliksek konsantrasyondaki
preparatlara gore daha etkili oldugu bildirilmistir (132). Choi ve ark. alveolar kemik
dokusu iizerinde yaptiklar1 caligmalarda da diisikk konsantrasyondaki preparatlarin
hiicreleri daha iyi uyardig: bildirilmistir. PRP’nin, tam kandaki trombosit miktarinin 5
kat1 (yani milimetre kiipte de yaklasik 1.000.000 platelet) trombosit ihtiva ediyor olmasi
gerektigini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (22,133).

Literatiirdeki bu farkli sonuglarin ¢alismalarda kullanilan farkl: hiicre tiplerinden de
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Ornegin Yoshida ve ark. yaptiklari ¢alismada
kullanilan 6n ¢apraz bag hiicreleri sinovial sivi igerisinde, damarlanmasi olmayan bir
ortamda olmalarina ragmen, kemik doku iyilesmesi ¢aligan Arpornmaeklong ve ark.
yaptiklar1 c¢alismada kullandiklar1 kemik doku hiicreleri iyi damarlanmis farkli bir
ortamdadir. Bunlar gibi farkli dokulara ait hiicre gruplarinin farkli trombosit
konsantrasyonlarina farkl tepkiler verebilecekleri unutulmamalidir. Barsak hiicrelerinde
Yamaguchi ve ark. tarafindan kan trombosit miktarlar1 yaklagik 960.000/mm3 olan ratlar
tizerinde yapilan ¢alismada ise trombosit i¢erigi serum degerinin 2 kat1 olan PRP grubunda
yapilan proksimal jejunal anastomozlarin anastomoz patlama basinci degerlerinin diger
gruplardan daha yiiksek oldugu, serum degerinin 5 kat1 trombosit konsantrasyonu igeren
grup olan PRP grubunun APB degerlerinin ise , diger li¢ gruba gore anlaml olarak daha

diisiik oldugu goézlemlenmistir (18). Yapilan bu ve bazi diger c¢alismalarda diisiik
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konsantrasyonlu PRP uygulamasinin anastomoz iyilesmesini dnemli 6l¢iide destekledigi
sonucuna varilmig, ancak yliksek konsantrasyonlu PRP uygulamasiin yara iyilesme
siirecini bozabilecegi vurgulanmistir (14,18,132). Yine Yamaguchi ve ark. yaptigi
caligmada diisiik konsantrasyonlu PRP grubunda yapilan histopatolojik c¢alismalarda
anostomoz bolgesindeki serozal katmanda fibroblast ve kollajen yogunlugu artmig olarak
bulunmustur (18). Yine yapilan bazi ¢alismalarda daha yogun miktarda biiyiime faktorii
elde etmek adina konsantre PRP'nin dokulara uygulanmasinin etkisinin olmadigi
bildirilmistir (134,135,136,137). Everts ve ark. tarafindan PRP elde edilirken kullanilan
farkli yontemleri aragtiran bir ¢alismada ise ii¢ farkli PRP hazirlanim methodu ele alinmis
ve sonug olarak farkli trombosit hasadi yontemlerinin PRP aktivasyonu ve trombosit
jelinden trombosit biiyiime faktorii salinimi {izerinde anlamli bir etkiye sahip oldugunu
gozlemlenmistir (71). Marx ve ark. 2000 yilinda yaptigi ¢alismada bir PRP preparatinin
trombosit konsantrasyonunun plazmaninkinin yaklasik olarak 4 kati olmasi gerektigini
bildirmistir (138). Trombosit konsantrasyonlari sadece orta derecede yiikseldiginde
biyolojik yarar agisindan uygun oldugunu vurgulayan ve optimal konsantrasyonunun,
uygulandigr yaranin tiiriine bagli oldugunu ve c¢ok yiiksek bir konsantrasyon
kullanildiginda olumsuz etkilerin ortaya g¢ikmasi olasiligi oldugunu bildiren farkli
caligmalar da mevcuttur (18,116). Platelet konsantrasyonlari daha diisiik veya daha yiiksek
oldugunda suboptimal ve inhibitor etkiler bildirilmistir (116,132,139). Bizim yaptigimiz
caligmada ise elde ettigimiz PRP soliisyonlarinin trombosit sayimlari, ratlardan aldigimiz
sinirli miktarda kan hacmi nedeniyle yine smirli miktarda PRP soliisyonlar1 elde
ettigimizden dolayr yapilamamistir. Dolayisiyla bu nokta yaptigimiz ¢alismanin
sinirlamalarindan biridir. PRP'nin ilag ve cerrahideki potansiyel terapotik etkisini
degerlendirmek ve tartismali sonuglardan kacinmak adina prosediirler standardize
edilmeli ve ek, iyi tasarlanmig biiyliik hayvan deneyleri ve klinik c¢alismalara ihtiyag
oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (140,141,142).

Otolog PRP'nin en onemli &zelligi, otolog iriinlerin imiinojenik reaksiyonlar1 ve
hastalik bulagsmasini engellemesidir. PRP otolog kandan iretildiginde ve ayrica heterolog
trombin kullanilmadik¢a HIV, Hepatit, Creutzfeldt-Jakob hastaligi veya immunojenik

reaksiyonlarin goriilme ihtimali ortadan kalkar (143). Bu nedenle PRP preperatlarinda,
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insan rekombinant trombininin kullanimi savunulmaktadir (116). Ancak ratlar gibi kii¢iik
boyutlu deneklerde PRP hazirlamak i¢in gerekli kan hacmi alindiginda denek i¢in ek
mortalite riskine neden olmaktadir. Literatlirde yapilan deneysel ¢calismalarin bir kisminda
otolog, bir kisminda ise homolog PRP preperatlar1 kullanilmis olup bizim ¢alismamizda
deneklerin otolog PRP preparatlart kullanilmistir.

PRP preparatlarinin baz1 olasi risk ve komplikasyonlar1 akilda tutulmalidir. Kanser
hastalarinda PRP kullanmanin riskleri  dikkate alinmalidir. Genel olarak, PRP
uygulamasimin kanser ameliyatindan sonra klinik sonuglar1 kotiilestirmesi pek olasi
goriinmemektedir. PRP igerigindeki biiylime faktorleri ile karsinogenez arasinda herhangi
bir neden sonug iliskisi heniiz raporlanmamistir (144). Ancak, bazi endise verici durumlar
vardir. Ozellikle, subklinik peritoneal metastazi mevcut vakalarda anastomoz bolgesine
PRP uygulanmasi, PRP kaynakli ¢esitli biiyiime faktorleri ile kanser hiicrelerini uyararak
anastomoz bolgesini cevreleyen bolgede lokal niiks riskini arttirabilir (18). PRP'in
neoplazmlarin gelisimindeki olasi rolii ile ilgili olarak, bu biiyiime faktorleri hiicre zarlar
tizerindeki reseptorler lizerinde etki ederler ve dogrudan mutajenik etki bildirilmediginden
normal gen ekspresyonunu aktive ederler (116). PRP uygulamasindan sonra kanitlanmig
herhangi bir zararli etki bildirilmemesine ve sistemik olarak kullanilmamalarina ragmen,
biiyiime faktorlerinin  gliglii  biyoaktif molekiiller oldugu ve sonug olarak
konsantrasyonlarindaki kiicliik degisikliklerin bile ¢esitli dengeleri bozabilecegi akilda
tutulmalidir (116).

Literatiir incelendiginde anastomoz kuvvetinin 6l¢timii i¢in de farkli yaklasimlar vardir
ve hangi yontemin daha basarili oldugu konusunda belli bir konsensus bulunmamaktadir.
Bir anastomoz, bagirsak hareketlerinin neden oldugu hem intraluminal hem de
longitudinal kuvvetlere dayanabilmelidir (40). Anastomotik giicli degerlendirmek igin ya
patlama basinct ya da kopma mukavemeti Olciilebilir. Anastomoz patlama basinct ve
kirllma kuvveti, 1iyilesme sirasinda anastomoz giiciiniin ve  biitiinliigliniin
degerlendirilmesi igin gegerli kriterlerdir (41). Bazi arastirmacilar, genel anastomoz
biitiinliiglinii degerlendirmek ic¢in daha uygun bir ara¢ oldugu icin patlama basincini
Olcmeyi tercih etmektedirler. Bununla birlikte, Ikeuchi ve ark. (43), gerilme giiciiniin,

stitiir tutma kapasitesi de dahil olmak {izere, anastomoz iyilesmesinin biyolojik yoniinii
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degerlendirmek icin daha iyi bir standart oldugunu bildirmislerdir (43). Kirilma
mukavemeti, bagirsak duvarinin boyuna kuvvetlere olan direncini 6lger ve iyilesme
siirecinin  biyolojik yonlerini degerlendirir. Patlama basinci, bagirsak duvarinin
intraluminal basinca ve genel anastomoz biitlinliigline direncini belirlerken (41,42,43),
bazi ¢aligmalarda anastomoz iyilesmesini daha az yansitabilecegi savunulmustur (43).
Patlama basincinin dokudaki fizyolojik gerilmeyi kirilma kuvvetine gore daha iyi
yansittigl i¢in daha dogru bir 6l¢iim oldugu savunuldugu caligmalar mevcuttur (18).
Anastomoz patlama basinci, 6zellikle ameliyatin birinci haftasi iginde erken postoperatif
anastomotik mekanik giicii degerlendirmek i¢in daha gilivenilir bir 6l¢iim oldugunu ve
bagirsaktaki yara iyilesmesini kopma mukavemetinden daha dogru yansittigi savunan
calismalar da mevcuttur (42,44). Ek olarak, patlama basinci dolayl kollajen olusumunu
gosterir ve kolajen birikimi ile liziz arasindaki dengeyi yansitir (145). Literatiir
incelendiginde anostomoz patlama basincinin hangi giin Ol¢iilecegi konusunda da yine
tartismalar oldugu goriilmektedir. Anostomoz kagaklari klinik pratikte en sik post operatif
7 giin icerisinde olmaktadir ve bu nedenle post operatif 7. giin yapilan 6l¢iim mantikl
olacaktir (146). Croin ve ark.nin ¢alismasinda anastomoz patlama basinci, {igiincii giinden
itibaren anastomozdan kademeli olarak artmis ve 7. giinde en yliksek diizeye ulagmistir
(147). Aymi zamanda, anastomoz  bolgesinde ilk 3 giin iginde hidroksiprolin
diizeylerinin% 40 azaldigi1 ve 5. giine normalize oldugunu bildirilmistir (147).
Yaptigimiz calismada anastomoz mukavemetini degerlendirmede post operatif 7.
giinlerinde sakrifiye edilen deneklerin anastomoz patlama basinglarinin 6l¢iimii tercih
edilmis olup en yiikksek APB degeri PRP grubunda elde edilmis, PRP ile BOS grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilse de PRP ile kontrol grubundaki fark
anlamli bulunmamistir. Ancak bu sunuglar degerlendirilirken bu ¢alismada histopatolojik
inceleme ve patlama basincinin sadece postoperatif 7. giinde degerlendirilmis oldugu ve
dolayisiyla PRP’nin etkilerinin proliferatif fazda 6l¢iilmiis oldugu unutulmamalidir.
Hidroksiprolin, gamma karbon atomunda hidroksil bagli olmasi disinda prolin
aminoasidinin yapisinda olan ve Kollajen yapisinda bulunan bir aminoasittir. Anastomoz
lyilesmesinin biyokimyasal degerlendirmesi kollajen dokudaki hidroksiprolin diizeyinin

belirlenmesiyle gerceklestirilir (42). Genel olarak, diisiik bir hidroksiprolin seviyesi yara
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iyilesmesinin yetersiz oldugunu gosterir (42,148). Biiyiime faktorleri, kolonik anastomoz
iyilesmesinde onemli rol oynar. Bu molekiillerin, kollajenin sentezi, birikimi ve
olgunlasmasi da dahil olmak iizere yara iyilesmesinin asamalarina aracilik ettigi
gosterilmistir (13). PRP deki biliyiime faktorleri ve sitokinler kollajen sentezini
indiikleyecegi i¢in dokuda hidroksiprolin miktarinin artmasi beklenir. Yaptigimiz
calismada ise en yiiksek hidroksiprolin diizeyi PRP grubunda, en diisiik diizey ise BOS
grubunda tespit edilmistir. PRP grubu ile BOS grubu arasindaki farklilik istatistiksel
olarak 6nemli bulunurken, diger gruplar aras1 farkliliklar 6nemsiz olarak bulunmustur.
Sonug olarak PRP ve kontrol grubu arasindaki ve BOS ile kontrol grubu arasindaki farkin
anlamli olmadigr goriilmiistiir. PRP’nin barsak anastomozu iizerine etkilerinin
arastirtlmasinda farkli PRP hazirlanma tekniklerinin kullanilarak elde edilen farkli ve
bilinen trombosit konsantrasyonlari ihtiva eden PRP preparatlarinin kullanimina ve barsak
anastomozu lizerine daha uzun zaman araliklarinda ve daha biiyiik deneklerde yapilan
caligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Yaptigimiz ¢aligmada bir diger parametremiz ise BOS idi. Merkezi sinir sistemi
lenfatik drenaja sahip degildir (149), fakat ventrikiilleri ve subaraknoid boslugu dolduran
serbest bir lenf benzeri sivi, beyin-omurilik sivist (BOS) vardir (150). Normal sartlar
altinda BOS’da mm? ‘de 5 den fazla l6kosit bulunmamasi gerektigi konusunda genel bir
konsensus bulunmaktadir. Bu l6kositler merkezi sinir sisteminin bagisikligindan sorumlu
mononiikleer hiicreler olup BOS’a Koroid pleksustaki fenestre kapilller damarlardan ve
pial ytizeydeki post-kapiller veniillerden geg¢mektedirler (151,152,153,154). BOS’ta
ayrica nadiren BOS’un direk temas halinde bulundugu koroid pleksus, ventriikiillerdeki
ependimal doku, araknoid zar gibi dokulara ait hiicreler de bulunabilir (155). Ayrica yine
nadiren kikirdak doku ve kemik iligine ait hiicreler de BOS’ta bulunabilir (156,157).
Normal BOS’ta eritrositler bulunmaz ve bulundugu taktirde travma yada subaraknoid
bosluga kanama akla gelir. BOS’ta bulunan bir¢ok protein serum kaynaklidir ve sadece
%20’si koroid pleksus tarafindan iiretilmektedir (158). Serum proteinlerinin BOS’a ge¢isi
cogunlukla kan beyin bariyerinden kapiller endotel hiicrelerinde veya koroid pleksus
epitel bariyerindeki hiicrelerde meydana gelen pinositoza bagli olmakla beraber BOS’ u

tamamen kan serumunun ultrafiltrasyonu ile olusan bir siv1 olarak degerlendirmek yanlis
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olacaktir ¢linkii bazi proteinlerin konsantrasyonu serumdan daha fazla olabilmektedir ve
bu proteinler koroid pleksus, meninksler ve ¢esitli noral dokularda yapilmaktadir. BOS
bliyiik ol¢iide serumdan kaynaklandigi i¢in elektroforez calismalarinda protein igeriginin
seruma benzemesi beklenen bir durum olup BOS’ta en yiiksek miktarda bulunan protein
albumindir (159,160). Albumin BOS’ta bulunan toplam proteinlerin %52-67 sini ihtiva
etmektedir. Serumdaki toplam proteinlere oran1 200 olan albuminin BOS’taki oran1 236
olup benzerdir (158, 161,162). BOS’ta bulunan serum proteinlerinden konsatrasyon
olarak ikinci sirada bulunan protein ise IgG olup albuminden 10 kat az miktarda bulunur
ve BOS’ta en ¢ok bulunan {igiincii proteindir. BOS’ta en yiiksek miktarda bulunan ikinci
protein ise L-PGDS’dir (151,158). Ayrica kiigiik ve degisken miktarlarda IgA, IgM, IgD
ve IgE de normal BOS igeriginde bulunmaktadir (151,155). On pitiiiter bezden salgilanan
prolaktin, biiylime hormonu gibi hormonlara ek olarak kan plazmasinda bulunan kortizol,
insulin ve tiroid hormonu gibi hormonlar da az miktarlarda BOS’ta bulunurlar.
Noronlardan salgilanan ve sayilari yiiziin tizerinde olan ¢esitli ndropeptitler de dagilim
yolu olarak BOS’u kullanirlar (151,158,163,164). BOS’un igerisinde IL-10,IL-1p, IL-2
JIL-4, IL-6, 1 IL-10, IFN-y, TGF-B1, TGF-B2, TNF-a, IGF-Il, VP, GM-CSF, GH,
HGF(Hepatosit biiyiime faktorii) gibi hormonlar, sitokinler ve biiyiime faktorlerinin
bulundugu bilinmektedir (165,166,167,168,169,170,171). Ayrica BOS igeriginde PGD2,
PGE2, PGF-2a ve 6-keto-PGF la gibi prostoglandinler de bulunmaktadir. (172,173,174).
Son olarak BOS c¢esitli vitaminleri de ihtiva etmektedir (175,176,177,178,179,159,160).
BOS igerigindeki baglica protein ve biyoaktif molekiillerin miktar ve seruma gore
konsantrasyon oranlar1 Tablo 14, Tablo 15 ve Tablo 16’ da verilmistir.

Anostomozda BOS kullanma fikri BOS’un tipki serumda oldugu gibi ¢esitli biiyiime
faktorleri icerip seruma gore oldukea diisiik diizeyde 16kosit icermesi ve ayrica ventrikiilo-
peritoneal sant mevcut hastalarda gegirilen 6zellikle tirolojik rekonstriktif cerrahilerde
yapilan barsak anastomozlari hakkinda BOS un mevcut anastomozlar iizerindeki etkisini
arastiran literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamasi idi. Ayrica bir diger amacimiz ise
ventrikiilo-peritoneal sant1 mevcut hastalarda batin i¢indeki mevcut BOS’un karin igin
yapisikliklara etkisini gorebilmek adima  BOS grubunu kontrol grubu ile Nair

siniflamasina gore karsilagtirmak idi.
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Ventrikiloperitoneal santlar hidrosefaliye bagh pediyatrik yas grubunda mortaliteyi
onemli dlciide azaltmistir (180). Ventrikiiloperitoneal santt mevcut 6zellikle pediyatrik
vakalarda incebarsak kullanilarak yapilan iiriner trakt rekonstriktif cerrahilerinin sayisi
giin gectikce artmaktadir (30). Literatiirde ventrikiilo-peritoneal sant takilan hastalarda
meydana gelen abdominal komplikasyonlar hakkinda genelde sant kataterine bagli
iritasyon sonucu olan veya pseudokist olusumu gibi komplikasyonlar ile ilgilidir. Sant
takili ve dolayisiyla abdominal kavitede BOS mevcut hastalarin intraabdominal
Ozelliklede intestinal dokularda histopatolojik incelemelerine dair veri literatiirde
bulunmamaktadir. Ayrica yine literatiirde vetrikiilo-peritoneal santi mevcut hastalarda
gecirilen  abdominal cerrahiler (6zellikle intestin kullanilarak yapilan dolayisiyla
anostomoz igeren tiriner trakt rekonstriktif cerrahiler) ele alinmig (181) ancak bu verilerde
gecirilen abdomen cerrahinin mevcut santa etkisi sorgulanmistir. Yine ventrikiilo-
peritoneal sant kataterine bagl olarak olusacak komplikasyonlar ile ilgili bir ¢ok yayin
mevcuttur (31,32,182,183,184, 185,186).

Spinal disrafizmli hastalarin% 85'inde 4. ventrikiiliin ¢ikisin1 engelleyen Arnold-
Chiari malformasyonu mevcuttur (187). Bu ve diger non-kominikan hidrosefalisi mevcut
hastalarin BOS akimlar1 ventrikiilo-peritoneal santlara baglhidir. Spina bifidast mevcut
pediyatrik vakalarin bakimlarindaki gelismeler bu hastalardaki 6liim oranini azaltmis ve
cogunun normal bir yasam siirebilmesine imkan vermistir (188). Bu hasta grubu
yasamlarinin herhangi bir doneminde sant revizyonu, tiriner rekonstriktif cerrahiler, fekal
inkontinans gibi durumlar dolayisiyla abdomen cerrahisine adaydirlar. Myelodisplazi ile
hidrosefalisi mevcut pediyatrik vakalarin standart tedavisi ventrikiilo peritoneal santlardir
(30).

Yaptigimiz ¢aligmada anastomoz hatlarina lokal olarak BOS uygulanan deneklerin
APB degerleri en diisiik diizeyde bulunmus ve PRP grubuna gore anlamli derecede diisiik
olarak hesaplanmis olup kontrol grubuna gore ise anlamli diizeyde farklilik goriillmemistir.
Hidroksiprolin diizeyleri ise BOS grubunda PRP grubuna goére anlamli derecede diisiik
olarak bulunmus olup kontrol grubuna gore ise anlamli bir fark gériilmemistir. Karn ici
yapisikliga etkisinin diger gruplara gére anlamli diizeyde farkli olmadig goriilmiistiir.

Histopatolojik degerlendirmede en yiiksek kollajen yogunlugunun kontrol grubunda



50

oldugu ancak BOS grubuna gore anlamli farkin olmadigi goriilmiis, BOS grubunun PRP
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha ¢ok kollajen ihtiva ettigi
goriilmiigsede bu sonu¢ biyokimyasal hidroksiprolin ol¢iimii ile c¢elismektedir.
Biyokimyasal Ol¢iimiin daha objektif bir degerlendirme oldugu kanisindayiz zira
histopatolojik incelemede doku Orneklerinden alinan farkli kesitler sonucu
etkileyebilecegini diisiinmekteyiz. Neovaskiilarizasyon, inflamasyon ve 6dem noktasinda
ise BOS grubunda diger gruplara gore anlamli bir fark ihtiva etmedigi goriilmiistiir. Sonug
olarak BOS uygulanan gruptaki deneklerin APB, hidroksiprolin, neovaskiilarizasyon,
inflamasyon ve 6dem degerleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak fark

bulunmamastir.

Tablo 14: BOS igeriginde en ¢ok bulunan proteinlerin konsantrasyonlari

4 BOS konsantrasyonu BOS’taki
Protein
(mg/dl) yiizdesi
1 | Albumin 20.0 67
2 | L-PGDS 2.6 9
3 |1gG 2.2 7
4 | Transthyretin 1.7 6
5 | Transferrin 1.4 5
6 | Alfa-1-antitripsin 0.8 3
7 | Apolipoprotein E 0.8 3
8 | Sistatin C 0.6 2




Tablo 15: BOS igerigindeki biyoaktif molekiillerin konsantrasyonlari
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Mediyator

Normal BOS

konsantrasyonu

Sistemik Hormonlar

Insulin
Kortisol
Tiroksin (serbest)

Tiroksin (protein bagli)

0.69+0.12 pU/ml
0.73+0.03 ng/ml
0.48+0.49 pg/ml
1.56+1.68 ng/ml

(CRH)

Melatonin 0.14+0.11 nmol/1
Biiytime hormonu (GH) <1 ng/ml
Prolaktin 1-4 ng/ml
. 4 Tiroid stimiile edici hormon(TSH) <2 pU/ml
Adenohipofiziyal y o
Liiteinize edici hormon (LH) <1 pU/ml
hormonlar _ ‘ o
Follikiil-stimiile edici hormon (FSH) <I pU/ml
Adenokortikotrofik hormon (ACTH) 20 -80 pg/ml
Arka hipofiz bezi Vazopressin <1.5-1.8 pg/ml
hormonlari Oksitosin 7-15 pg/ml
Tirotropin salgilatict hormon (TRH)
Somatostatin 2.0+ 0.6 pg/ml
Biiyliime hormonu salgilatict hormon | 40-65 pg/ml
Hipotalamik hormonlar | (GHRH) 29+2 pg/ml
Kortikotropin salgilatict hormon 60 pg/ml




52

Endorfin 15 pg/ml
o _ Met-enkefalin 5-29 pg/ml
Opioid peptidler ]
Leu-enkefalin <5 pg/ml
Dinorfin 30+ 2 pg/ml
o Vazoaktif intestinal peptid (VIP) 68 pg/ml
VIP-Glucagon ailesi
o P maddesi 25-45 pg/ml
Tasikininler
Noropeptid Y (NPY) 233 + 10 pg/ml
NPY ailesi iiyeleri be
. . . Beyin natriiiretik peptit 0.27 + 1.10 fmol/ml
Natriiiretik peptitler . y .
Atrial natritiretik peptit 0.20 £ 0.13 fmol/ml
C-tip natriiiretik peptit 2.13 +0.27 fmol/ml
Cholecytokinin (CCK)
Calcitonin gene-related 14 + 3 pmol/ml
. . peptide(CGRP) 4.47 + 0.68 pmol/l
Diger noropeptitler ) )
Hypocretin (Orexin) 286 + 34 pg/ml

Cocaine and amphetamine related
transcript (CART)

111 + 6 pmol/I




Tablo 16: BOS igerigindeki bazi sitokin ve biiylime faktdrlerinin konsanstasyonlari

Sitokin Konsantrasyon

IL-1a 1.28 £0.15 ng/ml

IL-1B <0.1 pg/ml

IL-2 1.25 £ 0.08 ng/ml

IL-4 6.2 £ 0.8 pg/ml

IL-6 1.4+ 0.2 pg/ml-3.0 £ 5.0 pg/ml
IL-10 0.61 £0.10 pg/ml - 1.3 £ 0.3 pg/ml
IFN-y <2.0 pg/ml

TGF-B1 159410 pg/ml -492 £ 35 pg/ml
TNF-a 0.2+0.1 pg/ml - < 2.0 pg/ml
GM-CSF 18.0 £ 9.0 ng/ml
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Yaptigimiz g¢alismada PRP soliisyonunu barsak kenarlarina uygularken PRP-jel

kontaminasyonu, kan ile temas ve bagirsak kenarlarinin daldirilmasi sirasinda bagirsak

igerikleri ile kontaminasyon gibi dezavantajlar olabilir. Yaptigimiz girisimlerden herhangi

birinde barsak doku kontaminasyonu olmamasina ragmen, bagirsak kenarlarindaki

damarlardan meydana gelen kanamalar daha az kontrol edilebilirdi ve bu da aktif PRP'de

biiyiime faktorlerini seyreltebilir ve bdylece klinik etkinligini azaltabilir. Ote yandan santi

mevcut hastalarda ¢alismamizdakinin aksine anastomoza BOS maruziyeti devamlidir
ancak rat gibi kiiclik deney hayvanlarindan tek seferde alinabilecek BOS miktar1 ¢ok
diisiik miktarlardadir. Daha biiylik boyuttaki deneklerde ventrikiiloperitoneal sant ile

otolog BOS kullaniminin daha dogru sonuglar verebilecegi asikardir.
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6. SONUCLAR

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglarina gore anastomoz patlama basinci en yiiksek degerler
PRP grubunda goriilmiistiir. Anastomoz patlama basincinda PRP ile BOS grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir ancak PRP grubu ile kontrol grubu
arasindaki fark ve BOS grubu ile kontrol grubu arasindaki fark anlamli degildir.
Hidroksiprolin diizeylerinde en yiiksek deger PRP grubunda, en diisiik deger BOS
grubunda bulunmustur. Hidroksiprolin degerlerinde PRP ile BOS grubu arasindaki fark
anlamli bulunmus, kontrol grubu ile PRP grubu arasindaki fark ile yine kontrol grubu ve
BOS grubu arasindaki fark ise anlamli bulunmamustir. Histopatolojik degerlendirmenin
istatistiksel sonuglarinda kollajen degerleri karsilastirildiginda farklilik 6nemli olarak
bulunmus olup kollajen yogunlugu en yiiksek deger kontrol grubunda en diisiik deger ise
PRP grubunda bulunmugstur. Kontrol grubu ile PRP grubu ve BOS ile PRP grubu
arasindaki farklilik onemli olarak bulunmus, kontrol grubu ile BOS arasindaki fark
onemsiz olarak bulunmustur. Bu sonuglar biyokimyasal sonuglarimiz ile ¢elismektedir.
Biz histopatolojik incelemenin alinabilecek kesit ¢esitliliginden etkilenebilecegi ve ayrica
daha siibjektif bir degerlendirme oldugu dolayisiyla biyokimyasal hidroksiprolin
degerlerinin daha objektif ve anastomozun biitiinlinii daha iyi degerlendirebilecegi
kanaatindeyiz. Yine yapilan histopatolojik ¢alismalarda neovaskiilarizasyon, inflamasyon
ve 6dem agisindan gruplar arasi fark anlamli bulunmamistir. Nair siniflamasi baz alinarak

yapilan batin i¢i yapisiklilik degerlendirmesinde ise gruplar arasi fark anlamli degildir.
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