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1. GIRIS VE AMAC

Gastrointestinal cerrahi’nin en temel girisimlerinden olan “barsak anastomozu”, gerek
iyilesme siireci, gerekse de neden oldugu morbiditelerle arastirmacilarin en ¢ok ilgilendigi
konulardan biri olmustur. Barsak anastomozu ¢ok sik uygulanmasina ve bu konudaki yogun
deneyim birikimine ragmen, anastomoz kagagi halen % 0-35 siklikta ortaya ¢ikmaktadir (1).
Hastada ciddi morbiditeye neden olan kacaklar, biiyiik oranda anastomozun anal verge olan
mesafesine, operasyon tipine ve cerrahin tecriibesine bagli olarak % 2-19 oranlari arasinda
degismektedir (2,3,4,5). Kacak sonrasi mortalite siklig1 ise (%25-50) tiim yandas tedavilere
ragmen cok yliksektir (4). Mortalite ile sonu¢lanmayan olgularda bile ortaya ¢ikan ciddi
morbidite yasam kalitesinde bozulmaya, hastanede kalig siiresinde artisa neden olmaktadir
(6,7).

Kolon anastomozunun iyilesme silirecinde; cerrahi teknik, anastomoz hattindaki
kanlanma ve oksijenizasyon, siitiir materyelleri, kan transfiizyonu, radyasyon terapisi,
mekanik barsak hazirligi, yandas hastaliklar (6r: diyabet), ila¢ tedavileri, beslenme , yas,
yeterli drenaj ve antibiyotik uygulamalari, anastomoz gerginligi gibi pek¢ok faktor etkilidir
(8,9). Doku diizeyinde ise, kolon anastomozunun iyilesme siirecindeki basari, anastomoz
hattina dogru olan kollagen gogii ile ¢ok yakindan ilgilidir (10,11,12,13,14).

Calismamizda, dogal antioksidan, antiinflamatuar etkinligi ile kollajen metabolizmasini
destekleyerek yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi saptanan askorbik asitin, deneysel

kolon anastomozunun iyilesme siirecindeki doza bagiml etkisini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesinin cerrahi yonden 6nemli asamalari sdyle siralanabilir;

1. Hemostaz ve inflamasyon

2. Proliferasyon (fibroplazi)

3. Olgunlagsma ve yeniden yapilanma

Bu asamalar1 kisaca asagidaki gibi detaylandirabiliriz:

1) Hemostaz ve inflamasyon fazi: Yaralanma sonucu yirtilmis damarlarda
vazokonstriiksiyon meydana gelir ve koagiilasyon kaskadi baslar. Trombosit a graniillerinin
degraniile olmasi ile fazla miktarda transforming growth factor B (TGF-B) salinir. TGF-j,
makrofaj ve lenfositlerin kemotaksisini hizla uyarir. Lenfositler ve monositler de, PDGF,
TGF-B, PF4, kompleman, protein C5a, lokotrien B4 ve PAF gibi diger trombosit kdkenli yangi
hiicreleri tarafindan yaraya cekilirlerler. Trombositlerin subendotelyal kollagen ile temasi
sonucu intrinsik koagiilasyon kaskadi baglar. Olusan piht1 nétrofil, monosit ve fibroblast gibi
hiicrelerin yara ortaminda toplanmasi i¢in bir ag gibi gérev yapar. Hemostazi takiben plazma
ve doku kaynakli enflamasyon mediatorleri (histamin, seratonin, prostaglandinler gibi)
vazodilatasyon ve permeabilitede artisa neden olur. Yara ortamindan salinan kemotaktik
ajanlar (kompleman faktorleri, IL-I, TNF-a, TGF-B, trombosit faktor IV ve bakteriyel {iriinler
gibi) hiicre migrasyonunu stimiile eder. Notrofiller yaraya dogru goc eden ilk hiicre grubudur.
FGF ve PDGF nétrofillerin yaraya infiltrasyonunu uyarir. Inflamasyon siiresince nétrofiller,
makrofajlar ve lenfositler baskin durumdadir. Yara alanina olan hiicre kemotaksisini
hiicrelerin fonksiyonel aktivasyon kazanmasi takip eder. Bunun sonucunda sitokinler ve
biliyiime faktorlerinin iiretim ve saliniminda artma olur. Aktive olan makrofajlar, debridman,
matriks sentezi ve anjiogenez gibi yara iyilesmesini bir ¢ok yonden ilgilendiren onemli

gorevleri yerine getirir. Baglangicta trombositlerden salinan faktdrler makrofaj aktivasyonu



icin ilk ve giiclii bir uyarim saglar. Fibronektin ve kollagen gibi bazi hiicresel iiriinlerin
fagositozu da makrofajlarin aktivasyonunu siddetlendirir ve sitokinler salgilar (15,16,17).
2) Proliferasyon fazi: Fibroblastik proliferasyon, transforming growth factor B (TGF-P) ve
interleukin 1 (IL-I) ile stimiile edilir. Anjiogenez epidermal growth factor (EGF) ve IL-8 ile
aktive edilir, notrofillerin yaraya infiltrasyonu TNF-a ve neutrophil-activating peptide-II
(NAP-II) ile tetiklenir (17). Fibroblastlar ve endotelyal hiicreler bu faz sirasinda prolifere
olan temel hiicrelerdir. Fibroblastlar yaraya c¢evre dokulardan goc¢ ederler. ve biiyliime
faktorlerinden bazilari, (6r: PDGF, EGF) fibroblastlarin  kemotaksisini tetiklerler.

Kollagen sentezi i¢in lizin ve prolinin hidroksilasyonu gereklidir. Hidroksilasyon igin
kullanilan kofaktdrler ise ferr6z demir , molekiiler oksijen, alfa-ketoglutarat ve askorbik asittir
(18). Intakt veniillerden endotelyal hiicre proliferasyonu sonucu yeni kapiller damarlar yara
alani1 i¢ine dogru ilerler (neovaskiilarizasyon).

3) Olgunlasma ve yeniden yapilanma fazi: Bu fazin en 6nemli 6zelligi yarada
kollagenin yikim ve sentezinden sorumlu olan, kollagenaz aktivitesi sitokinlerin siki kontrolii
altindadir. (19,20). Kollagen yikimi iyilesmenin erken donemlerinde baslar ve ozellikle
hemostaz ve inflamasyon fazinda iyice hizlanir. Yaradaki kollagenaz kaynaklart inflamatuar
hiicreler, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve keratinositlerdir. Yara iyilesmesinde zamana bagh
olarak degisiklikler gosteren rolatif hiicre sayilart sekil 2.1°de gdsterilmistir. Olgunlagma ve

yeniden yapilanma fazi 1 yila kadar stirer (21).
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Sekil 2. 1 Yara lyilesmesinde Zamana Baglh Degisiklikler

2.2 Barsakta Anastomotik Iyilesme

2003 yilinda ABD’de yaklasik 5 milyon sindirim sistemi operasyonu kayitlara
geemistir. Bu kayitlara gore, 6zefagus ve kolorektal operasyonlarda halen %10-20 oraninda
anastomoz kacgagi goriilmektedir (18). Kolon cerrahisindeki mortalite ve morbidite oranlarinin
yliksekligi arastirmacilart anastomoz iyilesmesi ile ilgili ¢esitli calismalar yapmaya
yonlendirmistir.

Gastrointestinal kanal cerrahi uygulamalarda siklikla miidahale edilen bdlgelerden
biridir. Gastrointestinal kanal histolojik olarak mukoza, submukoza, miiskiilaris propria ve
serozadan olusan ve her biri farkli islevleri olan hiicre tiplerinin olusturdugu 4 tabakadan
olusur.

Tim dokularda zedelenme sonrasi hemostaz ve inflamasyon, proliferasyon, olgunlagsma ve
yeniden yapilanma fazlar1 ortak olmasina karsin tiim dokular ayni sekilde iyilesmemektedir.
Barsaktaki iyilesmede birgok farkliliklar olup bunlar iyilesmenin hizin1 ve sonucunu
etkilemektedir (8,22,23,24);

1. Normal sartlarda gerilme kuvveti, cilt yaralarina goére barsakta ¢ok daha hizli

kazanilmaktadir.



2. Cilt yaralarinin aksine barsak yaralarinda fibroblastlara ek olarak diiz kas hiicreleri
de kollagen sentezler.

3. Cilt ve barsak yaralarinda fibroblastlardan kollagen sentezi farkli mekanizmalarla
diizenlenir.

4. Barsaktaki iyilesmeye mukoza, submukoza ve serozal katmanlarin katkisi da
farklidir.

5. Gastrointestinal kanalda limenin igerdigi genis mikroorganizma havuzu, siitiir
hattinin kapatilmasinda serozanin etkisi, hipovolemi durumunda perfiizyonu tercihen azalan
0zel damarsal beslenme gibi diger bir ¢ok farkli 6zellikler mevcuttur.

Barsaga insizyon yapildiginda baslangicta bir hemostatik vazokonstriiksiyon olur ve
hemen ardindan kininlerin indiikledigi bir vaskiiler geg¢irgenlik artis1 goriiliir. Siitlir konurken
buna dikkat edilmelidir. Cilinkii dokular 6demli iken konulan siitlirlere bagl strangiilasyonun
bir sonucu olarak doku nekrozu gelisebilmektedir (8). Yaralanmadan 3 saat sonra notrofiller
bagirsaktaki insizyon yerine go¢ eder. Bu goc 12-24 saatte en iist diizeye ulagir. Monosit ve
fibroblastlar 24-48 saat sonra insizyon alaninda goriliir. Nekrotik dokunun enzimatik
pargalanmas1 ve kollagen yikimi olusur. Kollagen proteinazlar, elastaz, katapsin G ve notral
proteinazlarca yikilir. Yine cerrahi travmaya bagli gelisebilen lokal inflamatuar reaksiyon
kollagen yikimina yol agabilir (25). Bu inflamatuar reaksiyon 7 giin siirer (26). Fibroblastlar
2. giinde kollagen sentezlemeye baslar. Kollagen yapimi ancak postop 3-5. giinde kollagen
yikimint gecer. Erken donemde kollagen sentezinin spesifik bir segment lokalizasyonu
olmaksizin artmasinin operasyon travmasina bagli bir genel reaksiyon oldugu ifade
edilmektedir. Sonraki giinlerde anastomoz hattinda kollagen artis1 ise anastomoz iyilesmesinin
isaretidir (25,27,28,29). Anastomoz ¢evresindeki barsagin submukozasinda ve anastomozun
onarim dokusunda 5. gilinden sonra hakim oldugu gozlenen hiicre tipi fibroblasttir (14).

Dokunun gerilim kuvveti ise giinler igerisinde belirgin degisiklik gostermektedir; ilk {i¢ giin



zarfinda azalirken postop 3-5. giinde yeniden eski durumuna gelir (26). Anastomoz bdlgesinde
goriilen graniilasyon dokusu iyilesmenin proliferasyon sathasinin basladigini gosterir (8).

2.2.1. Mukozal lyilesme

Barsak epiteli, basta kolumnar hiicreler (enterosit ve kolonositler) olmak iizere goblet
hiicreleri, daha az oranda entero-endokrin ve Paneth hiicreleri ile diger kiicilik hiicre gruplari
gibi degisik epitelyal hiicre topluluklarindan olusur. Barsak mukozal yiizeyi, yasam boyu
devam eden hizli bir dongiiye sahiptir. Viicudun en hizli hiicre dongiisii ince ve kalin bagirsak
epitel ylizeyinde her 24-96 saatte bir gerceklesir Barsagin tek tabakali epiteli
mikroorganizmalar, antijenler, diyeter maddeler ve sindirim enzimi karigimlarindan olusan
karmagik dig ortama kars1 bir bariyer gorevi goriir (30,31).

Gastrointestinal kanaldaki epitelyal hasarlarin en az ii¢ farkli yoldan tamir edildikleri
gosterilmistir. Birincisinde canli epitel hiicrelerinin hasarin komsulugundaki bolgeden hasarli
bolgeye dogru gogerek lezyonu orter. In vivo ve in vitro olarak gergeklesen bu olay mukozal
yeniden yapilanma olarak isimlendirilmektedir ve daha derin mukozal hasarlanmay1 6nleyen
ilk mekanizmadir(32). Mukozal yeniden yapilanma ile epitel devamlilig1 hiicre cogalmasi i¢in
gerekenden cok az bir siire olan dakikalar ya da saatler icinde tamamlanabilir. Ikinci yol ise
yiizey epitel devamliliginin tekrar yapilandirilmasindan sonra hiicre proliferasyonu ile
kaybedilen hiicrelerin yerine konmasidir. Bu olay hasarlanmadan 12-16 saat sonra baglar ve
birkag giin i¢inde tamamlanir (32,33-38).

Uciincii olay ise undiferansiye epitel hiicrelerinin diferansiasyonu ve maturasyonudur.
Bu diferansiasyonu ve maturasyon mukozal epitelin ¢esitli fonksiyonel aktivitelerinin
idanmesi i¢in gereklidir (32).

2.2.2. Submukozal ve Serozal lyilesme

Submukoza bagirsagin daha c¢ok bag dokusu ve damarlardan olusan farkli bir

tabakasidir. Gastrointestinal kanalda kollagenin en ¢ok bulundugu ve barsagin yapisal
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biitiinliigliniin saglandig1 yerdir. Ciltten oldukga farkli olarak %68 tip I, %20 tip III ve %12 tip
V kollagen igerir (39). Barsak diiz kas hiicrelerinin tip V kollageni baglayan reseptorlerinin
olmasi1 bu tabakada bulunan kollagenin miiskiilaris mukoza ve miiskiilaris propriadaki diiz kas
hiicreleri tarafindan salgilandigint gostermistir (40). Submukoza saglam barsaktaki gerilim
kuvvetinin en 6nemli kaynagi ve anastomotik uglart bir araya getiren siitlirlerin tutundugu
baslica katmandir (8). Olgunlasma ve yeniden yapilanma fazinda anlatildigi gibi yara
iyilesmesi primer olarak kollagen depolanmasi ile ilgilidir. Aymi sekilde, bagirsak
anastomozlarinin iyilesme periyodunda da en Onemli faktér anastomozdaki kollagen
miktaridir. Anastomozlardaki iyilesmenin ilk giinlerinde hidroksiprolin diizeylerinde %20‘ye
varan azalma goriiliir (41,42) ve 3. ve 4. glinde anastomoz gerginliginde progresif bir azalma
olur (43). Ug-dort giin sonra yara bdlgesinde kollagen yapimi ve birikimi belirginlesmeye
baglar. Kollagen miktarindaki artisla birlikte anastomoz kuvvetinde de artis meydana gelir.
Yapilan deneysel ¢aligmalarda intestinal anastomoz sonrasi 2. giinde protein sentezinde artma
oldugu, tiim segmentlerde kollagen miktarinda artis oldugu, postop 4-7 giinler arasinda ise
kollagen birikiminin en fazla anastomoz segmentinde olustugu gosterilmistir (8,25,44).

2.2.3.Gastrointestinal Iyilesmeyi Etkileyen Faktorler

Kollagen yikim ve sentezini dengeleyen lokal ve sistemik faktorler olarak bir ¢ok i¢
ve dis faktor kolon anastomozlarinda iyilesmeyi etkiler ( 18,45,46). Anastomoz bdlgesinin
kan akimi ve oksijenizasyonu ve cerrahi teknik en 6nemli faktdrlerdir (8 ). Oksijen, askorbik
asit gibi kollajen sentezinde kullanilan lizin ve prolinin hiroksilasyonu i¢in gereklidir (18).
Matiir kollajen olusumu pO2 40mmHg nin altina diistiiglinde bozulur. 10 mmHg’nin altinda
ise biiylime faktorleri, damarlanma ve epitelizasyon zarar goriir. Anemi, perfiizyon yeterli
oldugu siirece yara iyilesmesine zarar vermez. Hastalarda kardiak output yeterli olduk¢a ve
periferik vazokonstriiksiyon olmadik¢a, normal degerlerin %15 asagisina kadar hematokrit

degerleri tolere edilebilir (47,48,49,50).
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Anastomoz yapilirken barsagin asiri ve kaba mobilizasyonu beslenmede kritik
damarlara zedeleyerek anastomozun biitiinliigiine zarar verebilir(51).Yetersiz mobilizasyon
nedeniyle gergin anastomozlarda ise azalmig perfiizyona bagli inflamatuar hiicre
infiltrasyonunda azalma goriiliir (52). Gerilime bagh lokal mikrodolagimin azalmasinin en az
tolere edildigi yer kalin barsaktir (8).

Lokal enfeksiyon inflamatuar fazi uzatarak ve doku proteazlarmin salgilanmasinin
artisin1 uyararak yara iyilesmesini olumsuz yonde etkiler. Doku proteaz larindaki artig
bliyime faktorlerinin yikilmasina neden olur ve bdylece epitelizasyonda ve kollajen
birikiminde gecikme ortaya ¢ikar (47).Kan transfiizyonlart immun yanit1 baskilar ve timor
gelisiminde ve timor niiksli oraninda artma, transplant iglemlerinde allogreft canlilifinda
uzama ve enfeksiyona yatkinlikta artma ile sonuglanir. Kolon anastomozu iyilesmesini bozup
intraperitoneal sepsis insidansini da arttirirlar. Kan transfiizyonunun iyilesmeye olumsuz
etkisinin peritoneal sepsiste artisa bagl olarak mi, yoksa iyilesme siirecinde direkt bozulmaya
yol agarak m1 oldugu agik degildir (8).

Hayvan modellerinde uygulanan lokalize preop. ve periop. barsak radyoterapisinin
yara iyilesmesiyle uyumlu olmadigi gosterildi. Eger makrofaj gdclinden once radyoterapi
uygulanirsa , normal yara iyilesme kaskadinin olusacagi ileri stiriildii (8,53). Yara iyilesmesi
icin enerjiye ve hastanin yeterli beslenmesine ihtiya¢ vardir. Hastanin malniitre olmasi,
onarim i¢in gerekli olan vitamin ve minarellerde yetersizlige yol a¢tifindan, yara
iyilesmesinde problemler i¢in predispozandir. Bunlar ¢inko ve bakir gibi kollajen sentezi ve
capraz baglar i¢in gerekli olan A, C ve B6 vitaminleridir (47,54).

Yaslt hastalar gen¢ hastalara gére daha fazla anastomoz ayrilmasina egilimlidirler; bu
malniitrisyon,jeneralize ateroskleroz, kardiak ve respiratuar dekompansasyon gibi sistemik

bozukluklara ve kullanilan ilaglara baglanmaktadir (55,56). Stoop ve arkadaslart (57) sican
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modellerinde yaptiklart iyi hazirlanmis bir ¢aligmada, ileri yasin tek basina ileal ve kolon
anastomozlarinda kollajen igerigini ve dayanikliligini etkilemedigini gosterdiler.

Kortikosteroid uygulanimi ise bu kadar acik sonuglar vermedi. Mastboom ve
arkadaslar1 (58) metilprednisolon alan siganlardaki ileal ve kolon anastomozlarinda kollajen
icerigi ve anastomoz dayanikliliginda bir azalma olmadigini saptadilar. Furst ve arkadaslar1 da
(59) deneysel bir c¢alismasinda, postop 4. giinden sonra patlama basinglarinda azalma
saptadilar. Barsak temizliginin etkisiyle ilgili Slim ve ark. (60) tarafindan yapilan
metaanalizde, elektif kolorektal cerrahi oncesi ihmal edilmis barsak temizliginin postop.
anastomoz kagagi olusumunda etkisinin olmadig; iistelik subgruplarin analizinde polietilen
glikol ile yapilan mekanik barsak temizliginin anastomoz kagagi riskini arttirdigi sonuna
ulagildi. So6zii edilen metaanalizde yer almayan iki randomize ¢aligma da bu bulgulan
desteklemekteydi (61,62).

Sicanlarda yapilan kolon anastomozlarinda; vitamin eksikligiyle birlikte protein
eksikliginin de anastomoz patlama basincini azalttigi gosterilmistir (63,64). Her iki teknikte
de anastomozu tehlikeye sokabilecek potansiyel zayifliklar olmakla birlikte, cerrahlar
arasinda teknik se¢iminde fikir ayriliklar1 vardir. Iki kat anastomoz mantikli gériinmesine ve
basta ek dayaniklilik saglamasina ragmen, fazla siitlir materyali kullanim1 ve i¢e dondiiriilen
dokuda iskemi olusturmasi nedeniyle iyilesmenin erken evrelerinde yangisal yaniti arttirir.
Boylece iyilesmenin yangisal fazinda daha fazla kollajen yikilir ve sonugta zayif bir
anastomoza yol acar. Tek tabaka anastomozu savunanlar doku kenarlarma daha az hasar
vererek, daha genis bir liimen saglandigini iddia etmektedirler (8,45,65,66).

Leslie ve arkadaglari, aralikli serosubmukozal yapilan anastomozun altin standart
oldugunu sdylemislerdir (67). GI traktiiste emilmeyen monoflaman dikis materyalleri basarili
anastomoz iyilesmesi saglamada ideale en yakin olanlardir. Cerrahi staplerlerde kullanilan

paslanmaz ¢elik minimal doku reaksiyonuna neden olur. Bir multiflaman siitiir materyali olan
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poliglikolik asit’in yikim iiriinleri antibakteriyeldir (68).

Intestinal anastomozda cerrahi teknige bagli hatalar 4. ve 7. giinlerde kagak riskini
arttirir. Ancak artmis kollajen sentezinin bozulmasi veya cesitli nedenlerle bloke edilmesi
daha sonraki giinlerde ortaya ¢ikan kacaklara da neden olur. Gerilim kuvveti ve ayrilma
direncinin artmasinda en onemli faktor, ihtiva ettigi kollajen miktarindan daha ¢ok mevcut
kollajenin intramolekiiler ve intermolekiiler kovalen baglarinin artmasidir (69).

2.3 Anastomoz lyilesmesini inceleme Yontemleri

Anastomoz iyilesmesinin parametreleri mekanik, biyokimyasal ve histolojik olarak
incelenebilir.

2.3.1 Mekanik inceleme Yéntemleri

a) Anastomoz patlama basinci

Patlama basinci, artan intraluminal basinca karst duvar direncini gosteren bir
parametredir. Bu yontemin esasi, patlama basinci dlgiilecek barsak parcasinin su banyosu
icerisinde hava veya boya ilave edilmis sivi ile sisirilmesi ve manometre araciligi ile basincin
kaydedilmesidir. Bu yontemin kullaniminin Clumsky’e dayanan 90 yillik bir ge¢misi vardir.
Intraluminal basmcin uygun hizda arttirilmasinm (2-12 ml H,0/dk) sonucu daha giivenilir
kildig1 saptanmigtir. Bu parametre kullanilarak yapilmis bircok deneysel ¢alisma
incelendiginde, patlama basinci degerlerinin ¢aligmalar arasi kiyaslamanin uygun olmadigi
sonucuna varilmigtir. Caligmalardaki patlama basinglar1 ancak ayni ¢alismanin kontrol grubu
ile kiyaslandiginda anlamli ve giivenilir degerlendirmeler yapilabilmistir. Literatiirde belirli
bir modelde (infeksiyon, lavaj, nutrisyon vs.) ve belirli bir segmentte (ileum, ¢ikan kolon,
sigmoid vs.) yapilmis anastomozlar i¢in birer ortalama deger vermenin dogru olmayacagi

gosterilmistir(45,70).
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b ) Kopma Direnci ( Ayrilma Kuvveti )

Barsak segmentinin uzun eksenine paralel olarak kesip ¢ikartilan bir barsak seridinin
iki ucuna zi1t yonde uygulanan ve kopmaya yol acan kuvvettir. Bu islem 6l¢lim i¢in gelistirilen
“tensiometer” (gerilim Olger) cihazi ile yapilmaktadir. Postoperatif 4. Giinden itibaren
baslayan yeni kollajen sentezi ile paralellik gosterir. Anastomozdan 10 giin sonra
anastomozun kopma direnci, opere edilmemis kolonun yaklasik % 50’sidir. Patlama
basincindan daha yavas olarak yeniden kazanildigi i¢in yara iylesmesinin ge¢ donem
belirtecidir. Bu yontem, uygulanan kuvvetin tiim duvara esit olarak dagilmasinin miimkiin
olmayacag1 varsayilarak bir¢cok arastirmaci tarafindan elestirilmis ve giivenilir kabul
edilmemistir (70).

2.3.2 Biyokimyasal Yontemler

Anastomoz iyilesmesinin biyokimyasal parametresi kollajen konsantrasyonudur.
Kollajen submukozal dokudadir ve barsak duvarmin devamliligini ve mekanik kuvvetini
olusturur. Hidroksiprolin omurgalilarin dokularinda hemen hemen yalmizca kollajende
(kollajende % 14 ve elastinde % 2 ) bulunur, diger hayvan proteinlerinde 6nemli miktarda
yoktur. Hidroksiprolin dagiliminin tek tipliligi; bu aminoasidi iyilesme siirecinin gozlenmek
istendigi dokulardaki kollajen metabolizmasi ¢alismalarinda yararli bir belirte¢ yapar (50).
Hidroksiprolin diizeyi birim yas dokuda agirlik olarak (ug/mg yas doku) verilmektedir. Bu
deger nonkollajenéz matriks materyallerini de icermektedir. Ancak bu ihmal edilebilir bir
degerdir ve hidroksiprolin diizeyinin bire bir kollajen igerigini yansittigi kabul edilmistir.
Anastomoz iyilesmesinde kollajen icerigi kadar kollajenin kalitesi ve ¢aprazlagma yetenegi de
onemlidir; ancak bunu direkt olarak belirleyen bir yontem yoktur(45,70).

Gastrointestinal sistemde yara iyilesmesini degerlendiren bir diger biyokimyasal

yontem de intramural pH Olglimiidiir. Teknik olarak zor olmasina ragmen anastomoz
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bolgesinin kanlanmasi ve dolayisiyla yara iyilesmesi acisindan kantitatif veriler elde
edilebilir (70).

2.3.3 Histopatolojik Degerlendirme

Inflamatuar go¢, nekrozun derecesi, kapiller ve mukozal onarimm durumu
semikantitatif olarak belirlenmis ve ¢esitli skorlamalara tabi tutularak anastomoz
iyilesmesinin belirteci haline getirilmistir. Nekrozun ve inflamatuar gogiin fazla olusu
graniilosit kokenli kollajenaz aktivitesinin artmasi ve dolayisiyla daha zayif iyilesme ile
sonuglanmaktadir (71).

2.4 Askorbik asitin barsak anastomoz iyilesmesindeki rolii

Askorbik asit, biokimyasal olarak tanimlandigindan bu yana, yasamsal fonksiyonlarda
oynadig1 kilit roller ile giindemde kalmistir. Ik olarak 18. yiizyilin ortalarinda James Lind
taze turuncgil suyunun skorbiitii iyilestirdigini kanitlamigtir. Bu aktif ajan askorbik asit
1920’lerin sonlarinda Albert Szent-Gyorgyi tarafindan izole edilmis ve 1930’larin ortalarinda
askorbik asit sentezleme yontemlerinin bulunmasiyla, askorbik asit ucuz ve yaygin hale
gelmistir. 1990’larda ise ABD’de en yaygin kullanilan, beslenmeye katki maddesi olmustur
(72).

2.4.1 Askorbik Asit’in Biyokimyasi

Diyetle alinmasi zorunlu olan askorbik asit, baglica duodenum, proksimal duodenum
ve agiz mukozasindan olmak iizere mide-barsak kanalindan aktif transportla kolayca emilir,
daha sonra bobreklerden de reabsorbe olur. Bobreklerden atiliminda tipki glukoz gibi esik
deger oldugu icin boliinmiis dozlarda alinmasi faydalidir, yarilanma 6mrii 16 giin olarak
hesaplanmistir (73). Kimi ¢alismalarda viicuttaki depoyu korumak i¢in 100 mg/giin veya daha
fazla gereksinim oldugu gosterilmistir (74).

Askorbik asit, canli dokuda goriilen en 6nemli indirgeyici ajanlardan biridir. Askorbat

hidroksilaz enzimlerinin metal iyon seklindeki kofaktorlerine elektron vererek hidroksilasyon
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reaksiyonlarini hizlandirir. Hidroksilasyon reaksiyonlari; kollagen sentezinde, lizinin karnitine
doniisiimiinde, dopaminin norepinefrine doniisiimiinde ve tirozin metabolizmasinda kullanilir.
Amidasyon reaksiyonlarinda katalizor olarak da kullanilir. Askorbik asit, notrofillerin
iiretimini stimiile eder ve interferon, antikor tiretimini arttirarak immun sisteme yardimer olur.
Askorbik asit molekiiler oksijen, hidroksil ve siliperoksit radikalleriyle dogrudan reaksiyona
girerek zincir kiran bir antioksidandir (75).

2.4.2 Askorbik asit ve Kollagen Metabolizmasi

Askorbik asit, bag dokusunun iiretimi ve korunmasinda baslica rolii oynar ve karmasik
matriks yapiy1 birarada tutar. Kollagenler direnci saglayan fibroz yapisal proteinlerdir. Bazi
kolagen tipleri (Tip I, III ve IV) {g¢li heliksler halinde lateral c¢apraz baglanan fibriller
olusturur. Fibriller kollagenlerin direnci askorbik aside bagimli capraz baglardan gelir (76).
Bu da molekiiliin en iyi konfigiirasyona ulagsmasini saglayan ve dayanikliligini arttiran
hidroksilasyon reaksiyonu ile olur. Prolinin hidroksilasyonundaki eksiklik unstabil kollagen
molekiillerinin olusmasina neden olur ki, bunlar intraselliiler veya ekstraselliiler ortamda hizl
bir sekilde yikilirlar. Hidroksilasyon basamagindaki anahtar ¢ok miktarda hidroksiprolin ve
kosubstratin gerekli olmasidir. Askorbik asit ya da molekiiler oksijen eksikliginde oncelikle
kollagen iiretiminde ve sonug olarak da yaranin giiclenmesinde yetersizlik olur (77). Bunun
Otesinde, son zamanlarda elde edilen kanitlar, askorbik asidin prokollagen messenger RNA
seviyesini arttirdigin1 gostermektedir. Gaby ve Sing’in (78) aciklamalarina goére kollagen
subiinitleri, fibroblastlar icinde prokollagen olarak olusturulur ve ekstraselliiler araliga
salgilanir. Askorbik aside prokollagen molekiillerinin hiicre disina tasinmasinda ihtiyag

vardir. En sonunda prokollagen enzimatik olarak ikiye bdliinmesinden sonra kollagen olusur.
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3. GEREC ve YONTEM

Arastirmamiz Adnan Menderes Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda, Universite Yerel Hayvan Etik Kurulu onay1 alinarak yapildi. Calismada 30
adet, agirlig1r 170-220 gr arasinda degisen, disi Wistar Albino ratlar kullanildi. Ratlar 2’serli
kafeslerde tutuldu. Institue of Laboratory Animal Resources (ILAR) tarafindan 1996 yilinda
yayilanan rehbere uygun olarak bakim ve arastirma kosullarinda tutuldu. Ratlar ii¢ gruba
randomize edildi;

Grup I (Kontrol): Kolon anastomozunun ardindan 7 giin siire ile intramuskiiler SF
verildi. Yedinci giin ratlar sakrifiye edildi (n=10).

Grup II: Kolon anastomozunun ardindan 7 giin boyunca intramuskiiler yolla askorbik
asit (100 mg/kg) verildi. Yedinci giin sakrifikasyon uygulandi (n=10).

GrupllII: Kolon anastomozunun ardindan 7 giin boyunca intramuskiiler yolla askorbik
asit (200 mg/kg) verildi. Yedinci giin sakrifikasyon uygulandi (n=10).

Ratlar ad libitum olarak beslendi ve postoperatif donemde agrilarini azaltmak amaciyla,
sularina 2 mg/kg olacak sekilde parasetamol eklendi ve sakrifikasyona kadar siirdiiriildii. Tiim
ratlarin operasyondan 12 saat once pelet diyeti kesildi, ancak su kisitlamast uygulanmadi.
Anestezi 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (4lfamin, Egevet Hayvancilik San. ve Tic. Ltd. Sti)
ve 8 mg/kg xylazin (Alfazin, Egevet Hayvancuik San. ve Tic. Ltd. Sti ) karisim ile
intraperitoneal enjeksiyon yolu ile uygulandi. Anestezinin ardindan karin cildi tras edildi.
Grup II ve Grup III’te yer alan ratlara sirasiyla 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinda im.
askorbik asit yapildi. Karin cildi polyod (%10 polivinilprolidon iyot kompleksi) ile boyandi.

Steril ortamda 3 cm’lik orta hat insizyonu ile karina girildi (Resim 3.3.1).
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Resim 3.3.1
Karma girilmesini takiben ¢ekum bulundu ve ileogekal bileskenin yaklasik 4 cm distalindeki

kolon segmentine,mezosuzarar gérmeyecek sekilde tam transeksiyon uygulandi.(Resim 3.3.2)

Resim 3.3.2
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6/0 poliglactin 910 (vicryl Ethicon) ile tek tabaka everte edici siitiirlerle ug-uca

anastomoz yapildi (Resim 3.3.3).

Resim 3.3.3

Tiim anastomozlar tek cerrah tarafindan yapildi ve her anastomoza 7-8 adet siitiir
kondu. Kontrol grubuna intraperitoneal 1 cc SF uygulandi. Fasya 3/0 katgiit ile aralikl
olarak, cilt 3/0 ipekle siitiirlerle kapatildi. Islem sonrasi ratlar, postoperatif 6. saatten itibaren
standart laboratuvar yemi ve su ile beslendiler.

3.1 Patlama Basmci Ol¢iimii

Operasyon sonras1 7. giinde ratlar eter anestezisini takiben servikal dislokasyonla
sakrifiye edildiler. Karin agildiktan sonra anastomoz yapilan segment bulundu ve etrafi keskin
disseksiyonla serbestlestirildi. Anastomozun biitiinliigliniin  korunmasina 6zen gosterildi.
Anastomozun proksimali ve distalinden 3’er cm’lik kisimlarindaki kolon segmentlerine cut-

down yontemiyle 6 fench kalinliginda umblikal kateterler (Umblikal kateteri—Bigakg¢ilar)
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yerlestirildi. Kateterler kolon iizerinden 2/0 ipekle, etrafindan sivi sizdirmayacak sekilde

tespit edildi (Resim 3.3.4).

Resim 3.3.4

Boylece ortasinda anastomoz hatti bulunan yaklasik 6 cm’lik kapali bir luminal
segment elde edilmis oldu. Anastomozun distal ucuna yerlestirilen kateterden sabit hizla SF
verilirken proksimal uca yerlestirilen kateterle monitor (Biopac MP30 ultimate system Santa
Barbara USA) arasinda bir transduser (SSI3L basing transduseri) ve basing kablosuyla
(Morton basinca dayanikl pressure line code: 441-Tiirkiye) baglant1 kurulup intraluminal

basing elektronik olarak monitorize edildi (Resim 3.3.5).
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Resim 3.3.5

Anastomozun sivi kagirdigi andaki ani basing azalmasi 6ncesi monitdrde goriilen en
yiiksek deger patlama basinct olarak kabul edildi (70). Patlama basinct degerleri mmHg
olarak belirlendi. Kayitlar Pentium II 266 tabanl bir bilgisayara aktarildi1 ve Biopac BSL Pro
3.6.7 versiyonu program ile analizi yapildi.

Patlama basinglar1 tespit edilen anastomozlu kolon segmentleri uzun eksenleri
boyunca (anastomoza dik olarak) ikiye ayrildi. Orneklerden biri histopatolojik inceleme igin,
digeri de hidroksiprolin diizeyi saptanmasi i¢in ayrildi.

3.2 Hidroksiprolin Diizeyi Ol¢iimii

Doku 6rneklerinin hidroksiprolin diizeyleri Adnan Menderes Universitesi Biyokimya
Laboratuvari’nda Reddy ve Enwermeka’nin tanimladigi metoda gore kor olarak saptandi.
Her bir doku parcasindan yas 6rnek alind1 ve eppendorf tlipler kullanilarak 50 pl 2N NaOH
icinde homojenize edildi. Homojenize edilen 6rnekler 120 C’de 20 dakika otoklavlanarak

hidrolize edildi. Elde edilen hidrozilatlarin {izerine 900 pul kloramin—T eklenerek oksidasyon
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icin oda 1s1sinda 25 dakika beklendi. Okside edilen 6rneklerin iizerine 1000 pl Erlich reaktifi
eklenerek 65 C de 20 dakika inkubasyon ile renkli bilesik olusumu saglandi. Her bir 6rnegin
absorbansi Shimatzu 550 V spektrofotometresi kullanilarak 550 nm dalga boyunda kore karsi
okundu. Hidroksiprolin konsantrasyonu standart L-hidroksiprolin soliisyonunun grafigi
yardimiyla hesaplandi. Sonuclar pg/mg yas doku olarak kaydedildi (79).

3.3 Histopatolojik Caliyma

Doku &rneklerinin histopatolojik inclemesi Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda kér yontemle, tek bir patolog tarafindan yapildi.
Tiim bagirsak doku ornekleri %10’luk tamponlanmig formolin soliisyonunda fikse edildi.
Anastomoz hatt1 ¢evresindeki alanlardan alinan doku Ornekleri rurin doku islemleri
sonrasinda parafine gomiildii. Parafin bloklardan 4 mikronluk kesitler hazirlandi. Bu kesitler
hemotoksilen-eozin ile boyanarak 1sik mikroskobunda (Olympus, BX51, Japan) incelendi.
Histolojik kesitler notrofil, makrofaj, fibroblast, neovaskiilarizasyon ve mukozal olusum
acisindan degerlendirildi. Mukozal iyilesmenin derecesi ve inflamasyonun siddeti
semikantitatif yontem ile skorlandi. Mukozal iyilesmenin derecesi ile inflamasyonun siddeti

toplanarak, her denek icin histopatolojik inceleme skoru ayr1 ayr1 hesaplandi

Skor Mukozal iyilesme Nowofil infiltrasyonu Malkrofaj, fibroblast ve neovaskiilarizasyon
0 Tyilesme yok >%75 Yok

1 Yiizey epitelinin iyilesmesi %25-75 Az

2 Submukozal tabaka iyilesmesi %25-50 Yogun

3 Muskularis mukoza iyilesmesi <%a25 *

4 Tam iyilesme Yok *

Tablo 3.3.1 Mukozal Iyilesme ve Notrofil Infiltrasyonu Skorlamasi
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4. BULGULAR

4.1 Anastomoz Patlama Basin¢lar:

Operasyon sonrasit 7. giindeki patlama basinglar1 ve grup ortalama degerleri Tablo

4.1.1°de gosterilmistir.

Ratlar Kontrol Grup II (100 mg/kg) Grup III (200 mg/kg)
1 145 165 195
2 126 161 205
3 164 169 198
4 156 176 185
5 132 208 202
6 141 164 208
7 143 170 188
8 131 159 194
9 127 172 192
10 126 170 197
Ort. Deg 139.1+4.17 171.4+4.38 196.4+2.28

Tablo 4.1.1. Anastomoz Patlama Basin¢lar1 ( mmHg )
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Sekil 4.1.1 Anastomoz Patlama Basin¢lar1 (mmHg)

24



Askorbik asit enjeksiyonu uygulanan her iki grupta da (II' ve II') patlama basinci degerleri
kontrol grubundaki ratlara oranla yiiksekti (p<0.05). Ayrica, Grup III’lin (200 mg/kg askorbik
asit) degerlerinin grup II’ye gore daha yiiksek oldugu goriilmekteydi (p<0.05).

4.2 Doku Hidroksiprolin Diizeyleri

Operasyon sonrasi 7. giindeki ortalama hidroksiprolin diizeyleri ug/mg yas doku olarak
Tablo 4.2.1°de gosterilmistir. Grup III’teki” (200 mg/kg) ratlarin hidroksiprolin diizeyi, hem
kontrol grubuna, hem de 100 mg/kg askorbik asit uygulanan Grup II’ye oranla yiksekti
(p<0.05). Bununla birlikte, 100 mg/kg askorbik asit enjeksiyonu uygulanan ratlar ile kontrol

grubu arasinda hidroksiprolin diizeyi yoniinden fark yoktu (p>0.05).

Ratlar Kontrol Grup II (100 mg/kg) | Grup III (200 mg/kg)
1 217,23 183,54 222,08
2 186,82 186,82 223,39
3 183,54 91,90 207,01
4 227,72 196,13 179,87
5 111,57 219,20 225,36
6 142,64 196,26 243,19
7 121,79 183,80 463,18
8 180,13 132,80 203,86
9 116,02 239,91 260,23
10 91,90 248,30 263,51
Ort. Deg | 157.9+14.97 187.9+14.82 249.2+£25.11

Tablo 4.2.1. Doku Hidroksiprolin diizeyi ( pg/mg yas doku )
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Sekil 4.2.1. Doku Hidroksiprolin Diizeyi ( ug/mg yas doku )
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4.3 Histopatolojik Inceleme Skorlar

Operasyon sonrast 7. giindeki histopatolojik inceleme skorlar1 Tablo 4.3.1 de

gosterilmistir. Gruplarin histolojik skorlamada aldiklar1 degerler askorbik asit uygulamasi ile

orantili olarak artmaktaydi. Askorbik asit verilen her iki grubun (II' ve IIT") skorlari kontrol

grubuna gore daha yiliksek iken, yliksek doz askorbik asit (200 mg/kg; grup III)

uygulamasinin grup II’ye gore daha yiiksek histolojik

goriilmekteydi (p<0.05).
Ratlar Kontrol Grup II (100 mg/kg) Grup III (200 mg/kg)
1 3 4 6
2 3 5 5
3 4 5 6
4 2 5 8
5 1 4 7
6 2 5 6
7 2 7 6
8 3 5 5
9 4 3 5
10 3 1 6
Median 3 5 6
Tablo 4.3.1. Histopatolojik inceleme skorlari
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Sekil 4.3.1. Histopatolojik inceleme skorlar

skorlarla karsimiza ¢iktig1
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4.4 Gruplarin Ortalama Makrofaj, Fibroblast ve Neovaskiilarizasyon Degerleri

Makrofaj ve fibroblast yogunlugu yiiksek doz enjeksiyon yapilan III. Grupta® kontrol

grubuna oranla daha yiiksekti (p<0.05). Ancak; 100 mg/kg askorbik asit enjeksiyonu

yapilmasinin belirgin bir etkinligi goriilmemekteydi (p>0.05). Neovaskiilarizasyon ise III.

grupta hem kontrol, hem de 100 mg/kg enjeksiyon grubuna gore yiiksekti (p<0.05).

Makrofaj Fibroblast Neovaskiilarizasyon
Grup I ( Kontrol ) 1 1 1
Grupll (100mg/kg) 1 1.5 1
Gruplll (200mg/kg) 2 2 2

Tablo 4.4.1 Gruplarin Ortalama Makrofaj, Fibroblast ve Neovaskiilarizasyon Skorlar
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Makrofaj yogunlugu
© O =~ = N DM
T reeTeTe

Fibroblast yogunlugu
© O =~ = N DN
T TreTeTe

Neovaskiilarizasyon
© O =~ = N DM
T TreTeTe

Sekil 4.4.1 Makrofaj, Fibroblast ve Neovaskiilarizasyon Skorlar:
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5. TARTISMA
Calismamizda yiiksek doz askorbik asit uygulamasinin kolon anastomoz iyilesmesinde
belirgin yarar sagladigi goriilmiistiir. Daha once de bir¢ok maddenin (6r: A vitamini, ¢inko,
retinol) farkli mekanizmalarla anastomoz iyilesmesinde etkin oldugu gosterilmistir (64,80,81).
Askorbik asidin yara iyilesmesindeki bilinen yararina ragmen, uyguladigimiz modelde doza
bagimli ve son derece belirgin bir etkinin ortaya ¢ikmasinin ilging oldugunu diisiinmekteyiz.
Askorbik asidin inflamasyon fazindaki etkiniligi de bu siirece katki saglamis olabilir.

Gastrointestinal anastomozlarda iyilesme inflamasyon -lag fazi- ile baslar (18).
Notrofillerini 3 saat gibi kisa bir siire i¢cinde anastomoz bolgesine gog¢ ettigi hatirlanirsa,
dengeli yangi silirecinin Onemi ortaya cikmaktadir (25). Celiskili olarak, dokuda erken
donemde ortaya ¢ikan yikimin temel elementlerinden biri nétrofillerden kaynaklanan matriks
metalloproteinazlaridir (siklikla MMP-1, MMP-2 ve 9) (17,27). Yikim ve onarimin ayni anda
stirdiigii bu karmasik stirecte, saglikli inflamasyonun anastomoz iyilesmesindeki etkinligi net
olarak bilinmektedir (82).

Doku yikimi1  siirecinde sitokinler de rol oynamaktadir. PGE1’in  yiiksek
konsantrasyonlarda, ndtrofil kaynakli doku yikimini dengeleyecek bicimde proteoltik
aktiviteyi engelledigi, bu ylizden yiiksek konsantrasyonlarda uygulandiginda, inflamasyonun
erken fazinda ortaya ¢ikabilecek asir1 yikimi engelledigi bildirilmistir (14). Yine de, nétrofil
kaynakli doku yikim {iriinlerinin olumlu etkileri oldugu da bilinmektedir (17).

Caligmamizdaki ilging bulgulardan biri de, inflamasyona yonelik yapilan skorlamanin,
artan dozlarda Askorbik asiti uygulamasi ile paralellik gostrmesidir. Bu sonuca neden olan
olas1 mekanizmalardan biri, PGE1’in askorbik asit tarafindan stimiile edilmesi ve yanginin
erken doneminde beklenen nétrofil kaynakli yikimin engellenmesidir. Uyguladigimiz
skorlama sistemine bakarak degerlendirecek olursak, %25 ve alti nétrofil infiltrasyonun

yikksek doz askorbik asit uygulanan gruplarda daha belirgin oldugu goriilmektedir.
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Diistincemizi destekleyen bazi bulgular Kronhausen ve ark. (83) tarafindan bildirilmistir. Bu
calismaya gore, askorbik asit PGEI1 iiretimini stimiile etmekte ve lenfosit fonksiyonlarina
yardimci olmaktadir (83).

Diger bulgumuz askorbik asit uygulamasi ile patlama basinglarinda goriilen artis,
dolayistyla da anastomoz direncine saglanan katkidir. Hendriks ve ark. (70) tarafindan agikca
gosterildigi gibi, patlama basinci anastomoz iyilesmesinin en 6nemli gostergelerinden biridir .
Anastomoz hattinda erken donemde ortaya ¢ikan kollajen konsantrasyon diisiisii sirasinda
anastomoz dayanikliligini siitiirlerin sagladigi hatirlanacak olursa (45,64,84,85), siitiir teknigi
ile basinca dayaniklilik arasinda direkt bir iliski oldugu soylenebilir. Ancak; calismamizdaki
tiim ratlara ayni cerrah tarafindan, ayni materyal ile ve ayni siitlir teknigi ile anastomoz
yapilmis olmasi, askorbik asit enjeksiyonun bagimsiz bir etken olarak karsimiza ¢iktiginm
gostermektedir.

Dogal olarak, gerilim kuvvetinin tek belirleyicisi siitlir teknigi degildir. Dokuda kollagen
birikimi, ¢ogu zaman ayrilma direncini belirleyen en 6nemli faktordiir (50). Caligmamizin en
dikkat ¢ekici bulgularindan biri de, 200 mg/kg (Grup III) askorbik asit uygulanan grubun
diger iki gruba oranla daha yiiksek diizeyde hidroksiprolin ile karsimiza ¢ikmasidir. Burada
sasirtict olan, askorbik asit enjeksiyonu kollagen artimi arasindaki iliski degildir, ¢linkii
fibriller kollagenlerin direncinin Askorbik asitine bagimli ¢apraz baglardan geldigi daha dnce
de bildirilmistir (76). Ilging olan, doza bagimli etkinin bu denli net olarak ortaya ¢ikisidir. En
akla yakin agiklama, askorbik asidin, hidroksiprolin molekiiliin en iyi konfiglirasyona
ulagsmasini yliksek dozlarda daha fazla etkilemesidir. Askorbik asit, prolinin hidroksilasyonu
stirecindeki ytiksek etkinligi ile yaray1 giiclendirmektedir (77).

Bu noktada akla gelebilecek diger bir soru da, doku travmasi sonrasinda askorbik asidin
daha farkli bir etkisi olup olmadigidir. Levenson ve ark. (86) tarafindan yapilan klinik bir

calismada travma ve enfeksiyon sonrasi hastalarin plazma askorbik asit seviyesinin normal
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degerlerin altinda oldugu gosterilmistir (86,87). Bunu destekleyen ve Crandon ve ark. (88)
tarafindan yapilan bir baska calismada, parenteral 100 mg/giin askorbik asit uygulamasinin
bile cerrahi hastalarda etkili olmadigi, ve etkinin 300 mg/giin’de ortaya ¢iktigini bildirilmistir.
Yukarida belirtilen c¢aligsmalarin da destekledigi gibi, askorbik asit travmaya bagli doku
yanitinda 6nemli bir rol oynamakta ve doku yaralanmalarinda gereksinim artmaktadir (89-91).

Caligmamizdaki II1. grupta goriilen, artmis hidroksiprolin diizeylerini yiiksek doz askorbik
asit uygulamasi ile iliskilendirmekteyiz. Bununla birlikte, askorbik asidin yalnizca
biokimyasal etkisi ile dokuda iyilesmeyi hizlandirmadigi da diisiiniilebilir. Bilindigi gibi
askorbik asit memelilerdeki en etkili ve en az toksik suda ¢oziinen antioksidan olarak
tammlanmustir  (72,92,93). Iskemi-reperfiizyon hasar1 sonucunda ortaya ¢ikan serbest
radikalleri etkisiz hale getirerek iyilesme siirecini desteklemektedir (94-97).

Tiim bu sonuglar birlikte degerlendirecek olursak, Grup III’lin iyilesme siirecinde goriilen
olumlu doku degisikliklerini yiliksek doz askorbik asit enjeksiyonuna baglayabiliriz. Buna ek
olarak, Grup IIl’teki patlama basinglarimin Grup II ‘ye gore yiiksek olusu cerrahi stres
durumlarinda askorbik asit ihtiyacinin arttigmi ve ihtiyacin karsilanmasi ile mekanik
dayanikliligin arttigin1 gostermektedir.

Calismamizdaki histopatolojik incelemelerde inflamasyon fazinin dominant hiicresi olan
makrofaj ve proliferayon fazinin dominant hiicresi olan fibroblastlar da degerlendirilmistir.
Yiiksek doz askorbik asitin bu siireci de etkiledigi goriilmekle birlikte, Grup III’te goriilen
neovaskiilarizasyon artist daha dikkat ¢ekicidir. Bilindigi gibi, neovaskiilarizasyon
proliferasyon fazinin 6nemli bir gostergesidir; proliferasyon fazinda intakt veniillerden
endotel hiicre proliferasyonu sonucu yeni kapiller damarlar yara i¢ine dogru ilerler (17,54).
Ancak; 100 mg/kg askorbik asit verilen grupta neovaskiilarizasyon kontrol grubundan
farksizdir. Daha c¢ok bir spekiilasyon olmakla birlikte, yiiksek doz askorbik asit uygulamasinin

neovaskiilarizasyon siirecinde devamliligi sagladigini diisiinmekteyiz Askorbik asit ile
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inflamasyon siirecinin dengelenmesi, vaskiilarizasyonu uyaran biiyiime faktorlerinin dokuda
vaskiilarizasyonu da uyardigini diisiindiirebilir.

Sonu¢ olarak; yiiksek doz askorbik asit uygulamasinin anastomoz iyilesmesinin
belirleyicisi olan tiim parametreleri olumlu etkiledigi goriilmektedir. Bulgularimizin
molekiiler diizeyde c¢alismalar ile desteklenmesi gerekmekle birlikte, kolon anastomozu
iyilesmesinde suprafizyolojik dozlarda askorbik asit uygulamasinin yararli oldugu

anlasilmaktadir.
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6. SONUCLAR

1- Askorbik asit kullanilan Grup II ve III teki patlama basinglarinin Grup I’e gore daha
yliksek oldugunu ve de yiiksek doz askorbik asit kullanilan Grup II’iin patlama
basinglarinin da Grup II’ye gore anlamli yiiksek oldugunu saptadik. Grup 111 > 11 > |

2- Askorbik asit kullanilan Grup II ve III teki histopatolojik inceleme skorunun Grup I’e
gore daha yiiksek oldugunu ve de yiliksek doz askorbik asit kullanilan Grup III’iin
histopatolojik inceleme skorunun da Grup II’'ye gore anlamli yiiksek oldugunu
saptadik. Grup 111 > 11 > 1

3- Calismamzdaki yapilan istatistiksel analizde doku kesitlerindeki makrofaj ve fibroblast
yogunlugu kendi aralarinda [I7>1, I=II, II=III seklinde korelasyon gostermektedir.
Neovaskiilarizasyon acisindan ise [///> [=II seklinde bir sonu¢ c¢ikmistir. Bu
sonuglarla fibroblast ve makrofaj acisindan ozellikle yiliksek doz askorbik asit
kullanilan 1III. Grupta kontrol grubuna gore anlamli bir yiikseklik bulundu.
Neovaskiilarizasyon agisindan ise Grup III’te I ve II. Gruba gore anlamli bir artig
saptandi.

4- Caligmamizdaki hidroksiprolin diizeyleri agisindan gruplar arasinda /7 >1=II seklinde
bir istatistiksel dizilim elde ettik. Bu sonugla yiiksek doz askorbik asit kullanilan III.
grubun hem kontrol grubuna hem de diisiik doz askorbik asit kullanilan gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli yiikseklikte hidroksiprolin diizeyleri saptadik. I ve II.

gruplarda ise bir fark yoktu.



7. OZET

Ratlarda Askorbik Asidin Kolon Anastomozu lyilesmesindeki Etkileri

(Dr. Fehmi CEYLAN)

Kolon anastomozu iyilesmesini etkileyen faktorler lizerinde birgok arastirma yapilmis
ve iyilesme siirecini olumlu yonde etkileyebilecegi diigiiniilen ajanlar kullanilmistir. Kolon
anastomozu iyilesmesi degisik etkenlere bagli olmakla birlikte, yara iyilegsmesini ve
inflamasyonu dogrudan etkileyen dogal ajanlarin etkisi tartigmalidir. Askorbik asit bilinen
olumlu etkilerinin yaninda, kollagenin yapisini stabillestirerek ve inflamasyon fazini
dengeleyerek yara iyilesmesine katkida bulunmaktadir. Calismamizda kolon anastomozu
yapilan ratlarda diisiik ve yiiksek doz askorbik asit kullaniminin etkilerini arastirdik.

Bu amacla, otuz adet rat1 esit olarak 3 gruba ayrildi: Grup I (kontrol: n=10))’deki ratlara
kolon rezeksiyonu ve anastomoz uygulandi, yedi giin siire ile intraperitoneal olarak serum
fizyolojik verildi. Grup II (n=10) ve III (n=10)’teki ratlara kolon anastomozunu takiben
sirastyla 100 mg/kg ve 200 mg/kg askorbik asit intramuskiiler olarak verildi. Yedi giinliik
tedavinin ardindan ratlar sakrifiye edildi. Anastomoz patlama basinci ve anastomoz hattindaki
hidroksiprolin diizeyi 6l¢iildii. Anastomoz hatt1 histopatolojik olarak skorlandi.

Caligmamizda 200 mg/kg askorbik asit wuygulamasi yapilan ratlarin  tiim
parametrelerinde anastomoz direncininin daha yiiksek oldugu goriilmekteydi. 100 mg/kg
askorbik asit uygulamasi ise kontrol grubuna gore histolojik skor ve patlama basinglarinda
avantaj saglamaktaydi.

Sonug olarak; yiiksek doz olarak niteledigimiz 200 mg/kg askorbik asit uygulamasinin
kolon anastomoz iyilesmesini hidroksiprolin diizeyini arttirarak ve inflamatuar yaniti
dengeleyerek hizlandirdigi goriisiine vardik. Anastomoz patlama basinglarinda, III. Grup
lehine olan belirgin farklilik da ¢ikarimlarimizi desteklemekteydi. Yiiksek doz askorbik asit

uygulamasi kolon anastomozu iyilesmesini olumlu yonde etkilemektedir.
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8. SUMMARY

The effects of ascorbic acid on colonic anastomotic healing in rats

(Dr. Fehmi CEYLAN)

There exist a variety studies on factors effecting the healing of colonic anastomosis. In
addition, the beneficial effect of many agents has been explored. Despite the fact that a
number of factors effect the healing of colonic anastomosis, the benefit of natural agents that
alter inflammatory process and healing is still a matter of debate. Given to the well-known
functions of ascorbic asit, it has been also verified as a stabilizing agent for collagen, and
balancing inflammation. In the present study, we have further investigated the effects of high
and low dose ascorbic acid on colonic anastomotic healing.

Thirty female Wistar rats were equally divided into three groups: Colonic anastomosis
and intraperitoneal saline injection was performed for Group I (control: n=10). At the same
time, colonic anastomosis followed by seven days of ascorbic acid injection was done for
group II (100 mg/kg), and III (200 mg/kg). In the end of 7 days, the rats were sacrificed.
Anastomotic burst pressure was recorded. The anastomosis of the rats were harvested in order
to determine the hydroxyproline level and histologic parameters.

Our findings indicated that all parameters concerning anastomotic strength was higher
followinf 200 mg/kg ascorbic acid injection. Besides, 100 mg/kg injection was also found to
be beneficial according to the burst pressure and histological score

In conclusion, we postulate that 200 mg/kg injection, which can be regarded as high
dose treatment, strongly supports anastomotic healing by increasing hydroxyproline level and
inflammatory response. The augmented anastomotic burst pressure in group III is also
establishes our conclusion. High dose ascorbic acid administration beneficially effects colonic

anastomotic healing
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