In6ni Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi

13(1) 7-12 (2006)

Ince Barsak Iskemi Reperfiizyonunda Repetfiizyon
Stiresinin Biyokimyasal Degisiklikler ve Anastomoz
Iyilesmesine Etkisi

Gilsen Ekingen*, Canan Ceran*, Arzu Demirtola*, Billur Demirogullari*, Banu Sancak**,
Aylar Poyraz*** Kaan Sénmez*, A.Can Basaklar*, Nuri Kale*

*Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Cerrahisi AD. Ankara
#*Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya AD. Ankara
##+Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji AD. Ankara

Amag: Bu ¢alismada ince barsak dokusunda iskemi sonrast degisen reperfiizyon siiresinin, biyokimyasal degisiklikler
ve anastomoz iyilesmesine olan etkilerinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Gegici barsak iskemisi olusturulan 36 adet Wistar-Albino rat altt gruba ayrildr: Kontrol grubu
(sadece laparatomi), grup I (40 dk. iskemiyi takiben 20 dk. reperfiizyon), grup II (40 dk. iskemiyi takiben 24 sa.
reperfiizyon), kontrol-A (ince barsak anastomozu), grup I-A (40 dk. iskemi, 20 dk. reperfiizyon ve ince barsak
anastomozu), grup 11-A (40 dk. Iskemi, 24 sa. Reperfiizyon ve ince barsak anastomozu). Kontrol grubu, grup 1 ve 1T
de reperfiizyon siiresi bitince histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler icin ince barsak doku 6rnekleri alindi1.
Kontrol grubu, grup I ve grup II de dokuda Myeloperoksidaz ve Stiperoksit Dismutaz enzim diizeyleri Sl¢tldi.
Kontrol-A gtubu, grup I-A ve II-A da ise ince barsak anastomozu olusturuldu. Anastomoz iyilesmesi, 4. gin
patlama basinct ve kollojen kontenti 6l¢iilerek degerlendirildi.

Bulgular: Ince barsak dokusunda myeloperoksidaz ve siiperoksit dismutaz enzim diizeylerinin reperfiizyonun erken
evrelerinde artarken 24. saatte azaldigt (p<0,05) saptandi. Ge¢ dénemde yapilan anastomozlarda patlama basinglart
ve hidroksiprolin kontentinin erken dénemdekine kiyasla daha disiik oldugu saptand: (p<0,05).

Sonug: Iskemi/Reperfiizyon hasart gec dénemde ince barsak anastomozlarmin giivenilirligini azaltmaktadir. Ince
barsak anastomozlari yapilirken bu durumun géz 6niinde bulundurulmast gerekir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi/Reperfiizyon hasari, Myeloperoksidaz, Stiperoksit dismutaz, Anastomoz iyilesmesi.

The Effect of Reperfusion Duration in Intestinal Ischemia-Reperfusion on Biochemical Parameters and
Small Intestinal Anastomosis Healing

Aim: The aim of this study was to determine biochemical changes and evaluate anastomotic healing of small bowel
in the early and late phase of reperfusion after intestinal ischemia.

Material and method: Thirty-six Wistar albino rats were divided into 6 groups. Control group (Laparatomy only),
group I (40 minutes intestinal ischemia followed by 20 minutes reperfusion), group II (40 minutes intestinal
ischemia followed by 24 hours reperfusion), control-A group (Intestinal anastomosis creation), group I-A (40
minutes intestinal ischemia followed by 20 minutes reperfusion and intestinal anastomosis creation), and group II-A
(40 minutes intestinal ischemia followed by 24 hours reperfusion and intestinal anastomosis creation). Small bowel
samples were obtained in control group, group I and group II at the end of the reperfusion period for tissue
myeloperoxidase and superoxide dismutase levels. After creation of small bowel anastomosis in the fourth day
postoperatively, bursting pressure and hydroxyproline content were determined in control-A group, group I-A and
group II-A.

Results: Tissue myeloperoxidase and superoxide dismutase levels were increased significantly after 20 minutes
reperfusion and than decreased to subnormal levels with in 24 hours of reperfusion (p<0,05). The bursting pressure
and tissue hydroxyproline levels of the anastomosis created in the late reperfusion period (Group II-A) were found
to be decreased in comparison with the Group I-A (p<0,05).

Conclusion: Safety of small bowel anastomoses is reduced with prolonged reperfusion. This has to be kept in mind
when constructing a small bowel anastomosis.

Key Words: Ischemia/Reperfusion injury, Myeloperoxidase, Superoxide dismutase, Anastomotic healing.



Ekingen ve ark

Nekrotizan enterokolit, inflamatuar barsak
hastaliklar;, — pull-through  ameliyatlar;,  serbest
pedikilld  barsak  flebi kullammi ve  barsak
transplantasyonu  durumlarinda  iskemi/repetfiizyon
(1/ R) hasart olugabilmektedit. Iskeminin dokulara ve
yara iyilesmesine olumsuz etkileri iyi bilinmektedir.
Ince barsaklarda 20 dakikadan kisa siiren bir iskemi
mukozada anlamli bir degisiklik yapmazken iki saatten
uzun siiren bir iskemi transmural nekroza kadar giden
kalici hasara neden olabilmektedir.! Reperfiizyonun
dokular tzerinde, 6ncesindeki iskemiden daha fazla
zararlt oldugunu ve bu zararlarin reperfiizyon siresi
artttkca  artti@ini - bilmekteyiz.? Reperfiize olan
barsakta aciga ¢ikan serbest oksijen radikalleri (SOR)
zararl etkilerden sorumludur. SOR’nin 6nemli bir
kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Post-iskemik
durumda polimorfoniikleer l6kositler (PMN) de
icerdikleri myeloperoksidaz (MPO) enzimi ile I/R
hasarinda roli olan SOR’nin olusumuna neden
olurlar.>  Grisham ve ark, kedi barsaginda
reperfizyonun PMN  birikimi ile mukozal MPO
dizeylerinde 18 kat artisa neden oldugunu
gbstermislerdir.

Barsaklarda Iskemi/Reperfizyon (I/R) hasarinin
anastomoz iyilesmesi Uzerine etkilerini arastiran sinirlt
sayida calisma vardir.” Bu calismalarda da genellikle
reperfiizyonun  erken dénemlerinde  olusturulan
anastomozlarin iyilesmesi degerlendirilmistit.  Bu
calismada, iskemi sonrast reperfiizyonun erken ve geg
déneminde ince barsaktaki biyokimyasal
degisikliklerin saptanmast ve ince barsak anastomoz
iyilesmesi tizerine reperfiizyon siiresinin etkisinin olup
olmadigini saptamak amaclandi.

GEREC VE YONTEM

Calismada agirliklart 200 ile 240 gram arast degisen 36
adet Wistar-Albino rat 6 gruba ayrildi. Kontrol grubu:
yalnizca laparatomi yapildi, grmp I 40 dk. iskemiyi
takiben 20 dk. reperfiizyon saglandi, grup II: 40 dk.
iskemiyi takiben 24 sa. reperfiizyon saglandi, kontrol-A
grubu: yalnizca ince barsak anastomozu yapilds, grup I-
A: 40 dk. iskemi, 20 dk. reperfiizyon ve ince barsak
anastomozu yapildl, grup I1I-A: 40 dk. iskemi, 24 sa.
reperfiizyon ve ince barsak anastomozu yapildi.

Al saatlik acligt takiben ketamin hidroklorir
(30mg/kg, Ketalar, Eczacibagt) anestezisi altinda steril
sartlarda, orta hat kesisi ile karna girildi. Superior
mezenterik arterin sag kolik dali, kontrol gruplar
hari¢ diger tim gruplarda 40 dakika stre ile oklide
edildi. Iskemi sonrast grup I de 20 dakika siireyle,

grup II de 24 saat stireyle reperfiizyonu takiben Trietz
ligamaninin 10 cm distalinden, ileogekal valvin 10 cm
proksimaline kadar tiim ince barsak dokusu ¢ikartildi.
Alman dokunun 5 em’lik bir kismi %10’luk formoline
yetlestirildi. Kalanin 2/3t Myeloperoksidaz (MPO),
geti kalan 1/3’t ise Stuperoksit dismutaz (SOD) enzim
tayini icin aliminyum folyolara sarilarak kodland: ve
sivt nitrojende dondurularak —30 C%de saklandt
Kontrol I grubuna iskemi yapilmaksizin aynt islemler
uygulandu.

Grup I-A’da 20 dakika reperfiizyondan sonra, grup
II-A’da ise 24 saat reperfiizyondan sonra ileogekal
valveden 15 cm proksimale 7/0 prolen dikis ile, tek
tek, 8-12 sutir konularak ince barsak anastomozu
yapildi. Kontrol-A grubuna ise 1/R yapilmaksizin
anastomoz yapidi. Postoperatif 5. glnde tekrar
laparatomi yapildi. Anastomoz patlama basinglart
tesbit edildi. Anastomoz hattt 0.5 cm distal ve
proksimalden cksize edilerek horizontal planda ikiye
bélundi. Dikislerin alinmasini takiben dokunun yarist
%10’luk formoline kondu, diger yarisi ise aliminyum
folyolar icine sarilarak kollajen kontenti calisiimak
tizere sivi nitrojende —30 derecede saklandr.

Denekler intrakardiak hava uygulamas: ile sakrifiye
edildi.

Intestinal I/R  hasarinin ve Anastomoz
bélgesinin histopatolojik olarak degerlendiril-
mesi: Patoloji 6rneklerinin  parafin  bloklarindan
hazirlanan kesitleri Hemotoksilen-Eosin ile boyanarak
15tk mikroskobunda bir patolog tarafindan kor olarak
degerlendirildi. I/R hasart Haglind’in  tanimladigt
sekilde artan hasar Grade 0dan Grade 8%
siniflandirilds.

Myeloperoksidaz tayini: Enzim tayini icin Grisham
tarafindan tariflenen yontem kullamildi.® Buna gore,
300 mg barsak mukozast 5 ml soguk 0.02 M EDTA
ile homojenize edildi. Homojenat 20000 devirde 15
dk, +4 C°de santrifiij edilerek stpernatani atldi.
Pellet, es hacim pH’st 5.4 olan, % 0.5 hekzadesil
trimetil amonyum bromid (HTAB) iceren 0.05 M
potasyum fosfat tamponunda ¢Ozilip yeniden
santrifiij edildi. Stipernatanda 410 nm dalga boyunda
spektrofotometrik  olarak  MPO  tayini  yapildt
Sonuglar  gram  doku basmna  Gnite  olarak
degerlendirildi.

Superoksit dismutaz tayini: SOD duzeylerini
Slemek icin Yi Sun’un tarif ettigi yontem kullanildi.1?
Doku o6rnekleri  potasyum  fosfatla pH 7.4te
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homojenize edilerek 10000 devirde 10 dakika siireyle
santriftij edildi. Ayrilan stpernatanin Uzetine 3/5
(v/v) kloroform ve etanol eklenip 10000 devirde
santrifij edilerek SOD  ve protein  diizeyinin
ayarlanmast icin kullanildi. SOD aktivitesinin él¢imu
nitroblue  tetrazolium (NBT) rediksiyonun
inhibisyonu ile belitlendi. Ytzde 50 oraninda NBT
rediiksiyonunu inhibe eden protein miktart bir tnite
SOD olarak tanimlandi. Protein diizeyleri ise Lowry
ve ark. tarif ettigi sekilde Slgilda.!!

Anastomoz patlama basincinin tayini: Anastomoz
yaptlmasini takip eden 5. ginde tekrar laparotomiye
alinan ratlarin ince barsak limenleri anastomoz
hattinin 10 cm distal ve proksimalinden 3/0 ipek dikis
ile oblitere edildi. Proksimale 18 G katater
yerlestirilerek IVAC 770 infizyon pompast (IVAC
Cotporation, ABD) kullanilarak, hiz1 2ml/dak olacak
sckilde limen igersine serum fizyolojik verildi. Sttir
hattndan sizintnin  bagladigt an cihaz Uzerindeki
deger, patlama basinct olarak kaydedildi.

Anastomoz hattinda hidroksiprolin kontentinin
tayini: Dondurulmus dokular filtre kagidiyla
kurutulup  tartdldt  ve kicik pargalara  ayrildi
Biyokimyasal ¢alisgma Jamall ve arkadaslarinin
tarifledigi yontemle yapilarak nanomol cinsinden
hidroksiprolin (HP) diizeyleri elde edildi.!? Ortaya
¢tkan absolit degerler doku agirligina oranlandi ve
pmol HP/ gram doku (yas agitlik) olarak HP kontenti
hesaplandt..

Histopatolojik ~ parametrelerin =~ gruplar  arasi
karsilastirilmast  yapilirken % test, diger
parametrelerin gruplar arasi karsilastirilmast yapilirken
ise Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0.05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.

SONUCLAR

Intestinal I/R  hasarinin ve Anastomoz
bélgesinin histopatolojik olarak degerlendiril-
mesi: Ortalama olarak kontrol I grubunda grade 0,
grup I’de grade 4, grup II'de grade O hasar skoru
hesaplandi.  Grup 1I ile kontrol grubu arasinda i/R
hasar skotlart acisindan anlamli bir fark bulunmazken,
grup I’in grup II ve kontrol grubundan anlamlt olarak
farkli oldugu bulundu. (p<0.05)

Anastomoz yapilan gruplarda anastomoz bélgelerinin
histopatolojik ~ degetlendirmesi yapildiginda yara

iyilesmesine ait non-spesifik bulgular saptandi.

Myeloperoksidaz  dizeyleri: Ortalama MPO

diizeyleri kontrol I grubunda 1.323 U/gr doku, grup
Ide 1.619 U/gr doku, grup II'de 0,618 U/gr doku
olarak  bulundu  (Sekil 1). Tum  gruplar
karsilastirldiginda MPO  degetleri  agisindan
aralarindaki  farklar istatistiksel olarak anlaml
bulundu. (p<0.05)

Sekil 1. Dencklerin ince barsak doku MPO  degerlerinin
ortalamalari.
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Stiperoksit dismutaz diizeyleri: Ortalama SOD
enzim diizeyleri kontrol 1 grubu icin 27.11 U/mg
protein, grup I icin 32.71 U/mg protein, grup 1I icin
23.68 U/mg protein olarak bulundu (Sekil 2). Grup 1
ve grup II’nin, kontrol grubu ile ve kendi aralarindaki

farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu. (p<0.05)
Sekil 2. Deneklerin ince barsak dokusunda SOD degerleri.
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Anastomoz patlama basinglari: Ortalama patlama
basinct degerleri kontrol-A grubu icin 204.8 mmHg,
grup I-A icin 199.5 mmHg, grup II-A icin 65.8
mmHg bulundu (Sekil 3). Kontrol-A grubu ve grup I-
A arast fark istatistiksel olarak anlamli bulunmazken
grup II-A, hem kontrol-A grubu hem de grup I-A ile
karsilastirildiginda  aralarindaki  farklar istatistiksel
olarak anlaml bulundu (p<0.05).
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Sekil 3. Anastomoz yapilan gruplarda patlama basinglarinmn
ortalama degerleri

Anastomoz Patlama

Basinglan

o
= 250 — 204.8 199.5

15
g g 100 65.8
&< 50
= 0
o Kontrol Grup I- Grup II-

A A A
Gruplar

Anastomoz hattinda hidroksiprolin kontenti:
Ortalama hidroksiprolin kontenti kontrol-A grubu
i¢in 3.09 pmol/gr doku, grup I-A icin 2.91 u mol/gr
doku , grup II-A icin 1.01 p mol/gr doku olarak
bulundu (Sekil 4). Kontrol-A grubu ve grup I-A arast
anlamli  bir fark saptanmazken, grup II-A’da
hidroksiprolin kontentinin kontrol-A grubu ve grup I-
A’ya kiyasla anlamli olarak azaldig1 saptandi (p<<0.05).

Sekil 4. Anastomoz bolgelerinden almnan doku 6Srneklerinde
hesaplanan HP kontetlerinin ortalama degerleri.
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TARTISMA

I/R hasari yara iyilesmesini ve anastomoz iyilesmesini
olumsuz etkiler.>” Anastomoz bélgesine reperfiizyon
siresince PMN birikiminin bu durumla ilgili oldugu
6ne  strilmigtir.!®>  Reoksijenasyon  esnasinda
nétrofillerin trettigi enzimlerin ve ksantin oksidazin
etkisiyle aciga ¢ikan serbest oksijen radikallerinin
(SOR) kollajenolizise neden oldugu
distnilmektedir.? PMN tarafindan salinan proteolitik
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enzimler de anastomoz bdlgesinde kollajenolizise
neden olabilir.>* Hendriks ve arkadaglari reperfiize
edilen barsakta anastomoz yapilmasini takiben artmis
PMN miktarinin  anastomoz sahasinda kollajen
molekillerinin  yikimi ile iligkili olabilecegini 6ne
stirmuslerdir.!> Ksantin oksidaz tarafindan olusturulan
SOR’ler, ve notrofillerden  salinan  lizozomal
proteolitik enzimler anastomoz bélgesinde
kollajenolizisin nedeni olabilir.!617

Bu calismada SOR olusumunun gostergesi olarak
SOR nin tetiklemesiyle ortama gelen PMN I6kositler
tarafindan salgilanan MPO diizeyleri OSlgiilmistir.
Gerek 1/R hasart neticesinde olusan SOR ve gerekse
MPO’n katalizledigi reaksiyonlar sonucu agiga ctkan

radikaller hiicre hasarina yol agarlar. Normal
kosullarda olusan SOR, siiperoksid dismutaz,
glutatyon peroksidaz, katalaz gibi antioksidan

enzimletle hizla ortamdan uzaklasurilir. Dokularin
anti-oksidan toleransi olarak adlandirilan bu enzimatik
proseslerle dokularin hasardan korunmast saglanir. Bu
calismada  dokularin  antioksidan  aktivitesinin
gostergesi olarak SOD diizeyleri Sl¢tilmustiir.

Daha 6nce yapmis oldugumuz bir calismada /R
hasarini  takip eden farkli zamanlarda yapilan
anastomozlarda  reperfizyon  siresi  uzadik¢a
anastomoz guvenilirliginin azaldigini tesbit etmistik.!8
Bu durumu barsakta villus duzeyinde I/R hasart
gelismesine ragmen reperfiizyon siiresi uzadikca
hasara karst submukozada devam eden anti-oksidan
degisikliklerin submukozal kollajen yapimini azaltmis
olmasina baglamstik.

Bu calismamizda /R hasarinin  gerceklestirilen
dokularda reperfizyonun erken ve geg evrelerinde
olusan  biyokimyasal degisikliklerin =~ ve  barsak
duvarinda hasara karst olusan antioksidan toleransin
anastomoz iyilesmesi ile iliskisini saptamaya calistik.
Calismamizda, /R hasarinin dokularda yol actigi
histopatolojik  degisikliklere — bakildiginda, erken
reperfizyon evresinde dusiik derecelerde mukozal
hasarlanmanin oldugu (Grup 1), ge¢ evrede ise
mukozanin normale déndigh goézlenmistir (Grup 1I).
Barsak dokusunda MPO enziminin reperfizyonun
erken evrelerinde kontrol grubuna oranla yaklagik 1.2
kat arttigt (Grup I), ge¢ doénemde ise kontrol
grubunun altina distigi  tesbit edilmigtir. Barsak
duvarinin I/R hasarina karst olusturdugu antioksidan
toleransin  degerlendirilmesi amact ile  barsak
duvarinda  bakilan SOD  enzim  duzeylerinin
reperfizyonun erken evresinde (Grup I) kontrol
grubuna kiyasla anlamlt olarak arttigi (p<0,05) ancak
reperfiizyonun 24,  saatinde  kontrol = grubu
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degerlerinin altina distigi gorilmistir.
Myeloperoksidaz diizeylerinin kontrol grubuna gére
erken reperfiizyonun evresinde (Grup I) disik tespit
edilmesi hasarin erken evrelerde tamamlandigini
digsindirmektedir. Ayrica SOD diizeyinin ge¢ evre
reperfiizyonda kontrol grubunun altina dismesi
(Grup 1II) ve reperfizyonun ge¢ evrelerinde
histopatolojik olarak hasar izlenmemesi (Grup II)
hasara karsi olusan anti-oksidan toleransin da I/R
hasarinin erken evrelerinde tamamlandigi distincesini
desteklemektedir.

Udassin ~ ve  arkadaglarimin ayrica  Park  ve
arkadaslarinin  ¢aligmalari ile uyumlu olarak bu
calismada da I/R hasarinm erken evrelerinde mukozal
hasarlanmanin fazla oldugu ve zaman icinde bu
hasarlanmanin azalarak tama yakin olarak iyilestigi
tesbit edilmigtir.!-1?

Grisham ve arkadaslarinin  calismasinda mukozal
MPO aktivitesinin 18 kathk artigina ragmen bu
calismada bu artis 1.2 kat kadar bulunmustur ancak
enzim aktivitesinin erken evrede artist (Grup I)

dokudaki iskemik hasarin gosterilmesi agisindan
anlamlidir.317

Barsak  anastomozlarinda  iyilesme  mekanik,
biyokimyasal veya histopatolojik olarak
degerlendirilebilir.? Mekanik degerlendirme
anastomozun patlama veya kopma kuvvetine
bakilarak  yapilirken biyokimyasal degerlendirme

anastomoz bolgesindeki kollajenin  yapim hizina,
miktarina ve Ozelliklerine bakilarak yapilir . Kollajen
yapimi anastomoz boélgesinde 3. glinden sonra
lokalize olur ve barsak duvarinda gelisen diger
olaylardan etkilenmeyen kollajen kontenti (yas agithga
gore standart doku basma disen hidroksi prolin

miktarr) anastomozun biyokimyasal
degerlendirilmesinde giivenilirdit.
Anastomoz ortalama patlama basinglart

karsilastirildiginda grup I-A’da degetler grup 1I-A’dan
yaklastk 3 kat ylksek bulunmustur. Anastomoz
hattinda bakilan kollajen kontenti de grup II-A ile
kiyaslandiginda  grup I-A’da 2.9 kat yiksek
bulunmustur. Bu sonuglar, ilk calismamizi da
destekleyici olup, reperfiizyonun stresi uzadik¢a
anastomozdaki ortalama patlama basincinin  ve
kollajen kontentinin reperfiizyon siiresi ile ters orantili
olarak azaldigini gostermektedir.

Reperfiizyonun erken donemlerinde histopatolojik
olarak mukozada iskemik hasar gériilmesine ragmen
bu evrede yapilan anastomozlarin patlama basinct
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degerinin ve kollajen kontentinin kontrol grubu ile
benzer bulunmast dikkat cekicidir. Ay sekilde
reperfizyonun ge¢ donemlerinde  histopatolojik
olarak mukoza saglam olsa da bu evrelerde yapilan
anastomozlarin  patlama basinglarinin  ve  kollajen
kontentini reperfiizyon suresi ile ters orantit olarak
azalmis  bulunmustur.  Kollajen  kontentinde,
reperfiizyonun gec¢ evrelerinde gorilen azalma i/R
hasarinin  kollajen  ytkimit
dustindirmektedit.

icin uyarict oldugunu

Barsakta iskemik hasara en duyarli bolge barsagin
mukozasidir. Anti-oksidan tolerans ise esas olarak
submukozada gelismekte ve barsak epiteli olaya pasif
olarak katilmaktadir. Barsaktaki 1/R hasart villus
diizeyinde gelistigi icin submukozal kollajen yapimi

engellenmemektedir.  Ancak reperfiizyon  siiresi
uzadik¢a hasara karst submukozada meydana gelen
anti-oksidan  degisikliklerden kollajen  yapiminin

etkilendigi sonucuna varidmustir.

Iskemi/Reperfiizyon  hasari  reperfiizyonun — gec

déneminde yapian ince barsak anastomozlarinin
givenilirligini  azaltmaktadir. Bu durum = 6&zellikle
nekrotizan  enterokolit, midgut volvulusu gibi
rezeksiyon sinirlarinin daha net degerlendirilmesi igin
ikinci  baki  ameliyatlar1  sirasinda  rezeksiyon
anastomoz yaptlmast gereken hastalarda dikkate
alinmalidir.
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