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Ratlarda sol kolon greftinde eritropoetinin
iskemi uzerine koruyucu etkileri
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OZET

Osefagusun geriye donissiiz bir sekilde hasar gorerek pasaji engelledigi durum-
larda, 6sefagus replasmani amaciyla mide, jejunum, ileum ve kolon segment-
leri kullanilabilmektedir. Bu tekniklerden kolon interpozisyonu en sik tercih
edilen yontemdir. Greftlerin kullanildigi tiim diger cerrahi yontemler gibi dsefa-
gus replasmani amagh kullanilan kolon greftlerinde de reperfiizyon hasari belirli
oranda gelismektedir. Eritropoetin hormonunun iskemi/reperfiizyonda dokuyu
koruyucu bir etki gosterebilecegdi bilinmektedir. Bu ¢alismada ratlarda, sol
kolon grefti olusturulduktan sonra greftin u¢ kisimlarinda meydana gelen
mukozal hiicrelerdeki iskemik degisiklikler ile intraperitoneal eritropoetin uy-
gulamasinin bu degisiklikler tizerine olan etkileri arastinimistir. Toplam 56 de-
nek rastgele Sham (n=14), Sham+eritropoetin (n=14), kolon grefti (n=14),
kolon grefti+eritropoetin (n=14) olmak izere dért ana gruba, her grup da
kendi icinde 2 alt gruba aynldi. Birinci alt gruba 1 gin sonra, 2. alt gruba
ise 7 giin sonra reoperasyon sonrasl histopatolojik inceleme yapildi. Kolon
grefti ve kolon grefti+eritropoetin gruplari arasinda postoperatif 1. giin ve 7.
gun proksimal uclarinin degerlendirilmesinde mukozal hasarin kolon grefti
grubunda anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriildu. Bu calisma, preoperatif
intraperitoneal eritropoetin uygulamasinin, kolon grefti hazirlanmis ratlarda
mukozal hasarlanmay! belirgin olarak azalttigini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Eritropoetin, iskemi/reperfiizyon hasari, kolon grefti, kolon
interpozisyon

SUMMARY

The protective effects of erythropoietin on ischemia in the left colonic graft
in rats

Segments from the stomach, jejunum, ileum and colon may be used for esopha-
geal replacement when irreversible injury of the esophagus prevents passage. Of
these techniques colon interposition is the most preferred method. Reperfu-
sion damage develops at a certain rate in colon grafts used for esophageal re-
placement as with all other surgical methods where grafts are used. It is known
that erythropoietin hormone may have a tissue-protective effect in ischemia/
reperfusion. Ischemic changes developing in mucosal cells in the graft ends
after creating a left colon graft in rats and the effect of intraperitoneal eryth-
ropoietin administration on these changes were investigated in the present
study. A total of 56 subjects were randomly divided into four main groups of
Sham (n=14), Sham+-erythropoietin (n=14), colon graft (n=14) and colon
graft+erythropoietin (n=14), and each group was divided into 2 subgroups.
Histopathological examination was performed to the first subgroup one day
and to the second subgroup 7 days after reoperation. There was significantly
much more mucosal damage in the colon graft group in comparison to the
postoperative day 1 and 7 proximal ends between the colon graft and colon
graft+erythropoietin groups. Results of the present study showed that intra-
peritoneal erythropoietin administration significantly decreased mucosal dam-
age in rats in which a colon graft was prepared.

Key words: Erythropoietin, ischemia/reperfusion injury, colonic graft, colon
interposition
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Girig

Uzun aralikli 6sefagus atrezisi, ciddi peptik ve kostik
darliklar gibi dsefagusun geriye dontissiiz hasar gore-
rek pasajinin engellendigi durumlarda, 6sefagus rep-
lasmani amaciyla mide, jejunum, ileum ve kolon
segmentleri kullanilabilmektedir. Bu tekniklerden
kolon interpozisyonu en sik tercih edilen yontem-
dir (1).

Kolon interpozisyonu tekniginde; ¢ikan kolon, inen
kolon ve ileokolik segmentler kullanilabilir. Inen ko-
lon en sik kullanilan segmenttir (1,2). inen kolonun
beslenmesi sol kolik arterin ¢ikan dali ile saglan-
maktadir. Cerrahi islem esnasinda sol kolik arter ve
dallarinda olusabilecek hasarlar distal ve proksimal
greft uclarinda darlik ve kacak gibi ciddi problem-
lerle sonuglanabilir (3). Bu iskemik hasarlarin s-
tesinden gelmek icin cesitli cerrahi teknikler gelis-
tirilmis olmasina ragmen, anastomoz kacaklar1 ve
ciddi anastomoz darliklar1 halen klinik olarak 6ne-
mini korumaktadir (4).

Greftlerin kullanildig tim diger cerrahi yontem-
ler gibi Osefagus replasmani amacli kullanilan ko-
lon greftlerinde de reperfiizyon hasar belirli oranda
gelismektedir. Reperfiizyon hasari, gecici bir barsak
iskemisi doneminden sonra ortaya ¢ikmakta ve iske-
minin neden oldugu doku hasarini siddetlendirmek-
tedir (5,6).

[skemik intestinal hasarlanmay1 6nlemek amach
bir¢ok ajan deneysel olarak kullanilmis olmasina
ragmen, klinik etkinligi ortaya konmus bir ajan
saptanamamaistir. Eritropoetin (EPO) bobreklerden
hipoksiye yanit olarak salinan ve hematopoietik
sistemi uyaran glikoprotein yapida bir hormondur
(7,8). EPO reseptorlerinin varligi eritroid progenitor
hiicrelerde, endotelyal hiicrelerde, noéronlarda, kar-
diyomiyositlerde ve enterositlerde gosterilmistir (9).
Yapilan son arastirmalarda bu hormonun iskemi/
reperfiizyonda (I/R) dokuyu koruyucu bir etki gos-
terebilecegi belirtilmektedir (10).
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Bu calismada, ratlarda sol kolik arterin ¢cikan dali
ile beslenen sol kolon grefti hazirlandiktan sonra
bu greftin proksimal ve distal u¢larinda meydana
gelen mukozal iskemik degisiklikler ve bu hasarla-
rin Onlenmesinde EPO’in etkinligi arastirilmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma ic¢in gerekli etik kurul izinleri alindik-
tan sonra viicut agirliklar: 175-220 gr arasinda olan
Wistar-Albino tirii erkek eriskin ratlar, %40’k
nem oranina ve 12 saat aydinlik-12 saat karanhk
dongiistine sahip, 24 “C 1s1da olan bir odada tutul-
du. Hayvanlar standart pellet yem ile beslenerek,
operasyondan 12 saat once a¢ birakildi. Toplam
56 denek rastgele Sham (S, n=14), Sham+EPO (SE,
n=14), kolon grefti (KG, n=14), kolon grefti+EPO
(KGE, n=14) olmak tizere dort ana gruba, her grup
da kendi icinde 2 alt gruba ayrild1. Birinci alt gruba
1 glin sonra, 2. alt gruba ise 7 glin sonra reoperas-
yon sonrast histopatolojik inceleme yapildi.

Ratlara, 100 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®,
Eczacibasi, Istanbul, Tirkiye)+5 mg/kg Xylazine®
(Rhompun, Abdi Ibrahim, Istanbul, Tiirkiye) ile in-
tramiiskiiler anestezi uygulandi. SE grubu ve KGE
grubundaki deney hayvanlarina operasyondan he-
men 6nce 750 1U/kg intraperitoneal tek doz olarak
EPO uygulandi. Operasyon sonrasi dehidratasyonu
onlemek icin 50 ml/kg %0.9 NaCl soliisyonu intra-
peritoneal olarak uygulanda.

S ve SE gruplarindaki deneklerde batin, 5 cm’lik
orta hat insizyon ile a¢ilip, tim ince barsaklar ve
kolon insizyondan disar1 ¢ikarildi. Bes dakika bek-
lenip tekrar batin icerisine gonderildi. KG ve KGE
gruplarinda ise sol kolik arterin inen dal1 ve orta kolik
arterin sol dali baglandiktan sonra kesildi. Bu alanlar-
dan vaskiler arkadlar korunarak kolon transekte edil-
di. Sol kolik arterin c¢ikan dali ile beslenen yaklagsik
5 cm uzunlugundaki transvers-sol inen kolon grefti,
distal ve proksimal uclarinin grefti besleyen damara
olan uzakliginin orani yaklasik % olacak sekilde ha-
zirlandr (Sekil 1). Barsak buitiinligii ug uca kolokolik

Vaskiiler Pedikil

Sol Kolik arter’in Cikan Dal

anastomoz ile saglandi. Pedikiillii kolonik segmentin
distal ve proksimal ucu 5/0 ipekle stitiire edilerek ka-
patildi. Greft proksimal ucundan periton 6n duvarina
5/0 ipekle pedikiil gergin olacak sekilde tespitlendi.

Hayvanlar operasyondan 24 saat sonra yiiksek ener-
jili lifsiz besin ile (Biosorb®, Nutricia, Zoetermeer,
Hollanda) beslenmeye baslandi. Postoperatif 3. giin-
den itibaren ise standart pellet yem ile beslenmeye
devam edildi.

Operasyondan 1 giin sonra tiim gruplann 1. alt gru-
bu (n=7), 7 giin sonra ise 2. alt grubu (n=7) tekrar
operasyona alinarak hazirlanmis kolon greftleri reze-
ke edildikten sonra antimezenterik ytizden longitiidi-
nal eksende acildi, proksimal ug 5/0 ipekle isaretlendi
ve ornekler %4'liik tamponlu formalin icersinde 24
saat bekletilerek tespit edildi. Bu materyallerden greft
boyunca longitiidinal eksene paralel ornekler elde
edilerek rutin doku islemine alindi ve parafin blok-
lar hazirlandi. Kesitler hematoksilen-eozin ile boya-
narak 151k mikroskobunda 10x18/L biiyiitme okiiler-
le degerlendirildi. Proksimal ve distal uclarda 1 cm
uzunluktaki intestinal segmentte skorlama yapilarak,
mukozadaki iskemik degisiklikler ve pleksuslarda-
ki gangliyon hiicrelerinin durumu degerlendirildi.
Mukozal degisikliklerin degerlendirilmesi, Leung ve
ark. tarafindan tanimlanan asagidaki skorlama siste-
mi kullanilarak yapildi (11).

0. Normal mukoza

1. Yalnizca ylizeyel epitel hasari

2. Mukozanin hasar gormis tist yar epiteli

3. Biiyiik miktarda hasar gormiis mukoza epiteli,

fakat bu hasar bezlerin tabanina ulasmamaistir
(Sekil 2)

4. Tim mukozanin harabiyeti (Sekil 3)

Gruplar arasindaki farkliliklarin istatiksel anlamli-
lik agisindan degerlendirilmesinde, SPSS v.11.5 paket
bilgisayar istatistik programindaki Mann-Whitney U

Sekil 1. Hazirlanmis bir kolon grefti

234 - Aralik 2008 * Gllhane Tip Derg

Sekil 2. Skor 3 mukozal hasarin mikroskobik gértintiist (x200, H&E)
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Sekil 3. Skor 4 mukozal hasarin mikroskobik gorintisi (x200, H&E)

ve Wilcoxon testleri kullanildi. P degerinin 0.05’in al-
tinda olmasi anlaml farklilik olarak kabul edildi.

Bulgular

Makroskobik inceleme: Postoperatif 1. ve 7. giinde S,
SE ve KGE gruplarinda batin ici sivis1 berrakti ve greft
canh gortintimdeydi (Sekil 4). KG grupunda ise batin
ici stvis1 daha pirtiland: ve kolon greftinin dolasimi
diger gruplara gore daha kott gorintimdeydi.

Mikroskobik inceleme: Postoperatif 1. ve 7. giinlerde
S ve SE gruplan karsilastirildiginda, hem proksimal
hem de distal uclarda mukozal hasar bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklihik saptanmadi
(p>0.05) (Sekil 5,6).

KG grubunun postoperatif 1. ve 7. giin greft prok-
simal u¢ mukozal hasarinin KGE grubundan anlamh
olarak daha fazla oldugu izlendi (p=0.006 ve p=0.004)
(Sekil 5,6).

Sham gruplarinin proksimal uglarinin, postoperatif
1. ve 7. glin KG grubu ile karsilastirilmasinda anlaml
bir farklilik saptanirken, KGE grubu ile olan karsilasti-
rilmasinda farklilik saptanmadi (Sekil 5,6).

Sekil 4. Postoperatif 7. glinde kolon grefti+eritropoetin grubunda
kolonun genel gérinimu
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Onrtalama mukozal hasar

KGE
® Proksimal W Distal

Gruplar

Sekil 5. Postoperatif 1. glinde ortalama mukoza hasar dereceleri

Distal uclarin incelenmesinde, postoperatif 1. ve 7.
giin KG ve KGE gruplan arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05) (Sekil §,6).

KG ve KGE gruplarinin kendi gruplan icerisinde,
proksimal ve distal uclarinin postoperatif 1. ve 7. giin
karsilastirmalarinda anlamli bir farklilik saptanma-
mis olmasina ragmen, 1. giin hasarlanmasinin daha
belirgin oldugu gozlenmistir (Sekil 5,6).

Tim denek gruplarinda iskemik degisiklikler muko-
za ile sinirh olup, gerek submukozal, gerekse miyen-
terik sinir pleksuslar1 ve gangliyon hiicreleri olagan
say1 ve histolojide izlendi.

Tartigsma

Bu calisma intraoperatif EPO uygulamasinin, is-
kemiye bagli olan mukozal hasarin ¢nlenmesinde
erken donemde faydali oldugunu gostermektedir.

Osefagusun geriye doniisiimsiiz bir sekilde hasar
gorerek kullanilmaz hale geldigi durumlarda Osefa-
gus replasmani ¢ogu kez tek secenektir. Bu amacla
en sik sol kolon, transvers kolon, sag kolon ve ileo-
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Sekil 6. Postoperatif 7. glinde ortalama mukoza hasar dereceleri
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kolik segmentler kullanilir. Transvers kolon veya sol
kolonun replasman amaciyla kullanilmasi, terminal
ileum, ¢cekum veya sag kolonun kullanilmasindan
daha avantajhidir (1,2). Bu nedenle ¢alismamizda sol
kolon kullanilmuistir.

Greftin yeterli diizeyde canli kalmasinda, iskemi-
nin siresi, arteriyel dolasimin yeterliligi ve venoz
konjesyon olduk¢a énemlidir. Interpoze kolon seg-
menti tek bir vaskiiler pedikiile bagli oldugu icin,
herhangi bir nedenle arteriyel kan akiminin bozul-
mas1 postoperatif komplikasyon oranlarini belirgin
olarak artirmaktadir (5,12).

Tim kolon interpozisyon tekniklerinde, greft kulla-
nilacak bolgeye tasinirken vaskiler pedikiil tizerinde
az ya da cok gerilim meydana gelmektedir. Gercekte
pedikiil geriliminin ve torsiyonunun neden oldugu
hipoksi ve sonrasinda kanlanmanin tekrar saglan-
mast ile olusan lokal ya da genel reperfiizyon hasari
ile venoz obstriiksiyon tim bu yOntemlerin basari-
sizlia ugramasinin en yaygin nedenidir.

Murthy ve ark.nin SMA’i okliize ederek yaptikla-
11 bir calismada, kolonun bilinen antioksidanlar ile
onceden yapilan tedavisinin, vaskiiler ve mukozal is-
levsel degisikliklere ve hasar verici biyokimyasal olay-
larin zayiflayan etkinligine karsi anlamli bir koruma
sagladigi belirtilmistir (13).

Juul ve ark. 14-16 haftalik insan fettslerinde
EPO’in intestinal reseptorlerini ortaya koymuslar
ve EPO’in enterosit migrasyonunu, mukozal hiicre
saglamliligini ve proliferasyonu artirdigini kanitla-
muislardir. Hipoksiye yanit olarak ortaya c¢ikan bir
hormon olan EPO’in intestinal hasarlanmay1 6n-
leyebilecegi diisiincesinin temelini bu c¢alismalar
olusturmaktadir (9,14,15). Kanimizca, EPO verilen
grupta mukozal hasarin daha az olmasinin nedeni,
EPO’in trofik ve lokal iskemi reperfiizyon hasarini
onleyip intestinal proliferasyonu artirmasina bagh
oldugunu diistindirmektedir.

Histopatolojik degerlendirme ile saptadigimiz
ge¢ donem mukozal hasarlanmanin hem KG hem
de KGE grubunda daha disik derecelerde olmasi
adaptasyon yanit1 ve doku iyilesmesinin ol¢titi
olarak degerlendirilmistir. Bu durum ge¢ donemde
iskemik degisikliklere bagli mukozal hasarlanma-
nin zamanla da diizelebilecegini gostermektedir.
Verilerimiz iskemi reperfiizyon hasarina bagh akut
kolon hasarinin 6. giinden sonra iyilesme donemine
girdigini desteklemektedir (16).

Hazirlanan kolon greftlerinde, pedikiile uzak olan
uc¢ kisimda iskemik hasarlanmanin daha belirgin
oldugu gozlenmistir. Iskemik 6n hazirlik yapil-
madan yapilacak bir anastomoz kacak insidansini
artirabilecektir.
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Su ana kadar yapilan deneysel calismalarda, iskemi
reperfiizyon hasarlanmasi; mezenter arter koki ligas-
yonu ve rezeksiyon-anastomoz gerceklestirilen intes-
tinal anslarda incelenmistir. Bu modeller 6zellikle Gse-
fagus replasmani sonrast olusan iskemi reperfiizyon
hasar1 ve tedavisi i¢in kullanilan ajanlar test etmek-
te yetersiz kalmaktadir. Bu c¢alismada uyguladigimiz
cerrahi model ise dsefagus replasmani operasyonuna
¢ok benzemekte olup, calismanin ve sonuclarin daha
gercekci olmasinda etkili olmustur (17).

Sonu¢ olarak bu calisma, preoperatif intraperi-
toneal EPO uygulamasinin, kolon grefti hazirlan-
mis ratlarda mukozal hasarlanmay1 belirgin olarak
azalttigin1 gostermektedir. Gelecekte EPO’in gerek
iskemi reperfiizyon hasarinda, gerekse lokal intestinal
hasarlanmadaki koruyucu rolii immiinohistokimya-
sal calismalar, doku kiltiirii calismalart ve klinik ca-
lismalar ile daha genis olarak degerlendirilmelidir.
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