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OZET

Amagc: Fekal peritonit olusturulan ratlarda kolonik
anastomoz iyilesmesi ve intra-abdominal adezyon
gelismesine, intra-peritoneal Bosentan (endotelin
antagonisti) uygulamasinin etkileri arastirildi.
Yontemler: Calisma, Spraque-Dowley tiirii 16 adet disi
sican lizerinde yapildi. Tiim ratlarda, sol kolon peritoneal
refleksiyonun 3 cm yukarisinda tam kat kesilerek perfore
edildi. Bu dénemde 2 rat 6ldii. Ratlarin karinlari 24 saat
sonra genel anestezi altinda agildi. Peritonit siddeti
puanlandiktan sonra, daha 6nce perforasyon uygulanan
sahay1 icine alacak sekilde kolona rezeksiyon +
anastomoz uygulandi. Grup 1(n=7) ratlara serum
fizyolojik, Grup 2(n=7) ratlara ise 30 mg/kg/giin dozunda
Bosentan 6 giin siiresince uygulandi. Postoperatif 6.
giinde karin i¢i adezyon olusumu ve peritonit siddeti
skorlandi. Anastomoz iyilesmesi, patlama basinci, doku
hidroksiprolin diizeyi ve histopatolojik olarak
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ABSTRACT

Purpose: This study was designed to assess the effect of
intra-peritoneal Bosentan (endothelin antagonist) on
healing process of left colonic anastomosis and intra-
abdominal adhesion formation in rat with fecal peritonitis.
Material and Methods: The study was conducted on 16
female Spraque-dowley rats. Left colonic punctures were
performed 3 cm above the peritoneal reflection in rats,
resection and primary anastomoses were carried out after
24 hours. Peritonitis were scored. Two rats died in this
period. The remaining 14 rats were randomized in two
groups of 7 each: Two milliliter of saline and Bosentan
(30 mg/kg/day) for 6 days were given intraperitoneally
in Group 1 and 2, respectively. On postoperativ day 6,
intra-abdominal adhesions were scored. Healing of
anastomosis, anastomotic bursting pressures, tissue
hydroxyproline levels and histopatologically healing
scores were assessed.
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anastomozda iyilesme ve enflamasyon degerlendirildi.
Bulgular: Peritonit skoru, tedaviye baslamadan 6nce her
iki grupta benzerdi. Grup 2, grup 1 ile karsilagtirildiginda
peritonit skoru ve adhezyon skoru Bosentan grubunda
anlamli olarak daha az, patlama basinci ortalama degerleri
Bosentan grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksekti (p<0.05). Anastomoz bolgesi hidroksiprolin
seviyesi tedavi grubu ile kontrol grubu arasindaki anlaml
olarak farkli degildi (p>0.05). Anastomoz bolgesinde
histopatolojik yara iyilesme skoru ve kollajen yogunlugu,
plazma hiicre yogunlugu ve neovaskiilarizasyon Bosentan
grubu ratlarda kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksekti (p<0.05). Lenfosit sayis1 ve PNL sayis1 ise
gruplar arasinda anlamli farkli degildi (p>0.05).
Sonug: Peritonitli ortamda yapilan rezeksiyon
anastomozda Bosentanin anastomoz giivenligini arttirdigi,
peritonit siddetini ve adezyon olusumunu azalttig1
goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Bosentan, sol kolon anastomozu,
peritonit

Giris

Kolorektal cerrahide anastomoz ayrilmasi yiiksek
mortalite ve morbiditeye neden olur. Sol kolonda
anastomoz ayrilma orani kolonun diger alanlara gore
cok daha fazladir. Anastomoz ayrilmasini kolaylastiran,
diger bir deyigle anastomoz iyilesmesini bozan bir¢cok
faktor vardir. Bunlarin en 6nemlileri anastomozda iskemi,
gerginlik ve enfeksiyon varligidir.!3 Kolon yaralanmala-
rinda ve kolon perforasyonlarinda fekal kontaminasyon
kacinilmazdir. Gecikmis fekal peritonit olgularinda
kolostomi agilmasi genel kabul gormiistiir. Ancak son
zamanlarda secilmis hastalarda rezeksiyon anastomoz
yoniinde bir egilim vardir.*> Bu nedenle peritonitli
ortamlarda yapilan kolon anastomozlarinin giivenligini
arttirict yontem ve ilaclara ihtiyag vardir.

Endotelinler bilinen en potent vazokonstriiktor ajanlardir.
Ayni zamanda, endotelinler artrit, astim, akciger
eozinofilisi gibi inflamatuar patolojilerde rol oynar.6-8
Endotelinlerin, peritoneal inflamasyonun olusumunda
etkisinin oldugu bilinmektedir.® Endotelinler peritonitli
ortamda yapilan anastomozda iyilesmeye iki sekilde
olumsuz etki yapabilir. Birincisi endotelinlerin bilinen
etkisi splanknik vasokonstriiksiyondur. Bu sekilde
intestinal mukozada vaskiiler rezistansi artirirlar. Bu da

Results: Peritonitis scores were similiar in both groups
before the treatment. In Groups 2 compared to Group
1; peritonitis score, macroscopic adhesion score were
lower, mean anastomotic bursting pressures were
significantly higher (p<0.05), tissue hydroxyproline
levels was not significantly different (p>0.05).
Histopathological wound healing scores were
significantly higher, neovascularization was significantly
higher, the lymphocyte count and polymorphonuclear
leukocyte (PMNL) counts were not significantly different.
Conclusion: Administration of Bosentan has a positive
impact on left colonic anastomosis and of adhesion
formation in peritonitis.

Key words: Bosentan, left colon anastomosis, peritonitis

doku perfiizyon ve oksijenizasyonunda bozulmaya yol
acar. Ikincisi endotelinlerin inflamasyon yapic etkisi-
dir.10-12 Bosentan (Ro 47-0203), endotelin reseptorleri
olan, hem ETA hem de ETB'nin kompetitiv
antagonistidir. Bosentan ince barsak strangiilasyonu
olusturulan ratlarda, ince barsakta vaskiiler rezistans
artimini inhibe etmistir.'? Diger bir endotelin antagonisti
olan FR139317'nin Monosodium Urate (MSU) kristalleri
ile olusturulan peritonitte inflamasyonu azalttigi
gosterildi.'4 Bosentanin peritonitli ortamda anastomoz
iyilesmesine olan etkilerinin yaymlandig bir ¢calismaya
rastlamadik.

Daha 6nce yayimlanmis ¢aligmamizda ratlarda kolon
anastomozunda intraperitoneal uygulanan bosentanin
anastomoz iyilesmesine olumlu etki yaptigini saptadik.!?
Sunulan bu ¢aligmadaki amacimiz ise peritonit-anastomoz
modelinde Bosentan'la endotelinlerin etkisini antagonize
ederek, splanknik alanda ve anastomoz sahasinda kan
akimini artirmak ve peritoneal inflamasyonu azaltmak,
boylece anastomoz iyilesmesine ve intraabdominal
adezyon gelisiminin onlenmesine olumlu katkida
bulunmaktir.
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Materyal ve Metod

Hayvanlar

Bu ¢alisma, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
Baskanligi, 26.06.2005 tarih 19 sayili karari ile Etik
kurul onay1 alindiktan sonra, Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUTDAM)
labaratuvarinda, viicut agirliklart 173-224 gr. arasinda
degisen, Spraque-dowley tiirii disi si¢anlar iizerinde
yapildi. Deneye 16 ratla baglandi. Ancak iki rat deneyin
ilk agamasinda 6ldii. Calisma geri kalan 14 rat iizerinde
devam etti. Hayvanlarin bakiminda standart sigan
labaratuar yemi ve sehir icme suyu kullanildi. Denekler
toplu halde FUTDAM labaratuvarinda sabit sicaklik ve
rutubet altinda korundular. Denekler, 2 gruba ayrildi.
Bunlar;

Grup 1: Peritonit + rezeksiyon-anastomoz

Grup 2: Peritonit + rezeksiyon-anastomoz + Bosentan

Operasyonun yapilisi ve deney asamalari

Tim gruplara genel anestezi olusturmak amaciyla,
35mg/kg konsantrasyonunda Ketamin HCI (Ketalar flk,
50 mg/ml, Eczacibasi, Istanbul) deneklerin sag arka
bacaklarindan intramiiskiiler ve 5 mg/kg kontrasyonunda
Xylazine HCl (Rompun flk, 23.32 mg/ml, Bayer,
Istanbul) deneklerin sol arka bacaklarindan intramuskiiler
olarak uygulandi. Operasyondan yaklasik 5 dakika 6nce
karin tiras1 yapilan deneklerde operasyon sahasi %10
Povidon Iodine ile temizlendi. Tiim ratlar ayn1 cerrah
tarafindan ameliyat edildi. Orta hat insizyonu ile
laparatomi yapildi. Sol kolon peritoneal refleksiyonun
3 cm yukarisinda tam kat kesilerek perfore edildi.
Perforasyon komsulugundaki peritona feces bulastirtlarak
kontamine edildi. Karin duvar1 3/0 ipeklerle kapatildi.
Ratlarin karinlar1 24 saat sonra genel anestezi altinda
acildi. Peritonit siddeti modifiye peritonit skorlamasina
gore puanlandiktan sonra, daha 6nce perforasyon
uygulanan sahay1 igine alacak sekilde kolona rezeksiyon
uygulandi. Rezeksiyon uclar1 6/0 prolen ile tek tek
siitlirlerle anastomoz yapildi. Alt1 giin siiresince Grup
1(n=7)'e serum fizyolojik, Grup 2(n=7) ratlara ise 30
mg/kg/gliin dozunda bosentan giinde tek doz
intraperitoneal uygulandi.

Tlag Tedavisi

Bosentan (Ro 470203) sodyum tuzu Dr. Martine
Clozel'den (F. Hoffman-La Roche Ltd, Basel,
Switzerland) hediyeydi. 20 mg bosentan alinip 20 ml

© TKRCD 2009

distile suda eritildi ve toplam hacmi 40 ml olana kadar
20 ml tuzlu suda diliie edilerek 2 ml'de 1 mg bosentan
sodyum tuzu olacak sekilde sulandirildi. Doz se¢imi
daha 6nceki yayinlarin sonuglarina dayandirildi.6-8:15
Postoperatif 6. giin tiim hayvanlarda adezyon olusumu,
anastomoz bolgesi patlama basinci, anastomoz hatti
hidroksiprolin seviyesi Ol¢iildii ve anastomoz hatti
histopatolojik olarak incelendi.

Peritonit skorlamasi: Peritonit yayginligina gore; yok
0, fokal 3, jeneralize 6 puan; eksiida goriiniimiine gore
berrak 0, bulanik 6, piiy/barsak icerigi 12 puan seklinde
puanlandi. Puanlar toplanarak toplam puan (peritonit
skoru) elde edildi.

Adezyon olusumunun degerlendirilmesi: Karin igi
adezyonlar gruplar hakkinda bilgisi olmayan iki cerrah
tarafindan asagidaki kriterlere gore derecelendirildi
O puan: Hic¢ adezyon yok. 1 puan: Tek ince kolay
ayrilabilir adezyon. 2 puan: Fazla miktarda ince kolay
ayrilabilir adezyon. 3 puan: Tek bir yogun adezyon.
4 puan: Birden fazla miktarda yogun siki adezyon.

Anastomoz bolgesi patlama basincinin olgiilmesi
Aniisten bir kateter 3-4 cm kadar ilerletilerek, anastomoz
hatt1 ortasina ucu gelecek sekilde yerlestirildi. Batin ici
serum fizyolojik ile dolduruldu. Kolon anastomozunun
2 cm altindan ve 2 cm {istiinden 2/0 ipek ile bagland.
Icinde kateter yerlestirilmis iki ucu bagl kolon segmenti
4 ml/dk infiizyon hizinda infiizyon pompasi kullanilarak
(Abbott LC 5000 infiizor USA), metilen mavisi ile
renklendirilmis izotonik ile sisirildi. Sisirilme iglemi
sirasinda basing degerleri, basing transduseri (Abbott
tekli transpact USA) yardimiyla monitorize (Petas KMA
375 S/N 0013 Tiirkiye) edildi. Sisirilme iglemi siirerken
basing degerleri takip edildi. Mavi renkli sivinin kactigi,
batindaki mayinin metilen mavisi ile boyandig1 ve
basincin aniden diistiigii deger patlama basinci olarak
kaydedildi.

Orneklerin ahnmast

Anastomoz hattini icine alacak sekilde 2 cm'lik kolon
segmenti rezeke edildi, kolon liimeni boyunca agilarak
izonik ile yikanip intestinal icerikten arindirildi. Bu
dokunun {igte biri histopatolojik inceleme icin %10'Tuk
formol iceren flakonlarin igine konuldu. Kalan ticte ikilik
doku hidroksiprolin degerini tayin etmek i¢in aliiminyum
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folyo kagidina sarilarak biyokimya laboratuarinda
muhafaza edildi.

Histopatolojik degerlendirme: Anastomoz bolgesinden
alinan doku 6rnekleri rutin doku takip isleminden sonra
parafin bloklara gomiildii. 4-5 mikron kalinligindaki
doku kesitlerine hemotoksilen-eozin uygulandiktan sonra
151k mikroskobu ile incelendi. Anastomoz bolgesindeki
yara iyilesme derecesi 1 ile 5 arasinda agagidaki sekilde
skorlandi. Grade I: Fibrinopiiriilan eksuda, Grade II:
%?25'den az graniilasyon dokusu, Grade III:
%?25-75 graniilasyon dokusu, Grade IV: %75'den ¢ok
graniilasyon dokusu veya %25'den az kollajen lif, Grade
V: %25'den ¢ok kollajen lif. Anastomoz bolgesindeki
iltihap hiicrelerinin tipleri (polimorfniiveli 16kosit, lenfosit,
plazma hiicreleri), neovaskiilarizasyon ve kollajen lif
yogunlugu semikantitatif olarak; -,+, ++,+++, seklinde
derecelendirildi.

Hidroksiprolin degerinin olgiilmesi: Anastomoz hattini
icine alacak sekilde 2 cm'lik kolon segmenti doku
homojenizasyon islemleri sirasinda bidistile su ile
temizlenip kurutma kagidi ile kurutularak kiigiik parcalara
ayrildi. Doku 6rnekleri -80°C derecede dondurularak
deney giiniine kadar saklandi. Hidroksiprolin tespiti
Woessner'in tarif ettigi yontemle kismen modifiye
edilerek yapildi.'9 Deney islemleri sirasinda OH-P
standardi, kloramin-T, P-dimetil amino benzaldehit,
Perklorik asit, 1sopropan01, Na asetat-3 H20, Na
sitrat 5,5 H20, 12 N HCL, 1 mM HCL kimyasallar1
kullanildi. Numune ve kor tiipleri iizerine reaktifler
siraya gore eklendikten sonra vorteksle karistirildi ve
60°C derecede su banyosunda 25 dakika inkiibe edildikten
sonra 558 nm'de kore karsi okundu. Sonuclar mg/g kuru
doku olarak verildi.

Istatistiksel Degerlendirme: Calisma gruplarinda elde
edilen veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.
Gruplar arasindaki farklarin degerlendirilmesinde Mann-
Whitney U ve Ki-kare testleri kullanildi.

Bulgular

Cerrahi mortalite

Deneyin birinci agamasinda yani sol kolonun tam kat
kesilip, peritonitin olusturulma asamasinda postoperatif
22. saatte bir rat, rezeksiyon anastomoz uygulandiktan
sonra erken donemde bir rat olmak iizere 2 rat 6ldii.

Olen ratlardan biri tedavi ve kontrol olarak gruplandirma
yapilmadan once, digeri de rezeksiyon anastomoz
uygulandiktan sonra erken donemde 6ldiikleri icin grupla
baglant1 kurulmadi. Dolayist ile 6len denekler istatistiki
degerlendirmeye alinmadi.

Peritonit ve adezyon skoru

Peritonit skoru, tedaviye baglamadan 6nce her iki grupta
benzerdi. Tedavi sonrasi iki grup karsilastirildiginda,
peritonit ve adhezyon skoru bosentan grubunda anlaml
olarak daha azdi1 (p<0.05) (Tablo 1).

Tablo 1. Tedaviden sonra gruplarin peritonit, adhezyon
skoru ve patlama basinci ortalama degerleri.

Kontrol grubu | Bosentan grubu | P

Peritonit skoru 7.5 2 0.015
Adhezyon skoru 24 1.16 0.031
Patlama basinci 118 162 0.038

(mmHg)

Patlama basinct

Patlama basinci ortalama degerleri bosentan grubunda
162£41.02 mmHg olup, kontrol grubuna (118+70.77
mmHg) gore anlamli olarak yiiksekti (p<0.05).
Biyokimyasal Bulgular;

Anastomoz bolgesi hidroksiprolin seviyesi, tedavi grubu
ile kontrol grubu arasinda anlamli olarak farkli degildi
(p>0.05) (Sekil 1).

25

2,0 4

Hidroksiprolin (mog/g kuru doku)

15

1,0

Kontrol Bosentan

. . Gruplar
Sekil 1. Kontrol ve tedavi grubu anastomoz

hattt hidroksiprolin degerleri (p=0.318)
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Histopatolojik bulgular

Anastomoz bolgesinde histopatolojik yara iyilesme skoru
ve kollajen yogunlugu, plazma hiicresi ve
neovaskiilarizasyon Bosentan grubu ratlarda kontrol
grubuna gore anlaml olarak yiiksekti (p<0.05), Lenfosit
ve PNL sayisi ise gruplar arasinda anlamli farkli degildi
(p>0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. Histopatolojik degerlendirmede gruplarin PNL,
lenfosit sayisi, Plazma hiicresi, kollajen yogunlugu ve
Neovaskiilarizasyon degerleri.

Histopatolojik Kontrol | Bosentan P
Bulgular (n=7) (n=7)

PNL 0.602
+

++ 3 4

+++ 4

Lenfosit 0.691
+ 2

++

+++ 2 1

Plazma Hiicresi* 0.018
+ 6

++ 1

4+

Kollajen yogunlugu* 0.025
Grade 1 6

Grade 3 1

Neovaskularizasyon® 0.004
+ 1

++ 5

++ 1

Tartisma

Calismamizin sonuglarina gore peritonitli ratlarda
bosentan, peritonit siddetini, karin ici yapisiklik oranini
azaltt1 ve anastomoz iyilesmesini gii¢lendirdi.
Caligmamizda anastomoz iyilesme parametreleri olarak
anastomoz patlama basinci, doku hidroksiprolin seviyesi,
histopatolojik olarak kollajen yogunluguna bakildi.
Bosentan tedavisi ile doku hidroksiprolin seviyesi disinda
diger parametrelerde kontrol grubuna gore anlamli fark
vardi. Bu verilere dayanarak Bosentanin anastomoz
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iyilesmesine olumlu katki yaptigi kanisindayiz.
Histopatolojik incelemede; anastomoz bolgesinde PNL
sayis1, gruplar arasinda anlamli farkli degildi. Plazma
hiicresi ise bosentan grubunda anlamli olarak daha fazla
idi. Bu durum Bosentan grubunda inflamasyonun akut
donemden kronik doneme daha hizli gectigi ve
iyilesmenin bir adim 6nde gittigi seklinde yorumlanabilir.
Anastomoz hattinda neovaskiilarizasyon Bosentan
grubunda anlamli olarak fazla idi. Histopatolojik
degerlendirme yapilirken morfolojik degisiklikler sayisal
degerlere doniistiiriildii. Bu sayede iki grup arasinda
morfolojik degisiklikler istatiksel olarak kiyaslanabildi.
Calismamizda Bosentan intraperitoneal olarak verildi.
Amacimiz lokal uygulamadan ziyade, ilacin uygulama
yolunun tercihidir.

Endotelinler en giiclii vazokonstriiktor ajanlardir. Bununla
birlikte ET-1'in inflamatuar patolojilerle ilgisi dokiimante
edilmistir. Bunlar artritik patolojiler,® asthma,” akciger
eozinofilisi® ve iskemi - reperfiizyon hasaridir.!#
Peritonitte endotelinlerin salinimi artmaktadir. Kronik
peritonitte ince barsaklarda endotelin yapimi artarken,
akut bakteriyel peritonit siiresince mast hiicrelerince
endotelin iiretilmektedir. Peritonitli ratlarda big ET ve
ET1-21 mortalite ile yakin iligkili oldugu bulundu.
Farelerde endotelin antagonisti FR139317 nin sistemik
verilmesi Monosodium Urate (MSU) kristalleri ile
olugturulan peritonitte peritoneal kaviteye PMN birikimini
inhibe etti.” Caligmamizda Bosentan verilen grupta
peritonit indeksi deney sonunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak daha diisiiktii. Bosentan grubunda
anastomoz sahasinda akut iltihabi hiicreler anlamli olarak
daha azdi. Bunun nedeni endotelinlere bagli inflamatuar
etkilerin giderilmesi olabilir.

Endotelinler mezenterik arter ve venlerde yerlesik ET-
A ve ET-B reseptorleri araciligi ile vasokonstriiksiyon
yaparak, kan akiminda farkedilir diismeye neden olur.!6:18
Ayrica ET-1 mukozal permeabiliteyi artirir, PMN
akiimiilasyonuna yol agar ve mukozal disfonksiyon
yapar.!? Gastrointestinal mukozal hasar patogenezinde
ET-1'in 6nemli rol oynadigi bilinse de, ET-3 {in intestinal
inflamatuar parametreler de degisikliklere etkisi hakkinda
az bilgi vardir. Ince barsak ET3 iiretiminin en énemli
alanidir.20 ET 3 SMA kan akimini énemli oranda
azaltirken, intestinal mukozal disfonksiyonda ve doku
PMN infiltrasyonunda rol almaktadir.2! Bosentan tedavisi
ile hayvanlarda mukoza vaskiiler rezistansin tedavi
edilmeyen hayvanlara gore anlamli diisiik oldugu
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gosterilmigtir. '3

Gastrointestinal sistemde yara iyilesmesi birbiri ile
baglantili hemostaz ve inflamasyon, proliferasyon-
fibroplazi ve olgunlagma ve yeniden yapilanma evrelerini
icerir. Bu sathalardan birinde gecikme veya olumsuzluk,
yaranin kapanmamasi veya iyilesmenin uzamasi ile
sonuglanir.2! Anastomozun iyilesmesini etkileyen bircok
lokal ve sistemik faktor vardir. En 6nemli lokal faktor
anastomoz bolgesinin perfiizyonu ve oksijenasyonudur.
Digeri ise lokal enfeksiyondur.22-25 Peritonitte salinan
endotelinler hem inflamasyonu artirarak hem de SMA
ve barsak mukoza ve submukoza da kan akimini azaltarak
yara iyilesmesinde olumsuz katki yapabilir. Fekal
peritonitle indiiklenen septik sokta endotelin reseptor
antagonisti Bosentan septik sok siiresince bircok
splanknik organda ve perifer dokularin mikrodolagiminda
anlamh olarak diizelme yapt1.!2 Calismamizda mukoza
ve submukoza kan akimini 6lgen bir metod kullanmadik.
Ancak yukarida verilen literatiir bilgileri 15181 altinda
Bosentanin barsak mukoza ve submukozada iskeminin
olumsuz etkilerini ve periton inflamasyonunu azaltarak
yara iyilesme parametrelerine olumlu katkida bulunmasi
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