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OZET

Apaydin M, deneysel karin i¢i yapisiklik modelinde Aktive Protein C’nin karm
ici yapisiklik iizerine etkileri, Kirikkale Universitesi Tip Fakultesi Genel Cerrahi
Anabilim Dalh Uzmanhk Tezi, Kirikkale, 2010

Karm ameliyatlarindan sonra gelisen karin ici yapisikliklar hem hasta hem de
hekim agisindan 6nemli bir sorun olusturur. Karin iginde gelisen bu yapisikliklar
hasta konforunu bozan karin agrisi ve bulanti gibi bulgular yaratabilecegi gibi,
ameliyat gerektiren daha ciddi tikaniklara neden olarak yuksek maliyet, is gicu
kayb1, morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Yapisiklik olusumundan sorumlu
olan baslica mekanizmalardan biri de yetersiz fibrinolitik aktivitedir. Aktive Protein
C (APC) PAI-1’i inaktive, TAFI’U inhibe ederek, tPA‘U dolayisiyla fibrinolizi
arttirir. Bu ¢aligmada PAI-1 duzeyini inhibe ederek, tPA diizeyini dolayis: ile de
fibrinolizi artiran APC*nin karin igi yapisiklara etkisi arastirildi. Calisma her biri 15
rattan olugsan 3 grupta yaritulda (sham, kontrol, APC). Tum gruplardaki ratlara
aseptik kosullarda median laparatomi yapilip visseral peritonda serozal hasar
meydana getirildi. Sham grubundaki ratlara ek bir islem yapilmazken, kontrol
grubundaki ratlara ek olarak intraperitoneal 5 cc SF verildi. APC grubundaki ratlara
ise 100 pg/kg dozunda APC intraperitoneal olarak uygulandi. TUm gruplardaki
ratlardan 0.saat ve postoperatif 2. saat kan numunesi alinip serum PAI-1 diizeyleri
calisildi. Tum ratlar postoperatif 21. glinde sakrifiye edilerek, karin i¢i yapisikliklar
makroskopik olarak degerlendirildi. Kan PAI-1 diizeyleri ve karin i¢i yapisiklar
istatiksel olarak Kruskal-Wallis testi ve Mann-Whitney U testi kullanilarak SPSS
programi ile degerlendirildi. Aktive Protein C’nin intraperitoneal uygulanmasindan
sonra yapisikliklarin anlamli derecede azaldigi goriildii (p<0.05). Deneklerden alinan
kan numunelerinde APC grubunun PAI-1 diizeylerinin diger gruplara nazaran
anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05). APC*nin bu etkileri PAI-1‘i
azaltarak dolayisi ile de fibrinolizi artirarak olusturdugu disiiniilmiistiir. APC’nin
karin i¢i yapisikliklart engelleme mekanizmasimin daha iyi anlasilmasi i¢in daha

kapsamli deneysel ve klinik arastirmalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Aktive Protein C, plazminojen aktivator inhibitor, PAI-1,

karin i¢i yapisikhik, rat.
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ABSTRACT

The Effect of Activated Protein C on Intraabdominal AdhesionFormation In
An Experimental Intraabdominal Adhesion Model, Kirikkale Univercity
Medical Faculty, Department of General Surgery, Speciality Thesis, Kirikkale,
2010

Intraabdominal adhesion formation after abdominal surgery is an important
issue for both the patients and the surgeons. These adhesions may result in wide
spectrum of complaints ranging from abdominal discomfort, pain, nausea,vomiting
to severe intestinal obstruction requiring emergent surgery with increased health
costs, morbidity and mortality. Inadequate fibrinolytic activity is one of the major
mechanisms responsible for intraabdominal adhesions. Activated protein C (APC)
increases fibrinolysis via increasing TPA (Tissue plasminogen activator) by
inactivating plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) and inhibiting thrombin
activator fibrinolysis inhibitor (TAFI). The effects of APC on intraabdominal
adhesion formation was searched in this experimental study. The study was
conducted in three groups consisting of 15 rats each ( n=45). Peritoneal serosal
injuries were created in all gropus after median laparatomy under aseptic conditions.
Intraperitoneal physiologic saline and intraperitoneal APC were administered to
control group and to APC group respectively. Sham group received nothing
intraperitoneally. Serum PAI-1 levels were measured from the samples taken at 0 and
2th postoperative hours. All subjects were sacrified at 21th postoperative day and
intraabdominal adhesions were examined macroscopically. Degree of adhesions were
observed to be significantly lower in intraperitoneal APC administered group. In
addition, measured PAI-1 levels in APC group were significantly lower than sham
and control groups (p<0.05). APC increases fibrinolysis which prevents
intraabdominal adhesion formation, by inhibiting PAI-1. More detailed experimental
and clinical studies are needed to further understand the mechanisms of action of

APC in the prevention of intraabdominal adhesions.

Key Words: Activated Protein C, Plasminogen Activator Inhibitor, Adhesion,
Rat, Intraabdominal Adhesions, PAI-1
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KISALTMALAR
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PAI: Plazminojen Aktivator inhibitor
PC: Protein C
PGE: Prostoglandin E

R-tPA: Rekombinant Doku Plazminojen Aktivatori
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1.GIRIS VE AMAC

Karm ameliyatlarindan sonra gelisen karin ici yapisikliklar hem hasta hem de
hekim agisindan 6nemli bir sorun olmaktadir [1]. Karin i¢i yapisikliklar ameliyat
sonras1 gelisen mekanik obstriiksiyonun en dnemli nedenleri arasinda yer almaktadir
[2-4]. Karin igi organlarda gelisen bu adezyonlar hasta konforunu bozan agri, bulanti
gibi bulgular yaratabilecegi gibi ameliyat gerektiren daha ciddi tikaniklara neden

olarak yiiksek maliyet, is giicii kaybi, morbidite ve mortaliteyle sonuglanir [3-4].

Karin ameliyatlar1 sonrasi yapisiklik olusumunda birgok faktor rol oynar [2].
Bunlarin en baginda ameliyat esnasinda yapilan cerrahi manipulasyonlar, kaba ve
koth cerrahi teknik gelir [3, 5]. Bunlarin yani sira ameliyat esnasinda karin igi
organlarda gelisen doku hasar1 ve iskemisi, vaskiler yaralanma, peritoneal-serozal
yiizeylerin yaralanmasi, yabanci cisimlerin karin i¢inde birakilmasi, yetersiz kanama
kontrol U, kimyasal-termal reaksiyonlar, peritoneal endometriosiz, pelvik inflamatuar
hastalik, peritonit ve intra-peritoneal serbest kan, piht1 varligi karin i¢i yapisikliklar
artiran faktorlerdir [2, 5].

Karin i¢i yapisikligin mekanizmasi incelendiginde aslinda normal iyilesme
siirecinin bir varyanti oldugu gOriiliir. Yapisiklik olusumundaki temel sorun
peritoneal iyilesme esnasinda dzellikle fibrinolitik sistemin yetersiz kalmasidir [2, 6,
7]. Fibrinolitik aktivitenin inhibisyonu sonucunda I6kosit ve peritoneal kaynakli
enzimler fibrinéz eksuday1 ¢ozmede yetersiz kalirsa, fibroz yapisikliklar ilerleyerek
fibroz ag oOrgiisiine doniisiir [2-7]. Sonugta olusan bu fibréz ag 6rgusl, fibrositlerin
gocu ve kollgen birikimi ile daha da buylyerek kapillerlerin regresyonu ve
fibroblastlarin alan1 doldurmasiyla fibr6z adezyonlara doniisiir ve sonugta kalici
yapisiklik olusur [2-7].

Yetersiz fibrinolitik aktivitenin birgok nedeni vardir. Cerrahi travma
plazminojen aktivator (PA) aktivitesini azaltirken, plazminojen aktivator inhibitor
(PAI) aktivitesini artirarak yapisiklilik olusumuna predispozan etki yapar [2, 7].
Normal iyilesme siirecinde doku hasarina cevap olarak olusan plazminojen aktivator
aktivitesinin (PAA) dizeyi, baslangicta fibrindz yapida olan yapisikliklarin rezorbe
mi olacagini ya da organize- kalici olacagini belirlemektedir [2-3, 7].



Drotrecogin afa (DA) insan kokenli aktive protein C (APC)’ nin rekombinant
yapidaki bir formudur [8, 64]. Aminoasit dizilimi insan APC‘si ile aynidir ve
yaklasik 55 kilo dalton molekiil agirligindadir [64].

Protein C vicutta zimojen (inaktive) formda bulunur. Dolasim sisteminde,
hemostaz ve inflamasyonun regilasyonunda onemli rol oynar. Kanda yaklasik

4ug/ml konsantrasyonda bulunur [8].

Aktive Protein C koagulasyon faktorlerinden FaktorVa (FVa) ve FaktorVilia
(FVIlIa)'y1 inhibe ederek antikoagulan etki gosterir. Protein S, Protein C'nin
kofaktorudur [14-15].

Dolagim sisteminde trombin, trombomodulin etkilesimi ile trombin-
trombomodulin kompleksi olusur. Endoteliyal hiicre PC reseptorii ile kompleksin
birlesimi sonucunda inaktive formdaki PC aktive forma donisir [8, 11].
Trombomodulin ile baglanan trombin etkisizlesir, fibrinojeni fibrine doniistiiremez.
Koagllan aktivite tamamlanamaz ve trombinin trombosit aktivasyonu dolayis: ile
tromboz onlenir [12-13]. APC doku faktérini inhibe eder ve koagulasyonu azaltir
[8, 10-11].

APC indirekt olarak profibrinolitiktir. APC plazminojen aktivator inhibitor—1
(PAI-1)'i inaktive, trombin aktivatér fibrinolozis inhibitdr (TAFI) G inhibe ederek
TPA (tissue plasminogen activator) diizeyini ve fibrinolizis arttirir [10, 14].

APC'nin onemli 6zelliklerinden biri de antiinflamatuvar ve antiapoptotik
etkileridir [8,15]. Protein C, Aktive Protein C'ye doniistiigiinde, trombin inhibe edilir
ve trombin yoluyla olusan inflamatuvar etkiler Onlenmis olur [13, 15]. APC
inflamatuvar sitokin yapimimi (TNF-alfa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10) ve natrofil
aktivasyonunu onler, direkt olarak kemotaksisi inhibe eder [9, 13, 15]. Endotel
hicresinde bulunan adezyon molekillerinin (ICAM-1, VCAM-1, E-selektin)

sentezini 6nleyerek antiinflamatuvar etkiye katkida bulunur [13-15].

APC'nin endotel hiicre bariyer fonksiyonunu koruyucu (sitoprotektif) etkisi
de bulunur [13-15]. APC antiapopitotik etkilidir. Bu etkiyi endotelial protein C
reseptor (EPCR)-protease-aktive reseptor 1 (PAR-1) bagimli yolla ve antiapopitotik



genlerin sentezini artirip, pro-apopitotik genlerin sentezini azaltarak yapar [13-15].
APC ayrica NF-kB sentezini azaltarak antiinflamatuvar ve antiapoptotik etki gosterir
[13-15]. Nikleer faktor kappa B (NF-kB) proinflamatuar gen olusumunda,

apopitozisde ve trombin kaynakli inflamatuvar sistemde gorev alir [13-15].

Bu c¢alismada Aktive Protein C'nin karin i¢i yapisikliklara etkisi

arastirilmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. PERITON FiZYOLOJiSi

Periton, embriyonun mezodermal tabakasindan gelisen, kan damarlari,
kollgien, fibroblast, makrofaj, lenfosit ve mast hiicrelerini i¢eren bir bag dokusu ve
bunun iizerini orten tek katli mezotel hiicre tabakasindan olusan, ser6z yapida bir
membrandir. Periton parietal ve visseral olarak iki bolimden olusur. Karin

boslugunu ve igindeki organlarin yiizeyini orter [2, 16].

Peritoneal, plevral ve perikardial kavite embriyolojik olarak benzer kokenlidir
ve mesotelial hiicrelerden olusmaktadirlar [3, 17]. Eriskin insanlarda peritonun

ortalama ylzeyi 1,8 m? olup yaklasik olarak viicut yiizey alanina esittir [16].

Peritonun yapisinda ince bir film seklinde ser6z sivi bulunmaktadir. Bu sivi
normal sartlarda 100 ml’den azdir ve igerigi temel olarak plasma ultrafiltratina
benzer [16]. Peritoneal sivi abdominal kavitede sirekli sirkilasyon halindedir ve
lenfatik sisteme drene olur [3]. Peritoneal sivi igerdigi makrofaj, mesotelial hlicreler
nedeniyle peritoneal iyilesmede aktif rol oynar [3]. Peritoneal kavite erkeklerde
kapali bir sistemdir. Bayanlarda ise fallop tiipleri araciligiyla dis ortama agilir [16].

2.2. PERITONEAL iYILESME-YAPISIKLIK OLUSUMU

Karin i¢i yapisiklik olusumu normal peritoneal iyilesme siirecinin bir
varyantidir. Bu slreg, peritonun travmaya ugramast ve hasarlanmasi ile baglar.
Periton travmasi ve hasarlanmasina yol agan baslica faktorler ameliyata bagl travma,
peritonun enfeksiyonlari, yabanci cisimler, allerjik reaksiyonlar, kimyasal ve termal

reaksiyonlardir [6].

Peritoneal zedelenme ve iskemiye sekonder olarak periton zarinda
hasarlanma meydana gelmesi sonucunda vaskiiler permeabilitede artma ile iyilegsme
stireci baslar. Vaskiiler permeabilite artisina yol a¢an vazoaktif maddeler histamin,

kininlerdir ve siklikla stromal mast hiicrelerinden salgilanirlar [3].



Vaskiiler gecirgenligin artisina bagli olarak peritoneal kavite igerisinde
seroangin®z, proteinden zengin, inflamatuar hicrelerin de bulundugu fibrin matriks
olusur. Bu inflamatuar eksuda icerisinde peritoneal |6kositler, mesotelial hiicreler,

makrofajlar yer alirlar [2-3].

Mesotelial hiicreler, |6kositler ve makrofajlardan salgilanan kemotaktif,
proinflamatuar ve antiiflamatuar maddeler siirecin sekillenmesinde rol oynarlar. Bu
sitokinlerin baslicalar1 IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-afa, IFN-gamadir [3, 17].

Peritoneal hasarlanma sonrasinda mesotelial hiicrelerden eszamanli olarak
doku plazminojen aktivator (TPA) ve plazminojen aktivatdr inhibitor (PAl),
intraselUler adezyon moleklli-1 (ICAM-1), integrinler, hyaltronik asid, nitrik oksit

ve prostaglandinler de salgilanirlar [17].

Duzgun ilerleyen bir peritoneal iyilesme-yapisiklik siirecinde olusan fibrindz
yap1 eritilir ve olusan fibrin yikim {irlinleri absorbe edilir. Fibrinin tamamiyla
yikildig1 durumlarda iyilesme ile siire¢ tamamlanir. Fibrinin eritilemedigi durumlarda
fibrin kalic1 hale gelip organize olarak peritoneal yapisiklik ile siireg tamamlanir [2—

3.

Peritoneal hasarlanma sonrasi olusan inflamatuar hiicrelerin aktiviteleri
dinamik bir sirectir. Hasarlanmanin ilk 1.—2. gtnu polimorfonikleer ndétrofiller
(PMNL) ortama hakimdir. Takiben monositler diferansiye olmaya baslayarak
makrofajlar olusur ve 3. giinde peritoneal makrofajlar cogunlugu olusturmaya baslar,
4~7. gunlerde peritoneal ylzeyde mesotelia hicrelerin sayisi belirginlesir, 5.—7.

giinlerde fibroblastlar hasarlanma bolgesinde belirginlesen hiicrelerdir [2—3, 17].

Peritoneal dokuda iyilesme tiim zar boyunca es zamanl baslar. Ug gin
igerisinde bag doku hicreleri hasarlanma bdlgesini sarar, 5. gunden sonra
submezotelial hiicrelerden koken alan mezoteliyal hiicreler tek kat seklinde

peritoneal yaray1 kapamis olur [2—3].

Postoperatif yapigiklik gelisimi kompleks etkilesimler ve biokimyasal
faktorler sonucu inflamasyon, doku onarimi, angiogenez ve innervasyon gibi

sureglerin sonucudur [18-19].



Peritoneal hasarlanma sonrasi eszamanli olarak inflamatuar hiicreler,
proinflamatuar sitokinler, kompleman ve koagulasyon kaskadi aktive olmakta ve bu

faktorlerin etkilesimi siirecin gidis yoniint belirlemektedir [19].

Peritonel yapisiklik gelisiminde ¢esitli vazoaktif aminlerin de dnemli rolU
bulunmaktadir. Mesotelial mast hiicreleri peritoneal yaralanma sonrasi yaralanma
bolgesine go¢ ederek aktive olurlar ve histamin, serotonin, bradikinin salgilarlar.
Salgilanan bu vazoaktif aminlerin etkisiyle vazodilatasyon ve permeabilite artisi olur.
Bunun sonucu olarak da fibrinojenden zengin sivi hasarlanma bolgesine go¢ ederek

peritoneal iyilesme-yapisiklik siirecine etki ederler [2, 6, 16].

Peritoneal yaralanma sonrasi iyilesme ve yapisiklik gelisimi ¢ogunlukla
zedelenme, iskemi inflamasyon, vaskiler permeabilite artis1 seklinde ilerler. Diger
bir yol ise yaralanma sonrasi kanama, koagulasyon sisteminin doku faktori yoluyla
aktive olmasi ve sonugta fibrin olugmasidir. Bu iki yolda birbiri ile yakin etkilesim

icinde, birbiri ile dengede ve eszamanli olarak goérev alirlar [3.19].

Peritoneal fibrinolitik aktivite normalde peritoneal hasarlanmadan sonra
aktive olmakta ve giderek islevi artmaktadir. Fibrin matriksin eritilmes icin
peritoneal fibrinolitik aktiviteye ihtiyag vardir. Peritoneal iyilesme ve yapisiklik
olusumunda fibrinolitik sistem anahtar role sahiptir. Fibrinolitik sistemin asil unsuru,
plazmada inaktif formda bulunan plazminojenin fibrini eritmek tzere plazmin haline

doniisme siirecidir [17,19].

Fibrinolitik sistemin dengesini saglamak i¢in aktivator ve inhibitor faktorler

vardir.

Doku plazminojen aktivator (tPA) ve Urokinaz plazminojen aktivattr (UPA)
plazminojen aktivator sistemleridir. TPA mao6r olarak peritoneal-mesotelial

hiicrelerden salgilanir.[17-19]

Bilinen major inhibitor faktor plasminojen aktivator inhibitordir (PAI). PAI
direk olarak tPA ve uPA'e baglanarak plasmin olusumunu engeller. Cerrahi travma
PA aktivitesini azaltirken, PAIl aktivitesini artirarak yapisiklilik olusumunda
predispozan etki yapar. Yapilan deneysel hayvan modellerinde peritoneal yapisiklik



gelisiminde tPA ve PAI'UnUN roli gosterilmis ve PAI sisteminin inhibisyonunun

peritoneal yapisikligi azalttigi anlasilmistir [17-20].

Tromboplastin kaynakli fibrin tiretimi ve PAA inhibitor aktivitesinin fazla
oldugu durumlarda fibrinolizis tamamlanamaz. Fibrinolitik aktivitenin inhibisyonu
sonucunda 16kosit ve peritoneal kaynakli enzimler fibrindz eksudati ¢ézmede
yetersiz kalirsa fibrOz adezyonlar ilerleyerek fibroz ag oOrgiisiine donisiir.
Fibrositlerin gocu ve kollajen birikimi ile bu fibrin 6rgist biytyerek kapillerlerin
regresyonu ve fibroblastlarin alan1 doldurmasi ile fibroz yapisikliklara doniisiir.
Olusan bu yapisiklar kalicidirlar [2-3, 17-19].

2.3. PERITONEAL YAPISIKLIK OLUSUMUNUN ENGELLENMESI

Ameliyat sonrasi olusan peritoneal yapisikliklarin engellenmesi icin bes ana
mekanizma vardir. Bu mekanizmalar peritoneal yaralanma ve iyilesme basamaklari

dikkate alinarak kurulmustur [3, 16, 21-22].

1. Fibrin olusumunun engellenmesi

2. Lezyon bolgesinde olusan fibrinlerin uzaklastiriimasi

3. Fibroproliferatif yanitin engellenmesi

4. Visseral ylzeylerin mekanik olarak birbirinden ayri tutulmasi
5. Temd cerrahi prensiplere uyulmasi

1. Fibrin olusumunun engellenmesi

Karin i¢i yapisikliklar1 engellemede ilk basamak fibrin olusumunu
engellemektir. Bu basamagi engellemenin temel yolu koagulasyon sisteminin inhibe
edilmesi ve fibrin olusumunun 6ntine gecilmesidir. Bu amacla aspirin, heparin, diisiik
molekiil agirlikli heparin, oral antikoagulanlar, sodyum sitrat, aprotinin gibi
maddeler kullanilmistir. Bu maddelerden bazilar1 yapisikliklari azaltmada etkili
olmakla birlikte kanama gibi ciddi ve istenmeyen yan etkilerden dolay1 giincel pratik

uygulamaya geg¢irilememistir [5, 19, 21, 23].



2. Lezyon bolgesinde olusan fibrinlerin uzaklastirilmasi

Karin i¢i yapisiklart engellemede onemli bir yontem de ortamda olusan
fibrinin  ortamdan uzaklastirilmasidir. Fibrinolizisi artirmak amaciyla ¢esitli
farmakolojik ve mekanik yontemler denenmistir ve denenmektedir. Yapisiklik
olusumunu belirleyen asil faktorler zarar gormiis iki yiizeyin temasi ve fibrinolizisin
yeterli olup olmamasidir. Fibrin matriks ortamdan uzaklastirillamazsa, fibrin
matriksin ~ kapladigi iki peritoneal ylizey arasinda yapisiklhik olusumu
gerceklesecektir. Karin iginde yapisikligi engelleyen baslica etken fibrinolitik enzim
olan plazmindir. Plazmin fibrin peptid baglarin1 pargalayarak fibrin matriksin

uzaklastirilmasinda rol oynar.

Bu bilgi ve gelismeler dogrultusunda karin igi yapisiklik olusumunu 6nleyici
cabalar son donemde daha ¢ok fibrinaolitik ilaglar tizerinde yogunlasmistir [3, 18, 24].
Teorik olarak fibrinolitik ajan karin i¢i yapisiklik profilaksisinde ideal olmasina
ragmen pratikte timit kirict farkli sonuglar alinmistir. Fibrinolizin, streptokinaz ve
drokinaz gibi plazminojen aktivatorleri ile alinan sonuglar yeterli olmamustir [3, 25].
Son zamanlarda rekombinant doku plazminojen aktivatori (R-TPA) ile ilgili
calismalar yapilmis ve yapilan bu deneysel calismalarda yapisiklik olusumunun

onemli 6l¢iide azaldig: bildirilmistir [18, 24, 26].
3. Fibroproliferatif yanitin engellenmesi

Yapisiklik gelisiminde onlemede bir diger yontem de fibroproliferatif yanitin
engellenmesidir.  Anti-inflamatuvar  ilaglar  inflamasyon  ve  fibroblast
proliferasyonunu engelleyerek fibrozisi durdurmaya calisirlar [22, 27]. NSAI ve
steroidler bu amacla en ¢ok kullanilan ilaglardir. Sitotoksik ilaglar da bu basamakta
etki gostererek yapisikligr engellemeye caligirlar [28]. Bu ilaglarla amacglanan
inflamatuvar yanitin azaltilarak karin i¢i yapisikligin onlenmesidir. NSAI ve
steroidler aragidonik asit metabolizmasi yolu ile prostaglandinler ve tromboksan
Uretimini engelleyerek etki gosterirler. Prostaglandinler inflamasyonda, |6kosit
kemotaksisinde, trombosit agregasyonunda ve O0dem gelisiminde onemli rolleri
vardir. Kortikosteroidler fibroblast proliferasyonunu, fibrin ve kollgen birikimini

engeller. Bu ilaglar gesitli deneysel hayvan modellerinde kullanilmig, tim



calismalarda olmamakla birlikte baz1 calismalarda karin ici yapisikligr azalttigi
goOsterilmistir. Deneysel modellerde karin i¢i yapisiklarda kortikosteroid kullaniminin

sonuglari farkliliklar igermektedir [21-22, 27, 29-31].

Cohen ve arkadaglarinin ratlarda steroid igeren solusyonlarin intraperitoneal
olarak verilmesi ile olusturulan deneysel karin i¢i yapisiklik modelinin basarili
oldugu bildirilmistir. Ancak bazi1 arastirmacilarin sonuglarinda farkliliklar vardir

[32].

NSAI ve kortikosteroid ilaglarin etkinligi ve giivenligi icin yapilan
caligmalarin yetersizligi nedeniyle bu ilaglarin karin i¢i yapisiklar1 Onlemede
kullanimi1 smirhidir. Ayrica steroidlerin  immunsupresyon ve yara iyilesmesine

olumsuz etkilerinden dolay1 da cerrahi hastalarda kullanimu risklidir [33].
4. Visseral yiizeylerin mekanik olarak birbirinden ayri tutulmasi

Yapisikliklart engellemede ©nemli basamaklardan biri visseral ylzeylerin
birbirinden ayr1 tutulmasini saglamaktir. Peritoneal yapisiklik gelisiminde en kritik
zaman peritoneal ylUzey hasar sonrasi 3.-5. giinler arasidir [33]. Bu siire igerisinde
bariyer yapici maddeler karin igerisinde rezorbe olmadan durarak, hasarlanmig
peritoneal ve serozal ylizeylerin birbirleriyle temasini engelleyerek karin igi
yapisikligr engellerler. Fiziksel bariyerler kati ve sivi sekillerde kullanilmaktadir.
Kat1 bariyerler olarak ilk Onceleri omental, peritonea greftler ve amniotik
membranlar kullanilmigtir. Diger kullanilan maddeler polytetrafluoroethylene, okside
regjenere seltloz, hyaluronik asid-karboksimetil sellloz (Seprafilm®), biobozunur
polimer film poliglaktid (Surgiwrap®) ve benzeri maddelerdir. Sivi olarak kullanilan
maddeler serum fizyolojik, ringer laktat, hyalUronik asid, viskéz solusyonlar,
dextran, icodextrin (Adept®), vazelin, hint yagi, zeytinyagi, lanolin gibi maddelerdir.
Onkotik basing iizerinden etki eden maddeler ise intraperitoneal siviyr artirarak

hasarlanmis yiizeylerin temas siirelerini azaltarak etki ederler [5, 19, 28, 33].

Hellebrekers ve arkadaslarimin yaptigir deneysel calismada cerrahi sonrasi
karm i¢i yapisikligr onlemede 5 farkli bariyer kullanilarak sonuglar incelenmistir.
Polietilenglikol ve polibutinelterefilate polimerleri (Polyactive®),
polytetrafluoroethylene (Preclude peritoneal membrane®), hyaluronik asid-



karboksimetil sellloz (Seprafilm®) ve Fibrin glue (Tissucol®) maddeleri kullanarak
yaptig1 deneysel calismada Preclude peritoneal membran ve Seprafilm maddelerinin

istatistiksel olarak intraperitonel yapisikligi azalttigi gorilmistiir [34].

Su anicin ideal bariyer gjan bulunmamaktadir. Ideal bariyer gjan, yapisiklig
engelleyen, rezorbe olabilen, biyolojik olarak uyumlu, hasarlanmis yiizeylere etkili,
sistemik etkisi olmayan, immunojenik ve inflamatuar etkisi olmayan, laparoskopik

de uygulanabilen madde olmalidir [5, 19].
5. Temel cerrahi prensiplere uyulmasi

Cerrahi esnasinda dokulara gereksiz temas, manipiilasyon, termal travma ve
koagulasyondan uzak durulmalidir. Peritonel bosluktaki serbest kan miktarini ve
kontaminasyonu en aza indirmek gereklidir. Peritoneal bosluk icerisinde pudra,
absorbe olmayan sutiir, gazli bez parcalar1 gibi yabanci cisimlerden kaginmak
onemlidir. Cerrahi iglem sirasinda dokularin yiizeylerinin kurumasini engellemekte

baslica prensiplerdendir [5, 16].

Laparoskopik cerrahi sonrasi karin i¢i yapisiklik acik ameliyata gore daha

azdir. Bunun daen 6nemli sebebi peritoneal hasarin daha az olugmasidir [19].
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24. HEMOSTAZ

Hemostaz travma sonrasi kanamay1 durduran, damarin normal fonksiyonunu
devam ettirmesi i¢in damarda olusan pihtinin temizlenmesini saglayan birbiri ile

yakindan iligkili karmasik fizyolojik bir mekanizmadir [12, 35-38].

Hemostaz mekanizmasinin 3 fazi bulunmaktadir.
1-Primer hemostaz
2-Sekonder hemostaz (K oagul asyon)
3-Fibrinoliz

Hemostaz mekanizmasinin komponentleri vaskller sistem, koagulasyon
sistemi, trombositler ve fibrinolitik sistemdir. Hemostazin normal olabilmesi i¢in bu
sistemlerin denge halinde ¢alismasi gereklidir [38]. Bu sistemlerdeki dengesizlikler
anormal kanamaya veya tromboza neden olur [12, 38]. Kanin pihtilagmasi ve pihtinin
eritilmesi (fibrinolizis) birbiri ile yakindan iliskilidir [39].

Vaskiiler sistemde hasar olustugunda 1-2 saniye icerisinde refleks olarak
vazokonstriksiyon olusur, takiben hasarlanan alanda kan akimi yavaglar.
Trombositler, hasarlanan alani reseptorleri ile fark ederek adezyon ve agregasyon ile
gecici olarak kanamay1 Onleyen bir trombosit tikag olustururlar [40]. Buraya kadar
olan sire¢ primer hemostaz olarak adlandirilir [12]. Bunu takiben koagulasyon
sisteminin aktive oldugu fibrin pihtisinin olusturulmasina ise sekonder hemostaz
denilir [12]. Endotel hasarinin kiigiik oldugu yaralanmalarda trombosit tika¢ tek
basina kanamay1 durdurabilir [41]. Hasar blyik ise koagulasyon sistemi de devreye
girer ve kalici fibrin tikag olusur.

Hemostaz fosfolipid ylzey Uzerinde fonksiyon gormek Uzere
programlanmistir. Bu 06zelligi ile hemostaz lezyon bdlgesinde sinirlanirlandirilir,
sistemik hale gelmesi engellenir [39].Fibrin tikacin eritilmesi ve damar agikligini

diizenleyen tamir mekanizmasi da fibrinolitik sistemdir [12, 35].
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2.4.1. Primer Hemostaz

Primer hemostaz damar duvar1 endoteliyal hiicre ve trombositlerin major
olarak gorev aldigi karmasik etkilesim sonucunda olusan trombositten zengin,
dayaniksiz, beyaz renkli pihti olusumu ile sonuglanir [12].

Piht1 olusumu damar yaralanmasina yanit olarak vazokonstriksiyon ile baslar.
Trombositler yaralanma sonucu agiga ¢ikan subendoteliyal kollajen fibrillerine,
kollajen reseptorleri ile yapisirlar [12]. Bu reseptorler direkt glikoprotein la/lla
reseptorii araciligi ile veya glikoprotein Ib-1X/V reseptori ile endoteldeki von
Willebrand faktore baglanarak olur. Trombositler ise kollgene baglanarak aktive
olurlar. Sekil degisikligine ugrayan trombositler granll iceriklerini (ADP, ATP,
bluyume faktorleri, VWF, 3 tromboglobulin, fibrinojen, fibronektin, kalsiyum,
serotonin) salgilayarak yeni trombositlerin aktif hale gelmesini saglarlar [39].
Adezyonu trombositlerin agregasyonu takip eder. Agregasyon esnasinda
plateletlerden salinan ADP, prostaglandin G2, tromboksan A2, PAF ve serotonin
agregasyonu aktive ederler [12]. Aktivasyon ayrica koagulasyon sisteminde olusan
trombin ile de artar. Aktive olmusg trombositler glikoprotein IIb/Illa reseptorleri ve
fibrin ile birlikte agrege olur. Primer hemostaz primer trombosit tikagr olusumu
sonlanir [40-44].

2.4.2. Sekonder Hemostaz (K oagulasyon sistemi)

Primer trombosit tikag¢in olusumu ile eszamanli olarak ¢ogunlugu karacigerde
inaktif enzim olarak sentezlenen plazma proteinleri ardisik olarak aktive olur ve
sonugta da plazmada fibrinojenden fibrin olusur [12]. Koagulasyon faktorlerinin
cogunlugu serin proteaz ozelligindedir. Vaskuler sistemde zimojen (inaktif) olarak
bulunur ve proteazlar tarafindan aktive duruma getirilir [35]. Onceki yillarda
koagulasyon sistemi F10 seviyesinde birlesen ekstrensek ve intrensek yol olarak
simiflandiriliyordu.  Giiniimiizde anlatim kolayligi ve laboratuvar testlerinin
yorumlanma kolaylig1 saglarsa da, koagulasyon sisteminin invivo sartlarda sadece
doku faktorii (TF) fiizerinden aktive oldugu bilinmektedir [39]. Koagulasyon

Sisteminin baslaticis1 olan TF 45 kD agirliginda membran reseptoriidiir. TF hemen
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hemen biitlin hiicre membranlarindan ve 6zellikle de endotel htcreleri, perivaskiler
subendoteliyal fibroblastlar, notrofiller, monositlerden kaynaklanmaktadir. Vaskiiler
travma, doku travmasi, endotoksinler, inflamasyon, enfeksiyonlar ve malignensiler
TF salinimina yol agarak koagulasyon sistemini aktive edebilmektedir [12, 39].

TFin agiga c¢ikmasiyla kanda bulunan FVII ile reaksiyonla TF/FVila
kompleksi olusur. TF/FVIIa komplekside FX'u aktive eder [41, 45]. FVIla-TF
kompleksi, direkt etkiyle ve alternatif bir yol olan FIX Uzerinden FX'u aktive ederek
trombin ve fibrin olusumuna neden olur. FX aktivasyonu sonrasi protrombinden
trombin olusumu FXa, FVa, membran fosfolipidleri ve kalsiyumla birlikte
olusturulan protrombinaz kompleksinin etkisiyle geligir [46-47].

Trombin kuvvetli bir trombosit agonistidir. Trombinin fibrinojene etkimesi
ile fibrinojenden fibrinopeptid A ve fibrinopeptid B ayrilarak fibrin monomerleri
olusur. Fibrin monomerleri de polimerize olarak ¢ozunur fibrin polimerine doniisiir
[12]. COzUnlr halde iretilen fibrin FXIIla tarafindan g¢apraz baglar ile stabilize
edilerek ¢cozlnidr olmayan fibrin haline getirilir [41, 48].

K oagulasyon sisteminin dizenlenmesi;

Vaskiiler sistemde olusan hasar, TF'Un agiga c¢ikmasi ile ilerler, fibrin ve
trombositlerden olugsan hemostatik pihtinin yaralanma bdlgesinde sinirli kalabilmesi
icin duzenleyici aktivatér, inhibitor mekanizmalar devreye girer [12, 35].
1.Kan akim1 ve koagulasyon faktorlerinin karaciger tarafindan yikilmasi: Kan akimi
yoluyla koagulasyon faktorleri seyreltilir. Karaciger faktorleri yikarak inhibisyona
katkida bulunur [49].

2. Anti trombin 111 (AT [11): Karacigerde ve endotel hiicrelerinden tiretilir. Trombini
etkisizlestirir. Aktive olmus koagulasyon faktorlerinin en Onemli fizyolojik
inhibitorlerindendir. AT 111 bir serin proteaz inhibitorudir. F Xa, 1Xa, Xlave Xllave
trombin proteazlar1 inhibe ederek etki eder [12]. Heparin ve endotel ylzeyinde
bulunan heparine benzer heparan siilfat molekiilleri AT III’iin etkisini artirir.
Heparinin antikoagulan etki mekanizmasi da AT III {izerinden olmaktadir [38, 50].

3.Doku faktor yolu inhibitord (TFPI): TF-FVIla kompleksini ve FX‘a baglanarak
kalsiyum varhiginda FX'u inhibe ederek koagulasyonu engeller [54].TF salinimu ile
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es zamanl olarak trombositler, endotel hiicreleri ve makrofajlardan TFPI salinarak
koagulasyon dengesi saglanir. Heparin ve diisiik molekiil agirlikli heparin TFPI
saliimin artirir [38, 47].

4.Protein C- Protein S: Protein C ve S koagulasyon sisteminde vitamin K’ya bagiml
inhibitoér yapilardir. Trombin koagulasyon sisteminin aktivasyonu, inhibisyonu,
hticre proliferasyonu ve inflamasyonda rol olan etkin bir faktordir [35]. Trombin FV,
FVII, EXI, EXIIlI ve trombositleri aktive ederek koagulasyonu artirir. Trombin
trombomodulin isimli endotel hiicre reseptorii ile birleserek protein C ‘yi aktive eder.
Protein C kofaktori protein S ile birlikte FVa ve FVIlIai inaktive ederek
koagulasyonu inhibe eder [12, 38].

2.4.3. Fibrinolitik Sistem

Fibrinoliz, plazmada inaktif formda bulunan plazminojenin fibrini eritmek
tizere plazmin haline doniismesi siirecidir [51-52]. Plazminojen karaciger tarafindan
sentezlenir. Plazminojen aktivatorlerince plazmine doniistiiriiliirmesi ile fibrinolitik
sistemin en Onemli son iriinii olusur [12, 39]. Hemostaz sirecinde fibrinoliz
koagulasyon sistemi kadar 6neme sahiptir. Fibrinolitik sistem koagulasyonun sinirli
kalmasin1 ve koagulasyon sonras1 damar tikanikligini engellemek igin galigir [52-53].
Fibrinolitik sistem ek olarak vaskiiler duvar hasarmin tamirinde, anjiogenezde ve
ekstraselliiler matriksin yikilmasinda fonksiyon yapar. Plazmin fibrin yikimi disinda
FV, FVII, FXIIL, vWF ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin yikiminda gorev alir
[54]. Plazmini aktive ve inhibe eden mediatorler bulunmaktadir [12].

Plazminojenin en 6nemli aktivasyonunu saglayan ajan endotel hiicresinden
saliman doku plazminojen aktivatoridiir (t-PA) [55]. Plazminojen ayrica iirokinaz-
plazmin aktivatorii (u-PA), streptokinaz ve bazi siirlingen venomlariyla da aktive
olabilmektedir [51, 56].

Fibrinin plazmin tarafindan yikilmasi ile fibrin yikim frtinleri olusur. En
onemli ve spesifik fibrin yikim {irtini D-dimerdir [12]. Fibrin yikim iriinleri
koagulasyonu ve trombosit agregasyonunu inhibe eder. Kanda yiikselmis D-dimer
diizeyi trombin aktivasyonu ile fibrin pihtinin olustugunu ayni zamanda da plazmin

olusarak fibrin pithtinin pargalanmakta olduguna isaret eder [57].
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Fibrinolizin sinirli kalmasi i¢in inhibisyon mekanizmalar1 vardir. Alfa—2
antiplazmin, Plazminojen aktivator inhibitorleri (PAI) ve Trombin ile aktive edilen
fibrinoliz inhibitoért (TAFI) inhibisyon mekanizmalarini olusturur [51-52, 58-59].

Alfa—2 antiplazmin: Plazmada ve trombositlerde bulunur. Cogunlukla
karacigerde sentez edilir. Gorevi plazmine baglanip bunun fonksiyonunu
engellemektir. Hem serbest haldeki plazmine, hem de fibrine bagimli plazmine etki
edebilir [12]. Fakat serbest haldeki plazmine affinitesi daha fazladir. Sonugta olusan
plazmin- alfa—2 antiplazmin kompleksi karacigerde yikilir [55].

Plazminojen aktivator inhibitorleri: PAI-1, PAI-2, PAI-3, Proteinaz neksin
olmak Uzere bilinen 4 adet inhibitor vardir. Etki mekanizmasi ve fonksiyonu dahaiyi
bilinenler PAI-1 ve PAI-2 dir. Digerlerinin etkisi tam olarak bilinmemektedir [55,
60-61].

PAI-1: Plazmin aktivator inhibitor—1, fibrinolitik sistemin oOnemli bir
inhibitoriidiir. Plazmada ve trombositlerde bulunmaktadir. Viicutta endotel hiicresi,
trombositler, makrofgjlar, monositler ve diz kas hicrelerinde sentez edilirler [12].
PAI-1 aktivasyonu fibrin tarafindan olmakta, tPA ve uUPA'e baglanarak inhibisyon
olusturmaktadir [52, 55, 60-62].

PAI-2: Gebe plazmasinda yuksek dizeyde olculir. Erkek ve gebe olmayan
kadinlarda seviyesi diisiiktiir. Plasental plazminojen aktivator inhibitdr olarak da
bilinir. Gebelikte fibrinolizin dizenlenmesinde gbrevli oldugu bilinmektedir. TPA ve
UPA' 0 inhibe ederek etki eder. Plasenta, monosit ve makrofg hicrelerinden sentez
edilir. Aktivitess PAI-1 den 10 kat daha disiiktiir [55, 60, 63].

Trombin ile aktive edilebilen fibrinoliz inhibitért (TAFI): Trombin ile aktive
edildikten sonra fibrinolizi inhibe etmektedir. Karboksipeptidaz sisteminin Gyesidir.
Karacigerde sentez edilir, 45 kDa agirligindadir. Trombin-trombomodulin kompleks
doza bagli olarak TFAI ve Protein C aktivasyonuna etki eder. Diisiik seviyelerde
TAFI'yi aktive eder. Fakat yUksek seviyelerde Protein C aktivasyonu gerceklesir ve
trombin miktar1 azalarak TAFI inhibe edilmis olur [35, 58-59].
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2.5. AKTIVE PROTEIN C

Protein C (PC), vitamin K*ya bagimli olarak karacigerde sentez edilir ve serin

proteaz yapidadir [8-9].

Drotrecogin afa (DA) insan Aktive Protein C'nin rekombinant yapidaki bir
formudur [8, 64]. Aminoasit dizilimi insan APC'nin aynisidir ve takriben 55 kilo

dalton molekiil agirhiligindadir [64].

Protein C viicutta zimojen (inaktive) formda bulunur, dolasim sisteminde
hemostaz ve inflamasyonun regiilasyonunda dnemli rol oynar ve yaklasik 4 pg/ml
konsantrasyonda bulunur [8]. APC’ nin yar1 6mrii yaklasik 20 dakikadir. Plasma serin
proteaz inhibitorlerince inaktive edilir. DA'nin eliminasyonu ise bifaziktir, hizli
baslangi¢ eliminasyonu (t%2=13 dakika) ve bunu izleyen yavas faz eliminasyonu
(t%2=1,6 saat) mevcuttur [64].

Aktive Protein C koagulasyon faktorlerinden FaktorVa (FVa) ve FaktorVilla
(FVIIIa)'y1 inhibe ederek antikoagulan etki goOsterir. Protein S, Protein C'nin
kofaktoridur [14-15].

Dolasim sisteminde trombin, trombomodulin etkilesimi ile trombin-
trombomodulin kompleksi olusur. Endoteliyal hicre Protein C reseptori ile
kompleksin birlesimi sonucunda inaktive formdaki Protein C aktive forma doniisiir
[8, 11]. Trombomodulin ile baglanan trombin etkisizlesir. Fibrinojeni fibrine
doniistiremez. Koagllan aktivite tamamlanamaz. Trombinin trombositleri
aktivasyonu ve tromboz onlenir [12-13]. Aktive Protein C doku faktorinl inhibe
eder ve koagulasyonu azaltir[8, 10-11].

APC indirekt olarak profibrinolitiktir. Aktive Protein C plazminojen aktivator
inhibitor—1 (PAI-1)'i inaktive ederek, trombin aktivator fibrinolozis inhibitor
(TAFI) G inhibe eder. SonuctatPA’y1 dolayist ile de fibrinolozisi arttirir [10, 14].

Aktive Protein C'nin 6nemli 6zelliklerinden biri de antiinflamatuvar ve
antiapoptotik etkileridir [8, 15]. Protein C, Aktive Protein C'ye doniistiigiinde,

trombin inhibe edilir ve trombin yoluyla olusan inflamatuvar etkiler 6nlenmis olur
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[13, 15]. APC inflamatuvar sitokin yapimini (TNF-alfa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10) ve
notrofil aktivasyonunu onler. Direkt olarak kemotaksisi inhibe eder [9, 13, 15].
Endotel hiicresinde bulunan adezyon molekillerinin (ICAM-1, VCAM-1, E-selektin)
sentezini Onleyerek antiinflamatuvar etkiye katkida bulunur [13-15]. APC'nin
endotel hiicre bariyer fonksiyonunu koruyucu (sitoprotektif) etkisi de vardir [13-15].
APC antiapopitotik etkilidir, bu etkiyi endotelial protein ¢ reseptdr (EPCR)-protease-
aktive reseptor 1 (PAR-1) bagimli yol Uzerinden ve antiapopitotik genlerin sentezini
artirip, pro-apopitotik genlerin sentezini azaltarak yapar [13-15]. APC ayrica NF-kB
sentezini azaltarak antiinflamatuvar ve antiapoptotik etki gosterir [13-15]. Nukleer
faktor kappa B (NF-kB) proinflamatuar gen olusumunda, apopitozisde ve trombin

kaynakli inflamatuvar sistemde gorev alir [13-15].

Siddetli sepsis varliginda anormal koagulasyon parametreleri de eklenince
mortalite belirgin sekilde yiikselir. Bu durumda majoér dogal antikoagulanlar olan
antitrombin 111, TFPI ve PC diizeyinin azaldig1 izlenmistir. Siddetli sepsiste

hastalarin %80 den fazlasinda PC seviyesi normal sinirin altindadir [8].

Rekombinant Aktive Protein C ¢oklu organ yetmezligi ve APACHE Il skoru
25‘ten yiiksek olan sepsisli hastalarin tedavisinde FDA (Food and Drug

Administration) tarafindan onaylanmistir [9-10, 64].

PROWES (Faz Ill uluslararasi, ¢ok merkezli, randomize, cift kor, plasebo
kontrollii) ¢alismasina siddetli sepsis tanist olan 1690 eriskin hasta alinmustir.
Hastalara rekombinant APC veya plasebo verilmis, 28 ginde herhangi bir nedenle
OlUm oranmin goreceli olarak %19,4, mutlak olarak da %6,1 azaldigi saptanmistir
[10].

Aktive Protein C ’nin goriilen en sik yan etkisi kanamadir. PROWES
caligmasinda Aktive Protein C verilen grupta kanama orani %3.5 iken, plasebo
grubunda kanama %2 olarak goériilmistiir [10]. Kanama siklikla ilagin verilmeye
baslandigr ilk giinde olmaktadir. Kanama riski ¢zellikle siddetli tombositopeni ve
menenjitte artmaktadir. APC trombosit sayisinin 30.000 iizerinde oldugunda

verilebilir [9].
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Rekombinant APC’nin kontrendikasyonlar1 ise aktif internal kanama, Uc ay
icerisinde hemoragjik stroke, iki ay icerisinde gegirilmis intrakranial kanama,
intraspinal cerrahiler veya siddetli kafa travmasi nedeniyle hastaneye yatirilmas,
epidural katater takili, intrakranial Kitle, serebral herniasyon bulgusu olan, kanama
riski yiiksek travma hastalar1 ve Konjenital kanama egilimi dykiisii olan hastalardir

[10].

Rekombinant APC tedavisi, cerrahi girisimlerden iki saat once kesilmelidir
[10].
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3.GEREC-YONTEM

Bu prospektif kontrollii deneysel calisma, Kirikkale Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunun izni (20.01.2010 tarih ve 10/02 karar no) ile
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Siileyman Demirel Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dali Deney Hayvanlar1 Arastirma

Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Bu calismada 260-280 g. agirliginda 45 adet disi wistar albino rat1 kullanildi.
Ratlar deneysel ¢alismadan 1 hafta 6nce laboratuvara alindi. Ratlar 21°C’ de tutulup,
su ve standart rat yemi ile beslendi. Girisimden 2 saat 6nce ratlarin oral alim1 kesildi,
suicmelerineizin verildi. Calismaya dahil edilen ratlar kontrol grubu, sham grubu ve
Aktive Protein C (APC) grubu olmak iizere 15’er denekten olusan ii¢ esit gruba
ayrildi.

3. 1. Anestezi uygulama

TUm ratlaraintraperitoneal ketamin (Ketalar®, 500mg 10ml flakon Pfizer; 90
mg/kg) ve ksilazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Almanya; 10 mg/kg) ile anestezi
uygulandi.

3. 2. Kan ornegi alim ve biokimyasal 6lcimler

Tim gruplardaki ratlarin kuyruk venasindan 0,5 ml kan alindi. O.saat
plazminojen aktivator inhibitor—1 (PAI-1) diizeyi ¢alisildi (Resim 3.1). Postoperatif
2. saatte tiim ratlarin kuyruk venasindan 0.5 ml kan alinip postoperatif plazminojen

aktivator inhibitor—1 (PAl-1) diizeyi ¢aligildu.

Kan ornekleri EDTA D tliplere konuldu. Ornekler 2500 devirde 15 dakika
boyunca santifurije tabi tutularak plasma elde edildi ve -20°C’ de muhafaza edildi.

Ornekler galisiimadan 6nce 37°C’de 15 dakika 1s1t1ldi. Plazminojen aktivator
inhibitor—1 (PAI-1) dizeyleri elisa yontemiyle calisildi IMUCLONE®,Rat PAI-1
ELISA, American Diagnostica Inc. Stamford, USA.).
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Biokimyasal 6lgimlerde pQuant Spectrophotometer (BioTek®. Instruments,
Inc. USA.) ve Elx 50 Otoplate Washer (BioTek®. Instruments, Inc. USA.) cihazlar
kullanilmustir.

Tiim biyokimyasal dl¢iimler Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya

Anabilim Dal1 tarafindan yapildi.

Resim 3.1.Rat kuyruk veninden kan 6rneklerinin toplanmasi
3. 3. Cerrahi uygulama ve ila¢ kullanimi

Ratlarin abdominal bolgeleri tras edilip betadinle temizlendikten sonra, steril
sartlar altinda her rat i¢in ayr steril cerrahi alet seti kullanilarak, her bir gruptaki
ratlarin karin orta hattindan yaklasik 2—3 cm’lik insizyon ile laparatomi yapildi

(Resm3.2.).

Cekum bulunup kalin barsak tizerindeki yaklasik 1 cm ’lik alana etilen oksit

ile steril edilmis yumusak uglu firca ile serozal hasarlanma olusturuldu (Resim 3.3.).
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Resim 3.2. Orta hat |aparatomi

Sham grubuna ek bagka bir islem yapilmadan fasya 4/0 yuvarlak poliglaktin
(Ethicon®, Johnson&Johnson, USA), ile cilt 4/0 keskin polipropilen dikis
(Ethicon®, Johnson& Johnson, USA), ile tek tek kapatildi.

Kontrol grubundaki ratlarin serozal hasarlanma bolgesine 5 cc serum
fizyolojik verildikten sonra fasya 4/0 yuvarlak poliglaktin  (Ethicon®,
Johnson& Johnson, USA), ile cilt 4/0 keskin polipropilen dikis (Ethicon®,
Johnson& Johnson, USA), ile tek tek kapatildi.
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Resim 3.3.Serozal hasarlanma

Aktive Protein C grubundaki ratlaraise 100 pg/kg dozunda Aktive Protein C
(Xigris®, Lilly, USA) 5cc serum fizyolojik iginde serozal hasarlanma bolgesine
verildikten sonra fasya 4/0 yuvarlak poliglaktin (Ethicon®, Johnson& Johnson,
USA), ile cilt 4/0 keskin polipropilen dikis (Ethicon®, Johnson& Johnson, USA), ile
tek tek kapatildi (Resm 3. 4.).

Tiim gruptaki ratlara standart rat yemi ve su ile 21 giin bakim verildi.

Deney gruplarinda 6len hayvan olmadi.
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Resim 3.4.Karin kapatilmasi

3.4. Kann ici yapisiklarin degerlendirilmesi

Postoperatif 21. ginde her U¢ gruptaki ratlar yiksek doz eter anestezi ile
sakrifiye edildi. Karin 6n duvari, orta hat insizyon ve serozal hasarlanma yapilan
bolgeyi de icine alacak U seklinde bir flep halinde kaldirildi. Laparatomi sonrasi her
i gruptaki ratlarin, adezyonlar1 kopma direnci, yayginlik ve goriiniimlerine gore

Modifiye Diamond Skalas1 kullanilarak degerlendirildi (Tablo 3.1) [65].
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Tablo3.1. Modifiye Diamond Skalasi

Skor | Yayginlik GOrinim Direng
0 Yok Yok Yok
1 <%25 Ince Tiil Gibi, Saydam Avaskiiler | Kolay Ayriliyor
Traksiyonla
2 %25-%50 Opak, Yarisaydam, Avaskiiler
Ayriliyor
Kunt Diseksiyonla
3 %050-%75 Opak, Yarisaydam, Kapiller
Ayriliyor
Keskin Diseksiyonla
4 >0%075 Opak, Kalin Damarlar Mevcut
Ayriliyor

Cahismadan ¢ikarilma kriterleri

e Anestezi siras1 ve sonrasinda arrest gelisip hipoksik kalan si¢anlar
e Bakim sirasinda hastalik gelisen veya anatomik bozuklugu olan siganlar

e Bakim sirasinda exitus olan hayvanlar

3. 5 istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS for Windows 17.0 (SPSS Inc. Chicago, IL,
USA) istatistik programi kullanilarak yapildi. Istatistiksel yéntem olarak gruplar
arast farkliliklar1 degerlendirmek icin Kruskal-Wallis testi, grup i¢i farkliliklari
karsilagtirmak icin ise Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0.05 anlamli olarak kabul
edildi.
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4BULGULAR
4.1. Plazminojen Aktivator inhibitér-1 Dizeyleri

PAIl-1 diizeyi tim calisma gruplarindaki ratlarin dorsal kuyruk veninden 0.

saatte ve 2. saatte 0,5 cc kan alinarak calisildu.

0O.saatte PAI-1 dizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p > 0.05 ),
postoperatif 2.saatteki drneklerde PAI-1 diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir
farklilik izlendi (p < 0.05).

Gruplar arasi karsilagtirmada:

Sham grubu ve kontrol grubu arasinda postoperatif 2. Saat PAI-1 duzeyleri
acisindan istatistiksel anlamli fark saptanmadi (P > 0.05).

APC grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda postoperatif 2.saat PAI-1
degerlerinin anlamli olarak diisiik oldugu izlendi (p < 0.05). Yine sham grubu ile
karsilagtirildiginda postoperatif 2. saat PAI-1 degerlerinin anlamli olarak diisiik
oldugu goriildii (p < 0.05).

Grup i¢i karsilagtirmalarda, APC grubunda postoperatif 2.saatteki PAI-1

diizeylerinin, 0. saate gore anlaml1 olarak diislik oldugu izlendi (p < 0.05).

Tablo 4.1. Sham Grubu Plazminojen Aktivator Inhibitor—1 (PAI-1) diizeyleri

Sham Grubu

Rat No

10

11

12

13

14

15

Osaat PAI-1
diizeyi

1,34

1,34

1,28

141

2,79

1,45

1,61

1,39

131

1,36

1,71

1,50

2,72

2,96

1,78

Postoperatif

2. Saat PAI-1
diizeyi

1,37

2,40

3,02

7,61

9,65

9,59

2,44

2,56

2,25

2,26

2,36

2,66

331

3,09

2,19
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Tablo 4.2. Kontrol Grubu Plazminojen Aktivatér Inhibitér-1 (PAI-1) diizeyleri

Kontrol Grubu | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [11 [12 [13 [14 [15
Rat No

Oseat PAI-1| 142 [178 [ 138 [ 1,31 | 1,25 [ 1,34 [ 129 | 1,33 | 1,61 | 155 | 143 | 1,33 | 221 | 2,46 | 2,82
diizeyi

Postoperatif 240 (338 [ 1,49 [ 174 | 159 | 241 (395 | 163 | 1,67 | 1,74 | 2,85 | 339 | 240 | 2,74 | 7,16
2. Saat PAI-1

diizeyi

Tablo 4.3. APC Grubu Plazminojen Aktivator Inhibitor—1 (PAI-1) diizeyleri

APC Grubu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [112 [12 |13 [14 [15
Rat No

Oseat PAI-1|235 [ 223 [204 [ 1,98 [ 211 | 153 [ 149 | 1,48 | 142 | 157 | 1,40 | 1,48 | 196 | 214 | 1,74
diizeyi

Postoperatif 151 [ 154 [ 157 [ 152 [ 133 [ 150 | 1,25 | 165 | 1,39 | 1,33 | 1,66 | 1,64 | 1,56 | 2,06 | 1,60
2. Saat PAI-1

diizeyi
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4.2. Karin Ici Yapisiklarin Degerlendirilmesi

Modifiye Diamond Skalasi kullanilarak yapisiklar makroskopik olarak
degerlendirildi.

APC grubundaki yapisiklik skorlarinin, hem kontrol hem de sham grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu izlendi (p<0.05).

Sham ve kontrol grubu arasinda yapisiklik arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4.4 Modifiye Diamond Skalasina Gére Sham Grubu Yapigiklik Skorlari

Sham | 1. |2 |3. |4 |5 |6, |7. 8 |9 |10.]|11. |12 |13.|14. |15

Grubu |rat |rat |rat | rat |rat | Rat |[rat |rat | rat | rat |rat |rat | rat | rat | rat

Skor 0 + |+ + + +

Skor 1 +

Skor 2 | + + + |+ +

Skor 3 + + +

Skor 4 +
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Resim 4.1.Sham grubu karin i¢i yapisiklik

Tablo 4.5. Modifiye Diamond Skalasina Gére Kontrol Grubu Yapisiklik Skorlari

Kontrol

Grubu

1.

rat

2.

rat

3.

rat

4.

rat

5.

Rat

6.

rat

7.

rat

8.

rat

0.

rat

10.

rat

11.

rat

12.

rat

13.

rat

14.

rat

15.

rat

Skor O

Skor 1

Skor 2

Skor 3

Skor 4
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Resim 4.2.Kontrol grubu karin i¢i yapisiklik

Tablo 4.6. Modifiye Diamond Skalasina Gére APC Grubu Yapisiklik Skorlart

APC |1. |2 |3 |4 |5 |6. [7. |8 |9 |10 |11 |12 |13. |14 |15

Grubu |rat |rat |rat | rat |rat | Rat |[rat |rat [ rat | rat |rat | rat | rat | rat | rat

SkorO |+ |+ + [+ |+ + |+ + |+

Skor 1 + |+ +

Skor 2 + |+ +

Skor 3

Skor 4
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Resim 4.3.APC grubu karin i¢i yapisiklik
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5.TARTISMA

Karin ameliyatlarindan sonra gelisen karin i¢i yapisikliklar hem hasta hem de
hekim agisindan 6nemli bir sorun olmaktadir. Karin i¢i yapisikliklar ameliyat sonrasi

gelisen mekanik obstriiksiyonun en 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir [2-4].

Karin ameliyatlar1 sonrasi yapisiklik olusumunda birgok faktor rol oynar.
Ameliyat esnasinda karin i¢i organlarda gelisen doku hasar1 ve iskemisi, vaskiler
yaralanma, peritoneal-serozal yiizeylerin yaralanmasi, yabanci cisimlerin karin iginde
birakilmasi, yetersiz kanama kontrolli, kimyasal-termal reaksiyonlar, peritonedl
endometriosiz, pelvik inflamatuar hastalik, peritonit ve intra-peritoneal serbest kan,

piht1 varligi karin i¢i yapisikliklari artiran faktorlerdir [2, 5].

Peritoneal yapisikliklarin engellenmesi amaciyla glindeme getirilecek
Onlemler fibrin birikimini, fibrinolitik aktivitenin uyarilmasmni ve fibroblastik
proliferasyonun uyarilmasini engellemeli, hasarlanmis yiizeylerin ayrilmasini

saglamalidir [28].

Y etersiz fibrinolitik aktivitenin bircok sebebi bulunmaktadir. Cerrahi travma
Plazminojen aktivator (PA) aktivitesini azaltirken, Plazminojen aktivator inhibitor
(PAI) aktivitesini artirarak yapisiklilik olusumunda predispozan etki yapar [2, 7].

Buckman ve arkadaslari, ratlarda deneysel olarak peritoneal hasar olusturulan
(travma, iskemi) dokuda normal peritonea dokuya gore, plazminojen aktivator
diizeyinin anlamli derecede diisiik oldugunu saptanmistir. Buckman ve arkadaslarinin
calismasinda plazminojen aktivatorleri inhibisyonun neden oldugu, diistk dizeyin
yetersiz fibrinolizise ve giderek fibréz adezyonlara yol a¢tig1 vurgulanmistir [66].

Gervin ve arkadaslarinin, kopekler iizerindeki deneysel ¢alismalart da bu savi
destekler niteliktedir. Bu ¢alismacilar serozal yiizeylerde yapilan tahris ve mekanik
travmanin bdlgede fibrinolitik aktiviteyi %350’den fazla diisiirerek adezyon
olusumuna yol agtigini bildirmislerdir [67].

Bu galismada intraperitoneal olarak verilen APC'nin karin i¢i yapisikliklari
Sham ve Kontrol grubuna goére azalttig1 tespit edilmistir. Deneklerden alinan kan

numunelerinin biyokimyasal analizleri sonucunda Aktive Protein C verilen grupta,
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plazminojen aktivatdr inhibitor—1 diizeylerinin ilag uygulanisindan sonra artis
gostermedigi bulunmustur.

Plazminojen aktivator inhibitérinin kullanilmasi fibrinoliz basamaginda
dbniim noktalarindan birisidir. Falk ve arkadaslar fareler tizerinde yaptigi deneysel
caligmada intraperitoneal yontemle poliklonal tavsan PAI-1 antikoru uygulayarak
PAI-1 inhibisyonu saglamislar ve bunun sonucunda karin i¢i yapisikliklarin
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigini gostermis, fibrinolitik sistemi aktive
ederek yapisikliklar1 engellemeye calismiglardir. Calismamizin sonuglar1 Falk ve

arkadaglarinin ¢alismasi ile uyumludur [20].

Fibrinolitik sistemin uyarilmasinin en 6nemli yan etkilerinden biri de kanama
kontroliiniin saglanamamasidir. Bu ¢alismada da, Falk ve arkadaglarinin yaptigi
caligmaya benzer olarak kanama komplikasyonu goériilmemistir [20].

Menzies ve arkadaslarinin disi tavsanlar lizerinde yaptigi deneysel ¢alismada
uygulanan topikal doku plazminojen aktivatérinin (t-PA), karin i¢i yapisiklik
olusumunu azalttig1 ortaya konmustur. Calismada ilacin hemostaz {izerine olumsuz
bir etkisinin olmadigi, yara iyilesmesi ve hemostaz agisindan gruplar arasinda fark
goriilmedigi bildirilmistir. Menzies ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismanin sonuglarina
benzer sekilde yapilan, bu calismada da APC grubunda yara iyilesmesi ve hemostaz
acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir [68].

Yine Dorr ve arkadaslari, disi tavsanlar iizerinde yaptiklar1 deneysel
calismada intraperitoneal olarak verilen doku plazminojen aktivatOriiniin karin igi
yapisiklik olusumunu istatistiksel olarak azalttigin1 gostermislerdir [69].

Helleberkers ve arkadaslari endometriozisli 50 hasta iizerinde yaptiklari
klinik aragtirmada karin i¢i yapisiklik ile plazminojen aktivatdr inhibitor—1 dizeyleri
arasinda anlamu bir iliski tespit etmislerdir [70]. Karin i¢i yapisikliklarin fazla oldugu
olgularda peritoneal sivi igerisinde plazminojen aktivator inhibitor—1 dizeylerinin
yilksek oldugunu gostermislerdir. Bu c¢alismanin sonuglarina benzer olarak
calismamizda karin i¢in yapisikliklarin fazla oldugu gruplarda plazminojen aktivator
inhibitor—1 dizeyi yiiksek bulunmustur. O.saat plazminojen aktivator inhibitér—1
diizeylerinin, serozal travma nedeniyle postoperatif 2. saatte artmasi beklenmesine
ragmen, APC grubunda plazminojen aktivator inhibitor—1 dizeylerinin

inhibisyonuna bagli olarak postoperatif 2. saatte bu artis tespit edilmemistir [70].
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Helleberkers ve arkadaslarinin yaptiklari bu klinik arastirmada, postoperatif
adezyon olusumunda plazminojen aktivatdr inhibitdr-1’in yapisiklik olusumunu

anlamak icin potansiyel bir belirleyici olabileceginden s6z etmislerdir [70].

Di Flippo ve arkadaslarinin yaptigi deneysel ¢alismada postoperatif peritoneal
yapisikliklarda plazma TPA ve PAI-1 seviyeleri incelenmistir. Bu c¢aligmanin
sonuglarma gore postoperatif yapisikliklarda hem doku hem de plazma TPA

seviyeleri azalirken, PAI-1 seviyelerinde artma tespit edilmistir [71].

Hill-West ve arkadaslarinin yaptigi  deneysel calismada ratlarda cerrahi
sonrasi yapisiklik olusumunu etkileri arastirmak igin lokal salinan fibrinolitik ajanlar
kullanilmistir. T-PA, u-PA ve streptokinaz ajanlari kullanilan galismada fibrinolitik
aganlar direkt olarak intraperitoneal uygulanmistir ve t-PA verilen grupta
yapisikligin azaldigi tespit edilmistir [25].

Ayni ¢alismada fibrinolitik ajanlar hidrojel matriks igerisinde lokal salinim
olarak verilmistir. Hidrojelin mekanik bariyer olarak yapisikli§i azalttig
goriilmistiir. Yine hidrojelin t-PA ve u-PA ile verildigi gruplarda da siddetli
yapisiklik olmadigr goriilmistiir.Calismada yara iyilesmesinde bozukluk ve kanama
izlenmemistir [25].

Edelstam ve arkadaslarinin yaptigi klinik calismada, pelvik inflamatuvar
hastalik, endometriosiz ve pelvik adezyon tanisi alan kadmlarda peritoneal
yapisikliklar ile periton sivisinda fibrinolizis aktivitesi incelenmistir. Peritoneal
yapisikliklar nedeni ile laparotomi yapilan hastalarda PAI-2 antijeninin peritoneal
stvida daha fazla konsantrasyona sahip oldugunu gostermislerdir [72].

Aktive protein C'nin dnemli 6zelliklerinden biri de antiinflamatuvar etkisidir
[8,15]. APC inflamatuvar sitokin yapimin1 (TNF-alfa, 1L-1, IL-6, IL-8, IL-10) ve
notrofil aktivasyonunu onler, direkt olarak kemotaksisi inhibe eder [9, 13, 15].
Endotel hiicresinde bulunan adezyon molekillerinin (ICAM-1, VCAM-1, E-selektin)
sentezini Onleyerek antiinflamatuvar etkiye katkida bulunur [13-15]. APC'nin
endotel hticre bariyer fonksiyonunu koruyucu (sitoprotektif) etkisi de bulunur [13-
15]. Aktive Protein C'nin antiinflamatuvar etkisi, fibroblastik proliferasyonu inhibe
ederek karin i¢i yapisiklik olusumunu azaltabilir [73].
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Guido Alsfasser ve arkadaslar1 yaptiklari deneysel ¢aligmada Aktive Protein
C'nin antiinflamatuvar etki gostererek akut pankreatitli deneklerde enflamasyonu
azattigi, sagkalimi arttirdigini géstermislerdir [73].

Zafer Teke ve arkadaslarinin yaptigi deneysel ¢alismada mesenterik iskemi-
reperflizyon sonrasi intestinal mukoza hasarina Aktive Protein C'nin etkis
degerlendirilmistir. APC tedavis verilen grupta intestinal mukozal hasar skorunun
anlamli oranda azaldig1 bulunmustur. APC’ nin intestinal dokuda oksidatif enzim ve
nitrat-nitrit seviyesini azalttigi, antioksidan enzim seviyesini artirdigi, plazmadaki
proinflamatuar sitokin ve D-dimer seviyesini azalttig tespit edilmistir. APC tedavis
verilen grupta intestina 6demin azaldigi ve sagkalim oraninin daha yuksek oldugu
saptanmustir [74].

Fibrin yapimi, fibrin yikimi arasindaki denge karin ici yapisikliklarin
olugsmasini belirler. Fibrinolitik aktiviteyi artiran Aktive Protein C'nin daha kapsamli
deneysel ve klinik arastirmalarla desteklendigi takdirde, karin ici yapisikliklar
onlemede umit vaat etmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu calismada deneysel karin i¢i yapisiklik modelinde Aktive
Protein C’nin karin i¢i yapisiklik iizerine etkileri aragtirilmistir. Aktive Protein C'nin
intraperitoneal uygulanmasindan sonra, postoperatif 21.glinde makroskopik olarak
yapisikliklarin anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir. Deneklerden alinan kan
orneklerinde APC grubunun plazminojen aktivator inhibitér—1 (PAI-1) dizeylerinin
diger gruplara gore anlamli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir.

Aktive Protein C, plazminojen aktivator inhibitdr -1'i inhibe edip, yapisiklik
engellenmesinde major basamaklardan biri olan fibrinolizi artirarak bu etkiyi
gostermistir. Aktive Protein C’nin karin i¢i yapisikliklar1 engelleme mekanizmasinin
daha iyi anlasilmast i¢in deneysel ve klinik daha kapsamli arastirmalarla

desteklenmesi gerekmektedir.
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