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OZET

Sepsis kolon anastomozu sonrasinda iyilesmeyi bozan en ciddi risk
faktorudir. Calismamizda B—hidroksi B—metilbutirat'in (HMB) deneysel olarak LPS
ile olusturulmus sepsis modelinde kolon anastomozu iyilesmesine etkilerinin
arastiriilmasi amacglanmistir.

Calisma dort gruptan (10’ar rat) olustu. Gruplardan KA'da kolon
anastomozu (KA), LPS+KA'da LPS ortaminda KA, KA+HMB'de KA'da HMB
tedavisi ve LPS+KA+HMB'de KA'da LPS ve HMB tedavisi uygulandi. Sepsis
olusturmak icin LPS (2 mg/kg, i.p.) KA'’dan 18 saat 6nce uygulandi. HMB (1x2
mg/kg/gun, gava;j ile) tedavisi KA’dan 12 saat sonra baslanip 7 gin devam etti.
KA’dan 7 gun sonra ratlar sakrifiye edildi. Gruplar fizyolojik, biyokimyasal ve
histopatolojik parametrelerle degerlendirildi. Fizyolojik olarak agirlik degisimi ve
anastomoz patlama basinci kullanildi. Biyokimyasal olarak kanda I6kosit, serumda
tumor nekroz faktor-a [TNF-a], miyeloperoksidaz [MPO], nitritnitrat, stuperoksit
dismutaz [SOD], hiroksiprolin, malondialdehit [MDA] bakildi. Anastomoz
dokusunda MPO, MDA, SOD, nitrit-nitrat, hidroksiprolin ve TNF-a incelendi.
Histopatolojik olarak Hematoksilen-Eozin [H-E] ve immuanohistokimyasal
induklenebilir nitrik oksit sentaz [iINOS]) ile degerlendirildi.

HMB'nin kullanildigi gruplarda istatistiksel olarak anlamli fark olmasa da
anastomoz patlama basincinda artis oldugu, serum MDA dlzeylerinde ise
KA+LPS+HMB grubunda yuUkseklik oldugu goérildi Serum ve doku SOD
seviyelerinde HMB istatistiksel olarak anlamli artisa neden oldu, doku Nitrit-nitrat
dizeylerinde HMB istatistiksel olarak anlamli distse neden oldu. HMB serum
hidroksiprolin duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli farka neden oldu.
Histopatolojik incelemelerde; H-E ile fibrozisin ve inflamasyonun degerlendirildigi
gruplar ve yine INOS'lu gruplarda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

Sonug olarak LPS ile olusturulan sepsiste HMB tedavisinin sepsis
nedeniyle bozulmus olan kolon anastomozunda anastomozun fiziksel glcline
katkida bulundugu ve inflamasyonu azaltarak yara iyilesmesini olumlu etkiledigini

distunmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Kolon Anastomozu, Beta-Hidroksi Beta-Metilbutirat,

LPS, sepsis.



ABSTRACT
The Effects of Beta-Hydroxy Beta-methylbutyrate on The Healing of Colonic
Anastomosis in An Experimental Sepsis Model Induced by Lps in Rats

Sepsis is the most serious factor in the recovery period after colon
anastomosis. In our study, we aimed to investigate the effects of B—hydroxy B—
methylbutyrate (HMB) on colon anastomosis healing in a sepsis model created
experimentally by LPS.

The study consisted of 4 groups (10 rats in each). In group KA colonic
anastomosis, in LPS+KA KA induced by LPS, in KA+HMB HMB treatment in KA,
in LPS+KA+HMB HMB treatment and LPS in KA was performed. In order to create
sepsis LPS was applied 18 hours before colon anastomosis. HMB treatment
started 12 hours after colon anastomosis and continued for 7 days. Then the rats
were sacrificed. The physiological, biochemical, and histopathological parameters
of groups were evaluated. Weight changes and burst pressure of the anastomosis
were evaluated for physiological parameters. Leukocytes in blood and tumor
necrosis factor- a (TNF-a), myeloperoxidase (MPO), nitrite-nitrate, superoxide
dismutase (SOD), hydroxyproline, and malondialdehyde (MDA) evaluated in
serum, MPO, MDA, SOD, nitrite-nitrate, hydroxyproline, and TNF-a were
evaluated in the anastomosed tissue for biochemical parameters. Hematoxylin-
Eosin (H&E) and immunohistochemical inducible nitric oxide synthase (iINOS)
were evaluated for histopathological parameters.

Although there was no significant difference in HMB groups, the burst
pressure of the anastomosis increased and serum MDA levels were increased in
the KA+LPS+HMB group. HMB caused increased SOD levels significantly in both
serum and tissue, and decreased nitrite-nitrate levels in tissue. HMB caused
significant difference in serum hydroxyproline levels. In the histopathological
analyses, statistically no significance was found in groups where H&E, fibrosis,
and inflammation were assessed. Also, there was no significant difference in
groups with iINOS. As a result, we thougt that HMB treatment contributes physical
strength by reducing inflammation and affecting positively on wound healing in

sepsis caused by LPS in impaired colon anastomosis.

Key words: colonic anastomosis, B-Hydroxy p-methylbutyrate, LPS, sepsis.



GIRIS VE AMAC

Yapilmig olan klinik ¢alismalarda distal kolon anastomozlarinda kagak orani
%1.8-17 arasinda gorulmektedir ve anastomoz kagaklarinin mortalitesi %6-50
arasinda degismektedir'®.  Divertikiilit, timér perforasyonu ve benzeri
intraabdominal septik durumlar kolon anastomoz kagag! igin risk olusturmaktadir®.
intraabdominal enfeksiyon varliginda (divertikilit, timér perforasyonu, jeneralize
peritonit) altta yatan kolon hastaliginin tedavisinde izlenecek yol halen
tartigmalidir®’. Hastalikli kolon segmentinin rezeksiyonu ve primer anastomoz,
rezeksiyon ve Hartman prosedlri veya rezeksiyon + primer anastomoz +
proksimal stoma uygulanabilecek tedavi segenekleridir®. Hartman prosediri
divertikdlit, tumor perforasyonu ve intraabdominal enfeksiyon gibi ylksek riskli
durumlarin halen en gok tercih edilen tedavi secgenegidir’. Ancak bu vakalarda
Hartman prosedurt ve benzeri prosedurlerin uygulanmasindan sonra stomalarin
%20-50’si kapatilmamaktadir ve bu iglemin postoperatif komplikasyon orani primer
anastomozdan daha fazladir®.

Asagi vyerlesimli rektum anastomozlarinda koruyucu stoma yapilmasi
mortalitede degisiklige neden olmazken anastomoz kagak riskini azaltmaktadir. Bu
da anastomoz kacaklarinin neden oldugu artmis reoperasyon ihtiyacini dolayl
olarak azaltmaktadir'®. Bir diger yandan koruyucu amagcl stomalarin kapatilmasi
da bazi sorunlari ortaya cikarmaktadir; bu islemin %0.4 mortalitesi ve %17
morbiditesi bulunmaktadir'’. Mevcut problemler degerlendirildiginde, kolon
rezeksiyonu gereken sepsisli hastalarda ilave cerrahi girisim gerektirmeyecek
primer anastomozu duslik anastomoz kacagi riski ile basarabilmek
amaclanmaktadir.

Son zamanlarda, eldeki bilgiler gz énunde bulunduruldugunda anastomoz
yonunden c¢ok yuksek risk olusturmayan uygun hastalarda tedavi tercihinin
rezeksiyon ve primer anastomoz yapilmasi yonunde oldugu goérilmektedir. Ancak
ylksek riskli hastalarda bu yéntemin giivenilirligi halen tartismahdir''. Anastomoz
iyilesmesini olumlu etkileyecek yeni ilaglarin tanimlanmasi ve kullaniimasi dnemli

klinik katkilar saglayacaktir. Ozellikle yiiksek riskli hastalarda koloanal anastomoz,



ileal pos veya Hartman prosedurlerindeki geleneksel saptirici stomalardan
kaginmak ve primer anastomoz yapmak mumkun olacaktir.

Hayvanlarda yapilan deneysel calismalarda sepsis ve intraabdominal
enfeksiyon varliginda kolon anastomozlarinin iyilesmesinin olumsuz etkilendigi

gOsterilmigtir'?™.

Endotoksinlerin  neden oldugu inflamatuvar ortamda
anastomozlarda kollajen sentezi ve dolayisiyla anastomozdaki mekanik gerilime
dayanma gucu azalmaktadir; bunun sonucunda iyilesme kriterlerinden biri olan

anastomoz patlama basincinda dusmeyle kendini gdstermektedir'™

. Sepsis
ortaminda proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-a’nin arttigi ayrica anastomoz
bdlgesinde de iINOS’un arttigi gosterilmistir. Bununla birlikte artmis olan TNF-a’nin
ve iINOS’un kolon anastomozlarinda iyilesmeyi olumsuz etkiledigi de gosterilmistir.
Lipopolisakkarit (LPS) de endotoksemiyi indukleyerek TNF-a, iINOS ve kolon
anastomoz iyilesmesi Gizerinde ayni etkileri gdstermektedir'?'>®

HMB (B — hidroksi B — metilbutirat), dogal olarak insan kas hucrelerinde
bulunan bir aminoasit metabolitidir. HMB ayni zamanda avokado, narenciye,
karnibahar, anten baligi ve yonca gibi bazi bitki ve hayvanlarda da bulunmaktadir.
HMB’nin ayni zamanda ticari olarak Uretilen ve kalsiyum HMB monohidrat
(CaHMB) seklinde besin destedi formu da mevcuttur'®. insan ve hayvanlar
Uzerinde yapilan c¢alismalar gostermistir ki HMB protein sentezini artirmakta,
protein yikimini ise azaltmaktadir’®. Deneysel olarak HMB, atletler tarafindan
performans gelistirici ve kas kitlesini arttirici madde olarak da kullaniimaktadir'.
Yakin zamanda yapilan arastirmalarin cogu, yagsiz vucut kitlesi (YVK) kaybi olan
insanlarda HMB’nin kullaniminin hasar, sakatlik ya da mortalite Uzerine olan
etkileri konusunda yogunlagsmistir. Bu arastirmalara goére, YVK kaybi olan yasli ve
AIDS/kanser gibi kronik hastaligl olan insanlarda, diger aminoasidlere gére HMB
desteginin daha faydali oldugu gosterilmistir 22" 22 2| jteratiirde sepsis ortaminda
yapilan kolon anastomozunda kullanilan farkl ilaglarla olusturuimus calismalar

bulunmaktadir'®'

. Ancak HMB’nin kullanildigi bir c¢alisma bulunmamaktadir.
Mevcut bilgiler 1siginda LPS’nin TNF-a ve iNOS’u arttirarak kolon anastomoz
iyilesmesini olumsuz etkiledigi bilindiginden sepsiste ekzojen HMB verilmesinin
TNF-a ve iNOS’u azaltip SOD ve hidroksiprolin duzeylerini ise artirarak

antioksidan etki ile anastomoz iyilesmesini olumlu etkileyecedi hipotezini 6ne



surdik. HMB’nin siganlarda deneysel olarak LPS ile olusturulan sepsis modelinde
kolon anastomozunun iyilesmesi Uzerine etkilerinin arastirilmasi amaglandi.
Deneyin sonucunda vicutta 16sin metabolizmasinin bir ara drind olarak
sentezlenen HMB'nin, ekzojen verilmesi sonrasinda sepsis ortaminda yapilan
kolon anastomozlarinda olumlu etkisi saptanirsa, kolon rezeksiyonu yapilan
sepsisteki kritik hastalara sadece primer anastomoz yapilarak uygulanan cerrahi
tedavi yonteminin kullanilmasi mumkin olabilecek. Bdylece stoma olusturulmasi
onlenmis ve stomanin ve stoma kapatmanin ortaya c¢ikarabilecegdi potansiyel

komplikasyonlar engellenmis olacaktir.



GENEL BILGILER

Sepsis

Sepsis, enfeksiyona karg! verilen sistemik inflamatuvar cevaptir®®. Sepsis
ve onun sekeli ilerleyici evreler igerir; endojen mediatorlerle olusturulmus
enfeksiyona sistemik cevap organlarda genel inflamatuvar reaksiyona neden
olabilir ve ug-organ disfonksiyonu veya yetmezligine yol agabilir®®. Sepsis dnemli
ve hayati tehdit eden bir problemdir. Yogun bakim Unitelerindeki dlimlerin en sik
nedenidir®. Kronik hastaliklari nedeni ile hastanede yatmakta olan ve tedavi alan
hastalarda sepsis insidansi ve mortalitesi daha yiiksektir®>%. Sepsis ile ilgili olarak
bir tanimlar grubu 6nerilmistir. Buna gore;
Bakteriemi: Kan dolagsiminda bakterinin bulunmasina denir.
Sepsis: Bakteri veya diger patojenlerin kan dolasimina gegcmesi sonucu gelisen
sistemik bir cevaptir. Enfeksiyon etkeninin kan kultira ile kanittanmis olmasi
gerekir. Sepsisde, enfeksiyonun klinik belirtisi ile birlikte enfeksiyona karsi sistemik
cevabin belirtisi olan asagidakilerin hepsinin olmasi gerekir.
-Vicut 1sis1 > 38 °C veya <36 °C
-Kalp hizi >90/dak
-Solunum hizi >20/dak veya PaCO;, <32 mmHg
-Beyaz kure >12.000 , <4.000 veya >%10 gen¢ (¢comak) hicrelerin olmasi.
Sepsis sendromu: Hipertermi veya hipotermi, tasikardi, takipne ile birlikte yetersiz
organ perfuzyonu belirtilerinden olan asagidaki belirtilerden bir veya daha
fazlasinin bulunmasidir.
- Hipoksemi (PaO; <75 torr),
- Serum Laktat yuksekligi,
- Oliguri <30 ml/1 saat,
-Mental degisiklikler
Ciddi sepsis: Sepsis ile birlikte asagidakilerden birisinin olmasidir.
-Organ fonksiyon bozukluklari
-Hipoperflzyon bulgulari (Laktik asidoz, oliguri, akut mental
degisiklikler)
-Hipotansiyon
Septik Sok: Sepsis sendromuna sahip olan ve yeterli sivi perfUzyonuna (en az

10



500 ml serum fizyolojik) ragmen, hipotansiyonun diger nedenleri olmaksizin,
sistolik kan basincinin <90 mmHg veya onceki dizeyden 40 mmHg dan fazla
duismesi ile ortaya ¢ikan tabloya septik sok denir. Sivi tedavisi veya vazopressor
tedaviye cevap vermeyen ve 1 saatten daha fazla suren septik soka direngli septik
sok denir.
Sistemik inflamatuvar Cevap Sendromu (SIRS) : Sepsis veya sepsis sendromu
gibi enfeksiydz olabilen Klinik durumlardan baska, ates ve organ perfizyon
yetersizliginin oldugu pankreatit, yanik, iskemi ve doku zedelenmesi gibi
enfeksiy6z olmayan nedenleri de igine alan genis kapsamli bir klinik durumdur. Bu
durumda asagidakilerden iki ya da daha fazlasinin bulunmasi gerekir, ancak kan
kultara pozitifligi sart degildir. CUnklu enfeksiydz olmayan durumlar da s6z
konusudur.

- Vicut 1sis1 > 38 °C veya <36 °C

- Kalp hizi >90/dak

- Solunum hizi >20/dak

- Beyaz kure >12.000 , <4.000 veya > %10 gen¢ (comak) hicrelerin olmasi.

Sepsiste Klinik

Sepsis sendromuna neden olan Gram (+) ve (-) sistemik bakteriyel
enfeksiyonun en yaygin belirti ve bulgulari sunlardir:

- Ates

- Titreme

- Hipotermi

- Hiperventilasyon

- Deri lezyonlari

- Mental durumda degisiklik
Septik hastaliklar bitiin yogun bakim hastalarinin %50’sinden fazlasini etkileyen
yogun bakim Unitelerindeki yaygin komplikasyonlari temsil etmektedir*®*?. Klinik
calismalarda sepsis ve septik soktaki hastalari %70-80’inde belirgin sekilde artmis
plazma endotoksin seviyeleri tespit edilmistir*®>*®. Sepsis ve intraabdominal sepsis
kolon anastomozu iyilesmesini olumsuz yonde etkilemekte ve anastomoz kacgagi

icin risk olusturmaktadir®®® .

Sepsisin  bu etkisini agiklayabilmek icin c¢esitli
mekanizmalar ileri surdlmustir. Septik kosullarda kollajen metabolizmasi yikim
yonunde bozulmaktadir ve septik kosullarda yapilan bagirsak anastomozu
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iyilesmesinin en basindan beri olumsuz yonde etkilendigi ve bunun da anastomoz

kagagi icin risk olusturdugu ileri strllmustir®®*

. Bir baska deyisle bakterilerin
salgiladiklari kollajenolitik enzimler de kollajen yikimini arttirmaktadir®®. Ayrica
inflamatuvar yanitta olusan notrofil, serin proteaz ve serbest oksijen radikalleri
kolon anastomozu iyilesmesini olumsuz yénde etkilemektedir®'.

Yara iyilegsmesi

Yara, canli dokunun anatomik ve fonksiyonel devamlihdinin bozulmasidir.
Yara iyilesmesi ise, travma ile baslatilan hicresel ve biyokimyasal olaylarin yeni
doku tesekkull ile sonuglanmasidir.
Yaralanmaya organizmanin verdigi ilk yanit koagulasyodur. Koagullasyon stabil
fibrin olusumu ile sonuglanan reaksiyonlar zincirinden olusmaktadir. Yara
ivilesmesinde 3 evre belirlenmistir. 1.inflamatuar evre, 2.Proliferatif evre

(Fibroblastik evre), 3.Maturasyon evresi (Remodeling evresi).

Hemostaz » 1. Kanamanin durmasi
inflamasyon —» 2. Kemotaksis

Yumsak doku > 3. Epitel migrasyonu/

Rejenerasyonu_ >

inflamatuar

4. Proliferasyon » Proliferatif

5. Maturasyon

3. Kontraksiyon

Kontraktiir < 4. Skar Maturasyon
5. Remodeling

Sekil 1. Yara iyilesmesi sureklilik diyagrami®.

1.inflamatuar Evre

Yara iyilesmesinin baslangi¢c basamagi olan akut inflamasyon, hemostazin
saglanmasi, immun sistem komponentlerinin gog¢u, mekanik, bakteriyel ve
kimyasal etkilere kargi cevabin olugsmasini saglar®®. Bu evrede, trombositler
baslangi¢ trombusini olusturup, mediatorler ve growth faktorleri salgilarlar. Bu
mediatorler nétrofil ve makrofajlar icin kemotraktan gorevi gorurler. Yara alanina
gelen notrofil ve makrofajlar nekrotik doku, debris ve bakterilerin ortamdan

12



uzaklastiriimasini saglarlar*. inflamatuar evrede, yara olusumu ile baslayan
uyariya kargi vaskuler ve hiicresel yanit olusur®.
Vaskiuler Yanit: Doku travmasi ile gorllen kanamaya ilk vaskuler yanit, 5-10
dakika suiren gegici vazokonstriiksiyondur®®. Bu siire igcinde hemostaz saglanir®®.
Yaralanma ile koagulasyon mekanizmasi aktive olur, trombosit adezyonu ve
agregasyonu sonucu pihti meydana gelir. Agrege olan trombositlerin,
grandllerindeki icerik bosalarak, kemotaktik, vazoaktif mediatorler ortama salinir®?.
Trombositlerin alfa granuillerinden:

e Fibrinojen

e Fibronektin

o Platellet faktor 4

e TGF-p

e PDGF

e TxA2

e Biojenik aminler

e Prostoglandinler salinir.

Gegici vazokonstriksiyonu takiben aktif vazodilatasyon fazi gorulur; boylece
kapiller permeabilite artar. Bazi aktif substanslar; mast hlcrelerinden salinan
histamin, seratonin, bradikinin ve prostaglandinler, mikrosirkilasyonda
permeabiliteyi arttirirlar ve vendillerin dilate olmasini saglarlar®®. Erken permeabilite
degisiklikleri ve vazodilatasyonda asil etken maddenin histamin oldugu
dustnilmektedir®.

Vazodilatasyon 72 saat boyunca suUrmektedir. Permeabilite artisi ile
inflamasyon bulgulari gorulur. Plazma ve hucre goégunden dolayi bélgede 6dem ve
bunun sonucunda olusan doku basinci artigindan dolayi da agri olur®.

Aktif  trombositler, kinin ve kompleman sistemi komponentleri,
prostoglandinlerden salgilanan hemostatik faktorler, hiicresel kontrol sinyallerini
olustururlar®®. Bu hucreler tarafindan salgilanan mediatorlerin etkisiyle inflamatuvar
hlicre gogli baglar *°,

Hiicresel Yanit: inflamatuar evrede hiicresel yanit, vaskiler degisikliklerin
gorulmesinden sonra kisa bir sure iginde baslar. Yaralanmadan birka¢ saat sonra,
noétrofiller damar duvarlarindan diapedesis yolu ile ilerleyerek yara alanina dogru

g6¢ ederler **. Notrofil veya polimorfoniikleer l6kositler (PMNL) ve mononiikleer
13



(MNL) hucrelerin yara yerine gocu dolasimdaki sayilari ile dogru orantili olarak
gercgeklesir*. Notrofil sadece birkag saat inflamasyon sahasinda kalir. Gorevleri
yabanci cisim ve bakteri fagositozudur®®. Yeterli oksijen destegi ile lizis
fonksiyonlarini yerine getirirler. Bu iglemlerin sonucunda inflamasyon sahasinda
oksijen radikalleri meydana gelir*®. Yara bolgesinde yabanci cisim ve enfeksiyon
olmadigi taktirde, nétrofil sayisi hizla azalir, hidrolitik enzimleri hiicre disina yayilir.
Eger ortamda bakteri ve yabanci cisimler varsa inflamatuvar proses devam
edecektir®. Bakteri ve nekrotik dokulari dijesyonundan sonra pargalanan
nétrofilden, hidrolitik enzimler agiga salinir, yara yerinde eksudasyon meydana
gelir*®. Yara yerine ilk go¢ eden PMNL'in sayisi basta MNL'den daha fazladir;
inflamasyon uzadik¢a hayat sureleri kisa olan PMNL’lerin yerini MNL’ler alir ve
dominant hale gecgerler”®. Notrofilden sonra yara yerine lenfositlerin gogu olur.
Lenfositler lenfokinleri salgilarlar. Lenfokinlerin yara yerindeki endotel hlcreleri ve
hicrelerin kemotaksisi Uzerinde etkileri vardir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, yara
yerine gd¢ eden lenfositlerin iki farkli sinif oldugu gosterilmistir. ik sinifta all-T-cell
marker (OKT-1) tasiyan T hicre grubudur; basarili yara iyilesmesi igin gerekli
oldugu gosterilmigtir ki eksikliginde yara iyilesmesinde bozulmalar saptanmistir.
ikinci sinif T sitotoksik ve supressor grubudur. Bu grup yara iyilesmesinde
dlizenleyici rol oynar ve eksikliginde yara gerilme direnci azalir*®.

Makrofajlarin yara yerine gogu ve yara alanindaki sayilarinin artisi baslar.
Makrofajlarin dnceden sadece fagositik fonksiyonlari oldugu disundlirken bugln
yara iyilesmesinde merkezi bir hicre roli oynadiklari gosterilmistir. Bu role sahip
olmasinin en 6nemli nedeni salgiladigi growth faktérlerdir®®.

Aktif makrofajlarda salinan growth faktorler:

-TGFp - Transforming growth faktor beta

-PDGF -Platellet derivated growth faktor

-IL-1 - Inteldkin 1

-PAF - Platellet activated growth faktor

-TGFa -Transforming growth faktor alfa

-TNF - TUmor nekroz faktoru

-FGF - Fibroblast growth faktor

-EGF - Epidermal growth faktor
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Makrofaj, bu 6zellikleriyle yara iyilesmesinin inflamatuvar evresinin orkestra
sefi gorevini gorur. Fibroblast ve diger mezenkimal hucreler igin growth faktor
kaynagidir, neovaskularizasyon icin anjiogenik faktorlerin kaynagidir, konnektif
doku matriks proteinlerinin tretimine yardimci olur*#°,
2.Proliferatif (Fibroblastik) Evre
Yaralanmadan sonraki iki ile Gg¢lincu gun arasinda baslayarak, ortalama

olarak 3 haftada sonlanir**®

. 72. saatte makrofajlardan salgilanan TGF-,
fibroblastlari yaraya dogru harekete gecirir ve proliferatif evrenin baslangi¢
sinyalini olugturur. Makrofajlardan salgilanan diger growth faktorler ve sitokinler bu
evrede anjiogenezi stimule ederler.

Proliferasyon evresini iki alt baglikta inceleyebiliriz*

1.Fibroblast proliferasyonu

2. Angiogenezis

Fibroblastik Proliferasyonu

Fibroblastlar, makrofajlar tarafindan salgilanan bir kemoatraktan olan TGF-
B etkisi ile yara alanina go¢ etmeye baslarlar*. Fibroblast, yara yakinindaki
konnektif doku hucrelerinden koken alir. Birinci haftanin sonunda, yara yerindeki
predominant hicre olur. Fibroblastlarin yara yerine go¢ etmesi ve fonksiyonlarini
yerine getirmesi yeterli oksijen seviyeleri ile iligkilidir*®. Fibroblast, yara iyilesmesi
icin gerekli maddeleri Uretir, bunlar: glikozaminoglikanlar ve kollojen lifleridir.

Glikozaminoglikanlar(GAG)

Tekrarlayan disakkarit Unitelerinden olusan protein cekirdektir. ilk sentez
edilen GAG hyaluronik asittir; bunu kondroidin-4-sulfat, dermatan sulfat, heparan
sulfat izler*. Fibroblastlar ve diger mezenkimal hiicrelerden salgilanan GAG,
proteoglikan ve mukoproteinler tarafindan, amorféz jel karakterli ground substance
olusumu saglanir. Yara vyerinde olusan bu madde Kkollajen liflerinin
agregasyonunda gorevlidir “>“¢. Yeni kollojen lifleri ve hiicrelerin organizasyonunun
saglanmasinda destek gorevi gorir; kollajen liflerinin oryantasyonu ve boyutlarinin
kontroli ile iligkilidir*®.

Kollajen Sentezi

Skar dokusunun major komponenti kollajendir. Yetersiz skar olusumu
yapisal batinligun kaybindan dolayi, morbidite ve mortalitenin artisi ile
sonuglanabilir. Tersine asiri skar olusumu ise gorunus ve fonksiyonellik agisindan
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istenmeyen sonuglar dogurur*. 18 adet gen uriininin diizenlemesi sonucunda 3
halkali polipeptit yapisindan olusan yaklasik 13 gesit kollajen tanimlanmistir®’.

Kollajen molekulli pek ¢ok hlcreden sentez edilebilir, fakat en 6nemli
kaynak fibroblasttir. Aktif kollajen Gretimi fibroblastlarin endoplazmik retikulumunda
baslar, hicre icinde iglem gordikten sonra prolin ve lizin ile hidroksile olmus
prokollajen halinde salinir. Hidroksilasyon, C vitamini, oksijen, demir ve o
ketoglutarat gerektiren kollajen sentezindeki 6nemli bir basamaktir*®. Prokollajen
polimerizasyona ugrayarak, tropokollojen formunu olusturur. Tropokollajen
birimlerinin amino ve karboksi terminallerine peptit dizeleri eklenerek kollajen lifleri
meydana gelir**“. Kollajen sentezi 2. haftada hizlanir, birikimi 2. ve 3. haftalarda
en yuksek seviyededir, 3. hafta sonunda sentez ve yikimi dengededir, 4. haftadan
sonra sentezi azalir***,

Normal deri %80 Tip | kollajen, %20 Tip Ill kollajen igerir*’. Yara iyilesme
surecinde biriken kollajen tipleri farkliliklar gostermektedir. Yaralanmadan sonraki
ilk saatlerde Tip IV-V kollajen dominant, 24. saatte Tip Il kollajen, 60. saatte Tip |
kollajen dominant olmak tizere Tip IlI-IV kollajen birikimi olur*®.

Anjiogenezis

Yara yuzeyi rolatif olarak iskemiktir, oksijen ve besin transferi olmadan
iyilesme gerceklesemez. Anjiogenez yaralanmadan sonraki 4. ginde baglar.
Makrofajlar tarafindan salinan, endotel ve mezotel hicreleri igin kemoatraktan
molekuller olan, angiogenik faktorlerin stimulasyonu ile tetiklenir. Endotel
hdcrelerinin proliferasyonu ile yara yuzeyinde kapiller tomurcuklar olusur. Bu
tomurcuklar ilerleyip, digerleriyle aralarinda yeni baglantilar olusturarak, yeni
kapiller aglari ve kapiller yataklari insa ederler. Yaranin metabolik ihtiyaclarina
bagli olarak, yeni kapillerlerde remodeling ve regresyon olur, bu olusum skar
dokusunun eriteminin azalmasi seklinde gozlenir®®.

3.Maturasyon ( Remodeling ) Evresi

Yaralanmadan sonraki iki-Uguncu hafta arasinda baslar, ortalama bir yil
kadar devam eder*’. Maturasyon evresinde kollajen sentezi devam etmekle birlikte
yikimi da bagladidi igin net kollajen miktarinda artis olmaz*. Baglangicta rastgele
dizilmis olan kollajen lifleri, kademeli olarak mekanik guglerin etkisiyle organize
olurlar®. Kollajen lifleri, mekanik kuvvetlerin yarattigi stres hatti boyunca dizilime
ugrar ve yarada daha fazla gerilim kuvveti meydana gelir. Yaranin geriime kuvveti
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kollajen miktarindan 6te, dizilimine bagli olarak artar®®. Yaranin gerilme kuvveti
higbir zaman normal duzeye gelmez, yaralanma oncesi gerilme kuvvetinin ancak
%80 ine ulasabilir.

Kollajen yikimi kollajenaz enzimi tarafindan yapilir. Kollajenaz cinko iceren

metalloproteaz bir enzimdir; matur kollajenin o heliks zincirleri arasina girerek
yikimi gerceklegtirir. Diger proteazlar da kollajen yikiminda gorev alirken, Tip |, II,
1l kollajeni yikan major enzim kollajenazdir*®.
Maturasyon evresinde depolanan yeni kollajen lifleri stabil gapraz baglar kurarak
kalici hale gelirler. Kollajen ¢apraz baglar yaraya direng ve butinluk kazandirir.
Komsu kollajen lifleri arasinda da ¢apraz baglar olusur ve 3 boyutlu triple heliks
yapisini kazanir®.

Maturasyon evresinde diger dedisiklikler, interseluler matriks molekullerinde
olur. Hyaluronik asit, kondroidin-4-sulfat gibi GAG’larin ve proteoglikanlarin miktari
dermiste bulunan normal dizeylerine iner, dokularin su igerigi kademeli olarak
azalip normale doner®”. Kollajen kalinlasir ve yogunlasir, kan damarlari giderek
konstriikte olup kaybolur®.

Yara Direnci

Yaraya direng kazandiran ana madde kollajendir. Yaranin erken evrelerinde
direng kazanma ozelligi fibrin pihti sayesinde olusur. ilk 24 saatte yaranin
Olculebilir miktarda gerilim direnci kazandidi, sonug olarak bu direnci epitelizasyon
ve fibrin pihti sayesinde kazandigi gosterilmistir. PMNL'’in kollajen formasyonunda
yeri olmadigindan, inflamasyon evresinde kollajen depozisyonu gok azdir*®. Ancak
makrofajlardan salinan growth faktorler kollajen formasyonunu etkileyerek, indirek
yoldan yara direncine katkida bulunduklari gésterilmistir**. Calismalar sonucunda,
yara yerindeki makrofajlarin sayisinin azalmasi ile kollajen depozisyonunun
azaldi§i belirlenmistir*®. Prostaglandinlerin bu mekanizmada 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir bu nedenle inflamasyonun kontroliinde prostoglandin inhibitérlerinin
kullaniimasi 6nerilmistir*.

Yara direncinin anlagiimasinda iki Gnemli birim ifade.

-Gerilim Direnci (Tensile Strength)

-Aciima Direnci (Breaking Strength)

Gerilim Direnci: Yara bolgesinin her bir Gnitesine uygulanan ylke karsi
koyabilen direnc kapasitesidir®* (kg/mm?). Yara olusumundan sonraki ilk {c
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gunde yara kavitesini dolduran fibrin pihti ve epitelizasyon sayesinde kazanilan
gerilim direnci 3-30 gun arasi kollajen sentezi artigi ile korele olarak artar. Yara
yeri 2. haftada, saglam deri direncinin %10’unu kazanmigtir. Bu oran 3-4.

45,46

haftalarda %25 olup, 8. haftada en yuksek duzeydedir*™®™. Yara iyilesmesi
tamamlandiktan sonra, yara bdlgesi hicbir zaman saglam deri gerilim direncinin
tamamini kazanamaz. Aylar sonra dlgulen degerlere gore optimal sartlarda dahi
gerilim direnci %70-80 duzeyine ulasir. Ancak bireyler arasi farkliliklara, yaranin
olustugu dokunun ozelligine ve diger etkenlere bagli olarak kazanilan gerilim
direnci diizeyi degisebilir®.

Agilma Direnci: Yara kenarlarinin ayrilmasina neden olan gli¢ birimidir*.

Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesme hizi her evresinde farkli etkenler tarafindan duzenlenir.
Sistemik, lokal veya cevresel faktorlerin yara iyilesmesine olumlu veya olumsuz
yonde etkileri gosterilmistir®.

Bu faktérlerden en 6nemli ve siklikla karsilasgilanlari:

- Hasta yasi

- Hastanin beslenme durumu

- Cevre sicakhgi

- Sigara kullanimi

- Yaranin oksijenizasyonu

- Hemoglobin—hemotokrit seviyesi

- imminosiipresyon

- Kortikosteroid

- Mekanik stres

- Enfeksiyon

- Radyoterapi

- Herediter hastaliklar

- Nonsteroid antiiflamatuar ilaclar

- Vitaminler (A, C, E)

- Mineraller ve aminoasitler (Cinko,Bakir, Arginin)

- Serbest oksijen radikalleri

- Growth Faktorler (TGF-B, TGF-a, PDGF, EGF )
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Hastanin Beslenme Durumu: Yara hizli metabolizmasindan dolayi yuksek
miktarda besin 6gelerine ihtiya¢ duyar. Malnutrisyon herhangi bir besin 6gesinin
eksikligi veya ciddi stres katabolik bir sire¢ yaratir ve yara iyilesmesini negatif
yonde etkiler. Yara iyilesmesinde 6zellikle karbonhidrat ve yaglarin goérevleri iyi
bilinmektedir. Glukoz I6kositlerin enerji kaynagidir ve yaglar yeni hicrelerin sentezi
icin gereklidir. Serum protein duzeyi 2 gramin altinda olan kigilerde inflamatuvar
evre uzamis ve fibroplazi azalmistir. Esansiyel aminoasitler inflamasyon ve
fibroblast GUrdnlerinin  Uretiminin  arttinimasi igcin gereklidir. Vacut agirhginin
%10’'unun veya daha fazlasinin kaybi yara komplikasyonlarini arttirir.

immiinosiipresyon: Siklikla kemoterapatik ajanlarin kullanimi nedeniyle
olugsan, immunosupresyon nedeniyle noétrofil fonksiyonlari bozulur. Dolasimda
seviyesi dusen notrofilin yara yerine ulasan sayilari azalir. Yara enfeksiyon
olasiligi artar, yara iyilesmesi yavasglar. Yapilan ¢alismalar sonucunda
kemoterapatik ajanin kullanimindan 2-3 hafta gectikten sonra olusan yaralarda
iyilesmesinde bir gerileme olmadigi goralmustuar.

Enfeksiyon: Enfeksiyon oldugunu sdyleyebilmek igin, patojen bakteri
miktarinin her gram doku nitesine diisen miktari 10° in (izerinde olmalidir. Ancak
beta-hemolitik streptkoklarda daha az say ile enfeksiyon olusabilir. Enfeksiyon,
yara iyilesmesinde bozulmalara yol agar. Doku oksijen basincini dusirdr,
kollajenolizi arttirir ve inflamatuvar evrenin uzamasina neden olur. Bakteriyel
kolonizasyon epitelizasyon ve anjiogenezisi azaltir. Bakteri metabolit ve toksinleri
epitel migrasyonunu bozar, dermisteki polisakkarit ve protein yapilari etkiler.
Enfekte yaralarda granilasyon dokusu daha o6dematbz, hemorojik ve frajildir.
Bakteriyel kontaminasyon ile artan kollajenolitik aktivite sonucunda yara gerilim
direnci duser ve yara kontraksiyonu azalir.

Aminoasitler

Arjinin: Esansiyel bir aminoasit olan arjinin, kollajen depozisyonunu
arttirarak yara gerilim direncine katkida bulunur. Arjinin, kollajen Uretimi icin gerekli
olan prolin ve hidroksiprolinin metabolik prekursort ornitinin bir Granadur. Arjinin
growth hormon salinimini stimule eder ve yara iyilesmesini hizlandirir.

Serbest Oksijen Radikalleri: Oksijenin rediksiyonu sonucunda ylksek
reaktif ve sitotoksik serbest radikaller meydana gelir. inflamasyon, iskemi,
radyasyon ve kimyasal ajanlar serbest oksijen radikalleri olusumuna neden olurlar.
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Ekstraseluler matrikse salgilanan bu radikaller hlicreye zarar verirler. Radikaller
hyaluronik asit ve kollajeni, hiicre membranlarini yikar, organel membranlarini
pargalayip, énemli enzim sistemlerinin islevini bozarlar. intraselliler serbest
radikallerin artigi; yaslanma, hiperoksijenasyon sendromu, iskemi-reperflizyon
sendromu, kimyasal ajanlarla olan doku yaralanmalari, ilaca bagli hemolitik anemi
ve vitamin A ve E eksikliklerinde gorulur.

Gastrointestinal Sistemde Yara lyilesmesi

Gastrointestinal sistem yara iyilesmesinde de yine lokal ve sistemik faktorler
etkilidir. Anastomoz iyilesmesi de vicudun herhangi bir yerindeki yara iyilesmesine
benzer fazlardan olugsmaktadir*®,
Faz I. inflamatuar Faz (0-3 giin): Yarada hemostaz lokal vazokontriiksiyon ile
baglar. Sonrasinda trombosit tika¢ olusur. Ortaya c¢ikan vazoaktif maddeler
vazodilatasyon ve kapiller permabilitede artisa yol agar. Yaralanma alaninda
plazma sizintisi ve édem olusur. Yaraya go¢ eden polimorflokositler (PMNL)in ilk
48 saat sayilari giderek artar. Lokositler lizise ugrayarak stoplazmik granullerini
bosaltirlar. Bu nekrotik dokunun enzimatik olarak parcalanip makrofajlarca
fagositozunu kolaylastirir. ilk 24 saatten sonra monositlerin sayisi artmaya baslar
ve 48 saat sonunda PMNL ile sayilari esitlenir. Yara yakinindaki konnektif doku
hicrelerinden koken alan fibroblastlar ortaya gikar*®>°.
Faz Il. Proliferatif Faz (3-14 gun): Fibroblast, yara iyilesmesi igin gerekli
maddeleri Uretir, bunlar; glikozaminoglikanlar ve kollojen lifleridir. Makrofajlardan
salinan sitokinler angiogenezi baslatir. 5-20. gunlerde yara gerilme kuvveti hizla
artar®®,
Faz Illl. Maturasyon (Remodeling) Fazi (14-180 giin) : Yaradaki hlcre sayisi
azalir. Organize olan kollojen fibrilleri avaskiler skar dokusuna donusur. Yara
gerilim kuveti artmaya devam eder ama higbir zaman normal seviyeye ulagsmaz*®
50_

Gastrointestinal Sistemde Yara lyilesmesinin Mikroskobik Bulgulari

Gastrointestinal sistemin her kisiminda yara iyilesmesi kendine 6zgu farkilik
gOsterir. Mide ve ince barsaklarin kanlanmasi ¢ok iyi olup bakteri igerigi de azdir.
Bu nedenle bu organlarin rezeksiyonu ve primer anastomoz sonucu kagak ¢ok az

gorulmekte ve bir hafta icinde anastomoz yeterli saglamliga ulagmaktadir.
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Kolonik anastomoz iyilesmesi daha yavastir. Anastomoz iyilesmesi bagka bir
yerdeki yara iyilesmesi gibi inflamasyonla bagslar. Anastomozdan 3 saat sonra
granulositler bolgede belirir ve ilk 24 saat doldugunda maksimum dizeye ulasir.
24-48 saat sonunda vyerini monosit ve makrofajlara birakir. intestinal
anastomozlarda PMNL bir haftada kaybolurken kolon anastomozlarinda
bulunmaya devam ederler*®*',

Postoperatif birinci haftada lokal vaskuler cevap nedeniyle anastomoz
alaninda intestinal duvar 6demi olusur. Hem intestinal hem de kolonik anastomoz
da 2-3 gun icinde yeni kapillerler ve arterioller olusur. Postopratif 3-5. glnlerde
kolonik anastomozdaki vaskularizasyon intestinal anastomozlara goére daha
azdir'®®,

Mukozal tamir ince barsakta kolondan daha hizlidir. intestinal anastomozda
mukozal defekt bir haftada tamamen iyilesirken kolonik anastomozda daha yavas
iyilesir. Mukozal tamir yara kenarindan baglar. Mukozal kriptlerden hucre
migrasyonu ve epitelyal hiperplazi ile tamir olusur. Submukoza intestinal traktin
gerilme direncini saglar. Anastomoz yapilmis barsakta uglari tutan suiturleri
saglamlagtir®®2%3,

Kolonda U¢ diz kas tabakasi vardir. Muskularis mukoza, sirkuler ve
longitudinal kas tabakalari. Duz kaslarin kismen rejenerasyon kabiliyetleri vardir.
Sirkliler ve longitudinal kas tabakalarinda baslangigta olusan skar formasyonu
takip eden haftalar ve aylar iginde yerini diz kas hicrelerine birakir. Muskularis
mukoza ise farkllasmamis hicre gogu ile diz kas hudcresi olusturularak tamir
edilir. Go¢ eden diz kas hucrelerinin in vitro olarak kontraktil ve sentetik hlcrelere
farklilasma kabiliyeti gosterilmstir*®>'.

Seroza, muskularis externayl 6rten konnektif dokudur. lyi bir serozal
oppozisyon sizinti riskini minimize etmek igin gereklidir. Ve inverting sutir
tekniginin kullanilmasi ile bu bagari ile saglanabilir. Bu nedenle serozasi olmayan
retroperitoneal segmentlerde ve serozasiz intestinal organ anastomozlarinda
ylksek komplikasyon riski vardir*®%2%,

Anastomoz lyilesmesinde Kollajen Metabolizmasi

Hidroksiprolin kolonun farkli kisimlarinda farkli konsantrasyonlarda bulunur.
Ratlarda ¢ekum ve distal kolonda yuksek bulunmustur. Kolona anastomoz
yapillmasi, anastomoz hattinin 2.5 cm proksimalinde ve 0.5 cm distalinde
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postoperatif ilk 3 gliinde kollajeni %20-40 azaltir. Hidroksiprolin konsantrasyonu 3.
ginde artmaya baslar ve 10. giinde preoperatif dederine ulasir*™. 3. ginde
baslayan artis 7. giinde maksimum degere ulasir®®. Kolon anastomozlarindan
sonra ilk hafta boyunca kolonun tiin kisimlarinda kollajen sentezi artar®°.

Cerrahiden sonra 3-4. glinde anastomoz alaninda kollojen sentezi artar®®.
7. gunde daha aktif olarak (6-10 kat) sentez gdzlenir. Ayni anda anastomoz
hattinin 0.5-1.5 cm proksimalinde 5 kat, 0.5-1.5 cm distalinde 3 kat ylksek aktivite
vardir®,

Gastrointestinal anastomoz iyilesmesi sirasinda kollajen sentezi ve
kollajenolizis beraberdir. Ekstraselluler matriksteki kompanentlerin
parcalanmasinda 2 grup enzim 6nemlidir. Metalloproteazlar (kollajenaz, gelatinaz,
stromelisin) ve plazminojen aktivator-plazmin goérev alir. Proteolitik aktivite
gecicidir. Enzimlerin aktivasyonlari ve inhibisyonlari arasinda feedback kontrolu
vardir. Kolon anastomozundan sonraki 3. gunde kollajenolitik aktivite %145
oraninda artar*®°"%,

imminolojik ¢alismalar anastomoz hattinin birkag milimetre uzaginda
kollagenaz ve inhibitorlerini géstermistir®’.

Kolon anastomozlarindan sonra kollajen 0Ozellikle anastomoz hatti,
submukoza, serozal yuzeyde birikir. Submukoza, anastomoz hatti ve duz kas
hicreleri bazal laminasinda biriken fibronektin iyilesmenin inflamatuvar doneminde
azalirken, ilk haftada artmaya baslar. Submukoza ve anastomoz hattinda 7. gunde
maksimum duzeye ulasir. Normal kolon gugli aerobik ve anaerobik
metabolizmaya sahiptir. Kolonik anastomozda tum enerji aktiviteleri anastomoz
alaninda azalir. Bu degisiklikler 6zellikle mukoza ve muskuler tabakada belirgindir.
Fakat submukozal enerji metabolizmasi bozulmaz.

Anastomoz direncinin belirlenmesi 2 sekilde olmaktadir:

1. Patlama basinci

2. Gerilme direnci

1.Patlama Basinci: Invitro sartlarda anastomoz proksimalinden ve
distalinden konulan kataterler yardimi ile dakikada belirli bir miktarda sivi
inflzyonu sonrasinda anastomoz gerilmesine bagh gelisen kacadin gozlendigi
maksimum sivi basincina patlama basinci denir®(mmHg). Patlama basinci

anastomozdan 2-3 glin sonra azalir®®®. ince barsak anastomozlarinda patlama
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basinci %50, kolon anastomozlarinda %35-75 azalmistir. Bir hafta icinde patlama

54,61

basinci preoperatif degere esitlenir*®'. Anastomoz patlamasi postoperatif 7.

ginde siklikla anastomoz disi bolgeden olur®"%®

. Kolonik duvarda patlama
basinci ve kollajen igerigi arasinda iliski yoktur®.

2. Gerilme direnci: Yara bolgesinin her bir Unitesine uygulanan yuke karsi
koyabilen direng kapasitesi geriime direncidir.***® (kg/mm?). Gerilme kuvveti
postoperatif ilk 4 hafta boyunca anastomoz alaninda olusur®. Gerilme kuvveti
yeni olusan kollajen ile iliskilidir®>. Tiim gastrointestinal anastomozlarda cerrahi
sonrasl ilk 3 gun orjinal gerilim azalir. Gerilme kuvvetindeki azalma; 6zefagusta
%4, midede %60, gastroduodenostomide %64, duodenumda %80, ince barsakda
%70-80, ileokolostomide %80, kolonda ise %72-95 dir. Gerilme kuvveti patlama
basincindan daha gec¢ normale doner. Gerilme kuvveti 10. ginde %50 oraninda
eski degerine ulagir®.

Kolon Anastomozu iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Genel olarak yara iyilesmesini etkileyen tim faktorler kolon anastomozu
iyilesmesini de etkiler. Ek olarak ;

1. Cerrahi teknik
Ameliyat dncesi barsak hazirhigi
Anastomoz kanlanmasi

Lokal enfeksiyon

o b

Hastanin mevcut hastaligi

1. Cerrahi teknik: Uygun olmayan cerrahi teknik erken dénemde anastomoz
kacagina neden olmaktadir. Postoperatif 1-3. glnler arasi anastomoz saglamligini
saglayan en 6nemli etken suturlerdir. Kollagen konsatrasyonu gift kat suturlerde
tek kat sltlrlere gore daha belirgin azalir®. Patlama basinci her iki sitir
tekniginde de aynidir. Inverting teknik everting teknige gbére daha (stin
bulunmustur®. Anastomozlarda kullanilan tum sutir materyalleri yabanci
cisim reaksiyonu ile inflamasyona neden olur. inflamasyon; stapler ve
monoflament sentetik sutir materyali kullanildiginda en azdir. inflamatuar
reaksiyon sentetik materyale goére katgit ve ipek kullaniminda oldukga fazladir®®.
Polyglycolic asit disindaki multiflament sitir materyalleri monoflamentlere gore

daha fazla yara yeri enfeksiyonuna neden olur*®.
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2. Ameliyat oncesi barsak hazirligi: Elektif kolon cerrahisi 6ncesi kolon hazirhgi
rutin olarak yapiimaktadir. Acil sartlarda kolon hazirligi olmadan yapilan
anastomozlarda kacak sikligi artmaktadir.

3. Anastomoz kanlanmasi: Normal anastomoz iyilesmesi igin kanlanma ve
oksijenizasyonun iyi olmasi gerekir. Eger PO, 25mmHg altinda ise fibroblast
proliferasyonu durur. 20 mmHg altinda ise enerji metabolizmasi bozulur®.

Molekuler oksijen; intramolekuler gapraz baglar ve molekilin son sekli igin
gerekli olan kollajendeki lizin ve prolin hidroksilasyonunda gok énemlidir*®.
Kollajen sentezi kanin oksijen tasima kapasitesinden ziyade PO ile iliskilidir.
Cunku orta derece normovolemik anemide dokuya oksijen sunumu ve yara
iyilesmesi bozulmaz. Hipovolemi yaraya oksijen sunumunu azaltir ve iyilesmeyi
geciktirir®. intraoperatif dolasan kan volimiinin %10’luk kaybi postoperatif 3.
gunde kolonik ve ileokolik anastomozda anlamli derecede kollajen azalmasina
neden olmustur®.

4. Lokal enfeksiyon: Enfekte gastrointestinal anastomozda kollajen birikimi
bakteriyel kollajenazlar nedeniyle azalir®®*®. Preoperatif ve postoperatif antibiyotik
tedavisi ve mekanik temizlik histolojik iyilesmeye ve kolonda anastomoz gerilim
kuvvetine olumlu olarak etki eder*®%*.

5. Hastanin mevcut hastaligi: Yara iyilesmesini bozdugu bilinen diabetes mellitus
gibi sistemik hastalik varligi, hasta tarafindan kullanilan steroid, immunosupresifler
anastomoz iyilesmesini bozar. Ayrica ileri yas, beslenme durumunun bozuk
olmasi, malignite varli§i, radyoterapi veya kemoterapi kullanimi anastomoz
iyilesmesini olumsuz yénde etkilemektedir.

Lipopolisakkarit Antijeni (LPS)

Bakteriye ait LPS Gram-negatif bakterilerin (6rnek: E. Koli, salmonella
enterika) hemen hepsinde bulunur ve en énemli dis ylzey membran bilesenidir.
LPS’nin kimyasal yapisinda polisakkarit ve fosfolipit olmak Uzere iki alan
bulunmaktadir. Polisakkarit alan O-spesifik halka ve c¢ekirdek bdlgeden
olusmaktadir. Fosfolipit alan ise lipit A’dan olusup LPS’nin bakteri duvarina sikica
baglanmasini  saglamaktadir ve toplam membran ylzeyinin  %75’ini

olusturmaktadir®®®.

Lipit A bolgesi, memeli turlerindeki endotoksisiteyi belirleyen
LPS’nin asil imminstimilatér merkezini temsil etmektedir®®’. LPS insanin da
dahil oldugu farkl okaryotik tlrlerde dogustan gelen veya dogal immunitenin ¢ok
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guclU uyaricilar olarak etki etmektedir. Memeli imman sistemindeki myeloid nesil
hicreler LPS’nin asil hucresel algilayicilaridir.  Bu hicreler dogustan veya dogdal
immunite fagositleri olan periferal monositler, doku makrofajlari, nétrofiller ve
dentritik hicrelerdir. Endotoksin, hepatositlerde uretilen molekuler agirhgr 58
kilodalton olan lipoprotein baglayici protein (LBP) ile birlesir’2. LBP, bir akut faz
cevap proteinidir’. Bu yapi, monosit, makrofaj, lenfosit gibi hiicrelerin yiizeyinde
bulunan molekil agirhig 53 kilodalton olan CD14 molekili ile birlesir™™>".
Konakgl hucrelerdeki CD14 molekuli glikozilfosfoinozitol  yapisinda  bir
reseptordir’®’”"®. Bu birlesme sonucu, hiicre iginde bir sinyal yapimi ortaya gikar,
nukleustaki NF-«B aktive olur. TNF-a, IL-8 ve IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonu artar. Olugsan hucre i¢i sinyalin siddeti yuksek olup, ortalama 1-20
dakika strmektedir’®®®' LPS fagositleri, kompleman sistemi gibi humoral serum
proteaz kaskadini aktive eder, T ve B lenfositleri uyararak spesifik antikor
olusumuna neden olur. Aktive olan makrofajlardan lipid mediatorler (platelet aktive
edici faktor, I6kotrien C4, tromboksan A2 ve prostoglandin E2), reaktif oksijen
turleri (sUperoksit-anyon, hidroksil radikali ve nitrik oksit) ve sitokin/kemokinler
(TNF-a, IL-1B, IL-12, IL-18, GM-CSF, IL-10) salgilanmaktadir®®.

Bu salgilanan mediatorler dengeli fizyolojik duzeylerde olursa fizyolojik
etkiler (orta derece ates, mikroorganizmalarin  oldUrdlmesi, antiviral
immunstimulasyon ve antitimoéral immun aktivasyon), kontrolstiz patolojik dizeyde
olursa patolojik sonuglar (titremeli yUksek ates, hipotansiyon, yaygin damar igi
koagulasyon, tromboz, multiorgan disfonksiyonu, multiorgan yetmezligi ve élumcul
sok) ortaya cikar®. Sitokinlerin etkisi ile septik sokun klinik belirtileri ortaya
citkmaktadir. Hayvan ve insanlarda LPS enjeksiyonunu takiben butin bu klinik
belirtilerin ortaya ¢ikmasi, sepsis sendromunda LPS’nin dnemini gbsteren ciddi bir

78798385 By etkiler haricinde LPS vaskiiler endotel hiicreleri, diiz kas

kanittir
hiicreleri, epitel hiicreleri ve fibroblastlari da aktive eder®®®. Endotoksin, intrensek
ve ekstrensek pihtilasma yollarini harekete gecirerek, PAF ile trombositleri etkin
hale getirerek ve prostaglandin salinimini saglayarak intravaskuler koagulasyona
neden olmaktadir. Karaciger, bdbrek, gastrointestinal sistem, akciger gibi hayati
organlarda hucresel dizeyde olumsuz etkiler yapmaktadir. Karacigerde
hepatoselliler nekroz odaklarina, trombozise, hidropik ve vakloler
89-98

dejenerasyonlara, sinizoidal ve portal inflamasyonlara yol agmaktadir
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Endotoksemiden 6 saat sonra pulmoner makroskopik hemorajiler gorular.
Ayrica pulmoner damarlarda mikrotrombusler, lenfosit, noétrofil ve makrofaj
infiltrasyonu endotoksine bagli olarak saptanan diger histolojik bulgulardir®®.
Ratlara parenteral endotoksin uygulanirsa, gastrik erozyonlar ve submukozal
hemorajiler ortaya ¢ikar®. Endotoksin kokenli gastrik erozyonlarin histolojik
incelemelerinde, mukozal damarlarda mikrovaskuler fibrindz mikrotrombusler
g6zlenir®1%,

Endotoksinin etkiledigi bir dier organda bdbreklerdir. Endotoksin bobreklerde
vazokonstruksiyon yapar, kan akimini korteksten medullaya dogru kaydirr,
intravaskuler trombozise neden olup peritibuler fibrin depolanmasina yol
a(;ar81,95,98—102_

LPS uygulama yoluna ve dozuna bagli olarak mikrobiyal ve viral
enfeksiyonlara, neoplastik hastaliklara karsi genel immun direnci artirabilmekte,
antijene spesifik immun yaniti guglendirmekte veya Gram-negatif bakteriyemi ve
endotoksemiye  bagli  sepsisin ciddi patolojik semptomlarini  ortaya
cikarabilmektedir’®32'%, LPS Gram-negatif bakteri enfeksiyonlar igcin mikemmel
bir model maddedir ve bakteriyel enfeksiyonlari taklit etmek ve onlarin immun
uyarici fonksiyonlarini degerlendirmek igin kullaniimaktadir'®. LPS uygulamasi ile
septik peritonit, sepsis ve septik sok olusturulabilmekte, sistemik inflamatuvar
yanit, multiorgan disfonksiyonu ve 6lim olusabilmektedir™.

HMB (B — hidroksi g — metilbutirat)

HMB esansiyel dalli zincirli bir aminoasit olan 16sin metabolitidir. HMB ayni
zamanda avokado, narenciye, karnibahar, yonca ve anten baligi gibi bazi bitki ve
hayvanlarda da bulunmaktadir. HMB’nin ticari olarak uretilen kalsiyum HMB
monohidrat (CaHMB) seklinde besin destedi formu mevcuttur®. Insan ve
hayvanlar Uzerinde yapilan c¢alismalar gostermistir ki HMB protein sentezini
artirmakta, protein yikimini ise azaltmaktadir'®>. HMB atletler tarafidan bu nedenle
performans gelistirici ve kas kitlesini arttirici madde olarak da kullaniimaktadir'.
Yakin zamanda yapilan arastirmalarin cogu, yagsiz vucut kitlesi (YVK) kaybi olan
insanlarda HMB’nin kullaniminin hasar, sakatlik ya da mortalite Uzerine olan
etkileri konusunda yogunlasmistir. Bu arastirmalara gore, YVK kaybi olan yasli ve
AIDS/kanser gibi kronik hastaligi olan insanlarda, diger aminoasidlere gore HMB
20- 23

destegdinin daha faydali oldugu gosterilmistir

26



YVK’'nin kaybi, hastalik sureclerini etkilemekte ve mobilite ile kendine
kendine yetebilirlik ile iligkili olan hayat kalitesini etkilemektedir. Kayip YVK’nin
yerine konmasi, bu sireglerin ve hayat kalitesinin iyilestiriimesinde oldukga
etkilidir. YVK kaybi olan populasyonlarda, YVK'nin yeniden kazandiriimasi,
morbidite ve mortaliteyi azaltabilecektir'®'®, Bunun olasi mekanizmalari; fiziksel
fonksiyonlarin geligtiriimesi, immin fonksiyonlarin idamesi ve yara iyilesmesine
destek olmak olarak dugunilmektedir. HMB’nin yalniz basina ya da diger
aminoasidlerle birlikte kullaniminin, yasli bireylerde, AIDS’li hastalarda ve ileri evre
kanseri olan ya da kritik durumdaki hastalarda meydana gelen YVK kaybini iyi bir

sekilde gerilettigi ve saglhiga olumlu etki ettigi gosterilmigtir?'-2110-112,

HMB, diyetsel kaynaklardan elde edilen dalli-zincirli esansiyel bir aminoasid

olan 16sin’in metabolitidir'™

. Lésin protein sentezinin dizenlenmesini saglar ve
nitrojen dengesinin saglanmasina yardim eder. Buna ek olarak vicudun protein
kullanabilirligini arttirmada da indikatér olarak kullaniimaktadir''°. HMB, kas
hlcrelerinde protein sentezini diizenleyen bir 16sin metabolitidir'®. HMB'nin kas
proteolizis'ini inhibe ettigi ve protein turnover'ini diizenledigi gosterilmigtir'”'2°,
HMB’nin kimyasal formuli C5H1003’tur [$ekil2]. HMB, ticari olarak
uretilmektedir. Organik kimyasal sentez yoluyla Uretilen bu HMB, kalsiyum
tuzlarinin da eklenmesi ile CaHMB monohidrat [Ca(C5H903)2-H20] seklinde ticari

formda piyasada bulunmaktadir.

o
CHE-(ID-CH -COO™
OH

%, A

Sekil 2. HMB nin kimyasal yapisi

Ldsin metabolizmasinda ilk basamak, kas hucrelerinde a-ketoisocaproat’in
(KIC) transaminasyonudur. KIC, kas hucrelerinden salinir karacigere tasinir.

Karacigerde ise KICIn buydk bolimd, mitokondri’de izovaleril koenzim-A
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(izovaleril-koA)’ya oksidize olur ve daha sonra asetoasetat ile asetil-koA'ya
metabolize olur. KIC'In yaklasik %5’i ise, KIC-dioksijenaz enzimi ile HMB'ye
metabolize olur. KIC-dioksijenaz, sitozolik bir enzimdir. Uretilen HMB dolasima
verilir'®'. (Sekil 3) 70 kg agirliginda bir insan giinde yaklasik olarak 0,2-0,4 g HMB
uretir. Bu miktarda HMB; 6zellikle stres ve yara iyilesmesi gibi metabolik suregler

icin yeterli olmayabilmektedir'?"%,

LOSIn

o-Ketoisocaproate (KIC)

kas
(5%) 'l' (95%)
id B-hydroxy- «—— KIC ———— > Isovaleryl-CoA
ﬁ D%_rq_a{]r—%}{_ B'methylhut’rat& Karaciéer
(HMB) B-methyl-crotonyl-CoA
(MC-CoA)
HMB-CoA <«—> MC-CoA ke
oo ke B-methyl-gluconyl-CoA
MG-CoA (G-Co,
HMG-Con « M
/ \ B-hydroxy-B-methylglutaryl-CoA
Mevalonat Acetoacetyl-CoA MMGl'CDA]
Acetoacetate
Kolesterol Acetyl-CoA +Acetyl-CoA

Sekil 3. HMB'nin metabolizma yolagi

HMB bir I6sin metaboliti olup, iskelet kasi hicrelerinde kolesterol sentezi
icin bir prekirsordur'?'. Cok asamali siregte HMB, kas hicrelerinin sitozol
béliminde B-hidroksi-B-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) ya dénlstirilir'".
HMG-CoA, Kkolesterole donusturtlir. Kas hucreleri, hicre membraninin
akiskanligini idame ettirebilmek icin gerekli olan kolesterollerini kendileri Uretirler,
bunu tipik olarak HMG-CoA’dan elde ederler ¢unku dolasimdan absorbe edilen
kolesterolden yararlanamazlar''. HMB’nin koruyucu ve anti-katabolik etkili oldugu,

ve protein sentezine direkt olarak etki edebildigi gosterilmistir'.

HMB'nin; Kas hicrelerinin membranini stabilize ettigi'®, protein yikimini

123,124,127

azaltarak etkiledigi 19,125,127

, protein sentezini arttirdigi gOsterilmigtir. TUmor
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nekroz faktoru-alfa (TNF-a) ve interferon-gamma (IFN-Y), kronik obstruktif akciger
hastali§i (KOAH), HIV/AIDS ile iligkilidir ve sdzkonusu durumlarda artar'?'?’.
Lipopolisakkarid (LPS), KOAH ve sepsis durumlarinda sinyal faktért olarak gorev
alir'®'?_ Proteolizis-iligkili faktor (PIF), kanserlerde timor kitlesinden salinir ve
dolasimdaki miktar artar'®.

HMB, iskelet kasi hucrelerinde protein yikimini saglayan 2 ayri yolagi
etkileyerek protein yikimini azaltmaktadir. Baslangiglari farkl sinyal faktorleri ile
olussa da, her iki yolak sonucunda da protein yikimini saglayan duzenleyici faktor
olan nukleer faktor-kappa B (NFkB) aktive olmaktadir. NFkB’nin nukleustaki
aktivitesi artmaktadir ve proteinleri yikan enzimler olan proteozomlar'in Uretimi
artar. Sonugta protein yikimi artar'?*'2"128,

TNF-a, IFN-Y, Angiotensin Il ve Lipopolisakkaritler (LPS), kaspaz-8’i aktive
eder. Kaspas-8, hiicre membraninda yer alan bir protein olup, hiicredeki bir diger
protein olan kaspaz-3'U aktive eder. Kaspaz-3 ve intraselller diger proteinler
arasinda etkilesim sonucunda, niUkleustaki protein sentezinde azalma meydana
gelir. HMB, kaspaz-8'in aktivasyonunu inhibe eder. HMB, bu inhibisyonu su
yollarla saglar'#'®'%: protein sentezinin azalmasini 6nleyerek, NF-kB tarafindan
baslatilan protein yikiminin inhibisyonunu arttirarak. Bu mekanizmalarin
sonucunda, hicre membraninda kaspaz-8 aktivasyonu azalmis olur. Bu nedenle
HMB, protein sentezinin idame ettiriilmesinde ve protein yikiminin dnlenmesinde
oldukca 6nemli bir rol Ustlenmektedir.

Kanser hastalarinda, PIF kas hiucre membranindaki arasidonik asid’i aktive
eder, bu durum da inflamatuvar mediatorlerin hiicre stoplazmasinda uretiimelerine
neden olur. Bu inflamatuvar mediatdérler ve intraselller proteinler arasindaki
etkilesim sonucunda NF-kB aktive olur. HMB, arasidonik asit Urlnleri ile
intraseluler proteinler arasindaki bu etkilesimi bozarak NF-kB’nin aktivasyonunu
onler. Bunlarin sonucunda protein yikimi azaltiimaya galigilir'?23.129,

HMB, protein sentezini direkt olarak arttirici etkiye sahiptir. Bu etki, protein
sentezini kontrol eden bir hdcre igi proteini olan mTOR (mammalian target of
rapamisin-memelilerde rapamisin hedefi) aktivasyonu Uzerinden saglanmaktadir.
HMB, mTOR sinyal yolaklarini uygun bir sekilde aktive eder'®. mTOR yolagi
bayime faktorleri, hormonlar, aminoasidler, glikoz ve stres durumlarinda
uyariimaktadir. mTOR, uygun duzeylerde besin maddeleri (glikoz, aminoasid,
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lipoprotein, mineral) varliginda aktive olabilmektedir. mTOR, protein sentezi igin
gerekli olan mekanizmalari ribozomlar tizerinden aktive etmektedir'*°.
instilin-benzeri buyiime faktérii-1 (IGF-1), mTOR’u kas hiicrelerinde aktive
eden blyume faktorlerinden biridir. HMB, mTOR’u ve IGF-1 Uzerinden meydana
gelen mTOR aktivitesini arttirmaktadir'®'?®>. Bu nedenle HMB, biylime hormonu
ve IGF-1 ile iligkili olarak yasla iligkili doku yanitinda meydana gelen azalmayi da
onleyebilecektir. Bdylece sarkopeni’'nin 6niine gecilmesi miimkiin olacaktir®"'%,

Malondialdehit (MDA)

Hidroksil radikalleri hicre ve organel membranlarindaki lipidler ile gift bag
yapar ve olusan lipid-radikal etkilesimi ile bir dizi reaksiyon geligir. Bunun
sonucunda malondialdehit, dien konjugatlari gibi birgok lipid peroksidasyon urtnu
olugur™®. MDA lipid peroksidasyonun son uriinidir ve oksidatif hasarin bir
indikatorudur. MDA olusum yerinden kolayca diffize olarak membran yapisindaki
lipid ve proteinlere ¢apraz baglanarak membran butunlGgunt bozar, bu da
membran permeabilitesinin bozulmasina neden olur. Birgok degdisik organ
sistemleri Uzerinde iskemi/reperfizyon modeli olusturularak yapilan ¢alismalarda
MDA diizeyinin ylikseldigi gosterilmistir'®*'*. TBA reaktivitesi ile MDA 6lglimu lipid
peroksidasyonun degerlendiriimesi igin en sik kullanilan yontemdir'®®.

Miyeloperoksidaz (MPO)

MPO polimorfonukleer [6kosit (PMNL) infiltrasyonunun indeksi oldugu
bilinmektedir. PMNL’ler potansiyel serbest oksijen radikalleri (SOR) kaynagi olup
oksidatif stres hasarinin gelismesinde major bir rol oynarlar. Deneysel
calismalarda MPO dizeylerinin I/R hasari, yanik ve sepsis gibi degisik
inflamatuvar streglerde arttigi gosterilmistir'®.

Superoksit Dismutaz (SOD)

SOD, bir oksidan olan sUperoksit radikalinin hidrojenperoksite dontsimunu
hizlandirarak, siiperoksit radikalini ortadan kaldirir',

O =i.é + O =i§ + 2H+ superoksit dismutaz > H202 + 02

SOD hdcrelerde iki sekilde bulunur; birisi primer olarak sitoplazmada

bulunur bakir ve c¢inko ihtiva eder, digeri de manganez iceren mitokondriyal
SOD'dir'®.  SOD, siiperoksit anyonlarin hidrojen peroksite dismutasyonunu
katalizler. Hidrojen peroksit de, glutatyon peroksidaz ve katalaz ile metabolize
edilir. Glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz tarafindan katalizlenip olusan
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indirgenmis glutatyonu, okside glutatyon haline dénusturir'. SOD antioksidan
etkiye sahiptir.

Nitrik Oksit (NO)

NO renksiz bir gazdir, kisa émurlidir ve hucresel Uretim yerinin direkt
olarak 6sterilmesi miimkiin degildir'*>'*, Genis biyolojik, kardiyovaskiiler, nérolojik
ve immun fizyolojik etkisi olan bir serbest radikaldir'**. NO’nun oksijenasyonu, nitrit
ve nitrat stabil metabolitler olugsmasi ile sonuglanir®®. Nitrik oksit sentaz (NOS)'un
u¢ izoenzimi tarafindan uretilir, iki tipten olugur; kasiyum bagimli tip(endotelyal ve
noral, ikisi bir cNOS’dur) digeri de kalsiyum bagimsiz tiptir ve induklenebilir nitrik
oksit sentaz (iINOS) olarak bilinir'*°.

INOS olusumu proinflamatuvar sitokinlere ve cesitli hiicrelerden (nétrofiller,
monositler, makrofajlar, T lenfositleri, vaskiler diz kas hucreleri ve lenfositler) bazi
bakteriyel Urdnlerin salinimi ile olusur. Ancak, insan inflamatuvar hicrelerinden
NO salinimi igin ihtiyag duyulan seyler halen tartismalidir'’. LPS ile indiiklenen
sepsis dahil immun veya inflamatuvar degisiklikler INOS’u bagirsakta indikler'*.
INOS, cNOS’tan daha biiylik miktarlarda nitrik oksit salar'*. NO sepsis esnasinda
veya mukozal enfamasyon esnasinda sitotoksik diizeye ulasir'™. NO fibroblast
fonksiyonunda ve kutan6z yara kollejeni sentezinde onemli ancak tam olarak
anlasilmamis bir rol almaktadir. INOS gene ekspresyonu kolon yara iyilesmesinde
uyariilmaktadir ve iyilesmenin batin fazlarinda bulunmaktadir, INOS aktivitesi

151

optimal iyilesme icin gerekmektedir'®'. INOS kolon anastomozu iyilesmesinde

negatif etkilidir; sepsiste INOS artar ve sonucunda da anastomozda iyilesme

azalir'®?
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GEREG VE YONTEMLER

Deneysel calisma protokolii Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'nda onaylandiktan (04.01.2012 tarih 2012/44 sayi) sonra deney
hayvanlari (zerindeki calismalar Mersin Universitesi Tip Fakdltesi Deney
Hayvanlari Arastirma Laboratuar’nda yapildi. Calismada kullanilan Wistar Albino
tipi ratlar MEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuari Uretim
Birimi’nden temin edildi. Calismada agirliklari 250-320 gr arasinda degisen 40
adet erkek rat kullanildi. Calisma slresince ratlar 24°C oda isisinda ve 12/12
saatlik gece gunduz siklusunda tutuldu ve kisitlama yapilmadan standart rat yemi
ve su ile beslendi.

Sepsis modeli

Sepsis modeli Diller'>'>?

ve arkadaslarinin uyguladigi gibi 2 mg/kg LPS’nin
kolon anastomozundan 18 saat Once intraperitoneal olarak verilmesiyle
olusturulmaya calisildi.

Deney Gruplari

Kolon Anastomozu (KA) Grubu, (rat sayisi:10): Ratlara laparotomiden 18
saat dnce LPS gruplarina verilecek LPS hacmi kadar miktarda serum fizyolojik
(2.27 ml/kg) intraperitoneal (i.p.) olarak verildi. Yine LPS gruplarina sivi
resusitasyonu amaciyla verilecek hacimde (5 ml/kg) serum fizyolojik subkutan
(s.k.) olarak deneyin baslangicinda bir kere verildi. Ratlara cerrahi islem olarak
kolon anastomozu yapildi. Postoperatif donemde ratlarin beslenmesine baslandi.
Bu grup KA’da ortaya ¢ikan degisiklikleri gdstermek igin olusturuldu.

Lipopolisakkarit + Kolon Anastomozu (LPS + KA) Grubu, (rat sayisi:
10): Ratlara laparotomiden 18 saat 6nce 2 mg/kg LPS (E. Coli 055:B5 serotip
SIGMA 1-2880; toz halinde temin edilen LPS 8,8 mg/10 ml olacak sekilde serum
fizyolojik ile sulandirilarak enjeksiyon igin hazirlandi) 2,27 ml/kg olacak sekilde i.p.
olarak verildi. Sivi resusitasyonu amaciyla 5 mi/kg serum fizyolojik s.k. olarak
deneyin baslangicinda bir kere verildi. Ratlara cerrahi islem olarak kolon
anastomozu vyapildi. Bu grup LPS ortaminda yapilan KA'da ortaya c¢ikan

degisiklikleri géstermek igin olusturuldu.

32



Kolon Anastomozu + HMB (KA + HMB) Grubu, (rat sayisi: 10): Ratlara
laparotomiden 18 saat 6nce LPS gruplarina verilecek LPS hacmi kadar miktarda
serum fizyolojik (2,27 ml/kg) i.p. olarak verildi. Yine LPS gruplarina sivi
resusitasyonu amaciyla verilecek hacimde (5 ml/kg) serum fizyolojik s.k. olarak
deneyin baslangicinda bir kere verildi. HMB (1x2 mg/kg/gun, gavaj ile) tedavisine
KA’'dan 12 saat sonra baslandi ve 7 gun surdl. Bu grup HMB tedavisi ile KA'da
ortaya ¢ikan degisiklikleri gostermek igin olusturuldu.

LPS + Kolon Anastomozu + HMB (LPS + KA + HB) Grubu, (rat sayisi:
10): Ratlara laparotomiden 18 saat dnce 2 mg/kg LPS 2,27 ml/kg olacak sekilde
i.p. olarak verildi. Sivi resusitasyonu amaciyla 5 ml/kg serum fizyolojik s.k. olarak
deneyin baslangicinda bir kere verildi. HMB (1x2 mg/kg/gun, gavaj ile) tedavisine
KA’'dan 12 saat sonra baslandi ve 7 gun surdl. Bu grup LPS ortaminda yapilan
KA'da HMB tedavisinin ortaya ¢ikardigi degisiklikleri géstermek igin olusturuldu.

Cerrahi Model

Ratlar yapilacak cerrahi operasyondan 12 saat 6nce ag¢ birakildi; bu sure
icinde yalniz sivi alimina izin verildi. Cerrahi operasyondan sonra ratlarin
beslenmesi serbest birakildi. Intramuskuler (i.m.) Ketamin (Ketalar(, Eczacibasi
Warner Lambert llac AS, Istanbul, Turkey) (50 mg/kg) ve Ksilazin 10mg/kg ile
induksiyonun ardindan ratlarin karin bolgesi %1 povidon—iodin ile temizlendikten
sonra steril értinmeyi takiben karina orta hat laparatomi yapildi.

Batdn ratlarda peritoneal refleksiyonun 3 cm Gzerinden kolon tam kat kesilip
ikiye ayrildi. Bu islemin ardindan kesik kolon uglari 7/0 ipek ile tek tek Gambee
sutur teknigi ile ug-uca anastomoze edildi (Resim 1).

Cerrahi sonrasi ratlarin karin katlari 4/0 ipek suturlerle devamli olarak
kapatildi. Cerrahi islemden hemen sonra cerrahi igslem sirasindaki sivi kayiplarini
yerine koymak amaciyla 5 mi/100gr serum fizyolojik s.k. olarak verildi. Cerrahi
islemler sirasinda ratlar lamba ile isitildi. Cerrahi sonrasi analjezi amaciyla 2,5
mg/kg fluniksin i.m. yapildi.

Kolon anastomozundan 168 saat (7 gun) sonra 50 mg/kg Ketamin i.m. ve
10 mg/kg Ksilazin i.m. ile indUksiyonun ardindan ratlarin toraks ve karin bolgesi
%1 povidon—iodin ile temizlendikten sonra steril értinmeyi takiben torakotomi ve

laparatomi yapilarak kan ve doku ornekleri alindi. Toraks acilarak biyokimyasal
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analizler icin intrakardiyak ponksiyonla kan alindi; servikal dislokasyonla ratlara

sakrifikasyon yapildi.

Resim 1.inen kolona kesi sonrasi anastomoz

Daha sonra kolon anastomozunu iceren 5 cm’lik kolon segmenti rezeke
edildi ve anastomoz patlama basinci 6l¢uldu. Cikarilan kolon segmentinin yarisi
biyokimyasal analiz, diger yarisi histopatolojik inceleme igin ayrildi.

Doku ve Kan Orneklerinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Patlama basinci odlguldikten sonra anastomozu igeren kolon segmenti
anastomoz hattina dikey olacak sekilde ikiye bolindu. Bir parga histopatolojik
degerlendirme icin %10’'luk formaldehitte tespit edildi. Diger par¢ca dokuda
yapilacak biyokimyasal degerlendirmeler icin aliminyum folyoya sarilarak sivi
nitrojende donduruldu ve 8lciim giiniine kadar —20 °C de saklandi.

Deneklerden intrakardiak kan ornekleri alindi. Alinan kan &rnekleri
hemogram ve biyokimya tuplerine bolusturtldd. Biyokimya tupline alinan kan
ornekleri 4000 rpm’'de 10 dakika santraflj edilerek serumlari ayristirildi. Serum
ornekleri dlciim yapilincaya kadar —20 °C’de saklandi.

Degerlendirmede Kullanilan Grup Karsilagtirmalari

LPS’'in KA’da ortaya cikardigi farki saptamak igin KA - LPS+KA
karsilastirmasi yapildi. HMB’in KA’da ortaya ¢ikardigi farki saptamak igin KA -
KA+HMB karsilastirmasi yapildi. LPS ve HMB arasindaki farki saptamak igin
LPS+KA - KA+HMB kargilagstirmasi yapildi. HMB’in LPS ortaminda ortaya

cikardigi farki saptamak igin LPS+KA - LPS+KA+HMB karsilastirmasi yapildi.
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Degerlendirme Parametreleri

Ratlarin Agirhik Degisimi

Deneyin baslangicinda ve sakrifikasyon asamasinda olmak Uzere ratlarin
agirliklari hassas tarti aleti ile tartildi ve agirlik degisimleri belirlendi.

Anastomoz patlama basinci

Patlama Basincinin Olgiilme Teknidi: Yedinci giinde yapilan laparotomi
sirasinda sol kolondan 5 cm’lik segment (anastomozun proksimal ve distalinden
2.5 cm) rezeke edildi. Cikartilan segmentin distali 3/0 ipek suturle baglandi. 8 F
silikon katater proksimal ugtan gegcirilip 3/0 ipek ile baglandi (Resim 2).

Silikon kataterin diger ucu basing transducer’ina baglandi. Patlama basinci
OlgUmU i¢in siringa pompasiyla (62-HF-0267-00, Abbott, Chicago, USA) 2
ml/dk’dan serum fizyolojik inflzyonu yapildi. Basing disposable basing transducer’i
ile monitorize edilip Hewlett-Packard recorder (Biopac MP-100 Acquisition System,
Version 3.5.7 Santa Barbara, USA) ile kaydedildi (Resim 3). Kagagin olustugunu

gosteren pik basing (mmHg); patlama basinci olarak degerlendirildi.

Resim 2. Anastomoz patlama basinci élgim teknigi.
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Resim 3. Patlama basinci dlgim dizenegi.

Biyokimyasal incelemeler

Biyokimyasal incelemeler kan ve doku oOrnekleri Uzerinde yapildi. Kanda
I6kosit ve tUmor nekroz faktor-a [TNF-a], serum miyeloperoksidaz [MPO], serum
nitritnitrat, serum nitrat, serum superoksit dismutaz [SOD], serum hiroksiprolin,
serum malondialdehit [MDA] bakildi. Anastomoz dokusunda miyeloperoksidaz
[MPO], malondialdehit [MDA], suUperoksit dismutaz [SOD], nitrit-nitrat, nitrat,
hidroksiprolin, TNF-a) ve histopatolojik incelemeler (Hematoksilen-Eozin [H-E] ve
immunohistokimyasal induklenebilir nitrik oksit sentaz [iNOS]) bakildi.

Kanda hemogram olgiimii: Tam kan sayimi, Sysmex XT 2000i cihazi ile
bakildi. Lokosit sayisi 1000/uL olarak verildi.

Serum ve Doku MPO odlgumi: Serum MPO dizeyi igin 6nceden
hazirlanmis olan serum homojenat 6rnegi MPO Rat Elisa Kit USCN Life Science
Inc. (Houston, USA, Cat No: E90601Ra) ile ¢alisildi. Serum MPO duzeyi pg/mL
olarak hesaplandi. Doku MPO &l¢gima igin tim dokular tartildi. 300 mg dokuya 5
ml. 0.02 M EDTA (pH:7.4) hesabiyla doku miktarina gére EDTA konularak 60
saniye homojenize edildi. Homojenatin 1.5 ml'si 20.000 devirde (15 dakika
+4°C’de) santrafuje edildi, sipernatant atildi. 0.05 M KPO4 (pH:6) tamponu iginde
%0.5 HETAAB (Hekza Adezil Trimetil Amonyum Bromid) hazirlandi. Pellet 1,5 ml
HETAAB ile yeniden homojenize edildi. Homojenat 20.000 devirde tekrar (15
dakika +4°C’de) santrafUje edildi, sUpernatant calisma igin alindi. Doku
orneklerindeki MPO diizeyleri Golowich'* ve ark.’ nin gelistirdikleri yonteme gére

saptandi. Yontem hidrojen peroksitin homojenat ve serumdaki MPO tarafindan
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oksitlenerek o-dianozidini reduklemesi ve redikte o-ianozidinin 410 nm’de
Olcllmesi prensibine dayanmaktadir. Bulunan sonuglar pg/ gr protein olarak
hesaplandi.

Serum ve Doku MDA ol¢ciimiu: Serum MDA duzeyi igin 6nceden
hazirlanmis olan serum homojenat 6rnegi TBARS Assay Kit Cayman Chemical
Company, (Michigan, USA, Cat No: 10009055) ile ¢aligildi. Serum MDA duzeyi yM
olarak hesaplandi. Doku MDA 0Olguimu igin tim dokular tartildi. Doku agirhiklari 50
mg. dokuya 500 pL 0.15 M KCI eklenerek homojenize edildi. Doku 6rneklerindeki
MDA diizeyleri Yagi." ve ark.’nin gelistirdikleri ydnteme gére saptandi. Aerobik
sartlarda homojenatin pH:3.4’de tiyobarbitirik asit ile 95°C’de inkiibasyonu sonucu
eger lipid peroksidasyonu var ise bunun sekonder bir GrinU olan malondialdehit
olugur. Olusan MDA tiyobarbitirik asit ile pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu
renk siddetinin 532 nm.de spektrofotometrik olarak olgimiu ile lipid
peroksidasyonu saptanir. Bulunan sonuglar pM/gr protein olarak hesaplandi.

Serum ve Doku SOD aktivitesi ol¢glimii: Serum SOD aktivitesi dlgimu igin
onceden hazirlanmis olan serum homojenat 6rnegi Superoxide Dismutase Assay
Kit Cayman Chemical Company, (Michigan, USA, Cat No: 706002) ile ¢alsildi.
Serum SOD aktivitesi dizeyi pl /mL olarak hesaplandi. 100 mg doku 1ml serum
fizyolojikte homojenize edilerek hazirlandi ve homojenat SOD diizeyleri Durak'>®
ve ark.’nin gelistirdigi yonteme gore c¢alisildi. Bu yonteme gore, Ksantin- ksantin
oksidaz sistemi ile sUperoksit radikali Uretilir. Ortamda yuksek superoksit radikali
NBT'’yi (nitroblue tetrazoluim) redikler ve mavi renk olugur. Ortamdaki SOD
miktarina gore superoksit adikalin ortamdan kalkmasi ve NBT reduksiyonun inhibe
olmasi mavi rengin siddetinde azalmaya neden olur. Yéntem bu prensibe

dayanmaktadir. Sonuglar pl /gr protein olarak degerlendildi.

Serum ve Doku Nitrit-Nitrat ol¢glimii: Serum Nitrit-Nitrat dizeyi igin
onceden hazirlanmis olan serum homojenat 6rnegi Nitrite/Nitrate Colorimetric
Assay Kit Cayman Chemical Company, (Michigan, USA, Cat No: 780001) ile
calisildi. Serum Nitrit-Nitrat dizeyi yM/mL olarak hesaplandi. 100 mg doku 1ml
fosfat buffer (ph: 7) ie homojenize edildi ve elde edilen homojenat g¢alsma igin

kullanildi. Bu galismada nitrit ve nitrat dlgimleri nitrit-nitrat kolorimetrik assay kit
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(Nitrite / Nitrate colorimetric method, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
kullanilarak yapildi.

Nitrojen monoksit biyolojik sivilarda nitrit olarak tespit edilmektedir. Ornekte
mevcut olan nitrat ise NADPH varlhiginda nitrat rediktaz (NR) enzimiyle nitrite
reduklenir.

Nitrat + NADPH + H NR Nitrit + NADP" + H,0O

»
»

Olusgan nitrit ise sulfanilamid ve N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorid ile
reaksiyona girerek kirmizi viole diazo boyasi meydana getirir. Olusan bu rengin
siddeti ise spektrofotometrik olarak, 540 nm dalga boyunda olgulur.

Koenzim tabletlerinin hazirlanmasi: Her birinde 0,5 mg NADPH ve 0,01 mg
FAD igeren tabletler potasyum fosfat tamponu ile steril bir diz biyokimya tupu
icerisinde ¢ozuldu. 1 adet tablet icin 3 ml tampon kullanilacak sekilde bu miktar
ornek sayisina goére ayarlandi. Bu islem ¢alismadan hemen énce yapildi.

Nitrat rediktaz hazirlanmasi: 4 Unite liyofilize enzim igeren bir sise 0,7 ml
redistile su ile ¢Ozildi. Enzim ¢o6ziinmis sekli ile +4°C'de 2 hafta
dayanabilmektedir.

Suilfanilamid ve N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorid boyalari ile potasyum
fosfat tamponu kit icinde hazir olarak bulunmakta idi.

Yontem:

Nitrit 6lgimu i¢in tum ornekler ve standartlar ayni yontemle caligildi.
Tlaplere 500 pl serum 6rne@i ve Uzerine 270 ul distile su eklendi. Ayrica ¢alisma
koru hazirlamak icin 6rnek yerine ayni miktarda distile su konuldu. Tlpler iyice
karistinldi, oda 1sisinda 30 dakika inklibe edildikten sonra enzim linked
Immunoassay (ELISA) okuyucusunda (Organon Teknika microwell system reader
230 S) 540 nm dalga boyunda calisma korline karsi orneklerin absorbanslari
okundu. Bu islem ile drnek korunun absorbans degerleri tespit edilmis oldu (A1).
Daha sonra koér ve 6rnek tuplerine dnce 250 ul sulfanilamid igeren boya reaktifi,
ardindan 250 pl N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorid igceren boya reaktifi eklendi.
Tum tupler yine oda i1sisinda ve karanlikta 15 dakika inkibasyona birakildi. Ayni
dalga boyunda tekrar 8lgiim yapildi (A2). ikinci absorbans degerinden (A2) birinci
deger (A1) cikarilarak drnekte baslangigta bulunan nitrit absorbansi tespit edilmis
oldu.
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Nitrit-nitrat olgcimui: Calismanin bu kisminin amaci 6rneklerin igerisinde
mevcut olan nitratlarin nitrit haline c¢evrilmesidir. Tum taplere 500 pl serum
pipetlendi ve Uzerine 250 pl daha dnce hazirlanan koenzim ve 20 pl yine daha
once hazirlanan enzim solusyonlari eklendi. Ayrica ¢alisma koru hazirlamak igin
ornek yerine ayni miktarda distile su konularak Uzerine koenzim ve enzim
solusyonlari eklendi. Tupler iyice karistirildi, oda isisinda 30 dakika inklbe
edildikten sonra ELISA okuyucusunda 540 nm dalga boyunda c¢alisma koérlne
kargi orneklerin absorbanslari okundu. Bu iglem ile 6rnek koérinin absorbans
degerleri tespit edilmis oldu (A1). Daha sonra kor ve 6rnek tiplerine énce 250 i
sulfanilamid iceren boya reaktifi, ardindan 250 pl N-(1-naftil)-etilendiamin
dihidroklorid iceren boya reaktifi eklendi. Tum tldpler yine oda isisinda ve
karanlikta 15 dakika inkibasyona birakildi. Ayni dalga boyunda tekrar Olgim
yapildi (A2). ikinci absorbans degerinden (A2) birinci deder (A1) cikarilarak,
baslangigta drnek iginde varolan ve inkubasyon sirasinda nitratlardan rediklenen
total nitrit absorbanslari tespit edilmis oldu.

Total nitrit absorbans degerlerinden nitrit absorbanslari ¢ikartilarak
orneklerdeki nitrat absorbans degerleri elde edilmis oldu. Absorbanslarin tespitinin
ardindan nitrit ve nitrat icin ayri ayri hazirlanmig olan standart egriler yardimiyla
ornek konsantrasyonlari hesaplandi. Nitrit ve nitrat konsantrasyonlari toplanarak
sonuglar total nitrit+nitrat konsantrasyonu olarak uM/gr protein cinsinden verildi.

Serum ve Doku TNF-a ol¢iimii: Doku TNF-a duzeyi igin 100mg doku 500
uL doku lizis buffer ile homojenize edildi ve elde edilen doku homojenatinda 100ul
alinarak TNF-a duzeyleri galisildi. Doku TNF-a duzeyi pg/ gr protein olarak
hesaplandi.

Serum ve doku homojenat TNF-a dizeyi 6l¢imu solid faz ELISA prensibine
dayanan Raybitech firmasinin Rat TNF-a (Norcross, USA) hazir oOlgim Kiti
kullanilarak yapildi. TNF-a ve duzeylerinin 6lcimi amaciyla -20°C ‘de muhafaza
edilen deney ve kontrol grubunun serumlari oda isisinda ¢6zduruldikten sonra
hazir 6lgum kiti kullanilarak yapildi.

Bunun igin ELISA pleytinin standart kuyucuklarina 100 ul standart dilisyonu
ve blank kuyucuguna 100 pl sadece standart dilisyonundan, numune
kuyucuklarina ise 100 yl serum, konuldu. 2,5 saat oda isisinda bekletildi. Daha
sonra dort kez yikama solusyonu ile yikandi ve her bir kuyucuga 100 pl
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biotinylated anti-TNF-a konjugat sollisyonu eklenerek oda sisinda Reaksiyonun
olusmasi igin 1 saat oda sicakhdinda inklbe edildi. Surenin sonunda her bir
kuyucuk 4 kez yikama solUsyonu ile yikandli, iyice aspire edildi. Daha sonra 100 pl
Streptavidin-HRP ¢alisma solUsyonundan her bir kuyucuga eklenip 45 dakika oda
sicakliginda inklbe edildi. Daha sonra her bir kuyucuga 100 pl stabilize kromojen
TMB substrat reagent eklendi ve rengin maviye dondugu goézlendiginde 30 dakika
oda sicakliginda, karanlikta inkibe edildi. Sdrenin sonunda 100 pl stop
solusyonundan her bir kuyucuga eklendi hafif calkalayarak rengin sariya dondugu
g6zlendi ve TNF-a diizeyleri ELISA cihazinda 450nm ‘de okundu ve oélgimler
ng/ml olarak verildi.

Serum ve Doku hidroksiprolin élgiimi: Serum hidrokdiprolin duzeyi igin
onceden hazirlanmig olan serum homojenat 6rnedi Hydroxyproline(Hyp) ELISA Kit
(Cusabio Biotech Co., LTD, China Rat Cat No: CSB-E08838r) ile ¢alisildi. Serum
hidroksiprolin degerleri ng/mL olarak hesaplandi. Doku hidroksiprolin dizeyleri Far
Diagnostik (ltaly) ticari kit ile belirlendi. Bu kitin ¢alisma protokoline goére c¢alisildi.
Tartilan doku ornekleri vidali teflon kapakli hidroliz tlplere konduktan sonra
hidroklorik asit eklenerek 102 °C ’'de 16 saat hidrolize edildi. Hidrolizat
sogutulduktan sonra sodyum hidroksit ile notralize edildi. Noétralize 6rnek filtre
edildi. Bu filtrat kit protokolline belirli kimyasallar eklenerek elde edilen renk
spektrofotometrede 560 nm de optik dansitede okundu. Bulunan mg/L

hidroksiprolin dizeylerinden ng/ gr protein olarak hesaplandi.

Histopatolojik degerlendirme

Anastomoz bdlgesine ait kolon doku &rnekleri bekletimeden % 10’luk
formaldehit solisyonuna konuldu ve bu solisyonda 24 saat slre tespit edildi.
Tespit agsamasindan sonra Uzerine numara yazilmis olan kasetlere yerlestirildi.
Degisen derecelerdeki alkol ve ksilollerden gegirilen dokular 56 °C ‘ye kadar
Isitilmis parafinde bekletildi. Parafine gémulmus dokulardan hazirlanan bloklardan
mikrotom yardimiyla Su kalinhginda kesitler elde edilerek lamlarin Gzerine alindi.
Hazirlanan lamlar deparafinize edilip Hematoksilen-eozin (H-E) boyasi ile
boyanarak preparatlar hazirlandi. Preparatlar Olympus BX50 1sik mikroskobunda

hangi gruplara ait 6érnekler oldugunu bilmeyen patolog tarafindan degerlendirildi.
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Barsak anastomoz iyilesmesini evrelemek i¢in de Sousa'nin kullanmis oldugu
skorlama sistemi kullanildi'®?. Bu sisteme gore skorlama 0-3 arasinda yapilmistir.
Bu skorlamaya gore boyanma siddetinin ve yayginliginin degerlendiriimesi:
0-Boyanma yok
1-Hafif siddette boyanma
2-Orta siddette boyanma
3-Siddetli boyanma

immiinhistokimyasal (INOS) degerlendirme: Anastomoz bélgesine ait
kolon doku ornekleri bekletiimeden % 10’luk formaldehit solisyonuna konuldu ve
bu solisyonda 24 saat sure tespit edildi. Tespit asamasindan sonra Uzerine
numara yazilmis olan kasetlere yerlestirildi. Kesitler 58 °C’de bir gece bekletildi.
Daha sonra hidrojen peroksitte 5-7 dakika bekletilip ve distile suyla yikandi.
Ardindan Sitrat-Tampon icinde 5x2=10 dakika mikrodalga firinda kaynatildi.
Mikrodalga firindan gikarihp 30 dakika sogumaya birakildi. Distile suda iki kez
yikayip, Fosfat tampon c¢ozeltisinde (Phospohate Buffered Solue [PBS]) bes
dakika bekletildi. UV blok damlatilip, 10 dakika bekletildi. Sonra primer antikor
(INOS) damaltiip 1 saat bekletildi. Tekrar PBS ile yikanip, arkasindan sari
solusyon damlatilip 15 dakika bekletildi ve tekrar PBS ile yikandi. Pembe sollsyon
damaltilip 5 dakika bekletildi. PBS ile yikandi. Ardindan AEC kromojen (1000
mikrona bir damla) damlatilip 5-10 dakika bekletildi. Tekrar PBS ile yikandi. Daha
sonra distile su ile yikandi. Sonra gesme suyu ile yikandi. Kurut ve immun kapama
maddesiyle kapatildi. Hazirlanan lamlar deparafinize edilip INOS boyasi ile
boyanarak preparatlar hazirlandi. Preparatlar Olympus BX50 1sik mikroskobunda
orneklerin hangi gruplara ait oldugunu bilmeyen patolog tarafindan degerlendirildi.
Hazirlanan preperatlarin degerlendiriimesinde de Sousa'nin kullanmis oldugu
skorlama sistemi kullanildi'®?. Bu sisteme gore skorlama 0-3 arasinda yapilmistir.
Bu skorlamaya gore boyanma siddetinin ve yayginliginin degerlendiriimesi:
0-Boyanma yok
1-Hafif siddette boyanma
2-Orta siddette boyanma
3-Siddetli boyanma
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istatistiksel Analiz

Surekli degiskenlere ait tanimlayici istatistikler ortalama ve standart sapma
cinsinden, kategorik degiskenlere ait tanimlayici istatistikler frekans ve ylzde
cinsinden  6zetlenmigtir.  Biyokimyasal odlgumler bakimindan  gruplarin
kargilastirimasinda One-Way ANOVA ve Tukey HSD post hoc testlerinden
yararlaniimistir.

Agirhik olgimlerinin  analizinde Repeated Measurement ANOVA testi
kullanilmig, gruplar arasindaki farkliigin saptanmasi amaciyla ise Bonferroni post
hoc testinden yararlaniimistir.

Patolojik degerlendirmeler bakimindan gruplarin karsilastirilmasi amaciyla
Fisher-Freeman-Halton test kullaniimis ve Monte Carlo simulasyonuyla exact p
degerleri elde edilmigtir.

istatistik analizlerde p<0,05 ise sonuglar anlamli kabul edilmistir. istatistik

analizler PASW Statistics (SPSS) v.18 paket programi ile yapilmistir.
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BULGULAR

Ratlarin Agirlik Degigimi

Rat agirliklari operasyon dncesinde odlguldigunde; KA igin ortalama degeri
313,56 26,17 gr, KA+LPS i¢in ortalama degeri 317,90 + 35,65 gr, KA+HMB igin
ortalama degeri 288,30+ 45,40 gr, KA+LPS+HMB igin ortalama degeri 274,75 +
34,25 gr olarak saptandi. (Tablo 1) Gruplar arasinda deney baslangicinda
agirliklar acgisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. (p:0,052)

(Sekil 4)

Rat agirliklari sakrifikasyon asamasinda ol¢ulduginde; KA icin ortalama
degeri 316,00 £31,46gr, KA+LPS igin ortalama degeri 313,50 + 33,36 gr, KA+HMB
icin ortalama degeri 296,60 + 42,44 gr, KA+LPS+HMB igin ortalama degeri 280,38
+ 36,50 gr olarak saptandi. Sepsis grubunda once dlg¢lilen agirlik degeri sonra
Olculen agirhk degerine gore dugus gostermistir. KA+LPS+HMB, KA+HMB ve KA
gruplarinda bir miktar agirlik artisi olmustur. Ancak gruplar arasindaki énce sonra

agirhklart bakimindan etkilesim anlamli dedgildir. (p:0,062) Agirhk degisimleri

yoninden gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlamhl bir farklilhk
saptanmamigtir. (p:0,166)
Tablo 1. Ratlara ait agirlik degerleri (gr)

Gruplar

Glnler LPS + HMB
KA LPS +KA KA + HMB KA

Baglangi¢ (0. 313,56 317,90 + | 288,30 | 274,75 t

gun) 26,17 35,65 45,40 34,25

8. Gin 316,00 +|313,50 + | 296,60 +| 280,38 +
31,46 33,36 42,44 36,50
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Sekil 4. Ratlarin deney surecindeki agirlik degisimleri.

Anastomoz patlama basinci

Anastamoz patlama basinglari ortalama degerleri; KA grubu igin 247,89
126,96 mmHg, KA+LPS grubu igin 180,44 +46,11 mmHg, KA+HMB grubu igin
281,26 103,01 mmHg, KA+LPS+HMB grubu icin 217,86 £58,73 mmHg olarak
saptandi.

Hmb uygulanan gruplar ile diger gruplar ile karsilastinldiginda artis
saptanmistir. Ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli fark géstermedigi tespit
edildi.

KA+LPS+HMB grubunda basing KA+LPS grubuna goére daha yuksek
saptandi. Ancak aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli gérilmedi. (p:0,619)
Yine KA+LPS+HMB grubundaki basing KA gruba gore daha yuksek ancak
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi. (p:0,696) Gruplar arasindaki
istatistiksel olarak tek anlamli fark KA+LPS grubu ile KA+HMB grubu arasinda
(p:0,011) gorulmustar. (Sekil 5)
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Sekil 5. Kolon anastomoz patlama basinci ile ilgili grafik. (A:KA+LPS,
B:KA+LPS+HMB, C:KA, D:KA+HMB)

Biyokimyasal incelemeler

Hemogram (Lokosit sayimi):

Lokosit sayilari incelendiginde ortalama degerleri; KA grubu igin 4477,78 +
2682,08/uL, KA+LPS grubu icin 6992,00 +3847,55/uL, KA+HMB grubu igin
2630,00 +2459,92/uL, KA+LPS+HMB grubu igin 5452,50 12707,36/uL olarak
saptandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigstir.
(p:0,022)

Lokosit bakimindan goézlenen bu farkliik sadece KA+HMB ile KA+LPS
grubu arasinda ortaya ¢ikmaktadir. KA+HMB grubu KA+LPS+HMB grubuna gore
istatistiksel fark onemli sekilde dusukken, diger tum gruplar birbirilerine benzerlik
gOstermektedir. (Sekil 6)
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Sekil 6. Lokosit sayimi ile ilgili grafik.

Doku MDA

Doku MDA duzeyleri ortalama deg@erleri; KA grubu igin 0,54 +0,06 uM/gr

protein, KA+LPS grubu i¢in 0,57 +£0,25 uM/gr protein,

KA+HMB grubu icin 0,61

10,12 pM/gr protein, KA+LPS+HMB grubu igin 0,52 +0,03 uM/gr protein olarak

saptandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir. (p: 0,608)

(Sekil 7)

Doku MDA (uMigr)

T T T T
Ha KA+HWEB KA+HVB+Sepsis KA+Sepsis

Grup

Sekil 7. Doku MDA ile ilgili grafik.
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Serum MDA

Serum MDA dulzeyleri ortalama degerleri; KA grubu igin 0,08 £ 0,03 uM,
KA+LPS grubu i¢in 0,08 + 0,03 uyM, KA+HMB grubu i¢in 0,07 =+ 0,02 uM
KA+LPS+HMB grubu i¢in 0,12 + 0,05 pM olarak saptandi. Gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir. (p: 0,007)

istatistiksel olarak goézlenen bu farkliik KA+LPS+HMB grubundan
kaynaklanmaktadir. KA+LPS+HMB grubu diger tim gruplardan istatistik dnemli
sekilde yuksekken, diger gruplar birbirilerine benzerlik gostermektedir. (Sekil 8)

Serum MDA (UM/mL)

E T

05

T T T
KA KA+HME KA+HMB+Sepsis KA+Sepsis

Grup

Sekil 8. Serum MDA ile ilgili grafik.

Doku SOD aktivitesi

Doku SOD duzeyleri ortalama degerleri; KA grubu igin 0,75 + 0,27 pl /gr
protein, KA+LPS grubu igin 0,77 + 0,27 ul /gr protein, KA+HMB grubu icin 0,69 +
0,17 ul /gr protein, KA+LPS+HMB grubu i¢in 1,19 * 0,46 pl /gr protein olarak
saptandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigstir. (p:
0,007)
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Gozlenen bu farkhihgin KA+LPS+HMB grubundan kaynaklanmaktadir.
KA+LPS+HMB grubu diger tUm gruplardan istatistik énemli sekilde ylksekken,

diger gruplar birbirilerine benzerlik gostermektedir. (Sekil 9)

1,50
1,257

1,00

I —

T T T T
KA KA+HWE KA+HMB+Sepsis Sepsis

Doku SOD (ul Igr)

Grup

Sekil 9. Doku SOD aktivitesi ile ilgili grafik.

Serum SOD aktivitesi

Serum SOD duzeyleri ortalama degerleri; KA grubu icin 3,75 + 1,35 ul /mL,
KA+LPS grubu igin 3,86 + 1,35 uyl /mL, KA+HMB grubu igin 3,46 + 0,86 ul /mL,
KA+LPS+HMB grubu icin 5,96 + 2,32 yl /mL olarak saptandi. Gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. (p: 0,007)

Gozlenen bu farkhihgin KA+LPS+HMB grubundan kaynaklanmaktadir.
KA+LPS+HMB grubu diger tUm gruplardan istatistik dnemli sekilde ylksekken,
diger gruplar birbirilerine benzerlik gostermektedir. (Sekil 10)

Doku Nitrit-Nitrat

Doku nitrat-nitrit dizeyleri ortalama degerleri; KA grubu igin 4,20 + 1,63
MM/gr protein, KA+LPS grubu igin 3,27 £ 1,25 uM/gr protein, KA+HMB grubu igin
ortalama ve 3,32 + 0,86 uM/gr protein, KA+LPS+HMB grubu igin 2,44 + 0,70 uM/gr
protein olarak saptandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. (p: 0,036) Doku nitrat-nitrit bakimindan goézlenen bu farklihk sadece
KA+LPS+HMB ile KA grubu arasinda ortaya c¢ikmaktadir. KA+LPS+HMB
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grubundaki Doku nitrat-nitrit degerleri KA grubuna gore istatistiksel olarak énemli

sekilde dusukken, diger gruplar birbirilerine benzerlik gostermektedir. (Sekil 11)

Serum SQOD (pl imL)
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Sekil 10. Serum SOD aktivitesi ile ilgili grafik.
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Sekil 11. Doku Nitrit-Nitrat dizeyleri ile ilgili grafik.

Serum Nitrit-Nitrat

Serum nitrat-nitrit dlzeyleri ortalama degerleri; KA grubu igin 0,12
10,01puM/mL, KA+LPS grubu icin 0,13 £0,02 uM/mL, KA+HMB grubu igin 0,13
10,02 uM/mL, KA+LPS+HMB grubu igin 0,14 10,02 yM/mL olarak saptandi.
Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemistir. (p: 0,077)

(Sekil 12)
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Sekil 12. Serum Nitrit-Nitrat duzeyleri ile ilgili grafik.

Doku MPO

Doku MPO dulzeyleri ortalama degerleri; KA grubu icin 2992,25 +1356,22
pg/ gr protein, KA+LPS grubu icin 1869,20 +1667,10 pg/ gr protein, KA+HMB
grubu igin 2102,03 980,63 pg/ gr protein, KA+LPS+HMB grubu igin 3092,28
+703,22 pg/ gr protein olarak saptandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmemigtir. (p: 0,103) (Sekil 13)
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Sekil 13. Doku MPO duzeyleri ile ilgili grafik.
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Serum MPO

Serum MPO duzeyleri ortalama degerleri; KA grubu igin 2314,29 £1505,93
pg/mL, KA+LPS grubu igin 2406,93 +1399,65 pg/mL, KA+HMB grubu igin
1734,42 550,24 pg/mL, KA+LPS+HMB grubu i¢in 1456,78 +329,82 pg/mL olarak

saptandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemistir. (p:

0,215) (Sekil 14)
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Sekil 14. Serum MPO duzeyleri ile ilgili grafik.

Doku TNF-a
Doku TNF-a duzeyleri ortalama degerleri; KA grubu igin 3848,83 +3197,35

pg/ gr protein, KA+LPS grubu icin 11593,43 £1667,10 pg/ gr protein, KA+HMB
grubu igin 10670,62 £11277,60 pg/ gr protein, KA+LPS+HMB grubu igin 6391,13
14428,04 pg/ gr protein olarak saptandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmemigtir. (p: 0,325) (Sekil 15)
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Sekil 15. Doku TNF-a ile ilgili grafik.

Serum TNF-a

Serum TNF-a duzeyleri ortalama degerleri; KA grubu igin 67394,22
+19421,40 ng/mL, KA+LPS grubu igin 54644,00 +24190,39 ng/mL, KA+HMB
grubu icin 46010,00 +22113,16 ng/mL, KA+LPS+HMB grubu icin 50883,00
+31991,03 ng/mL olarak saptandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmemigtir. (p: 0,295) (Sekil 16)
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Sekil 16. Serum TNF-a duzeyleri.
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Doku Hidroksiprolin

Doku Hidroksiprolin duzeyleri ortalama degerleri; KA grubu igin 5,21 6,02
ng/ gr protein, KA+LPS grubu igin 1,08 £1,14 ng/ gr protein, KA+HMB grubu igin
3,33 £2,70 ng/ gr protein, KA+LPS+HMB grubu igin 4,29 +2,77 ng/ gr protein
olarak saptandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmemigtir. (p: 0,215) (Sekil 17)
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Sekil 17. Doku Hidroksiprolin duzeyleri ile ilgili grafik.

Serum Hidroksiprolin

Serum Hidroksiprolin dizeyleri ortalama degerleri; KA grubu icin 961,78
1297,14 ng/mL, KA+LPS grubu igin 249,20 +89,24 ng/mL, KA+HMB grubu igin
625,60 £243,46 ng/mL, KA+LPS+HMB grubu igin 414,50 £202,93 ng/mL olarak

saptandi.

Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. (p:
0,001) (Sekil 18)

Serum Hidroksiprolin degerleri bakimindan goézlenen bu farklihk KA
grubundan kaynaklanmaktadir. KA grubu diger tim gruplardan istatistik dnemli
sekilde yuksektir. Ayrica KA+HMB ile KA+LPS gruplar arasindaki fark da
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istatistiksel olarak 6nemlidir. Sadece KA+HMB ile KA+LPS+HMB ve
KA+LPS+HMB ile KA+LPS gruplari birbirilerine benzerlik gostermektedir.
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Sekil 18. Serum Hidroksiprolin duzeyleri ile ilgili grafik.

Histopatolojik degerlendirme

Hematoksilen-eozin (H-E) boyasi

Tdm gruplar inflamasyonun degerlendirilmesi i¢in H-E boyasi ile boyandi
ve degerlendirildi.

KA yapilan grupta H-E boyanma skorlamasi agisindan hi¢ boyanmayan
preperat yoktu. Bir siddetinde boyanan preperat sayisi 1 (%11,1), iki siddetinde
boyanan preperat sayisi 7 (%77,8) ve U¢ siddetinde boyanan preperat sayisi 1
(%11,1) olarak saptandi.

KA+HMB grubunda H-E ile boyanmayan preperat sayisi 3 (%30), bir
siddetinde boyanan preperat sayisi 4 (%40), iki siddetinde boyanan preperat
sayisi 2 (%20) ve U¢ siddetinde boyanan preperat sayisi 1 (%10) olarak saptandi.

KA+LPS+HMB grubunda H-E ile boyanamayan 3 (%37,5) olarak goruldu.
Bir siddetinde boyanan preperat saptanmadi. iki siddetinde boyanan preperat 3
(%37,5) ve ug siddetinde boyanan preperat 2 (%25) olarak saptandi.

KA+LPS grubunda H-E ile boyanmayan preperat sayisi 2 (%Z20), bir
siddetinde boyanan preperat sayisi 1 (%10), iki siddetinde boyanan preperat

sayisi 4 (%40) ve U¢ siddetinde boyanan preperat sayisi 3 (%30) olarak saptandi.
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Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamstir. (p:0,148)(Tablo

2)

Tablo 2. H-E ile inflamasyonun degerlendiriimesi

H-E inflamasyon Gruplar Toplam
Boyanma Siddeti KA KA+HMB | KA+LPS+HMB | KA+LPS
Sayi 0 3 3 2 8
0
% 0,0% 30,0% 37,5% 20,0% | 21,6%
Sayi 1 4 0 1 6
1
% 11,1% 40,0% 0,0% 10,0% 16,2%
Sayi 7 2 3 4 16
2
% 77,8% 20,0% 37,5% 40,0% | 43,2%
Sayi 1 1 2 3 7
3
% 11,1% 10,0% 25,0% 30,0% 18,9%
Say! 9 10 8 10 37
Toplam
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%

Tam gruplar H-E ile boyanip fibrosiz i¢in degerlendirildiginde:

KA grubundaki H-E ile boyanma olmayan preperatlarin sayisi 1 (%11,1), bir
siddetinde boyanan preperat sayisi 5 (56,5%), iki siddetinde boyanan preperat
sayisi 2 (22,2%) ve U¢ siddetinde boyanan preperat sayisi 1 (11,1%) olarak
saptandi.

KA+HMB grubundaki H-E ile boyanmayan preperat sayisi 4 (40%), bir
siddetinde boyanan preperat sayisi 2 (20%), iki siddetinde boyanan preperat
sayisi 4 (40%) ve g siddetinde boyanan preperat sayisi 0 (0%) olarak saptandi.

KA+HMB+LPS grubundaki

(37,5%), bir siddetinde boyanan preperat sayisi 1 (12,5%), iki siddetinde boyanan

H-E ile boyanmayan preperat sayisi 3

preperat sayisi 4 (50%) ve ug¢ siddetinde boyanan preperat sayisi 0 (0%) olarak
saptandi.

KA+LPS grubundaki H-E ile boyanma olmayan preperatlarin sayisi 2
(20%), bir siddetinde boyanan preperat sayisi 1 (10%), iki siddetinde boyanan
preperat sayisi 7 (70%) ve ug¢ siddetinde boyanan preperat sayisi 0 (0%) olarak

saptandi.
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H-E ile fibrosizin degerlendirildigi gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi. (p:0,224)(Tablo 3).

Tablo 3. H-E ile fibrozizin degerlendiriimesi

H-E inflamasyon Gruplar Toplam
Boyanma Siddeti KA KA+HMB | KA+LPS+HMB | KA+LPS
Sayi 0 3 3 2 8
0
% 0,0% 30,0% 37,5% 20,0% | 21,6%
Sayi 1 4 0 1 6
1
% 11,1% 40,0% 0,0% 10,0% | 16,2%
Sayi 7 2 3 4 16
2
% 77,8% 20,0% 37,5% 40,0% | 43,2%
Sayi 1 1 2 3 7
3
% 11,1% 10,0% 25,0% 30,0% | 18,9%
Sayi 9 10 8 10 37
Toplam
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%

Resim 4, 5, 6 ve 7 de H-E ile boyanmis olan KA grubu, KA+LPS grubu,
KA+LPS+HMB grubu ve KA+HMB gruplarindaki inflamasyon ve fibrosiz

gOsterilmistir.

N by v"“ i
T e

Resim 4. KA grubu Kolon epiteli altinda siddetli inflamasyon ve hafif siddette
fibrozis (HE, 40X)
56



s TES

Resim 5. KA+LPS grubu Kolon epiteli altinda orta siddette kronik inflamasyon ve
fibrozis(HE, 40X)

Resim 6. KA+HMB grubu: Kolon epiteli altinda hafif siddette kronik inflamasyon ve
orta siddette fibrozis (HE, 40X)
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Resim 7. KA+HMB grubu: Kolon epiteli altinda hafif siddette kronik inflamasyon ve
orta siddette fibrozis (HE, 40X)

immiinhistokimyasal (INOS) boyanma

INOS' un epiteldeki dagiliminin incelendigi preperatlar incelendiginde; KA
grubundaki INOS ile boyanma olmayan preperatlarin sayisi 0 (0%), bir siddetinde
boyanan preperat sayisi 3 (33,3%), iki siddetinde boyanan preperat sayisi 3
(33,3%), U¢ siddetinde boyanan preperat sayisi 3 (33,3%) olarak saptandi.

KA+HMB grubundaki INOS ile boyanma olmayan preperatlarin sayisi 3
(30%), bir siddetinde boyanan preperat sayisi 4 (40%), iki siddetinde boyanan
preperat sayisi 2 (20%), U¢ siddetinde boyanan preperat sayisi 1 (10%) olarak
saptandi.

KA+HMB+LPS grubundaki INOS ile boyanma olmayan preperatliarin
sayisi 3 (37,5%), bir siddetinde boyanan preperat sayisi 3 (37,5%), iki siddetinde
boyanan preperat sayisi 2 (25%), U¢ siddetinde boyanan preperat sayisi 0 (0%)
olarak saptandi.

KA+LPS grubundaki INOS ile boyanma olmayan preperatlarin sayisi 2
(20%), bir siddetinde boyanan preperat sayisi 6 (60%), iki siddetinde boyanan
preperat sayisi 1 (10%), 3lgsiddetinde boyanan preperat sayisi 1 (10%) olarak
saptandi. INOS'un epitelde dagilimi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi. (p:0,472) (Tablo 4)
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Tablo 4. INOS ile epitelin degerlendiriimesi

H-E inflamasyon Gruplar Toplam
Boyanma Siddeti KA KA+HMB | KA+LPS+HMB | KA+LPS
Sayi 0 3 3 2 8
0
% 0,0% 30,0% 37,5% 20,0% | 21,6%
Sayi 1 4 0 1 6
1
% 11,1% 40,0% 0,0% 10,0% 16,2%
Sayi 7 2 3 4 16
2
% 77,8% 20,0% 37,5% 40,0% | 43,2%
Sayi 1 1 2 3 7
3
% 11,1% 10,0% 25,0% 30,0% 18,9%
Sayi 9 10 8 10 37
Toplam
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%

Resim 8, 9, 10 ve 11 de INOS ile boyanmis olan KA grubu, KA+LPS grubu,
KA+LPS+HMB grubu ve KA+HMB gruplarindaki epitelin boyanmasi gosterilmistir.

Resim 8. KA grubu Kolon epitelinde hafif siddette boyanma (INOS, 100X)
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Resim 9. KA+LPS grubu Kolon epitelinde siddetli boyanma (INOS, 200X)

Resim 10. KA+HMB grubu: Kolon epitelinde hafif siddette boyanma (INOS, 200X)
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TARTISMA

Yapilan galigsmalar bize gostermistir ki distal kolon anastomozlarinda kagak
%1.8-17 arasinda gorulmektedir ve bunun sonucunda goérilen mortalite %6-50
arasinda degismektedir'™. Divertikilit, timor perforasyonu gibi intraabdominal
septik durumlar kolon anastomoz kagag! igin risk olusturmaktadir®. intraabdominal
enfeksiyon varliginda (divertikalit, timor perforasyonu, jeneralize peritonit) altta
yatan kolon hastali§inin tedavisinde izlenecek yol halen tartismalidir®’. Hastalikli
kolonu icerecek rezeksiyon ve primer anastomoz, rezeksiyon ve Hartman
prosediri veya rezeksiyon + primer anastomoz + proksimal stoma
uygulanabilecek tedavi segenekleridir®.

Hartman prosedurl divertikalit, timor perforasyonu ve intraabdominal
enfeksiyon gibi ylksek riskli durumlarin halen en c¢ok tercih edilen tedavi
segenegidir’. Ancak bu islem sonrasi stomalarin %20-50’si kapatilmamaktadir ve
bu stoma kapatilmasi igleminin postoperatif komplikasyon oranin primer
anastomozdan daha fazla oldugu gérilmustar®.

Asagi vyerlesimli rektum anastomozlarinda koruyucu stoma yapilmasi
mortalitede degisiklige neden olmadigi gorilmus olmasina ragmen anastomoz
kagak riskini azaltmaktadir. Bu nedenle anastomoz kacaklarinin neden oldugu
artmis reoperasyon ihtiyaci dolayli olarak azalmaktadir’. Diger yandan koruyucu
amagcl yapilan stomalarin kapatiilmasi da bazi sorunlari ortaya gikarabilmektedir;
bu iglemin mortalitesi %0.4 ve morbiditeside %17 diizeylerindedir''. Tum bu
sorunlar degerlendirildiginde, kolon rezeksiyonu gereken sepsisli hastalarda
primer anastomozu dusik anastomoz kagagi riski ile basarabilmek ve ilave cerrahi
girisimleri azaltmak amaglanmaktadir.

Son yillarda, mevcut bilgiler ve g¢alismalarin 1si1ginda anastomoz yéninden
¢ok yuksek risk olusturmayan uygun hastalarda tedavi tercihinin rezeksiyon ve
primer anastomoz vyapilmasi yonlinde oldugu gorulmektedir. Yuksek riskli
hastalarda ise bu yontemin guvenilirligi halen tartismalidir™.

Fast track cerrahi protokolu ile ilgili yapilmis olan birgok c¢alismada
postoperatif erken donemde beslenmenin anastomoz kacgagi riskini arttirmadigi
gOsterilmistir'”®'®2, Bu protokol igerisinde postoperatif erken dénem beslenmeninde
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bulundugu birgcok basamagdi igieren bir cerrahi modalitedir. Fast track cerrahi
protokolinin uygulandigi hastalarda: Daha kuglk cerrahi insizyon, nazogastrik
sonda uygulamasindan kaginilmasi, uygun analjezi ile takip, operasyon oncesi
barsak hazirhdl yapiimamasi, erken donemde enteral beslenmenin baslanmasi
seklindedir'®'82,

Biz calismamizi bir 16sin metaboliti olan ve septik tabloda esansiyel hale
gelen HMB'nin ratlarda LPS ile gergeklestiriien sepsis modelinde anastomoz
iyilesmesine etkisi olacagini dusunerek gerceklestirdik. LPS kullanilarak septik
peritonit, sepsis ve septik sok olusturulabilmekte, sistemik inflamatuvar yanit,
multiorgan disfonksiyonu ve 6lim olusabilmektedir®'®. Sepsis olusturulmasinda
LPS modelinin secilme nedeni intraperitoneal olarak uygulanan LPS’nin nispeten
sabit doz bagimh reaksiyonla tekrar Uretilebilir inflamatuvar yanit olusturmasidir™.
Ayrica LPS ile olugturulan sepsis modeli acil kolon rezeksiyonun gerekli
olabilecegi inflamatuvar durumu taklit etmektedir'™.

insanda sepsisin parametreleri; viicut 1sisi > 38 °C veya <36 °C, kalp hizi
>90/dak, solunum hizi >20/dak veya PaCO, <32 mmHg, beyaz kure >12.000,
<4.000 veya >%10 gen¢ (comak) hucrelerin olmasi seklinde klasifiye edilmistir.
Ancak ratlarda LPS ile olusturulan sepsis modelinde bunu ortaya koyacak belirgin
parametreler mevcut degildir. Buna ilaveten kilo kaybi sepsisin fizyolojik
kanitlarindan biri olarak kullaniimaktadir ve LPS de anlamli kilo kaybina neden
olmaktadir. Ancak LPS ile sepsis olusturulan farelerde istatistiksel olarak anlamli
olmayan kilo kaybi olusabileceg§i de gosterilmistir'>'®, Biz ratlarda LPS ile
olusturdugumuz sepsis modelinin guvenilirligini, sepsis modeli olusturulan ratlarin
agirlik kaybi, hidroksiprolin dizeyindeki anlaml dusuklik, SOD duzeylerindeki
farkhlik ve MDA duzeyleri ile kanitlamis bulunmaktayiz. Ayrica anastomoz patlama
basinc¢larinda da septik model olusturuimus grupta belirgin bir deger disuklugu bu
modelin dogru olusturulmus oldugunu bize gostermektedir.

Calismamizda Oncelikle ratlarin operasyon 6ncesi ve sakrifikasyon oncesi
agirhklarini - degerlendirdigimizde gruplarin agirliklarinin  homojen oldugunu
saptadik. Ote yandan KA+LPS grubuna gore, KA+LPS+HMB grubunda gériilen
agirlik artisinin olmasi istatistiksel olarak anlam ifade etmese de HMB' nin etkili

olabilecegi konusunda bir gosterge olabilir.
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Calismamizda anastomoz iyilesmesini fizyolojik, patolojik ve biyokimyasal
olarak incelendi.

Anastomoz sonrasi 120. saatte Oolcllen anastomoz patlama basinci
anastomoz iyilesmesinin fonksiyonel gdstergesi olarak kullaniimaktadir. Cunkd bu
surenin oOtesine gegcildiginde anastomoz bdlgesi disindaki kolon segmentlerinde
patlama ortaya gikmaktadir'®. Patlama basinci hem kollajen birikimini hem de
kollajen ¢capraz baglanmasinin yeterliligini yansitmaktadir; bu nedenle iyilesmenin
fonsiyonel degerlendirmesinde uygun bir parametredir. LPS verilen ratlarda ve
farelerde anastomoz sonrasi 7. gindeki kolon anastomoz patlama basinci kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli sekilde dusiik bulunmustur''6'%31%  Sepsiste
patlama basincinin dismesi nedeniyle LPS ile olusturulan endotokseminin kolon
anastomoz iyilesmesinde yetersizlie neden oldugu gdsterilmistir'®. Literatiirde
HMB ile anastomoz patlama basincinin dl¢uldagu bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Biz anastomoz patlama basinglari sonuglarini degerlendirdigimizde istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmasa da LPS ile olusturulan sepsis modelinde anastomoz
patlama basincinin duastigunu gorduk. HMB verilen grupta ise anastomoz patlama
basincinin artmis oldugunu gorduk. Fiziksel olarak HMB'nin anastomoz
iyilesmesinde yarari oldugunu disunduk.

LPS uygulamasindan sonra |6kosit sayisinda azalma ve I6kopeni (6000—
12000/mm?®) olusmasi sepsis gdstergesi olarak kabul edilmektedir'®'%®. LPS
I6kopeni veya lokositoza neden olabilir'®. LPS uygulamasindan 18 saat sonra
|6kosit sayisinda anlamli azalma oldugu gosterilmistir'®'®®. LPS uygulamasindan
sonra I6kosit sayisinda azalma ve Idkopeni (6000—12000/mm?) olusmasi sepsis
gOstergesi olarak kabul edilmektedir'®®*'*®. HMB'nin kullanildigi 6nceki bir
galismada |6kosit sayisi bakimindan anlamli bir fark ifade etmedigi gosterilmistir'®.
Bizim calismamizda gruplarin I6kosit sayilari degerlendirildiginde gdzlenen bu
farkhlik sadece HMB+KA ile LPS+KA grubu arasinda ortaya ¢ikmaktadir.
HMB+KA grubu LPS+KA grubuna gore istatistiksel fark dnemli sekilde dusikken,
diger tUm gruplar birbirilerine benzerlik gostermektedir. HMB ile |0kosit sayisi

arasinda direkt ya da dolayli iligki gorilmemigtir.

MDA lipid peroksidasyonun ve doku hasarinin géstergesidir. Septik soktaki

167

hastalarin bir kisminda serum MDA dizeyleri yiksek olabilmektedir'®. inflame
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kolon mukozasinin LPS ile birlikte kulttr edildigi in-vitro ¢alismada LPS NO, MPO
ve MDA’da yuUkselmeyle karakterize inflamatuvar yanit olusumuna neden
olmustur'®®. Kolon mukozasinda belirgin oksidatif strese neden olan deneysel kolit

modelinde kolonik MDA’da anlamli yilkselme saptanmistir'®®

. Cekal baglama ve
delme teknigiyle olusturulan polimikrobiyal sepsis kolon anastomozu cgevresi
dokuda MDA diizeyinini ylkseltmistir'®. Literatirde HMB'nin MDA dlzeyleri ile
ilgili yapilmis benzer bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda doku MDA
duzeyleri agisindan anlamli bir fark saptanmadi. Serum MDA dizeyleri agisindan
ise istatistiksel olarak anlaml fark saptanmis olup Iistatistiksel olarak gdzlenen bu
farklihk HMB+KA+LPS grubundan kaynaklanmaktadir. HMB+KA+LPS grubu diger
tum gruplardan istatistik onemli sekilde yUksekken, diger gruplar birbirilerine
benzerlik gostermektedir. Sepsisteki metabolizma ve patolofizyoloji kompleks olup
tek bir degisken tarafindan etkilenmemektedir. HMB'nin antioksidan etkisi
literatirde gosterilmis olmasina ragmen MDA seviyeleri Uzerine bir etkisi ortaya
konulamamis. Bizim galismamizda MDA seviyeleri Uzerine bir etkisini géremedik.
Sepsis oksidatif strese neden olarak kolon anastomozu yara iyilesmesinde
yetersizlige neden olmaktadir'. Sitoplazmik enzim olan SOD siiperoksit anyonunu
parcalayarak hiicre igerigini okside edici aktiviteye karsi korur'”®. SOD oksidatif
stresi ve inflamatuvar yanitin mediatérlerinin  aktivasyonunu azaltir'®. SOD
superoksit anyon radikallerinin hidrojen peroksite dismutasyonunu hizlandiran
onemli bir koruyucu sistemdir ve serbest radikallerin daha sonraki olusumunu
Onleyerek asil savunma gorevi gorur. LPS rat ileumunda MDA’yi artirnp SOD
aktivitesini azaltmaktadir'”'. Deneysel kolit caligsmalarinda antioksidan SOD ile ilgili
elde edilen sonuclar tartismalidir. Kuralay ve ark. deneysel kolit modelinde
oksidatif strese yanit olarak doku SOD duzeylerinin yukseldigini ve antioksidan
ajanlarla azaldi§ini gosterdi'”?. Ancak Dong ve ark. kolonik mukozada belirgin
oksidatif strese neden olan asetik asit enema ile olusturulan kolit modelinde
kolonik SOD ativitesinde azalma oldugunu ve oksidatif stresi azaltici etkisi olan
sodyum ferulatin azalmig olan SOD aktivitesini artirdigini gosterdi'®. HMB'nin
SOD aktivitesini arttirdigina dair literatiirde yapilmis g¢alismalar bulunmaktadir'”.
Bizim galismamizda doku SOD duzeyleri incelendiginde HMB'nin etkiligi oldugu
dusundlmustar. Bu dustncemizi istatistiksel olarak LPS+KA+ HMB grubunda doku
SOD duzeyinin ylksek olmasi ile kanitlamaktayiz. Ayni sekilde serum SOD
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dizeyleri incelendiginde yine HMB'nin etkili oldugu dudsunulmastir. Yine
istatistiksel olarak LPS+KA+ HMB grubunda serum SOD duzeyleri anlamli sekilde
yuksektir.

LPS ile uyarilan sepsisin dahil oldugu immun ve inflamatuvar durumlar
barsaklarda iNOS’u uyarir'*®. INOS sepsis ve mukozal inflamasyon sirasinda
sitotoksik oranlara ulasan NO salinimina neden olur®"°_ Diisiik konsantrasyonda
NO kollajen sentezinde olumlu etkiye sahip olabilir ancak fazlalik durumunda
toksik etki ortaya ¢ikarabilir. Endotoksinle olusturulan sepsis modelinde oldugu gibi
inflamatuvar yanitin uyariimasi fazla miktarda NO uretimine ve bunu takip eden
doku hasarina neden olmaktadir®. NO’nun oksijenasyonu, nitrit ve nitrat stabil
metabolitler olusmasi ile sonuglanir'. intraabdominal sepsiste Uretilen NO’yu
Olcmek icin perianastomotik dokuda NO’nun kararli son GrlinU olan nitrat-nitrit
dizeyleri olgllmektedir’. HMB ile nitritnitrat aktivitesinin degerlendirildigi bir
calisma literatide bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamizda doku nitrat-nitrit
seviyeleri incelendiginde HMB'nin etkili oldugunu dastinmekteyiz. LPS+KA+HMB
grubunda istatistiksel olarak anlamli farka yol agmigstir. Serum nitrat-nitrat dizeyleri
incelendiginde bu fark gérialmemigtir.

MPO inflamasyonun gostergelerinden biridir ve c¢esitli kolit modellerinde
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nétrofil infiltrasyonu ile iyi korelasyon gostermektedir™. Cekal baglama ve delme

teknigiyle olugturulan polimikrobiyal sepsis kolon anastomozu c¢evresi dokuda
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MPQO duzeyinde yukselmeye neden olmaktadir™. Yine bu sepsis modelinde

grandlosit infiltrasyonundaki artis miyeloperoksidazda artiga karsilik gelmektedir'®®.
Bununla birlikte noétrofil serin proteazi ve serbest oksijen radikalleri kolon
anastomoz iyilesmesini olumsuz etkilemektedir'®®. HMB'nin MPO (izerine etkisi ile
ilgili literatirde yapilmig bir calisma mevcut degil. HMB' nin MPO seviyeleri tizerine
etkisi olmadigi goriimekte.

LPS ile olusturulan sepsis modellerinde TNF-a sepsis olusumunun

1418183157~ [ntraperitoneal kaviteye verilen

degerlendiriimesinde kullaniimaktadir
LPS sepsis modeli olusturmaktadir; LPS inflamatuvar bir sitokin olan TNF-a’nin
artisina neden olmaktadir’. LPS’in i.p. uygulanmasindan 2 saat sonra plazma
TNF-a diizeyi pik yapip 24 saat sonra bazal diizeye ulagsmaktadir'®. TNF-a lokal
ve sistemik inflamasyonun bir ¢ok kisminda yer alan proinflamatuvar bir
sitokindir'®®. intraperitoneal kaviteye verilen LPS ile olusturulan sepsis modelinde
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LPS TNF-a’nin plazmada artisina neden olmaktadir™. LPS’in i.p.
uygulanmasindan 2 saat sonra plazma TNF-a duzeyi pik yapip 24 saat sonra
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bazal dizeye ulagsmaktadir™®. Operatif islem inflamatuvar yaniti artirdigi igin

1601861 Normal kolon

inflamatuvar durum operatif igslemle siddetlendirilebilir
anastomozu iyilesmesinde yuksek doku TNF-a dlzeyleri gorilmemektedir. Kolon
anastomozunda doku TNF-a dizeyi postoperatif 7. ginde baslangica gore anlamli
162

sekilde dusmektedir Bir baska calismada ise anastomoz sonrasi TNF-a
ekspresyonun hizlica azaldi§ ve 24 saat sonunda yok oldugu gésterilmistir'®. Ote
yandan septik kosullarda cerrahi stres sonrasi intestinal anastomozun vyara
iyilesmesi slrecinde TNF-a inhibitér faktor gibi etki edebilmektedir'®. Sistemik
olarak uygulanan LPS periferik kanda organ duzeyindeki sitokin (TNF-a) icerigi ile
korele olmayan sitokin cevabina neden olmaktadir'®. Literatiirde HMB ile yapilmis
calismalarda TNF-a diizeylerini azaltigi gdzlenmistir'®'?'? Bizim calismamizda
gruplar arasinda istatistiksel olarak serum TNF-a dizeyleri yoninden istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmasa da HMB kullanan gruplarda serum TNF-a
dluzeylerinin duger gruplara gére daha dusuk oldugu gozlendi.

Kolon anastomoz segmentindeki postoperatif 7. gundeki hidroksiprolin
konsantrasyonu kollajen birikiminin gostergesi olarak kullaniimaktadir'®'.
Anastomoz c¢evresi doku hidroksiprolin dizeyinin anastomoz sonrasi 7. ginde
LPS verilen ratlarda kontrol grubuna gére anlamli olarak dusik oldugu daha 6nce
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kanitlanmigti . Sistemik sepsis, intraabdominal enfeksiyon olmadan kolon

anastomozunda kollajen sentezini anlaml sekilde azaltmaktadir'. HMB ile yapilan
calismalarda ise hidroksiprolin dizeylerinde artis oldugu gosterilmistir'”®. Bizim
calismamizda dokuda gruplar arasinda anlamli bir fark géremedik. Serum
hidroksiprolin duzeylerini inceledigimizde KA+HMB ile LPS+KA gruplari arasindaki
fark da istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. Buda daha oOnce literatlrde
yapilmis galismalar ile bizim sonuglarimizi értusmektedir. Ancak LPS+KA+HMB
grubu ile LPS+KA grubu arasinda fark olmamasinin nedeni daha 6nce yapilan
calismalarda HMB'nin beraberinde glutamin ve arjinin ile birlikte uygulanmig
olmasi olabilir.

LPS ile olusturulan sepsis ortaminda yapilan kolon anastomozunun
postoperatif 7. giindeki histopatoljik incelemesi ile ilgili farkli bulgular bildirilmistir.
H-E ile yapilan histopatolojik incelemede postoperatif 1. ginde kolon anastomozu
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bdlgesinde polimorfonukleer I6kosit ve makrofaj gibi inflamatuvar hucrelerin
infiltrasyonunun LPS ile inhibe edildigi, postoperatif 7. gunde ise kontrol grubu ile
kiyaslandiginda fark olmadigi gosterilmisti. Yine postoperatif 7. ginde AZAN
boyasi ile kontrol grubuna gére LPS grubunda anastomoz bdlgesinde kollajen

%6 Diller ve ark.in

liflerinde dejenerasyon ve dizensiz olusum gozlenmisti
calismasinda postoperatif 7. ginde histopatolojik degisiklikler daha ¢ok gbéze
carpmaktaydi. Sepsis grubuna kiyasla kontrol grubunda daha az grandlosit
bulunmaktaydi; sepsise kiyasla kontrol grubunda vaskuler yodunlukta artis
mevcuttu™. KA ve KA+HMB gruplarinin H-E inflamasyon skorlamalari
incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya konulamamis olsa da KA
grubunda iki ve U¢ siddetinde boyanan preperat orani %89,9 iken bu oran
KA+HMB de %30 larda kalmaktadir. Bu da bize HMB'nin antioksidan etkisi
sonucunda inflamasyonda azalmaya neden oldugunu gosterebilir. H-E ile fibrosizin
degerlendiriimesinde ise KA gurunda iki ve U¢ siddetindeki boyanma oranlari
%33,3 iken, bu oran KA+LPS+HMB grubunda %40 olarak goérulmastir. Bu
preperatlarin sonugclari de@erlendirildiginde istatistiksel olarak bir anlam ifade
etmese de HMB'nin fibrosizi bir miktar artirabilecegini gosterebilir.

INOS gene ekspresyonu kolon anastomoz iyilesmesinde uyarilmaktadir ve
iyilesmenin batln fazlarinda bulunmaktadir, ancak inflamatuvar fazda en fazladir.
INOS aktivitesi optimal iyilesme igin gerekmektedir'™.

Ote yandan LPS, TNF-a ve anastomoz bolgesindeki iNOS’u artirarak kolon

121516 Inflamatuvar barsak

anastomoz iyilesmesinin olumsuz etkilemektedir
hastaliginda uygulanan intestinal alkalin fosfataz tedavisi ise kolonda iNOS
boyanmasini ve inflamatuvar hicre infiltrasyonunu azaltarak bagirsak duvari
morfolojisinde anlamli iyilesme saglamistir'™.

Diller ve ark.'in LPS ile sepsis olusturduktan sonra yaptigi anastomozunda
postoperatif 2. ginde iINOS ekspresyonu anastomozun merkezinde tespit edilmisti
ve iINOS ekspresyonu sepsis grubunda daha belirgindi'®. Kolondaki inflamatuvar
bagirsak hastaliklarinda kolon NO Uretimi ile iINOS aktivitesi arasinda uyumlu bir
iliski saptanmamigtir, NO’'nun fazla oldugu durumda iNOS az, iINOS’'un fazla
olduju durumda da NO az olabilmektedir'. Bununla birlikte iINOS
ekspresyonunun immunhistokimyasal olarak Olgiminin yapilmasi gergcek NO
uretimini dlgmekten daha kolay iken NO dretiminin degerlendiriimesinde iyi bir
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6lgme ybntemi olmayabilecedi bildirilmigtir'™

. Yani NO’yu 6lgmek daha dogru
sonug verebilir. HMB'nin antioksidan etkileri bilinmesine ragmen literatiirde INOS
ile ilgili bir calisma bulunmamaktadir. INOS ile epitelin boyanmasi
degerlendirildiginde KA grubunda iki ve U¢ siddetinde boyanan preperatlarin orani
%66,6 iken, KA+HMB grubunda bu oran %30 olarak goérdlmustur. Bu sonug
istatistiksel olarak anlamli olmasa da HMB'nin antioksidan etkisi ile INOS'u

azaltigini gosterebilir.
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SONUG VE ONERILER

SOD duzeylerindeki istatistiksel olarak anlamli artisin varligi HMB'nin
antioksidan etkisi yonuinden dogrulayici nitelikte olabilir. Anastomoz patlama
basinglarinin HMB kullanilan gruplarda digerlerine nazaran istatistiksel olarak
anlamli fark olusturmus olmasa da daha yuksek patlama degerleri vermesi yine
HMB'nin doku iyilesmesinde etkin olabilecegini distundirmustur. Hidroksiprolin
dizeyleri daha once yapilmis pek ¢ok calismada anlamli bir parametre olarak
degerlendiriimigken bizim c¢alismamizda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorulmemis olmasi daha dnce yapilmis benzer ¢alismalarda HMB'nin, glutamin ve
arjinin ile kombine halde kullaniimasi olarak gosterilebilir.

Son dénemde fast track cerrahi protokollu ile ilgili yapilmig olan bir¢ok
calismada postoperatif erken donemde beslenmenin anastomoz kagagi riskini
arttirmadigi gosterilmistir'”®'%2. Ozellikle sepsisli hastalarda esansiyel hale gelen
HMB'nin postoperatif erken déonemde enteral destek olarak verilmesi anastomoz
kacgag riskini azaltip iyilesmeyi de 6nemli dl¢lide destekleyecektir. Kliniklerde buna

yonelik tedavi ve beslenme protokolleri gelistiriimesine ihtiyac vardir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

AIDS : Acquired immuno deficiency
syndrome

ATP : Adenozintrifosfat

B : Beta

DiC : Dissemine intravascular
coagulation

EGF : Epidermal growth faktor

ELISA : Enzim linked iImmunoassay

HIV : Human immun defiency virus

FGF : Fibroblast growth faktor

F : French

GAG : Glikozaminoglikanlar

Gpi : Glikozilfosfoinozitol

HETAAB : Hekza Adezil Trimetil Amonyum
Bromid

H-E : Hematoksilen-eozin

HVB : B — hidroksi 8 — metilbutirat

IL-1 : interlékin 1

IFN-Y : interferon-gamma

iNOS : indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

i.P : intraperitoneal

KA : Kolon Anastomozu

KIC : a-ketoisocaproat

KoA : Koenzim-A

KOAH : Kronik obstruktif akciger
hastalig:

LBP : lipoprotein baglayici protein

LPS : Lipopolisakkarit

MDA : Malondialdehit

MPO : Miyeloperoksidaz
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mTOR
NR
NO
NOS
NBT
OCTN2
OKT-+1
PAF
PDGF
PIF
PMNL
S.K
SOD
TGFa
TGFp
TNF
TNF-a

: Mammalian target of rapamisin

: Nitrat rediiktaz

: Nitrik oksit

: Nitrik oksit sentaz

: Nitroblue tetrazoluim

: Organik katyon tasiyicisi

: all-T-cell marker

: Platellet activated growth faktor
: Platellet derivated growth faktor
: Proteolizis-iligkili faktor

: Polimorfoniikler I6kositler

: Subkutan

: Suiperoksit Dismutaz

: Transforming growth faktor alfa
: Transforming growth faktor beta
: Tumor nekroz faktoru

: Tumor nekroz faktor alfa

: Yagsiz viicut kitlesi
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SEKILLER DiziNi

Sekiller Sayfa No
Sekil 1 ( Yara iyilesmesi sureklilik diyagrami) 12
Sekil 2 (HMB'nin kimyasal yapisi) 27
Sekil 3 (HMB'nin metabolizma yolagt) 28
Sekil 4 (Ratlarin deney surecindeki agirlik degisimleri) 43
Sekil 5 (Kolon anastomoz patlama basinci ile ilgili grafik) 45
Sekil 6(Lokosit sayimi ile ilgili grafik) 46
Sekil 7(Doku MDA ile ilgili grafik) 46
Sekil 8 (Serum MDA ile ilgili grafik) 47
Sekil 9(Doku SOD aktivitesi ile ilgili grafik) 48
Sekil 10(Serum SOD aktivitesi ile ilgili grafik) 49
Sekil 11(Doku Nitrit-Nitrat duzeyleri ile ilgili grafik) 49
Sekil 12(Serum Nitrit-Nitrat dizeyleri ile ilgili grafik) 50
Sekil 13(Doku MPO duzeyleri ile ilgili grafik) 50
Sekil 14(Serum MPO duzeyleri ile ilgili grafik) 51
Sekil 15(Doku TNF-a ile ilgili grafik) 52
Sekil 16(Serum TNF-a duzeyleri) 52
Sekil 17(Doku Hidroksiprolin dizeyleri ile ilgili grafik) 53

Sekil 18(Serum Hidroksiprolin duzeyleri ile ilgili grafik) 54



TABLOLAR DiziNi

Tablolar

Tablo 1(Ratlara ait agirlik deg@erleri)

Tablo 2(H-E ile inflamasyonun degerlendiriimesi)
Tablo 3(H-E ile fibrosizin degerlendirilmesi)

Tablo 4(INOS ile epitelin degerlendirilmesi)

Sayfa No
43
55
56
59
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RESIMLER DiziNi

Resimler Sayfa No

Resim 1(inen kolona kesi sonrasi anastomoz)
Resim 2(Anastomoz patlama basinci 6lgim teknigi)
Resim 3(Patlama basinci 6l¢im duzenegi)
Resim 4(KA grubu Kolon epiteli altinda siddetli inflamasyon ve
hafif siddette fibrozis(HE, 40X))
Resim 5(KA+LPS grubu Kolon epiteli altinda orta siddette
kronik inflamasyon ve fibrozis(HE, 40X))
Resim 6(KA+HMB grubu: Kolon epiteli altinda hafif siddette
kronik inflamasyon ve orta siddette fibrozis(HE, 40X))
Resim 7(KA+HMB grubu: Kolon epiteli altinda hafif siddette
kronik inflamasyon ve orta siddette fibrozis (HE, 40X))

Resim 8(KA grubu Kolon epitelinde hafif
siddette boyanma (INOS, 100X))
Resim 9(KA+LPS grubu Kolon epitelinde siddetli boyanma

(INOS, 200X))

Resim 10(KA+HMB grubu: Kolon epitelinde hafif siddette
boyanma (INOS, 200X))
Resim 11(KA+LPS+HMB grubu: Kolon epitelinde hafif siddette

boyanma (INOS, 100X))

34

35

36

56

57

57

58

59

60

60

61
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