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OZET

Bu calismada major karaciger rezeksiyonu sonrasinda glutamin ile
enteral nutrisyonun karaciger rejenerasyonu, fonksiyonlari ve bakteriyel
translokasyona etkileri arastiriimistir

Deneyimizde agirliklari 250-300 gram arasinda degisen, 30 adet disi
Wistar Albino sican 3 gruba ayrildi: 1. $Sem Grubu (n=10); laparatomi
sonras! karaciger ortaya konup karin kapatildi ve takiben siganlara 7 gin
sure ile standart yem ve su verildi. 2. Kontrol Grubu (n=10); %70
hepatektomi uygulanan siganlara 7 gln sure ile standart yem ve su verildi. 3.
Deney Grubu (n=10); %70 hepatektomi uygulanan si¢anlara 7 gun sure ile
standart yem ve suya ek olarak 0.5 gr/kg/gun glutamin orogastrik sonda ile
verildi. Siganlar yedinci gun sakrifiye edildi. Karaciger rejenerasyonunu ve
enterosit proliferasyonunu degerlendirmek icin karaciger ve ince bagirsaktan
doku ornekleri alindi ve Ki-67 immun boyama ile dederlendirildi. Sistemik kan
orneklerinde AST/ALT cahgildi. Bakteriyel translokasyonu degerlendirmek
icin de portal venden kan, mezenterik lenf nodu, karaciger, dalak ve
akcigerden doku ornekleri alind.

Ki-67 proliferasyon indeksi (Pi) gruplar arasinda anlamli farklihk
gOsteriyordu. Deney grubunda kontrole goére (p<0,001), kontrol grubunda
seme (p<0,05) goére yiksekti. ince bagirsak Ki-67 Pi deney grubunda
digerlerine gore anlamli olarak yuksekti (p<0,01). AST/ALT degerleri ve
bakteriyel translokasyon acgisindan lg¢ grup arasinda fark yoktu.

Enteral glutamin uygulanmasi karaciger rejenerasyonunu olumiu

yonde etkilemekle birlikte bakteriyel translokasyona bir etkisi saptanmamistir.

Anahtar kelimeler: Karaciger rejenerasyonunu, glutamin, bakteriyel

translokasyon



SUMMARY

The Effect of Enteral Glutamin on Hepatic Regeneration,
Hepatic Functions and Bacterial Translocation
in Rats Following Partial Hepatectomy

The beneficial effects of glutamin on bacterial translocation and
hepatic regeneration have been reported. In this study, the effects of enteral
glutamine on bacterial translocation and hepatic regeneration have been both
investigated.

30 female Wistar-Albino rats weighing between 250-300 gr were
divided into three groups: 1. Sham Group (n=10); laparatomi followed by
liver exploration, was performed and then abdomen was closed. For the
following 7 days, the rats were fed with standard food and water. 2. Control
group (n=10); following 70% hepatectomy, the rats were fed with standard
food and water for 7 days. 3. Trial group (n=10) following %70 hepatectomy,
the rats were fed with standard food and water for 7 days and in addition with
0.5gr/kg/day gutamine via orogastric catheter. On the 7th day, the rats were
sacrificed. Hepatic regeneration and enterocyte proliferation were evaluated
by tissue Ki-67 immune-histochemistry. To evaluate the macroscopic hepatic
growth rate; the wet weight of remnant liver tissue was measured. Serum
AST and ALT were measured. Bacterial translocation was evaluated by
blood samples taken from portal vein and, tissue samples from mesenteric
lymph nodes, liver, spleen and lungs. Group values were compared using
Kruskal- Wallis (for comparison of three groups) or Mann-Whitney U tests (for
comparison of two groups).

Liver Ki-67 proliferation index (Pl) showed significant difference
between groups (p=0,001). It was higher in trial group in comparison to
control group (p<0,01). It was also higher in control group when compared to
sham group (p<0,05). Trial group small intestine Ki-67 Pl was significantly

higher than other groups (p<0,01). The weight of remnant liver tissue was



significantly higher in trail group than in the control group (p<0,01). AST\ALT
levels and bacterial translocation rates were comparable between groups.
Enteral glutamine has positive effects on hepatic regeneration, but no

effect on bacterial translocation.

Key words: Liver regeneration, glutamine, bacterial translocation.



GiRiS

Karaciger, fiziksel ve kimyasal hasarlanmaya karsi rejenerasyon
yetenegi olan bir organdir. Hasara ugramis diger doku ve organlar kendilerini
onarabilirler, fakat karaciger hiperplazi ve hipertrofi ile kaybolan fonksiyonel
hacmi de yerine koyabilir (1-4). Parsiyel hepatektomi sonrasi hepatositler
dakikalar igerisinde hicre siklusuna girer, 12-24. saatte hicre siklusunun S
fazina gecer ve 24-48. saatte maksimum DNA sentezi olur (2-7). Parsiyel
hepatektomi sonrasi siganlarda remnant karaciger kutlesi 48 saatte ikiye
katlanir ve 7-10. giinde ise karaciger optimal fonksiyonel hacime ve kitleye
ulasir. Bu sure¢ DNA sentezindeki pik ve mitoz ile senkronize olarak
meydana gelir (8, 9).

Rejenerasyonu etkileyecek belirgin faktorler olmadiginda karaciger %
75-80 rezeksiyonu rahatlikla tolere edebilir. Karacigerin bu 6zelligi sayesinde
major karaciger rezeksiyonlarini gunumuzde rutin prosedurler haline
gelmistir. Ancak karacigerin rejenerasyon yetenegini olumlu ve olumsuz
etkileyen faktorler vardir (Tablo-1). Olumsuz faktorler varliginda karacigerin
rejenerasyon yetenegi bozulur ve tolere edebilecedi rezeksiyon orani duser;
bu durumda da karaciger yetmezligi gelisebilir (10-13).

Karaciger portal dolagimdan mikroorganizmalarin eliminasyonunda
onemli role sahip oldugu i¢in major karaciger rezeksiyonu sonrasi enfeksiyon
riski artar ve bu durum karaciger rejenerasyonunun anlamli derecede
gecikmesine neden olabilir (14-16). Klinik c¢alismalarda, karaciger
rezeksiyonu sonrasi hastalarin %30’unda enterik bakterilerin neden oldugu
enfeksiyon ve %10’'nunda da intraabdominal sepsisin goruldigu bildirilmigtir
(12, 13, 17). Bu durumun postoperatif karaciger yetmezlik riskini %50’lere,

mortalite riskini ise %40’lara ¢ikardigi gosterilmistir (12).



Tablo-1: Karaciger rejenerasyonunu olumlu ve olumsuz etkileyen faktorler (5).

Olumlu etkileyenler Olumsuz etkileyenler

Komplet Mitojenler inhibitdler

Hepatosit growth faktér Transforming growth faktér-8
Tranforming growth faktér-a interlkin-1

Epidermal growth faktor Aktivin

instilin-like growth faktor inhibin

TUmor nekroz faktdr Klinik durumlar

Asidik fibroblast growth faktdr Karaciger hastaligi

Keratosit growth faktér Hepatik parankimal konjesyon
Komitojenler intraoperatif iskemi-reperfiizyon hasari
instilin Postoperatif bakteriyel enfeksiyonlar
Glukagon

Katekolaminler

Parathormon

Tiroid hormonlari

Adrenal kortikal hormonlar

Kalsiyum
Vitamin D

Klinik ve deneysel calismalarda, major karaciger rezeksiyonundan
sonra, enterik bakterilerin mezenterik lenf nodlarina, sistemik dolagima ve
diger organlara transloke olabildigi bildirilmigtir (12). Bilindigi gibi karaciger
retiklloendoteliyal (RES) sistemin en énemli organlarindan biridir. Karaciger
rezeksiyonundan sonra, dogal olarak RES miktarindaki azalma bakteriyel
enfeksiyonlarin artmasina sebep olur. Nitekim siganlarda %50’lik karaciger
rezeksiyonu sonrasi bakteriler lokal mezenterik lenf nodlarina yayilirken,
%70lik ve %90’k karaciger rezeksiyonlarinda ise ek olarak sistemik kan
dolasimina ve akciger, dalak, karaciger, bobrek gibi uzak organlara transloke
olurlar (12, 18, 19). Bakteriyel translokasyon, barsadin bariyer gorevinin
ortadan kalkmasi sonucu bagirsak icindeki canli veya olu bakteriler ile
bunlarin toksik Grlnlerinin karaciger, dalak, mezenterik lenf nodlari (MLN) ve
sistemik dolagima yayilmasi olarak tanimlanmaktadir (20-22).

Glutamin stres durumunda esansiyel olan bir aminoasittir. Ciddi stres
durumunda glutaminin kaslardaki depolari énemli élgide azalir. Bu durumda

iskelet kaslarinda glutaminin salinimi sinirli hale gelir (23, 24). Bunun sonucu



olarak  belirgin  hipermetabolizm, immundepresyon ve  bagirsak
permeabilitesinde artma ortaya c¢ikarken oksidatif stress artar. Oksidatif
stress ise glutatyonun azalmasi ile iligkilidir. Glutamin miktarindaki azalmanin
sonucunda ortaya ¢ikan bu durumlar deneysel galismalarda gosterilmigtir
(25-28).

Glutamin ayrica enterositler, bobrek tubulus hicresi, lenfositler,
fibroblastlar gibi hizli ¢ogalan hicrelerin en &énemli enerji kaynagidir.
intestinal epitelyum tarafindan glutaminin kullanimi, intestinal bariyer
batinliguna  saglayarak, bakteriyel translokasyonu onler. Glutamin
desteginin katabolik donemi kisalttigi, T-Lenfosit yanitini artirarak immun
direnci stimile ettigi, kas glutatyon seviyesini yukselterek antioksidan etkiyi
artirdii bircok calismada gdsterilmistir (29-35). Deneysel calismalarda
glutamin destedinin mukozal atrofiyi azalttigi, hem intestinal hemde ekstra
intestinal sistemdeki IgA duzeylerini artirdigi gosterilmistir (36-39).

Akihiro ve ark.’nin (40) calismasinda hepatektomi sonrasi glutamin
verilen grupta glutamin uptake’inin ve glutamin metaboliti alaninin portal vene
saliniminin  belirgin derecede arttigi gosterilmistir. Bu durum remnant
karacigerde rejenerasyonun artisini  simgeleyecek sekilde, artmig
glukoneogenez ve protein sentezi ile sonuglanir.

Karaciger rejenerasyonunu etkileyebilecek bir diger énemli faktérde
hastanin nutrisyonel durumudur. Nutrisyonun karaciger rejenerasyonunu
anlamli derecede arttirdigi yapilan c¢alismalarda gosterilmigtir. Bunun en
onemli kanitlarindan birisi a¢ hayvanlarda azalmis hepatosit mitotik aktivitedir
(41, 42). Leduc ve ark. (43) tarafindan egzojen aminoasitlerin dneminin
vurgulandigi calismayi takiben farelerde disik proteinden yuksek proteinli
diyete gecilmesi hepatosit mitotik aktivitesinde artigla sonuglanmistir. Benzer
sekilde proteinsiz diyet alan siganlarda parsiyel hepatektomi sonrasi daha az
DNA sentezi oldugu gorulmustar (43-45).

Bilgilerimiz bize nutrisyonel durumun genel olarak cerrahi morbiditeyi
direkt olarak etkiledigini gostermektedir. Son 10 yilda perioperatif nutrisyon,
komplikasyonlara direnci arttiran ve immun sistemi tetikleme yeteneginde

olan terapdétik bir ara¢g olarak 6ne c¢ikmigtir. Cerrahlar erken enteral



nutrisyonun gastrointestinal sistemde atrofiyi 6nledigini, immun durumu ve
normal bagirsak florasini korudugunu fark etmislerdir (46, 47). Bu da
bakteriyel translokasyonun azalmasina ve postoperatif iyilesme surecinde
organizmanin olumsuz etkilenmeden korunmasina neden olmaktadir (48,
49). Ogzellikle, enteral olarak verilen glutaminin bakteriyel translokasyonu
engelledigine dair birgcok ¢alisma yapilmistir (50, 51). Bunlara ek olarak,
bakteriyel translokasyon ve endotoksin Uretimi karaciger rejenerasyonunu
inhibe eder. Bu nedenle hepatektomi sonrasi glutamin verilmesi yuksek
endojen protein sentezi, hicre sayimi ve protein konsantrasyonu saglayarak
bakteriyel translokasyon ve endotoksin Uretimini azaltir ve rejenerasyona
olumlu katkilar yapar (12, 18, 19).

Tum bu bulgular 1g1ginda glutamin ile enteral nutrisyonun major
karaciger rezeksiyonu sonrasi bakteriyel translokasyonu azaltmasi ve
karaciger rejenerasyonunu olumlu yonde etkilemesi beklenmektedir. Biz de
bu ¢alismamizda major karaciger rezeksiyonu sonrasinda glutamin ile enteral
nutrisyonun  karaciger rejenerasyonu, fonksiyonlari ve  bakteriyel

translokasyona etkilerinin arastirilmasi amagladik.



GEREG VE YONTEM

Deney Modeli

Calisma igin Uludag Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun
21/04/2009 tarih, 05/4 karar numarali izni alinmigtir. Calismanin finansman
destegi Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Bilimsel Arastirmalar Birimi
tarafindan saglanmigtir (Proje no: 2009/4).

Uludag Universitesi Deney Hayvani Yetistirme ve Arastirma
Merkezinde gergeklegtirilen bu calismada, yine ayni merkezde uretilmis ve
standart sartlarda uygun is1, rutubet ve havalandirmasi olan odalarda 12
saat aydinlik/12 saat karanlik periyodunda, standart laboratuar yemi ve
gesme suyu ile beslenen ayni yas ve yaklasik agirlikta (250-300 gr) 30 adet
disi Wistar- Albino sigcan kullanildi. Calismadan 2 saat 6nce standart diyet
kesilerek siganlarin sadece su almalarina izin verildi. Gunlik degisen
rejeneratif cevabin etkisine engel olmak igin cerrahi islemler gunun ilk
yarisinda yapildi.

Denekler her grupta 10 sican olacak sekilde sham, kontrol ve deney
grubu olmak Uzere toplam 3 gruba randomize edildi.

o Sham Grubu (n=10): Sham grubundaki si¢canlara laparatomi
sonrasi karaciger ve ince bagirsak mezosu ortaya konup karin kapatildi.

o Kontrol Grubu (n=10): Bu gruptaki siganlara laparatomi
sonrasi parsiyel hepatektomi uygulanip karin kapatildi.

o Deney Grubu (n=10): Deney grubundaki siganlara da

laparatomi sonrasi parsiyel hepatektomi uygulanip karin kapatildi.
Cerrahi Teknik
Anestezi 40 mg/kg Ketamin HCI (Ketalar) ve 50 mg/kg Ronpun ile

saglandi. Povidin iyod ile saha temizligini takiben sigcanlara 2,5 cm
uzunlugundaki orta hat insizyonu ile laparatomi yapildi ($ekil-1). Daha sonra



ilk kez Higgins ve Anderson (8) tarafindan tanimlanan parsiyel hepatektomi
modeline gore karaciger sol anterior ve median loblarinin pedikulleri, koroner,
sol lateral ve gastrohepatik ligamentler serbestlestirildikten sonra 4/0 ipek ile
baglanip kesilerek %70 hepatektomi yapildi (Sekil-1). Remnant karaciger ve
eksize edilen loblar sekil-2’de gosterilmistir. Hepatektomi sonrasi geride
kalan karaciger dokusu kanama ve konjesyon agisindan kontrol edildi. Karin

icine 10 mm’lik % 0.9’luk serum fizyolojik sollisyonu verilerek karin orta hatti

4/0 ipek kullanilarak iki sira strekli dikiglerle kapatildi.

Sekil-2: Remnant karacider (a) ve eksize edilen loblar (b). RLI: Sag lateral lobun inferior
kismi; RLS: Sag lateral lobun superior kismi; CA: Kaudat lobun anterior kismi; CP: Kaudat

lobun posterior kismi; M: medial lob; LL: Sol lateral lob.



Cerrahi igslemden 6 saat sonra siganlara oral gida baglandi. Sham
grubundaki ve kontrol grubundaki siganlar standart laboratuar yemi ve gesme
suyu ile beslendi. Yapilan c¢alismalarda gluaminin efektif etkisinin
olusabilmesi i¢in minimum 0.2 gr/kg/gln ve en az 5 gun slreyle veriimesi

onerilmektedir (52, 53). Deney grubundaki siganlara ise standart laboratuar

yemi ve gesme suyuna ek olarak 0,5 gr/kg/gun glutamin orogastrik sonda ile
sabahlari bir kez verildi (Sekil-3).

Sekil-3: Orogastrik sonda ile glutamin verilmesi.

Her U¢ gruptaki sigcanlar cerrahi igslemden sonra 7. gun 40 mg/kg
ketamin HCL ile anestezi sonrasi sakrifiye edildi. Biyokimyasal analiz igin
sicanlardan intrakardiyak 3 ml kan numunesi alindi. Kan numunelerindeki
AST, ALT tayinleri hastanemiz biyokimya laboratuarlarinda yapildi. Bakteriyel
translokasyonu degerlendirmek amaciyla siganlarin portal veninden 2 ml kan
ornegi, karaciger, dalak, akciger ve mezenterik lenf nodundan doku érnekleri
alindi. Geriye kalan karaciger dokusu rejenerasyonu degerlendirmek Uzere
rezeke edildi. Remnant karacigerlerin islak agirliklari olgulerek kayit edildi.
Ayrica glutaminin bagirsak proliferasyonuna etkisini degerlendirmek icin ince

bagirsaktan doku 6rnegi alindi.



immunohistokimyasal (IHK) Boyama Yéntemi

immiinhistokimyasal degerlendirme Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Patoloji laboratuarinda yapildi. Ki-67 ntkleer antijeni prolifere olan
hucrelerde G 0 disinda tum hucre fazlarinda tespit edilebilir (54). Parsiyel
hepatektomiden 17 saat sonra S fazina giristeki Ki 67 ekspresyonu dramatik
olarak hepatositlerde artar. Yapilan galismalarda parsiyel hepatektomiden 36
saat sonra hepatositlerin % 60’inda Ki 67 ekspresyonun immunopozitif
oldugu gosterilmistir (55).

Alinan doku odrnekleri histopatolojik inceleme igin  %10’luk
tamponlanmis formalinde tespit edildi. IHK boyama vyontemi olarak
Streptoavidin-Biotin boyama teknigi kullanildi. Calismaya alinan olguda Ki-67
ekspresyonunu belirlemek amaci ile parafin bloklardan 4 mikrometre
kalinliginda hazirlanan kesitler ‘Poly- L-Lysine’ li lamlara alindi. Ki-67 (SP6)
(Neomarkers, USA) kullanima hazir rabbit monoklonal antikoru ile
immunohistokimyasal boyama prosedurt uygulandi. Alinan kesitler etuv
icinde 50-55 °C’ de bir gece bekletildi. Etivden ¢ikarildiktan sonra 20 dakika
ksilende deparafinize edildi. Ksilenden ¢ikan preparatlar absoll alkolde 10
dakika, %96’lik alkolde 5 dakika bekletildi. Ardindan 5 dakika suda yikandi ve
10 dakika distile suda bekletildi. %10 ‘luk sitrat buffer icine alinan dokular,
mikrodalga firrnda 800 wattda 5 dakika, 400 wattda 15 dakika bekletildi.
Mikrodalga firindan c¢ikarilan dokular, 20 dakika sogutulmaya birakildi.
Dokularin etrafi pap-pen kalem ile ¢izildi ve endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek icin %3’lUk hidrojen peroksit icerisinde 15 dakika bekletildi.
Distile su ile yikanan dokular, Fosfat Buffer Salin (PBS) icine 10 dakika
alindi. Preparatlar mapeye dizilip, Uzerlerine protein blokaj damlatildi ve 5-10
dakika bekletildi. Lamlar silkelenip Uzerlerindeki dokulara primer Ki-67
antikoru damlatildi ve inklbasyon suresi bitinceye kadar (1 saat) beklenildi.
Lamlar bu slre bitiminde akarsu ile yikandi, distile suda c¢alkalandi ve PBS
icinde 10 dakika bekletildi. Preparatlar tekrar mape Uzerine alinip, dokular
Uzerine biotin damlatildi. 15 dakika beklenildi. Lamlar salelere alinip

akarsuda yikandi ve distile suda calkalandi. PBS icinde 10 dakika bekletildi.



Tekrar mape Uzerine dizilen lamlarin Uzerine streptoavidin damlatiip 15
dakika beklenildi. Daha sonra lamlar tekrar saleye alinip, dnce akarsuda
sonra distile suda yikandi ve PBS de 10 dakika bekletildi. Son asama olan
kromojen safhasina gecildi. Dokular Uzerine 1-2 damla Diaminobenzidin
(DAB) kromojen damlatildi ve c¢iplak gdzle, kahverengi renk degisimi
saptanincaya kadar 5-10 dakika bekletildi. Kesitler cesme suyunda yikandi.
Harris Hematoksilende 1 dakika bekletildikten sonra tekrar gesme suyu ile
yikandi. Amonyakli suda 10 saniye bekletildikten sonra tekrar cesme suyu ile
yikandi. Sirasiyla % 96’lik ve absoll alkol agsamalarindan gegcirilerek kesitler
kurutuldu. Ksilene daldirihp ¢ikarildiktan sonra lamlar, Kanada balsami ile
kapatildi.

Ki-67 boyanma paterni degerlendirilirken Wintzer ve ark.’nin (56)
yontemi esas alindi. Degerlendirmeye alinan lamlar Gzerinde 400 buylk
bayutme alaninda 500 hucre sayildi. Tum preparatlar ayni patolog tarafindan
degerlendirildi. Karaciger ve bagirsak dokusunda Ki-67 nukleer boyanma
gOsteren hucrelerin sayisinin toplam hucre sayisina orani yuzde olarak
hesaplandi (Sekil-4).

Sekil-4: Bagirsak (a) ve karaciger (b) dokusunda Ki-67 ile boyanan hicreler.



Morfolojik Degerlendirme

Kontrol ve deney grubunda makroskobik olarak remnant karaciger
dokusundaki kitle artisini ortaya koymak amaciyla 7. glinde sakrifiye edilen
siganlarin rezeke edilen karaciger dokusunun islak agirliklari dlglilerek kayit
edildi.

Biyokimyasal Degerlendirme

Biyokimyasal deg@erlendirme Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Biyokimya laboratuvarlarinda vyapildi. Tum siganlardan,
intrakardiyak olarak alinan kan orneklerinde aspartat transaminaz (ALT) ve

alanin transaminaz (AST) duzeyleri 6l¢uldu.

Mikrobiyolojik Degerlendirme

Bagirsaklarin lenfatik drenaji mezenterik lenf nodlari ve duktus
torasikus araciligi ile superior vena cava, sag atrium ve takibinde pulmoner
vaskiler yataga dogrudur. intestinal limenden sistemik dolagim ve uzak
organlara bakteri gogu i¢in tanimlanmig iki ana yol mevcuttur. Birincisi enterik
vendz sistem araciidi ile portal ven, ikincisi ise lenfatik enterik drenaj
sistemidir (57).

Hematojen yolla olan bakteriyel translokasyonu degerlendirmesi
amaciyla portal venden 2 ml kan ornegi steril igneli enjektor ile pediatrik
bactec hemokiltir siselerine alindi. Lenfatik drenaji ortaya koymak igin
mezenterik lenf nodu, karaciger, dalak ve sistemik translokasyonu
degerlendirmek iginde akcigerden doku 6rnegdi alindi. Alinan doku ornekleri
dnceden steril edilmis 5 cm biyUkliginde posetlere ayri ayri kondu. Ornekler
steril poset igerisinde ezilerek olabildigince ince pargalandi ve 1 cc steril
serum fizyolojik ile sulandirilarak homojenize edildi. Homojenize edilerek elde
edilen suspansiyondan 1/100'lUk steril 6ze yardimi ile kanli agar ve Mac

Conkey agar besiyerlerine yaygin ekim yapildi. Tium besiyerleri 35-37°C’de

10



24-48 saat inklibe edildi. Ureme olan kiiltiirlerdeki bakterilerin gram 6zellikleri

ve identifikasyonlari yapildi.

istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel
analizler igin SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows
13.0 programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken niceliksel verilerin
kargilastiriimasinda gruplar arasindaki farkhligin incelenmesinde Kruskal
Wallis testi, farklihgr olusturan grubun tespitinde Mann Whitney U test
kullanildi. Anlamlilik p<0,05 duzeyinde degerlendirildi.

11



BULGULAR

Deneye 30 siganla baslandi, sham grubunda mortalite olmazken,
kontrol grubunda 2 ve deney grubunda 2 adet olmak Uzere toplam 4 adet
mortalite geligti. Mortaliteler ilk 24 saat icinde hemorajiye bagh olarak geligti.
Toplam denek sayisini 10’a tamamlamak i¢in her iki gruba da 2 yeni sigan

eklendi ve ¢alisma 30 sicanla tamamlandi.

immiinhistokimyasal Analiz

Karaciger Ki-67 (KCKi-67) proliferasyon indeksi (PI) ortanca degerleri
Sekil-5’de sunulmustur. Sham grubunda KCKi-67 PI ortanca degeri 0,6 (0,4-
1,4) iken, kontrol grubunda 1,5 (0,4-3,0), deney grubunda 10,2 (3,0-16,8) idi.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede sham grubu ile kontrol grubu ve deney
grubu arasinda karacigerde bakilan Ki-67 proliferasyon indeksi agisindan
anlamli farkhlik mevcuttu. Sham grubu ile kontrol grubu i¢in p degeri p=0.023
iken sham grubu ile deney grubu icin p degeri p<0,001 idi. Kontrol grubu ile
deney grubu arasinda anlamli olarak fark saptandi (p<0,001).

ince bagirsak Ki-67 (B Ki-67) proliferasyon indekslerinin her ii¢ grup
icin ortanca degerleri Sekil-6'da gosterilmistir. Sham grubunda B Ki-67 PI
ortanca degeri 35,9 (22,4-50,8) iken, kontrol grubunda 38,1 (26,6-44,6),
deney grubunda 60,0 (36,4-64,4) idi. Buna gére Sham grubu ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamh fark saptanmazken (p>0,05), deney
grubunda ince bagirsak Ki-67 proliferasyon indeksi sham ve kontrol

grubundan anlamli olarak yuksekti (p<0,001).
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Sekil-5: Sham-Kontrol-Deney gruplarinin ortanca KC Ki-67 profilerasyon indeksileri.
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Sekil-6: Sham-Kontrol-Deney gruplarinin ortanca iB Ki-67 profilerasyon indeksileri.
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Morfolojik Analiz

Kontrol ve deney grubunda rezeke edilen rejenere karaciger
dokularinin 1slak agirliklarinin ortanca degerleri Sekil-7’de sunulmustur.
Kontrol grubunda i1slak remnant karaciger agirligi ortanca 5,95 (5,78-6,2) iken
deney grubunda ortanca islak agirlik 6,41 (6,08-7,05) idi. iki gruptaki remnant
karacigerin islak agirlari arasinda istatistiksel agidan anlamh farklilik

mevcuttu (p<0,01).

6,5

P=0,001

6,41

6,4

6,3

6,2

6,1

m Islak agirhik(gr)

6 5,95

5,8 -

5,7 4 |

Kontrol Deney

Sekil- 7:Kontrol ve deney grubunun remnant karaciger dokularinin ortanca islak agirliklari.

Biyokimyasal Analiz

Her Ug¢ grupta tim deneklerden calisilan AST ve ALT sonuglarinin
ortanca degerleri Sekil-8'de verilmistir. Sham grubunda AST igin ortanca
degeri 169 (134-195) ALT duzeylerinin ortanca degeri 82 (58-112) idi. Kontrol
grubunda AST icin ortanca degeri 182,5 (133-410) ALT duzeylerinin ortanca
degeri 99,5 (44-159) idi. Deney grubunda AST igin ortanca degeri 156 (102-
344) ALT diizeylerinin ortanca degeri 78,5 (58-102) idi. istatistiksel olarak ¢
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grup arasinda AST ve ALT duzeyleri agisindan anlamh fark saptanmamistir
(AST igin p=0,345; ALT igin p=0,566).

P>0,345 |—
200 182,5
180
160 - 156
140 - —1 P>0,566 [
120 -
99,5 ® Sham
100 -
78,5 H Kontrol
80 -
Deney
60 - _—
40 - _—
20 - _—
O .

AST (IU) ALT (IU)

Sekil-8 : Sham-Kontrol-Deney gruplarinin ortanca AST ve ALT degerleri.

Mikrobiyolojik Analiz

Bakteriyel translokasyonun degerlendiriimesi amaciyla alinan doku
orneklerinde Ureyen mikroorganizmalar Tablo-2'de belirtiimigtir.

Her 3 grup icin alinan tim doku ve kan odrneklerinde istatistiksel
olarak Ureme agisindan anlamh farkhlik saptanmadi. Ancak akciger doku
kultard disinda tum doku ve kan orneklerinde kontrol grubundaki deneklerde
daha fazla sayida tremeye rastlanmistir.

15



Tablo-2: Kultir 6érneklerinde Greyen mikroorganizmalar.

Deney Lenf nodu Portal ven Karaciger Akciger Dalak
n-1 Enterobacter Ureme yok Ureme yok Enterobacter Ureme yok
Cloacae Cloacae
n-2 Enterobacter Enterobacter Enterobacter Enterobacter Ureme vok
Cloacae Cloacae Cloacae Cloacae y
- Enterobacter Enterobacter Enterobacter Enterobacter
n-3 Ureme yok
Cloacae Cloacae Cloacae Cloacae
n-4 Ureme yok Escherichia Coli Escherichia Coli Escherichia Coli Escherichia Coli
- Enterococcus Enterococcus Enterococcus Enterococcus
n-5 Ureme yok - . - :
Fecalis Fecalis Fecalis Fecalis
n-6 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
n-7 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
n-8 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
n-9 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
n-10 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
Kontrol
n-1 Escherichia Coli | Escherichia Coli Escherichia Coli Escherichia Coli Escherichia Coli
Enterococcus Enterobacter Enterobacter Enterococcus -
n-2 fecalis Cloacae Cloacae fecalis Ureme yok
Enterobacter Enterobacter Enterobacter Enterobacter Enterobacter
n-3
Cloacae Cloacae Cloacae Cloacae Cloacae
n-d Stafilococus Stafilococus Stafilococus Stafilococus Stafilococus
lugdunensis lugdunensis lugdunensis lugdunensis lugdunensis
Enterobacter Enterobacter Enterobacter Enterobacter -
n-5 Ureme yok
aerogenes aerogenes aerogenes aerogenes
- Enterobacter Enterobacter - Enterobacter
n-6 Ureme yok aerogenes aerogenes Ureme yok aerogenes
n-7 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
n-8 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
n-9 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
n-10 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
Sham
Enterococcus - Enterococcus - -
n-1 Fecalis Ureme yok Faecium Ureme yok Ureme yok
n-2 Escherichia Coli | Ureme yok Ureme yok Escherichia Coli Ureme yok
) Streptococus . . Enterobacter .
n-3 sanguis Ureme yok Ureme yok Cloacae Ureme yok
- Enterobacter Enterobacter Enterobacter Enterobacter
n-4 Ureme yok
Cloacae Cloacae Cloacae Cloacae
- Enterococcus Enterobacter Enterobacter Enterobacter
n-5 Ureme yok :
Fecalis Cloacae Cloacae Cloacae
n-6 Ureme yok Ureme yok Is_sgtococcus lactis | Eqcherichia Coli Escherichia Coli
n-7 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
n-8 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
n-9 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
n-10 Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok Ureme yok
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TARTISMA VE SONUG

Karaciger rezeksiyonu benign ve malign nedenler ile uygulanabilen
major bir cerrahi girisimdir (58). Bir organin doku kaybi veya bir pargasinin
eksilmesi sonucu kutlesini yeniden tamamlama yetenegi rejenerasyon olarak
tanimlanir (59). Karaciger rejenerasyon yetenedi ile diger organlardan ayrilir.
Rezeksiyon sonrasi karaciger rejenerasyonu, igerisinde proinflamatuar
sitokinlerin, hormonlarin, transkripsiyon faktorlerinin ve oksidatif stres
artnlerinin rol oynadigi komplike bir stregtir (60).

Karaciger rejenerasyonun nasil bagladigi, nasil devam ettigi ve bu
surecte etkin olan sistemlerin birbiriyle nasil etkilestigi tam olarak
anlasilmamis olmakla birlikte karacigerin ne zaman rejenerasyona
baslayacadini ve ne zaman rejenerasyonu sonlandiracagini bildigi bir
gercektir (59). Karacigerde meydana gelen doku kaybi rejenerasyonu
baglatmaktadir ve geride kalan doku metabolizmayi normal sinirlarda devam
ettirecek dlzeye ulasana dek bu sure¢ devam etmektedir. Rejenerasyonda
en hassas nokta vucut kitlesi ile karaciger kutlesi arasindaki orandir (61-63).

Karaciger rejenerasyon kapasitesini en net gdsteren model olan
parsiyel hepatektomi, ilk defa Higgins ve Anderson tarafindan 1931’de
tanimlanmistir (8). %70 parsiyel hepatektomi modeli sicanlarda maksimum
rejenerasyon stimulusunu olusturur (64). Normalde, hepatositlerde mitoz gok
nadirdir. Fakat parsiyel hepatektomiden sonra 24 saat icinde aktif hicre
replikasyonu baslar ve organin ilk agirhgina erisinceye kadar devam eder. ilk
10 gln iginde 6nemli dlgide rejenerasyon olusur ve bu olay 4-5 haftada
tamamlanir. Eksize edilen loblar aynen eski sekillerini almazlar.
Rejenerasyon daha c¢ok yeni lobulller olusmasi ve reziduel lobdullerin
buyumesi seklinde olur. Hepatik rejenerasyon igin gerekli uyaranlar
pankreas, diger ekstrahepatik organlar ve rejenere olan karacigerin bizzat
kendisinden kaynaklanan humoral faktorlerdir (65, 66).

Deneysel caligsmalarda parsiyel hepatektomi sonrasi glutamin

verilmesi remnant karacigerde rejenerasyonu anlamli derecede artirmistir.
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Glutamin destegi alan grupta glutaminin enterositlerde uptake’nin arttigi,
buna bagll olarak metaboliti olan alaninin portal vendz kandaki
konsantrasyonunun arttigi ve alaninin remnant karacigerde yeni glikoz
uretiminde kullanildigini belirtmiglerdir

Glutamin verilmesi;

1-intestinal mukoza tarafindan artmig glutamin uptake’i ve karaciger
tarafindan artmis alanin uptake’i ile sonuglanarak karaciger hucre
proliferasyonu icin gerekli enerji kaynagini olusturur.

2-Karaciger rejenerasyonunu tetikleyen ve guglendiren cesitli
faktorleri kapsayan intestinal protein sentezini arttirir.

3-intestinal hiicre sayilarini koruyarak ve protein sentezini arttirarak
bakteriyel translokasyonu ve endotoksin Uretimini azaltir (40).

Karaciger rejenerasyonu ve intestinal epitelyal hucrelerin mitotik
aktivitesini degerlendiriimesi amaciyla Ki-67 proliferasyon indeksini kullandik.
Karaciger dokusundan c¢alisilan Ki-67 proliferasyon indeks ytizdeleri kontrol
grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlaml duzeyde artmig
bulundu (p=0,023). Ancak glutamin ile immunonutrisyon uygulanan deney
grubundaki artigin istatistiksel anlamhligi diger iki gruba gbre cok daha
belirgindi (p<0,001).

Sagakuchi ve ark. (67) siganlarda yaptigi c¢alismada %70
hepatektomi yapilan grupta Ki-67 yuzdelerinin 48 saatte pik yaptigi ve 7.
Gunde %10’un altina indigini godstermislerdir. Yine Ito ve ark.’nin (40)
kopeklerde hepatektomi sonrasi glutaminin karaciger rejenerasyonuna
etkisini arastirdi§i ¢calismada intravendz glikoz + glutamin infuzyonu verilmis
olan hepatektomili grupta S fazinda olan hepatosit sayisi, sadece glikoz
infuzyonu alan ve glikoz + standart aminoasit inflzyonu alan diger gruplara
gore anlamli olarak yuksek saptanmistir. Glutamin destedi alan grupta
glutaminin enterositlerde uptake’nin arttigi, buna bagli olarak metaboliti olan
alaninin portal vendz kandaki konsantrasyonunun arttigi ve alaninin remnant
karacigerde yeni glikoz Uretiminde kullanildigini belirtmiglerdir. Glutamin

inflzyonu alan hepatektomili grupta S fazindaki hepatosit sayisinin diger
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gruplara gore yuksek ¢ikmasi, glutaminin remnant karacigerde rejenerasyonu
anlamli derecede artirdig1 seklinde yorumlanmistir.

Yoshida ve ark. (68) calismalarinda %70 hepatektomi sonrasi,
glutamin ile desteklenmis parenteral nutrisyon uyguladiklari deneklerde,
standart parenteral nutrisyon uygulanan deneklere gore karaciger islak
agirhgi ile hesaplanan karaciger rejenerasyon oranlarini anlamli olarak daha
yuksek oldugunu saptamislardir. Yine Mazza ve ark. (69) yaptiklan
calismada, makroskobik olarak bakildiginda glutamin alan grupta hepatik
bdylUme orani almayan gruba gore daha yuksek bulunmustur. Bu durum
glutamin alan hayvanlarda remnant karaciger agirhginin ameliyat oncesi
karaciger agirhgina daha yakin oldugu seklinde yorumlanmigtir. Bizim
calismamizda da glutamin ile desteklenen deney grubundaki sicanlarin 7.
gun sonunda elde edilen remnant karaciger dokusu islak agirliklarinin kontrol
grubundaki siganlara goére anlamli olarak daha fazla oldugu saptanmigtir
(p<0,001). Makroskobik olarak karaciger kitlesindeki artisin glutamin verilen
siganlarda anlamli olarak fazla olmasi ve yine glutamin grubunda Ki-67 PI'nin
diger iki gruba gore yuksek olmasini glutaminin rejenerasyonu artirici etkisi
olarak yorumlanabilir.

Serum transaminazlarinin hepatosit hasarini géstermede duyarliligi
cok yuksektir, etiyolojik faktérden bagimsiz olarak karaciger zedelenmesinin
surdugu tum durumlarda serum seviyeleri yukselir. Karacigerde hucre
yikimini  gosteren en guvenilir parametrelerden birisi ALT duzeyidir.
Aragtirmalarda hucre zarinin gecirgenligindeki degdisimlerin, hucrelerin
sentezleme faaliyetlerinin ve hulcrelerde meydana gelebilecek nekroz gibi
cogu hasarin gostergesi olarak karacigerdeki AST ve ALT gibi enzimlerin
plazmadaki miktarlarinin dnemi bildirilmigtir (70).

Hou ve ark. (71) tarafindan yapilan bir ¢galismada %70°lik parsiyel
hepatektomi sonrasinda kontrol gruplarinda AST ve ALT serum seviyeleri
baslangicta yuksek iken 72. saatte normal degerlerine gelmis ve karacigerde
iyilesme oldugu gorulmustur. Aoki ve ark’nin (72) %70 parsiyel
hepatektomiden 14 gun sonra %30 oraninda karaciger rezeksiyonu ile ikinci

bir parsiyel hepatektomi yaptiklari ¢aligmalarinda serum AST ve ALT
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seviyelerinin 72 saat sonra normal duzeye geldigi bildirilmigtir. Ayni
calismada hepatositlerde olusabilecek fonksiyon bozuklugunun genel olarak
AST ve ALT enzimlerinin serumda artmasina gére de@erlendirilebilecegi
belirtiimigtir.  Sicanlarda %70 parsiyel hepatektomi yaninda %50
pankreatektomi yapan Furuta ve ark. (73) ise arastirmalarinda AST ve ALT
serum seviyelerinin 72. saatte normal degere dustugunu gostermiglerdir. Li
ve ark. (74) parsiyel hepatektomiden sonraki 72. saatte serum ALT
seviyesinin kontrol hayvanlari ile ayni oldugunu saptamislardir. Ypsilantis ve
ark.’nin (75) tavsanlarda radio-frequency (RF) ablasyon sonrasi karaciger
rejenerasyonunu degerlendirdigi calismada AST ve ALT degerlerinin ilk 72
saatte ylkseldigi, takiben birinci haftada normale yakin degerlere déndugu ve
dclnci haftada tamamen normallestigini gostermistir.

Biz galigmamizda karaciger hucre harabiyetinin ve fonksiyonlarinin
degerlendiriimesi amaciyla 7.gunde deneklerin AST ve ALT duzeyleri
calisildi. AST ve ALT duzeyleri agisindan 3 grup arasinda farklilik
saptanmadi (p>0,05). Daha &nce belirttigimiz literatir bilgilerinin
dogrultusunda bizim galismamizda enzim seviyelerinde istatistiksel anlamlik
olmamasini, hepatositlerde 7. gunde fonksiyonel olarak bir iyilesme olmasi ile
aciklanabilir.

Gastrointestinal traktusun en énemli fonksiyonlarinda biride intestinal
bariyer fonksiyonu olarak adlandirilan Iimen igerisindeki antijenler ve
mikroorganizmalara karsi bir bariyer olusturabilme yetenegidir. Bu bariyerin
bozulmasi bakteriyel translokasyon olarak bilinen ve canh bakteri ile
artnlerinin mezenterik lenf nodlari ve uzak organlara gegisi ile karakterize
tablo ile sonuglanir (21, 22, 76). Grant ve ark. (77) calismalarinda glutaminin
enterositler icin en o6nemli enerji kaynagi oldugunu, mukozal butunlugu
koruyarak endotoksemi ve translokasyon oranlarini azalttigini bildirmislerdir.

Wang ve ark. (18) parsiyel hepatektomi sonrasi mezenterik lenf
nodlarinda cerrahiyi takiben 2 saat sonra bakteri tesbit edildigi
bildirilmiglerdir. intestinal fonksiyonlarin bozulmasi, portal hemodinamide
degisiklikler, salinan urunler, intestinal yuzeye bakteriyel adezyon ve kan

akimi  degisikleri gibi bir dizi faktoérlerin bu slreci hizlandirdigini
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belirtmiglerdir. Hem Ypsilantis ve ark. (75) hem de Woodcock ve ekibi (78)
yaptiklari deneysel calismalarinda parsiyel hepatektomi sonrasi bakteriyel
translokasyonu kolaylastirici bir unsur olarak, azalmis safra Uretim ve
sekresyonunun bagirsaklardaki bakteri populasyonunu artirici yonde etki
gOstermesi olarak ifade etmiglerdir. Bu calismalarda safra Gretimindeki
azalma hepatektomi sonrasi kalan karaciger parankiminde ciddi inflamasyon
ve orta derecede hepatoselliler dejenerasyona baglanmistir. Yine
Zulfikaroglu ve ark. (79) deneysel tikanma sarihgl olusturarak farkli
immunonutrisyon  drunleri ile  zenginlestirilmis  (arjinintomega3d yag
asitleri+RNA deriveleri, glutamin) enteral diyet verilen gruplarda bakteriyel
translokasyonun standart Urtnler ile beslenen gruplara gore anlamli olarak az
oldugunu gostermislerdir.

Azuma ve ark. (80) ve Katayama ve ekibinin (81) vyaptiklari
calismalarda enteral yoldan glutamin verilen farelerde bakteriyel
translokasyon, glukoz verilen farelere goére anlamli derecede az gorulmustir.
Her iki ekip de kiguk hacimlerde enteral glutamin verilmesinin bagirsak
mukozasinda masin Uretiminin arttirarak intestinal mukozal yuzeye tutunmayi
engelleyerek translokasyonu azalttigini dustunduklerini belirtmiglerdir.

Glutaminin enterositler ve immuan hucreler i¢in primer enerji kaynagi
olmasinin yaninda, epitel hlicre proliferasyonu artirarak intestinal atrofiyi
Onledigi, sekretuar IgA seviyesini ve musin Uretiminin arttirarak intestinal
mukozal ylzeye bakteri adezyonunu azalttigi pek ¢ok ¢alismada belirtilmistir.
Bunun sonucu olarak bakteriyel translokasyonu azalttigi gosterilmistir (77,
79-81).

Bizim calismamizda parsiyel hepatektomi sonrasi glutamin verilen
grupta ince bagirsak Ki-67 proliferasyon indeksi diger iki gruba gore anlamli
olarak yuksekti (p<0,001). Calismamizdan elde ettigimiz verilere dayanarak
glutamin ile enteral nutrisyon destegi verilmesinin enterositlerde
proliferasyonu artirici etkinliginin oldugu gergegini bir kez daha gézlemledik.
Bu proliferatif etkiyi gdzlemlemize ragmen, calismamizda her Ug¢ grup
arasinda kultirde Ureme acisindan mikrobiyolojik analiz sonuglarinda

istatistiksel olarak anlamh farklilik saptamadik (p>0,05). Ancak hem kan hem
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de doku kulturlerinde kontrol grubunda diger iki gruba gore daha fazla dreme
oldu, diger iki grupta ise Ureme oranlari benzerdi. Her ne kadar istatistiksel
anlamlilik olusmasa da deney ve sham grubunda lenf bezlerinde kontrol
grubuna goére daha az ureme olmasi glutaminin lenfatik yolla olan bakteri
gegisini azalttigini  dusundurmektedir. Ancak istatiksel anlamlihdin test
edilebilmesi icin denek sayisinin arttiriimasi uygun olabilir.

Hayvan deneylerinde bakteriyel translokasyon teorisi anlamli
bulunmakla birlikte, glutaminin enteral veya parenteral olarak verildigi birgok
calismada farkh sonuglar elde edilmistir. Birgok ¢alismada translokasyonun
azaldigl ortaya konsada bazi ¢alismalarda glutaminin translokasyon uzerine
hicbir etkisi gosterilememigtir. Deneysel galismalarda gdsterilen bu olumlu
etkiler bazi klinik calismalarda ortaya konamamistir (82, 83).

Barber ve ark. (84) sicanlarda glutaminin bakteriyel translokasyona
etkisini arastirdiklari c¢alismalarinda, normal ve fiberden zengin diyet ile
beslenen siganlar arasinda bakteriyel acisindan anlamh  fark
gOsterememiglerdir. Bark ve ark.’nin (85) calismalarinda, glutaminli ve
glutaminsiz parenteral nutrisyon verilen siganlarin ince bagirsaklarindan
alinan orneklerinde epitelyal atrofi ve htcre proliferasonu agisindan anlamli
farkhlik tesbit etmemiglerdir.

Sonu¢ olarak glutamin ile enteral beslenmenin karaciger
rejenerasyonu ve bakteriyel translokasyona etkisini arastirdigimiz bu
deneysel c¢alismamizda, enteral glutamin replasmaninin karaciger
rejenerasyonunu istatiksel olarak anlamli duzeyde olumlu yonde etkiledigini
goOsterdik. Glutamin replasmani 06zellikle lenfatik yol aracilikli bakteriyel
translokasyonu olumlu yonde etkiler gibi goérinmekle beraber, bu bulgu

istatiksel olarak desteklenememisgtir.
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