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OZET

Amag: Deneysel akut kolesistitte safra kesesi cevresinde ve duvarinda inflamasyon ve fibrozise seks hormonlarinin
etkisini arastirmak. Gereg¢ ve yontem: Calismada 48 tavsan (24 erkek ve 24 disi) kullanilch. Akut kolesistit kontrol
gruplan disindaki gruplarda sistik kanal ligaturt (SKL) ile olusturuldu. Disi (DI,DILDIILDIV) ve erkek (EILEILEILEINV)
denekler 6'sar denekten olusan dorder alt grubu aynildi. Akut kolesistitin makroskopik bulgulan degerlendirildi.
Safra kesesi cevresindeki adeziv bandlar ve ardindan cikarnlan safra kesesi duvanndan alinan ornekler derin don-
durucuda korundu. Fibrotik bandlar ve safra kesesi kollagen ve hidroksiprolin (HP) icin degerlendirildi. Bulgular:
Makroskopik olarak tam deneklerde akut kolesistit gelisti. Erkeklerde safra kesesi cevresinde daha yogun yapisiklik
goralda. Ovariektomili deneklerde erkeklere yakin derecede kastre erkeklerde ise disilere benzer yapisiklik izlen-
di. Ovariektomili disi deneklere distan ostrodiol verildiginde yapisikhikiann kontrol grubuna goére daha az oldugu
saptandi. Yine kastre erkeklere distan testosteron verildigi zaman yapisiklikiarn kontrol grubuna gore daha
siddetli oldugu goralda. Bu bulgular HP'nin kantitatif degerleriyle de uyumiuydu. Safra kesesi duvarinda kollajen
yogunlugu erkek deneklerde disilerden daha yuksek bulundu. Sonug: Kastre erkek deneklerdeki akut kolesistit
sonuclannin disilere benzer olmasi ve distan verilen testosteronla tekrar erkeklerdeki bulgularin olusmasi veya
ovariektomili denek sonuclarnin erkeklere benzerligi ve disandan verilen éstrojen (Gstradiol) ile benzerligin kay-
bolmasi akut kolesistitlerdeki inflamasycn ve fibrozisi artirict yonde erkek seks hormonilarinin etkisini acikca goster-
mektedir,
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SUMMARY
The effects of sex hormones at inflammation and fibrosis of experimental acut cholecystitis

AIm: To identify the effects of sex hormones on inflammation and fibrosis on and around gall bladder. Material
and method: In this study 48 rabbit (24 male, 24 female} was used. Acute cholecystitis was achived by cystic
canal ligature (SCL) except control groups. Female (DI.DILDIIlLDIV) and male (El.EI.EILEN) groups had 4 sub-
groups, each consist of 6 members. Macroscopic findings of acute cholecystitis were evoluated. Adhesive bands
around gall bladder and biopsies from gall bladder were protected in deep freezer. Fibrotic bands and gall
bladder were analyzed for hidroxyprolin [HP) and collagen. Results: Acute cholecystitis was developed in all
subjects macroscopically. On male subjects adhesions around gall bladder were seen more intensively. Result of
subjects with ooferectomy were close to male subjects. On castrated male subjects adhesions were similar to
female subjects. The adhessons were less at female subjects with ooferectomy with external estrogen use. The
lesions were more at castrated male subjects with external testosteron use. These findings were relevant with
quantitative values of HP. Collagen were found more in male subjects compored to female subjects. Conclusion:
The results is castrated males were similar to those in females and with usage of external testosteron male type
results were achieved. And the similarity of results in female subjects with ooferectomy to males achivement of
female type results with usage of external estrogens clearly shows us inflammation and fibrosis increasing effect
of male sex hormones in acute cholecystitis.
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Semptomatik tasl kolesistitlerde tercin tedavi sekli
cerrahi, yani kolesistektomidir. GUnumuzde safra
kesesinin laparoskopik olarak cikarlmasr en ideal
yontem olarak kabul gérmustdr. Ancek her kole-
sistektomi, laparcskopik baslanip laparoskopik
olarak bitirilemez. Laparoskopik kolesistektomi-
lerde %3-10 oraninda acik teknige donme
gereksinimi bulunmaktadir. Akut kolesistitlerde bu
oran daha da yuksek olarak bildirilmistir. Acik cer-
rahiye dondlmesinin yogun fibrozis, anatomik
anomaliler, yas, akut inflamasyon, teknik yetersiz-
lik, cinsiyet faktora (hastanin erkek olmasi), gibi
belli bash nedenleri bulunmaktadir (1-8). Bazi
calismalarda seksin en dnemli faktorlerden birisi
oldugu iddia edilirken (9-11) bazi calismalarda
buna kars! fikirler dne sGralmustar (2-12-13).

Klinik tecrabelerimizde her cerrah bilirki erkeklerde
laparoskopik kolesistektomi daha zordur ve safra
kesesi etrafinda cok kuwveltli fibrozis vardir. Bunun
tam aksine bayanlarda Ozellikle dogurganlik
caginda olanlarda disseksiyon ¢ok kolay olmak-
tadir, cunk( safra kesesi etrafinda kolayca
ayrilabilen gevsek bir fibrozis vardir. Klinikte
yapilmasi etik, hatta muamkuan olmayan bir calisma
planlayarak bu fibrozisin gercekten seks hormon-
lar ile ilgisini arastirmak icin deneysel platformda
bu calismayr duzenledik.

GEREG VE YONTEM

Calisma S.U. Meram Tip Fakiltesi Genel Cerrahi ve
Histoloji Anabilim Dallar’min is birligiyle S.U.
Meram Tip Fakultesi Deneysel Tip Arastirma
Merkezi'nde gerceklestirildi.

Calsmada agirhgr 2400-2500gr olan Yeni Zelanda
tipi 24 erkek, 24 disi toplam 48 tavsan kullanildi
(14). Ozel kafeslerde barindinlan tavsaniar preo-
peratif ve postoperatif dbnemde standart tavsan
yemi ile beslendi.

Operatif islem

Operasyondan énce 0&zel kafeslerde barindirilan
tavsanlara 80 mg / kg (I.M.) Ketamin  hidroklortr
[Ketalar) ve 10 mg/kg acepromazine (I.M.) kom-
binasyonu ile anestezi uyguland:. Denekler disi
[24) ve erkek (24) olarak iki ana gruba aynldi. Her
- ana gruptaki alt gruplar (6’ sar deneklik) ve yapilan
islemler asagida gosterilmistir.

Disi denekler grubu [ D )
l. grup: Kontrol (D 1)
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ll. grup: Sistik kanal ligataru (D l)
lll. grup: Sistik kanal ligatGra + Ovariektomi (D 1]

V. grup: Sistik kanal ligaturd + Ovariektomi +
Eksojen &stradiol propionate (D V)

Erkek denekler grubu ( E )

I. grup: Kontrol (E I

Il. grup: Sistik kanal ligatard (E 1)

. grup: Sistik kanal ligatGrd + Orsiektomi (E IMl)

IV. grup: Sistik kanal ligatlrG + Qrsiektomi + ekso-
jen testosteron (E V)

Anestezi altindaki tavsanlarda gerekii hazirlikiar-
dan sonra 3 cm'lik orta hat kesisi ile karin acild.
Kontrol grubu disindaki tum tavsanlarin  sistik
kanallar disseke edilerek 4/0 prolenle baglandi.
Kontrol gruplarina sadece sistik kanal disseksiyonu
yapildi.

Disi deneklerden D Ill ve D IV'te yapilanlara ek
olarak iki tarafli ovariektomi, erkek deneklerden
E Il ve E IV'tekilere iki tarafll orsiektormni uygulandi.
D IV'tekilere ayrica yedi gun sure ile eksojen ostra-
diol propionate 0.05mg/kg/gin .M. (Turfarma)
(20), E V. gruptakilere eksojen testosteron
1.0mg/kg/gan .M. (Organon) verildi (16).

Postoperatif 7. gunde deneklere relaparatomi
yapildi. Relaparatomide gruplardaki makroskopik
degerlendirmeler Granat skorlamasina gore
yapildi (15) (Tablo T).

Tablo 1: Granat skorlama sisterni

Skor Makroskopik gérandm

0 Yapisiklik yok

1 Ince flamentéz kolayca ayrilabilen
yapisikliklar mevcut

2 Sinirh bir alanda ince yapisikliklar meveut

3 Genis bir alanda ince yapisikiiklar mevcut

4 Genis bir alanda ince yapisikiiklara ek olarak
visseral organlann karin duvarina ve
enflame dokulara yapismasi seklinde
gbriniam mevcut

Hidroksiprolin (OH-P) tayini icin periferik bandlar-
dan 6rnek alindi ve (serum fizyolojik icinde)
-60°C'de saklandi. Alinan materyalin yetersizligi
gdz onunde bulundurularak bu bandlar yalniz
OH-P icin degerlendirildi. Daha sonra kolesistekio-
mi uygulandi. Safra kesesi acilarak icerigi bosaltldi



dar 22
Sayp o1

ve yikand!. -60°C'de derin dondurucuda serum
fizyolojik icinde korundu. Safra kesesi kantitatif ve
kalitatif kollajen icin degerlendirildi. Kollajenin kali-
tatif tayini soyle yapildi: Dokular nétral formalinde
tespiti yapildiktan sonra parafin bloklara gémuldu
ve S'er mikronluk kesitler alindi. Van Giezon
histokimyasal boyasi uygulanan kesitler 1sik
mikroskobunda tunika mukoza altinda kollajen
birikimi  gazlenerek degerlendirildi. HP analizi
modifiye Woessner metodu kullanilarak ug 7/ mg/
kuru doku olarak tayin edildi (18).

Calismada istatistiksel analizler nonparametrik
varyans analizi olan KruskaF\Wallis testi kullanilarak
yapildi. Birbirinden bagimsiz olarak gruplar
arasindaki sonuclari analiz etmek icin Bonferroni
dazeltilmesi  yapilmis  nonparametrik  Mann-
Whitney testi uygulandi. p<0.005 anlamli olarak
kabul edildi.

BULGULAR

Relaparatomide tUm deneklerde makroskopik
olarak akut kolesistit halinin oldugu gdzlendi. Safra
kesesi cevresindeki yapisikhklar makroskopilerine
gére soyle degerlendirildi.

D | grubunda safra kesesi cevresinde hic yapisiklik
yoktu.

D Il grubunda safra kesesi cevresinde yapisiklikiarin
D I grubuna gore daha fazla oldugu ancak kolay
ayrildigr gordlda (grade 1).

D Il grubunda safra kesesi cevresindeki
yapisikliklarin D | grubuna goére daha fazla oldugu
hatta cevre dokular tarafindan safra kesesinin
tamamen sarildigi izlendi (grade 3).

D IV grubunda ise yapisiklikiar D | grubuna gére

Sekil 1. Safra kesesi cevresindeki adezyonlar
(D IV grubu)
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biraz daha fazlayd ve ayrilirken zorlanma olmad
(grade 1) (Sekil 1).

E | grubunda safra kesesi cevresinde minimal dere-
cede yapisiklik oldugu ancak kolay aynidigini sap-
tadik. E Il grubunda safra kesesi cevresindeki
yapisikliklarin  daha cok oldugu hatta
kesesinin cevre dokular tarafindan tamamen
cevrelendigi ve yapisikliklarin daha zor ayrildigi,
yapisikliklar ayrildiktan sonra safra kesesi duvarinda
nekroze alanlarin oldugu goruldu (grade 4.

safra

E [ grubunda safra kesesi cevresindeki
yapisikliklarin E I'e gore biraz daha fazla oldugu..
ancak kolay aynldigini izledik (grade 2).

E IV grubundaki yapisikliklarin ise E | grubuna gore
ileri derecede fazla oldugu hatta yapisikiikiar biraz
ayrildiktan sonra safra kesesinin tamamen nekroze
oldugu farkedildi (grade 4] (Sekil 2).

Sekil 2. Safra kesesi cevresindeki adezyonlar
(E IV grubul

Gruplar arasindaki makroskobik degerlendirme
Granat skorkalama sistemi kullanilarak yapildi
(Tablo 2).

Tablo 2: Granat skorlama sistermine gdre
makroskopik degerlendirme

Gruplar Grade Grade Grade Grade Grade n=6

0 | ] i v
DI 5 I 6
Dl 6 6
Dill 1 5 6
DIV 6 6
El 6 6
Ell 6 6
Ell 1 5 6
EIV 6

ic,-\
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Tablo 3: Safra kesesi cevresindeki adieziv bandiarda
OH-P miktart

Disi Hidroksiprolin Erkek Hidroksiprolin
[ug/mg)|ortalama=SS) [pg/mg] [ortalamaxSs)
| 8.02+1.09 | 13.03+0.68
Il 14.27+1.15 Il 15.87+1.15
il 16.83+£0.99 il 9.76x2.5
v 6.94+0.88 v 24.12+1.96

Tablo 4: Safra kesesi duvanndaki OH-P miktar

Disi Hidroksiprolin Erkek Hidroksiprolin
[Hg/mg](ortalama+Ss) {Hg/mg){ortalamaSS)
! 7.85+0.94 I 12.66+2.76
Il 13.3520.68 1 11.14+1.8
M 14.88+1.14 M 10.55+2.48
v 7.64+1.2 v 20.10+1.98

Safra kesesi duvarnndaki ve cevresindeki adeziv
bantlardan alinan o&rneklerdeki Hidroksi prolin
degerleri (Tablo 3-4)'de verilmistir.

Safra kesesi periferindeki adeziv bandlardaki
hidroksiprolin degerlerinde disi ve erkek gruplar
arasinda anlamili farklar vardi (p=0.0001). D II, D I
ve D IV gruplan DI (kontrol) ile karsilastinidiginda
sadece D IV ve D | gruplan arasinda anlamii fark
vardl (p=0.027). Ayni sekilde erkek denek gruplari
da karsilastirildiginda D Il grubunda anlamii azal-
ma, DIV grubunda ise anlamli artma izlenmekte idi
(p=0.012 ve p=0.009).

Safra kesesi duvarindan alinan o6rneklerdeki
degerlendirmelerde disi gruplarinda D il ve D |
gruplan arasinda anlaml fark tesbit edilirken
(p=0.045), erkek denekler arasinda E Il ve E IV
gruplari kontrol gruplan ile karsilastridiginda fark

. g ; -
ubniitkoza Koll
g Bdal P

-
B .
5 “-—__-
R & ey
— - ——

Sekil 3. Submukozal koliajen lifleri (safra kesesi) [ D Il
Grubulf V.G x 40)
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Sekil 4. Submukozal kollajen lifleri (safra kesesi] (D IV
Grubulf V.G x 10)

Grubulf V.G x 10}

> -
———

e_kif . Su nfuﬁ?oza} kbllajen liﬂerf_{séfra kesesi) { EV
Grubu){ V.G x 40)

anlamii idi (p=0.018 ve p=0.012).

Kalitatif ~ degerlendirme icin  safra  kesesi
duvarindaki kollajen miktarr  degerlendirildi ve
bulgularin kantitatif degerlendirme ile uyum
icinde oldugu tesbit edildi.

D Ill grubunda D | grubuna kiyasla daha fazla kol-
lajen birikir iken (Sekil 3), D IV grubunda
neredeyse hic kollajen yoktu (Sekil 4), Erkek denek
grubunda da E IV grubunda E Il'ye kiyasla daha



ar 22
Say -1

cok kollajen bulunurken (Sekil 5), E lIl grubunda
ise daha az kollajen tesbit edildi (Sekil &).

TARTISMA

Semptomatik kolelitiazisli hastalarin  tedavisinde
laparoskopik  kolesistektomi  rutin  olarak
kullaniimaktadir. Ancak her hastada belli oranda
aciga gecme ihtimali bulunmaktadir. Birgok
calismada erkek cinsiyetinin aciga dénmede
onemli bir faktor oldugu bildiriimektedir (9-18).
Literatarde erkeklerde aciga donmenin daha ylk-
sek oldugunu dogrulama amaclh yapimis ¢calisma
tesbit edemedik. Zisman ve arkadaslarr bir
calismalarinda erkeklerde hem agiga dénmenin
daha cok oldugu hem de safra yolu anormalilerinin
daha fazla oldugunu rapor etmiglerdir (19). Diger
bir calismada erkeklerin kadinlar gibi saglk prob-
lemlerini dSnemsemedigi ve eskittigin ilert surmek-
tedir. Ayrica eger bu problem safra tas ise erkek
hastalar kronik zeminde bir takim akut ataklan
gecirmis olarak cerrahin karsisina ¢cikmakta bu da
ameliyatl, Ozellikle laparoskopik kolesistektomiyi
gUclestirir denilmektedir (11). Aglk teknige don-
menin en énemli nedeni disseksiyonu guglestiren
ve angatominin goranar olmasini onieyen yogun
fibrozis oldugu kanaatindeyiz. Fibrozisin erkek-
lerde daha abartl olustugu inancndan hareketle
deneysel platformda yapmis oldugumuz bu
calismada, makroskopik olarak kese cevresindeki
vapisikliklar, safra kesesi duvarindaki kollajen biriki-
mi ve bunun biyokimyasal kaniti olan OH-P mik-
tarlarnini 6lgmeye calistik. Ayrica kiinikte denenmesi
kabil olmayan kastrasyon uygulamalar ve eksojen
seks hormonlanni vererek olusturdugumuz grup-
larda fibrozisin dogrudan seks hormonlar ile
lliskisini ortaya koymaya calistik.

Bizim calimamizda erkek ve disi gruplar arasinda
akut kolesistitin  siddeti ve periferal yapisiklik
bakimindan onemli farklar vardi. Erkek denek
gruplarnda ciddi akut kolesistit hali, safra kesesi
cevresinde asin derecede enflamatuvar yapisiklik
vardr (grade 3-4). Disi denek gruplarinda ise
kolesistit daha ilimh, vyapisikliklar daha kolay
ayrilabilmekte ve cevre dokular tarafindan daha az
sariimakta oldugunu tesbit ettik (grade 1-2). Kastre
erkek deneklerde disi deneklere benzer bulgular
tesbit edildi. Bununila beraber eksojen olarak
testosteron verilen grupta yapisiklik cok siddetli idi.
Ote yandan grade 3-4 olan ovariektomili gruba
eksojen olarak ostrojen verildiginde grade 1-2've
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geriledigi tesbit edildi. Hidroksiprolin degerlerinin
makroskopik bulgularla paraiellik gosterdigini tes-
bit ettik.

Literatirde seks hormanlarinin yara iyilesmesi ve
iltihabi olaylar Gzerindeki etkisini irdeleyen cok az
yazl bulunmaktadir. Bu ¢alismalann birinde ostro-
jenin derideki yaralarda kollajen birikimini
artnrken peritoneal inflamasyonda fibrosupressif
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (20). Kolesistit-
lerin erkeklerde daha yogun, kadinlarda daha
gevsek fibrozis olusturdugu, daha onceki bir Klinik
calismamizda ortaya konmustu (21). Shamberger
ve ark. normal ve kastre edilmis erkek ratlarin deri
yaralarinda testosteronun etkisini arastirdilar (22).
Kastre edilmis ratlarda 14. gunde kopma
direncinde %15 oraninda bir azalma saptadilar.
Ancak 21. gunde sakrifiye edilen ratlarda kontrol
ve kastrasyon grubunda bir fark izlenmedi. Ayni
calismada eksojen verilen testosteronun normail
ve kastre ratlarda yara iyilesmesinde olumlu veya
olumsuz bir etkiye yol acmadigl yani Kkollajen
birikimine bir etki yapmadi§l ortaya kondu.
Calismamizda ise eksojen hormon replasmani
yapilan gruplarda kontrol gruplarina yakin hatta
pazi deneklerde kontrol grubundan dana lyi
sonuclar elde ettik (P= 0.012). Literatlrde testos-
teronla yara iliskisini inceleyen cok az sayida
calismaya karsilik, testosteron travma iliskisini konu
alan nispeten daha cok calisma bulunmaktadir.
Frazier ve ark. oOstrojenin peritoneal fibrozis
Uzerindeki etkisini arastirmak Uzere ovariektomize
ratlara disok ve yuksek doz estradiol ve ardindan
periton icine talk soltusyonu ve serum fizyolojik
verdiler. Sonuclan plasebo grubu ratlarla
karsilastirdilar. Calismada peritondaki  konnektif
doku sentezinde duUsuk doz estradiol ile %29, yuk-
sek doz ile %651k bir azalma saptadilar (23-24).
Buna gore yuksek doz estradiolun konnektif doku
artisint engelledigi - gordlmektedir. Calismamizda
gerek D gerekse E gruplar ici fark gerekse D ve E
gruplan arasindaki fark esas alinarak yapilan
degerlendirmede disi tavsanlarin safra kesesi
duvarinda elde ettigimiz daha az inflamasyon,
daha seyrek kollagen ve duasdk OH-P miktari;
sonucta daha iliml ve yumusak fibrozis, disilerde
meydana gelen bu degisikiiklerin daha onceki
yapilan calismalardan da esinlenerek ostrojenin
etkisiyle oldugunu gosterdi. Ayrni sekilde erkek de-
neklerin kese duvarinda daha fazla inflamasyon,
daha yogun kollajen ve yuksek OH-P miktarlar:;
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sonucta daha sert ve yogun fibrozis bizi, bu etki-
lerin testosterona bagl oldugunu aciklamaya sevk
eder. Daha onceki yapilan Klinik calismamizda er-
keklerde submukozal dlzeyde ve bandlarda histo-
lojik olarak saptanan kollajenin kadinlara oranla
cok daha yogun oldugu gézlendi. Yine erkeklerin
safra kesesi duvarinda ve adeziv bandlarda OH-P
degerlerinin daha yUksek ve aradaki farkin istatis-
tiksel bakimdan anlamli (p=0.015] oldugu goruld
(25).

Sonuc olarak erkek tavsaniarnin akut kolesistit-
lerinde safra, kesesinin cevresinde daha  masif
adeziv bandlar olusmaktadir. Safra kesesi duva-
rinda daha yogun inflamasyon ve hicre birikimi ile
daha yogun kollajen goérdlmektedir. Bunun
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