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DENEYSEL NEKROTIZAN ENTEROKOLIT’TE D-LAKTAT’IN TANISAL ROLU

OZET

Nekrotizan enterokolit (NEK) yenidogan bebeklerde en sik karsilasilan 6nemli akkiz
gastrointestinal hastalik olup yenidogan yogun bakim iinitelerindeki hastalarin %1-3” iinde
goriilmektedir (1). NEK insidans1 agirligi 1000 g’ in altindaki bebeklerin yasamasi ile
artmaktadir. Hastalik daha ¢ok prematiir bebekleri etkilemektedir. Bu hastalia karsi en



hassas olanlar dogumda viicut agirlig1 1000 g’ 1n altinda ve dogum yas1 28 gebelik haftasinin
altindaki bebeklerdir.

Taninin erken konulmasi ve hemen yogun bir tedaviye baslanmasi yasam sansin1 etkileyen en
onemli faktordiir (4). Cerrahi tedaviye hastalarin %25-50’ sinde ihtiya¢ duyulmaktadir. NEK’
te kesin cerrahi endikasyonlar gangren ve barsak perforasyonudur (3). ideali gangren olusup
perforasyon meydana gelmeden ameliyata alinmasidir. Ancak bu ¢ogu zaman miimkiin
olmamaktadir. Ameliyatta nekroze olmus barsak segmentleri rezeke edilerek uglara ostomi

yapilmaktadir. Ana prensip barsaklarin miimkiin oldugunca az miktarda rezeke edilmesidir

7).

D-laktat kolonik bakteriler tarafindan absorbe olmayan karbonhidratlardan iiretilmektedir. D-
laktat ileumda da birikebilmektedir (9). D-laktat memeliler tarafindan metabolize edilemez ve
viicuttan atilmas1 renal ekskresyon ile olur (10). Kanda D-laktat tespit edilmesi,

gastrointestinal sistemde bakteriyel proliferasyon oldugunun gostergesidir (11).

Erken tani ve tedavi hayati Ooneme sahiptir. Erken dénemde NEK tanisi olduk¢a zor
olmaktadir. Hastalarin erken tani almasi i¢in D-Laktat’in biomarker olarak kullanilabilecegi
diisiiniilerek bu c¢alismada H/R yontemi ile NEK modeli olusturulan ratlarda D-laktat

seviyesinin dneminin gosterilmesi amaglandi.

H/R yontemi ile ratlarda NEK modeli olusturuldu. Histopatolojik olarak ¢alisma grubundaki
biitiin ratlarda degisik derecelerde NEK gelistigi gosterildi. NEK modeli olusturulan gruptan
alman doku 6rneklerinden 6lgiilen D-laktat seviyelerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu

goriildii.

Deneysel NEK modelinde D-laktat seviyesinin yiikseldigi ve tanisal degeri olabilecegini

gosterildi.

Anahtar kelimeler: Nekrotizan Enterokolit, D-Laktat, Prematiirite, Rat, Diisiik dogum

agirligi, hipoksi/reoksijenizasyon.

DIAGNOSTIC ROLE OF D-LACTATE IN A RAT MODEL OF NECROTIZING
ENTEROCOLITIS



ABSTRACT

Necrotizing enterocolitis (NEC) is the most common acquired gastrointestinal disease in
neonates and occurs 1-3% in neonatal intensive care units (1). As babies under 1000g have a
higher chance of survival, the incidence of NEC is increasing. The disease mostly affects
premature babies. The most vulnerable to this disease are infants whose body weight at birth

is below 1000 g and birth is below 28 weeks of gestation.

Diagnosis and immediate intensive care is the most important factor affecting the chances of
survival (4). Surgery is necessary in 25-50% of patients. Surgical indications for NEC are
gangrene and bowel perforation (3). It would be better to perform the surgery before the
perforation. Resection of the necrotizing intestinal segments and ostomy is performed at the

ends. The intestines should be resected as little as possible (7).

D-lactate is produced by colonic bacteria. D-lactate may also accumulate in the ileum (9). D-
lactate cannot be metabolized by mammals and excretion is from the kidneys(10). D-lactate is

indicative for bacterial proliferation (11).

The incidence of necrotizing enterocolitis (NEC) has increased with the increase in the
survival rate of babies born prematurely. The diagnosis of NEC may be challenging. We
think that D-lactate can be used as biomarker for early diagnosis of patients. In this study, we

aimed to show the importance of D-lactate level in a rat model of necrotizing enterocolitis.

We used the H / R method to construct the NEC model in rats. We showed that different
degrees of NEC developed in all rats in the study group. D-lactate levels of the NEC group

was higher then the control group.

Elevated D-lactate levels detected in a rat model of NEC, and can be used in diagnosis of

NEC, but it is not a spesific marker.

Key words: Necrotizing enterocolitis, D-lactate, Prematurity, Rat, Low birth weight,

hypoxia/reoxygenization.
AMAC

Ozellikle prematiir olarak dogan bebeklerin yasama oranmnin artmasiyla beraber nekrotizan

enterokolitin (NEK) goriilme sikliginda da artis olmustur. Erken tan1 ve tedavi hayati 6neme



sahiptir. Erken donemde NEK tanisi olduk¢a zor olmaktadir. Hastalarin erken tan1 almasi igin

D-Laktat’in biomarker olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢aligmanin amaci yenidoganlarda D-laktat diizeylerinin NEK’in erken tanisinda 6ncii bir

belirte¢ olup olmadiginin belirlenmesidir.

GIRIS

Nekrotizan enterokolit (NEK) yenidogan bebeklerdeki en sik karsilagilan onemli akkiz
gastrointestinal hastalik olup yenidogan yogun bakim {initelerindeki hastalarin %1-3" iinde
goriilmektedir (1). NEK insidanst agirligi 1000 g’ in altindaki bebeklerin yasamasi ile
artmaktadir. Hastalik daha ¢ok prematiir bebekleri etkilemektedir. Bu hastalia karsi en
hassas olanlar dogumda viicut agirligi1 1000 g’ 1n altinda ve dogum yas1 28 gebelik haftasinin
altindaki bebeklerdir. Birgok calismada erkek ve kiz bebeklerin esit oranda etkilendikleri
gosterilmistir (2).

Yardimer iireme tekniklerinin yayginlasmasi ve yenidogan yogun bakim iinitelerindeki
imkanlarin artmasi ile birlikte diisiik dogum agirlikli ve/veya preterm bebeklerin sagkalim

oranlar1 artmistir ve bu nedenle de NEK siklig1 da artmustir.

Semptomlar bebeklerin %90’ mda ilk 10 giin igerisinde ortaya c¢ikar (3-5). Hastalik
dogumdan birka¢ hafta, hatta ay sonra da ortaya cikabilir. Prematiire bebeklere nazaran
miadinda dogmus bebeklerde semptomlar daha erken ortaya ¢ikmaktadir. Belirtiler ne kadar

erken ortaya ¢ikarsa komplikasyon ve mortalite oran1 o kadar yiiksek olmaktadir (6).

Cok sayidaki klinik ve deneysel calismaya ragmen NEK patogenezi tam olarak anlagilmis
degildir. Barsak kan akimini azaltan durumlarin, hipoksinin, prematiir bebegin barsak
motilitesindeki bozuklugun ve immatiir bir mukozal bariyere sahip olmasinin, hiperosmolar
beslenmenin ve bazi enfeksiyon ajanlarinin sorumlu oldugu sanilir (5). Mekanizma nasil
olursa olsun, hastalik barsak duvarinda dolagim bozuklugu, nekroz ve bakteriyel invazyonla
karakterizedir (7). Yapilan c¢aligmalarda olgularin %86’ sinda ileum, %74’ iinde kolon va
daha az olarak da (%28) jejunumun tutuldugu bildirilmistir (4). Hastalarin %18-38’ inde

barsak duvarinin tiim katmanlar1 nekrozedir (8).



NEK’li hastalarin %20-40’inda medikal tedaviye ragmen cerrahi miidahale gerekmektedir.
Cerrahi girisimler sirasinda ve sonrasinda mortalite %50°dir. Cerrahi girisim sonrasinda %25
vakada uzun dénemde yara yeri enfeksiyonu, batin i¢i abse ve ileus gelisebilmektedir. NEK
nedeniyle opere edilen hastalarin en ciddi ve uzun soluklu problemi ise kisa barsak

sendromudur(20).

NEK’e bagl 6liim oranlart %15-30 arasinda degismektedir (16,18,19,20,22,24). Yenidogan
yogum bakim {initelerinde genel olarak yenidogan 6liim oranlari azalmistir, ancak NEK’e

bagli 6liim oranlarinda azalma saglanamamistir (16,19,24).

NEK ile sepsisin birlikteligi sik goriilmektedir. Savunma mekanizmalar1 tam gelismemis
oldugu icin prematiirlerde bakteriyel kolonizasyon, sepsis ve barsak mukozasinda hasar sik

goriilmektedir (12).

Hayvan modellerinde hipoksik-iskemik hasar yoluyla NEK olusturulmaktadir. NEK’te en ¢ok
suclanan etiyolojik faktorlerden biri mukozal kan akiminin bozulmasidir. Bu durum

mukozanin hipoksik kalmasi, hiicrelerin hasar gérmesi ve nekroz ile sonuglanir (19).

Tanimin erken konulmasi ve hemen yogun bir tedaviye baglanmasi yasam sansini etkileyen en
onemli faktordiir (4). Cerrahi tedaviye hastalarin %25-50" sinde ihtiya¢ duyulmaktadir. NEK’
te kesin cerrahi endikasyonlar gangren ve barsak perforasyonudur (3). Ideali gangren olusup
perforasyon meydana gelmeden ameliyata alinmasidir. Ancak bu ¢ogu zaman miimkiin
olmamaktadir. Ameliyatta nekroze olmus barsak segmentleri rezeke edilerek uglara ostomi

yapilmaktadir. Ana prensip barsaklarin miimkiin oldugunca az miktarda rezeke edilmesidir

(7).

D-laktat kolonik bakteriler tarafindan absorbe olmayan karbonhidratlardan tiretilmektedir. D-
laktat ileumda da birikebilmektedir (9). D-laktat memeliler tarafindan metabolize edilemez ve
viicuttan atilmasi renal ekskresyon ile olur (10). Kanda ve diger steril dokularda D-laktat
tespit edilmesi, gastrointestinal sistemde bakteriyel proliferasyon oldugunun gostergesidir
(11). Mesane ve idrar normal sartlarda steril kabul edilmektedir, D-laktat’in ekskresonunun
renal yolla olmasi nedeniyle idrar ve mesaneden alinan 6rneklerde D-laktat yiiksekliginin de
gastrointestinal sistemde bakteriyel proliferasyonun ve dolayist ile NEK’in Oncii bir

gostergesi olabilecegi diistiniildii.



GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DEKAM)’nde  Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
(EUHADYEK) 13.04.2016 tarih ve 16/064 sayili karari ile etik yonden uygun bulunarak
yapildi. Calisma biitgesinin tamami Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

koordinatorliigiiniin TTU-2016-6887 proje nolu karar1 geregince karsilanmistir.

Normal sartlarda gebe kalan, gebelikleri normal seyreden ve gebelikleri sirasinda higbir
miidahale yapilmayan Wistar Albino cinsi ratlarin gebeliklerinin 21. giiniinde saglik personeli
gbzetiminde matiir dogum yapmalar1 saglandi. Toplam 20 yenidogan rat Kontrol ve ¢alisma
grubu olarak ikiye ayrildi, normal oda sicakliginda, yan yana kafeslerde annelerinin
yanlarinda birakilarak beslendi ve bakimlari yapildi. Yenidogan ratlarin tamami annelerini

emerek beslenirken anne ratlar %21 protein iceren standart Pellet yem ile beslendi.

Calisma Gruplar

Kontrol grubu (grup 1; n:10): hi¢gbir miidahale yapilmadi.

Calisma grubu (grup 2; n:10): herhangi bir ila¢g uygulanmadi, dogumdan itibaren H/R

yontemi ile NEK modeli olusturuldu.
Hipoksi/Reoksijenizasyon yontemi ile NEK modeli olusturma

Dogumdan sonra ¢aligma grubundaki ratlar aymi giin baslanarak hipoksi/reoksijenizasyona
maruz birakildi. Kapali bir ortamda 5 dakika siireyle %100 karbondioksite maruz birakilan
ratlar sonra 5 dakika buzdolabinda +4 °Csoguga maruz birakildi, son olarak kapali ortamda 5
dakika %100 oksijen verilen ratlar iglem tamamlandiktan sonra annelerinin yanina birakildi.
Bu islem dogumdan sonraki ii¢ giin boyunca giinde iki kere yapildi. Hipoksi sonrasi tiim
ratlarin siyanotik olduklari, gasping yaptiklar1 ve digkiladiklar1 goriildii. Calisma grubundaki
ratlarin tamami hayatlarinin doérdiincii glinii, H/R isleminden en az dort saat gegtikten sonra
servikal dislokasyon yontemi ile dekapite edildi. Dekapitasyon sonrasi 30 dakika iginde tiim
yenidogan ratlarin (calisma ve kontrol grubu) terminal ileumlarindan en az 2cm olacak
sekilde rezeksiyon yapildi. Alinan terminal ileum O6rnekleri histopatolojik inceleme igin

numaralanarak ayrildi. Kalan barsak dokular elisa testi i¢in numaralanarak ayrildiktan sonra
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-80 °Csaklandi. Biitiin ratlarin mesaneleri eksize edilerek numaralandirildi ve -80 °C’de

saklandi.

Histopatolojik degerlendirme

Doku takibi

Yenidogan ratlar dekapite edilerek terminal ileum dokular1 alinip %10 formaldehit igerisine
konuldu. Sonrasinda dokular trimlendi ve %10 formaldehit igerisinde fikse olmasi igin
bekletildi. Tespitten sonra doku Ornekleri artan alkol serilerinden gegirilip, ksilende
seffaflagtirma isleminden sonra parafin bloklara gomiildii. Yapilan bu iglemler Tablo 1°de

ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 1. Isik mikroskobu doku hazirlama teknigi

Sira | Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire

1 %4 Formaldehit 72 saat 8 %100 Alkol 1 saat

2 Musluk suyu 2 saat 9 %100 Alkol 1 saat

3 %350 Alkol 1 saat 10 Ksilen 1 20 dakika
4 %70 Alkol 1 saat 11 Ksilen 2 20 dakika
5 %380 Alkol 1 saat 12 Ksilen 3 20 dakika
6 %96 Alkol | saat 13 Eriyik parafin 2 saat

7 %100 Alkol | saat 14 Bloklama

Masson Trikrom boyama

Parafin bloklardan alinan Sum’lik kesitler diiz lamlara alindi. Hazirlanan lamlar standart
histolojik yontemler kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi ve dereceli alkol serilerinden
gegcirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiyr gormek amaciyla kesitler Masson trikrom
boyama metodu (Tablo 2) ile boyanarak dnce artan alkol serilerinden daha sonra ksilenden

gecirilerek incelendi.

Tablo 2. Masson trikrom boyama metodu

Sir | Yapilan Siire | Sir | Yapilan Siire Sir | Yapilan Siire

a Islem a Islem a islem

1 Ksilen 10’ar | 8 Hematoksilen | 9 dk 15 | kurutma 5 dk
1,2,3 dk

2 %100 1,|5 er|9 Musluk suyu 16 | Anilin 3 dk
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2 dk blue
3 %96 5 dk 10 Asit alkol 17 Distile su
4 %380 5 dk 11 Musluk suyu 18 %1°1ik 2 dk
Asetik asit
5 %70 5 dk 12 Asit fuksin 20 19 %96 1 dk
saniye Alkol
6 %50 5 dk 13 Distile su 20 %100 1’er
1,2 dk
7 Musluk 14 Fosfomolibdi | 5 dk 21 Ksilen 10°ar
suyu k asit 1,2,3 dk

Elisa metodu

Deneklerdeki D laktat seviyesini belirlemek i¢in dekapitasyon sonrasi alinan ve -80 °C’ye
kaldirilan intestine ve mesane dokularinin buz iizerinde homojenizasyon ve arkasindan
+4°C’de 10000 rpm de 15 dakika santrifiijii ile elde edilen siipernatantlar1 kullanildi. ELISA
metodu iretici firmadan temin edilen kitin (Cat: K667-100; BioVision) protokoliine gore
Erciyes Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda

calisildi. Sonuglar ELISA reader cihazi ile 450 nm de nmol/ pl olarak hesapland.
Istatistiksel degerlendirme

Degerler uygulanan teste gore ortanca, U degeri ve p degeri olarak raporlandi. Caligma
gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilifi hesaplamak i¢in non-parametrik bir test olan
Mann-Whitney U testi kullanildi. Hesaplamalar SPSS 21 yazilim programi kullanilarak
yapildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Bu calisma Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DEKAM)’nde yapilmistir. Dogumdan sonra ¢aligma grubundaki ratlar ayni1 giin baslanarak
hipoksi/reoksijenizasyona maruz birakildi. Kapali bir ortamda 5 dakika siireyle %100
karbondioksite maruz birakilan ratlar sonra 5 dakika buzdolabinda +4 °C soguga maruz
birakildi, son olarak kapali ortamda 5 dakika %100 oksijen verilen ratlar islem
tamamlandiktan sonra annelerinin yanina birakildi. Bu islem dogumdan sonraki {i¢ giin
boyunca giinde iki kere yapildi. Hipoksi sonrasi tiim ratlarin siyanotik olduklari, gasping

yaptiklar1 ve diskiladiklar1 goriildii. Calisma grubundaki ratlarin tamami hayatlarinin
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dordiincii giinii, H/R isleminden en az dort saat gegtikten sonra servikal dislokasyon yontemi
ile dekapite edildi. Dekapitasyoon sonrasi 30 dakika iginde tiim yenidogan ratlarin (calisma
ve kontrol grubu) terminal ileumlarindan en az 2cm olacak sekilde rezeksiyon yapildi. Alinan
terminal ileum Ornekleri histopatolojik inceleme i¢in numaralanarak ayrildi. Kalan barsak
dokular1 elisa testi icin numaralanarak ayrildiktan sonra -80 °C’de saklandi. Biitiin ratlarin

mesaneleri eksize edilerek numaralandirildi ve -80 °C saklandi.

Deney gruplarina ait olan barsak drneklerinin morfolojik degerlendirmesi i¢in tiim gruplardan
151k mikroskobik fotograflar ¢ekildi ve incelendi. Sekil 7, her grubun histolojik sonuglarini
gostermektedir. Kontrol grubunda intestinal histolojik goriiniim ve mukozal biitiinliik
bozulmamig olarak gozlendi. Bu gruba ait olan tiim Orneklerde villus ylizey epiteline ¢ok
sayida goblet hiicresi goriildii ve hi¢birinde bagirsak nekrozu yoktu. Bununla birlikte, NEC
grubundaki siganlarda farkli derecelerde vakuolizasyon, epitel hiicrelerinin sismesi, villus
kayb1 ve nekroz gibi degisimler dikkati ¢ekti. NEC grubunda 5 sicana ait intestinal kesitte
villus yapis1 kayb1 ve nekroz (agir yaralanma), 3 siganda epitel 6demi ve vakuolizasyon (orta

derecede yaralanma) vardi.

Deney boyunca annelerinin yaninda kalan ve anne siitii ile beslenen ¢alisma ve kontrol
grubundaki ratlarin histopatolojik incelemesi yapildi. Kontrol grubunda intestinal histolojik
gorlinlim ve mukozal biitlinliik bozulmamais olarak gozlendi. Bu gruba ait olan tiim 6rneklerde
villus ylizey epiteline ¢ok sayida goblet hiicresi goriildii ve hi¢birinde barsak nekrozu yoktu.
Diger taraftan c¢alisma grubunda, NEC grubundaki sigcanlarda farkli derecelerde
vakuolizasyon, epitel hiicrelerinin sismesi, villus kaybi ve nekroz gibi degisimler dikkati

cekti. Bagarili bir NEK modeli olusturulduguna karar verildi.

Kontrol ve g¢alisma gruplarinda D-laktat seviyesini belirlemek icin dekapitasyon sonrasi
alian ve -80 °C’ye kaldirilan intestine ve mesane dokularinin buz {izerinde homojenizasyon
ve arkasindan +4°C’de 10000 rpm de 15 dakika santrifiijii ile elde edilen siipernatantlari
kullanildi. ELISA metodu ile yapilan ¢aligma sonrasi, sonuglar ELISA reader cihazi ile 450
nm de nmol/ pl olarak hesaplandi. Calisma gubunda D-laktat seviyesinin belirgin sekilde

daha yiiksek oldugu goriildii.

Tablo 3’te, kontrol ve calisma grubundaki ratlarin barsak ve mesane orneklerinde yapilan

elisa testi sonucu elde edilen D-laktat seviyeleri gosterildi. 4, 7, 8, 9 ve 10 numaralari
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spesmenlerde yapilan histopatolojik incelemede agir derecede NEK bulgularn tespit edildi. 1

ve 6 numarali spesmenlerin histopatolojik incelemesinde ise orta derecede NEK bulgular

tespit edildi.

Tablo 3. D-laktat seviyeleri
Spesmen Grup 1 barsak Grup 2 barsak Grup 1 mesane | Grup 2 mesane
numarast
1 0,6111 06,0255 0,4572 5,7788
2 2,5364 06,7213 0,0987 5,5791
3 1,2932 06,7055 0,3551 5,4337
4 0,2558 06,7794 0,1653 5,6412
5 1,2457 6,7471 0,1997 5,6518
6 2,4135 7,2949 1,4705 5,6446
7 1,6127 7,9654 0,2557 7,3723
8 0,1106 60,9407 0,6428 6,1961
9 0,9861 7,5994 0,0987 7,9196
10 0,3876 7,0148 0,7008 7,3929

Agir derecede NEK tespit edilen rat sayis1 5 iken, 3 ratta orta derecede NEK ve 2 ratta hafif
derecede NEK oldugu histopatolojik olarak gosterildi. Calisma grubunda D-laktat’in kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu goriildii.

Calisma gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamliligi hesaplamak i¢in non-parametrik bir test
olan Mann-Whitney U testi kullanildi. U degeri 0,00 ve p<0,001 bulundu. Elde edilen

sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi.

Tablo 4. Tanimlayicr istatistikler

N min Max Mean Std. Sapma
Barsak NEK grubu 10 6,03 7,96 6,98 0,54
Barsak kontrol 10 0,11 2,54 1,15 0,85
grubu
Mesane NEK grubu 10 5,43 7,91 6,26 0,93
Mesane kontrol 10 0,16 1,47 0,62 0,42
grubu

Tablo 5. Mesane i¢in D-laktat seviyelerinin ortanca, U degeri ve p degeri

Mesane icin D- | U degeri P degeri
laktat median degeri
Calisma n:10 5,71 0,00 <0,001
Kontrol n:10 0,56
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Tablo 6. Barsak i¢in D-laktat seviyelerinin ortanca, U degeri ve p degeri

Barsak i¢in D- U degeri P degeri
laktat median
degeri
Calisma n:10 6,86 0,00 <0,001
Kontrol n:10 1,11

TARTISMA

Cok sayidaki klinik ve deneysel caligmaya ragmen NEK patogenezi tam olarak anlagiimis
degildir. Barsak kan akimini azaltan durumlarin, hipoksinin, prematiir bebegin barsak
motilitesindeki bozuklugun ve immatiir bir mukozal bariyere sahip olmasinin, hiperosmolar
beslenmenin ve bazi enfeksiyon ajanlarinin sorumlu oldugu sanilir (5). Mekanizma nasil
olursa olsun, hastalik barsak duvarinda dolasim bozuklugu, nekroz ve bakteriyel invazyonla

karakterizedir (7).

Hayvan modelleri olusturabilmek icin hastaligin patogenezinde yer aldigi diisiiniilen
faktorlerden yararlanilmaktadir. Hipoksi-reoksijenizasyon, NEK patogenezinde suglanan ana
faktorlerden biri olarak NEK modeli olusturmak icin siklikla tercih edilen bir yontemdir.
Literatiir incelemesinde en sik tercih edilen yontemin H/R yontemi oldugu gériilmektedir. Bu
calismada NEK modeli olusturmak i¢in H/R yontemi tercih edildi ve basarili bir NEK modeli

olusturuldu.

Laboratuar yontemleri ile erken tan1 konulabilmesi i¢in pekcok parametre ile ilgili ¢calisma
yapilmistir, ancak bu parametrelerin hastalifa spesifik olmadig1 gosterilmistir. Bu konuda
calismalar devam etmektedir ve NEK’in erken tanisinda hastalifa spesifik bir parametreye

duyulan ihtiya¢ devam etmektedir.

Laktat memelilerde iki steroizomer seklinde bulunur; D-laktat ve L-laktat. D-laktat
memelilerde, total laktat seviyesinin %1-5’ini olusturmaktadir. Fizyolojik kosullarda
memelilerin hiicrelerinde sadece L-laktat liretilmesine karsin bakteriler hem D-laktat hem de
L-laktat iiretebilmektedir. Memelilerin steril viicut sivilarinda D-laktat tespit edilmesi bakteri

varligina isaret eder (9-11).
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D-laktat kolonik bakteriler tarafindan absorbe olmayan karbonhidratlardan iiretilmektedir. D-
laktat ileumda da prolifere olabilmektedir (9). D-laktat memeliler tarafindan metabolize
edilemez ve viicuttan atilmasi renal ekskresyon ile olur (10). Kanda D-laktat tespit edilmesi,
gastrointestinal sistemde bakteriyel overgrowth oldugunun gostergesidir (11). Aynmi sekilde

idrarda D-laktat tesbiti de buna isaret eder.

Memelilerde serum D-laktat degerleri oldukea diisiikken iskemi esnasinda barsak florasindaki
mikroorganizmalar tarafindan lretilen D-laktat, mukozal hasara bagli olarak hizla dolasima
gecer. Iskemi normal savunma mekanizmalarimi bozarak bakteriyel proliferasyona ve D-laktat
yiiksekligine neden olur. Memelilerde D-laktat metabolize edecek sistem bulunmadigi igin

iskemi aninda hizla D-laktat yiikselir ve uzun siire yiiksek seyreder (9-11).

Hipoksinin gastrointestinal sistem motilitesini olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Hayvanlarda
hipoksi olusturularak yapilan ¢alismalarla hipoksinin mide bosalmasini geciktirdigi ve
gastrointestinal sistem kontraksiyonlarinda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (79-81).
Yapilan hayvan deneylerinde iskemiyi takiben reoksijenizasyon sonucu barsak nekrozu

gelistigi goriilmiistiir (82).

NEK i¢in hayvan modeli olusturulurken etyolojiden sorumlu oldugu diisiiniilen faktorlerden
faydalinilmaktadir. En fazla suglanan faktorler arasinda prematiirite, hipoksi, formiila mama
ile beslenme, intestinal iskemi-reperflizyon hasar1 ve enfeksiyon yer almaktadir. Bu
faktorlerden faydalinilarak olusturulan degisik modellerde histopatolojik ve biyokimyasal
olarak NEK benzeri degisiklikler tespit edilmistir (88-90).

NEK tanisinda 6ncii bir gosterge olarak D-laktatin tanisal degeri olup olmadigini arastirildig:
bu ¢alismanin sonucunda NEK modelinde ¢alisma grubunun kan ve idrarinda (idrar ihtiva
eden mesane dokusunda) istatistiksel olarak anlamli  D-laktat yliksekligi tespit edildi.
Hastaliga spesifik olmasa da tam1 koymada yol gosteren bir biomarker olarak D-laktat’in

kullanilabilecegi gosterildi.

Sonu¢ olarak; NEK modeli olusturulan ratlardan alinan doku orneklerinde D-laktatin
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmasi, D-laktatin tanisal bir biomarker
olabilecegini diistindiirmektedir. NEK ile D-laktat arasindaki iliskinin kesin olarak

belirlenmesi ve D-laktatin tanisal rolii olup olmadiginin gosterilmesi i¢in, kesin NEK tanisi
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almis hastalardan alinacak kan ve idrar Orneklerinde D-laktat Glgiimiiniin yapilacagl yeni

caligmalara ihtiya¢ oldugu kanisina varildi.
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