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Deneysel olarak nekrotizan enterokolit olusturulmus yenidogan
sicanlarda hiperbarik oksijen tedavisinin degerlendiriimesi konulu uzmanlik
tezi GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Servis
Sefligi tarafindan Mart 2005’ te verilmis ve ¢calismaya baslanmistir.

Uzmanlik egitimim siresince bilgi ve deneyimlerinden her
zaman yararlandgim, tezimin hazirlanmasinda bana yol gdosterip yetismemde
biyiik katkilari ve emegi olan basta degerli hocalarim Prof. Dr. Ismail
GOCMEN ve Dog. Dr. Ferhan KARADEMIR’e tesekkiirlerimi arz ederim.

Asistanligim suresince egitimime katkilari olan, sorunlari
¢bzmemde her zaman yanimda olan Yrd. Dog. Dr. Selami
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Mustafa GULTEPE, Yrd. Dog. Dr. Omer OZCAN, Yrd. Dog. Dr. Osman Metin
IPCIOGLU ve ilgili klinik laboratuar teknisyenlerine tesekkiirii bir borg bilirim.

OZET

Dogan SIMSEK, Hv. Tbp. Yzb.

Deneysel olarak nekrotizan enterokolit olugturulmusg yenidogan
sicanlarda hiperbarik oksijen tedavisinin etkinliginin degerlendirilmesi

Calismamizda deneysel olarak nekrotizan enterokolit olusturulmus
yenidogan  sicanlarda  hiperbarik  oksijen  tedavisinin  etkinligini
degerlendirmeyi amagclandik.
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Nekrotizan enterokolit olugturabilmek i¢in daha 6nceden kullaniimis bir
hipoksi-reoksijenizasyon (H/O) modeli kullanildi. Grup 1’e tg¢ giin arka arkaya
hipoksi reoksijenizasyon (H/O) iglemi yapildi. Grup 2'ye U¢ gun arka arkaya
hipoksi reoksijenizasyon (H/O) iglemi yapildi. Son hipoksi reoksijenizasyon
isleminden iki saat sonra, 2,5 ATA basingta 60 dakika %100 O2 ile bir seans
HBO tedavisi uygulandi.

Uclincii guiniin sonunda terminal ileum ve ¢ekumu icine alan barsak
kisimlari ¢ikarildi. Dokuda TUNEL boyama yOontemi ile apoptozis ve protein
karbonilasyon yontemi ile oksidatif stres degerlendirildi.

Kontrol grubu ve hiperbarik oksijen tedavisi verilen grup oksidatif stes
ve doku hasari yoninden karsilastirildiginda asagidaki sonuclara ulagiimigtir.
1. Protein karbonilasyon yontemi ile saptanan oksidatif stres, kontrol grubu ile
HBO tedavisi verilen grup arasinda belirgin farkhydi. iki grup arasindaki fark
istatiksel olarak anlamliydi.(p=0,01) Kontrol grubunda ortalama protein
karbonil degeri 32,20 (x16,93) nmol/ mg proteinken, HBO tedavisi verilen
grupta 233,25 (£181,06) nmol/mg protein olarak bulundu.

2. Doku hasarini belirlemek amaciyla histopatolojik kesitlere yapilan TUNEL
boyamasi ile apoptozis skorlandi. Apoptozis skorlamasina gére kontrol grubu
ile HBO tedavisi verilen grup arasindaki fark belirgindi. Istatiksel olarak
anlamliydi.(p=0,003) Kontrol grubunda ortalama apoptozis skoru 2,1 (x0,6),
HBO tedavisi verilen grupta 1 (x0,7) olarak bulundu

3. Bizim calismamizda HBO tedavisi verilen grupta protein karbonilasyon
yontemi ile oksidatif stresin belirgin arttigi gosterildi. Ancak HBO tedavisi
verdigimiz grupta doku hasarinin kontrol grubuna gore daha az oldugunu
TUNEL yoOntemi ile yaptigimiz apoptozis degerlendirmesinde saptadik. Bu
karsithk bize oksidatif stresin belirli bir diizeye kadar doku Uzerinde koruyucu
etki yaptigini belirli bir dizeyin Uzerinde ise doku hasarini artirdigini
disundurdia. Ancak bu konuda yeterli veri olmadigini, daha fazla ¢alisma
yapilmasi gerektigini digtinmekteyiz.

Sonug olarak deneysel olarak nekrotizan enterokolit olugturdugumuz
yenidogan sicanlarda yeni bir tedavi yontemi olarak denedigimiz hiperbarik
oksijenin intestinal hasari azaltmada etkili bir yo6ntem oldugunu
disunmekteyiz ancak NEK tedavisinde hiperbarik oksijenin etkinligini
gOsterecek daha kapsamli calismalara ihtiyac vardir.

Danigman: Prof.Hv.Tbp.Alb. ismail Gé¢gmen
Calismayi Destekleyen Kurulug: GATA Haydarpaga Egitim Hastanesi
Anahtar kelimeler: Nekrotizan enterokolit; hiperbarik oksijen; apoptozis
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SUMMARY
Effect to hyperbaric oxygen therapy in an experimental newborn rat
model of necrotizing enterocolitis

This study was undertaken to investigate the effect to hyperbaric
oxygen (HBO) therapy in an experimental newborn rat model of necrotizing
enterocolitis.

Twenty newborn rats were divided to two groups as control (groupl)
and HBO (group 2). An animal model was used for hypoxia-reoxygenation
(H/O) which was described previously. Hypoxia was accomplished by placing
the pups in an airtight plexiglas (Rohm & Haas, Philadelphia, PA) chamber
(Vacunit; Echmann, England), which was perfused with 100% CO2 for 15
minutes. After hypoxia, the animals were reoxygenated for 15 min with 100%
oxygen.

After this procedure the animals were kept under standard conditions. H/O
was applied for three days to both groups. Single dose HBO therapy was
applied to group 2 at 2,5 ATA 100% O2 with a duration of 60 minutes.

At the end of the study all animals were sacrificed by cervical
dislocation. Terminal ileum and cecum were removed and fixed in 10%
formaldehyde. The tissue injury was determined by performing an apoptosis
scoring system with TUNEL staining. Oxidative stress was determined by
measuring tissue protein carbonyl content.
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The results of our study regarding the tissue injury and oxidative
stress when we compared between the two groups are:

1. There was a statistically significant difference between control and
HBO groups in oxidative stress determined by protein carbonilation
(p=0,01). Mean protein carbonilation values were 32,2 nmol/mg
protein and 233,25 nmol/mg protein in control and HBO groups
respectively.

2. Apoptosis scoring was made after TUNEL staining to determine tissue
injury. There was a statistically significant difference between control
and HBO groups in apoptosis scores (p=0,003) Mean apoptosis
scores were 2,1 (£0,6) and 1 (+0,7) in control and HBO groups
respectively.

3. We showed a significant increase in oxidative stress by using protein
carbonilation in HBO group in our study. However the tissue injury
determined by apoptosis scoring with TUNEL staining was significantly
decreased in HBO group.

In conclusion these findings let us to think that HBO therapy reduces
intestinal tissue injury in our experimental newborn rat model of necrotizing
enterocolitis but more detailed studies should be made to show effect of HBO
therapy on necrotizing enterocolitis.

Danigman: Prof.Hv.Tbp.Alb. ismail Gé¢gmen
Calismayi Destekleyen Kurulug: GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi
Key words: Necrotizing enterocolitis; hyperbaric oxygen; apoptosis
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GIRIS

Nekrotizan enterokolit (NEK), bagirsaklarin kismi veya tam iskemisi ile
karakterli 6nemli bir gastrointestinal hastaliktir. NEK yenidogan periyodunda
en sik gorulen gastrointestinal problemdir. Tutulum bélgesi siklikla terminal
ileumdur. Intestinal iskeminin baslamasinda tetigi ceken ¢ Onemli faktor
hipoksi, hipertonik mamalarla erken enteral beslenme ve enfeksiyondur
ancak faktorlerin ulagtigi ortak yol intestinal iskemidir. Iskemi sonrasi gelisen
reperfizyon evresinde, yapimi artan serbest oksijen radikalleri, tamor
nekrotizan faktor-alfa (TNF-alfa), trombosit aktive edici faktor (PAF),
interlokin—1 (IL-1), interlokin—3 (IL-3), interlokin—6 (IL-6) gibi inflamatuvar
mediatorlerin intestinal mukozal zedelenmeyi daha da arttirarak llserasyon
ve nekroz olusturduklari disintlmektedir (1-3).

insidansi lilkeden ulkeye, hastaneden hastaneye degismektedir. Cok
merkezli calismalarda 100 canli dogumda 0,3 ile 2,4 arasinda degisen
oranlarda bildirilmektedir (2-6). Yenidogan yogun bakim Unitelerinde izlenen
bebeklerin yaklagik %21-10'unda gelismektedir. Esas olarak prematire
bebeklerde gorulmekle birlikte, NEK gelisen bebeklerin % 10'unu zamaninda
dogan bebekler olugturmaktadir. NEK insidansi azalan dogum agirhd: ve
azalan gestasyon yas ile orantili olarak artmaktadir. En yiuksek oranlar 1000
gramin altindaki bebeklerdedir (%42). Dogum agirhgr 1000-1500 gram
arasindaki bebeklerde %39,0, 1500-2000 gram arasindaki grupta %3,8, 2500
gramin Ustiindeki bebeklerde ise % 0.11 oraninda NEK gorilmektedir (2-6).
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Hastaligin baslama zamani bir gin ile ¢ ay arasinda degismekte
olup siklikla ikinci haftadadir. Ayrica hastaligin ortaya ¢ikisi, gebelik yasi ve
dogum agirligi ile ters orantilidir; prematirelerde daha matlir bebeklere
kiyasla, daha ge¢ gorilmektedir. Hastaligin baslangic zamanini, 30 hafta
veya daha kicuk bebeklerde ortalama 20,2 gtin, 31-33 gestasyon haftasinda
13,8 gln, 34 gestasyon haftasinda veya daha buyik bebeklerde 5,4 gundur
.

NEK'in tedavisi medikal ve cerrahi tedavi olmak Uzere iki sekilde
yapilir. NEK suphesinde veya varliginda tedaviye erken baglaniimahdir. Tibbi
tedavinin temel amaci, barsaklari dinlendirerek hastahidin ileri evrelere
gecisini 6nlemek, enfeksiyonu kontrol etmek, metabolik dengeyi saglamaktir.

Mortalitesi %10-50 arasinda degismekle birlikte son yillarda erken
tani, ciddi takip ve tedavi ile bu rakamin %28'lere indirilebildidini belirten
merkezler de vardir (8-12). Bu oranlar hastaligin halen etkin bir tedavisi
olmadigini géstermektedir.

Son yillarda yapilan calismalarda hiperbarik oksijenin yara iyilesmesi
ve enfeksiyon Uzerindeki olumlu etkisinin gosterilmesi, bize hasarlanmis ve
enfekte olmus barsak dokusunun (NEK) tedavisinde yararli olabilecegini
dusundurda.

Calismamizda deneysel olarak NEK olusturulmus yenidogan
sicanlarda hiperbarik oksijen tedavisinin etkinligini degerlendirmeyi
amacladik.
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GENEL BILGILER

2. 1. NEKROTIZAN ENTEROKOLIT

Nekrotizan enterokolit (NEK), bagirsaklarin kismi veya tam iskemisi ile
karakterli onemli bir gastrointestinal hastaliktir. Tutulum bdlgesi siklikla
terminal ileumdur. Intestinal iskeminin baglamasinda tetigi ¢ceken t¢ 6nemli
faktor hipoksi, hipertonik mamalarla erken enteral beslenme ve
enfeksiyondur ancak faktorlerin ulagtigi ortak yol intestinal iskemidir. Iskemi
sonras! gelisen reperfizyon evresinde, yapimi artan serbest oksijen
radikalleri, tumor nekrotizan faktor-alfa (TNF-alfa), trombosit aktive edici
faktor (PAF), interlokin—-1 (IL-1), interlokin—3 (IL-3), interlokin—6 (IL—6) gibi
inflamatuvar mediatdrlerin intestinal mukozal zedelenmeyi daha da arttirarak
tlserasyon ve nekroz olusturduklari dusunulmektedir (1-3).

Nekrotizan enterokolit yenidogan periyodunda en sik gorilen
gastrointestinal problemdir (2,3). Insidansi Ulkeden (lkeye, hastaneden
hastaneye degismektedir. Cok merkezli ¢alismalarda 100 canli dogumda 0,3
ile 2,4 arasinda degisen oranlarda bildiriimektedir. Yenidogan yogun bakim
Unitelerinde izlenen bebeklerin yaklagik %21-10'unda gelismektedir. Esas
olarak prematire bebeklerde gorilmekle birlikte, NEK gelisen bebeklerin %
10'unu zamaninda dogan bebekler olusturmaktadir (2—6).

Nekrotizan enterokolit insidansi azalan dogum agirhigr ve azalan
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gestasyon yas ile orantili olarak artmaktadir. Wilson ve arkadaslar (7) 148
NEK'li hastayr degerlendirmigler ve en yuksek oranlarin 1000 gramin
altindaki bebeklerde oldugunu gormuglerdir (%42). Dogum agirligi 1000—
1500 gram arasindaki bebeklerde %39,0, 1500-2000 gram arasindaki grupta
%3,8, 2500 gramin Uustindeki bebeklerde ise % 0.11 oraninda NEK
saptamislardir.

Hastaligin baslama zamani bir gin ile ¢ ayarasinda degismekte olup
siklikla ikinci haftadadir. Ayrica hastaligin ortaya cikigl, gebelik yasi ve
dogum agirligi ile ters orantilidir; prematirelerde daha matlir bebeklere
kiyasla, daha gec¢ gorilmektedir (8-12). Stoll ve arkadaslan (13)
calismalarinda hastaligin baslangic zamanini, 30 hafta veya daha kiguk
bebeklerde ortalama 20,2 gun olarak saptarken, 31-33 gestasyon haftasinda
13,8 gun, 34 gestasyon haftasinda veya daha buyik bebeklerde 5,4 gtin ola-
rak tespit etmiglerdir. Otuzalti gestasyon haftasi veya daha buytk butin
bebeklerde ise 7 giin olarak bulunmustur.

Cinsiyet ile NEK insidansi arasinda anlamli bir iligki bulunamamigtir.
Her iki cinste de esit oranda gorulmektedir. Bazi ¢alismalarda siyah irkta
beyazlara gbre daha fazla oranda goruldugi bildiriimekle birlikte, irksal
farklihk olmadigini gosteren caligmalar da vardir. Sosyoekonomik durum ve
mevsimlerle de arasinda anlamli bir iligki saptanmamigtir (14-17).

Mortalitesi %10-50 arasinda deg@ismekle birlikte son yillarda erken
tani, ciddi takip ve tedavi ile bu rakamin %28'lere indirilebildidini belirten
merkezler de vardir. Gebelik yasi kuguldikge mortalitenin arttigi
bildiriimektedir (8- 12).

2. 2. PATOGENEZ

Nekrotizan enterokolitin etyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir.
Ancak yillardir NEK patogenezindeki en 6nemli faktoriin mezenter iskemisi
oldugu ileri surtdlmektedir. Diving refleks (kalp ve beynin selektif olarak
refleks dolagsim santlariyla perfiizyonunun saglanmasi) selektif olarak
splanknik iskemiye yol acar. Prematire bebekler, hipoksi, asidoz,
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hipotansiyon, hipotermi, umblikal kateterizasyon gibi yenidoganin barsak
hasarinin patogenezinde rol oynayan dnemli faktorlere maruz kalr (18-20).
iskemi sonrasi gelisen reperfiizyon evresinde, yapimi artan serbest oksijen
radikalleri, tumor nekrotizan faktor-alfa (TNF-alfa), trombosit aktive edici
faktor (PAF), interlokin—-1 (IL-1), interlokin—3 (IL-3), interlokin—6 (IL—6) gibi
inflamatuvar mediatdrlerin intestinal mukozal zedelenmeyi daha da arttirarak
Ulserasyon ve nekroz olusturduklari disintlmektedir (21-27).

Enteral beslenmeye hizli ve erken gecis, enterik kan akiminda ve
mukozanin oksijen ihtiyacinda artmaya neden olmaktadir. NEK gelisen
bebeklerin %90-95' inde enteral beslenmenin major rol oynadigi
gorulmostar (28). Tamamen sindirilemeyen mamalar,  gastrointestinal
sistemde bakteri proliferasyonu igin substrat gorevi yaparak NEK geligsimine
zemin hazirlamaktadir. Besinlerin emilimi sirasinda bagirsaklarin metabolik
ihtiyacin artmasi, hipoksik iskemik stres, immattr vaskuler diizenleme ka-
pasitesi, immatir immin sistem ve gastrointestinal dismotilite doku
hipoksisine yol acar ve takiben bakteriyel invazyonun da eklenmesiyle
nekrotizan enterokolit gelisir. Hiperosmolar mamalarla beslenmenin de NEK
riskini arttirdigr saptanmigtir (29).

Anne sutd; icerdigi lenfositler, makrofajlar, laktoferrin, laktoperoksidaz,
lizozimler, kompleman komponentleri, antistafilokokal ajanlar ve sekretuar
IgA basta olmak Uzere imminoglobulinler gibi laktobasillerin Gremesini
arttiran faktorler sayesinde NEK'ten koruyucu etki yapmaktadir. Ayrica anne
suti NEK patogenezinde dnemli rol oynayan mediatdrlerden biri olan platelet
aktive edici faktorin metabolizmasinda anahtar enzim olan PAF -
asetilhidrolaz enzimini icermektedir. Ancak inek sitinde bu enzim
bulunmamaktadir. Beslenme PAF sentezini stimile ederek de NEK
gelisimine zemin hazirlar (30-36).

Son birkag yildir prematire infantlarda dikkatli beslenme rejimleri ile
NEK insidansinin  6nemli oranda azaldigi bildirilmigtir. Neonatoloji
uzmanlarinin ¢ogu, az miktarda ve dikkatli olarak beslenmeyi 6nerse de, bu
teknik az sayidaki calisma ile desteklenmistir (32, 33).

Nekrotizan enterokolit patogenezinde yer alan bir diger dnemli faktor
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bakteri cogalmasidir. Bakterilerin hastaligin primer baslaticisi olup olmadigi
bilinmemektedir. Ancak prenatal dénemde steril olan intestinal sistemde in
utero NEK vakasi tanimlanmamistir ve inflamatuvar barsak nekrozunun
baslangici i¢cin 6nceden barsak kolonizasyonunun olmasi gerekmektedir.
Beslenmeye baglayan bebeklerde laktobasilus ve bifidusbakteria gibi
anaerob bakteriler hizla intestinal sistemde kolonize olur. Yenidogan yogun
bakim Gnitesinde izlenen ve anne sutu ile beslenmeyen prematire bebeklerin
barsak florasinin, saglikli term bebeklerden farkl oldugu tespit edilmistir
(37,38). Cok dusik dogum agirlikli prematire bebeklerin de barsak
floralarinin bakteri kolonizasyonunun vyetersiz oldugu, anne suta ile
beslenenlerde flora bakterilerinin arttigi, antibiotik tedavisi ile de flora
bakterilerinin azaldigr gordlmustir (39).

Cogunlukla NEK vakalari sporadiktir. Epidemiler esnasinda etkilenen
bebeklerin 6zellikleri sporadik vakalardan farklidir. Bu bebeklerde sporadik
vakalara gore daha yuksek apgar skoru ve dogum agirhgi, daha az perinatal
komplikasyon ve daha distk 6lim oranlari bildirilmigtir (13,14).

Nekrotizan enterokolit epidemilerine ragmen etken olan spesifik bir
mikroorganizma tespit edilememistir. Bakteriler (K. pneumoniae, E. coli,
koagulaz negatif stafilokoklar), viruslar (rotavirus, corona virus ve digerleri),
klostridumlar etken olabilmektedir. Nonspesifik gastrointestinal rahatsizliklar
NEK salginlari esnasinda artar, yenidogan yogun bakim personeli arasinda
epidemik periyottan 0©nce, sonra ve epidemi esnasinda da yine
gastrointestinal rahatsizliklarin insidansi artar. Yenidogan yodun bakim
Uniteleri kalabalik oldugunda, NEK epidemisi riski artar (24, 40,41).

Platelet aktive edici faktor NEK patogenezinde rol oynayan primer me-
diatérdir. Gonzalez-Crussi ve arkadaslar (22) aort icine Platelet aktive edici
faktor enjeksiyonunun NEK' e benzer gekilde intestinal nekroza yol agtigini
deneysel olarak gostermiglerdir. PAF-asetilhidrolaz ve PAF-degrading enzim
gibi PAF'In metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin prematir bebeklerde
onemli oranda dusuk oldugu ve enteral beslenmenin baglanmasini takiben
digskida PAF dizeyinin arttigi gosterilmistir. Yenidogan farelerde formula ile
beslenme ve hipoksik stresin NEK'e yol actigi, ayrica fosfolipazA2 ile PAF
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reseptér mRNA'nin intestinal expresyonunda artis oldugu saptanmistir.
Aksine PAF reseptdr antagonisti veya PAF-asetilhidrolaz enzimi ile kombine
formulalarin deneysel olarak NEK gelisimini Onledigi tespit edilmigtir (42).
Ayrica yapilan calismalarda NEK'li hastalarda IL-l, IL-3, IL-6 ve TNF-alfa
duzeyleri yuksek bulunmustur (1).

Nekrotizan enterokolit riskini arttiran diger hazirlayici nedenler arasinda
enteral ve parenteral verilen E vitamini, indometazin ve metilksantinler
sayllabilir (43-45). Barsaklarin fonksiyonel immaturitesi, azalmig motilite de
NEK gelisimi icin hazirlayici faktorlerdendir. Antenatal steroid kullaniminin
NEK riskini azalttigi saptanmistir. Premattre bebeklerde safra tuzlari havuzu
term bebeklerden kucguktir, safra tuzlari endotoksinleri nétralize eder.
Steroidler safra tuzu havuzunun blyukligind ve bagirsak matirasyonunu
artirir (46-48).

Tablo 2. 1. Nekrotizan enterokolitin etiyolojisinde rolu oldugu

dugundlen risk faktorleri (1,3)

Prematurite Konjenital GIS anomalileri
intrauterin gelisme geriligi Yuksek osmolar mamalar

Erken membran riptart Enteral beslenmeye erken gecis
Perinatal asfiksi Sivi yuklenmesi

Dusuk apgar skoru Polisitemi

Hipoksi ve sok Tromboz

Umbilikal kateterizasyon Anemi

Patent duktus arteriozus Kan degisimi

Hipotermi Siyanotik konjenital kalp hastaligi

Nekrotizan enterokolitli bebekler genellikle 6zgil gastrointestinal
semptomlara sahiptir. Ancak NEK'in erken bulgulari neonatal sepsisten ayirt
edilemez. En sik bulgular abdominal distansiyon (%70-90), beslenme
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intoleransi ve gastrik rezidilerin artmasi, safrali kusma (>%70), kanl gaita
(%25-63), gastrointestinal gizli kanama (%22-59) ve nadiren ishaldir (%4—
26). Abdominal distansiyon, intestinal dilatasyon ve asite bagli olarak geligir.
Bagslangic¢ bulgulari, sadece letarji ve i1sI diizensizlikleri seklinde olabilir, daha
sonra apne, bradikardi gibi ciddi kardiorespiratuvar sistem bulgulari ortaya
cikabilir (3).

Fizik muayenede, gerilmis barsak anslari palpe edilebilir, bazen
palpasyonda hassasiyet alinabilir. Bu dénemde digkida gizli kan pozitiftigi
tanlyr destekler. Hastalik ilerledikge karin duvari gri-mavi renk alr; daha
sonra hastaligin yayginlastigini ve peritonit gelistigini gésteren endirasyon
ve eritem ortaya cikar. Sabit bagirsak anslari karinda abdominal kitle olarak
palpe edilebilir ve taze kanla bulasik digkilama gorulebilir. Bazen perforasyon
ve beraberinde sok, koagulopati ve multiorgan yetmezligi gelisebilir (3).

Nekrotizan enterokolit bulgulari ani ve sinsi baglangicli olabilir. Ani
baslayan formda sepsisten ayirt edilemeyen ani kétilesme gorulir. Bebekte
GIS ile ilgili semptomlar ve fizik muayene bulgulari vardir. Ani baslangicl
NEK hem preterm hem de term bebeklerde gdrulebilir. Solunum yetmezligi,
sok, asidoz, belirgin abdominal distansiyon baglica dzellikleridir. Bu gruptaki
hastalarda genellikle kan kulttra pozitifligi saptanir (1,3).

Sinsi baslangicli NEK, 1-2 gin icinde gelisir. Beslenme intoleransi,
gaita paterninde degisiklik, intermittan abdominal distansiyon ve gaitada gizli
kan gibi bulgularla karakterizedir. Bu tablo preterm bebeklerde term

bebeklere oranla daha sik gortlar (1,3).

2. 3. LABORATUVAR BULGULARI

Nekrotizan enterokolitli hastalarda laboratuvar bulgulari sepsisi
destekler niteliktedir. Lokosit sayisinda artma ve daha siklikla da I6kopeni
olabilir. Vakalarin yaklagik %37'sinde beyaz kire sayisi <1500 mm3 olarak
bulunmustur. Bazi calismalarda |I6kopeni gelisen NEK'li hastalarda, gram-
negatif etkenlerin daha sikhkta oldugu gosterilmistir (49-51). Hastalarin
%87'sinde trombositopeni bulunmaktadir (49,51). Koagulasyon bozukluklart,
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hipo-hiperglisemi, metabolik asidoz ve elektrolit bozukluklari olabilir.
Metabolik asidoz siklikla sokun bir bulgusudur. Bazi hastalarda C-reaktif
protein dizeyinde artma gorulir. Tekrarlayan apneler ve abdominal
distansiyona bagli diafragmanin yukari itiimesi sonucu hipoksi, hiperkarbi
gelisebilir (1,3).

Hastalarin yaklasik %10-30'unda kan veya peritoneal sivida pozitif
kaltdr tespit edilir. Diski kiltiriinde Uretilen mikroorganizma, kan veya periton
sivisi kilturinde Ureyenle ayni oldugu zaman anlamli kabul edilmelidir (1).
Sorumlu bakteriler yillar ve merkezler arasinda farklilik gdstermesine
ragmen, en sik saptanan etkenler, E. coli, Klebsiella spp, Enterobakter spp,
koagulaz negatif stafilokok, Clostridium spp, Pseudomonas aeruginosa ve
Candida albicanstir (2, 52, 53).

2. 4. RADYOLOJIK BULGULARI

Nekrotizan enterokolit suphesi olan vakalarda mutlaka radyolojik
degerlendirme yapilmalidir. En sik erken bulgu intestinal ileustur. Diger erken
donem bulgulari barsak anslarinda dilatasyon, incelme ve hava-sivi
seviyesidir. Barsak duvari icinde gaz gorinimi (pndmatozis intestinalis)
NEK'in patognomonik radyolojik bulgusudur. Gaz subseroza ile muskularis
tabakasi arasindadir ve patojen bakteriler tarafindan Uretilen hidrojene bagl
olarak olusur. Pndmatozisin iki radyografik paterni tanimlanmistir. Kistik pa-
tern, submukozadaki hava kabarciklarindan kaynaklanmakta olup, kalin
barsaktaki fekal materyali taklit edebilir. Lineer patern ise hava kabarciklari
tarafindan olugturulup, barsak limenine paralel seyreder (3).

Intestinal nekrozis ve perforasyon NEK'in en ciddi komplikasyonudur
ve hastalarin Ugte birinde goérulir. Batin grafisinde serbest hava varlidi ile
karakterizedir. Lateral horizontal grafi ile anterior koleksiyonlar daha iyi
gorulebilirken, karaciger ve diafragma arasindaki serbest hava en iyi supin
pozisyondaki grafi ile degerlendirilir. NEK'li bazi hastalarda perforasyon ve
nekrozisin radyolojik bulgulari ¢ok agik olmayabilir. Radyolojik olarak serbest
hava varligl sadece cerrahi girisim i¢in endikasyondur, fakat diger bulgularin
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varliginda da cerrahi midahele dusundlebilir. Intramural hava mezenterik
vendz dolasim tarafindan absorbe edildigi zaman, portal ventz gaz fenomeni
ile sonuglanir. Portal gaz fenomeni karaciger altinda ince, lineer hava
dansitesi seklinde gorulur (3).

Ultrasonografi, kontrast radyografi ve manyetik rezonans go-
rantuleme, kullanilabilen diger tani yontemleridir. Abdominal ultrasonografi
hasta basinda uygulanabilmesi, noninvasiv olmasi nedeniyle tercih edilir.
Abdominal ve portal hava (sampanya belirtisi), kitle ve asit varligini
degerlendirir. Ayni zamanda major splanik vaskularitenin degerlendiriimesi,
coliak ve slUperior mezenterik arterin artmig kan akiminin, artmis pik akim
hizi tanida yardimcidir (54-57).

2. 5. KLINIK EVRELEME

Klinik evreleme ilk defa Bell ve arkadaslari (58) tarafindan yapiimisg,
daha sonra Walsh ve Kliegman (59) tarafindan radyolojik bulgular
evrelendirmeye eklenmigtir.

Evre |A - Supheli NEK

Sistemik Bulgular: Isi dizensizlikleri, apne, bradikardi, letarji.

Intestinal Bulgular: Rezidi kalmasi, hafif abdominal distansiyon, kusma,
gaitada gizli kan pozitifligi.

Radyolojik Bulgular: Normal veya barsaklarda hafif dilatasyon

Evre IB - Supheli NEK

Sistemik Bulgular: Evre IA ile ayni.

Intestinal Bulgular: Rektumda kan.

Radyolojik Bulgular: Evre |A ile ayni.

Evre llA - Kesin NEK (hafif hasta)

Sistemik Bulgular: Evre IA ile ayni.

Intestinal Bulgular: Evre |A ile aynidir. Ek olarak barsak sesleri alinamaz,
abdominal hassasiyet +/-

Radyolojik Bulgular: Intestinal dilatasyon, ileus, pnémotozis intestinalis.

Evre 1IB - Kesin NEK (orta derecede hasta)
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Sistemik Bulgular: Evre IlA ile ayni, ayrica hafif metabolik asidoz, hafif
trombositopeni

Intestinal Bulgular: Evre IIA ile ayni, barsak sesleri yoktur, abdominal
hassasiyet vardir, abdominal sellilit veya sag ust kadranda kitle +/- olabilir.
Radyolojik Bulgular: Evre llA ile ayni, ayrica portal vende gaz, asit +/- olabilir
Evre IlIA - ileri NEK (ciddi hasta, perforasyon yok)

Sistemik Bulgular: Evre 1I1B bulgularina ilaveten hipotansiyon, bradikardi, ciddi
apne, kombine metabolik ve respiratuar asidoz, DIC, notropeni.

Intestinal Bulgular: Evre [IB bulgularina ilaveten peritonit bulgulari,
abdomende distansiyon ve belirgin hassasiyet.

Radyolojik Bulgular: Evre IIB bulgulari jle ayni ayrica asit.

Evre llIB - lleri NEK (ciddi hasta, barsaklar perfore)

Sistemik Bulgular: Evre IlIA bulgular ile ayni.

Intestinal Bulgular: Evre IlIA bulgulari ile ayni.

Radyolojik Bulgular: Evre llIA bulgulari ile ayni ayrica pndmoperitoneum

mevcut.

2.6. TANI

Nekrotizan enterokolit tanisi klinik ve laboratuvar bulgularina
dayanarak konulur. Ozgiil gastrointestinal semptomlarin varhginda, direkt
batin grafisinde pnOmatozis intestinalis goruntusti NEK tanisini koydurur.
Pndmoperitoneum intestinal perforasyonu gosterir. Bazi bebeklerde bu 6zgl
radyolojik bulgular olmayabilir. Tekrarlanan grafilerde buyik distandi sabit
barsak lupu gorilmesi barsaklarda nekroz oldugunu gosterir. Gazsiz
abdomen perforasyon ve peritoniti gosterir (1,3).

Portal ven0z sistemde hava, 2400 gram altindaki prematire
bebeklerde daha siklikla gorilur ve hizla ilerlemeye egilim gosterir. Anlamli
derecede cerrahi girisime ihtiyac gosterir, siklikla tamama yakin intestinal
nekrozis ile birliktedir ve hem cerrahi hem de medikal tedavi verilen
bebeklerde anlamli derecede yuksek mortalite ile birliktedir (60).

Nekrotizan enterokolit GIS'in tum bolumlerini etkileyebilir fakat dzellikle

20

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

ileum ve kolon etkilenir (1,3).

2.7. TEDAVI

Nekrotizan enterokolitin tedavisi medikal ve cerrahi tedavi olmak tzere
iki sekilde yapilir. NEK siphesinde veya varhiginda tedaviye erken
baslaniimahdir. NEK vakalarinin ¢cogunda medikal tedavi yeterli olmaktadir.
Tibbi tedavinin temel amaci, barsaklari dinlendirerek hastahidin ileri evrelere
gecisini dnlemek, enfeksiyonu kontrol etmek, metabolik dengeyi saglamakitir
(1-3).

Medikal Tedavi Basamaklari

Enteral beslenme kesilir ve abdominal distansiyonu azaltmak igin
nazogastrik drenaj uygulanir

Umblikal kateter varsa cekilir.

Is1, oksijen saturasyonu, solunum sayisi, aldigi ¢gikardigi ve

batin ¢evresi yakindan takip edilir

Semptomlar devam ettigi siirece 6—12 saat arayla radyolojik
degerlendirme yapihr

Sivi elektrolit dengesi saglanir. Metabolik asidoz varsa tedavi edilir.
Kan, trombosit, plazma destegi saglanir.
Ampirik olarak antibiyotik tedavisi baslanmali ve 10-14 gun sardtrul-
melidir. Onerilen genellikle ampisilin, aminoglikozit ve anaerobik
bakterileri kapsayan metronidazol veya klindamisin seklinde tclt
antibiyotik tedavisidir (2,61).

Bebek stabilize edildikten sonra total parenteral nitrisyon
baslanmalidir.

Batin grafileri, batin muayenesi ve gastro intestinal fonksiyonlar
normale doéndikten sonra, en az 5 giin ge¢cmeden enteral

beslenmeye baglanmamalidir (genellikle hastaligin baslangicindan
itibaren 10-14 gun) (60).
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Cerrahi Tedavi

Medikal tedaviye ragmen NEK vakalarinin %34-50" sinde cerrahi
tedaviye ihtiyac olmaktadir (3). Acil cerrahi tedavi gerektiren en temel
endikasyon, intestinal perforasyondur ve en sik terminal ileumda
gorulmektedir (1). Perfore olmus bebeklerde cerrahi mortalitenin daha yuksek
olmasi nedeniyle bazi merkezler, genel durumu giderek bozulan, derin
metabolik asidozu, duzeltlemeyen ndtropenisi ve trombositopenisi olan
bebeklerin, 8-12 saat arayla tekrarlanan grafilerinde sabit barsak anslari
gorulmesi durumunda beklemeden cerrahi girisim yapmaktadir (62,63).

Ayrica karin duvarinda eritem, abdominal kitle, portal ven6z gaz varligi
da cerrahi tedavi endikasyonlarindandir (62,63).

Cerrahi tedavi iki girisim yapmay gerektirir. ilk operasyonda nekrotik
bagirsak bolgesi rezeke edilerek proksimal kisim disari agizlastirir ve
bebegin genel durumu dizeldikten sonra ikinci ameliyatla reanastomoz
yapilir (1,64). Cok dusiuk dogum agirlikli ya da genel durumu cerrahiye
alinamayacak kadar koti olan hastalarda, laparotomi ©ncesi bir sire
peritoneal drenaj uygulanmasi ve izlemde gerekirse laparotomi yapiimasi
Onerilmektedir (65—-69).

2. 8. PROGNOZ

Nekrotizan enterokolitin mortalitesi %30—40 arasinda degismektedir.
Cerrahi tedavi gerektiren vakalarda ise bu oran %60'lara yukselmektedir.
Cerrahi veya medikal tedaviden sonra yasayanlarin %25-35'inde
bagirsaklarda striktur gelismektedir. Perfore olmayan bagirsak bdlgesinde
skar gelisimi nedeniyle olusur. Cogunlukla akut donemde semptomatik
olmasina ragmen bazi struktirler 6 ay gibi uzun bir stre semptom
vermeyebilir. Bu hastalarda beslenme problemleri, diyare veya bagirsak
obstriiksiyonu seklinde bulgulara yol acabilmektedir (3).

Nekrotizan enterokolitin en sik ge¢ komplikasyonlari striktir, fistil,
abse, rekirren NEK, kisa bagirsak sendromu, malabsorbsiyon, kolestaz ve

enterokist gelisimidir (3).
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2. 9. KORUNMA

Kicik prematire bebeklerde enteral beslenmeye baslanmadan
hipovoleminin ve hipervizkozitenin dizeltimesi, homeostatik mekanizmanin
maturasyonunu tamamlamasi i¢cin bebege zaman taninmasi riski azaltici rol
oynar. Cok kiguk prematirelerde ve perinatal asfiksi ile dogan bebeklerde,
enteral beslenmeye kuguk miktarlarla baslanmali ve anne situ ile beslenme
tercih edilmelidir. Mama ile beslenme zorunlulugu olan durumlarda mama
onceleri dilie edilerek osmolaritesi dusurilmeli, giderek konsantrasyonu
arttinlmalidir. Tum bebekler beslenmelerinin arttirildigr dénemlerde, vital
fonksiyonlar, gastrik rezidi, abdominal distansiyon, beslenme intoleransi ve

digkida gizli kan pozitifligi agisindan yakindan izlenmelidir (1).

2. 10. HIPERBARIK OKSIJEN TEDAVISIi (HBO)

Hiperbarik oksijen tedavisi kapali bir basing odasinda, 1 atmosferden
(1 ATA= Absolu Atmosfer = 760 mmHg ) daha yuksek basin¢ altinda
oksijen solutmak suretiyle uygulanan bir tedavi yontemidir (70)

Fizyoloji:

Anaerobik bakterilerin haricindeki mikroorganizmalar yerytzindeki
yasamlarini ve normal hayati fonksiyonlarini devam ettirebilmek igin oksijene
ihntiyag gosterirler. Oksijen hicre icinde enerji agiga c¢ikaran biyokimyasal
reaksiyonlar zincirinde gereklidir.

Hiperbarik oksijenasyonun iki temel etkisi s6zkonusudur. 1. Mekanik
etki veya basincin direk etkisi, 2. Vicuttaki tim dokularda, kanda ve
hiicrelerde oksijen parsiyel basincinin artisi.

Basincin direk etkisi:
Temel gaz kanunlarindan Boyle kanununa gore, gazlarin basinglari ve

hacimleri arasinda ters bir oranti s6z konusudur. Basincin artigiyla,
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dolasimdaki ve dokulardaki gazlarin hacimleri ve gaz kabarciklarinin ¢aplari
kigulir. Ayrica kabarciklarin yizey gerilimleri de buyuklikleri ile ters
orantilidir ve buyuk kabarciklar, kiuciklerden daha stabildir. Kabarciklar
kuculdukce ylizey gerilimi artacagindan, cap belli bir degere dustukten sonra
kollabe olup absorbe edilir. Basincin mekanik etkisi en iyi dekompresyon
hastaligi ve iatrojenik hava embolisi vakalarinin tedavisinde goéralur. Bu gibi
hastaliklarin tedavisinde kabarciklarin kagulip kollabe olmasi 6nem
tagimaktadir. Boylece doku perflizyonu tekrar saglanabilmektedir (71).

Artmig oksijen parsiyel basincr:

Hiperbarik ortamda % 100 oksijen solundugunda Henri kanunu
geregince plazmada oksijenin ¢ozundrligla artar. Hastanin fizyolojik ve
fizyopatolojik kosullarina bagh olarak, artmis oksijen basincinin etkisi
dokularda, biyokimyasal reaksiyonlarda gozlenir.

Plazmada ¢6zinmusg oksijen miktarinin artmasi

Normalde 1 gram hemoglobin 1.34 ml oksijenle baglanabilir. 100 ml
kanda hemoglobin konsantrasyonu 15 gramdir. Hemoglobin % 100 sature
edildiginde 100 ml kan 20,1 ml hemoglobinle bagh oksijen barindirir. 1
ATA’llk atmosfer basincinda hava solundugunda % 97 sature olan
hemoglobinin saturasyonunu % 100 den daha fazla artirmak mumkin
olmayacagindan kanda hemoglobinle tasinan oksijen miktari da
artmayacaktir. Hiperbarik kosullarda, solunan oksijen parsiyel basincindaki
artistan oturt, plazmada c¢6zinen oksijen miktarida artar. Tablo 1 de
goraldiagu gibi 1 ATA'da hava solundugunda kanin 100 ml'sinde 0,3 ml olan
¢bzunmus oksijen miktari, 3 ATA'da % 100 oksijen solundugunda 100 ml
kanda 6,8 ml'ye kadar yukselir.

1 ATA’llk atmosfer basincinda hava solundugunda 100 ml arteryel
kanda 20 ml oksijen bulunurken, karisik vendz kanda 14 ml’'ye dismektedir.
Yani, 100 ml kandan dokularda kullanilan oksijen miktar1 6 ml’dir. Bu deger 3
ATA'da % 100 oksijen solundugunda sadece plazmada c¢oOzinen oksjen

24

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

miktarina egittir. Bu durumda oksihemoglobine gerek kalmaksizin, dokularin
ihtiyacini kargilayacak yeterli oksijenasyon mumkundir. Plazmada ¢ozinmusg
oksijen hucreye direk utilize olabilmektedir. HBO tedavisiyle hemoglobinsiz
yasami devam ettirmek mamkuindur (72, 73).

Tablo 2. 2. Basincin arteriyal oksijen tGzerindeki etkisi (73)

Total basing ideal ¢oziinmus oksijen icerigi
ATA mmHg Hava soluma(ml) %2100 oksijen soluma(ml)
1 760 0.32 2.09
15 1140 0.61 3.26
2 1520 0.81 4.44
2.5 1900 1.06 5.62
3 2280 1.31 6.80

Kardiyovaskuler sistem Uzerine etkileri

Hiperbarik ortam myokard hicreleri Uzerine dogrudan etkiyle
uyarilabilirlik ve iletiyi azaltir. Béylece bradikardiye sebeb olur. HBO kalp atim
hacminde azalmadan ziyade, bradikardiye bagl olarak kardiyak outputta
%10-20 arasinda dismeye yol acar. Kan basincinda herhangi bir degisiklik
olmaz. Hiperoksinin vazokonstriktif etkisinden dolayr dokulara giden kan
miktari azalir, fakat plazmada artmis olan ¢6ziinmus oksijen parsiyel basinci
nedeniyle akim azaldigi halde dokularin yuksek dizeyde oksijenasyonu
saglanir.

Hiperbarik oksijenin olusturdugu vazokonstriksiyon, kapiller kan
basincini dusiUrerek diapedesis ve vaskiler permeabilite artigini azaltir.

Boylece transkapiller sivi gecisi dediserek ekstravaskiler sivi rezorpsiyonu
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hizlanir. interstisyel sivi basincini diisiirerek hipoksi ve iskeminin yarattig
O0demin gerilemesinde yardimci olmaktadir. Hiperbarik oksijenin bu
etkisinden yaniklarda, serebral 6édemde, periferik travmalarda, embolilerde,
purpura fulminans tedavisinde yararlanilmaktadir (70, 71, 73, 74, 75).

Yara iyilegmesine etkisi

Yaralanmis doku hipoksiktir; parsiyel oksijen basinci 5-15 mmHg'ye
ve hatta daha dusuk degerlere kadar disebilir. Oysa yara iyilesmesi igin
gerekli kollajenin fibroblastlarca sentezlenmesi igin minimum 30-40 mmHg
parsiyel oksijen basinci gereklidir. HBO ile doku oksijen parsiyel basincinin
artinlmasi, fibroblastik aktivite artigi ve kollajen matriks birikimine yol acar.
Angioneogenezis ise hipoksi ile uyarilir. Boylece ginde 1-4 saat slreyle
uygulanacak hiperbarik oksijen kollajen matriks birimini saglarken geri kalan
surede de hipoksinin angiogenezisi uyarici etkisiyle vaskuler proliferasyonun
gelisimine katkida bulunur (74, 76, 77).

infeksiyon Uizerine etkisi (Antibakteriyel etki)

Oksijen i¢in tedavi sinirlari oldukga 6nemlidir. Tedavide amag hastaya
zarar vermeksizin  bakteriyi ortadan  kadirmaktir.  Tek hucrel
mikroorganizmalar 6zellikle bakteriler, hiperoksiye bifazik cevap verirler. 1
ATA'da % 100 oksijenli ortamda E.Coli, P.auroginosa, S.aureus gibi aerob
bakterilerin gelismeleri hizhdir. Fakat 1,3 ATA Uzerinde oksijen inhibisyon
yapar (78).

Oksijen-NADPH oksidaz sistemi temel mikrobisidal sistemdir.
Fagositoz dusuk oksijen parsiyel basincindan etkilenmese de oksidatif
patlama ile bakterilerin 6ldurilmesi dokudaki oksijen basincina baghdir. HBO
hipoksik ve infekte dokulardaki oksijen basincini notrofillerin  bakterileri
oldurebilecegdi seviyeye kadar yukseltir (72, 79).

HBO bakteriostatik ve bakteriyositik 0Ozelligini, serbest oksijen
radikalleri araciligi ile gostermektedir. Serbest oksijen radikalleri membran
lipid ve proteinlerini okside edip, DNA’ya hasar vererek mikroorganizmanin
blytmesi icin temel metabolik fonksiyonlari inhibe ederler. Serbest radikaller
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ve reaktif oksijen Urdnleri olusumunu artiran HBO, antioksidan savunma
sistemleri olmayan veya sinirli olan bazi mikroorganizmalarin hizla ortadan
kaldinimasini saglar. Anaeroblarin serbest radikallere ve diger oksidanlara
kargi savunma mekanizmalari olmadigindan, oksijenin 6éldartict etkisine
duyarhdirlar. Hiperbarik oksijen infekte ve nekrotik dokulardaki doku onarimi
ve rejenerasyonu dizenleyerek, infeksiyonun progresyonunu indirek olarak
ta etkileyebilir (74, 78 ). Antibakteriyal ajan olarak secici degildir. Gram
negatifler kadar gram pozitif bakterileride etkileyen, spektrumu genis bir ilag
olarak distndlebilir.

Antitoksik etkisi

Hiperbarik oksijenizasyon, direk dretimini inhibe ederek ya da
toksinlerin etki metabolizmasini engelleyerek antitoksik o6zellik gosterir.
Bunlardan ilkine 0Ornek; hicre membranini parcalayarak kapiller
permeabiliteyi bozan Clostridial alfa toksin ve lesitinaz Uretiminin
inhibisyonudur. CO zehirlenmesinde ise etki mekanizmasi Uzerinde
inhibisyon yaratarak yararlilik gostermektedir. CO’in hemoglobine affinitesi
200 kat daha fazla oldugundan oksihemoglobin yerine karboksihemoglobin
olugturarak kanda yeterli diizeyde oksijen tagsinmasini zorlastirir. HBO oksijen
parsiyel basincini artirarak, karboksinemoglobine veya sitokroma baglanmis
olan CO’in eliminasyonunu hizlandirir, plazmada yeterli miktarda ¢6zinmus
oksijen taginarak dokularin metabolizmasinin ve yasamasinin devamini
saglar (72, 74, 76, 79, 80).
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma, GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Epidemiyolojik
Kurulundan ve Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik
Kurulundan onay alindiktan sonra 17-20 Nisan 2007 tarihleri arasinda
GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Klinigi
tarafindan gergeklestirildi. Deneysel olarak NEK olusturulmus yenidogan
sicanlarda hiperbarik oksijen tedavisinin etkinliginin degerlendiriimesi

amaclandi.

Deney Hayvanlari

Bu calismada 20 adet 2-5 gunluk yenidogan Wistar tlrd sican
kullanildi. Siganlar arasinda cinsiyet ayrimi gbzetilmedi. Yenidogan sicanlar
uygun boyutta kafeslere, her kafeste bir anne ve yavrular olacak sekilde
yerlestirildi. Oniki saat aydinhk, 12 saat karanlik ortamda anne sutu ile
beslenmeleri saglandi. Tum deneysel girisimler hayvan ¢aligmalari sirasinda

uyulmasi gereken etik kurallar gozetilerek gerceklestirildi.

Caligmanin Tasarimi

Yirmi yenidogan sican annelerinden ayrilmayacak sekilde rastgele iki
gruba ayrildi. NEK olusturabilmek i¢cin daha énceden kullaniimis bir hipoksi-
reoksijenizasyon (H/O) modeli kullanildi. Hipoksi islemi icin sicanlar 15
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dakika sureyle, %100 CO2 akisl saglanan hava gecirmez plastik cam kap
(Vacunit; Echmann, England) igcinde bekletilerek yapildi. Ardindan ayni kap
icine 15 dakika sureyle %100 O2 verilerek reoksijenizasyon gerceklestirildi.
Bu igslem haricinde siganlar yukarida bahsedilen standart kosullarda
hayatlarini surdurduler.

Deney gruplari

Grup 1 (Kontrol Grubu=Tedavi verilmeyen grup; n=10): Ug giin
arka arkaya hipoksi reoksijenizasyon (H/O) iglemi yapildi.

Grup 2 (Hiperbarik oksijen tedavisi verilen grup; n=10): Ug gin
arka arkaya hipoksi reoksijenizasyon (H/O) islemi yapildi. Son hipoksi
reoksijenizasyon isleminden iki saat sonra, 2,5 ATA basingta 60 dakika %100
02 ile bir seans HBO tedavisi uygulandi.

Uclincti  giiniin sonunda  biitiin  hayvanlara ketamin anestezisini
takiben servikal dislokasyonla 6tenazi uygulandi. Terminal ileum ve ¢gekumu
icine alan barsak kisimlari ¢ikarildi, %10 formolaldehit ile fikse edildi. Dokuda
histopatolojik ve protein karbonilasyon yontemleri ile doku hasari ve serbest

oksijen radikalleri degerlendirildi.

Hiperbarik Oksijen Tedavisi (HBO)

HBO uygulanan gruptaki siganlar kafesleriyle birlikte basin¢g odasina
alindi. Basing odasinin kapag! kapatilarak oksijen girisi acildi. i¢ basincin
uygulanacak degere kadar dakikada 0,3 atm basinci ge¢meyecek hizda
yukselmesi saglandi. Hedeflenen basing degerine ulagildiginda sire
bagslatildi ve 60 dakika boyunca sabit tedavi basincinda kalmasi cihaz
tarafindan otomatik olarak saglandi. Seans bitiminde basing yine ayni hizda
dugurilerek normal atmosfer basinci ile esitlendi ve hayvanlar basing
odasindan ¢ikarildi.

Histopatoloji
% 10 Formaldehitde fikse edilmis doku ornekleri, doku takibi islemi ile
dehidrate edildikten sonra parafin icinde blok haline getirildi. Her bir bloktan
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0,4 u kalinhiginda iki adet parafin kesit alinarak hematoksilin-eozin ve TUNEL
immunohistokimyasal boyamasi yapilarak incelendi. Her bir kesit karigik
olarak kor calisma prensibinde bir patolog olarak degerlendirilerek O ile 4

arasinda evrelenerek skorlandi.

Apopitoz skorlama sistemi

Skor 0: Villus epitelinde ayri ayri birka¢ TUNEL pozitif nukleus var

Skor 1: Villus epitelinde tepede izlenen gruplar halinde TUNEL pozitif
nukleuslar var

Skor 2: Villus epitelinde villusu tamamen kaplayan fakat kriptlere inmemis
gruplar halinde TUNEL pozitif nukleuslar var

Skor 3:Villus epitelinde villusu tamamen kaplayan ve kriptlere uzanim
goOsteren gruplar halinde TUNEL pozitif nukleuslar var

Skor 4: Transmural yayilim gosteren gruplar halinde TUNEL pozitif

nukleuslar var
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Sekil 3. 1 Apoptosisin evrelemesi
Tunel yontemi
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Parafin kesitler bir gece 56 derecede etiivde bekletildikten sonra
ksilen, alkol serilerinden gecirilerek deparafinize edildi. Oda sicakliginda
Proteinaz K ile 10 dakika inkibasyon edildi. Distile su ile yikanan doku
ornekleri %3 H202 ile 5 dakika bekletilip yikama sonrasi Equilibration Buffer
da 10 saniye tutuldu. Tunnel immunohistokimyasal boyama setine ait
(ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, S7100, Chemicon)
Working Streght TdT enzimi eklenip, nemli ortamda 1 saat 37 C de inkube
edildi. Working Strength Stop/Wash Buffer buffer da 10 dk oda sicakliginda
bekletildi. PBS ile yikamay takiben Anti digoxigenin konjugati eklenerek 30
dk oda sicakliginda nemli ortamda tutuldu. Tekrar PBS ile yikanip Peroksidaz
substrati ile oda sicakliginda 6 dk bekletildi. Yikamay takiben metal yesilinde
10 dakika tutuldu. Su ile yikama, alkol serileri ve ksilenden gegcirilerek lamel
ile kapama yapildi (81)

Protein Karbonilasyonu

Gastrointestinal sistem dokusunun protein karbonil duzeyi karbonil
grubunun 2, 4-dinitrofenilhidrazin ile reaksiyonu sonucu olusan 2, 4-
dinitrofenilhidrazonun spektrofotometrik olarak o6l¢ilmesi esasina dayanan
yontem kullanilarak tespit edildi.(82)

Dokularin protein igerigi ise Lowry yontemi (83) kullanilarak dlguldi.
Doku karbonil dizeyi protein miktarina oranlanarak birimlendirildi. (nmol/ mg

protein)

istatistiksel Analizler
istatistiksel analizler SPSS 10,0 paket programi kullanilarak yapild.
Gruplar istatistiksel olarak karsilastinlirken Student T testi kullanildi.

istatistiksel anlamhlik p<0,05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Bu calisma 17-20 Nisan 2007 tarihleri arasinda 20 adet 2-5 gunluk
yenidogan Wistar turd sican kullanilarak GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi
Cocuk Saghgi ve Hastaliklar Klinigi tarafindan gerceklestirildi.

Deneysel olarak NEK olusturulmus yenidogan siganlarda hiperbarik
oksijen tedavisinin etkinliginin aragtirilmasi icin protein karbonilasyon yontemi
ile oksidatif stres (serbest oksijen radikalleri), tinel boyama yodntemi ile
apopitozis (doku hasari) degerlendirildi.

Kontrol grubunda ortalama protein karbonil degeri 32,20 (+16,93)
nmol/ mg proteinken, HBO tedavisi verilen grupta 233,25 (+181,06) nmol/mg
protein olarak bulundu.

Protein karbonilasyon yontemi ile saptanan oksidatif stres (serbest
oksijen radikalleri), kontrol grubu ile HBO tedavisi verilen grup arasinda
belirgin farkliydi. Iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi
(p=0,01).

Tablo 4. 1 Protein Karbonilasyonu (nmol/mg protein)

Gruplar n | Endusik | Enyiksek | Ortalama | Std sapma
Kontrol 10 | 17,50 68,74 32,20 16,93
HBO 10 | 62,54 664,68 233,25 181,06
tedavisi
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Sekil 4. 1: Protein karbonilasyonu

Kontrol grubunda ortalama apoptozis skoru 2,1 (x0,6), HBO

tedavisi verilen grupta 1 (£0,7) olarak bulundu.
Doku hasarini

belirlemek amaciyla histopatolojik kesitlere

yapilan TUNEL boyamasi ile apoptozis skorlandi. Apoptozis skorlamasina

gore kontrol grubu ile HBO tedavisi verilen grup arasindaki fark belirgindi.

istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,003).

Tablo 4. 2 Apoptozis Skorlamasi
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Gruplar n Ortalama Std sapma
Kontrol 10 2,1 0,6
HBO tedavisi 10 1,0 0,7
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Sekil 4. 1 Apoptozis skorlamasi
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TARTISMA

Nekrotizan enterokolitin baglamasinda tetigi ¢ceken ¢ Onemli faktor
hipoksi, hipertonik mamalarla erken enteral beslenme ve enfeksiyondur
ancak faktorlerin ulagtiyi ortak yol intestinal iskemidir (1). iskemi sonrasi
geligsen reperfizyon evresinde, yapimi artan serbest oksijen radikalleri,
tumor nekrotizan faktor-alfa (TNF-alfa), trombosit aktive edici faktor (PAF),
IL-1, IL-3, IL—6 gibi inflamatuvar mediatorlerin intestinal mukozal
zedelenmeyi daha da arttirarak Ulserasyon ve nekroz olusturduklari
dusunulmektedir (21-27).

Hiperbarik oksijen tedavisi kapali bir basing odasinda, 1 atmosferden
(1 ATA= Absolu Atmosfer = 760 mmHg ) daha yuksek basin¢ altinda
oksijen solutmak suretiyle uygulanan bir tedavi yontemidir (70).

Yaralanmis doku hipoksiktir; parsiyel oksijen basinci 5-15 mmHg'ye
ve hatta daha dusuk degerlere kadar disebilir. Oysa yara iyilesmesi igin
gerekli kollajenin fibroblastlarca sentezlenmesi igin minimum 30-40 mmHg
parsiyel oksijen basinci gereklidir. HBO ile doku oksijen parsiyel basincinin
artinimasi, fibroblastik aktivite artigi ve kollajen matriks birikimine yol acar.
Angioneogenezis ise hipoksi ile uyarilir. Boylece ginde 1-4 saat sireyle
uygulanacak hiperbarik oksijen kollajen matriks birimini saglarken geri kalan
surede de hipoksinin angiogenezisi uyarici etkisi vaskuler proliferasyonun
gelisimine katkida bulunur (74, 76, 77).

Tek hucreli mikroorganizmalar 6zellikle bakteriler, hiperoksiye bifazik
cevap verirler. 1 ATA'da % 100 oksijenli ortamda E.Coli, P.auroginosa,
S.aureus gibi aerob bakterilerin gelismeleri hizlidir. Fakat 1,3 ATA {zerinde
oksijen inhibisyon yapar (78).

Oksijen-NADPH oksidaz sistemi temel mikrobisidal sistemdir.
Fagositoz dusuk oksijen parsiyel basincindan etkilenmese de oksidatif
patlama ile bakterilerin 6ldurilmesi dokudaki oksijen basincina baghdir. HBO
hipoksik ve infekte dokulardaki oksijen basincini notrofillerin  bakterileri

Oldurebilecegi seviyeye kadar yukseltir (72, 79).
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HBO bakteriostatik ve bakteriyositik 06zelligini, serbest oksijen
radikalleri araciligi ile gostermektedir. Serbest oksijen radikalleri membran
lipid ve proteinlerini okside edip, DNA’ya hasar vererek mikroorganizmanin
blytmesi icin temel metabolik fonksiyonlari inhibe ederler. Serbest radikaller
ve reaktif oksijen Urdnleri olusumunu artiran HBO, antioksidan savunma
sistemleri olmayan veya sinirli olan bazi mikroorganizmalarin hizla ortadan
kaldinimasini saglar. Anaeroblarin serbest radikallere ve diger oksidanlara
kargi savunma mekanizmalari olmadigindan, oksijenin 6éldartict etkisine
duyarhdirlar. Hiperbarik oksijen infekte ve nekrotik dokulardaki doku onarimi
ve rejenerasyonu diuzenleyerek, infeksiyonun progresyonunu indirek olarak
ta etkileyebilir (74, 78 ). Antibakteriyal ajan olarak secici degildir. Gram
negatifler kadar gram pozitif bakterileride etkileyen, spektrumu genis bir ilag
olarak distndlebilir.

Calismamizda deneysel NEK olusturabilmek icin Okur ve
arkadaglarinin (84) tarif ettigi hipoksi reoksijenizasyon modelini kullandik. Bu
modelle kontrol grubunda da NEK olustugu goraldi. Kontrol grubunda,
TUNEL yoOntemi ile yaptigimiz apoptozis skorlamasina gore HBO tedavisi
verilen gruba gore artmisg doku hasari gordik. (p=0,003)

Nekrotizan enterokolitin tedavisi medikal ve cerrahidir. Mortalitesi
%10-50 arasinda degismekle birlikte son yillarda erken tani, ciddi takip ve
tedavi ile bu rakamin %28'lere indirilebildigini belirten merkezler de vardir (8—
12) .Bu yuksek oranlar hastaligin halen etkin bir tedavisi olmadigini
yansitmamaktadir.

Nekrotizan enterokolit tedavisinde deneysel olarak birgok farkl tedavi
yontemi denenmistir. Clark ve arkadaslari(85), erken enteral beslenme ile
NEK olusturduklari yenidogan sicanlarda yaptiklari calismada, Epidermal
growth faktortin intestinal apoptozisi azaltarak doku hasarini kargi koruyucu
etki yaptigini gostermislerdir. Canpolat ve arkadaslari(86), yenidogan
sicanlarda hipoksi reoksijenizasyon yontemi ile NEK olusturduklari
calismalarinda, rekombinant insan grantlosit koloni uyarici faktorunin,
intestinal apoptozisi azaltarak doku hasarina kargi koruyucu etki yaptigini
gostermiglerdir. Bu iki calismada farkl tedavi yontemleri kullaniimasina
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ragmen intestinal apoptoziste azalma gorulmasttr. Bu calismalar bize HBO
tedavisinin intestinal apoptozisi azaltarak NEK' in tedavisinde yararl
olabilecegini dusundurdi.

HBO’ nin yara iyilesmesi ve enfeksiyon utzerindeki olumlu etkisinin
bircok calismada gosterilmesi, bize NEK tedavisinde yararl olabilecegini
diisundird. ingilizce ve Tirkge literatiirde hi¢ karsilasmadigimiz deneysel
olarak NEK olusturulmus yenidogan siganlarda hiperbarik oksijen tedavisinin
etkinliginin degerlendirmeyi amacladik (72, 74, 76, 77, 78, 79).

Sasaki ve arkadaslarinin (87) yaptigi bir calismada oksidatif stresin
sican myokardiyumunda doku hasarini azalttigr goralmastiar. Bizim
calismamizda HBO tedavisi verilen grupta protein karbonilasyon ydntemi
oksidatif stresin belirgin arttigi gosterildi. Ancak HBO tedavisi verdigimiz
grupta doku hasarinin kontrol grubuna gore daha az oldugunu TUNEL
yontemi ile yaptigimiz apoptozis degerlendirmesinde saptadik. Bu sonug,
bize Sasaki ve arkadaslarinin (87) c¢alismasinin sonuglarinin  bizim
calismamizin sonugclari paralel oldugunu diusindurda.

Benzeri bir calismada Kabaroglu ve arkadaslar (88) farelerde hipoksi
reoksijenizasyon ile intestinal hasar olusturmus ve serbest oksijen radikal
duzeylerini 6lcerek oksidatif stresi degerlendirmisler. Sonucta intestinal hasar
olusumunda serbest oksijen radikal artisinin rolt oldugu gérmuslerdir. Bizim
calismamizda, HBO tedavisi verdigimiz grupta protein karbonilasyon yontemi
ile oksidatif stresin arttigini gostermemize ragmen TUNEL yontemi ile doku
hasarinin kontrol grubuna gére belirgin daha az oldugunu saptadik. Bu
karsithk bize oksidatif stresin belirli bir diizeye kadar doku Uzerinde koruyucu
etki yaptigini belirli bir dizeyin Uzerinde ise doku hasarini artirdigini
disundurdia. Ancak bu konuda yeterli veri olmadigini, daha fazla ¢alisma
yapilmasi gerektigini digtinmekteyiz.

Ozen ve arkadaslarinin (89), hipoksi reoksijenizasyon ile NEK
olusturup Insulin like growth faktor-1 ile tedavi ettikleri geng¢ farelerde
yaptiklari bir calismada, intestinal apoptozis olugsumunda serbest oksijen
radikallerinin roli oldugunu saptamiglardir. Ancak bizim calismamizda ise
oksidatif stresin intestinal apoptozisi azalttigini gordik. Bu durum hipoksi
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olusturulurken kullanilan yontem farkliigindan kaynaklanabilir. Ozen ve
arkadaglarinin calismasinda fareler 60 dakika sireyle hipoksiye maruz
kalirken bizim calismamizda hipoksiye maruziyet siuresi 15 dakikaydi. Bu
durumda ortaya cikan serbest oksijen radikali miktari farkli olabilir, olusan
oksidatif stres diizeyine bagli olarak doku hasari diizeyi de degisebilir.

Sonug olarak deneysel olarak NEK olusturdugumuz yenidogan
sicanlarda yeni bir tedavi yontemi olarak denedigimiz hiperbarik oksijenin
intestinal hasari azaltmada etkili bir yontem oldugunu disinmekteyiz ancak
NEK tedavisinde hiperbarik oksijenin etkinligini gosterecek daha kapsamli

caligmalara ihtiyag vardir.
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SONUCLAR

Bu calismada deneysel olarak NEK olusturulmus yenidogan
sicanlarda hiperbarik oksijen tedavisinin etkinliginin degerlendiriimesi
amaclandi.

Kontrol grubu ve hiperbarik oksijen tedavisi verilen grup oksidatif stes
ve doku hasari yoninden karsilastirildiginda asagidaki sonuclara ulagiimigtir.
1. Protein karbonilasyon yontemi ile saptanan oksidatif stres, kontrol grubu ile
HBO tedavisi verilen grup arasinda belirgin farkhydi. iki grup arasindaki fark
istatiksel olarak anlamliydi.(p=0,01) Kontrol grubunda ortalama protein
karbonil degeri 32,20 (x16,93) nmol/ mg proteinken, HBO tedavisi verilen
grupta 233,25 (£181,06) nmol/mg protein olarak bulundu.

2. Doku hasarini belirlemek amaciyla histopatolojik kesitlere yapilan TUNEL
boyamasi ile apoptozis skorlandi. Apoptozis skorlamasina gére kontrol grubu
ile HBO tedavisi verilen grup arasindaki fark belirgindi. Istatiksel olarak
anlamliydi.(p=0,003) Kontrol grubunda ortalama apoptozis skoru 2,1 (x0,6),
HBO tedavisi verilen grupta 1 (x0,7) olarak bulundu

3. Bizim calismamizda HBO tedavisi verilen grupta protein karbonilasyon
yontemi ile oksidatif stresin belirgin arttigi gosterildi. Ancak HBO tedavisi
verdigimiz grupta doku hasarinin kontrol grubuna goére daha az oldugunu
TUNEL yoOntemi ile yaptigimiz apoptozis degerlendirmesinde saptadik. Bu
karsithk bize oksidatif stresin belirli bir diizeye kadar doku Uzerinde koruyucu
etki yaptigini belirli bir dizeyin Uzerinde ise doku hasarini artirdigini
disundurdia. Ancak bu konuda yeterli veri olmadigini, daha fazla ¢alisma
yapilmasi gerektigini digtinmekteyiz.

Sonug olarak deneysel olarak NEK olusturdugumuz yenidogan
sicanlarda yeni bir tedavi yontemi olarak denedigimiz hiperbarik oksijenin
intestinal hasari azaltmada etkili bir yontem oldugunu disinmekteyiz ancak
NEK tedavisinde hiperbarik oksijenin etkinligini gosterecek daha kapsamli

calismalara ihtiyag vardir.
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