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BIiRINCI BOLUM

1.Girig ve Amag

Nekrotizan enterokolit (NEK) yenidoganlarda ortaya c¢lkan en sik
gastrointestinal cerrahi acildir. Ozellikle prematire bebeklerde morbidite ve
mortalitenin  6nemli nedenlerindendir. Son vyillarda yenidogan yogun bakim
birimlerinin gelismesi ve prematire bebeklerin daha uzun sire yasatilabilmesi
nedeniyle NEK sikligi artis gostermistir. Yenidogan yogun bakim Unitesinde yatan
preterm bebeklerde; %2-13 arasinda, term bebeklerde ise %10 oraninda
gorulmektedir. NEK gelisen hastalarin %20-40'1 cerrahi girisim gerektirmektedir (1,2).
Bir cogunda karin ici abse, yapigikliklar, rezeke edilen nekrotik bolgenin genis olmasi
ile uzun donemde kisa bagirsak sendromuna bagli gelisme geriligi gibi postoperatif
komplikasyonlar gelismektedir. Cerrahi gerektiren bebeklerde daha agir olmak tzere
uzun donemli néromotor gelisimsel gerilige de yol agar. Nekrotizan enterokolitin seyri
sirasinda Olum, degisik serilerde %10-60 arasinda bildirilmigtir.  Cerrahi

uygulamalarda ise mortalite daha ylksek oranlara ¢cikmaktadir (1).

Nekrotizan enterokolitin patofizyolojisinde multifaktoriyel mekanizmalar rol
oynamaktadir. En 6nemli risk faktorinun prematurite oldugu bilinmektedir. NEK’li
olgularin %65-95’i prematirdir. NEK insidansi gestasyonel hafta ve agirlik ile ters
orantilidir ( 3-10). immatiir intestinal mukaza, antioksidan sistemlerin yetersiz olusu,
azalmis intestinal motilite, immatir bagisiklik sistemi ve yetersiz oksijen dinamikleri
nedeniyle NEK gelisimi daha kolaydir. Hipoksi ve iskemi term bebeklerde, erken hizli
beslenme, anormal intestinal kolonizasyon ve vyangisal mediatorler premattre
bebeklerde NEK gelisimine etki eder (10-17).

Prematire bebeklerde hipoksi ve iskemiye sekonder immatir dolasim
bozuklugu ortaya cikmaktadir. Herhangi bir nedenle olusan hipoksi reoksijenasyon
surecinde yogun olarak ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri bagirsak dokusundaki
hasardan sorumlu temel faktordir (16). Serbest oksijen radikalleri lipid
peroksidasyonu yani sira notrofillerin aktivasyonunu yaratarak da bagirsak hasari
olusturabilirler. Bu radikaller olayin meydana geldigi organda toksik etki gdstererek

doku hasari ve apoptozise neden olur. Hipoksi ve reperfiizyon (H/R) sonrasi serbest



oksijen radikalleri yoluyla olusan lipid peroksidasyonu dokuda thiobarbituric acid-

reactive substances (TBARS) duzeylerinin dlgiimu ile kantitatif olarak saptanabilir.

Hasarlanan epitelyal hicrelerden ve aktive noétrofillerden salinan inflamatuvar
mediyatorlerin baglicalar platelet aktive edici faktor (PAF), nitrik oksid (NO), tumor
nekroz faktort (TNF), I6kotrienler ve interlokin-6’dir (17). Yapilan bircok calismada,
NEK’te bu sitokinlerin lokal ve sistemik olarak arttigi ve doku hasarinda primer rol
oynadigi saptanmistir. inaktif metaboliti olan lyso-PAF formuna doéniisimii PAF-
spesifik asetil-hidrolaz (PAF-AH) enzimi ile katalize edilen PAF, NEK patogenezinde
etkili temel inflamatuvar mediatér oldugu bircok calismada gosterilmigtir.
Lokotrienlerin - (LT) notrofil  kemotaksisi, agregasyonunu saglayarak, NEK
patogenezinde etkili olduklari gosterilmistir. Bagirsak sisteminde gelisen iskemi
sirasinda LTB4 ve kompleman sistemi araciligi ile notrofillerin hasarli bélgeye gocu
ve agregasyonu gerceklesir. Ayrica bagirsak iskemisi sirasinda ortaya ¢ikan serbest
oksijen radikallerinin etkisi ile de notrofiller aktive olur, hasarli bdlgeye migrasyonlari
saglanir. Yine PAF ve lipopolisakkarit ile olusturlan deneysel NEK modelinde notrofil
aktivasyonun 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Dokuda myeloperoksidaz (MPO)

aktivitesinin 6lctimi ile nétrofil aktivasyonu indirekt olarak konur.

Patogenezi tam olarak halen aydinlatlamayan bu hastalikta ortak son yol
intestinal nekroz ve inflamasyondur. Son zamanlarda yapilan calismalarda H/R
hasari sonrasi gelisen intestinal hasarda apoptozun 6nemli ve belki de temel
faktorlerden biri oldugu bildiriimektedir. Fareler Uzerinde yapilan calismalarda
hipoksi-reoksijenizasyon ile olugsan barsak hasarinda barsak villuslarinda TUNEL
reaksiyonu ile artmis apoptotik hiicreler bulunmustur. Deneysel fare NEK modelinde
aktif kaspaz-3 dizeyi, TUNEL testi ve histolojik barsak hasar skorlari arasinda

anlamli iliski bulunmustur.

Prematire bebegin bakteriye ait Toll-like reseptor (TLR) aktivasyonu sonrasi
dengeli anti-inflamatuvar yanit olmadan pro-inflamatuvar sinyalizasyona daha yatkin
oldugu ve bu durumun NEK patogenezine katkida bulundugu distintlmektedir. Yine

artmis TLR4 ekspresyonun bagirsaklarda apoptozisi artirdigi gosterilmistir (17).

Hucresel oksidatif stres ve DNA hasari varliginda artmis PARP aktivasyonu

ortaya cikabilir ve bu durum apoptozise neden olabilmektedir.



Nekrotizan enterokolit gelisiminde, notrofillerden salinan mediatorlerin ve
oksidan-antioksidan dengesinin etkili oldugu ortaya konmustur. Bu calismanin
hipotezi notrofillerin fazla oldugu ortamda ortaya c¢ikan mediatorlerin NEK gelisimini
kolaylastirdigidir. Yasamin 15.-20. guntinde 10-20 g fare yavrularinda H/R ile
olusturulan deneysel nekrotizan enterokolit modelinde noétrofil sayisinin  ve
notrofillerden salinan mediatorlerin  nekrotizan enterokolit gelisimine katkisinin

belirlenmesi, PARP ve TLR4 ve IL-6 diuzeylerinin saptanmasi amaclanmistir.



iKiNCI BOLUM

2.GENEL BILGILER
2.1. EPIDEMIYOLOJI

Nekrotizan enterokolit (NEK) primer olarak prematire bebekleri etkileyen
bagirsaklarin akut yangisal nekrozudur. Ciddi cografik varyasyon gostermesine
karsilik, insidans 1500 gram altinda dogan bebeklerde %7 ile %10 arasinda
degismektedir. NEK gelisen bebeklerde mortalite orani %25 ile %30 arasinda degisir
ve %50 olguya cerrahi islem uygulanmaktadir. NEK sonrasi sagkalan olgularda
bagirsakta darlik ya da kisa bagirsak sendromu gibi komplikasyon riski ve 6zellikle
cerrahi geciren olgularda anormal norogelisimsel sonuglar ciddi olarak artmistir (1).

Term bebeklerde NEK (bildirilen olgularda %5-%10) daha az gorilmesine
karsin konjenital kalp hastaligi, dogum asfiksisi, polisitemi, kan degisimi ya da
intrauterin bayume geriligi gibi durumlarla iligkilidir (2). Preterm bebeklerde NEK
insidansi gestasyonel yas ve dogum agirligi ile ters orantili olarak degisir. Erkeklerde

ve Afrika-Amerikan kokenli bebeklerde insidans daha yuksektir (3).

NEK baslangi¢ yasi gestasyonel yas ile ters iligkilidir; term bebekler icin ortalama
3-4 guin, 28 hafta altinda dogan prematire bebekler igin 3-4 haftadir. NEK i¢in en tutarli
risk faktori prematiritedir. Az sayidaki populasyon tabanh ¢cok merkezli calismada NEK
oranlari stabil kalmistir (4-6). Hem NEK insidansi hem de NEK olgu 6lim oranlari
dogum agirhgi ve gestasyonel yas ile ters orantilidir (7). Kictik, daha ciddi hastalidi olan

ve cerrahi gerektiren bebeklerde 6lum oranlari daha yuksektir (8-10).

NEK hastalarinin ¢ogu daha oOnce enteral yolla beslenmistir. NEK hig
beslenmeyen prematiire bebeklerde de olusabilir ancak ayri bir patoloji olan
kendiliginden bagirsak perforasyonu c¢ok disuk dogum agirlikli  bebeklerde
dogumdan sonraki birka¢ hafta icinde ve beslenmeye baslamadan 6nce ortaya cikar
(11-12). NEK olgularinin yaklasik %20-40"1 cerrahi gecirmektedir. Cerrahi gegiren
olgularda yara yeri acilmasi, karin i¢ci abse, bagirsakta striktir ve kisa bagirsak
sendromu ortaya cikabilir (13). Kendiligindan bagirsak perforasyonu olan olgular
daha erken ortaya cikar. Klinik ve patolojik olarak NEK bulgulari ortaya cikanlardan

prognozlari daha iyidir (Tablo 1).



Tablo 1: Nekrotizan enterokolit ile kendiliginden bagirsak perforasyonu arasindaki
klinik farkhhlklar

Nekrotizan Kendili ginden ba girsak
enterokolit perforasyonu
insidans < 1500 g %7-10 %2-3
Baglangic yasi 2-6 hafta 0-14 gun
Pndmatosis Var Yok
Enteral beslenme Var Yok
Villus nekrozu histolojik kaniti Var Yok
Mortalite Bazal %10-30 Ustu Bazal %5-10 ustu

2.2. GASTROINTESTINAL SISTEM FizYOLOJISi

Gastrointestinal traktus ve aksesuar sindirim organlari agizdan anuse kadar
uzanan primitif bagirsagin sekil degistirmesi sonucu olusur. Kivrilma strecinde yolk
kesesi dorsal kismi emriyoya katilirken 4. haftada primitif bagirsak gelisir. Uclinci
gestasyonel haftada primitif bagirsak uzar ve ¢ ana bolume farklilagir. Dordincu

gestasyonel haftada sindirim tipu dorsal ve ventral mezenterler ile asili durur (14).

Gastrointestinal sistem 10. gestasyonel haftada karin igine rotasyonunu ve
olusumunu tamamlar. On altinci gestasyonel haftada fetus amniotik siviyr yutmaya
baglar. Amniotik sivi bagirsaklara buyime faktorleri ve immin 6zellikler kazandirir.
Duzenli peristaltizm yaklagik 29-30. haftada olusmasina karsilik gastrointestinal
aktivite 24. haftadan itibaren baglar. Fetus uterus iginde biylimeye ve gelismeye
devam ettikce, koordine olmus emme ve yutma 32-34. haftalarda ortaya cikar.
Termde fetus giinde 450 mL/kg amniotik siviyl yutar. Bu sivi karbonhidrat, protein,
yag, elektrolit, immunglobulin ve biyime faktorlerini icerir. Bu faktorler
gastrointestinal sistemin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (15). Preterm dogum bu

gelisimi aksatmaktadir.

Gastrointestinal sistemin iglevi besin maddelerinin sindirim ve emilimi yani sira
atik Grdnlerin elimine edilmesinden olusur. Yenidoganda gastrointestinal islevlerde
anatomik, fizyolojik ve iglevsel sinirhliklar vardir. Dogum sirasinda gastrointestinal
sistem bebegin enerji, besin ve sivi gereksinimlerini tam olarak karsilayacak durumda

olmalidir. Dogum sonras! bagirsak mukozasi 4-6 hafta immatir kalir. Bu dénemde
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antijenler ve diger makromolekiller bagirsak epitelinden gecerek sistemik dolagima
katilir. Bu da infeksiyon ve alerji gelisimi riskini arttirir. Bagirsaklar dogumda sterildir
ancak bebegin mama ya da anne suti almasina gore hizla kolonize olurlar.
Gastrointestinal hormonlarin salinimi ile dogumdan sonra bagirsak mattrasyonu

hizlanir. Bagirsak hormonlarinin salinimi ve aktivitesi enteral besleme ile baslatilir (15).

Gastorintestinal sistem gelisimi 3 fazda olusur. Erken gestasyonel haftalarda
organogenez olusur. Hormonlar, enzimler, refleksler gibi iglevsel bilesenleri orta ve
gec¢ gestasyonel haftalarda gelisir. On ikinci gestasyonel haftada fetus amniotik siviyi
yutabilir ve peristaltizim aktiftir. intrauterin yasamda amniotik sivinin yutulmasi
amniotik homeostaz i¢cin 6nemlidir. Amniotik sivi postnatal gastrointestinal islevler igin
duzenleyici rol oynar. Hormon ve duzenleyici peptidlerin salinimini saglayan besin
maddeleri, hormonlar ve blyume faktorleri bagirsak biyime ve gelismesinin
dizenlenmesinden sorumludur. Bu gelisimin prematirite nedeni ile aksamasi

gastrointestinal sistem entegrasyonunu ve iglevlerini etkiler (14,15).

2.3.NEKROTIZAN ENTEROKOL IT PATOGENEZI

NEK patogenezi Sekil 1'de gdosterilmistir. Prematire bebeklerde NEK riski
yiksek oldugu icin bagirsak traktusunun immatiritesi NEK gelisiminde 0©ne
surulmagttr. Bagirsak traktusu immatiritesi gastrointestinal motilite, sindirim
yetenegi, dolasim diizenlenmesi, bariyer iglevi ve immun savunmayi icermektedir. Bu
islevlerin immatdritesi prematire bebekleri bagirsak hasarina ve hasara uygun
olmayan yanita yatkin kilar. Prematire bebedin immatir hucreleri tarafindan
yenidogan doneminde gastrointestinal hasara abartili olugturulan yangisal yanit bu

alandaki basi ¢ceken hipotezdir (16).
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Sekil 1: Nekrotizan enterokolit patogenezi

NEK olgular tipik olarak yenidogan yogun bakim tnitelerinde uyarici bir isaret
olmadan sporadik olarak ortaya cikarlar, fakat bazen spesifik patojene bagli

epidemiler ile iligkili olabilirler. Bu epidemiler Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,

Clostridia spp., koagulaz negatif stafilokok ve rotavirlsleri iceren degisik
organizmalar ile iligkili olabilir. NEK direkt olarak infeksiy6z ajanlar ile olusmamaktadir
ancak anormal mikrobial floraya ek olarak bagirsak iskemisi, mukozal savunma
mekanizmalarinin tam gelismemesi ve enteral beslenme hastaligin baglamasina ve

patogenezine yangisal yanitin aktivasyonu ile katkida bulunmaktadir (17).

2.3.1. immatir Ba girsak Motilitesi ve Sindirim

immatiir bagirsak motilitesi ve sindirim prematiire bebeklerde NEK’e yatkinliga
yol acabilir. insan ve hayvan calismalarinda gésterildigi Uizere gastrointestinal traktus
peristaltizmi gelisimsel olarak dizenlenmektedir (18,19). Gastrointestinal motilite
ikinci trimesterde baslamasina karsin Uclinct trimestere kadar matirasyonu
tamamlanmaz. Bagirsaklarda peristaltik dalgalari geciren motor kompleksler 34.
gestasyonel haftaya kadar bulunmaz (20). Dig faktorler eksternal motiliteyi



etkileyebilir. Premattre bebedin beslenmesi matirasyonu arttirmaktadir (21). Ancak
fetal hipoksi ya da perinatal asfiksi bagirsak motilitesini azaltmaktadir (22,23).
Bagirsaklarin azalmig peristaltizim aktivitesi nedeniyle epitelyum ile temasta olan
hasar verici maddelerin artmis birikim riski vardir ve bu maddeler bagirsak hasarina
yol acabilir. immatir bagirsaklarda ayrica besin maddelerinin sindirimi ve emilimi
azalmigtir (24). Lin ve ark (25) calismasinda azalmig bagirsak emilimi ile birlikte kisa
zincirli yag asidlerinin artmis uretimi direkt ve azalmig pH ile indirekt bagirsak
hasarina yol agmaktadir. Bozulmus besin maddeleri emilimi geciken gecis zamani ile

birlesince bariyer savunmalari azalmig immatir bagirsaklarda hasara yol agcmaktadir.

2.3.2. immatiir Ba girsak Dola gim Diizenlenmesi

NEK belirgin olarak prematire bebegin hastalgidir ve term bebeklerde nadiren
goralur. Term bebeklere ortaya ¢ikan NEK konjenital kalp hastaligi, hipoksik-iskemik
olay, polisitemi, intrauterin biyume geriligi gibi spesifik risk faktorleri ile iligkilidir (26).
Bu risk faktorleri bagirsak kan akiminda sorun olusturan durumlarin term bebeklerde
NEK yatkinhdi olusturdugunu goéstermektedir. Term bebeklerde ortaya cikan NEK
olgularinda ileocekal bolge siklikla tutulmaktadir. ileocekal bolge bagirsaklar icinde
kanlanmasi sinirda olan bir bolgedir ve term bebeklerde hipoksik-iskemik olayin
patofizyolojide yer aldigini gostermektedir. Term’de ortaya ¢ikan ‘diving seal refleksi’
(dalma refleksi) terimi kanin kalp ve beyine yonlendiginde bagirsak ve diger esansiyel
olmayan organlarda ortaya cikan hipoksik ya da iskemik hasarin mekanizmasini
aciklamak icin kullanilmigtir (27). Term NEK olgularinda hipoksik-iskemik stresin
bulunduguna dair inandirict kanit bulunmasina karsin, preterm NEK'te farkli bir
hastalik sidreci bulunmaktadir. Term NEK’in yasamin ilk birka¢ gini ortaya
cikmasina karsin preterm NEK daha sonra ortaya cikar ve perinatal hipoksik-iskemik
olayin patogenezdeki yeri daha azdir. insanda ortaya ¢ikan NEK ile uyumlu patolojik
degisiklikler olusturan asfiksi kullanilan hayvan modelleri 1970’li yillarda geligtirilmigtir
ve laboratuvar calismalarinda kullaniimaktadir. Hipoksi-iskemi ayrica immatur
dolagim diizenlenmesi lizerinden de etkili olmaktadir. immatiir bagirsakta iskemiye
yanit olarak dolasim dizenlenmesinde degisiklik oldugu gosterilmigtir (28-29).
immatiir bagirsakta vazokonstriksiyon ve vazodilatasyon dengesi arastiriimistir. NEK
olan bebeklerde prematir bagirsaklari iskemik hasara yatkin duruma getirebilecek



olan azalmis endotelyal nitrik oksid sentaz aktivitesi ve azalmig arteriolar nitrik oksid

yapimi saptanmigtir (30-31).

2.3.3. immatir Ba girsak Bariyer iglevi

Bagirsak epiteli komensal bakteriler ile birlikte simbiotik olarak bulunmali ve

potansiyel patojenlere kargi korumayi strdirmelidir (32). (Sekil 2).

|immat1’ir Bagirsak Bariyer Iglevi |
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Sekil 2: Prematire bebekte immatir bagirsak bariyer iglevleri

Bagirsak bariyer iglevleri, prematire bebekte az gelismis olan, yapisal ve
biyokimyasal savunma mekanizmalarindan olusur. Bu bariyerin patojenler, komensal
bakteriler ya da parsiyel sindiriimis gidalar ile bozulmasi cok duyarhh olan
submukozadaki yangisal sistemin aktive olmasina neden olur. Bu durum bagirsak
hasari ve yanginin kétulesmesine yol acan kisir dongunin ortaya ¢cikmasina neden
olur. immatiir bagirsak bariyer iglevieri yapisal ve biyokimyasal bariyer olarak iki

baslikta degerlendiriimektedir:

2.3.3.1. Yapisal Bariyer: Bagirsaktaki yapisal bariyer bagirsak epitelini bir arada
tutan ‘tight junction’lardan olusmaktadir. ‘Tight junction” kompleksleri 10. gestasyonel
haftada olusur. Ancak tam gelismis bagirsak epitelyum bariyer islevi besin emilimi ve

sivi salinimi yetenegini gerektirir ki bu maturasyon amniotik sivi etkisi altinda 26.



haftada baslayip terme kadar olusur (33). Sivi sekrete etme yetenedi konak
savunmasi icin 0Ozellikle 6nemlidir ¢lnki enterositler klor ve su sekresyonunu
(sekretuar diyare) istenmeyen toksinleri ve patojenleri bagirsak Ilumeninden
temizlemek icin kullanir (34). Misin gen ekspresyonu 23-27. haftada bagslar ve
olgunlastikca daha viskoz ve etkili olur (35). immatir miisin tabakasi artmis bagirsak
permeabilitesine ve artmis bakteri yapismasina neden olur. Bu dnemli bagirsak
epitelyal bariyerin gecilmesi patojenik ve patojenik olmayan uyarilar ile bagirsak
hasarina yol acar. insan ve hayvan calismalarinda bu yapisal epitelyal bariyerin
bagirsak sagligini surdirmede 6nemli oldugu gosterilmistir. Preterm bebeklerde
bagirsak permeabilitesi artmigtir ve NEK tanisi konan bebeklerde bagirsak
permeabilitesinde daha da bilyiik artis gosterilmistir (36,37). insan ve hayvan NEK
rezeksiyon materyallerinin incelenmesinde apoptoz ya da nekroz yolu ile bagirsak
epitelinin kaybinin yangidan énce ortaya c¢iktigi ve bunun hastaligin patogenezindeki
baglatici adim olabilecegi gosterilmigtir (38). Clark ve ark (39) calismasinda NEK
olusan sicanlarda artmis paraselliler gecirgenlik, azalmig Goblet hicre sayisi ve

masin Uretimi ve ‘tight junction’ protein ekspresyonunda degisim izlenmistir.

Bagirsak epitel batinliga prostaglandinler, nitrik oksid ve epidermal blyime
faktort ile saglanmaktadir. Prostaglandinler tight junction birlesimini ve paraselltler
direnci arttirarak bariyer iglevlerinin dizelmesini saglar. Bu durum prostaglandin
inhibitéri olan indometazin ile kendiliginden bagirsak perforasyonu arasindaki iligkiyi
aciklayabilir (40).

Nitrik oksid bagirsak fizyolojisinde paradoksal rol oynamaktadir; duguk
dizeyleri mukozal kan akimini arttirmakta ve mukozal buttnligin saglanmasinda rol
almaktadir. Ancak artmis nitrik oksid dizeyleri bagirsak epitelinde sitopatik etki

olusturur. Bu durum 3 mekanizma ile olmaktadir (41).
1. Membran oksidasyonu ile epitelyum hasari
2. Epitelyal apoptozis induksiyonu
3. Direkt mitokondrial hasar

Enterositlerden fazla miktarda nitrik oksid Uretimi ile ortaya cikan epitelyum
hasari bariyer yikimina yol agcmakta ve prematire bebeklerde NEK yatkinhgi
olusturmaktadir (42). Epitelyal buyume faktort bagirsak bariyer iglevlerinde dnemli rol
oynamaktadir. Hasara yanit olarak epitelyal buyime faktort epitelyum hucrelerinin
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migrasyonunu ve c¢ogalmasini arttirir ve bagirsak hasarinin azaltilmasina yardimci
olur. Hayvan modellerinde epitelyal buyime faktéri verilmesi bagirsak bariyer
gucund arttirmis ve deneysel NEK hasarinini azaltmistir. Azalmis epitelyal biyime
faktori dizeyleri NEK olan prematire bebeklerin serum ve tukriklerinde

gosterilmistir (43).

2.3.3.2. Biyokimyasal Bariyer: Paneth hucreleri kiguk bagirsak kriptlerinin
tabaninda yerlesen 6zellesmis enterositlerdir. Paneth hicreleri, bagirsak epitelyum
bariyerinin biyokimyasal savunmasina lizozim, fosfolipaz A, ve kicuk antimikrobial
peptidler (ayni zamanda absorptif enterositler tarafindan da salinir) salarak ve
bakterial populasyonun icerigini ve yayillimini dizenleyerek katkida bulunur (44).
Bagirsak kokenli anti-mikrobial peptidlerin iki ana ailesi defensin (alfa ve beta) ve
cathelicin adli yapilardir (45). Paneth hicreleri mikrobiyal uyariya kargi primer olarak
alfa-defensin, bagirsak epitelyal hicreleri proinflamatuvar uyariya karsi primer olarak
beta-defensin salgilar (46). Bu antimikrobial peptidler, bakteri, virus, mantar, protozoa
ve spiroketleri iceren genis spektrumu olan dogal antibiyotiklerdir (47). Alfa-defensin
salinimi mikrobiyal uyarilara yanit olarak olusur. Alfa-defensin varhgl Paneth
hicrelerinde prenatal olarak goésterilmistir. Paneth hicre antimikrobiyal peptidleri
patolojik ve komensal bakterilerin seciminde ve buyidmelerinin sinirlandiriimasinda
onemli rol oynamaktadir. Antimikrobial peptidler bagirsak epitelyal proinflamatuvar ve

sekretuar yanitlarini arttirarak da konak savunmasina katkida bulunmaktadir (48).

1. Antimikrobiyal peptidler sitokin salinimi ile proinflamatuar kaskadi baslatir

ve immun hdcrelerin toplanmasini saglar.

2. Antimikrobiyal peptidler klor iyon sekresyonunu aktive ederek istenmeyen

toksinlerin ve patojenlerin bagirsak kriptlerinden temizlenmesini saglar.

NEK gelisiminde defensin ekspresyonunun etkisi ile ilgili caligmalara

gereksinim vardir.
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2.3.4. Bagirsak iskemisi

ik yapilan gozlemlerde dogum asfiksisi ve diger nedenlerle baglantili olan sok
ile iligkili olarak ortaya cikan belirgin bagirsak iskemisi durumlari NEK’e benzer
bagirsak nekrozuna yol acmaktadir. Suda yasayan memelilerde gorilen ‘dalma
refleksine’ benzer, stres durumlarinda kan akimi splanik dolasimdan uzaga
yonlendiriimekte ve bu durum bagirsak iskemisi ile sonuglanmaktadir (49).
Yenidogan hayvanlarda bagirsak dolasiminda anormal diizenlenme gdsterilmistir ve
bu durum NEK’e yatkinhga yol agmaktadir. Fetusta bazal bagirsak damar direnci
artmistir ve dogumdan hemen sonra ciddi olarak azalarak gugli bagirsak ve somatik
biyime icin gerekli olan hizli bagirsak kan akimina izin verir (50). istirahat damar
direncindeki bu degisiklik dilator (nitrik oksid) ve konstriktor (endotelin) arasindaki
dengeye ve myojenik yanita baglidir. insan NEK hastalarinda bu vazoaktif
mediatorlerdeki dedisiklikler gosterilmistir (51,52). Dolasim stresine yanit olarak
yenidoganda bagirsak akimi ve/veya damar direnci bozulabilir. Hipotansiyona yanit
olarak yenidogan domuz yavrularinda defektif basing-akim otoregilasyonu gézlenmis
ve bu bozulmus bagirsak oksijen taginmasi ve doku oksijenizasyonuna yol agcmistir
(53). Bagirsak vazomotor tonusunu etkileyen birgcok kimyasal mediator (nitrik oksid,
endotelin, substans P, norepinefrin ve angiotensin) vardir ve stres altindaki
yenidoganda, bunlarin anormal dizenlenmesi bozulmus dolasim otoregilasyonuna,
bagirsak iskemisi artisina ve doku nekrozuna yol acabilir.

Bagirsak kan akiminda degisiklik ile iligkili olan klinik faktdrler NEK riskini
etkileyebilir. Umbilikal arter kateterleri kullanimi ile NEK riski arttigina dair kesin veri
olmasa da bu kateterlerin kullanimi bagirsak damarlari icin tehdit olusturabilmektedir
(54). Patent duktus arteriosusun (PDA) varlidi ve soldan-saga sant diastolde
bagirsaklarda bozulmus kan akimina yol acar. Rasgele dagilimli, kontrolli bir
calismada 1000 gram alti bebeklerde cerrahi ligasyon ile profilaktik duktus arteriozus
kapatilmasi sonucu NEK riski %8 iken kontrol grubunda %30 saptanmistir (55). Diger
calismalarda PDA'dan ¢ok, PDA kapatiimasinda kullanilan indometazin’in bagirsak
dolasimina olan etkisinden dolayr NEK riskini arttirdigi belirtiimigtir (56). Maternal
kokain kullanimi fetal bagirsak vazokonstriksiyonuna neden olabilir. Bazi hayvan
calismalarinda ve preterm insan gozlemsel ¢alismalarinda artmis NEK riski ile iligkili
bulunmustur (57). Eritrosit siispansiyonu transfiizyonu ve artmis NEK riski arasinda
iligki bulunmustur ve bu durum ciddi aneminin hizli dizeltiimesinin bagirsak vaskuler

otoregulasyonunu etkilemesine baglanmistir (58).
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2.3.5. Konak Savunma Faktorleri

Prematire bebekte gastrointestinal traktusta konak savunmasi belirgin olarak
bozulmustur. Patojenlerin mukozal tabakayi gecip invaziv infeksiyon olusturmasini

Onleyen bagirsak savunma mekanizmasi ¢ok karmasiktir ve sunlari icerir:

1. Deri, mikdéz membranlar, bagirsak epiteli, mikrovilluslar, epitelyal hiicre siki

baglantilari ve musin gibi fiziksel bariyerler

2. Polimorfonukleer |6kositler, makrofajlar, eosinofiller, lenfositler gibi immuin

hicreler
3. Cok sayida biyokimyasal faktorler.

Bagirsak gecirgenligi yenidoganda ve Ozellikle prematire bebekte bozulmustur
ve immunglobulinler, proteinler ve karbonhidratlarin sistemik dolasima ge¢mesine
izin verir (59). intestinal mukus, su, elektrolitler, miisin, glikoprotein, immunglobulinler
ve glikolipidlerden olusan kompleks bir jel'dir. Bakteriyel ve toksin invazyonuna karsi
koruyucu etkisi vardir. intestinal mukus gelismekte olan hayvanlarda ve belki de
prematir bebeklerde anormaldir (60). Bunlara ek olarak, epitelyumden invazyon
yapan organizmalarin iglevlerini baglanarak inaktive eden 6nemli bakteriostatik
proteinler salgilanir. ‘Human defensin’ ve ‘intestinal trefoil faktér gelisimsel surecte

duzenlenen ve NEK gelisiminde rol oynayabilecek olan proteinlerdir (61,62).

Konak savunmasina katkida bulunan bagisiklik sistemine ait faktorler
gelismekte olan hayvanlarda tam etkili degillerdir. Ornegin, intestinal intraepitelyal
lenfositler yenidoganlarda azalmistir (B ve T hiucreleri) ve erigkin dizeylerine
yasamin 3-4. haftasina kadar ulasmazlar (63). Yenidoganlarda tukrukteki sekretuar
immunglobulin A dizeyi belirgin olarak azalmistir ve bu durum bagirsaklardaki
azalmig aktiviteyi yansitir (64). Anne situ ile besleme anlamli bir destek saglar.
Mama ile beslenen yenidoganlarda bagirsak humoral immiunitesi bozulmustur ve bu
eksiklik bu populasyonda infeksiydz hastallk ve NEK sikhidinda artis olusturur.
Yenidogan mamalarina eklenen oligosakkaridler sekretuar IgA’'y1 arttirmakta ve
bagirsak florasini anne sitt ile beslenmis bebekler ile benzer hale getirmektedir. Bu

degisim bagirsak infeksiyonu ve yangi gelisimini etkilemektedir (65).
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Bircok kimyasal faktor bagirsak sagligi ve batinligia saglanmasina katkida
bulunmaktadir ve prematire bebeklerde birgogu baskilanmistir. Mukozal
homeostazda etkili kritik faktorler sunlardir:

1. Laktoferrin (66)

2. Glutamin (67)

Epidermal biyume faktori (EGF) (68) Heparin baglayici epidermal buylime
faktort (HB-EGF) (69)

Transforme edici biyume faktori (TGF) (70)

w

insulin-benzeri buyuime faktorii (IGF-1) (71)
Eritropoetin (72)

Gastrik asid (73)

Coklu doymamis yag asidleri (LCPUFA) (74)

© N o g &

Tam bu faktorler bagirsak maturasyonuna ve yangisal kaskadin
duzenlenmesine katkida bulunmaktadir. Bu karmasik sistem yenidoganda degisiklik
gOstermektedir.

Anne sutu ile beslenen infantlarda NEK sikligi daha az oldugundan ve anne
sutd bircok hastalik icin koruyucu oldugundan anne st icinde olan ve yenidogan
konak savunmasina katkida bulunan faktorler arastiriimistir. Anne sitiinde
immunglobulinler, l6kositler ve c¢ok sayida antibakteriyel maddeler vardir. Bu
maddeler (IgA/lgG, lbkositler, laktoferrin, LCPUFA, EGF, HB-EGF, eritropoetin,
platelet aktive edici faktor (PAF)-asetil hidrolaz) ile yapilan suplementasyonun NEK
riskini azalttig1 gosterilmistir (67-70). Akisu ve ark calismasinda (75) eritropoetin
uygulamasinin NEK’ten koruyucu etkisi oldugu gdsterilmistir.

2.3.6. Beslenme
2.3.6.1. Amniotik Sivinin Rolu

in utero insan fetusu giinde 100-200 mL/kg amniotik sivi yutmaktadir (76) ve
bu miktar orta ve gec¢ gestasyonda total enerji ve protein aliminin %15’ini karsilar
(77). Amniotik sivi aliminin fetal bagirsak gelisiminde roll vardir ve deneysel olarak
fetal Osafagusun baglanmasi hem vicud gelisiminde hem de ince bagirsak
bliyumesinde azalmaya yol acar (78). Amniotik sivida varolan yararli maddelerin
bircogu anne sutinde de bulunmaktadir ve bu maddelerin htcresel bliyume ve

cogalma, hicreden hicreye sinyal iletiminde varsayilan iglevleri vardir (79).
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Epidermal bilyime faktdrii ve insulin-benzeri bilyiime faktdri 1'in varligi amniotik
sivinin in utero doku ve enterosit buydmesini uyardigini goéstermektedir (80).
Amniotik sivi iginde yer alan bioaktif peptidler ve hormonlar fetal gastrointestinal
gelisim ve immunregulasyonda onemli rol alir (81). Amniotik sivi icinde bulunan
interlokin (IL)-10 ve TGF-B’nin potansiyel anti-inflamatuvar etkileri vardir (82,83).
Amniotik sivi prenatal biolojisi ile anne situnin postnatal biyolojisi arasinda
birbirlerini islevsel ve icerik acisindan tamamlayici kisimlar vardir. in utero amniotik
sivi alimi bagirsak dokusunu yuksek dizeyde kontrol edilen uterus icindeki
durumdan dogumdan sonra ortaya c¢ikan mikrobial ve gida maddeleri ile
karsilasmaya hazirlamaktadir. Prematire bebeklerde de amniotik sivinin bioaktif
Ozellikleri bagirsaklarin postnatal gelisimini olumlu y6nde etkilemektedir. Preterm
domuz NEK modelinde amniotik sivinin etkinliginin arastirildigi bir calismada domuz
amniotik sivisinin postnatal donemde verilmesi bakterial dansiteyi azaltmis ve
bagirsak yangisal yanitini olusturan genlerde degisik diizenlenmeyi uyarmigtir (84).
Bu calismada da gosterildigi gibi amniotik sivi yangisal yolaklarin baskilanmasi ve bir
miktar antimikrobial etki ile bagirsak lezyonlarinin olugsmasina karsi koruyucu etki
gostermektedir.

2.3.6.2. Enteral ve Parenteral Beslenme

NEK gelisen olgularin ¢cogunda enteral beslenme baslanmistir. Beslenmenin
hastaligin baslamasini nasil uyardigi belli degildir. Yayinlarda potansiyel
mekanizmalar olarak osmolar stres (85), toksik kisa zincirli yag asidlerinin yan trin

olarak sentezlenmesi (86), beslenme hacimlerinin hizl arttirimasi ile bagirsak
distansiyonu ve anormal vaskuler duzenlenmenin ortaya c¢ikmasi, bagirsak
hormonlar;, mediatérlerinin  aktivasyonu ve safra asid metabolizmasindaki
degisiklikler (87) ortaya atilmistir. Anne sitl bagirsak maturasyonunun
saglanmasinda formulaya goOre daha Ustindir. Formula ile birka¢ saat bile
beslenmenin zararli inflamatuvar reaksiyona yol actigi hayvan calismalarinda
gosterilmigtir.

Onceden yapilan calismalarda beslenme baslatiimasinin geciktirilmesinin NEK
sikhigini azalttigi belirtiise de yakin zamanda yapilan calismalarda bu gb6zlemler
desteklenmemistir. Erken hipokalorik beslenmenin gtvenli ve vyararli oldugu
gOsterilmistir (88). Bir calismada ilk 10 besleme gununde kiguk enteral besleme

hacimlerinin uzatiimis kullanimi, besleme hacimlerinin gtinlik 20 mi/kg/gtn arttirildigi
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grup ile karsilastinidiginda NEK insidansini azalttigi gosterilmistir (89). Besleme
hacimleri, beslemenin baglama ve ilerletime zamani, giclendirme stratejileri, PDA,
indometazin tedavisi ve umbilikal arter kateter varligi gibi durumlardaki yaklagimlar ile
ilgili ek bilgilere gereksinim vardir.

Enteral beslenme bagirsak biylumesinin énemli ve etkin bir uyaricisidir (90).
Dogumdan sonra prematire bebekler total parenteral beslenme ya da parenteral
beslenme yani sira kicuk miktarlarda enteral beslenmeye maruz kalmaktadir. Bu
kiguk miktarlardaki enteral beslenmeye ‘minimal enteral beslenme’ adi verilmektedir.
Bu girisimdeki klinik temel enteral beslenme intoleransina kargin makul oranda gida
alimi saglanmasi, metabolik ve hemodinamik stabilite saglanana kadar gastrointestinal
sistemin fazla yiklenmesinin 6nlenmesidir. Ancak total parenteral beslenmede
bagirsak blyumesi, vill6z yukseklik, mukozal kitle, protein kitlesi, hiicre cogalmasi ve
mukozal immnite indekslerinin hepsi anlamli oranda azalmaktadir (91). Mukozal yapi
ve immun yanittaki bu yetmezlikler neonatal morbidite ve mortalite artisina yol acan
artmis bagirsak permeabilitesi, bakterial translokasyon ve sepsiste artisa yol
acmaktadir (92). Total parenteral beslenmenin prematire bebeklerde artmis NEK riski
ile iligkili oldugu sonucuna varilamamigtir. Ancak total parenteral beslenme karaciger
yaglanmasi, kolestaz ve artmis yangisal yanita yol acmaktadir (93).

Ayrica total parenteral beslenme uygulanan olgularda glukagon benzeri peptid
2, peptid YY, IGF-1, gastrin, motilin, glukoz-bagiml insulinotropik polipeptid ve
vazoaktif intestinal peptid gibi gastrointestinal hormonlarin dizeyleri azalmaktadir
(94). Bu durum premattre bebeklerde bagirsak stazina neden olmakta ve bagirsak
stazi bakteri cogalmasi, bakteri translokasyonu ve sepsise katkida bulunmaktadir.
Parenteral beslenme déneminde kicik hacimlerde enteral gida veirlmesi motilite ve
islevleri olumlu etkilemektedir (95).

2.3.7. Bakterial Kolonizasyon ve Pro-inflamatuvar Y  anit

Bagirsaklarin steril oldugu in utero ortamda NEK ortaya ¢cikmamaktadir ve bu
durum patogenezde bakterilerin rol aldigini ortaya koymaktadir (Sekil 3). Gordon ve
ark (96) calismasinda virus ile iligkili NEK’in farkli bir hastalik oldugu 6ne surtlmustar.
Komensal ve patojenik bakteriler arasindaki istenmeyen denge NEK patogenezinde
onemlidir. Cok dusuk dogum agirlikh bebekler 6zellikle ‘disbiosis’ adi verilen bagirsak

mikroflorasinin istenmeyen kompozisyonuna yatkindirlar. Saglkl term anne situ ile
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beslenen bebeklerde in utero steril olan bagirsaklar maternal flora ve cevreden
edinilen organizmalar ile kolonize olur. iki hafta icinde Bifidobacteria ve fakiiltatif
anaeroblarin baskinhgi gorulir (97). Prematire bebeklerde nozokomial flora ve
yenidogan yogun bakim Unitesinde antibiyotiklere sik maruz kalma nedeni ile
anormal bagirsak bakteriyal kolonizasyon riski fazladir. Calismalarda cok dusuk
dogum agirhkh bebeklerde duedonumun anormal Enterobacteriaceae ile
kolonizasyonu gdosterilmistir  (98). Digkinin erken Clostridium perfiringes ile
kolonizasyonu sonradan NEK geligsimi ile iligkili bulunmustur (99). In vitro
calismalarda bu durumun immatir bagirsak epitelyal hiicresinde ortaya ¢ikan abartili
yangisal yanita bagli oldugu gésterilmistir (100,101).

Anormal Bakterival Kolonizasyon

|

Azalmig Komensal Bakteriler

L T

Azalmi Azalnug Azalmug ~ Azalg
ver i ; E sindirim anjiogenez anti-inflamatuvar
et lyed vetenegi aktivite

Sekil 3: Nekrotizan enterokolit olgularinda anormal bakteriyal kolonizasyon sonuclari

Distal bagirsak traktuslarinda miktar ve cesitlilik olarak zengin bakteri
kolonizasyonu iceren term bebeklerle karsilastirildiginda, preterm bebeklerde daha
az bakteri miktari ve ¢esitliligi bulunmaktadir (102, 103). NEK hastalarinda mikrobial

cesitliligin gestasyonel hafta uyumlu kontrollerden daha az oldugu goésterilmistir.

Bu populasyonda total bakterial ortam bagirsak hasari geligimini
etkileyebilmektedir (104). Bagirsak saghgini iyilestiren ve yangisal yanitlara karsi
koruyucu olan komensal organizmalar term yenidogan, cocuk ve erigkin floralarinda
yer almaktadir. Prematire bebeklerde Bifidobacteria spp ve Lactobacillus spp iceren
bu organizmalar florada sik goérilmemektedir. Sadece c¢ok distuk dogum agirlikli
bebeklerde gorulen bu bakterial flora 6zelliklerinin mama ile beslenme, bagirsak
iskemik stresi ve yetersiz konak mukozal immun yanit durumlarinda, pro-inflamatuvar

sinyalleri baslattigi distnulmektedir.
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Bakteri ve diger patojenler ‘human toll-like receptor (TLR) adi verilen 6zgul
kalip taniyan reseptorleri aktive ederek kompleks sinyalizasyon kaskadini
baglatabilmektedir (105,106). Escherichia coli gibi gram-negatif enterik bakterilerde
hicre duvar lipopolisakkaridi (LPS) yangisal ve immun hucreler tzerindeki 6zgil
TLR4 reseptdrini aktive etmekte ve bir seri sinyal iletimi olay! sonucu nukleer faktor
kapa B (NF-kB) nikleer translokasyonu olugmakta ve interlokin (IL)-1, IL-8, TNF, nitrit
oksid sentaz (INOS) ve fosfolipaz A, gibi proinflamatuvar genlerin transkripsiyonu
olusmaktadir. Bu mediatorlerin premattre bebeklerde arttigi gosterilmigtir ve sonucta
belirgin yangisal yanit olusturmaktadirlar (107,108,109). Normal kosullarda
proinflamatuvar aktivasyon mukozal ¢cevrede bakterial invazyona karsi koruyucudur.
Anti-inflamatuvar sinyalizasyonun yetersiz oldugu durumlarda gereginden fazla

yangisal yanit bagirsak inflamasyonuna ve nekrozuna yol acabilir.

Prematire bebedin bakteriye ait TLR aktivasyonu sonrasi dengeli anti-
inflamatuvar yanit olmadan pro-inflamatuvar sinyalizasyona daha yatkin oldugu ve bu
durumun NEK patogenezine katkida bulundugu teorik olarak dusunulmektedir.
inflamatuvar yaniti baskilayici yanitlar yetersiz oldugunda bagirsak mukozasinda
patolojik degisiklikler olugsmaktadir:

Epitelyal hiicrelerde artmis apoptoz

‘tight junction’ protein ve komplekslerinin bozulmasi
Artmis mukozal gecirgenlik (110)

Bakterial translokasyon (111)

Vaskuler tonus ve mikrosirkulasyondaki degisiklikler (112)

L S o

intestinal nekroza yol acan nétrofil infiltrasyonu ve birikimi

Ayni zamanda yenidogan anti-inflamatuvar yanitinda da spesifik degisiklikler
tanimlamistir:

1. Bakterial strese yanit olarak IL-8 sentezleme egilimi (113)

2. PAF-asetilhidroksilaz aktivitesinde eksiklik. PAF-asetilhidroksilaz enzimi etkili
bir fosfolipid mediatér olan PAF’In yikilmasini saglamaktadir. PAF mukozal
hasar baslatabilmektedir (114)

3. inhibitér protein IkB inhibisyonuna bagh bagirsak NF-kB aktivitesinde artis
(115)

Epitelyal hiicreler normalde mukozal ylizeyde TLR4 eksprese etmezken stres
altindaki yenidogan hayvanlarda ve NEK olan prematire bebeklerde epitelyal
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hicrelerin apikal ylzeylerinde TLR4 ekspresyonu artmaktadir (116,117). Bu bulgu
NEK gelisen yenidoganlarda gézlenen gicli ve normalin disindaki pro-inflamatuvar

yaniti agiklamaktadir.

2.3.8. immatiir Ba girsak Edinsel immiinitesi

immatiir bagirsakta prematiire bebegi bagirsak hasarina yatkin kilan bircok
potansiyel gelisimsel defektler vardir (Sekil 4). immatiir bagirsak hasara fazla
yangisal durum ile yanit vermekte ve bu NEK patogenezinde en onemli durum
olmaktadir. NEK patogenezinde rol alan yangisal mediatérler yukarida sozu edilen
PAF, tumor nekroz faktor ve interlokinlerdir (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18) (118).
Yangisal yanit koruyucu bir mekanizmadir. Potansiyel patojenlere kargi korunmada
yardimci olur ve hasar gérmus dokudaki ilk yaniti olusturur. Konak potansiyel tehlike
belirtilerine yanit olarak ¢ozinudr lokal mediatorlerin salinimini indtkler ve kemotaktik
ajanlar damar gecirgenligini arttirarak yangisal hicreleri toplar. Pro ve anti-
inflamatuvar dengesizlik bagirsak hasarina katkida bulunmaktadir. Bagirsaklarin
mikroorganizmalardan zengin ¢evresinde yangi onemli bir savunma mekanizmasidir.
Ortama gelen Iokositler, oksidanlar ve proteazlar salarak bagirsak bariyerinde
kollateral hasar olustururlar. Bu durumda patojenler ve non-patojenler duyarli olan
mukozaya ulasarak pro-inflamatuvar kaskadi daha da uyarir ve daha fazla doku
hasarina yol acarak bir kisir déngu olustururlar. Yetersiz yangisal yanit bakterilerin
fazla cogalmasina, sinyalizasyon yolaklarinin apoptoz ve bagirsak epitelyum htcre
olimiine yonelmesi ile bagirsak hasarina yol acar. immatir bagirsak hiicreleri
patojenik uyarilara kargi abartih yangisal yanit gostermektedir. Bagirsak hasari
patogenezinde ayrica yangisal yanitin immatir olmasi da yer alabilir. Azalmis
yangisal yanit bagirsaklari savunmasiz birakir ya da sinyalizasyon yolaklarini
programli hicre oOlumidne yonlendirir. Bagirsak epitelyal hicrelerindeki pro-
inflamatuvar yanitin baskilanmasi pro-apototik kaspaz yolaginin aktivasyonuna ve
sonucta hicrenin dlumune yol acar (119). Bagirsak hicrelerinde NF-kB aktivasyonu
olmayan farelerde gecici hipoksiye yanit olarak belirgin apoptoz yaniti gozlenmistir
(120). Yangisal yanitin gelisimsel olarak immattr olmasi bagirsak epitelinin apoptoza
olan yatkinhgini arttirmaktadir. Konak sagligi abartili proinflamatuvar aktivasyon
(doku hasarina ve klinik sekellere neden olan) ve yeterli olmayan yangi (mukozayi

savunmasiz birakan ve kendine hasar veren) arasindaki ince dengeye baglidir.
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Bagirsak epitelyal apoptozu NEK patogenezinde baslatici ya da gerekli bir basamak
olarak gorilmektedir. NEK olan infantlarda bagirsak villus kesitlerinde ¢ok fazla
epitelyal apoptoz izlenmistir (121). TLR4 aktivasyonu epitelyal apoptozu uyararak ve

bagirsak iyilesmesini azaltarak NEK’e neden olabilmektedir.

Immatiir bagirsak edinsel immiinitesi
Epitel hasari/apoptoza artmis yatkinlik
v

Bagirsak bariyer hasar1
y

y \

Firsatg1 infcksiyon Artmig

bagirsak hasari

\ Bagirsak /

bariyer

hasan

Sekil 4: immatir bagirsak edinsel immiinitesi

2.3.9. Genetik Yatkinhk

Epidemiyolojik calismalarda cinsiyet, irk, ikiz eslerine dayah olarak artmis
hastalik riski saptanmistir (122). Bu baglamda tek nikleotid polimorfizmler
degerlendiriimis ve NEK yatkinhgi saglayabilecek bircok yangisal genin polimorfizmi
bulunmustur (123). Bagirsak motilitesinin gelisimsel diizenlenmesi, sindirim, dolasim,
bariyer islev ve edinsel immun savunmalar ile ilgili calismalar NEK ile ilgili daha iyi
korunma ve tedavi stratejileri saglayacaktir. Diyet ve komensal bakterilerin bu
sureclerin matirasyonunu nasil etkiledigi bu hastaligi anlamamiza yardimci olacaktir.
NEK patogenezinde prematirite, immatir bagirsak islevlieri ve immattr bagirsak
savunma mekanizmalarinin rolleri olmasi bircok gen Grinindeki potansiyel
varyasyonlarin bu hastaliga yatkinlik olusturabilecegini gostermektedir ($ekil 5). Bu
varyasyonlar bir tek nukleotidi iceren varyasyon (tek ntkleotid polimorfizm) sonucu
ortaya cikabilir. immatur dolagim dizenlenmesi NEK patogenezinde rol almaktadir.
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Vaskiler endotelyal buyime faktori (VEGF) icin mutant allel agisindan tasiyici
durumunda olmak NEK i¢in bagimsiz risk faktoradur (124). Bir diger calismada
‘Carbamoyl phosphate synthehase 1 (CPS1) tek nukleotid polimorfizmi ¢aligiimigtir.

CPS1 ure siklusunda hiz belirleyici basamakta is géren enzimdir.

CPS1 ile nitrik oksid preklrsori olan L-Arginin Uretilir. Prematire bebekler
bagirsak yara iyilesmesinde rol alan arginin acgisindan genel olarak bir eksiklige
sahiptirler (125). Ayrica, arginin sentezi prematire bebeklerde ince bagirsak
islevlerine dayanir ve parenteral beslenme ile inhibe edilebilir (126). NEK olan
prematire bebeklerde plazma arginin derigsimi azalmistir (127). Arginin yetmezIigi
nitrik oksid yapimini sinirlayarak mukozal perfiizyonu ve buatinligu bozmaktadir ve
bu durum NEK yatkinligi olusturmaktadir. CPS1 genindeki mutant allel sayisi ile NEK

insidansi arasinda lineer iliski bulunmustur (128).

Genetik Varyasyonlar
Yangisal Renin-angiotensin
sinyalizasyon aktivasyonu
l CPS1
genetik
VEGE gonctit
varyasyonlari i
l l Arginin vetmezligi |
Anormal bagirsak | —— | Nekrotizan | <— Kotii bagirsak perfiizyonu
dolasun diizenlenmesi Enterokolit Kotii bagirsak iyilesmesi

Sekil 5: Nekrotizan enterokolit olgularinda genetik yatkinlik (CPS1: Carbamoyl
phosphate synthehase 1, VEGF: Vaskuler endotelyal biytme faktori)
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2.4. KLINIK BULGULAR

NEK klinik bulgu ve yakinmalari degigkendir. Erken donemde; karin
distansiyonu, kusma, artmis mide rezidisu, enteral besleme tupinden safra drenajt,
hematokezya, digkida gizli kan gorulir. Bu bulgularin cogu non spesifiktir, sepsis
tablosunda ileusa bagl olarak da gorilebilir. ilerleyen NEK olgularinda karinda
hassasiyet, karin duvarinda eritem, ekimoz ve veya ele gelen geniglemis barsak ansi
ortaya cikar. Siklikla non-spesifik olan, vicut isisinda instabilite, apne, bardikardi,
letarji, kotl perfizyon ya da hipotansiyon gibi sistemik bulgular bulunur. Bazi
hastalarda artmis solunum destegi ihtiyaci ve inotrop destedine ihtiyac gosteren

dolasim bulgular ortaya c¢ikabilir.

Laboratuvar bulgular da non spesifiktir. Yangisal yanit gosteren septik soktaki
hastalara benzer anormal I6kosit sayisi (I6kositoz veya l6kopeni), trombositopeni
(hizlh disus kot prognoz isaretidir), kapiller kacak, intravaskiler sivi azalmasi,
metabolik asidoz, hipoglisemi, hiperglisemi, elektolit bozuklugu, akut tubular nekroz,
solunum yetmezIigi, hipotansif sok ve 6lum ortaya cikabilir. Hastaligin tanisi ve
hastahigin  prognozu belirleyen biyokimyasal spesifik bir belirtec heniz

tanimlanamamistir.

Karin radyografisi NEK’ te 6énemli bulgular saglar. Erken evrede sepsistekine
benzer bulgular goérulir. Hava sivi seyiyesi, dilate barsak ansi ve barsak duvarinda

kalinlasma saptanabilir. NEK'teki tanisal radyografik bulgu pnématosis intestinalis’tir.

Bu bulgu Bell ve ark (129) tarafindan onerilen ve Walsh ve Kliegman
tarafindan (130) degistirilen evreleme sisteminde (Tablo 2) kullanilan kritik bir tani
Olcutudur. Pnomatosis, karbonhidrat substratinin bakterial metabolizmasi sonucu
olusan hidrojen gazinin barsak duvarinda birikimini goéstermektedir. Portal ven6z gaz,
pnomatosis intestinalis yoklugunda bile tanisal deger tasir ve kot pronozu gosterir
(131). NEK bagirsak perforasyonuna ilerlerse, pnémoperitoneum ortaya cikabilir.
Serbest hava en tipik olarak carpraz-masa lateral ya da sag lateral deklbitus
filmlerde izlenir. Bazen, serbest hava anteroposterior filmde santral periumbilikal
koleksiyon ‘football sign’ olarak gorilebilir. Pnématosis ve portal venéz havanin
ultrasonografik bulgularinin tecribeli goézlemci tarafindan izlenebilir olduklan ve
abdominal ultrasonografik goruntileme ile erken ve kesin tani saglanabilecegi
gosterilmistir (132,133).
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Tablo 2: Nekrotizan enterokolit icin modifiye Bell evrelemesi

Evre Sistemik Bulgular Ba g@irsak Radyolojik Tedavi
Bulgulari Bulgular
I. Supheli
A Sicaklik instabilitesi, Artmis pregavaj Normal ya da hafif NPO, 3 gun
apne, bradikardi rezidd, hafif karin  ileus antibiyotik
distansiyonu,
digkida gizli kan
B IA ile ayni IA ile ayni, ek IA ile ayni IA ile ayni
olarak digkida
makroskopik kan
[l.Kesin
A.Hafif hasta IA ile ayni l'ile ayni ek olarak ileus, intestinal NPO, 7-10 giin
bagirsak sesleri pnématozis antibiyotik
yoklugu, karin
hassasiyeti
B.Orta hasta IA ile ayni ek olarak I ile ayni ek olarak 1A ile ayni ek NPO, 14 gin
hafif metabolik bagirsak sesleri olarak portal antibiyotik
asidoz, hafif yoklugu, vende gaz, assit
trombositopeni abdominal selltlit, ile birlikte ya da
sag alt kadranda  degil
kitle
ll.llerlemi s
A.Ciddi hasta 1B ile ayni ek olarak | ve Il ile ayni ek IIB ile ayni ek NPO, 14 giin
bagirsak hipotansiyon, olarak generalize  olarak kesin assit  antibiyotik, sivi
salim bradikardi, peritonit bulgulari,  varhgi resussitasyonu,
solunumsal asidoz, belirgin inotropik destek,
metabolik asidoz, hassasiyet ve ventilator terapisi,
dissemine karin distansiyonu parasentez
intravaskular
koagulasyon,
notropeni
B.Ciddi hasta IllIA ile ayni A ile ayni IIB ile ayni ek 1A ile ayni ek
bagirsak olarak olarak cerrahi
perfore pnémoperitoneum  girisim
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2.5. TIBBI TEDAVI

NEK tibbi tedavisinde agresif destek bakima odaklanilir. Cunkl higbir spesifik
girisimin hastalik ilerlemesini sinirladigi  gosterilememigtir. Baglangi¢c yonetimi,
intravendz sivi desteginin saglanmasi, enteral beslenmenin kesilmesi, bagirsak
iceriginin nazogastrik drenaj ile dekompresyonu, kultirlerin gonderilmesi ve genis
spektrumlu antibiyotik tedavisidir. Seri karin bakisi ve radyografik goruntilemede
yapiimahdir. Antibiyotik tedavisi; ampisilin/aminoglikosid, ampisilin-sefalosporin ya da
sik stafilokokkal kolonizasyonda vankomisin-aminoglikozid icerir. NEK olgularinin
sadece %20-%30’unda pozitif kan kultart (134) saptanmasina karsilik tedaviye steril
kan kdlturleri olsa bile 7-10 giin devam edilir. Ancak, bu yaklagimin yarari tam olarak

anlasilamamisgtir.

NEK, tGcuncl bosluga blyuk miktarda sivi kaybina neden olan yangisal stireg
oldugundan, tedavinin ilk 48-72 saatinde hacim destedi serbest olarak belirgin
intravaskuler hacim kaybi olmasa da saglanmalidir. Sivi ve albumin gibi hacim
genisleticilerin agresif kullanimlarina ek olarak dopamin gibi pressor ilaglarin kan
basinci ve periferal perfizyonun saglanmasi icin kullanimlari gerekebilir. NEK olan
bebeklerin  ¢cogunda abdominal distansiyon ve diafragmanin  yukariya
kompresyonuna bagl apne ya da solunum sikintisi gelisebilir ve solunum destegi
gerekebilir. Metabolik asidoz, hiperkalemi, trombositopeni, notropeni, hiper ya da
hipoglisemi, anemi ile birlikte dissemine intravaskiler koagulasyon gelisen bu kritik
hasta bebeklerde kan gazlar, tam kan sayimlari, elektrolitler, serum glukoz

duzeylerinin sik izlenmesi gereklidir.

2.6. CERRAHI TEDAVI

Optimal yenidogdan yogun bakimina kargin NEK hastalarinin %10-%30’unda
hastalik kotulesir (135,136). Hastaligin daha hafif formu olan hastalarin tgte birinde
tibbi tedavi ile hastalik dizelir ve hastalarin yaklasik %50’sinde cerrahi girisim gerekli
olmaktadir. Cerrahi icin en sik endikasyon pnémoperitoneum varhigidir. Hicbiri kesin

olmamakla birlikte diger cerrahi endikasyonlar sunlardir:
1. Agresif medikal tedaviye karsin klinik kétilesme

2. Seri radyografilerde sabit genislemis bagirsak ansinin varligi
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3. Parasentez ile peritonit ve gangrendz bagirsak saptanmasi

Cerrahinin amaglari nekrotik bagirsaklarin rezeke edilmesi, bagirsaklarin ve
serbest intraperitoneal havanin dekomprese edilmesi ve bagirsak uzunlugunun
mumkin oldugunca korunmasidir. Optimal tedaviye ragmen bebegin kliniginin kétiye
gitmesi, artan pnématosis, portal vendz gaz, cekilen seri karin filmlerinde dilate sabit
barsak ansi goérilmesi de cerrahi girisimi akla getirmelidir. Klinigi koéttye giden,
filmlerde perforasyon tanimlanamayan hastalarda parasentez yapilabilir.

Cerrahi girisim devam eden yanginin ve hastaligin ilerlemesini degistirmedigi
icin NEK olgularinda cerrahinin zamanlamasi, yarari ve cerrahi yaklasim sekili
tartismalidir. Perforasyon olan olgularda cerrahi igslem endikasyonu oldugunu ¢ogu
hekim kabul etmektedir. Ancak bu cerrahi girisimlerin yararlar ve etkinlikleri ¢ok
cahisilmamistir. Perkutan dren ile dekompresyon eksploratuar laparatomi kadar etkili
olabilir. Peritoneal dren solunum iglevlerini bozan karin icindeki gazin
dekompresyonunu saglamakta ve bu durumlarda dogal iyilesme icin zaman
saglamaktadir. Gozlemsel ileriye donik degerlendirme (137), rasgele dagihimli
calisma (138) ve uluslararasi rasgele dagilimh calismayi (139) iceren konu ile ilgili
bircok calismada peritoneal dren ve laparatomi arasinda mortalite, perfore olan NEK
olgularinda kisa-donem gastrointestinal iglevler, klinik bulgu ve yakinmalarin
kotulestigi NEK acilarindan fark saptanmamistir. Ayrica, bu calismalarda perkutan
dreni olan bircok hastada ek cerrahi eksplorasyon gerekli olmamistir. Gergekte,
cerrahi girisim hastalik sonuclarini degistirmemektedir. Ancak uzun dénem
komplikasyonlar acisindan (kisa bagirsak sendromu, yapisiklik icin reoperasyon,
norogelisimsel bozukluk) ileri caligmalara gereksinim vardir.

2.7. UZUN DONEM KOMPLIKASYONLAR

NEK olgularinin %70’den fazlasi sag kalsa da uzun donem gastrointestinal
komplikasyon olarak bagirsakta darlik ve kisa bagirsak sendromu ortaya ¢ikmaktadir.
Darlik, yangisal bagirsagin fibrotik iyilesmesi sonucu ortaya cikmaktadir. Tibbi ve
cerrahi hastaligi olan olgularin %10-%35’inde gorulmektedir (140). Darlik olan
hastalarda tipik olarak NEK hastaligi iyilestikten 2-3 hafta sonra yineleyen abdominal
distansiyon geligir ve bu tani ilk hastaliktan aylar ya da yillar sonra ortaya c¢ikabilir.
Cogu olgu tibbi olarak tedavi edilse de ciddi daralma durumunda cerrahi rezeksiyon
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gerekli olabilir. NEK sonrasi, cerrahi olsun ya da olmasin enteral beslenme ile normal
bliyumeye yetecek bagirsak kalmamasi durumuna ‘kisa bagirsak sendromu’ denir.
Yeterli bayume icin gerekli olan bagirsak uzunlugu tartismali olsa da bebeklerde 25-

40 cm saglam ince bagirsak gereklidir (141).

Prematire bebeklerde, NEK gelisimi sonrasi nérogelisimsel bozulma artmis
siklikta gorular. Bir seri gozlemsel calismada, etkilenen hastalarda serebral palsi
ve/veya mental retardasyon riski gestasyonel yas ve dogum agirligi uyumlu kontroller
ile kargilastinldiginda %57 daha yuksektir. Cerrahi geciren NEK olgularinda
norogelisimsel bozulma relatif riski 1.8 bulunmustur (142). Bu ciddi uzun dénem
komplikasyonun etyolojisi sistemik yangisal aktivasyon ve/veya enteral beslenmenin
olmamasina bagli beslenme eksikligini izleyen beyaz cevher hasari ile iligkilidir. NEK
sonrasi sag kalan olgularda koétl nérogelisimsel sonug riski yuksektir. Sepsis ve NEK
olan olgularda kétt gelisim, serebral palsi, gdrme ve duyma bozuklugu ve 18-22.
aylarda Bayley Infant Gelisim skalasina gore kotu skorlar bildirilmigtir. Cerrahi geciren
olgularda kotu nérogelisimsel sonug riski daha fazladir (143).

2.8. KORUYUCU STRATEJILER

NEK baglangici tipik olarak akut ve hastalik ilerlemesi hizli oldugundan tani
kesinlestikten sonra yapilan hicbir tedavi edici girisim etkili olmamaktadir. NEK
insidansini ve olgu 6lim oranini distirmede en etkili yontem preterm dogumlarin

azaltiimasidir. Tablo 3'de NEK’ten potansiyel koruyucu stratejiler gosterilmistir.

Tablo 3: Potansiyel nekrotizan enterokolitten koruyucu stratejiler

Genel uygulanan Ara stirmalarin devam etti gi

Anne sttu ile besleme Arginin suplementasyonu

Konservatif besleme IgA suplementasyonu

Trofik besleme Epidermal biytme faktorl
Eritropoetin

Antenatal steroidler
Oral antibiyotikler
Probiotik, prebiotik, postbiotik
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Hayvan ve insan calismalarinda NEK’in 6nlenmesi icin bircok yaklagim
denense de anne sutu ile beslenme disinda hicbir strateji standard uygulanir hale
gelmemistir. Yenidogan yogun bakim Unitelerinde preterm bebeklerin anne situ ile
beslenmesinin dramatik olarak artisina karsin genel NEK insidansinda bir azalma
gorualmemigtir.  Hayvan modellerinde anne siti ile besleme (144), IgA
suplementasyonu (145), antibiotik profilaksisi, steroidler (146), probiotikler (147,148),
¢coklu doymamis yag asidleri (149), PAF antagonistleri (150), PAF-asetilhidrolaz
(151), EGF (152), trefoil faktor (153), l6kosit kaybi (154), safra asid transport
inhibitorleri ve oksijen radikal tutuculari (155) ile calisiimistir. insan calismalarinda
IgA/IgG, steroidler, cokludoymamis yag asidleri, arginin (156), donor insan sutu va
antibiotikler ile koruma denemelerinde sinirli basari saglanmistir. Bu calismalarin
sorunlari kotl calisma tasarimi, kéti istatistik gic olarak karsimiza ¢cikmaktadir ve bu
yaklagimlar yenidogan yogun bakim Unitelerinde preterm bebekler icin rutin kullanim
alani bulamamislardir. Bir demir transport proteini olan laktoferrin ek anti-inflamatuvar
ve anti-mikrobial etkileri ile premattre bebeklerde ge¢ baslangicli sepsis ve NEK

insidansini azaltmaktadir.

Koruyucu stratejiler agsagidaki basliklar altinda incelenebilir:

A.Anne sutu ile besleme ve besleme stratejileri: Hem anne stiti ile besleme hem
de konservatif besleme stratejileri NEK insidansini azaltabilmektedir (157,158). Lucas
ve Cole (159) tarafindan 1990 yilinda yapilan genis, ileriye donik, ¢cok merkezli
calismada NEK mama ile beslenen bebeklerde sadece anne sitl ile beslenen
bebeklere gore 6-10 kat fazla bulunmustur. Bir miktar anne sitd almanin hig
almamaya gore koruyucu etkisinin oldugu gosterilmigtir. Donor insan siti ile besleme
mamayla beslemeye gére NEK riskini azaltmaktadir (160). Konservatif besleme
pratigi NEK'i azaltabilir ancak uzun sire agizdan besin verilmemesi bagirsak atrofisi
ve yangisal yanitin kotilesmesine yol acarak NEK’e yatkinlik olusturabilir. Diyet
bagirsak gelisiminde ve savunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Besleyici 6zelligi
olmayan ve diyet icinde bulunan EGF ve poliaminler gibi maddeler bagirsak
epitelyum biyumesini uyarmaktadir (161). Bazi besin maddeleri (glutamin, arginin,
omega-3 yag asidleri) pro-inflamatuvar aktivasyonu engellemekte ve bagirsak bariyer
iglevlerini, cogalmayi ve iyilesmesini arttirmaktadir (162). Cok dusuk dogum agirlikh

bebeklerde trofik beslemenin baslatiimasi dustnilebilir. Trofik besleme sindirim
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enzimlerinin aktivitesini arttirir, sindirim hormonlarinin sahinimini arttirir, bagirsak kan
akimini ve motiliteyi arttirir. Trofik beslenme verilen bebeklerde daha iyi beslenme
toleransi, daha iyi biytime, azalmig sepsis ve azalmis hastanede yatis sureleri ortaya
cikmaktadir. Erken trofik besleme ile NEK insidansi artmamaktadir (163, 164).

B.Amino asid suplementasyonu:  Arginin, nitrik oksid tretiminde nitrik oksid sentaz
icin tek substrattir. Nitrik oksid bagirsakta mukozal kan akiminin duzenlenmesi,
yangisal sinyalizasyon, bariyer islevleri ve yara yeri iyilesmesini iceren bircok yararl
islevlerde bulunmaktadir (165). Tek bir rasgele dagilimh calismada prematire
bebeklere oral arginin veriimesi calisiimigtir. Bu c¢alisma sonucunda arginin tim
evrelerdeki NEK insidansini anlamli olarak azaltmigtir (166). Glutamin enterositler
tarafindan tercih edilen besin maddesidir ve bagirsak hiicre cogalmasini ve bagirsak
bariyer butinligunt arttirmaktadir. Dusik glutamin dizeyleri NEK gelisimi ile iligkilidir
ve hayvan modellerinde oral glutamin verilmesinin bagirsak yangisal hasarini
azalttigr gosterilmistir (167). Ancak, genis c¢ok merkezli rasgele dagilimli bir
calismada enteral glutamin prematire bebeklerde NEK ve sepsis insidansini anlamli
olarak azaltmamistir (168). Akisu ve ark (169) yaptiklari deneysel NEK calismasinda,
NEK olusturulmasi 6ncesi oral olarak L-glutamin verilen yavru farelerde, L-glutamin
verilmeyenlere gore intestinal hasarin belirgin oranda azaldigini géstermislerdir. Bu
calisma ile L-glutaminin deneysel NEK’ de koruyucu etkisinin oldugunu ve bu etkinin

inflamatuvar mediyatoérlerin aktivitelerini dnleyerek yaptigini ileri sirmuslerdir.

C.immunglobulinler: immunglobulinler anne  sitiinin  NEK’ten  koruyucu
olmasindaki etkili olasI faktérlerden birisidir. Yenidoganlarda genel olarak
immunglobulin  duzeyleri ve 0zellikle sekretuar IgA dizeyi dusuktar. Oral
immunglobulin veriimesi NEK’ten korunmada etkisiz kalmistir (170). intravensz
immunglobulin uygulanmasi da NEK, sepsis ya da mortalitede anlamli azalma

gostermemistir (171).

D. Epidermal buyime faktorii:  Gastorintestinal salgilarin énemli bir bileseni olan
epidermal buyume faktori anne sutinde bulunan koruyucu faktorlerden birisidir.

Epidermal blyume faktdri ayni zamanda amniotik sivida bulunmaktadir ve hicre
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cogalmasi, migrasyon, sagkalim ve hasar sirasindaki mukozal onarimi arttirici rol
oynamaktadir (172). Hayvan calismalarinda epidermal buylime faktori verilmesinin
NEK siddetini azalttigi gosterilmigtir (152).

E.Eritropoetin:  Eritropoetin anne sutinde ve amniotik sivida bulunan, bagirsak
gelisimi, hiicre migrasyonu ve bagirsak onariminda rol alan bir maddedir. Eritropoetin

eritrosit Uretiminin diizenlenmesinden sorumlu bir glikoproteindir.

Eritropoetin reseptdrleri bagirsakta bulunmaktadir. Amniotik sivi ve anne sitl
yolu ile prenatal ve postnatal dénemde eritropoetin ile temas olugsmaktadir.
Eritropoetin hiicre migrasyonunu arttirmakta ve hasara ugramis hicrelerde koruyucu
etkiler olusturmaktadir. Ledbetter ve ark (72) 500 g ile 1250 g arasi bebeklerde anemi
icin verilen rekombinant eritropoetin’in ayni zamanda NEK icin de koruyucu oldugu
hipotezini kurmuslardir. Geriye donuk kohort analizde rekombinant eritropoetin alan
bebeklerde 12/266 (%4.6), rekombinant eritropoetin almayan bebeklerde 24/233
(%10.8) NEK saptamiglardir.

F.Glukokortikoidler:  Klinik calismalarda antenatal uygulanan glukokortikoidlerin
NEK insidansini azalttigi gosterilmistir (173). Postnatal <96 saat, 7-14 gun ve 3
haftadan sonra yapilan glukokortikoidlerin NEK insidansina etkisi yoktur
(174,175,176).

G.Oral antibiyotikler: NEK patogenezinde patojenik bakteriler ve degismis
bakteriyal kolonizasyon etkili oldugundan oral antibiyotiklerin yeri arastiriimistir. Oral
antibiyotikler NEK insidansini azaltir (4). Ancak, bakteriyal antibiyotik direncine bagli
potansiyel kot sonuclar endigesi ile yenidogan yogun bakim birimlerinde profilaktik

kullanimlari uygulanmamaktadir.

H.Probiotik, prebiotik ve postbiotikler: Probiotikler alindiklarinda basit
nutrisyondan daha fazla yarar saglayan canli mikroorganizmalar olarak
tanimlanmaktadir ~ (177). Yenidogan klinik calismalarinda  Lactobacillus,

Bifidiobacterium ve Streptococcus turleri calisilmistir (178,179). Prematire
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bebeklerde gastorintestinal kolonizasyon tam olmamaktadir ve Bifidiobacteria ve
Lactobacillus tirleri G¢ haftaya kadar kolonize olamamaktadirlar (180). Probiotikler
kolonizasyon paternini normale dondurerek ve bagirsak islevlerini direkt olarak
iyilestirerek bagirsak savunmasini arttirirlar. Probiotikler mukozal IgA sekresyonu,
yangl, epitelyal hicre cogalmasi, apoptoz ve bagirsak gecirgenligini iceren bircok
bagirsak savunma mekanizmasini duzenlemektedir (181). Probiotik
suplementasyonu c¢ok disuk dogum agirlikh infantlarda NEK’'ten korunmada
kullaniimaktadir (182). Cok dusuk dogum agirlikli infantlarda probiotik kolonizasyonu
anormaldir ve bir¢cok biyolojik mekanizma ile pro-enflammatuar sinyallerde ve
hastalikta rol almaktadir (183). NEK'ten korunmada probiotik profilaksisinin etkili
olduguna dair bircok calisma yapilmistir. Akisi ve ark (184) yaptiklari deneysel
calismada yavru farelere oral olarak probiyotik bir ajan olan Saccharomyces boulardii
vermigler, kontrol grubuna gére bu farelerde bagirsak hasarinin daha az olustugunu,
bagirsak hasarinda major rol oynayan PAF dizeylerinin daha dusuk oldugunu
saptamiglardir. Ancak optimal kombinasyon ve doz belli degildir. Bazi durumlarda

probiotik suplementasyonu sepsise yol acabilmektedir.

Prebiotikler diyete ek olarak verilen, sindirilemeyen karbonhidrat ya da
musinlerdir. Prebiotikler yararli komensal bakterilerin gogalmasini uyararak bagirsak
saghgini iyilestirmektedir (185). Prematire bebeklerde prebiotik iceren mamalar
(%90 kisa zincirli galakto-oligosakkarid, %10 uzun zincirli frukto-oligosakkarid) digki
kolonizasyon paternlerini Bifidiobacterium blUytmesini arttirarak ve patojenlerin

blyumesini azaltarak saglamaktadir (186).

Postbiotikler komensal bakteriler tarafindan tretilen metabolitlerdir ve biyolojik
olarak etki gosterirler. En sik calisilan kisa zincirli yag asidi olan butirik asid’dir.
Batirik asid kolonik enterositler icin major enerji kaynagidir. Bagirsak blyume ve
diferansiasyonunda duzenleyici rol oynamaktadir (187). Blitirik asid’in yenidoganlar

tzerine olan etkisi ile ilgili calisma bulunmamaktadir.

|.Gastrik asid supresyonu: Prematire bebeklerde gastrik asid supresyonunda H,-
bloker kullanilmasi NEK ve nazokomial infeksiyon riskinde artisa neden olmaktadir
(188). Gastrik asid, NEK’e yol acan infeksiyoz ve yangisal kaskadlarin énlenmesinde
rol alabilir. Ha-blokerlerin kullaniminda bu nedenle dikkatli karar verilmelidir (189).
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2.9. NEKROTIZAN ENTEROKOLIT VE OKSIDAN HASAR

2.9.1 Oksidan Hasar: iskemik zedelenme sonrasi reperfiizyon ve reoksijenizasyon
ile ortamda serbest oksijen radikalleri ortaya c¢ikar. Hidrojen peroksit (H20,),
stiperoksit (O) ve hidroksil anyonu (OH’) en 6nemli ve hasardan sorumlu serbest
oksijen radikalleri olarak bilinirler. Bu serbest oksijen radikalleri lokal hasar gelisimi ve
sistemik bulgulardan sorumlu olabilir. Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu,
protein oksidasyonu, nétrofil aktivasyonu ve DNA hasari olusturarak hicre 6limune
(apoptosiz) neden olurlar (119). Prematurlerde herhangi bir nedenle olusan hipoksi-
reoksijenizasyon surecinde gelisebilecek olan bagirsak mukoza hasarlanmasindan
koruyucu olan antioksidan sistemler yetersizdir. Deneysel calismalarda serbest
oksijen radikallerinin olusumunu ya da etkisini 6nleyen maddeler verildiginde
bagirsak hasari ve NEK gelisiminin azaldigi saptanmistir.  Miller ve ark (190)
yaptiklari calismada deneysel superoksid dismutaz (SOD) uygulamasinin
gastrointestinal sistemdeki hasarlanmay! azalttigini, yine Cueva ve ark (191)
deneysel olarak SOD ve katalaz verdikleri hayvanlarda PAF ile iligkili NEK gelisiminin
azaldigini gostermiglerdir.  Hipoksi ve reoksijenizasyon sonrasi serbest oksijen
radikalleri yoluyla olusan lipid peroksidasyonu dokuda thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS), notrofil aktivitesi ise dokuda myelopereksidaz (MPO)
duzeylerinin olgcumi ile kantitatif olarak saptanabilir. Daha 6nceki calismalarda
hipoksi ve reoksijenizasyon ile gelistirilen deneysel NEK modelinde barsak
dokusunda TBARS ve MPO duzeylerinin kontrollere gére anlamli oranda arttigi

saptanmigtir (192).

2.9.2. Antioksidan Sistem: Normal kosullar altinda, reaktif oksijen trnleri Gretimi ile
hicreleri in vivo koruyan anti-oksidan savunma sistemleri arasinda ince bir denge
vardir. Hipoksi, reperfiizyon ya da yangiyi iceren yenidogani etkileyen birgcok durum
artmig reaktif oksijen urunlerinin ortaya c¢ikmasi ile iligkilidir. Ayni zamanda reaktif
oksijen drunleri yetersiz antioksidan savunma sistemleri sonucunda da ortaya
cikabilir. Antioksidan kapasite dogumda yetersiz olabilir. Cunki antioksidan
kapasitesindeki gelisimsel artislar (materno-fetal plasental gecis, endojen Uretim)
uterus disi yasama hazirlik olarak ilerleyen gestasyonel haftalarda ortaya cikar.
Ayrica, yenidoganlarda hiperoksi ya da oksidan strese kargi antioksidanlarin yapimini

arttirma yetenegi yetersizdir. Antioksidan enzimlerin induksiyonundaki yetersizlik
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yenidoganda oksijen radikal hastaliklarinin gelisimi riskini arttirir (193). Deneysel
hayvan akcigerlerinde ge¢ gestasyonel haftalarda antioksidan enzim SOD, katalaz ve
glutatyon peroksidaz geligsimi gosterilmistir (194). SOD’un bilinen tek iglevi ¢cok reaktif
olan superoksid radikallerini hidrojen peroksid ve suya cevirmektir. Ardindan katalaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon reduktaz hidrojen peroksidi suya cevirir. Tablo 4’te

reaktif oksijen urtnleri ve antioksidanlar gorilmektedir.

Tablo 4: Reaktif oksijen Urlnleri ve antioksidanlar

Radikal Sembol Antioksidan

Superoksid anyon Oy Superoksid dismutaz, trik asid, vitamin E
Tek oksijen '0, Beta-karoten, Urik asid, vitamine E
Hidrojen peroksid H.O, Katalaz, glutatyon, peroksidaz

Hidroksil radikali OH" Vitamin C ve E

Peroksid radikali LOO Vitamin C ve E

Hidroperoksil radikali  LOOH Glutatyon transferaz, glutatyon peroksidaz

Gebeligin ilerlemesi boyunca antioksidan enzim ekspresyonu bircok fetal
kompartmanda artar. SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon reduktaz
aktivitelerinin arttiyi insan fetal ve plasental dokularinda lipid peroksidasyonunun
azalmasi ile kanitlanmistir (195). Dogum ciddi bir oksidatif stres olusturmaktadir
(196). Prematir dogum antioksidan sistemlerindeki normal artis ve reaktif oksijen
drtinlerini  yakalayan glutatyon ve seruloplazmindeki artis olmadan ortaya
cikmaktadir. Ayni zamanda antioksidan savunma icin 6énemli besin maddelerinin
uteruplasental taginmasinda eksiklik vardir (197). MnSOD RNA spontan dogum
eylemi ve koryoamnionit varliginda fetal membranlarda indukte olmaktadir (198).
Erken dogum tehditinde antenatal kortikosteroidler akciger maturasyonunu arttirma
yaninda SOD, katalaz ve glutatyon-S transferaz aktivitesinde artis olusturmaktadir
(199) (Sekil 6 ). Bu durum preterm doguma bagl relatif antioksidan eksikligini telafi
eder.
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Peroksizom O

-Katalaz

\

Protein ¢arpraz baglanmasi
Ve fragmentasyonu

v /

Sekil 6: Serbest radikal olusumu, hicre hasari ve notralizasyonu (200) (SOD:

Superoksid dismutaz, NADPH: nikotinamid adenin dintkletoid fosfat)

Oksidatif stres tekrarlayan gebelik kaybi, preeklampsi, prematir membran
raptard, intrauterin bayime geriligi ve fetal 6lum gibi gebelige bagli durumlarda
neden olarak disunilmustur (201). in utero ortaya cikan stres faktorleri reakif
oksijen urunleri olusumuna ve doku hasarina neden olur. Proteine bagli olmayan
demir gibi oksidatif stres belirtegleri intrauterin reaktif oksijen trtnlerinin tretimlerinin
belirteci olarak kord kaninda bakilmistir. Bu belirtecler birgok postnatal hastalik sureci
gelisimi ile iligkili bulunmustur ve 6zellikle prematir bebeklerde in utero oksidatif
stresin 6nemli bir risk faktori oldugu ortaya konmustur (202). Enzimatik ya da non-
enzimatik antioksidanlarin suplementasyonu oksijen drtnlerinin fazla olusumuna
bagli hasari azaltmak acisindan 6zellikle bronkopulmoner displazi, premattre

retinopatisi, periventrikiler I6komalazi ve nekrotizan enteroklit hastaliklarinda
kullanilabilir. NEK etyolojisi multifaktoriyel olmasina karsin yangi ve reaktif oksijen
drtnlerinin dretimi 6énemli rol oynamaktadir. Koryoamnionit olan annelerden dogan

bebeklerde artmig NEK insidansi saptanmistir (203).
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Bu bulgu prematire bebekte prenatal enfeksiyon/yangrnin bagirsakta NEK
gelisimine yatkinlik yaratacagini ortaya koymustur. Yenidogan sican modelinde
yapilan bir ¢calismada, lipopolisakkarid verilmesi bagirsak hasarina artmis yatkinlik
olusturmustur. Bagirsak hasarindaki bu artig kismen iNOS tarafindan olugturulmakta
ve selektif INOS inhibitéri aminoguanidin tarafindan azaltiimaktadir (204). Hedef
olarak INOS ve iINOS’tan olusan nitrik oksidi hedef olarak se¢gme NEK 6nlenmesinde
tedavi edici bir yaklasim olabilir. Juvenil sican modellerinde tek basina ya da arginin
ile birlikte enteral glutamin’in oksidatif stresi azalttigi gosterilmigtir. Bu sadece
hipoksi-reoksijenizasyonda degil saglikli yenidogan sicanlarda da olugsmaktadir (205).

2.10. NEKROTIZAN ENTEROKOLIT VE INFLAMATUVAR S iITOKINLER

NEK patogenezinde bircok yangisal mediator rol almaktadir. Hipoksi ve
reperfiizyon ile gelisen bagirsak hasari sonucu cesitli yangisal mediatorler ortama
salinir. Hasarlanan epitelyal hicrelerden ve aktive notrofillerden salinan bu
mediyatorlerin baglicalari; PAF, TNF-a, NO, IL-6 dir. Yapilan bir cok calisma NEK de
bu sitokinlerin lokal ve sistemik olarak arttigi ve doku hasarinda primer rol oynadigi
saptanmigtir (206).

Tumor nekroz faktor alfa ile NEK arasinda iligki vardir. TNF-a ve
lipopolisakkaridlerin intraventz yolla birlikte verilmesi hayvan modellerinde sok ve ciddi
bagirsak nekrozuna yol acmaktadir ve TNF-a verilmesi NEK patogenezinde énemli rol
oynayan PAF Uretimine yol agmaktadir (207). NEK gelisen yenidoganlarda plazma TNF-
a dizeyi kontrollere gore anlamli yiksek bulunmustur (208). TNF-a Uretimini inhibe eden
pentoksifilin yenidogan sican modelinde intraperitoneal enjeksiyon ile NEK insidansini
azaltmigtir (209) ve erigkin sican iskemi-reperfizyon modelinde bagirsak hasarini
azaltmistir (210). Iki ayri calismada intraperitoneal TNF-a antikoru kullanilarak
yenidogan sicanlarda NEK siddetinde azalma bildirmiglerdir (211,212).

Ren ve ark (213) calismasinda evre Il NEK olgulari, imperfore anus ve saglikli
kontroller ile karsilastiriimistir. NEK olgularinda makrofaj migrasyon inhibitor faktor
(MIF), IL-6 ve IL-8 anlamli olarak yukselmis bulunmustur. MIF, IL-6 ve IL-8 Uretimini
uyarmaktadir. Nanthakumar ve ark (214) in vitro ¢calismasinda fetal bagirsak hucreleri
lipopolisakkarid ve IL-1B8'ya matir enterositler ile karsilastirildiginda ¢ok fazla IL-8
dretimi ile yanit vermektedir. Edelson ve ark (215) calismasinda evre IlI NEK
olgularinda IL-8 dizeyinin yaninda anti-ifflamatuvar olan IL-10 ve IL-1ra
duzeylerininde arttigl saptanmistir.
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2.11. NEKROTIZAN ENTEROKOLIT VE TOLL-LIKE RESEPTOR (TLR)

TLR mikroorganizmalar Uzerinde bulunan ve yapisal olarak korunmus olan
molekiilleri taniyan reseptérleridir. lyi karakterize edilmis 10 tzerinde TLR vardir ve
ozel ligandlara karsi anlaml spesifiteleri bulunmaktadir. Ornegin gram negatif bakteri
hicre duvarinda bulunan lipopolisakkarid TLR4 icin ana liganddir. TLR aktivasyonu
sonrasi kompleks sinyal iletim kaskadi ortaya cikar ve NFkB translokasyonu ile
sonuclanir. NFkB nikleus icin proinflamatuvar transkripsiyon faktéridir ve yangisal
sitokinlerin salinimina yol acar (216). TLR bir¢cok hiicre serisinde bulunmasina karsin
ekspresyonlari dokuya gore degisir. Yangisal htcreler tipik olarak bu reseptorleri
yiksek dizeyde eksprese ederler. Bagirsak epitelyum hicreleri TLR4 ve TLR2
reseptorlerini disik dizeyde eksprese ederler ve bu ylzden komensal bakterilere
kars! yanitsizlik vardir (217,218). Bagirsak lumeninde epitelyal hiicreler surrekli olarak
bakterial Urinlere maruz kalmalarina karsin TLR reseptorleri downregulasyonuna
bagli yangisal olay sinirlidir (219). TLR reseptorlerinin bu igleyisi gelisimsel olarak
duzenlenmektedir ve bu iglevde ortaya cikan aksamalar yangisal yanit ve NEK
olusturabilir. Fetal bagirsak hucrelerinin lipopolisakkaridlere yanit verdigi ancak bu
yanitin dogum sonrasi ortadan kalktigi gosterilmistir (220).

Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda TLR’nin NEK patofizyolojisinde énemli rol
oynadigi bulunmustur. Hayvan modellerinde yapilan calismalarda anne suta ile
beslenen hayvanlarda bagirsak epitelinde TLR4 ekspresyonunun gecici olarak
azaldigi ve mama ile beslenen ve asfiksi stresi uygulanan hayvanlarda TLR4
ekspresyonunun arttigl bulunmustur. Bu anormal TRL4 artis1 iINOS dizeylerinde artis
olusturmaktadir (116). Bir diger calismada TLR4 ekspresyonundaki bozulmanin
enterosit apoptozunu arttirdigi ve bagirsak epitelinin onarim kapasitesini azalttigi
gosterilmistir (117).

2.12. NEKROTIZAN ENTEROKOLIT VE POLI(ADP-RIBOZ) POLIMERAZ (PARP)

Oksidatif DNA hasari olustuktan sonra poli(ADP-riboz) polimeraz-1 (PRAP-1)
enzimi DNA onarimini kolaylastirmaktadir. Bu enzim nikotinamid adenin dinukletoid
(NAD+)'y1 substrat olarak kullanarak c¢ok sayida ADP-riboz (PAR) unitelerini
kendisine ve diger akseptor proteinlere baglar (221, 222). Bu c¢ok sayida PAR
Unitesinin eklenmesi akseptor proteinlerin DNA onarimini etkileyen énemli hicresel
yanitlari etkilemesine yol acar (223).
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Ancak ciddi hiucresel oksidatif stres ve DNA hasari varliginda PARP-1 fazla

aktivasyonu ortaya cikabilir. Bu durumda iki olasi mekanizma ile hiicre 6lumu ortaya

cikar:

1.

Ciddi PARP-1 aktivasyonu hicredeki NAD+/ATP tukenmesine yol
metabolik yolla hiicre 6limine neden olur (224). Kriptlerde cogalan enterositle ya

acarak

da villusta apoptoza giden hucreler gibi zaten NAD+ diizeyi az olan hicreler bu
hasara daha c¢ok yatkindirlar (225).

Yeterli hicre enerji deposu olmasi durumunda artmis PARP-1 aktivasyonu
apoptoza mitokondride yer alan apoptotik uyarici faktor (AlIF) ya da kaspaz-
bagimli mekanizmalar ile yol acar (226). Yapilan calismalarda sican NEK
modellerinde PARP-1 ekspresyonunun arttigi ve PARP-1 inhibit6rlerinin hasari
azalttig1 gosterilmigtir.

2.13. NEKROTIiZAN ENTEROKOL iT VE APOPTOZ

2.13.1. Apoptoz:

Yasamakta olan htcreler iki farkli mekanizma ile olurler. Bu

mekanizmalar nekroz ve apoptozdur. Nekroz; travma, agsiri i1s1 degisiklikleri, toksinler

gibi hicre digindan gelen cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen

travmatik hicre 6lumudir. Apoptoz ise organizmanin gereksinim duymadigi, biyolojik

gorevini tamamlamis veya hasarlanmis hucrelerin zararsiz bir sekilde ortadan

kaldiriimasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre dlumuddr.

Nekroz ve apoptoz biribirinden ayirt edilmelidir (227). (Tablo 5).

Tablo 5: Apoptoz ve nekrozun kargilastiriimasi

Apoptoz Nekroz
Hucre Blzusgur Siser
DNA interniikleozomal yariima Degradasyon
Kromatin Duzgin bir sekilde yogunlasma Anormal ¢okme
Cekirdek Kromatin kenarda toplanir Piknoz (kacguldr)

Membran devamlili gi

Lizozomlar

Mitokondri

Yangisal de gisiklikler
Patern

Hicre hacmi
Hucre parcalanmasi

Son zamana kadar korunur

Zarda kabarciklar vardir
Saglamdir

ince yapisi normal

Yok

Tek tek hicreler etkilenir

Azalr
Apopitotik cisimcikler var

Erken donemde bozulur

Bozulur

Siser, Ca*?iceri girer
Var

Hucreler grup halinde
etkilenir

Erkenden artar
Hucre eriyip yok olur
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Apopitotik hiicre 6lumunin asamalari hiicre icinden veya disindan gelen
sinyallerle baslatilan ve birbirini izleyen olaylar zinciri olarak devam eder. Sonucta

hicrenin fagositozu ile sona erer. Bu agamalar:

1. Apoptozun baslatiimasi

2. Hucre ici proteazlarin (kaspazlar) aktivasyonu

3. Hucrede cesitli morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler olusmasi
4. Fagositoz olarak sayilabilir (228) (Sekil 7).

Apoptoz sirasinda hiicre ici ve digindan gelen sinyallerle hiicre iginde bulunan
bir grup proteaz aktive olur. Bu proteazlara kaspaz (caspase = cystein containg
aspartate specific proteases) denir. insan vucundunda 10'dan fazla kaspaz
saptanmigtir. Saglikli hticrelerde kaspazlar enzimatik olarak inaktiftir ve aktif forma
gore daha uzun polipeptid zincir olarak bulunurlar. Olum reseptorleri adaptor
proteinler araciligi ile i¢ sinyaller ise mitokondri aracihidi ile baglatici kaspazlari aktive
ederler. i¢ sinyallerle olusan apoptozda mitokondri énemli rol oynamaktadir. Sinyaller
dig mitokondri zarinda gegirgenlik artisina neden olurlar. Bunlarin en énemlisi bcl-2
grubu proteinlerdir (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, BAX, BAK, Bcl-xS gibi). Bunlardan bir kismi

antiapopitotik, bir kismi ise proapopitotiktir.

Kaspazlarin en 6nemlilerinden biri olan kaspaz-3, apoptozda merkezi rol
oynar. Pek ¢cok caligmada aktive kaspaz-3 diizeyinin tayini apoptoz gostergesi olarak
kullanilimaktadir (229). Daha onceki calismalar bobrek ve santal sinir sisteminde
hipoksi reoksijenasyon (H/R) ile uyarilmis hasarda apoptozisin temel hiicre 6lim
mekanizmasi oldugu, H/R oncesi verilen spesifik kaspaz inhibitorleri ile apoptozun
Onlenebildigi gosterilmistir (230).

Sinyal APOPTOZIiS
l PROGRAMLANMIS HUCRE OLUMU
r Kaspaz Aktivasyonu vl ...
l l s “’@ Nult::;?slzon:::zrg:yon
2 5o % . . . . . . K‘ieo ’/J
Endoniikleaz aktivitesi  Hiicre iskeletinde Hucre yuzeyinde ¢ 8
lle DNA kiriklar degisiklikler degisiklikler )

e, B b d
Apoptotik cisim L
'v Apoptotik @ Formasyonu -7
cisimlerin -~ " = ‘
L, b ::Iﬁlrl:masu ) = 1 Niikleer Dagllma !
fagosnoz ) Membranel sismenin

devami

Sekil 7: Hucre ici ve disindan gelen sinyallerle baglayan apoptoz agamalari ve hiicre
icinde meydana gelen degisiklikler
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2.13.2. Apoptoz ve Ba girsak Sistemi

Apoptoz insan vucudunda gastrointestinal sisteminin de icinde oldugu birgok
dokuda meydana gelir. iskemi ile birlikte reperfiizyona ugrayan dokularda hiicre
olima nekroz ve apoptoz ile olur. Daha oOnceki yillarda hicre 6liminin sadece
nekroz yoluyla oldugu bilinirdi. Son 20 yilda apoptoz hakkindaki bilgilerin hizla
artmasl sonucu apoptozun da hasarlanmis hicre 6liuminde temel yollardan biri
oldugu anlasiimistir. Calismalarda iskemi ve/veya H/R sonrasi beyin (231), kalp (232)
ve karacigerde (233) temel hicre hasarlanmasi mekanizmasinin apoptoz oldugu
anlagilmistir. iskemi-reperfiizyon iligkili apoptozun sadece bu organlarda olmadigi
gastrointestinal sistemi de icini alan bircok dokuda meydana geldigi gosterilmigtir
(234-237).

Hipoksi ve reperfuzyon ile iligkili bagirsak hasarinda apoptozun gelisim
basamaklari tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan calismalarda bagirsak
sisteminde programlanmis hicre olumidndn serbest oksijen radikalleri ve aktive
Iokositlerle basladigl, antioksidan maddeler ve l6kositlerin aktivitesini dnleyen
sitokinlerin verilmesi ile apoptozun belirgin oranda azaldigi gosterilmistir. Noda ve ark
(234) ve Kojima ve ark (235) yaptiklari calismalarda sicanlarda olusturulan deneysel
bagirsak iskemisi ile bagirsakta apoptozun arttigini géstermislerdir. Kojima ve ark
(238) (yaptiklari baska bir calismada) antioksidan maddeler olan nebamipide ve
dimetilsulfoksit uygulanan farelerde olusturulan iskemi sonrasi apoitozun belirgin
oranda azaldigini ortaya koymuslardir. Lékositlerin aktivitesini 6nleyen IL-11 ile 6n
tedavi yapilan farelerde bagirsak sisteminde apoptoz ve nekrozun azaldigi

gosterilmistir (239).

2.13.3. Apoptozun TUNEL Yontemi ile Gosterilmesi:

Apopitotik hticreleri saptamada kullanilan histolojik yontemlerin ¢cogu hicre
cekirdegi duzeyinde olusan morfolojik degisiklikleri esas alir. TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling) ise morfolojik
degisiklikler gortunar hale gelmeden énce olusan DNA kiriklarini gosterebilir. TUNEL,
cekirdekteki DNA kiriklarini direkt ve spesifik isaretleyen bir yontemdir. Bu teknik in
situ olarak DNA kiriklarinin gekirdekte isaretlenmesidir.
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Terminal deoksinetkleotidil transferazin (Tdt) DNA’'nin polideoksinukleotid
polimerlerinin sentezi ile olusan 3'OH ucuna spesifik baglanmasi esasina dayanir.
TUNEL sadece programlanmig hicre 6lumunin in situ tanisinda kullanigh bir yontem
olarak kalmaz, bu yontem hicre topluluklarinda sirecin miktarini 6lcmede ve

sayisallastirmada da ise yarar (240).

2.14. NEKROTIZAN ENTEROKOLIT VE NOTROFIL

inflamasyon NEK olgularindan elde edilen bagirsak materyallerinde gésterilen
major histolojik 6zelliktir ve bagirsak materyallerinin %78’inde notrofil infiltrasyonunun
baskin oldugu akut inflamasyon bulunmaktadir. inflamatuvar yanitin olusumu doku
hasari ve bagirsakta ortaya ¢ikan bakteri cogalmasina karsi uygun bir yanittir, ancak
bu inflamasyon sonucu ortaya c¢ikan mediatérler NEK patogenezinde 6nemli rol
almaktadir. Aktive notrofiller elastaz, gelatinaz, kollegenazi iceren bircok proteolitik
enzim ve reaktif oksijen drtnleri salmaktadir. Bu Urlnler nétrofillerin transepitelyal
migrasyonunu ve bakteri 6ldirmesini saglamaktadir. Bu olay fazla miktarda konak
doku hasarina yol acabilir ve bagirsaktaki notrofil infiltrasyonu NEK'te ortaya c¢ikan
doku hasarina katkida bulunabilir (241). Bu durum deneysel modelde ndétropenik

sicanlarda bagirsak hasarinin azalmasi ile gosterilmistir (242).

2.15. NEKROTIZAN ENTEROKOLIT VE KITOTRIOZIDAZ

Kitin, (b-1,4 bagl N-asetilglukozamin polimeri) diinyada selilozdan sonra en
fazla bulunan polisakkariddir. Kitin, birgok canli tiriinin kabugunda (birgok fungusun
hiicre duvarinda, parazitik nematodlarin mikrofilariyal kabugunda), bircok bocegin

sindirim kanalinin duvarinda yapisal eleman olarak bulunur (243).

insan viicudunda yapisal eleman olarak kitin bulunmaz ve kitini sentez veya
metabolize ettigine dair herhangi bir bilgimiz yoktur (244). Dogal olarak kitinaz
enziminin de bulunmamasi beklenirse de ilging olarak insan genomunda kitinaz ve
benzeri proteinleri kodlayan GH18 ailesine ait 8 adet gen bulunmustur. ik kez,
1994'de Hollak ve arkadaglari (245) yakinmasi olan Gaucher hastalarinin
plazmalarinda asiri artmis (100-1000 kat) kitinaz aktivitesi saptamislar ve bu kitinaza,
sentetik substrat kitotrioz'a da etki etmesi nedeniyle “kitotriozidaz” adini vermislerdir.
insanlardaki GH18 ailesindeki 8 proteinden 3 tanesinin enzim aktivitesi (kitinaz)
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vardir. Bunlar a-) aktiflenmis makrofajlarda depolanan ve sekrete edilen ve
fungostatik etkisi oldugu belirlenen kitotriozidaz, b-) daha ¢ok gastrointestinal kanal
ve akcigerlerde eksprese olan ve dogal immunite ve besinlerin sindiriminde rol aldigi
ileri strtlen asidik memeli kitinaz (AMCase) c-) kitin yaninda asparajinle baglanmis
glikoproteinlerin  lizozomal yikiminda rol alan di-N-asetilkitobiaz. Kitotriozidaz

ozellikleri ilk tanimlanan memeli kitinazdir.

Kitotriozidaz aktivitesi karaciger, bobrekler, dalak, akcigerler ve kemik iliginde
saptanmigsa da baslica makrofajlar tarafindan cesitli uyaranlara (prolaktin, TNF-q,
gama-interferon, lipopolisakkarit gibi) cevaben asiri kitotriozidaz sentez ve salinimi
olmaktadir (246). Kitotriozidaz monositlerde yoktur fakat mattr insan makrofajlarinda
eksprese olur. Saglikli bireylerin kaninda kitotriozidaz’'in ana kaynagi, lenfositler ve
monositler degil, insan polimorf ndveli nétrofil (PMN)’leridir. Enzim, bu hiicrelerde 50
kDa’'luk Kitotriozidaz formu halinde sentezlenir ve 6zel graniillerde depolanir. in vitro
sartlarda, granulosit makrofaj koloni stimule edici faktorin (GM-CSF) insan
PMN’lerinden kitotriozidaz salinimini arttirdigi saptanmistir. Bu, daha sonra GM-CSF
tatbik edilen saglkh bireylerin seri plazma 6rneklerinin analizi ile de dogrulanmistir.

GM-CSF makrofajlarda da, kitotriozidaz ekspresyonunu arttirir (247).

Kitotriozidaz enzimi inflamatuvar bir protein olarak dustnulebilir. Fakat tretimi,
hicre kultirinde uyarimdan en az 1 hafta sonra olur ve zamanla artar. Bu nedenle,
bir akut reaktif proteinden cok kronik bir inflamatuvar belirte¢ olarak kabul edilebilir
(248).

Madazli ve ark (249) pre-eklamptik gebelerde, kitotriozidaz aktivitesini maternal

ve kord serumunda, normallere gére anlamli olarak yiksek bulmuglardir.

Sekil 8'de genel olarak NEK patogenezi ve tedavisi gosterilmigtir.
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Perinatal hipoksi, infeksiyon Mama ile besleme
\ [/ (Antibiotikler, probiotikler)

Fokal mukozal hasar ve bakteri cogalmasi

\l, (Probiotikler)

Epitele fokal bakteri yapismasi
Bakterial Grtinlerin salinimi
(lipopolisakkarid)

PAF TNF

(PAF-AH, PAF an tagonistlem P4

Mukozal bariyerin lokal bozulmasi

v (NO)

Bakteriyal drtinlerin girisi
Notrofil aktivasyonu ve adezyonu I
inflamatuvar kaskad

S

gl PAF

AN

TNF

5

Proinflamatuvar sitokinler, NF-kB, C

/ aktivasyonu, lokotrien, vazokonstriktorler
/ \{NO, vazodilatatﬁrle&
NOS ¢ Reektif oksijen - - -
baskilanmasi aranleri € Iskemi/reperfiizyon

(antioksidanlar)

Fokal nekroz /
Cok miktarda bakterial Griniin girigi [ —————
A ¢ A
Sepsis ve sok

T Ciddi Nekrotizan Enterokolit T

Sekil 8: Nekrotizan enterokolit patogenez ve tedavisi (PAF: Platelet aktive edici
faktor, PAF-AH: PAF asetil hidroksilaz, TNF: timor nekroz faktér, NO: nitrik oksid)
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. DENEYSEL GEREC

Fare (15-20 gunluk, agirhklari 10-20 gr arasinda olan yavru Balb/c )
Deney kafesi (19x12x12 cm)

Hassas terazi (Precia XB-220A)

Serum Fizyolojik

Enjektdr, insulin enjektoru

Anestezik madde (Ketamin, Ksilazin-Rompun®, eter)

Oksijen tupu, karbonmonoksid tipu

Hava gecirmeyen Plexiglas chamber

11 nolu bistri, ekartor, forseps, klemp ve mikromakas

Giemza boyasi (% 5 lik mikroskopik boya soliisyonu)

O O O O O o o o o o o

Lam-Lamel (Menzel- Glose Polysine-25x 75x 1 mm & Surgipath
Precleaned Adhesive 00210 White, Unilab Lamel 24x 50 mm)
Eppendorf kapakli ttp

Kapakl cam tup

EDTA’ll hemogram tlpu

Granulosit Koloni Stimile Edici Faktér (G-CSF)-(Neupogen®/Filgrastim)
Siklofosfamid (Endoxan®)

O O O o o

3.2.DENEY HAYVANLARI

Bu deneysel calismada 15-20 gunlik ve agirliklari 10-20 gr arasinda olan
yavru Balb/c fareleri kullanildi. Hayvanlar Ege Universitesi Tip Fakiltesi Deney
Hayvanlari Merkezinden saglandi. Calisma stresince hayvanlar, kenarlari sert plastik
ve ustunde celik 1zgara bulunan deney grubuna gore isaretlenmis kafeslerde
(19x12x12 cm) tutuldu. Herbirinde 7 fare olacak sekilde yerlestirildi. Oda sicakhgdi 23-
24°C’de tutularak hayvanlarin normotermik olmalari saglandi. Tum hayvanlar
standart fare yemi (pellet yem, TARIS) ile beslendi. Yem ve su gunlik olarak
degistirildi.

Sunulan tez caligmalarinda kullanilan deney protokolleri Ege Universitesi Tip
Fakiltesi Hayvan Etik Kurulunca onaylanmis olup, deney hayvanlarinin maruz
birakildiklart tim iglemler Avrupa Birligi Konseyi Direktifleri (86/609/EEC) ile
uyumludur.
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3.3. DENEY GRUPLARI
Bu calismada 5 grup planlanmigtir (Sekil 9).

Grup 1: Kontrol grubu (7 fare yavrusu)

Grup 2: Klasik doz (10 mcg/kg) G-CSF (7 fare yavrusu)

Grup 3: Yuksek doz (100 mcg/kg) G-CSF (7 fare yavrusu)

Grup 4: Notropenik grup (7 fare yavrusu)

Grup 5: Tedavisiz NEK grubu (7 fare yavrusu)

N=35 i

| 10-20 gram fare |
\ yavrusu /

. (15-20 ginlik) .~

~ .
N=7 \ N=7 ., N=7 \ N=7 :
Grupl | [ Grup 2 [ Grup 3 || __G"”'”_
R iesen ) N kEeleseeay o Domopenik
_ . > - A

R

[ 2, 3, 4. gunler | |’ 2,3, 4. gunler
| 10mcglkg G-CSF | 100 mcg/kg G-CSF
\ / \
\\——// \\_—//
s giin hipoksi--w'“« & giin hipoksi- Y

Sekil 9: Calisma gruplarinin dagihmi
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3.4.DENEYSEL YONTEM
3.4.1.N6tropeni Modeli

Bu calismada no6tropeni modeli icin siklofosfamid kullanildi. Duguk doz

siklofosfamid (250mg/kg) protokolu uygulandi.

Bir gr siklofosfamid (Endoxan®) énce 50 cc c¢ozelti solusyonunda eritildi ve
ardindan 50 cc serum fizyolojik ile karigtirilarak 100 cc solusyonda 1 gr siklofosfamid
olmas! saglandi. ilacin hazirlanmasi ceker ocak altinda yapildi. NEK modeli
olusturmadan o©nce, 1. gun 150 mg/kg siklofosfamid ve 4. gin 100 mg/kg
siklofosfamid intraperitoneal olarak uygulandi. Fareler her uygulamadan &nce
tartilarak dozlar ayarlandi. NEK modeli olugturuldugu donemde sigan yavrularinin
noétropenik dénemde olmasi saglandi.

3.4.2.Noétrofili Modeli (Lokositoz)

Granulosit koloni stimile edici faktor, 18.8-kDa glikoproteindir. Spesifik
reseptorine (G-CSF-Rs) baglanarak nétrofil dretiminin - diizenlenmesinde rol
almaktadir. G-CSF spesifik reseptoriine baglanarak granulositik prekirsorlerin
apoptozunu inhibe etmekte, klonal proliferasyon ve diferansiasyonlarini

desteklemektedir.

NEK modeli olusturmadan once, 3 gun sire ile bir gruba 10 mcg/kg, diger
gruba 100 mcg/kg intraperitoneal olarak G-CSF uygulandi. NEK modeli olusturuldugu
donemde l6kosit ve notrofil sayilari belirlendi. Dusuk doz icin, 300mcg G-CSF
(Neupogen®/Filgrastim) 150 cc, yiiksek doz icin 300 mcg 15 cc serum fizyolojik ile
sulandirildi ve fareler her uygulamadan once tartilarak dozlari ayarlandi.

3.4.3.Lokosit ve Notrofil Dlizeyinin Saptanmasi

Olgulardan sakrifikasyon oncesinde intrakardiyak olarak alinan kan drnekleri
EDTA’ll tipe konuldu ve periferik yaymalar yapildi (Resim 1). Lokosit sayilari
cihazda sayildl. Perferik yayma Giemza boyasi ile boyanarak mikroskobi altinda

hicre dagihmi belirlendi.
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Resim 1: intrakardiak kan alinmasi islemi

3.4.4.Nekrotizan enterokolit modeli

Tedaviler sonrasi, hipoksi-reoksijenizasyon modeli ile uygulandi. Calismanin 5.
guninde yavru fareler hava gecirmeyen Plexiglas chamber igine yerlegtirildi. Hipoksi
icin yavrulara %100 karbondioksid 5 dakika sire ile uygulandi. Tum hayvanlarin bu
periyod sonunda siyanotik olduklari, gasping yaptiklari ve digkilamalarinin oldugu
gOzlendi. Hipoksi sonrasi yavru farelere 10 dakika sure ile %100 oksijen solutularak
reoksijenizasyon saglandi. Reoksijenizasyon sonrasi fareler tekrar kafeslerine alindi

ve hayvanlar H/R sonrasi 4. saatte servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi.

Yavru fareler sakrifiye edildikten hemen sonra karinlari acilarak intestinal
hasarlanma kanitlari degerlendirildi (Resim 2). Barsaklar diseke edilerek ayrildi ve
serum fizyolojikle yikandi. Eksize edilen barsak dokular 1-2 cm uzunlugunda
parcalar halinde histolojik calisma icin %4 formaldehit solusyonu iceren tluplere
konuldu. Fiksasyon icin +4C’de buzdolabinda 48 sa at bekletildikten sonra tampon

solusyonlara alindi.

Oksidan kapasite, sitokin, PARP, TLR4 vyanitinin degerlendirilmesi igin
bagirsak parcalari serum fizyolojikle yikandiktan sonra steril gazli bez icinde
kurulandi. Aliminyum folyo igine sarilarak, biyokimya laboratuvarinda -80°C’'de

saklandi.
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Resim 2: (A) Karin duvarina kesi yapilmasi, (B) karin duvari flebinin kaldiriimasi, (C)

karin duvar flebi ¢ikariimasi, (D) bagirsaklarin ¢ikariimasi

Histolojik inceme vyapilacak 6rnekler, fiksasyondan sonra parafin bloklara
gomulerek kesitler alindi. Histolojik preparatlar Hematoksilen-Eozin, PAS, Suden
Black, Mallory Azan ile boyanip 1gik mikroskobunda degerlendirildi. Histolojik olarak
IStk mikroskobu diuizeyinde gorilen hasar; yok (-), hafif siddette (+), orta siddette (++),
agir hasar (+++), cok agir hasar (++++) olacak sekilde siniflandi. Patolojik inceleme
calisma gruplarini bilmeyen bir arastirmaci tarafindan yapildi. Alinan puanlar
toplanarak toplam skor elde edildi. Mikroskopik hasar skorlamasi Tablo 6'te

gosterilmigtir.
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Tablo 6: Mikroskopik hasar skorlamasi

Epitel Bulgu Skor Lamina Bulgu Skor
propria
Ayrisma Yok 0 Yok 0
+ 1 Subepitelyel + 1
++ 2 6dem ++ 2
+++ 3 +++ 3
++++ 4 ++++ 4
Dokdlme Yok 0 Hucresel Yok 0
+ 1 infiltrasyon + 1
++ 2 (notrofil ++ 2
+++ 3 infiltrasyonu) +++ 3
++H++ 4 ++H++ 4
Kintlesme Yok 0 Apoptoz Yok 0
Var 1 + 1
++ 2
+++ 3
++++ 4
Subepitelyel Yok 0
ayrisma + 1
(6dem) ++ 2
+++ 3
++H++ 4
Mikrovillus Yok 0
hasari + 1
++ 2
+++ 3
++++ 4
Mitoz Yok 0
+ 1
++ 2
+++ 3
++H++ 4
Salgi Yok 0
granulleri- bez | Var 1

dejenerasyonu
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3.5.I1SIK MIKROSKOBU DOKU TAK iBi VE BLOKLAMA

Parcalar %4 luk paraformaldehitte 48 saat sureyle bekletilerek fikse edildi.
24 saat PBS (Tuzlu fosfat tamponu) tamponunda bekletilerek yikandi.

2 saat % 80 Etanolde,

3 saat % 95 Etanol I'de,

15 saat % 95 Etanol II'de,

2 saat % 100 Etanol I'de,

2 saat % 100 Etanol II'de

2 saat % 100 Etanol III’ de bekletilerek dehidretasyon islemi gerceklestildi.

Alkolden cikarilan parcalar oda isisinda kurutuldu.

Ksilol ile seffaflandirma asamasina gegcildi.

Seffaflandirma asamasi sonrasi 58T etlvde erimis parafin icerisine alinan
parcalar 1 gece bekletilerek, ertesi gun etiivden cikarilip erimig beyaz parafine
gobmulerek bloklandi.

3.6.KESIT ALMA

Isik mikroskopik kesitler icin Leica RM 2145 model mikrotom kullanilarak 3-
5u'luk kesitler 37C su banyosunda acilmasi sa glanarak rodajli ve polilizinli
lamlara alindi. Tum kesitler 1 gece 37<C’lik etivde tutularak lama yapismalari

saglandi.
Ksilolle parafinden uzaklagtirma iglemi gergeklestiridi.

Uygun histokimyasal ve immunohistokimyasal boyamalar icin preparatlar hazir

hale getirildi.
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3.7.HISTOKIMYASAL BOYAMALAR
3.7.1.Hematoksilen Eosin Boyama Tekni  gi:
» Kasilol 10 dakika
» Ksilol 10 dakika
» Ksilol 10 dakika
» Kuruduktan sonra alkole gegcirildi.
* 9% 100 Alkol ve 2. % 100 Alkol de 2’ ser dakika
* 9% 95 Alkol ve %80 alkolde 2’'ser dakika
» Distile suda 5 dakika yikandi.
* Hematoksilende 2,5 dakika tutuldu.
» Akarsu 5 dakika
» Asit alkol (Doku pembe renk alana kadar batirip ¢ikarildi)
e Akar suda yikandi.
* Amonyakli su (Doku mor renk alana kadar batirip ¢ikarildi)
» Akar su 5 dakika
» Distile su 5 dakika yikandi.
» Eozin 2,5 dakika
* % 95 Alkol , %100 Alkol ve 2. %100 Alkolde 2’ ser dakika bekletildi.
e Disarida kurutuldu.
» Ksilolle muamele edildi.

» Boyall preparatlar entellan damlatilarak kapatildi.
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3.7.2. Periodic Acit Schiff (PAS) Boyama

* Deparafinizasyon islemi icin, parafin bloktan lama alinmig 5 um lik 6rnek
kesitler lam asansoériine yerlestirilerek 60C lik etiivde 1 gece bekletildi.

» Kimyasal deparafinizasyon iglemi icin, kesitler 30’ ar dakika 2 degisim ksilolde
tutuldu.

* Rehidratasyon islemi igin, %95, %80, %70 etil alkol serilerinde 2’'ser dakika
tutuldu.

» Kesitler 5 dakika distile su ile yikand1.

» Kesitler Periyodik asit soliisyonu icinde 5 dakika tutuldu.

» Kesitler distile su ile yikandi.

» Kesitler Schiff reaktifi icinde 15 dakika tutuldu.

» Kesitler akar su altinda 10 dakika yikandi.

» Kesitler Hematoksilen Gill 3 ¢ozeltisi icinde 6 dakika tutuldu.

» Kesitler akar su altinda 10 dakika yikandi.

» Kesitler diferansiyasyon iglemi icin asit alkol soliisyonuna 1-3 saniye batirilip
cikarildr.

» Kesitler akar su altinda 10 dakika yikandi.

» Kesitler 1 dakika %80 alkol icinde tutuldu.

» Kesitler 1 dakika %95 alkol i¢inde tutuldu.

» Kesitler 1 saat ksilolde tutuldu.

» Kesitler Uzerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.7.3.Mallory Azan (Ba g Dokusu) Boyama

* Sirasiyla; %100, %95, %70’ lik etil alkolde 2’ ser dk bekletildi.

» Kesitler distile su ile 10 dk yikandi.

* Bouin solusyonunda (pikrit asit, formaldehit, glisiel asit) 56C 1 saat etlvde
bekletildi.

» Sogutularak, musluk suyu ile yikandi.

» Distile suya konuldu.

* % 5’ lik asit fuksin soltiisyonunda 1 dakika tutuldu.

e Anilin blogunda 1saat yikandi.

» Sirasiyla %95 ve %100’ luk etil alkolde 1 dakika bekletildi.

» Kaesitler kuruduktan sonra 2 kez 5 dakika ksilolde seffaflastirildi.

» Kapama: lamel ile kesitler kapatildi.

50



3.7.4. Sudan Black Boyama:

* Sirasiyla; %100, %95, %85’ lik etil alkolde 2’ ser dakika bekletildi.
» Kesitler distile su ile 10 dakika yikandi.

* Suden Black boyasinda 10 dakika bekletildi.

* % 70 alkol ile yikand.

* Hematoksilen Gill 3 ¢Ozeltisinde 5 dakika tutuldu.

» Distile suya konuldu.

» Siraslyla %95 ve %100’ Uk etil alkole batir- ¢cikar yapildi.

» Kesitler kuruduktan sonra 15 dakika ksilolde seffaflastirildi.

+ Kapama: lamel ile kesitler kapatildi.

Resim 3: Laboratuarda kullanilan teknik, boya ekipmanlari ve fotograflama islemi

gerceklestirilen mikroskopik gorunttileme

3.7.5.TUNEL Boyama Protokoli

ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (S7101-Millipore)
kiti kullanilarak yapiimistir. Kit igerisinde;

- Equilibration Buffer

- Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) enzimi

- Proteinase K

- Stop Wash Buffer

- DAB Dilution Buffer

- DAB Substrat Buffer

- Antidigoxigenin- peroksidaz

- Plastik preparat ortict bulunur.
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Protokol

1.

© © N o o b~ w0 N

e e o
A w N P O

15.

16.
17.
18.

19.
20.

21.
22.
23.
24.

Ksilol icinde mikrodalga firinda 90 watt'da 1 dakika islem gortup deparafinize
edildi.

95° alkol- 5 dakika

80° alkol- 3 dakika

70° alkol- 3 dakika

60° alkol- 3 dakika

Serum fizyolojik icinde oda sicakhginda 5 dakika

PBS ile yikama (3x 5 dakika)

Fiksasyon- % 4’luk paraformaldehit+ PBS- 15 dakika

Yikama- PBS (2x 5 dakika)

Protein Kinaz K —pappen ile 6rnek ¢izimi (15 dakika inkibasyon)
PBS ile yikama (2x 5 dakika)

H,O, + PBSile 5 dakika yikama

Oda sicakliginda equilibration buffer dokunun tzerine ekle

Tdt hazirlama: Her kesit Uzerine Equilibration buffer(EB)......... 98 ul

Biotinlenmis Nukleotid mix ...... 1l

Her kesit tzerine 100 pl TdT koyulup tzerleri plastik 6rtl ile ortilup bekletme
1 saat

PBS 6nce Stop Wash Buffer ile 10 dakika yikama

PBS (5x 2 dakika)

Kesitlere Antidigoxigenin peroksidaz eklenerek nemli ortamda 30 dakika
bekletildi.

PBS (4x 2 dakika)

Her kesitin Gzerine DAB (3, 3- diaminobenzidine) koyulup kahverengi olana
kadar 10-15 dakika (Mikroskopik kontroll()

Distile su ile 3x2 yikama

Metil green ile sodyum asetat karistirilarak dokunun tzerine ekleme

Distile su ile 3x2 yikama

Entellan ile kapatildi.

52



3.7.5.1. TUNEL yo6ntemi ile apoptozun de gerlendiriimesi

Nukleustaki DNA fragmantasyonunu gdstermek icin parafin orneklere kit
kullanilarak temial deoksinukleotidil transfereaz-ile olusturulan etiketleme (TUNEL)
reaksiyonu uygulandi. Deparafinizasyon sonrasi orneklere 10 dakika %0.3
metanoldaki %3 H,O, ve buz icinde 2 dakika %0.1 sodyum sitrat ve %0.1 tirton X-
100 uygulandi. Daha sonra 6rnekler 37°C’de 60 dakika sire ile TUNEL reaksiyonu
karisimi ile entibe edildi. Ornekler oda sicakliginda 10 dakika diaminobenzidin
solusyonu ile boyanip karsit boya olarak hematoksilen kullanildi. Barsak kriptlerindeki
apoptotik indeks en az 20 kript kullanilarak degerlendirildi. Tunel pozitif hicreler
boyama yok(-), hafif siddette boyama (+), orta siddette boyama (++), kuvvetli
boyama (+++), cok yogun boyama (+++) olacak sekilde degerlendirildi.

3.8.LABORATUVAR GOSTERGELER i

3.8.1.Bagirsak Dokusu Thiobarbituric Acid-Reaktive Substance s (TBARS)
Olgumi

TBARS tayini igin kullanilan reaktifler:

Tiyobarbiturik asid (TBA)reaktifinin hazirlanmasi;

1.875 gr TBA, 12,5 ml HCI (%37), 75 cc trikloraasetikasit (TCA) (%100)
Stok standart 1.1.1.3 tetraetoksipropanin 10 mM ¢dzeltisi hazirlandi.

TBARS tayini i¢in kullanilan yontemin prensibi, homojenetin TCA deproteinize
edilmesinin ardindan 6rnekte bulunan TBA ile olusturdugu TBA-MDA kompleksinin

kirmizi renginin spektofotometrik 6lcimtne dayanir.

Bagirsak doku homojenatindaki TBARS duzeyleri Ohkawa ve ark (250)
metodu ile Ol¢uldl. Bagirsak dokusu soguk buzda %1.15 lik KCL (1/10, doku/KCL,
w/v) ile homojenizatér kullanilarak homojenize edildi. Sonraki iglemler icin 0.4 ml
ornek kullanildi. Her érnege 0.4 ml %8.1 sodyum dodesilsulfat ve 3 ml %20 asetik
asit (pH=3.5) eklendi. Son olarak 3.0 ml %67’lik thiobarbiturat (TBA) solusyonu
eklendi ve tipler 1 saat kaynayan suya yerlestirildi. Test tupleri soguduktan sonra
1800 devir/dk hizda 10 dk santrifiije edildi. Distile su referans alinarak 532 nm dalga

boyu spektrofotometrede 6lgtim yapildi. Sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.
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3.8.2.Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesinin Olgiimii
MPO odl¢umu i¢in kullanilan reaktifler

MPO hexodectrimetil amonyum bromid (HETAB), O- dianisidin, fosfat tampon:
0.1 M, PH=7,0

MPO aktiviteleri Sener ve ark (251) yontemine go6re saptandi. %0.5
heksadesiltrimetilamonyumbromide- HETAB- ve 0.01 M EDTA iceren 0.01 M fosfat
solusyonu igindeki homojenizasyon sonrasi 6rnekler 10.000 devir/dk da santrifiije
edildi. Daha sonra drnekler O-fenilendiamin ve H,O, ile karistirildi. Sonuglar 30 sn-5
dk bir aralikta 460 nm dalga boyunda degerlendirildi. MPO aktivitesi U/gram yas doku
olarak verildi.

3.8.3.Kitotriozidaz enzim aktivitesi dlcim yontemi:

Bagirsak doku homojenatinda, sodyum Asetat tampon ve 4-
Metilumbelliferilkitotriozid iceren substratla 37C de yaklasik 3 saat inkiibe edildikten
sonra Uzerine etilendiamin c¢ozeltisi eklenmesiyle olusan fluoresans, fluorometrik
olarak eksitasyon: 360 nm, emisyon: 445 nm olacak sekilde okundu. Sonuclar

mikromol/mgpr olarak verildi.

3.8.4.Bagirsak  Dokusundaki inflamatuvar ~ Sitokin  ve  Mediatérlerin

Degerlendiriimesi

Bagirsak dokusunda, ELISA yodtemi ile poly(ADP-riboz) polimeraz (PARP),
TLR4 , IL-6 bakildi. PARP icin PathScan Cleaved PARP (asp214) ELISA kit Cell, IL-
6 icin Assay Max Mouse IL-6 ELISA kit, TLR4 icin ise TLR4 elisa kit UCSN Life
Science kullanildi. Sonugclar IL-6 ng/gr doku, PARP absorbans/mg pr, TLR4 ng/mg pr
olarak verildi.
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ISTATIKSEL ANAL iZLER

istatistiksel degerlendirme “Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 16.0 for
Windows” programi kullanilarak gerceklestirildi. PARP, kitotriozidaz, MPO, |okosit
sayisl, absoll notrofil sayisi, TBARS, IL-6, TLR4 sonuclari; ortanca (IR), ortalama *
standart sapma ve minimum, maksimum olarak verildi. Gruplar normal dagilim
gostermedigi icin non parametrik testler kullanildi. Gruplar arasi karsilastirmalar igin
nonparametrik testlerden Mann Whitney ve Kruskal-Wallis testi kullanildi. p<0,05

olmasi istatistiksel anlamlilik olarak degerlendirildi.

55



4.BULGULAR
4.1. HISTOLOJIK BULGULAR

TUm gruplar icin bes ya da t¢ mikron kesitler alinarak hazirlanan preparatlarin
doku butinlidl bozulup bozulmadigr mikroskopta kontrol edildi. Kesit dizleminde
planli parafine gommeleri yapilan dokularda hem jejenum hem ileum bulunan
transvers kesitler degerlendirildi. Secilen parafinli kesitlerden her gruptan 06zel
secilmis preparatlar Hematoksilen Eozin, PAS, Malory Azan ve Sudan Black ile
histokimyasal ve TUNEL ile immunohistokimyasal olarak boyandi. Her preparatin
gruplara gore bagimsiz kontrollerini belirtecek sekilde 20, 40 ve 100 blyutmede
mikrograf elde edildi.

4.1.1. HEMATOKSILEN EOSIN (HE) BOYALI PREPARATLARDAN ELDE ED iLEN
BULGULAR

Kontrol grubunda (grup 1) HE ile boyanan preparatlarda, bag ve epitel
dokusundaki hucreler normal histolojik gorinimde olarak saptandi. Jejunumda
genislemis villuslarin yanisira ileumda ince ve uzun villuslar gorildi. Epitel orti
hicreleri (mikrovilluslar, yuksek prizmatik htcreler), Goblet hucreleri, bez epitel
dokusunun hucreleri normal sitolojik goriinime sahipti. Bezlerin ve bez epitelinin
bazalinde bulunan Paneth hucrelerinin histogenezisin postnatal donemde devam
ettigi goruldd. Salgl grandllerinin aktif olustugu belirlendi. Siralanmis 6rneklerde
enterositlerin arasindaki mitotik aktivite bez epitelinin yan duvarlarinda (Liberkihn
kriplerinin oldugu alanda) saptandi. Goblet hiicrelerinin dagilimi normal erigkin sican

histolojik kesitlerindeki gortntilerden farkh dedgildi. (Resim 4).

Resim 4: Grup 1 Bagirsaklarin Hematoksilen&Eosin ile boyanmis kesitleri (x40 ve x100)
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Grup 2'de yuzey epitel ve bag dokusu hicrelerinde mikrovilluslu yiksek
prizmatik epitel hucreleri genellikle korunmustu. Villuslarin apekslerinde yer yer
hicresel kayip ve submukozal édem mevcuttu. Ozellikle bez epitel dokusunda
yiksek prizmatik epitel hicrelerinin arasinda mitotik figirler dikkat ¢cekmekteydi.
Paneth hucrelerinin salgi grantlleri ve hicrelerin konttrlerinde minimal degisiklikler
saptandi. Goblet hucrelerinde artig ve kimelesmeler goruldi. Yer yer submukoza ve
bez epitelinin bazali ¢cevrelerinde lenfatik genislemeleri andiran agikliklar saptandi.

s

Resim 5: Grup 2 bagirsaklarin Hematoksilen & Eozin ile boyanmig kesitleri, oklar

villuslarda ayrismayi géstermektedir.

Grup 3'de villus ve lamina propria incelendiginde; ytzey koruyucu Ortl
epitelinde yer yer yogun kalinlagsmalar saptandi. Kesit kalinhdi ile senkronizasyon
gostermeyen, cok sirali epitel gibi duran yilzey orti epiteli mevcuttu. Epitel
hicrelerinde azalma, dokilme, ayrismalar saptandi. Cogunlukla ileumda kint veya
incelmis villuslar saptandi. Villuslarin lamina propriasinda hiicresel anlamda yogunluk
goruldu. Bu boélgede bulunan lamina propriada bag dokusu hicrelerinde artis (+++)
ve interselliler 6dem goraldd. Villuslarda goblet hicrelerinde azalma, bezlerde
dilatasyon, panet hicrelerinde azalma salgi granullerinin yoklugu veya sayilarindaki
azalis belirgin olarak saptandi. Bazalde periglandular 6dem buna bagimh olarak
Liberkiihn  bezlerinin dejenerasyonlari ve salgi grandllerinin  azalmasindan

kaynaklanan bez tabaninda 6zellikle ileumda daralma saptandi.
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Resim 6: Grup 3 bagirsaklarin Hematoksilen & Eosin ile boyanmis kesitleri (x40, x100)

Phk B
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Resim 7: Grup 3 patolojik alanlar, ince ok subepitelyal 6dem ve dokilme, kalin ok
villus kaybi ve noktali ok villuslarda ayrismayi gostermektedir (Hematoksilen & Eozin,
x40, x100)
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Grup 4'de yer yer kunt gorulen villuslar olmasina karsgin ylizey o6rti epiteli
incelendiginde, mikrovilluslarda yer yer kayiplar saptandi. Bez epitel dokusunda
dejeneratif degisiklikler mevcuttu. Bez epitel hicrelerinde Lamina propriada bag
dokusu hicrelerinde artis (+) mevcuttu. Submukozal 6édem (+) saptandi. Goblet
hicrelerinde yogunlasma, kimelenme veya dilatasyon gorildi. Paneth hicreleri bez
etrafindaki 6deme bagl olarak basik ve dejeneratif olarak saptandi.

Lamina propria
Goblet hicresi

Mikrovillus

Resim 8: Grup 4 bagirsaklarda Hematoksilen & Eosin ile boyanmis kesitleri (x40, x100)
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Resim 9: Grup 4 patolojik alanlar, ince ok villus kaybi, kalin ok villus kiintlesmesini
gostermektedir (Hematoksilen & Eozin, x40, x100)

Grup 5'de ileum ve jejenum incelenmigtir. Villuslarda yer yer epitelial dokilme
ve ayriimalar tanimlandi. Submukazol ddem (++) belirgindi. ileum villuslarinda bag
dokusu hucrelerinde (++) artis saptandi. Glandula intestinalislerdeki Paneth
hicrelerinin salgi grantllerinde dejenerasyon mevcuttu. Submukozal geniglemelere
bagll olarak Liberkiin bezleri bazalde kesik koni imaji veren konfigurasyonlar ile

tanimlandi.
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" Tunika muskularis

Resim 10: Grup 5 bagirsaklarin Hematoksilen & Eosin ile boyanmig kesitleri, ince ok

submukozal 6demi gostermektedir (x40, x100)
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Resim 11: Grup 5 bagirsaklarin Hematoksilen & Eozin ile boyanmis kesitleri, kalin ok

subepitelyal 6dem ve ayrismayi, ince ok epitelyal ayrismayi gostermektedir (x40, x100)

4.1.2. PAS BOYALI PREPARATLARDAN ELDE ED ILEN BULGULAR
PAS ile boyanan kontrol grubu preparatlarda tarandi (Resim 12).

Grup 1'de yuzeyel koruyucu epitelde dizgin mikrovilluslar, karakteristik
hlcreler ve aralarinda izlenen goblet hiicreleri dizguin dolu veya azalmis PAS pozitif
reaksiyon veren bu hucrelerde dogal dagilm saptandi. Bez epitel dokusunda
bulunan Goblet hicrelerinin yanisira enterositler arasinda daha az sayida ve oldukga
yogun mitotik figurlere rastlandi.

Grup 2'de PAS (+) hicre sayisi bazi Goblet hicreleri ve Paneth hicreleri
toplami olarak belirlendi. Ortli epitelinde az oranda olmasina karsin 6zellikle bez
epitel dokusunda c¢ok sayida mitotik figurler izlendi. Paneth hicrelerinin salgi
grandlleri goblet hiicrelerine gore hafif derecede PAS + olarak saptandi.

Grup 3'de ileumda, daha hafif olarak PAS pozitif reaksiyon goblet hiicreleri
saptandi. Cok az sayidaki Paneth hucreleri hafif PAS pozitif olarak boyandi. Yer yer
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bezlerde intraepitelyal mitotik figtrler ve PAS icin metakromatik reaksiyon veren

hicreler saptandi.

Grup 4'de PAS pozitif olan Goblet hucreleri 6zellikle bez epiteli igeriginde dilate
veya kimelesmis hiicre gruplari olarak saptandi. Hafif PAS pozitif reaksiyon veren

Paneth hicreleri ise bezlerin bazalinde yerlesmisti.

Grup 5’'de PAS pozitif hicreler (Goblet) ylzey oOrtl epitelinde az sayida olarak
saptandi. Bez epitel dokusunda ise ayrica bdlgesel yigilmalar gosterdi. Paneth
hicreleri ise dejenere-PAS pozitif hiicreler olarak saptandi. Bazi villuslarda hem bez
epiteli hem de ylizey orti epiteli hiicreleri sikisik ve tek kath imajini kaybetmis c¢ok

sirali epitel dokusu olarak saptandi.

4.1.3. BAG DOKUSU MALLORY AZAN BOYALI PREPARATLARDAN ELDE
EDILEN BULGULAR

Bag dokusunda gruplar arasinda anlaml fark saptanmadi. Kesit dizleminden
gecisine gore liflerin submukozada ayrimlari yapilmig olup, gelisimsel dénemlere gore
submukozada kesit duzleminden gecen kollajenler; 6dem, staz bulgulari ile uyumlu
olarak kiimelesme ve dagihmlari saptandi. Ozellikle Grup 5’de stazin dominant oldugu

H/E bulgulari ile uyumlu olarak liflerin ayrigsmasi belirgindi. (Resim 13).

4.1.4. SUDAN BLACK BOYALI PREPARATLARDA BULGULAR

Lamina Propria da grup 1’e gore grup 3’de daha belirgin olmak Uzere hiicresel

infiltrasyon (no6trofil) saptandi (Resim 14).

4.1.5. TUNEL iLE BOYANMI S PREPARATLARDAN ELDE ED ILEN BULGULAR

Grup 1'de yuzey ve bez epitel dokulari taranan preparatlarda her iki dokuyu
olusturan hicrelerde olagan gelisimsel yapi ile uyumlu apopitotik hicreler saptandi.

Lamina propriada da histogenezis ile uyumlu olarak pozitif hiicreler saptandi.

Diger gruplarin incelenen immunareaktiflerinde genelde epitel dokularinda
farklihk saptandi. Grup 2'de Tunel (+) hicre, Grup 3'de ise Tunel (+++) hicre, Grup
4’de (+), Grup 5’de ise Tunel (++) hicre gorulda.

Grup 3 ve 5'te submukozal bag dokusu hicrelerinde de genislemis vendller ile

birlikte immun pozitif hiicreler belirgindi.
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Resim 12: Gruplarda PAS boyanmasi
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Resim 13: Gruplarda bag dokusu boyanmasi
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? Grup 2

Resim 14: Sudan Black boyasi ile Resim 15: Gruplarda TUNEL ile

notrofillerin ~ gosterilmesi,  taral boyanmis preparatlar

alanlarin bayuk blyutmeleri

gosterilmigtir.
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4.1.6. MIKROSKOB iK HASAR SKORLAMASI

Epitel ve lamina propriada hasar skoru en yuksek olarak Grup 3'te saptandi.

Gruplarin higbirinde muskuler tabakada hasar saptanmadi.

Tablo 7: Epitel dokusunda mikroskobik hasar skorlamasi

EPIiTEL DOKUSU Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Kontrol Dusik doz Yuksek doz No6tropenik Tedavisiz
G-CSF G-CSF NEK
Ayrisma Yok ++ ++++ ++ ++
Dokiilme Yok + +++ + +
Kiintlesme Yok Yok Var Var Var
Subepitelyel
Yok ++ +++ + ++
ayrisma (6dem)
Mikrovillus Normal + +++ ++ ++
Mitoz Normal ++ + N N
Azalma Azalma
Goblet Normal Artma Hafif artma
(kimelenme) (kimelenme)
Paneth/salgi Azalma ve
Normal Dejenerasyon Dejenerasyon Dejenerasyon
graniilleri dejenerasyon
Mikroskopik
0 9 16 8 10

hasar skoru
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Tablo 8: Lamina propriada mikroskobik hasar skorlamasi

Lamina Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
propria Kontrol Dusuk doz Yiksek doz No6tropenik Tedavisiz
G-CSF G-CSF NEK
Subepitelyel
Yok + ++ + ++
6dem
Hiicresel
infiltrasyon
Normal ++ +++ + ++
(nétrofil
infiltrasyonu)
Apoptoz Normal + +++ + ++
Mikroskopik
0 4 8 3 6

hasar skoru

4.2. DEMOGRAFIK VERILER VE SERUM PARAMETRELERI

Yavru farelerin agirliklarn arasinda fark bulunmadi. (P<0,11) (Tablo 9).

Tablo 9: Gruplar arasi yavru farelerin agirliklarinin (gr) istatistiksel degerlendirilmesi

Agirlik Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 p degeri
(gram) Kontrol Dusik doz Yuksek doz | Noétropenik | Tedavisiz NEK
G-CSF G-CSF
Ortanca 8,90 9,1 10,6 8,60 12,4
IR 2,50 3,75 5,65 3,90 3,4
Minimum 7,6-14,1 6-12,5 5-14,2 5,8-10,7 8,2-14,1
Maksimum 0,11
Ortalama 9,55 8,78 10,32 8,32 11,94
Standart 2,21 2,34 3,33 1,95 2,09
deviasyon
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Lokosit sayilari acisindan gruplar arasinda anlaml fark bulundu. (p<0,001).
Hipoksi-reoksijenizasyona ugratiimig ve yuksek doz G-CSF verilmig grupta (Grup 3)
yavru farelerde |0kosit sayilari anlamh artis (p<0,009) gdsterirken notropenik grupta
(Grup 4) anlamli azalma (p<0,001) saptandi. (Tablo 10, S$ekil 10). Lokosit sayilari

acisindan diger gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamh fark bulunmadi.

Tablo 10: Gruplar arasi yavru farelerin I6kosit sayilarinin istatistiksel

degerlendiriimesi

Lokosit Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 p degeri
/mm? Kontrol Dusik doz Yiksek doz | Noétropenik | Tedavisiz NEK
G-CSF G-CSF
Ortanca 1150 1300 2620* 116* 2060
IR 1060 1531 1380 321 1470
Minimum 885-2640 | 855-3930 2150-4680 26-371 974-3350
Maksimum 0,001
Ortalama 1470,71 1692,29 2985,71 181,14 1969,14
Standart 656,39 1129,63 1380 150,166 847,53
deviasyon

*p<0.05 kontrol grubundan anlamli farkli

5000+

14
4000+ o

3000

lokosit

Z000

1000

Grup

Sekil 10: Lokosit sayilarinin gruplara gére dagilimi
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Absoli nétrofil sayilar agisindan gruplar arasi anlamh fark bulundu. (p<0,001).

Kontrol grubuna gore (Grup 1) yuksek doz G-CSF (Grup 3) grubunda anlamli artig

(p<0,04) saptanirken, nétropenik (Grup 4) grupta anlaml azalma (p<0,001) saptandi.
(Tablo 11, Sekil 11).

Tablo 11: Gruplar arasi yavru farelerde bagirsak dokusu absolu nétrofil sayilarinin

(ANS) istatistiksel degerlendiriimesi

ANS Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 p degeri
Kontrol Dusuk doz | Yuksek doz | Notropenik | Tedavisiz NEK
G-CSF G-CSF
Ortanca 460 239 1048+ 0,00* 741
IR 779 748 483 11 860
Minimum 103-1214 | 92-1033 638-1216 0-22 155-1340
Maksimum 0,001
Ortalama 483,71 440,86 969,8 4,71 699,86
Standart 430,66 382,57 240,4 8,65 435,90
deviasyon
*p<0.05 kontrol grubundan anlamli farkli
=

Sekil 11: Gruplara gore absolu nétrofil sayilarinin degisimi (ANS: Absolu nétrofil sayisi)
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TBARS degerleri acisindan gruplar arasi anlamh fark bulundu. (p<0,007).

TBARS duzeyleri kontrol (Grup 1) grubuna gore diger tim gruplarda anlamli olarak

artis saptandi ve en yiksek dizeye yiuksek doz G-CSF (Grup 3) grubunda ulagildi.
(Tablo 12, Sekil 12).

Tablo 12: Gruplar arasi yavru farelerde bagirsak dokusu TBARS dizeylerinin

istatistiksel degerlendirilmesi

TBARS Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 p degeri
(nmol/mgpr) | Kontrol Dusik doz Yiksek doz Nétropenik | Tedavisiz
G-CSF G-CSF NEK
Ortanca 0,28 1,07* 1,48* 1,27* 1,21*
IR 0,23 0,81 1,17 1,18 1,32
Minimum 0,20-0,44 | 0,67-1,62 0,43-2,27 0,69-1,99 0,15-2,20
Maksimum 0,007
Ortalama 0,25 1,09 1,30 1,28 1,03
Standart 0,14 0,39 0,65 0,55 0,76
deviasyon

*p<0.05 kontrol grubundan anlamli farkli

Grup 1 ve Grup 2 arasi p<0,002, Grup 1 ve Grup 3 arasl p<0,003, Grup 1 ve

Grup 4 arasi p<0,002, Grup 1 ve Grup 5 arasi p<0,047

2, 50

2,00

thars-nmol/mgpr
=
‘U"
o
1

1,00

0,50

0,00

Sekil 12: Gruplara gore TBARS duzeyleri dagilimi
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MPO aktivitesi acisindan gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p<0,04).

Kontrol (Grup 1) grubuna gore ytiksek doz G-CSF uygulanan (Grup 3) grupta MPO

aktivitesi anlamh yutksek bulundu (p<0,021). Ayrica notropenik grup (Grup 4) ile

yiksek doz G-CSF uygulanan (Grup 3) arasinda anlamli fark saptandi. (p<0,003)
(Tablo 13, Sekil 13).

Tablo 13: Gruplar arasi yavru farelerde bagirsak dokusu MPO aktivitelerinin

istatistiksel degerlendirilmesi

MPO Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 p

(U/gr doku) Kontrol Dusuk doz | Yuksek doz No6tropenik Tedavisiz NEK degeri
G-CSF G-CSF

Ortanca 28,13 42,20 52,53* 28,86 44,84

IR 23,84 57,01 32,36 9,74 50,95

Minimum 21,10- 19,48- 39,96- 23,38- 22,73-

Maksimum 47,62 131,88 75,76 40,40 86,58 0,04

Ortalama 32,77 59,56 55,51 30,21 51,60

Standart 11,62 39,31 14,49 6,04 25,63

deviasyon

*p<0.05 kontrol grubundan anlamli farkli

125,00

100,00

75,007

MPO-U/gram yas doku
n
=1
‘G
5]
1

25,007

0,00

Sekil 13: MPO aktivitesinin gruplara gore dagilimi
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Kitotriozidaz aktivitesi agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulundu.
(p<0,02). Kontrol (Grup 1) grubu ile dusiuk doz G-CSF grubu (Grup 2) arasinda
anlamh fark saptandi. (p<0,02). Kontrol (Grup 1) grubu ile yiksek doz G-CSF grubu
(Grup 3) arasinda anlamli fark bulundu (p<0,003). Grup 3 en fazla kitotirozidaz

aktivitesinin yikseldigi gruptu (Tablo 14, Sekil 14).

Tablo 14: Gruplar arasi yavru farelerde bagirsak dokusu kitotriozidaz aktivitelerinin

istatistiksel degerlendirilmesi

Kitotriozidaz Grup 1 Grup 2 | Grup 3 Grup 4 Grup 5 p

(Mikromol/mgpr) Kontrol Dusilk doz | Yiksek doz | Notropenik | Tedavisiz NEK | degeri
G-CSF G-CSF

Ortanca 2,42 7,70*% 11,95* 6,57 10,92

IR 2,39 2,39 11,68 10,13 13,20

Minimum 0,68- 4,74-8,78 3,80-17,50 1,25-18,94 | 2,36-18,27

Maksimum 5,78 0,02

Ortalama 2,73 7,16 11,72 7,87 9,82

Standart 1,79 1,44 5,81 6,21 7,05

deviasyon

*p<0.05 kontrol grubundan anlamli farkli
Grup 1 ve Grup 2 p<0,02, Grup 1 ve Grup 3 p<0,003, Grup 1 ve Grup 4 p<0,08

Grup 1 ve Grup 5 p<0,06

15,00

10,00

Kito-mikromol/mgpr

Sekil 14: Kitotrioidaz aktivitesinin gruplara gore dagilimi
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IL-6 duzeyleri; gruplar arasinda anlaml farkli bulundu. (p<0,02). Kontrol grubu
(Grup 1) ile yuksek doz G-CSF uygulanan (Grup 3) arasinda anlaml fark bulundu.
(p<0,006). Grup 3 IL-6 duzeyinin en fazla yukseldigi gruptur. Kontrol grubu (Grup 1)
ile nétropenik grup (Grup 4) arasinda anlamh fark bulundu. (p<0,003). Kontrol grubu
(Grup 1) ile tedavisiz NEK (Grup 5) arasinda anlamli fark saptandi. (p<0,006) (Tablo
15, Sekil 15).

Tablo 15: Gruplar arasi yavru farelerde bagirsak dokusu IL-6 dizeylerinin istatistiksel

degerlendiriimesi

IL-6 Grup 1 Grup 2 | Grup 3 Grup 4 Grup 5 p degeri
(ng/gr doku) Kontrol Dusik doz | Yuksek doz No6tropenik | Tedavisiz
G-CSF G-CSF NEK
Ortanca 0,30 0,49 0,57* 0,48* 0,44*
IR 0,07 0,50 0,31 0,09 0,30
Minimum 0,22-0,40 0,28-0,90 0,33-0,79 0,36-0,64 0,34-0,75
Maksimum 0,02
Ortalama 0,29 0,51 0,52 0,47 0,49
Standart 0,06 0,25 0,17 0,09 0,15
deviasyon

*p<0.05 kontrol grubundan anlamli farkli

1,00
0,507
60

—
0,407

0,20+

IL6 ng/gram doku
(=]

Grup

Sekil 15: IL-6 duzeylerinin gruplara gore dagilimi
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TLR4 dlzeyleri; gruplar arasinda anlamli farkh bulundu (p<0,03). Kontrol grubu
(Grup 1) ile dusik doz G-CSF grubu (Grup 2) arasinda anlamh fark mevcuttu
(p<0,03). Kontrol grubu (Grup 1) ile yiiksek doz G-CSF uygulanan (Grup 3) arasinda
anlamh fark bulundu. (p<0,02). Grup 3 TLR4 dlzeyinin en fazla yikseldigi gruptu.
(Tablo 16, Sekil 16).

Tablo 16: Gruplar arasi yavru farelerde bagirsak dokusu TLR4 dizeylerinin

istatistiksel degerlendirilmesi

TLR4 Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 p de geri
(ng/mg Kontrol Dusik doz | Yiksek doz No6tropenik | Tedavisiz

protein) G-CSF G-CSF NEK

Ortanca 0,07 0,11* 0,13* 0,09 0,10

IR 0,02 0,03 0,09 0,04 0,02

Minimum 0,07-0,10 0,07-0,16 0,07-0,19 0,06-0,12 0,06-0,11

Maksimum 0,03
Ortalama 0,07 0,11 0,13 0,09 0,09

Standart 0,01 0,02 0,04 0,02 0,01

deviasyon

*p<0.05 kontrol grubundan anlamli farkli

Grup 1 ve Grup 2 p<0,03, Grup 1 ve Grup 3 p<0,02, Grup 1 ve Grup 4 p<0,11

Grup 1 ve Grup 5 p<0,06

0,175

o
=
n

1

0,125

TLR4A ng/mgpr

0,10

0,075

Grup

Sekil 16: TLR4 diuzeylerinin gruplara goére dagilimi
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PARP dlzeyleri gruplar arasinda anlamh farkh bulundu (p=0,001). N6tropeni
yapilan (Grup 4) grupta kontrol grubuna gore anlamh fark saptanmadi (p<0,62).
Dustk doz G-CSF (Grup 2) ve yuksek doz G-CSF (Grup 3) uygulanan gruplarla
kontrol grubu arasinda anlamli fark saptandi (p<0,001). Sadece H/R uygulanan
(Grup 5) grupla kontrol grubu arasinda anlamli fark saptandi (p<0,001). Grup 5 ile
yuksek doz G-CSF (Grup 3) uygulananan fareler arasinda da anlamh fark
saptanmadi (p<0.20). Ancak H/R uygulanan tim gruplar arasinda en yuksek dizeye
grup 3 ulastl. Grup 4 ile grup 5 arasinda anlaml fark saptandi (p<0,004) (Tablo 17,
Sekil 17).

Gruplar arasindaki genel degerlendirme Tablo 18’de gosterilmistir.

Tablo 17: Hipoksi-rekoksijenizasyona ugratiimis yavru farelerde bagirsak dokusu

PARP duzeylerinin istatistiksel degerlendirilmesi

PARP Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 p degeri
absorbans/mg | Kontrol Duslk doz | Yuksek Noétropenik | Tedavisiz
protein G-CSF doz NEK
G-CSF
Ortanca 0,59 1,48 3,67F 0,56 2,83*
IR 0,48 1,34 3,05 0,80 1,66
Minimum 0,29-0,83 | 0,83-4,50 | 1,92-9,09 | 0,38-1,22 | 1,19-5,35 0,001
Maksimum
Ortalama 0,55 1,88 4,12 0,68 2,76
Standart 0,24 1,25 2,49 0,37 1,38
deviasyon

*p<0.05 kontrol grubundan anlamli farkli
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10, 00

8,00

5,007

parp

4,007

2,007

0,00

€1,

31

11

Sekil 17:

PARP sonugclarinin gruplara gére dagilhimi

Tablo 18: Gruplar arasindaki degerlendirme

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 p degeri

Ortanca Kontrol Duslk doz | Yiksek doz No6tropenik | Tedavisiz
G-CSF G-CSF NEK

Lokosit sayisi 1150 1300 2620* 116* 2060 0,001
Absolu notrofil | 460 239 1048* 0,00* 741 0,001
sayisl
TBARS 0,28 1,07* 1,48* 1,27* 1,21* 0,007
MPO 28,13 42,20 52,53* 28,86 44,84 0,04
Kitotriozidaz 2,42 7,70*% 11,95* 6,57 10,92 0,02
IL-6 0,30 0,49 0,57* 0,48* 0,44* 0,02
TLR4 0,07 0,11* 0,13* 0,09 0,10 0,03
PARP 0,59 1,48 3,67* 0,56 2,83* 0,001

*P<0.05 kontrol grubundan anlamli farkli

77




5. TARTISMA

NEK, Ozellikle prematir yenidoganlari etkileyen, bu donemdeki morbidite ve
mortalitenin en 6nemli nedenlerinden biridir. NEK gelistigi zaman morbidite ve
mortalitenin yiuksek olmasi, hastane masraflarinin artmasi, uzun dénemdeki
komplikasyonlarinin ciddi olmasi NEK patogenezinin anlasiimasi icin gerekili
calismalarin ne kadar 6onemli oldugunu aciklar. Ancak yapilan bircok calismaya

ragmen NEK’ in kesin patofizyolojisi heniiz anlagilamamigtir.

Nekrotizan enterokolit multifaktorial bir hastaliktir. Nekrotizan enterokolit
gelisimine en 6nemli katkiy! yapan risk faktori prematuritedir. Premattritede ortaya
cikan gastrointestinal sistem immatiritesi NEK gelisiminde dnemli rol oynamaktadir.
Prematire bebekte, immatir bagirsak motilitesi epitel ile temasi olan zararl
maddelerin birikmesine, bagirsak hasari olusmasina neden olmakta bakterilerin
kolonizasyon ve translokasyonunu kolaylastirmaktadir. Bagirsak kanlanmasi NEK
gelisimine katkida bulunan bir diger faktordir. Vazokonstriksiyon ve vazodilatasyon
arasindaki dengesizlik iskemik hasar gelisimine katkida bulunmaktadir (252-254).

Patogenezde en ©onemli olaylardan birisi hipoksik-iskemik gastrointestinal
hasardir. ince bagirsakta ortaya cikan iskemi-reperfiizyon hasari reaktif oksijen
arunlerinin lokal Gretimini olusturmakta ve mukozal butinlugun bozulmasina neden
olmaktadir. Aktive notrofiller, bagirsak epitel enzimleri reaktif oksijen dranleri
olusturur ve bu drinler doku hasarini ortaya cikarir. Endojen reaktif oksijen
drtnlerinin ortaya ¢ikmasinda ksantin oksidaz enzimi énemli rol oynamaktadir. Aktive
notrofillerden salinan inflamatuvar mediatérler vazokonstriksiyon, iskemi-reperflizyon
hasari, reaktif oksijen drtnleri salinimi ve prematire bebeklerde bagirsak bariyer
islevinin bozulmasina neden olur (255-258). Hipoksi ve reperfizyon ile iligkili
bagirsak hasarinda apoptozun gelisim basamaklari tam olarak aydinlatilamamistir.
Yapilan ¢caligmalarda bagirsak sisteminde programlanmis hicre 6limuntn serbest
oksijen radikalleri ve aktive lokositlerle bagladigi, antioksidan maddeler ve |6kositlerin
aktivitesini onleyen sitokinlerin verilmesi ile apoptozun belirgin oranda azaldigi
gosterilmistir (234-239).
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Bagirsak iskemisi ve hipoksinin etkileri bircok hayvan modelinde calisiimistir.
Yenidogan kopek yavrularinda hipoksinin isik mikroskobu ve ultrastriktirel analiz ile
mukozal hasar yaptigi gosterilmistir (259-260). Yenidogan domuz yavrularinda
hipoksi mukozal kan akiminda azalma ve mukozal iskemik degisiklikler
olusturmustur. NEK patogenezinde bagirsak iskemisi, hipoksi ve bakterial
kolonizasyon inflamatuvar siirecin baslamasinda ve sitokinler tarafindan olusturulan
doku hasarinda rol almaktadir (261). Gastrointestinal sistem motilitesi lzerine
hipoksinin olumsuz etkilere neden oldugu bilinmektedir. Hayvanlarda hipoksi
olusturarak yapilan bazi deneysel calismalarda da hipoksinin intestinal intrinsik ritmi
ve mide bosalmasini geciktirdigi, spontan ince bagirsak ve mide kontrakiyonlarini
azalttigr gosterilmistir  (262). Hipoksinin neden oldugu gastrointestinal sistem
kontraksiyon azalmasi indirekt olarak da bakteri translokasyonu riskini arttirmaktadir.
Hipoksinin neden oldugu gastrointestinal sistem motilite azalmasi hayvan

deneylerinin yanisira izole insan bagirsaginda da gosterilmigtir (263).

Hayvan calismalarinda cesitli hipoksi-reoksijenizasyon modelleri uygulanmistir.
Canpolat ve ark (264) sicanlar tGzerine yaptigl calismada H/R modeli uygulamiglardir.
Hipoksi icin deney hayvanlarini hava gecirmeyen bélme icine almiglar ve 5 dakika
boyunca %100 karbondioksid uygulamislardir. Hipoksi ardindan, deney hayvanlari 5
dakika stre ile %100 oksijen ile reoksijenize edilmislerdir. Tum hayvanlar 5. ginde
oldarulmis ve bagirsak orneklerinde histolojik degerlendirme yapilmistir. Tedavi
edilmeyen sicanlardaki histolojik bulgular, muskularis tabakasina kadar villuslarin ve

kriptlerin destrtiksiyonu, neonatal NEK’te gorulene benzer bulunmustur.

Kumral ve ark (265) calismalarinda yagsamin 15. gininde, hipoksi si¢an
yavrulari %100 karbondioksid iceren odaya 5 dakika yerlestirilerek uygulanmistir.
Hipoksiden sonra, sican yavrulari 10 dakika %100 oksijen ile reoksijenize edilerek
annelerinin yanina geri verilmigtir. Hipoksi-reoksijenizasyondan 4 saat sonra yavrular
oldurdlmastar. Tedavi uygulanmayan NEK grubunda full mukozal hasar ve Tunel
pozitif hlicre sayisi kontrole gére anlamli yiksek saptanmistir. Cadir ve ark (266)
vitamin E ve omeprazolun oksijen radikalleri tGizerine etkisi ile ilgili calismasinda, 4-6
gr sican yavrularinda H/R modeli, 15 dk %100 CO, ve sonrasinda 15 dakika %100
O, 5 gun sure ile uygulanarak olusturulmustur. Hipoksi ve reoksijenizasyon
yapilanlarin hepsinde bagirsak hasar saptanmistir. Balyemez ve ark (267)

calismasinda H/R modeli 1 ginliik Wistar albino sicanlarda hava gecirmez oda icine
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konularak %95 azot gazi (N;) ve %5 CO, 10 dakika sire ile solutulmustur. Daha
sonra hayvanlar 10 dk %100 oksijen ile solutulup annelerin yanlarina génderilmigtir.
Bes gun sire ile H/R uygulanmigtir. Mikroskobik lezyon olarak H/R alan sicanlarda;
villus ve kriptlerde agir destriiksiyon saptanmistir. Ozdemir ve ark (268) Wistar
albino cinsi 1-4 (6 gr) gunluk ratlarda bizim calismamizdaki modeli uygulamiglardir.
Ancak hayvanlar 6. saatte sakrifiye edilmislerdir. Makroskobik bulgu olarak
bagirsaklarda renk degisikligi, distansiyon ve hemorajik odaklar saptanmistir. Median
histolojik hasar skoru (HIS) H/R grubunda 3.0 (3-3), kontrol grubunda ise 1.0 (1-1)
olarak saptanmistir. NEK grubunda villuslarin tepesinde epitelyal nekroz
gosterilmistir. Cintra ve ark (269) 4.5-6.5 gr agirhigindaki sigcan yavrularinda ginde 2
kez gaz odasi ile 6nce %100 CO; hipotermi (4C) ve ardindan 5 dk 1sitma ve %100
oksijen 5 dk stre ile uygulanmistir. Bu uygulama 3 gin sdre ile yapimigtir. H/R
uygulanalarda HIS skoru: ortalama 3.8 (3-5) olarak saptanmistir. Villoz ayrilma,
hasar, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, vaskiler dilatasyon, nekrotik materyel varligi,
submukoza kaybi saptanmistir. Tayman ve ark (270) calismasinda Sprague-Dawley
gebe sicanlar tarafindan dogrulan yavrular calismaya alinmigtir. Hipoksi-
reoksijenasyon modeli olarak, %100 CO; ile 10 dk inhalasyon ve arkasindan soguk
uygulama (5 dk) ve 5 dk sire ile %97 O, uygulanmistir. NEK grubunda; parsiyel ve
total villus kaybi, submukozaya kadar uzanan nekroz ve apoptotik hiicre sayisinda
artis saptanmigtir. Seitz ve ark (271) calismasinda, Sprague-Dawley neonatal
sicanlarda H/R modeli uygulanmistir. Formula ile beslenme, asfiksi ( %100 N, 60
saniye), soguk uygulama (+4<C) ile NEK modeli olu sturulmustur. Bu uygulama ginde
2 kez yapilmis ve 96 saat sonra siganlar sakrifiye edilmistir. NEK olusturulan grupta
makroskobik olarak bagirsaklarda hemoraji, distansiyon, perforasyon saptanmigtir.
NEK grubunda grade 3 ve 4 (3.28-0.32) derece agir hasar saptanmistir. Bu
uygulanan model ile diger hayvan calismalarinda saptanan NEK bulgularina benzer
bulgular elde edilmigtir. Ceylan ve ark (272) calismasinda 1 gunlik Wistar albino cinsi
sican yavrularinda H/R modeli olarak, %95 N, + %5 CO, 10 dk ardindan %2100
oksijen 10 dk uygulanmigtir. Diger bazi calismalarda H/R modelinde %100 CO,
kullaniimigtir. Ancak %100 CO3'nin hipotermi etkisi iyi bilindiginden bu calismada
CO2'nin hipotermik etkisini dnlemek icin N, ve CO, karisimi uygulanmistir. H/R
uygulanan grubta histopatolojik grade 3.25 + 0.46; kontrol grubunda ise grade 0.13 £
0.35 olarak saptanmistir. Mikroskobik olarak, villuslarda belirgin kisalma ve flizyon

ayrica kriptlerde kayiplar saptanmistir. Bizim calismamizda daha 6nce Akisu ve ark
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(75) tarafindan uygulanan ve neonatal NEK bulgulan go6sterilen H/R modeli
uygulandi. Bu yontemi tercih etmemizin nedeni, kolay uygulanabilir olmasi ve bu
model ({zerinde tecribemiz olmasidir. H/R uygulanan gruplarda; villuslarda
subepitelyel 6dem, epitel hicrelerinde dokulme, ayrisma, villuslarda kayiplar
saptandi. Goblet hicrelerinde dejenerasyon goruldi. Ancak muskuler tabakada
hasar saptanmadi. Kontrol grubuna gore apopitotik hiicrelerde artis saptandi. Diger
calismalardan farkh olarak PAS, Mallory Azan, Suden Black boyalarida yapilarak
hasar detaylandirilmisgtir. Villuslar, goblet hiicreleri, mitotik aktivide, Paneth hiicreleri,
lamina propria, submukozadaki patolojik bulgular toplanarak hasar skoru elde

edilmistir.

NEK olgularindan elde edilen bagirsak materyallerinde gdsterilen major
histolojik 6zellik inflamasyon ve notrofil infiltrasyonudur. Bagirsak materyallerinin
%78’'inde akut inflamasyon bulunmaktadir. Aktive PMN vaskiler duvara yapisir ve
reaktif oksijen radikalleri ve enzimler salarak vaskiler hasara yol acarlar.
inflamatuvar yanit doku hasari ve bagirsakta bakteri cogalmasina karsi uygun bir
yanittir, ancak ortaya cikan mediatérler NEK’e zemin hazirlar. Aktive notrofillerden
salilan maddeler konak doku hasarina yol acar ve bagirsaktaki nétrofil infiltrasyonu

NEK’te ortaya c¢ikan doku hasarini olusturur (241-242).

Musemeche ve ark (242) calismasinda deneysel nekrotizan enterokolitte
PMN’lerin patogenezdeki roli arastinimistir. Sicanlarda NEK; PAF 1 mcg/kg ve
bakterial endotoksin 1 mg/kg intravendz kullanilarak olusturulmustur. No6tropeni
modeli i¢in ise 0.75 mg/kg vinblastin uygulanmistir. Hayvanlar 4 gruba ayrilmigtir: (1)
1 mcg/kg PAF; (2) 1 mg/kg LPS; (3) 1 mcg /kg PAF + 1 mg/kg LPS; ve (4) nétropeni,
1 mcg /kg PAF + 1 mg/kg LPS. PAF ve LPS birlikte kullanimi uzamig hipotansiyon
(kan basinci 53.5 = 13.8 mm Hg ikinci saatte), lokopeni (4.062 + 497.4),
hemokonsantrasyon (hematokrit %44.5 £ %1.1), azalmis intestinal perfiizyon (%74 +
%13.3) ve segmental barsak nekrozuna neden olmustur. Ancak, Vinblastin
uygulanan hayvanlarda PAF ve LPS hafif hipotansiyona (84.3 £ 9.2 mm Hg ikinci
saatte) neden olmustur, hemokonsantrasyon gelismemistir. Bu hayvanlarda bagirsak
perfizyonu normaldir ve barsak nekrozu gorilmemistir. Ozturk ve ark (273)
calismasi, notrofil-endotel htcre iligkisinin iskemi-reperfiizyon hasarinda bagirsak
bariyer hasarinin temelini olugturdugunu desteklemektedir. Bu ¢alismada da PNL

sayisi iskemi ve reperfizyon hasari yapilan grupta yuksek olarak saptanmistir.
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Vaskiler duvara lokosit infiltrasyonu iskemi-reperfiizyon hasarinda erken ve hiz
sinirlayici basamak olarak belirlenmistir. Canpolat ve ark (264) calismasinda

histolojik olarak submukozal mononukleer hicre infiltrasyonu gosterilmigtir.

Bizim calismamizda nétrofillerin NEK patogenezindeki yerini belirlemek amaci
ile nétropeni ve notrofili olusturulmustur. N6tropeni modeli igin siklofosfamid, notrofili

modeli i¢in yiksek ve dusuk doz G-CSF tedavileri kullaniimistir.

Hayvan calismalarinda nétropeni modeli igin, 5-floraurasil, metotreksat ve
siklofosfamid gibi immun supresif ilaclar kullaniimaktadir. En sik kullanilan
siklofosfamiddir (274). Gunumiuzde hayvan calismalarinda 2 tip siklofosfamid-
notropeni modeli uygulanmaktadir. Yiuksek doz nétropeni modelinde 350-450 mg/kg
olarak intraperitoneal olarak uygulanir (274-276). Halen bazi arastirmacilar
tarafindan kullaniimaktadir ve fare |okositleri Uzerindeki etkileri tanimlanmistir.
Gunumuizde yaygin olarak dusuk doz rejimi (250 mg/kg) tercih edilmektedir (277-
278). Zuluaga ark (279) calismasinda dusuk doz siklofosfamid tedavisini 1. giin 150,
4. gun 100 mg/kg olarak uygulamislardir. Dordiinct giinde Iokosit sayisi %84 azalmig
ve belirgin nétropeni saglanmistir. 5. ve 6. ginlerde noétropeni devam etmistir. Diger
yonteme, gore daha basit, guvenli uygulandigi da bu calismada vurgulanmistir.
Cirioni ve ark (280) calismasinda, 25-33 gr agirhgindaki balb/c tipi farelerde,
notropeni modeli icin, yuksek doz siklofosfamid kullaniimigtir. 200 mg/kg/gin
intraperitoneal olarak 2. ve 4. gunlerde olmak tzere 2 doz uygulanmistir. Tansho ve
ark (281) ise notropeni modelini, infeksiyon 6ncesi 4. ve 1. gunlerde verilen 150
mg/kg siklofosfamid ile olusturulmustur. Ruiz-Cendoya ve ark (282) calismasinda ise
notropeni modeli tek doz intraperitoneal 200 mg/kg siklofosfamid ve tek doz
intraven6z 150 mg/kg 5- florourasil uygulanmasi ile olusturulmustur. Bizim
calismamizda daha guvenli oldugu icin ve yan etkilerini azaltabilmek amaciyla dusuk
doz siklofosfamid modeli uygulanmistir. Fare yavrularinin higbirinde genel
durumlarinda patoloji saptanmamistir ve Olen fare yavrusu olmamamistir. Farelerin
son doz uygulamasindan 24 saat sonra bakilan hemogram ve periferik yaymalarinda

belirgin I6kopeni ve nétropeni saptanmistir.

Granulosit koloni sitmtle edici faktér 18.8-kDa glikoproteindir. G-CSF spesifik
reseptori olan G-CSF-RS’e baglanarak grandlositik prekirsorlerin apoptozunu
baskilar ve onlarin klonal ¢ogalmasini ve diferansiasyonunu destekleyerek notrofil

dretimini dizenler. G-CSF noétropenik ve notropenik olmayan konakta fagositik ve
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bakterisidal aktiviteleri uyarmaktadir. Literatlirde infeksiyon modellerinde G-CSF
subkutan olarak (5 mcgr/kg, 300 mcg/kg, 0.1mg/kg) cesitli doz ve sayida
uygulanmigtir. G-CSF etkileri deneysel modellerde yararli, zararli ya da etkisiz
bulunmustur (283-285).

Calismamizda G-CSF NEK modeli olugturmadan dnce, 3 giin sure ile bir gruba
10 mcg/kg, diger gruba 100 mcg/kg intraperitoneal olarak uygulandi. NEK modeli
olusturuldugu donemde Iokosit ve notrofil sayilarn belirlendi. Kontrol grubuna gore
ANS ve l6kosit sayilarinda yuksek doz uygulanan grupta anlamh fark saptandi.
Calismamizda ytiksek doz G-CSF uygulanan grupta, Suden Black boyasiyla yapilan
preperatlarda bagirsak dokusunda diger gruplara gore artmis hucre infiltrasyonu
(notrofil) saptandi. H/E incelemesinde ise; ndtropeni grubunda hasar kontrol grubuna
daha yakinken, Grup 5 ve Grup 3 daha belirgin olmak Uzere artmig olarak saptandi.
Ayrica bunlara paralel olarak Tunel yontemi ile bakilan apopitotik hiicre sayisida

Grup 3’ de (+++) diger gruplara gore artmis olarak saptandi.

iskemik zedelenme sonrasi reperfiizyon ve reoksijenizasyon ile ortamda
serbest oksijen radikalleri ortaya cikar. Hidrojen peroksit (H2O,), stperoksit (O’ ve
hidroksil anyonu (OH’) en 6nemli ve hasardan sorumlu serbest oksijen radikalleri
olarak bilinirler. Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu,
notrofil aktivasyonu ve DNA hasari olusturarak hiicre 6limine (apoptosiz) neden
olurlar (119). Prematirlerde herhangi bir nedenle olusan hipoksi-reoksijenizasyon
surecinde gelisebilecek olan bagirsak mukoza hasarlanmasindan koruyucu olan
antioksidan sistemler yetersizdir. Deneysel ¢calismalarda serbest oksijen radikallerinin
olusumunu ya da etkisini 6nleyen maddeler verildiginde bagirsak hasar ve NEK
gelisiminin azaldigl saptanmistir. Doymamis yag asidlerinin serbest oksijen radikalleri
ile peroksidasyonu zincir tepkime seklinde olusur ve bu tepkime siddetli olursa
membran butlinligld bozulur. Aktif oksijen radikallerinin toksik etkisi sonucu 6zellikle
MDA salinir ve hiicre membrani yapisi igindeki doymamis yag asidlerinin hasarina
neden olur. Lipid peroksidasyonunun son urtinleri toksisite derecesini gosterir. MDA
testi yaygin olarak lipid peroksidasyonu 6lciiminde kullaniimaktadir (286-288). MPO
sadece PMN’lerde bulunan bir enzimdir (289). Doku ile iligskili MPO aktivitesinin
belirlenmesi reperfliizyon sonrasi iskemik bagirsak dokusunun nétrofil infiltrasyonunu
gOstermektedir (290-291). Hipoksi ve reoksijenizasyon sonrasi serbest oksijen

radikalleri yoluyla olusan lipid peroksidasyonu dokuda TBARS, notrofil aktivitesi ise

83



dokuda MPO duzeylerinin 6lcimu ile kantitatif olarak saptanabilir. Daha o6nceki
calismalarda hipoksi ve reoksijenizasyon ile gelistirilen deneysel NEK modelinde
barsak dokusunda TBARS ve MPO duzeylerinin kontrollere gore anlamli oranda

arttigi saptanmistir.

Akisu ve ark (75) calismasinda deneysel NEK modelinde rekombinant human
eritropoetin (rhEPO)'nin serbest radikal reaksiyonu ile iligkili lipid peroksidasyonu
indeksi olarak bagirsak MDA ve PAF sentezi Uzerine etkisi incelenmigtir. H/R
uygulanan ve kontrol gruplarinda barsakta MDA ve PAF duzeyleri belirlenmigtir.
Kontrol grubuna goére H/R uygulanan gruplarda (p<0.001 ve p<0.001) anlamh artmis
bagirsak MDA duzeyi bulunmustur.

Akisu ve ark (169) L-arginin ve glutaminin NEK'te etkisini belirlemek icin
yaptigi calismasinda, 25-30 gunluk balb—c farelerde (15-20 gr), calismamizla ayni
H/R modeli uylanmig, H/R grubunda TBARS dizeyi kontrol grubuna goére anlaml
yuksek olarak saptanmigtir. TBARS H/R grubunda 0.14 = 0.08 (0.05-0.22) nmol/mg
protein; H/R grubunda ise 0.06 + 0.05 (0.03-0.06) olarak saptanmistir.

Tayman ve ark yaptigi calismada (270), total oksidan durumu (Mmol H,O,
esdegeri/gprotein) kontrol grubunda 5.50 (1.86), H/R grubunda ise 54.34 (18.22),
MPO (U/gprotein) dizeyleri ise kontrol grubunda 47.92 (8.63), H/R grubunda 167.90
(17.11) anlamhi yUksek olarak saptanmistir. Seitz ve ark (271) calismasinda,
Sprague-Dawley neonatal sicanlarda H/R modeli uygulanmistir. NEK grubunda
grade 3 ve 4 (3.28-0.32) derece agir hasar saptanmistir. MPO; immunohistokimyasal
olarak calisiimistir. Agir hasar saptanan grupta MPO aktivitesi, 65.85 + 9.46, orta
derece hasar saptanan grubta ise 34.33 + 0.41, kontrol grubunda ise 6.00 -1.32

olarak saptanmistir.

Musemeche ve ark (242) deneysel nekrotizan enterokolitte PMN’lerin
patogenezdeki rolinin arastinldigi calismasinda, bagirsak dokusunda MPO aktivitesi
notropeni olusturulan grupta (0.0034 + 0.0017 U/g doku - 0.0075 £ 0.0012 U/g doku)

anlamli olarak distk bulunmustur.

Ceylan ve ark (272) H/R hasari ile olusturulan deneysel NEK calismasinda,
MDA dizeyi H/R grubunda (33,84-15,95 nmol/gr protein) kontrol grubundan (16.71 £
2.89) anlamli olarak yiksek saptanmigtir. MPO aktivitesi ise H/R grubunda (12.36 *
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2.26 muU/gr protein) kontrol grubundan (6.00 + 1.07) anlamli olarak yuksek

bulunmustur.

Ozdemir ve ark (261) calismasinda, bagirsak MDA duzeylerinin
degerlendiriimesi icin  TBARS o6lcumi  yapilmigtir. Gruplar arasi anlamh fark
olmamasina karsin MDA duzeyleri H/R grubunda diger gruplara gore yuiksek

bulunmustur.

Ozkan ve ark (292) calismasinda, dogum sonrasi rasgele secilmis 30 adet
yavru sican kendi aralarinda ic¢ esit gruba bolunmustir. Grup 1 kontrol, Grup 2 H/R
ve grup 3 leptin ve H/R grubu olarak belirlenmigtir. Grup 3’teki yavru sicanlara
deneysel islemden 1 saat 6nce ciltalti enjeksiyonla 20 mikrogram/kg leptin verilmigtir.
Grup 2 ve 3'de MDA duzeyleri farksiz bulunmustur (p>0.05). Kontrol grubuna gore

ise anlaml artis saptanmigtir.

Ozen ve ark (293) calismasinda, geng fareler t¢ gruba ayrilmistir. Grup 1 H/R
grubu, Grup 2 H/R ve rekombinant insan IGF-1 (1 mcg/g yedi gun tedavi alan) ve
Grup 3 kontrol grubu olarak belirlenmigtir. Bagirsak orneklerinde TBARS dizeyleri
(nmol/gr doku) Grup 1'de 0.74 (0.21), Grup 2’de 0.81 (0.2) ve Grup 3'de 0.43 (0.21)

bulunmustur.

Aydemir ve ark (294) calismasinda Evre Il ve Ill NEK olan grupta total oksidan
durumu dizeyi ve oksidatif stres indeksi en ytksek bulunmustur.

Calismamizda; MPO aktivitesi acisindan gruplar arasinda anlaml fark
saptandi. Kontrol (Grup 1) grubuna gore yuksek doz G-CSF uygulanan (Grup 3)
grupta MPO aktivitesi anlaml yiksek bulundu. Ayrica nétropenik grup (Grup 4) ile
yiksek doz G-CSF uygulanan (Grup 3) arasinda anlamli fark saptandi. Bu sonuglar
notrofiller aktive oldugunda artan MPO dizeyinin hasardan sorumlu oldugunu , G-
CSF tedavisinin MPO duzeylerinde artisa neden oldugunu, nétropenin koruyucu
oldugunu go6stermektedir. TBARS duzeyleri ise kontrol grubuna gore tum diger
gruplarda anlamli olarak artmigti. Ancak Grup 3 ‘de en yuksek dizeye ulagmisti.

NEK patogenezinde dokuda ve dolagimdaki pro-inflamatuvar sitokinlerin artisi
rol oynamaktadir. Buna ek olarak TNF-a, IL-6 ve IL-8 dizeyleri ile hastalik derecesi
ve kisa donem sagkalim arasinda iligki gosterilmistir. Morecroft ve ark (295)
calismasinda 18 NEK hastasinin tani aninda IL-6 diizeyleri dlgulmustar. Evre 11l NEK
olgularinda IL-6 duzeyleri (ortalama 3.127 pg/mL, %95 CI 1.809 -4.445 pg/mL), Evre

85



Il olgularla (ortalama 0.127 pg/mL, %95 CI 0.10-0.329 pg/mL) karsilastirildiginda
anlaml yiksek bulunmustur (p=0.01). Lodha ve ark (296) calismasinda ileriye donuk
olarak 40 yenidoganda pro-inflamatuar sitokin duzeyleri dlcilmis ve norogelisimsel
sonuclar ile Kkarsilastinlmistir.  Sitokin ~ dizeyleri  beslenme intoleransinin
baslangicinda (Grup 2, n=17) ya da NEK (Grup 3, n=10) ve kontrol grubunda 2-3.
haftada (Grup 1, n=13) Olgculmustir. Noérogelisimsel sonucglar 24-48. aylarda
degerlendirilmigtir. Serum IL-6 dizeyi Grup 3'de yuksek bulunmustur (p=0.03). Grup
2 olgularin %12’sinde ve Grup 3 olgularin %20’sinde anlamli gelisimsel gerilik
bulunurken kontrol grubunda gelisimsel gerilik bulunmamistir. Varyasyon c¢ok
olmasina kargin anormal kognitif ve psikomotor gelisim sonugclari olan infantlarda
sitokin duzeyleri yiksek bulunmustur. Normal infantlarda (n=26) IL-6 dizeyi 113.4 +

393.1 pg/mL, anormal infantlarda (n=14) 88.4 + 208.6 pg/mL bulunmustur .

Kumral ve ark (265) calismasinda kontrol grubunda (grup 1) IL-6 dizeyi
19.4 + 2.0 pg/mg protein, NEK grubunda (grup 2) 37.1 = 3.0 pg/mg protein ve NEK+
aktive protein C uygulananan grupta (grup 3) 22.7 = 2.1 pg/mg protein bulunmusgtur.
Bizim calismamizda da, Grup 3, 4, 5 kontrol grubuna gére anlamh artis gostermistir.
No6tropenik grupta da artis olmasi nedeniyle 1L-6 salinimi icin notrofil digsinda da bazi

faktorlerin etkili oldugu soylenebilinir.

TLR intraluminal bakterileri taniyan patern tanima reseptorleridir. TLR genelde
lenfosit ve fagosit gibi immun hicrelerde eksprese olurken koruma bariyeri olusturan
epitelyal hlcrelerde de ekspresyonu gorilmektedir. TLR patojenlerin varhdi icin
nobetci gorevi gbrmekte ve immin sistemi aktive edebilmektedir. Yangisal yaniti
baglatarak patojenlere karsi ilk mukozal savunmayi olusturmasi yanisira konak
yararina olan komensal mikroorganizmalarin tolere edilmesini saglayici koruyucu
sinyaller saglamaktadir. Deneysel NEK modelinde gram negatif lipopolisakkaridleri
taniyan TLR4 ekspresyonu bulunmustur (116). TLR4 eksikligi olan C3H/HcJ fareler
NEK gelisiminden korunmaktadir (117). Liu ve ark (297) calismasinda aktif TLR
sinyalizayonunun NEK’'te ortaya cikan histolojik yanittan once gelip gelmedigi
arastirimistir. Yenidogan sican yavrulari dért gruba ayriimistir: kontrol, hipoksik
kontrol, mama ile beslenen, mama ile beslenen ve hipoksik. Calismanin 24, 48, 72 ve
120. saatlerinde ileal dokular NEK skorlari ile degerlendirilmistir. Lokalize bagirsak
TLR saptanmasi igin real-time reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ve

immunohistokimya kullaniimistir. Dort grup icinde ileum hasari mama ile beslenen ve

86



hipoksik olan grupta 72 saat sonra gozlenmistir. Kontrol grubuna gére NEK grubunda
selektif TLR mRNA induksiyonu gosterilmistir. Tum TLR degisiklikleri 48. saatte
histolojik degisiklikler ortaya ¢ikmadan baslamistir. Thl-tipi sitokinler (IFN-y, 1L-1f3,
TNF-a) ve Th2-tipi sitokinler (IL-4, IL-5 ve IL-13) NEK’te anlamli olarak artmistir.
Sitokinlerin artis1 ve bagirsakta TLR ekspresyonu histolojik hasardan dnce ortaya

cikmigtir.

Gelismekte olan fare bagirsaginda TLR4 ve TLR9 reseptdr ekspresyonlari
gosterilmistir (298). insan ve deneysel hayvan modellerinde NEK artmis bagirsak
TLR4 ve azalmigs TLR9 ekspresyonu ile iligkilidir. NEK’in gram negatif bakteri
kolonizasyonu sonucu ortaya ¢iktigi gézleminden sonra bir¢cok laboratuvar TLR4'Un
patogenezdeki yerini calismistir. Caplan ve arkadaslari (116) 2006 yilinda TLR4
mutasyonu olan farelerin NEK gelisiminden korundugunu gdstermistir. TLR4
sinyalizasyonunun hasar ve onarim arasindaki dengeyi duzenledigi gosterilmigtir.
Enterositteki TLR4 aktivasyonu apoptoz yolu ile hiicre dlimine yol agmaktadir (299).
Bagirsakta TLR4 aktivasyonunun enterosit cogalmasini azaltarak mukozal iyilesme
kapasitesini azalttigi gosterilmistir (300). TLR4 reseptér aktivasyonu ayrica
entererosit migrasyonunu azaltmaktadir (301). Tum bu bulgularin sonucunda TLR4
aktivasyonunun bagirsak hasarini arttirdigi ve mukozal onarim kapasitesini azalttigi

sonucuna varilmigtir.

Wolfs ve ark (302) calismasinda TLR4 dizenleyici molekili olan MD-2'nin
immatur infant bagirsaginda yoklugu bakteri saptanmasini azaltmakta ve prematur
bagirsakta mikrobial kolonizasyon ile NEK'e yatkinlik olusturmaktadir. Bizim
calismamizda; TLR4 duzeyleri arasinda gruplar arasinda anlamh farkli bulundu
(P=0,03). Kontrol grubu (Grup 1) ile distik doz G-CSF (Grup 2) ve yiksek doz G-
CSF uygulanan (Grup 3) gruplar arasinda anlamlh fark saptandi. NEK grubunda
(Grup 5) kontrol grubuna gore artis saptandi. Ancak anlamli fark saptanamadi. TLR4
duzeyinin en fazla Grup 3 saptandi. Bunun nedeni, sadece H/R TLR4 diizeyini yeteri

kadar artiramamasindan kaynaklanabilir.

Kitotriozidaz aktive makrofajlar tarafindan sentezlenen bir kitinazdir.
Kitotriozidaz bircok lizozomal hastalikta makrofaj aktivasyonunun biyokimyasal
belirteci olarak kullanilmaktadir. Pre-eklamptik gebelerde, kitotriozidaz aktivitesini
maternal ve kord serumunda, normallere goére anlamli olarak yuksek bulmuglardir

(249). in vitro sartlarda, granulosit makrofaj koloni stimiile edici faktériin (GM-CSF)
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insan PMN'’lerinden kitotriozidaz salinimini arttirdiyi saptanmistir. Bu, daha sonra
GM-CSF tatbik edilen saglkh bireylerin seri plazma o6rneklerinin analizi ile de
dogrulanmistir (247). Ancak, akut reaktif proteinden c¢ok kronik bir inflamatuar
belirte¢ olarak kabul edilmektedir (248). NEK ile ilgili literatirde calisma

bulunmamaktadir.

Bizim calismamizda, G-CSF verilen ve H/R uygulanan gruplarda kontrol
grubuna goére anlamli fark saptanmigtir. Sadece H/R uygulanan fare grubunda artig
olmakla birlikte anlamli fark saptanmamistir. Tedavisiz NEK grubunda anlamli artig
saptanamamasinin nedeni olarak Kitotriozidaz‘in salinimi igin kronik inflamatuvar
sure¢ gereksinimi olabilir. G-CSF verilen gruplarda; artmis notrofil sayisi, aktive
notrofil ve makrofajlardan kitotriozidaz saliniminin artmasi nedeniyle yuksek
saptandigi dusundlmustir. Bunlarin sonucunda,. Kitotriozidaz'in NEK’'te yeni bir

inflamatuvar belirte¢ olarak kullaniimasi gindeme gelebilir.

NEK patogenezinde inflamasyon ve oksidasyon reaktif nitrojen drtnleri
olusmasi, protein oksidasyonu ve DNA hasari yollari ile énemli rol oynamaktadir.
PARP-1 nikotinamid adenein dinUkleotidi (NAD+) substrat olarak kullanarak DNA
onarimini kolaylastiran kritik bir enzimdir. Ancak, ciddi oksidatif stres ve DNA hasari
varliginda PARP-1 enziminin ¢ok fazla aktive olmasi hiucredeki NAD+ ve ATP
depolarini bitirerek hiicrenin metabolik 6limine neden olabilir (225). Giannone ve ark
(303) calismasinda deneysel sican NEK modelinde, bagirsak epitel hicrelerindeki
nitrik oksid disregulasyonunun belirgin PARP-1 ekspresyonuna neden oldugu ve
PARP-1 inhibitort (nikotinamid) verilmesinin bagirsak hasarini azaltigi gosterilmistir.
Bu calismada kontrol grubunda yuksek dereceli NEK gelisme orani %56 iken PARP
inhibitéri uygulanan grupta %7 bulunmustur. Calismamizda, nétropenik grup ( grup
4) diginda tim gruplarda PARP diizeyinde anlamli artis saptandi. H/R uygulanan tim
gruplar arasinda en yiksek dizey 3. grupta saptandi. Notropeni yapilan grupta
kontrol grubuna gore anlamh fark saptanmadi. Ancak G-CSF uygulanan gruplarla
arasinda anlamli fark saptandi. Bu sonuclar PARP ekspresyonunda nétrofillerin ve G-

CSF uygulamasinin 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir.

Calismamizda yuksek doz G-CSF+H/R uygulanan grupta histopatolojik hasar
ve apoptoz diger gruplardan daha fazla olarak saptandi. NEK patogenezinde énemli
rol oynayan doku notrofil infiltrasyonu, aktive notrofillerden salinan MPO ve
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kitotriozidaz aktivitesinin G-CSF ile arttigi gosterildi. PARP, IL-6, TLR4 dizeyleride
notrofil sayisi ve/veya G-CSF tedavisinden etkilendigi gosterildi.

Sonu¢ olarak; noétrofiller NEK patogenezinde hasardan sorumlu dnemli bir
faktordir. No6tropeni hasarin artisini 6nlemek icin koruyucu bir mekanizma olabilir.
Klinikte nétropeni nedeniyle riskli prematire bebeklere G- CSF uygulamak NEK igin
bir risk faktoru olabilir. Kitotriozidaz ve PARP NEK icin belirte¢ olarak kullanilabilir.

Ancak tim bunlarin desteklenmesi icin klinik galismalara gereksinim vardir.
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SONUCLAR

1.

HE ile boyali preperatlarda kontrol grubunda (Grup 1); bag ve epitel
dokusundaki htcreler normal histolojik gérinimde olarak saptandi.

HE ile boyali preperatlarda Grup 2'de; villuslarin apekslerinde yer yer
hicresel kayip ve submukozal ddem ve 0Ozellikle bez epitel dokusunda

yuksek prizmatik epitel hiicrelerinin arasinda mitotik figtrler saptandi..

HE ile boyali preperatlarda Grup 3'de; epitel hlcrelerinde azalma,
dokilme, ayrismalar saptandi. Villuslarin lamina propriasinda hicresel
anlamda yogunluk ve bag dokusu hicrelerinde artis (+++) ve interselltler

6dem gorulda.

HE ile boyali preperatlarda Grup 4’'de; yer yer kunt gorulen villuslar ve

submukazal 6dem (+) saptandi.

HE ile boyall preperatlarda Grup 5’'de; villuslarda yer yer epitelial dokilme
ve ayrilmalar tanimlandi. Submukazol 6dem (++) ve ileum villuslarinda bag

dokusu htcrelerinde artig saptandi (++).

Bag dokusu icin yapilan Mallory Azan boyali preperatlarda; gruplar
arasinda anlamh fark saptanmadi. Ozellikle Grup 5'de belirgin olan 6dem,

staz bulgulari ile uyumlu olarak kimelesme ve dagilimlar saptandi.

Sudan Black boyall preperatlarda; lamina propria da Grup 1'e gore Grup

3’'de daha belirgin olmak tzere hiicresel infiltrasyon (nétrofil) saptandi.

TUNEL ile boyanmig preparatlarda, Grup 2’de Tunel (+) hticre, Grup 3'de
ise Tunel (+++) hicre, Grup 4'de (+), Grup 5'de ise Tunel (++) hicre
goruldd. Grup 1'de ylzey ve bez epitel dokulari taranan preparatlarda her
iki dokuyu olusturan hicrelerde olagan gelisimsel yapi ile uyumlu apopitotik

hlcreler saptandi.

Mikroskobik hasar skorlamasina gore; epitel icin Grupl:0, Grup2:9,
Grup3:16, Grup 4:8, Grup 5: 10 puan aldi. En yuksek hasarin Grup 3’ de

oldugu saptandi.

10.Mikroskobik hasar skorlamasina gore; lamina propria icin Grup 1:0, grup

2:4, Grup 3:8, grup 4:3, Grup 5: 6 puan aldi. En yuksek hasarin Grup 3’ de

oldugu saptandi.
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11.L06kosit sayilari acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulundu. (p=0,001).
Grup 3 yavru farelerde, l6kosit sayilari anlamh artis (p=0,009) gosterirken
notropenik grupta (Grup 4) anlamli azalma (p=0,001) saptandi.

12.Absolu nétrofil sayilari agisindan gruplar arasi anlamh fark bulundu.
(p=0,001). Kontrol grubuna goére (Grup 1) Grup 3'de anlaml artis (p=0,04)
saptanirken, notropenik (Grup 4) grupta anlamh azalma (p=0,001)
saptandi.

13.TBARS degerleri acisindan gruplar arasi anlamli fark bulundu. (p=0,007).
TBARS duzeyleri kontrol (Grup 1) grubuna goére diger tum gruplarda
anlamli olarak artmis saptandi. En yiksek diizey yiksek doz G-CSF (Grup
3) grubunda saptandi.

14.MPO aktivitesi acgisindan gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p=0,04).
Kontrol (Grup 1) grubuna goére yiuksek doz G-CSF uygulanan (Grup 3)
grupta MPO aktivitesi anlaml yuksek bulundu (p=0,021).

15.MPO aktivitesi agisindan, notropenik grup (Grup 4) ile yiksek doz G-CSF
uygulanan (Grup 3) arasinda anlamli fark saptandi. (p=0,003)

16.Kitotriozidaz aktivitesi acisindan gruplar arasinda anlamh fark bulundu.
(p=0,02). Kontrol (Grup 1) grubu ile distik doz G-CSF grubu (Grup 2)
arasinda anlaml fark saptandi (p=0,02).

17.Kontrol (Grup 1) grubu ile yiuksek doz G-CSF grubu (Grup 3) arasinda
anlaml fark bulundu (p=0,003). Kitotirozidaz aktivitesi en yuksek Grup 3'de
saptandi.

18.1L-6 duzeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli farkl bulundu. (p=0,02).
Kontrol grubu (Grup 1) ile yiksek doz G-CSF uygulanan (Grup 3) arasinda
anlaml fark bulundu. (p=0,006). IL-6 dlizeyi aktivitesi en yuksek Grup 3'de
saptandi.

19.1L-6 duzeyleri acisindan, kontrol grubu (Grup 1) ile nétropenik grup (Grup
4) arasinda anlamli fark bulundu. (p=0,003). Kontrol grubu (Grup 1) ile
tedavisiz NEK (Grup 5) arasinda anlamli fark saptandi (p=0,006).
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20.TLR4 duzeyleri; gruplar arasinda anlamh farkli bulundu (p=0,03). Kontrol
grubu (Grup 1) ile disik doz G-CSF grubu (Grup 2) arasinda anlamli fark
saptandi (p=0,03).

21.TLR4 duzeyleri icin, kontrol grubu (Grup 1) ile yiksek doz G-CSF
uygulanan (Grup 3) arasinda anlamh fark bulundu (P=0,02). TLR4 dlzeyi
en fazla Grup 3'de saptandi.

22.PARP duzeyleri igin gruplar arasinda anlaml farkli bulundu (p=0,001).

23.PARP duzeyleri icin, nétropeni yapilan (Grup 4) grupta kontrol grubuna

gore anlamh fark saptanmadi (p=0,62).

24.PARP duzeyi acisindan dusuk doz G-CSF (Grup2) uygulanan grupla
kontrol grubu arasinda anlamli fark saptandi (p= 0,01).

25.PARP dizeyi acisindan sadece H/R uygulanan (Grup 5) gruba gore
yiksek doz G-CSF (Grup 3) uygulananan fareler arasinda da anlaml fark
bulunmadi (p= 0,20 ). Ancak, H/R uygulanan tum gruplar arasinda en
yuksek dizey grup 3’de saptandi.

26.PARP duzeyi acgisindan, Grup 4 ile Grup 5 arasinda anlaml fark saptandi
(P=0,004)
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Deneysel Fare Modelinde Notrofil Duzeyinin Nekrotiz  an Enterokolit Geli simi

Uzerine Etkisi

Ozet

Girig: Nekrotizan enterokolit (NEK) yenidoganlarda ortaya c¢ikan en sik
gastrointestinal cerrahi acildir. Ozellikle prematire bebeklerde morbidite ve
mortalitenin  6nemli nedenlerindendir. Son vyillarda yenidogan yogun bakim
birimlerinin gelismesi ve prematire bebeklerin daha uzun sire yasatilabilmesi
nedeniyle NEK sikhigi artis gostermistir. Nekrotizan enterokolitin patofizyolojisinde
multifaktoriyel mekanizmalar rol oynamaktadir. En 6nemli risk faktérinin prematurite
oldugu bilinmektedir. Herhangi bir nedenle olusan hipoksi reoksijenasyon (H/R)
suirecinde yogun olarak ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri bagirsak dokusundaki
hasardan sorumlu temel faktordir. Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu
yani sira notrofillerin aktivasyonunu yaratarak da bagirsak hasari olugturabilirler. Bu
radikaller olayin meydana geldigi organda toksik etki gostererek doku hasari ve

apopitozise neden olur.

Amag: Bu caligmanin hipotezi noétrofillerin fazla oldugu ve aktif oldugu ortamda
ortaya cikan mediatorlerin nekrotizan enterokolit geligsimini kolaylastirdigidir. H/R ile
olusturulan deneysel nekrotizan enterokolit modelinde ndétrofil sayisinin, noétrofillerden
salinan mediatérlerin, G-CSF tedavisinin nekrotizan enterokolit gelisimine katkisinin
belirlenmesi, thiobarbituric  acid-reactive  substances (TBARS), poli(ADP-
riboz)polimeraz (PARP) ve toll like reseptor (TLR4) ve IL-6 dizeylerinin saptanmasi

amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Yasamin 15.-20. gunidnde 10-20 g fare yavrulari 5 gruba ayrildi.
Grup 1 kontrol grubu; Grup 2 klasik doz (10 mcg/kg) Granulosit koloni sitmtle edici
faktor (G-CSF) uygulanan grup; Grup 3 yuksek doz G-CSF (100 mcg/kg) uygulan
grup; Grup 4: nétropenik (siklofosfamid uygulanan) grup; Grup 5 tedavisiz NEK
grubu olarak belirlendi. Calismanin 5. guntnde yavru farelere hipoksi icin %100
karbondioksid 5 dakika ve ardindan %2100 oksijen 10 dakika sure ile uygulandi.
Bagirsak dokusu homojenatinda TBARS, myeloperoksidaz (MPO), kitotriozidaz, IL-6,
PARP, TLR4 calisildi. Histolojik inceleme icin hazirlanan preparatlarda hasar

skorlamasi ve apoptoz degerlendirildi.
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Bulgular: Yuksek doz G-CSF uygulan, noétrofil sayisinin yuksek oldugu Grup 3'de
hasar skoru diger gruplardan yuksek saptandi. TUNEL yontemi ile degerlendirilen
apoptotik hiicre sayisi da Grup 3'de en fazla olarak saptandi. TBARS tum gruplarda
kontrol grubuna gore anlamh artmisti. MPO ve kitotriozidaz aktivitesi en yuksek
olarak Grup 3’'de saptandi. Kontrol grubu ile Grup 4 arasinda MPO ve kitotriozidaz
aktivitesi agisindan anlaml fark saptanmadi. TLR4, IL-6, PARP duzeyleri de Grup

3’'de diger gruplara ve kontrol grubuna gore yiiksek olarak saptandi.

Sonucg: Notrofiller NEK patogenezinde hasardan sorumlu onemli bir faktordar.
No6tropeni hasarin artisini 6nlemek igin koruyucu bir mekanizma olabilir. Klinikte
notropeni nedeniyle riskli prematire bebeklere G-CSF uygulamak NEK icin bir risk
faktort olabilir. Kitotriozidaz ve PARP duzeyleri NEK igin belirte¢ olarak kullanilabilir.

Ancak tim bunlarin desteklenmesi icin klinik calismalara gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Nekrotizan enterokolit, nétropeni, PARP, kitotriozidaz
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iINGIiLizCE OzET

The Effect of Neutrophil Level on the Development o f Experimental Necrotizing
Enterocolitis Model in the Mouse

Abstract

Bacgrund: Necrotizing enterocolitis (NEC) is the most common gastrointestinal
surgical emergency. It is an important part of morbidity and mortality in premature
infants. In recent years the frequency of NEC is increased bacause of the better care
in Newborn Intensive Care Units and the longer life times achieved in premature
infants. The pathophysiology of NEC includes multifactorial mechanisms. The most
important risk factor is prematurity. The hypoxia and reoxygenation (H/R) process
which occurs by any reason produces free oxygen radicals and these products are
mainly responsible for the damage in the intestinal tissue. Free oxygen radicals
produces intestinal damage by lipid peroxidation besides neutropil activation. These
radicals produce their toxic effects in the organ that the process takes place by tissue

damage and apoptosis.

Objective: The mediators that arise in the milieu of activated and high number of
neutrophils facilitates the development of NEC is the hypothesis of this study. The
aim of the study is to determine the contribution of neutropil number and the
mediators released by neutrophils, the G-CSF treatment in the development of NEC
as well as determination of TBARS, PARP, TLR4 and IL-6 levels in an experimental
model of NEC made out by H/R.

Material and Metods: Young mice of 10-20 g at the 15-20th day divided into 5
groups: Group 1 control group; Group 2 administration of classical dose (10 mcg/kg)
G-CSF; Group 3, administration of high-dose (100 mcg/kg) G-CSF; Group 4,
neutropenic group; Group 5, NEC without treatment. In the fifth day of study young
mice were given 100% carbondioxide for five minutes for hypoxia and ensuing 100%
oxygen for 10 minutes. TBARS, MPO, chitotriosidase, IL-6, PARP and TLR4 levels
were measured in tissue homogenates. Apoptosis and tissue damage scores are

evaluated in sections prepared for histological examination.

Results: In Group 3 which was administered high-dose G-CSF with high neutrophil
numbers the damage score was higher than other Groups. The number of apoptotic
cells which are determined by TUNEL method in Group 3 is also higher than the
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other groups. TBARS is increased in all othe groups compared to control group. The
highest MPO and chitotriosidase activity is found in Group 3. MPO and
chitotriosidase activity is not significantly different between control and Group 4.
TLR4, IL-6 and PARP levels were higher in Group 3 compared to other and control

gruops.

Conclusion: Neutrophils are important in the pathogenesis of tissue damage in
NEC. Neutropenia may be a protective mechanism. The administration of G-CSF in
premature infants with neutropenia may be a risk factor for NEC. PARP and
chitotriosidase levels may be used as markers for NEC. Clinical studies are required

to support these findings.

Key words: Necrotising enterocolitis, neutropenia, PARP, chitotriosidase
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