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1. GIRIS VE AMAC

Preterm dogumun oOnde gelen ve Onemli nedenlerinden biri intrauterin
infeksiyonlardir. Maternal infeksiyon bakteriler tarafindan olusturulmakta, mikrobiyal
invazyona yanit olarak fetal inflamatuvar cevap gelismektedir (1,2). Preterm dogum
eyleminin bagladig1 gestasyon yasi ne kadar kiigiikse, amniyotik siv1 kiiltiirii pozitifligi o
kadar fazladir. Mikrobiyal invazyona bagli olarak ortaya ¢ikan inflamatuvar cevap, ya
multiorgan disfonksiyonu ve intrauterin 6liim ile sonu¢lanmakta ya da postnatal donemde
bronkopulmoner displazi (BPD), intraventrikiiler kanama (IVK), periventrikiiler
l6komalazi (PVL), nekrotizan enterokolit (NEK), sepsis, pndmoni gibi morbiditelere
neden olmaktadir (2).

Periventrikiiler =~ 10komalazi, prematiiritenin stk gorillen ve  Onemli
komplikasyonlarindan biridir. PVL, 06zellikle prematiirlerde gorillen ve ventrikiil
cevresindeki beyaz cevherin perinatal iskemi veya infeksiyon / inflamasyon sonucu
hasarlanmasi olarak kabul edilmektedir (3). Hasarlanma en fazla, bu bolgede yogun
olarak bulunan preoligodendrositlerde goriilmektedir. Yapilan deneysel ¢alismalar
sonucunda, maternal infeksiyona fetal inflamatuvar yanit olarak santral sinir sisteminde
interlokin-18 (IL-1B), tiimoér nekrozis alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinlerin
yiikseldigi ve gelisen inflamatuvar yanitin preoligodendrositlerin apoptozisi ile
sonuglandigi saptanmistir (4-8). TNF-a, IL-6 ve IL-18'nin fetal beyinde artmis oldugu,
endotoksinin intraamniyotik, intraserebral, intravajinal uygulandigi ve deneysel
koryoamniyonit olusturulan degisik sigan modellerinde de gosterilmistir (5-8). Ayrica
maternal lipopolisakkarit uygulanarak infeksiyon olusturulan bagka bir rat modelinde,
preoligodendrositlerin apoptozisi; beyaz cevherde artmis kaspaz-3 aktivasyonu ile
desteklenmistir (9). Ancak Chai ve ark. (10) bu kaskatta 6nemli rolii olan sitokinlerin
bizzat fetus tarafindan yapilmadigi, hasarlanmanin yiiksek diizeydeki maternal
sitokinlerin fetal beyine gecisi ile iligkili oldugunu belirtmislerdir.

PVL ve inflamasyon arasindaki siki iligki gézoniine almarak PVL gelisimini
onlemek amaciyla subklinik koryoamniyonitte infeksiyona neden olan mikroorganizmaya
yonelik antibiyotik kullanimi ile hem prematiiritenin hem de PVL’nin 6nemli Olciide
engellenebildigi diisiiniilmektedir (11). Ancak erken dogum eylemi oncesi PVL’yi
onlemek icin antibiyotik kullanimi ile ilgili kontrollii ¢caligmalarin olmamasi nedeniyle,

bu diisiinceyi destekleyecek yeterli veri yoktur (12,13).



Poliklonal immiinglobulin; in vitro ve in vivo sartlarda, hem sitokin {iretimini
diizenleyerek hem de IL-1 yanitinin baskilanmasimi saglayarak bagisiklik sistemini
diizenleyici etki gostermektedir (14,15). Bunlarin yanisira immiinglobulinin; IL-1, IL-6
ile interferon alfa, beta ve gamma'ya yonelik antikorlar igerdigi de bilinmektedir
(15,16,17). B hiicre farklilasmasinin CD8 aracili baskilanmasi veya sitotoksik T hiicre
fonksiyonlarmin diizenlenmesi, C3 aktivasyonunun ve kompleman aracili inflamasyonun
azaltilmas1 da immiinglobulinin diger immiinmodiilatuvar etkileri arasindadir (10,18).
Patofizyolojisinde inflamatuvar siire¢lerin dahil oldugu Guillian-Barre, Kawasaki, inme,
demiyelizan noropati gibi bazi hastaliklarda poliklonal immiinglobulinin tedavi amaciyla
kullanildig bilinmektedir (10,19,20).

Literatiirde inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarda kullanilan intravendz
immiinglobulinin (IVIG) beyinde deneysel olarak gelistirilen inflamasyon ve PVL
gelisimi tizerine etkinliginin arastirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizin
amaci intraperitoneal lipopolisakkaritle koryoamniyonit olusturulan gebe sicanlarda
yiiksek doz poliklonal immiinglobulin uygulayarak immiinglobulinin, fetal beyinde
gelisen inflamasyon ve apoptozis iizerine olan etkilerini, sitokinler (IL-1B ve TNF-a) ve

kaspaz 3 diizeyinde arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Koryoamniyonit Ve Santral Sinir Sistemi

2.1.1. Koryoamniyonit ve preterm dogum

Preterm dogum hizinin tiim diinyada artmasi nedeniyle prematiirite ilk bir yasta
goriilen Sliimlerin dnemli nedenlerinden biri haline gelmistir (21). Infeksiyon ve preterm
dogum arasindaki iligki, 34-36 haftalarda doganlarda nadir iken 30 haftadan kiigiik
dogumlarda; amniyotik sivi histolojik incelemesiyle kanitlanarak ¢ogu olguda
gosterilmistir (22). 28. gestasyon haftasindan 6nce dogan ve 1000°den fazla yenidogam
iceren cok merkezli ¢alismalardan elde edilen verilere gore erken preterm dogumlarin
cogunun nedeni, hem plasental ve umbilikal kord damar inflamasyonu hem de plasental
dokunun mikrobiyal inflamasyonu gibi goériinmektedir (23,24). Son mikrobiyolojik
bilgilere gore her 4 preterm dogumdan biri intrauterin bakteriyel infeksiyona bagli
gelismektedir. Histolojik koryoamniyonitin hangi irkta daha sik oldugu tam olarak
bilinmemekle birlikte, Afrikan Amerikalilarda da preterm dogumlarin daha fazla
olmasina bagli olarak bu toplumlarda arttig1 bildirilmektedir (25).

Sistemik maternal infeksiyon, preterm eylem ve preterm dogumla yakindan
iligkilidir (26). Normal vajinal floray: olusturan lactobacillus tiirleri yerine G. vaginalis,
bacteroides tiirleri, mobiluncus tiirleri, U. urealyticum, ve M. Hominise artigi ile
karakterize bakteriyel vajinozisli kadinlarda spontan prematiir dogum riski iki kat daha
yiiksektir  (27,28). Asemptomatik genital infeksiyonlarin da erken dogumun
gerceklesmesinde Onemli bir faktdor oldugu goriisii iizerinde durulmaktadir (29).
Koryoamniyonit ile iliskili patojen diisiik virulanshh olup, genellikle subklinik
seyretmektedir. Preterm dogum yapan kadinlarda koryoamniyonite ait klinik bulgu
olmaksizin yapilan amniyosentezde %20 oraninda patolojik bakteri izole edilmistir. Bu
hastalarda klinik bulgu ve infeksiyon kaniti olmadan bazi inflamatuvar sitokinlerin arttig1
gosterilmis ve bu sitokin TUretiminin, preterm dogumu tetikledigi diislintilmistiir.
Intraamniyotik IL-6 konsantrasyonun pozitif amniyotik sivi kiiltiiriine gére daha degerli
oldugu tanimlanmistir. Bu sonug intrauterin inflamasyonun, infeksiyon olmadan da
geligebilecegini gdstermektedir (30).

Mikroorganizmalarin amniyotik kavite ve fetlise ulagsmasi i¢in yollar:

1- Vajina ve serviksden yukariya dogru ilerleme,



2- Plasentaya hematojen yayilim (transplasental infeksiyon),
3- Retrograd yolla fallop tliplerinden peritoneal yayilim,
4- Yapilan invaziv girisimlerdir (Sekil 2.1) (26,31).
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\ | | ’ /
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Sekil 2.1. Bakteriyel infeksiyonun uterusa ulagma yollari.

Preterm dogum yapan kadinlarin amniyotik sivisinda en c¢ok izole edilen
mikroorganizmalar Ureoplasma urealyticum, Mycoplazma hominis ve Fusobacterium
tirleridir. Amniyotik sivida bulunan diger organizmalar Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus auerus, Gardnerella vaginalis, Streptococcus viridans ve Bacteroides
spp., nadiren Escherichia coli, Enterecoccus faecalis, Neisseria gonorrhea ve
Peptococcus spp. tiirleridir.  Haemophilus influenzae, Capnocytophaga spp.,
Stomatococcus spp. ve Clostridium spp. ¢cok nadir izole edilmektedir (26,31).

Son zamanlarda ureoplasma infeksiyonu ile preterm dogum arasinda yakin bir iliski
tanimlanmistir. Anneden bebege vertikal gegis yapmaktadir. Ayn1 zamanda bu bakterinin,
postpartum endometrit, koryoamniyonit, spontan abortuslar, pndmoni, BPD gelisimi ile

iligkisi saptanmis ve 6lii dogumlara da neden oldugu gosterilmistir (32).
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Cinsel yolla bulasan bir infeksiyon olan Chlamydia trachomatis ise fetusa vertikal
yolla gecerek %5-15 olguda pnémoni ve %15-25 olguda oftalmia neonatoruma yol
agmaktadir (31). Servisit vakalarinin 6nemli bir kismini1 olusturmakta ve amniyon
stvisindan izole edilmektedir. Chlamydia trachomatis’in konjenital pnémoni yaptigina
dair vakalarin rapor edilmesi, bu mikroorganizmanimn da intraamniyotik infeksiyon
yapabilme kapasitesi oldugunu gostermektedir ancak, standart kiiltiirlerde tiretilememesi
nedeniyle intraamniyotik infeksiyon konusundaki bilgiler net degildir (31).

Viriislerin subklinik ve klinik koryoamniyonit olgularindaki etiyolojileri de tam
olarak aydinlatilamamistir (26,31).

Bakterilerin koryodesidual alana invazyonu sonucu birtakim endotoksinler ve
egzotoksinler agiga ¢ikarak; fetal membranlardan sitokinlerin ve aktif inflamatuvar
mediatdrlerin salinimini uyarmaktadirlar. Bu sitokin ve mediatorler; TNF-a, IL-10, IL-1,
IL-6, IL-8 ve trombosit aktive edici faktor (PAF), graniilosit-koloni uyarict faktor (G-
CSF), reaktif oksijen radikalleri, lokotrienler ve nitrik oksittir (NO). Sitokinler,
endotoksinler ve egzotoksinler, uterus kontraksiyonlarini arttiran prostoglandin sentezini
ve salmimini uyarmakta, notrofillerin o bdlgeye gogiinii saglamakta, infiltrasyon ve
aktivasyonunu  baglatmaktadirlar. ~ Matriks  metalloproteinazlarin  salmimi  ile
koryoamniyotik membran hasar1 ve riiptiirii gerceklesmektedir. Normal durumlarda
amniyon sivisindaki prostaglandinlerin inaktivasyonundan sorumlu olan prostaglandin
dehidrogenaz enzimidir. Kronik infeksiyonlarda bu enzimin aktivitesi azalmakta buna
bagli olarak myometriumdaki prostoglandinlerin diizeyi yiikselmektedir. Sonugcta
myometrial kontraksiyonlar artmaktadir. Ayrica enfekte fetus da, fetal hipotalamik ve
plasental kortikotropin releasing hormon (CRH) aracilig: ile fetal kortikotropin sentezini
ve bu yolla fetal prostaglandin sentezini artirmakta ve bu durum enfekte fetusun
kendisinin de dogum eylemine katkida bulundugunu goéstermektedir. Ozetle enfekte
fetustan sitokin salinimi da erken dogum eylemine neden olmaktadir (22,29,31).

Term bebegin fizyolojik dogumunda artmis intraamniyotik proinflamatuvar sitokin
seviyelerinin saptanmasi, normal dogumda da inflamasyonun kritik role sahip oldugunu

vurgulamaktadir (33).
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2.1.2. Koryoamniyonit ve sitokinler
Sitokinler etkilerini lokal ve sistemik olarak gostermektedirler. Lokal etkileri temel
olarak endotel {lizerinde gerceklesmekte ve burada endotel hiicre aktivasyonunu,
l6kositlerin  endotele yapigsmasini, endotel-16kosit etkilesimi sonras1 16kositlerin
inflamasyon bdlgesine gdciinii saglamaktadirlar. Go¢ eden 16kositler bu bolgede aktive
olarak inflamasyonu; hiicrede solunumsal patlama, fagositoz, degraniilasyon ile
sinirlandirmaya ¢alismaktadirlar. Sitokinlerin diger lokal etkileri ise serbest oksijen
radikallerinin salinimi, sitokin sentezini yeniden aktive etme ve endojen mediator
salmimidir. Sistemik etkilerini ates, naturel killer (NK) aktivasyonu, T hiicrelerinin
cogalmasi, sitotoksik T hiicre artisi ve B hiicre aktivasyonu seklinde gostermektedirler
(34).
Sitokinler:
1. Proinflamatuvar sitokinler: IL-1, IL-6, IL-8, IL-5, TNF-a, interferon gamma (IFN-
7).
Nonspesifik immiinite ve inflamasyonu artirmaktadirlar.
2. Spesifik immiinite: IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16.
Lenfosit aktivasyonundan sorumludurlar. Lenfositlerin  biiyiimesini  ve
farklilagsmasini saglamaktadirlar.
3. IL-10 ( Sitokin sentez inhibitdr faktor), Transforming biiyiime faktor B (TGF —f).
Diizenleyici rol oynamaktadirlar.
4. Kemokinler: 1L-8, Monosit kemoatraktan protein (MCP) 1, 2, 3, Eotaksin,
Makrofaj inflamatuvar proteinler (MIP-1a, MIP -1b)
5. G-CSF ve graniilosit-makrofaj koloni stimiilan faktér (GM-CSF). Kemik iligi
onciillerini uyarmaktadirlar.
Proinflamatuvar sitokinler icinde TNF-o ve IL-1, sitokin kaskatinda digerlerinden

daha 6nemli role sahiptirler.

212a. 1L-1

IL-1, aktive monosit ve makrofajlardan bakteriler ve bakteriyel iiriinlere yanit
olarak salinmaktadir. Inflamasyonun erken yanitinda énemli rolii vardir. IL-1 {iretimi
hem translasyon hem de transkripsiyon seviyelerinde diizenlenmektedir. IL-1’in IL-1a ve
IL-1B olmak iizere 2 alt tipi mevcuttur. Inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonunda, diger

sitokinlerin ve kendi kendisinin saliniminda rol oynamaktadir (21).
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IL 1’in fonksiyonlars;

e Onemli bir immiinmodiilatordiir.

e Inflamatuvar hiicre aktivasyonunu saglamaktadir.

e NK hiicrelerini aktive etmektedir.

¢ T ve B hiicrelerinin proliferasyonunu saglamaktadir (21, 22).

Normal bir gebelikte IL-1, desidua ve plasental membranlardan salgilanmaktadir.
IL-1 seviyesi erken gebelikte, hamile olmayan kadinlardan belirgin olarak yiiksek
bulunmakta, ikinci trimesterde dlgiilemeyecek seviyeye inmekte ve 3. trimesterde {iretimi
tekrar baglamaktadir (23). Infeksiyon varliginda gelisen preterm dogumlarda ise IL-1’in
amniyotik sividaki konsantrasyonu, infeksiyonu olmayan preterm dogumlara kiyasla
oldukga yiiksek saptanmakta ve infeksiyonlu amniyotik sividaki artmig IL-1 aktivitesinin
biiyiik cogunlugunu IL-1B olusturmaktadir (24). Immiinohistokimyasal analizler ve insitu
hibridizasyon teknikleri, histolojik olarak gosterilen ve klinik o6zellikleri tasiyan
koryoamniyonitli hastalarin koryon ve desidua 6rneklerinde IL-18 mRNA ekspresyonunu
gostermekte ve hiicresel diizeyde koryoamniyonitte en belirgin IL-1 {retimi infiltre
makrofajlardan olmaktadir (21). IL-1f’nin bu dokulardaki esas kaynaklari ¢cogunlukla

makrofajlar iken notrofiller ve desidual hiicreler de iiretimde rol almaktadir (25).

2.1.2.b. TNF-a

TNF-a, IL-1 ile benzer ozellikler gdstermekte, aktive makrofajlar ve diger

hiicrelerden salinmaktadir. TNF-a’nin desidua hiicrelerinde ve TNF-o reseptorlerinin de
plasental hiicrelerde gosterilmis olmas1 TNF-a’nin gestasyonda sitokin iiretiminde anahtar
role sahip oldugunu desteklemektedir (26). Normal gebelikte; TNF-a, ikinci ve tigilincii
trimestere kadar amniyon sivisinda saptanamamakta, intraamniyotik infeksiyon ve
infeksiyona bagli erken dogumda ise amniyon sivisindaki miktarinda belirgin artis
olmaktadir (21). TNF-a ayni1 zamanda 6nemli bir immiinmodiilatordiir. B lenfositlerinden
IL-2 salimimimi ve sitolitik T lenfositlerinin {iretimini arttirarak Class-2 MHC antijen
ekspresyonunu saglamaktadir. Kan beyin bariyerinde, trombojenik ve vaskiiler
degisikliklerde de oOnemli rol oynayarak bariyerin gecirgenligini artirmakta ve pial
arterlerde vazokonstriksiyona neden olmaktadir. IL-1 ile etkileserek vaskiiler endotelde
prokoagiilan  aktiviteyi, prostasiklin sentezini, plasminojen aktivatdr inhibitor
ekspresyonunu indiiklemekte, prokoagulan aktivitesi ile iskemik hasar yaratmaktadir (27).

Ayrica 16kositlerin endotele adezyonunda etkilidir. Kilcallar tizerinde direkt toksik etkisi
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de vardir. Kan beyin bariyerinin gegirgenligini artirarak matriks metalloproteinazlarin
(jelatinaz B) fretimine neden olmakta miyelin ve oligodendrositlere zarar vererek
astrositik proliferasyonu artirmaktadir. Sonug olarak demiyelinizasyon ve reaktif gliozis
ile beyin ciddi zarar gormektedir.

Intrauterin infeksiyona yamit olarak iiretilen TNF-o,IL-1 hem preterm doguma
hemde neonatal morbiditelere neden olmaktadir. Bakteriyel {iriinlere yanit olarak desidua
hiicrelerinden tiretilen IL-1 ve TNF-a koryodesiduit olusturarak uterin kontraksiyonlari
dolayli olarak artirmaktadir. Erken dogum eylemi, IL-1 ve TNF-o’nin sinerjistik etkisine
ek olarak intrauterin dokulardan prostaglandin tretimi ile iliskilidir. IL-1 ve TNF-a,
amniyon hiicreleri, koryonik hiicreler ve desidual hiicrelerden prostaglandin E2 (PGE2)
ve F2-a sentezini uyarmaktadir. IL-1B aymi zamanda sitozolik fosfolipaz A2’nin
sitozolden membran translokasyonunu hizlandirmakta ve bakteriyel endotoksinlerle
birlikte (LPS) 15-hidroksiprostaglandin dehidrogenazin fetal membranlarda aktivitesini
baskilayarak prostaglandinlerin in situ yikimini engellenmektedir (30). Sitokinler
fetomaternal yiizeyde prostaglandin reseptorlerinin ekspresyonunu da etkilemektedir. 1L-
1B, PGE2’nin reseptorii olan ve amniyon kokenli hiicrelerde PGE2 {iretimini hizlandiran
EP1 reseptorlerinin ekspresyonunu diizenlemektedir. IL-1 ve TNF-o ayn1 zamanda PAF
asetil-hidrolazin salinimini (PAF’1 inaktive eder) baskilayarak artmis PAF aktivitesine
neden olmakta, PAF ise dogumdan 6nce koryon-desidua hiicrelerinden PGE2 iiretimini

uyarmaktadir (22).

2.1.3. Koryoamniyonit ve fetal inflamatuvar cevap sendromu

Intrauterin infeksiyon ve/veya inflamasyon erken membran riiptiiriinin (EMR)
vepreterm dogum eyleminin en énemli nedenidir. Intrauterin infeksiyonu olan vakalarin
%80°1 erken dogumla sonuglanmaktadir (35). Uterustaki bakteriyel infeksiyonlar,
maternal dokular ve fetal membranlar arasinda (koryodesidual alan), fetal membranlarda
(amniyon ve koryon), plasentada, amniyotik sivida, umbilikal kordonda ya da fetusta
olusabilmektedir.

Koryoamniyonit; ya fetal-maternal (koryodesidual bosluk) yada fetal kaynakli
dokularin (koryoamniyotik membran, amniyotik sivi ve umbilikal kord) intrauterin
inflamasyon durumunu tanmimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (36). Histolojik
koryoamniyonit ise, pekgok vakada steril dokularin patojenle invazyonunun gosterilmesi

esasimna dayanmaktadir (37). Bunlar, histolojik bulgularin (polimorfoniikleer hiicre
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infiltrasyonu) yanisira mikrobiyolojik (pozitif kiiltiir/patojenler igin polimeraz zincir
reaksiyonu) ve biyokimyasal (artmis intraamniyotik sitokinler) koryoamniyoniti de igine
alan kriterlerdir.

Infeksiyona yatkilig: arttirdign gosterilen bazi faktdrler vardir. Bunlarm hepsinin
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamigtir. A ve 0 kan grubuna sahip olmak, gebelikte
obez olmak, gebeligin 2. trimesterinde servikal yetmezlik nedeniyle takip edilmis olmak
koryoamniyonit i¢in yiiksek risk tasimaktadir (38).

Koryoamniyonit insidansina dair tam bir veri yoktur, ancak terme dogru insidans
azalmakta ve preterm dogum, sosyoekonomik durum, etnik farkliliklar insidansi
etkilemektedir. Beyaz irkta, siyah irka gore risk daha azdir. Erkek bebek, 35 yasindan
biiyiik olmak, sigara ve/veya alkol kullanimi, anemi, igsizlik, idrar yollar1 infeksiyonu ve
bakteriyel vajinozis koryoamniyonit riskini artiran faktorlerdir (38).

Fetal vaskiilit; koryon (koryonik vaskiilit) ve umbilikal kordonun (funisit-umbilikal
vaskiilit) damar duvarlarinda notrofillerin -~ varligt  olarak  tanimlanmaktadir.
Mikroorganizma veya iriinlerinin fetusa ulagmasi, sitokin salinigina ve sistemik fetal
inflamatuvar cevaba neden olmakta, fetusta ortaya ¢ikan sistemik inflamatuvar cevap,
“fetal inflamatuvar yanit sendromu (FIRS)” olarak adlandirilmaktadir. Inflamatuvar cevap
aslinda infeksiyon ya da hasara kars1 koruyucu bir mekanizma olarak gelismektedir. Bu
inflamatuvar cevap; proinflamatuvar sitokinler ve inflamasyon bdlgesinde monosit ve
makrofajlar tarafindan {iretilen diisik molekil agirlikli glikoproteinler araciligiyla
gerceklesmektedir. Proinflamatuvar sitokinler (IL-1, IL-2, IL-6, IL-18, IFNy, TNF-a)
etkili inflamasyonun esas savasgilaridir (akut faz yanitin1 olustururlar). Antiinflamatuvar
sitokinler ise baslayan inflamatuvar siirecin diizenlenmesini ve vital organlarda hemostazi
saglamakla gorevlidirler (31).

Fetal vaskiilit, fetal inflamatuvar yanitin en 6nemli komponentlerinden biridir ve
burada maternal 16kositler intervilloz araliktan koryonik ylizeye, buradan da amniyon ve
amniyotik siviya gecerek umbilikal korda invaze olmaktadirlar. FIRS, subklinik bir
durumdur ve EMR olmadan yada EMR varliginda fetal plazma IL-6 seviyesinin 11
pg/ml’in {izerinde bulunmasi olarak tanimlanmaktadir (2,31,39-41). FIRS in histolojik
degerlendirilmesinde umbilikal kordonda inflamasyonun (funisit) ve kronik vaskiilitin
gosterilmesi altin standarttir. Funisit endoteliyal hasarla iliskilidir ve organ tahribatinin
gelismesinde anahtar rol oynamaktadir. Fetal inflamatuvar yanitin indirekt gostergesi ise

fetal kaynakli olan amniyon sivisindaki beyaz kiire sayisidir (34).
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FIRS tanimlanan fetusun en sik morbidite ve mortalite nedenleri, 6zellikle

pretermlerde RDS, sepsis, pndmoni, BPD, IVK, PVL ve NEK dir (34, 42) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. FIRS’1n organ sistemleri iizerine etkileri.

Inflamatuvar yaniti saglayan sitokinlerin asir1 salmimi zarar vericidir. Sok,
multiorgan yetmezligi ve Oliime neden olabilirler (34). Amniyotik sivi ve fetus
dolagiminda proinflamatuvar sitokinlerin artis1 ve fetal vaskiilit varligi; PVL, BPD, fetal
sepsis, ve fetal kardiyak disfonksiyon gibi ¢cok sayida fetal ve neonatal sekel gelisimi ile
iliskilidir. Son zamanlarda fetal inflamatuvar cevabin; preterm dogum, beyaz cevher
hasari, serebral palsi (CP) ve kognitif problemlerle olan iliskisinin, maternal inflamatuvar
yanittan ¢ok daha 6nemli oldugu anlasilmaya baglanmistir (43).

Maternal inflamatuvar yanitin gelisimi onemli olmakla birlikte, intraamniyotik
sitokinlerin fetal orijinli oldugu yoniindeki veriler agirliktadir. Fetal sitokin diizeyleri,
fetal vaskiilit gelisimi ve amniyon sivisinin inflamasyonunun siddeti maternal serum
diizeyleri ile iligkili goziikmemektedir. Bu veriler de, fetal inflamatuvar cevabin,
pretermlerde gelisebilecek sonuglara katkisinin daha 6nemli oldugunu gostermektedir
(44).

2.1.4. Fetal inflamatuvar cevap sendromunun santral sinir sistemine etkileri

Infeksiyon/inflamasyona fetal maruziyet, fetal beyin gelisimine hasar veren uzamis
noroinflamatuvar cevap ile sonuglanmaktadir. FIRS’da beyin hasarinin derecesi, hasarin

olusum zamam ile yakindan iligkilidir. Gelismekte olan beyinde esas hiicre

popiilasyonunu preoligodendrositler olusturmaktadir. Oligodendrosit Onciilleri olan
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preoligodendrositler mitotik olarak aktif hiicreler iken, immatiir oligodendrositler
postmitotik hiicrelerdir. Preoligodendrositlerin hasari ile miyelinizasyonda azalma, beyaz
cevher hasari, PVL ve sonugcta serebral palsi gelismektedir. 30 gestasyon haftasindan 6nce
dogan prematiir infantlar ile yapilan bir kohort ¢calismasinda, dogumdan kisa siire sonra
(ortalama 2 giin) kranial goriintiileme alinmis, yaklasik yarisinda uzun donemde gelistigi
diisiiniilen beyin anormallikleri saptanmistir. Bu ¢alisma, antenatal infeksiyon /
inflamasyon ile fetal inflamatuvar cevabin fetal hasar ve/veya beyin gelisiminde
problemler ile sonug¢landigini desteklemektedir (45). PVL’nin ise daha ¢ok iskemik
hasara bagl gelistigi diisiiniilmesine ragmen son ¢alismalarda infeksiyonun PVL
gelismesine neden oldugu gosterilmistir (46). Yavru kedilere endotoksin uygulanmasi
sonrasi beyinlerinde PVL benzeri degisiklikler oldugu gozlenmistir (47).

Mikrogliyal hiicreler lipopolisakkarit reseptorii olarak bilinen toll-like reseptor-4’e
(TLR-4) sahip noronal olmayan tek hiicre grubudur ve LPS’nin indikledigi
oligodendrosit 6liimii ile giden nérodejenerasyondan sorumludur (48,49). Mikrogliyalarin
aktivasyonu noroinflamatuvar cevap sendromunda; intraseliiler 1s1 sok protein sinyalini
iceren TLR bagimh yolag: aktive etmekte, eksitoksisite, inflamatuvar ve serbest radikal
hasar1 iizerinden, gelismekte olan beyne hasar vermektedir (50,51). Mikrogliyalar ayni
zamanda bizzat sitokin de salgilayarak beyin hasarimi arttirmaktadir. Neonatal ratlara
intraserebral LPS verilerek yapilan bir deneysel hayvan modelinde mikrogliyalarin
aktivasyonunda ve TNF-a seviyelerinde belirgin artma oldugu gosterilmistir (52).

Infeksiyonun baslattigi inflamasyonla ortaya ¢ikan FIRS’da beyin hasarinin

olusmasi birka¢ basamakta gerceklesmektedir.
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Bu mekanizmalar:

2.1.4.a. LPS’nin taninmasi

Lipopolisakkaritin taninmasinda ilk basamak, LPS’nin LPS baglayict proteine
baglanmasidir. Akut faz reaktan1 olan LPS baglayic1 protein, karacigerden sistemik
dolasima salinmakta ve LPS’nin; CD14, TLR-4 ile ekstraselliiler adapte edici protein
MD2’den olusan lipopolisakkarit reseptor kompleksine baglanmasini saglamaktadir. LPS
reseptori ekstraseliiler 16sinden zengin tekrarlar icermekte ve tek transmembran bolge ile
intraseliiler Toll/interlokin-1 reseptor bolgesinden olugmaktadir. Deneysel kanitlar
LPS’nin asil transmembran reseptoriiniin TLR-4 oldugunu géstermekte ve TLR-4 geninde
olusan mutasyonlarda LPS, reseptore baglanamamaktadir (53,54). Ayrica MD-2
lipopolisakkarit cevabi i¢in gerekli olup, TLR-4 araciligiyla mitojenin aktive ettigi protein
aktivasyonunu iceren intraseliiler olaylar dizgesini baslatmaktadir. MD-2’den yoksun
farelerde LPS’ye yanit olusmadigi gosterilmistir (53,54). TLR-4 sinyali, niikleer faktor-
kB’nin niikleer translokasyonu ve inflamatuvar genlerin transkripsiyonu ile
sonuglanmaktadir (55). TLR ve diger pattern tanima reseptorleri mikrobiyal patojenler
tarafindan sunulan molekiileri tanimaktadirlar. TLR’ler tarafindan tanimman ve neonatal
donemde patojenik olan organizmalar grup B Streptokoklar, Listeria monocytogenes,

Mycoplasma hominis, Candida albicans, Cytomegaloviriis ve Enterobactericeae’lardir

(56).

2.1.4.b. Lipopolisakkaritin indiikledigi inflamasyonun periferden santral sinir
sistemine gecisi

Intakt kan beyin bariyeri, beyin parankimi ile dolasan molekiilleri ayirarak beyin
homeostazin1 saglamaktadir. Bariyerdeki siki kavsaklar gelismekte olan beyni sarmakta
ve kiiglik molekiilleri bile gecirmemektedir (57). Fakat beynin bazi bolgelerinde kan
beyin bariyeri yoktur. Bu bolgelerde sistemik dolasimdaki peptitler, sitokinler, bakteriyel
iiriinler gibi biiyiik molekiiller santral sinir sisteminin hiicresel elemanlar1 ile direkt

temasa gegmektedirler (58).
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Lipopolisakkaritin indiikledigi inflamasyonun periferden santral sinir sistemine
gecisini agiklayan 2 mekanizma iizerinde durulmaktadir.

1. mekanizma (Indirekt etki): Kan beyin bariyeri vaskiiler hiicrelere ve proteinlere
cok diisik gegirgenlikle karakterize ozellesmis endotel hiicrelerinden olusmaktadir.
Lipopolisakkarit (0.01-10 mg/kg) meninkslerde, ventrikiil etrafinda ve koroid pleksusta
TNF-a ve IL-18’nin mesajct mRNA sentezini indiikleyereksitokin salinimini artirmakta
ve sitokinlere kan beyin bariyerinin geg¢irgenligini artirarak hem kendilerinin hemde
inflamatuvar mediatorlerin beyne gecisini saglamaktadir. in vitro calismalarda sitokine
(TNF-0, IL-18 INF-y) ve LPS’ye maruziyet sonrast kan beyin bariyerinin gegirgenliginin

plazma vaskiiler endotelyal biiylime faktorleri araciligiyla arttig1 da gosterilmistir (59).

2. mekanizma (Direkt etki): Eriskin santral sinir sisteminde LPS reseptorii olan
TLR-4, kan beyin bariyerinin olmadig1 ventrikiil ¢evresinde, leptomeninkslerde ve koroid
pleksustaki hiicrelerde bulunmaktadir. LPS direkt olarak bu bolgelerde TLR-4’e
baglanarak inflamatuvar cevabi baglatmakta ve bu inflamasyon, santral sinir sistemindeki
mikrogliyal hiicrelere dogru yayilmaktadir. Inflamatuvar cevabin yayilmasinda en énemli
rol TNF-a’ya aittir (60,61). LPS’nin TLR-4 reseptoriine baglanmasiyla niikleer faktor kB
aracili kaskat da devreye girmekte, parakrin etkiyle sitokinler ve kemokinler araciligiyla
beyinde inflamatuvar sinyal giderek genislemektedir (62). TLR-4, LPS’nin indiikledigi
noronal dejenerasyon i¢in gereklidir.

Lipopolisakkarit plasentay1 gecip beyne ulastiginda hem lokal, hem de sistemik etki
gostermektedir. Lipopolisakkaritin sistemik cevabi daha ¢ok hipotalamik-hipofiz-adrenal
aks tlizerinden gerceklesmekte, hepatik akut faz protein sistemi de sistemik cevaba
katilmaktadir. Olusan sistemik cevap sonrasi inflamatuvar kaskat baglamakta,
transkripsiyon faktorleri salinmakta preterm dogum ve fetal inflamatuvar hasar ortaya

¢ikmaktadir (63-65).
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2.1.4.c. Lipopolisakkarit tarafindan olusturulan santral immiin cevap

Lipopolisakkarit beyinde santral immiin cevabi indiiklediginde periferde de benzer
etki goriilmektedir. LPS’nin intraserebral veya intraperitoneal enjeksiyonu santral sinir
sisteminde sinyal transdiiser ve transkriptor aktivator (STAT) 3’tin fosforilasyonuna
neden olmaktadir. Lipopolisakkaritin beyne etkisi olduk¢a karmagik olup sistemik immiin
endokrin etkilerle yakin iliskilidir (66).

Fetusta Ozellikle serebral beyaz cevherin, gebeligin ortalarinda sistemik LPS
maruziyetine daha duyarli oldugu dencysel modellerde gosterilmistir (67,68). Benzer
sekilde gebe ratlarin uterus hornlarina gebeligin sonlarinda E. Coli inokiilasyonu yapilmis
ve yasayan fetuslarda beyaz cevher hasari olustugu saptanmistir. Gebeligin erken
evrelerinde maternal LPS’ye maruziyet, gelismekte olan fetal beyne ozellikle
preoligodendrositler iizerinden zarar vermekte, daha ge¢ maruziyet ise mikrogliyalar
tizerinden sitokin liretimini indiikleyerek hasar olugturmaktadir (69).

Chai ve ark (10) embriyogenezisin 18. giiniinde uygulanan yiiksek doz LPS’nin fetal
beyinde IL-18 ve TNF-a tiretimine neden oldugunu gostermislerdir.

Sonug olarak LPS, ya sitokinler gibi inflamatuvar mediatorlerin sistemik salinimina
neden olarak hem bu sitokinler araciligiyla kan beyin bariyerinin gegirgenligini artirmakta
hemde sitokinlerin beyne gegisini saglamaktadir; yada kan beyin bariyerinin olmadig:
bolgelerden direkt olarak hiicre reseptorlerine baglanip mikrogliyalari aktive etmekte ve
bu yolla santral sinir sistemi cevabini baslatmaktadir.

Santral inflamasyon esas olarak mikrogliyalarin aktivasyonu sonucu sitokin ve
trofik faktorlerin salinmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Immiin cevap kognitif fonksiyonlari,
dendritik yapilari, katekolamin dengesini, noral ve gliyal proliferasyonu ve santral sinir

sistemi duyarliligini etkilemekte ve beyin lezyonlariin gelismesine neden olmaktadir.

2.1.5. Proinflamatuvar sitokinler ve santral hasarlanma

Amniyotik boslugun mikrobiyal invazyonu prematiir infantlarin yaklasik %25’inde
goriilmekte ve konjenital fetal infeksiyona neden olmaktadir. Mikroorganizmalarin veya
mikrobiyal tiriinlerin fetusa gecisi, mononiikleer hiicrelerde 6zellikle TNF-a ve IL-1 gibi
sitokin yaprmini indiiklemektedir Inflamatuvar kaskatin 6nemli mediatdrleri olan
sitokinler ya fetusta olusan FIRS sonucu sistemik dolagimda yiikselmekte ve kan beyin
bariyerindeki gecirgenligi artirarak SSS’ne ge¢mekte yada kan beyin bariyerinin tam

olarak gelismemis kisimlarindan LPS’nin direkt SSS’ne ge¢cmesi ve mikrogliyalar
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tizerindeki TLR-4 reseptdrlerine baglanmasi sonucu mikroglialar tarafindan yapilmaktadir
(70,71). Sitokinler kan beyin bariyerini tasiyici aracili mekanizma ile gegcmektedirler. Bu
mekanizma oldukc¢a smirli kapasitede gergeklesmekte ve ¢ok cabuk doygunluga
ulagmaktadir (72). Dolasimdaki sitokinler ayrica kan beyin bariyeri ile temasta olan
endotel ve diger hiicrelerin luminal kismindaki reseptorlerine baglanmakta, kan beyin
bariyerinin bazal kismindan salinan prostaglandinler parakrin etkiyle beyin parankimi
boyunca inflamatuvar sinyali yaymaktadirlar. Sitokinlerin artisi ile baslayan inflamatuvar
stireg, sitokinlerin 1okositleri aktive etmesi ve aktif 16kositlerin de kan-beyin bariyerinin
etkinligini azaltmasi ile devam etmektedir. Aktif 10kositler daha sonra kan-beyin
bariyerini gegerek mikrogliya ve astrositleri aktive etmekte, aktiflesen mikrogliya ve
astrositler ise daha ¢ok sitokin ve kemokin yapmaya baglayarak bir kisir dongi
olusturmaktadirlar. Aktif mikrogliyalardan salinan sitokinler de preoligodendrosit
toksisitesine yol agmaktadir (73). Sitokinler, NO, siklooksijenaz, serbest radikal {iretimini
ve eksitator aminoasit salinimini da artirarak beyinde direkt toksik etki yaratmaktadir
(74,75). Mekanizmalarin hangi oranda beyinde hasar yarattigi ve beyne gectigi
bilinmemekle birlikte kan beyin bariyerinin bozulmus fonksiyonunda, beyinde lokal hasar
olusmakta ve bu hasar uzun vadede norodejeneratif hastaliklarin da zeminini
olusturmaktadir (76). Gelismekte olan beyne en ciddi hasar1 veren sitokin, permeabiliteyi
arttirarak kan-beyin bariyerini kolayca gecen ve serebral oksijenlenmenin azalmasina,
intrakraniyal basincin artmasina, diffiiz intravaskiiler koagiilopatiye yol acan TNF-o’dir
(77). Ayrica bu sitokin noronal doku i¢in kuvvetli bir sitotoksik ajandir ve oligodendrosit
onciillerinin apopitozuna yol agmaktadir. TNF-a, 2 farkli reseptér (TNF-a R1 ve TNF-a
R2) tizerinden etki etmektedir. Her ikisi de gliyal veya néronal hiicrelerde eksprese
edilmekte ve ¢Oziinmiis halde bulunmaktadir. TNF-o’nin R1’e baglanmasi pekgok
molekiiler kaskadi baglatmakta ve apopitoz ile baglantili yolaklar1 hizlandirarak,
kaspazlar1 ve NF-kB transkripsiyon faktor yolaklarini aktive etmektedir.

PVL ile sitokin arasindaki iliskiyi aragtirmak i¢in 17 neonatal PVL’li beyin 6rnegi
ile 17 kontrol grubunda sitokinler immiinohistokimyasal olarak ¢alisilmis, PVL’li
orneklerin %88’inde ve kontrol grubunun %18’inde TNF-a, IL-18 ve IL-6 iiretimi artmis
bulunmustur. Sitokinlerin 6zellikle koagiilasyon nekrozunun oldugu hipertrofik
astrositlerde ve mikrogliyal hiicrelerde eksprese edildigi saptanmistir (78). Deneysel
modellerde de sitokinlerin intraperitoneal enjeksiyonu ile astrogliozis ve beyaz cevherde

ensefalomiyelit gelistigi gosterilmistir (79). Ayrica bir bagka arastirmada beyin omurilik
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stvisinda TNF-a, IL-1y, IL-6 diizeyleri yiiksek saptanan yenidoganlarin manyetik
rezonansla yapilan beyin goriintiilemelerinde serebral lezyonlar oldugu saptanmistir (80).
Inflamasyona bagli santral hasarlanmada rolii olan ve reseptdrii preoligodendrositlerin
yiizeyinde yer alan IFN-y’nin da hem preoligodendrositlere kiiltiir ortaminda direkt olarak
toksik etki yaptigi hem de TNF-o’nin proinflamatuvar etkisini arttirdigt bir baska
deneysel modelde gosterilmistir (81).

Kemokinler bir ¢esit sitokin olup aktif immiin hiicreler tarafindan salinmakta,
immiinmodiilatuvar hiicrelerin vaskiiler sistemden hasarli santral sinir sistemi bdlgesine
geemesinde gorev almaktadir (82). Deneysel bir sigan modelinde kemokinlerin 6zellikle
hipoksik-iskemik olaydan sonra enfarktli beyin bolgesine gecisinin, gegici notrofil
saldirisi, mikrogliya/makrofaj, CD4 lenfosit, astrosit aktivasyonu ile sonuglandigi

gosterilmistir (83).

2.1.6. Kaspazlar ve santral hasarlanma

Gelisen beyinde apopitoz (normal fizyolojik durumlarda) prenatal gelisim sirasinda
gerceklesmekte, erken postnatal donemde azalmakta ve erigkin beyninde minimale
inmekte; iskemi, infeksiyon/inflamasyon apopitoz olayini tetiklemektedir. Intrinsik yada
ekstrinsik uyar1 sonrasi tetiklenen apopitoz, sistein igeren aspartat-spesifik proteazlar
olan kaspazlarin aktivasyonuna neden olmaktadir. Intrinsik ve ekstrinsik kaspaz kaskati
DNA parcalanmasina, membranlarin ayrismasina, membranlarin sigsmesine ve hiicre
oliimiine yol agmaktadir. Intrinsik kaspaz kaskad: reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNS) tarafindan baglatilarak oksijen tiiketimi azaltilmakta ve kaspaz 9
aktive edilmektedir. Bu kaskatta prokaspaz 9, hasarli mitokondriden salinan sitokrom c ve
apopitoz proteaz aktivasyon faktdr 1 (Apafl) apopitozom kompleksini olusturmaktadir.
Apopitozom kompleksi dimerize oldugunda, prokaspaz 9 aktif formuna ayrigmakta ve
efektor kaspazlar aktive etmektedir. Ayrica efektor kaspazlar, kaspaz 8 ve 10 tarafindan
aktive edilebilmektedir. Prokaspaz 8 veya 10 ile ilgili reseptorler 6liimii indiikleyen sinyal
kompleksi ile uyarilmakta ve bu uyarilma prokaspazlarin aktif formuna ayrigmasina
neden olmaktadir. Aktif kaspaz 8 veya 10 daha sonra efektor kaspazi aktive ederek hiicre
Olimiine yol agmaktadir. Pek ¢ok memeli hayvan tiirlerinde kaspaz 3; kaspaz 8, 9 ve 10
tarafindan aktive edilen efektor kaspazdir. Efektor kaspaz 3; hayvan hipoksi-iskemi ve
LPS’nin indiikledigi inflamasyon/infeksiyon modellerinde noronal hiicre gdvdesinde,

striatumda ve hipokampiiste gosterilmistir (9,84).
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2.1.7. Eksitoksisite ve santral hasarlanma

Sitokinler  eksitator ~ aminoasit  salimmini  artirarak  beyinde  6zellikle
preoligodendrositlere  direkt  toksik  etki  yaratmaktadir.  Preoligodendrositler
matilirasyonlarinin tam olmamasi nedeniyle eksitoksisiteye oligodendrositlere gore daha
duyarhdir. Eksitoksisite hem glutamat reseptor aracili olmayan, hem de reseptor aracili
yolakla preoligodendrositlere zarar vermektedir. Reseptor aracili olmayan mekanizma,
sistin tastyicis1 ile glutamatin yarigmasi esasina dayanmakta, yiiksek ekstraseliiler
glutamat varliginda sistin disar1 atilmaktadir. Sonugta biyosentez i¢in sisteine ihtiyag
duyan intraseliiler glutatyon azalmakta ve hiicre olimii gerceklesmektedir (85,86).

Reseptor aracili mekanizma mikromolar seviyede glutamata ihtiya¢ duymaktadir.

2.1.8. Diger mediatorler ve santral hasarlanma

FIRS’de sitokinler disinda adhezyon molekiilleri, bliylime faktorleri, ekstraseliiler
matriks proteinleri, matriks metalloproteazlar ve diger biyolojik mediatorler de yer
almaktadir. Kan beyin bariyerindeki disfonksiyon sonucu immiin hiicreler beyne
gecmekte, artmis permeabilite ile serebral Odem ve intrakranial hipertansiyon
gelismektedir. Bu degisiklikler ile santral sinir sisteminde inflamasyon gelismekte ve
diger hiicresel molekiiler degisiklikler baglamaktadir. Serebral oksijenizasyon diismekte,
kan ve besin destegi azalmakta biyokimyasal ve metabolik diizensizlik baglamaktadir. Bu
lokal, hiicresel, vaskiiler ve dokusal degisiklikler baslangictaki santral sinir sistemi

hasarmi artirmakta ve sekonder beyin hasar1 gelistirmektedir (87-89).
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_—_ Mikrogliyal
Mikrogliya aktivasyon

08/RNS

Oligodentrosit olimii

Sekil 2.3. Mikrogliyalarin hasar mekanizmasi.

2.2. Fetal Beyin Hasarinin Onlenmesi

Fetal beyin hasarmin engellenmesi icin asil yapilmasi gereken infeksiyonu ve
dolayisiyla preterm dogumu engellemektir. Postnatal tedavi daha ¢ok destek tedavisi olup
hastanin klinigine gore degismektedir. Gerekli hastalara ventilator destegi saglanarak
karbondioksit basincina dikkat edilmeli, hipokarbi-hiperoksiden kaginilmalidir. Neonatal
kan basincina dikkat edilmeli, serebral kan basincinin diisiik oynamalarda etkilenebilecegi
gbzoniine alinarak gerekirse inotrop destegi verilmelidir. Serebrovaskiiler otoregiilasyon
ve beyin elektrofizyolojisinin yatak basi monitorizasyonu ile beyin hasarinin erken
taninmas1 miimkiin olabilmekte ve zamaninda miidahale saglanabilecegi diigiiniilmektedir
(36-46).

Preoligodendrosit hasarina neden olan yolaklarin, sitokin ve mikrogliyal reseptor
blokaj1 ile engellenebilecegini gosteren deneysel caligmalar yapilmis olmakla birlikte

klinik calismalarla desteklenmesi gerekmektedir (90).
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2.2.1. Antibiyotik ve tokolitik ajanlar

Ozellikle erken membran riiptiirii olan gebeliklerde antibiyotik kullaniminin
koryoamniyoniti engelleyerek hem preterm dogum, hem de neonatal morbiditilerde
(neonatal infeksiyonlar, surfaktan eksikligi, oksijen ihtiyaci, anormal kardiyovaskiiler
bulgular) belirgin azalma sagladigi gosterilmistir (11,91). Antibiyotiklerin dogru
secilmesi zordur. Postnatal NEK riskini de arttirdigi i¢in preterm dogum eylemi olan
gebelerde ko-amoksilav kullanimini 6nerilmemektedir. Eritromisin bakteriden daha az
endotoksin salinmimina neden oldugu i¢in ko-amoksilava kiyasla daha c¢ok tercih
edilmektedir. Aslinda amniyotik kavitenin korunmus bir alan olmasi ve antibiyotik
girisinin zorlugu nedeniyle gebeye konservatif tedavi uygulamasi tartismalidir (42).
Prematiir dogumdan 6nce antibiyotik kullaniminin periventrikiiler 16komalaziyi azalttigi

diistiniilmektedir ancak, bu diistince kontrollii ¢alismalarla kanitlanmamustir (92,93).

2.2.2. Antenatal steroid uygulanim
Antenatal steroid uygulanimi, neonatal morbidite ve mortalitede belirgin azalma
saglamaktadir. Eksojen steroidlere antenatal maruziyetin, intraventrikiiler kanama ve
beyaz cevher hasarinin olusumunu ve ciddiyetini azalttigi gosterilmistir (94).
Antenatal steroidlerin santral sinir sistemi iizerinde olumlu etkileri ile ilgili one siiriilen
mekanizmalar;
1. Sitokinlerin periferde ve beyinde ekspresyonunu diizenlemek,
2. Serebral perfiizyonu diizenlemek,
3. Antioksidan enzimleri aktive etmek,
4. Hiicresel farklilasmay1 hizlandirmak ve
5

Sistemik inflamatuvar cevabin etkilerini ve ciddiyetini azaltmak seklindedir (42).

2.2.3. Norotrofik faktorler

Norotrofik faktorler, hiicre yasamini ve programli hiicre 6liimiinii diizenleyen
proteinlerdir. Hipoksi-iskemi ve infeksiyon/inflamasyon olusturulan hayvan modellerinde
norotrofik faktorlerden beyin kokenli norotrofik faktér (BDNF) ve sinir biiyiime faktorii
(NGF) noroprotektif faktorler olarak gosterilmistir. Endotelin 1 (ET-1) en kuvvetli
vazokonstriktor olup, astrositler ve endotel hiicreleri gibi pek ¢ok hiicrede mitojenik ve

antiapopitotik etki gostermektedir. Proinflamatuvar sitokinler (TNF-a, IL-1) infeksiyon /
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inflamasyon ve iskemi durumunda endotel hiicrelerinden ET-1 iiretimini artirmaktadirlar
(84).

Hayvan ¢alismalarinda beyin hasar1 ile norotoksik faktorlerin salinimi arasinda
direkt iliski saptanmistir. Hipotermi, hipoksi-iskemi sonrasi neonatal hayvanlarda
noroprotektif etkiye sahiptir. Hipertemi ise yetiskin rat modellerinde beyin hasarini
artirmaktadir. Maternal ates, mikrobiyal infeksiyona bagli olusabilecegi gibi
noninfeksiyoz nedenlerle ve epidural anestezi sonucu da gelisebilmektedir. Maternal ates
fetal beyinde hipoksi olusturarak, oksijen ihtiyacini ve serebral metabolik hizi artirarak

beyin hasarina neden olabilmektedir (27).

2.2.4. Diger tedaviler

Infeksiyon/inflamasyon veya iskemi/reperfiizyonun tetiklemesi ile baslayan ve
oligodendrosit 6limii ile sonuglanan bu kaskadin degisik basamaklarina etki ederek,
hasarlanmay1 azaltmaya yonelik ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu c¢alismalarda
kullanilan hipotermi, kalsiyum kanal blokerleri, Mg, adenozin, lamotrijin, fenitoin ile
glutamat saliniminin engelledigi diistintilmektedir.

NMDA ve Non-NMDA reseptor antagonistlerinin (topiromat), glutamat reseptor
blokaj1 yaparak, hipotermi, COX inhibitorleri, indometazin, allopurinol, desferoksaminin
serbest radikallerin tiretimini bloke ederek ve Vit E, N-asetil sisteinin serbest radikalleri
tutarak etki ettigi varsayilmaktadir. Anti-apoptotik ajanlar: ntropinler, biiytime faktorleri,
proapopitotik yolagin spesifik inhibitdrleri olup bu inhibitorlerin perinatal donemdeki
santral etkilenmeyi azaltmada olumlu etkileri oldugu kabul edilmektedir. Ancak
hipotermi disindaki biitiin uygulamalar deneysel ¢alismalar seklinde olup heniiz kontrollii
Klinik calismalarla desteklenmemistir (95). Benzer sekilde pentoksifilinin (96) ve
eritropoetinin (97) antiinflamatuvar yolak {izerinden etki ederek perinatal asfiksi ve
hipoksik iskemik ensefalopatiyi azalttigi da sadece hayvan modellerinde gosterilmistir.
Deneysel hayvan modellerinde aktive protein C’nin, endotoksinin uyardigi beyin
hasarinda etkili oldugu saptanmis, ayrica antiinflamatuvar, anti-trombotik ve fibrinolitik
etkisi acgisindan eriskinde ciddi sepsiste kullanilmis, basarili sonucglar alinmis, ancak
yenidoganlar yada ¢ocuklar iizerinde etkili oldugu gosterilmemistir (42,98). EksojenIL-1p
ve TNF-a gibi sitokin reseptor antagonistlerinin uygulanmasi da sadece hayvan

modelinde ¢aligilmistir (42).
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2.3. Intraven6z immiinglobulin

2.3.1. Tanim

Immiinglobulinler (Ig), B lenfositler tarafindan iiretilen hiimoral immiin sistemin
major etkili molekiilleri olup spesifik antijenlerle reaksiyon veren proteinlerdir.
Intravendz immiinglobulin (IVIG) en az 3.000-10.000 ve bazen 100.000 saglikli insandan
aliman plazma havuzundan elde edilmektedir. Preparatlarin igeriginde en fazla bulunan
IgG’dir ve birden fazla IgG allotipi (Gm ve Km tipleri ) barindirmaktadir. Preparatlarda
IgG, insan serumuna en yakin degerdedir, ¢cok az miktarda IgA, IgM ve diger serum
proteinlerini, eser miktarda ¢oziinen CD4, CD8, HLA molekiillerini ve bazi sitokinleri
icermektedir. IVIG’de, patojenlere ve yabanci antijenlere kars: etkili immiin antikorlardan
yiiksek oranda mevcuttur. Preparatlar, IVIG’in Fc reseptorleri ile etkilesimini saglayan
intakt Fc molekiileri icerir (14). Cok sayida IVIG preperati mevcuttur. Preparatlarin
hepsinin igerdikleri IgG alt gruplar1 aynidir. HbsAg, HCV ve HIV tasimazlar. Her bir
iriiniin terapotik farkliligr olmamasina karsin, igerigindeki Ig A miktari, glukoz miktari

ve fiyat agisindan farkliliklart vardir.

2.3.2. iVIG’in etki mekanizmalar1

IVIG’in etki mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamakla birlikte birgok mekanizma
lizerinde durulmaktadir. Immiinoglobulinin; hedef hiicre yiizeyindeki Fc reseptorlerine
baglanarak reseptoriin fonksiyonunu diizenledigi ve antijenin hiicreye girisini 6nledigi, B
ve T hiicrelerinin Fc reseptorlerine baglanarak antikor yanitini engelledigi ve
immiinmodiilatuvar etki gosterdigi diistiniilmektedir. Anti-idiotipik etkisini B hiicrelerini
baskilayarak, anti-inflamatuvar etkisini ise monosit/makrofajlardan salinan sitokinler ve
diger proinflamatuvar mediyatorlerin yapimini azaltarak gostermektedir. Komplemana
kovalent olarak baglanmakta, aktif durumdaki endotelyal hiicrelere baglanmasini

engellemektedir (20).
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2.3.3. iViG’in immiin diizenleyici etkileri

2.3.3.a. Patojenik otoantikorlarin ve otoreaktif B hiicre klonlarinin
notralizasyonu

IVIG ile otoantikorlarin degisken bdlgelerinin etkilesimi, IVIG’in in vivo otoreaktif
B hiicre klonlarin1 diizenleme yetenegi oldugunu gdstermektedir. Ayrica, intakt IVIG ile
IVIG’in F(ab’)2 fragmanmin, bazi1 otoantikorlarin fonksiyonel aktivitesini nétralize ettigi
ve/veya otoantikorlarin, otoantikora 6zel otoantijene baglanmasii engelledigi in vitro
olarak gosterilmistir (20). IVIG’in otoantikor aktivitesinin inhibisyon yetenegi 6zellikle;
faktor VIII, tiroglobulin, DNA, intrinsik faktor, periferal sinirler, nétrofil sitoplazmik
antijen, platelet glikoprotein Ilb-IIIa, asetilkolin reseptor, endotel hiicreleri, fosfolipidler,
nefritik faktor ve retinal otoantijen B’ye kars1 otoantikorlarin varliginda gozlenmistir. Bu
mekanizma IVIG’in otoimmiin hastaliklardaki etkisini agiklamaktadir (20,99). IVIG, bu
otoantikorlarin tespit edildigi sistemik lupus eritematozus (SLE) ve antinétrofilik
sitoplazmik antikor (ANCA) aracili vaskulitlerde bu mekanizma ile etkili olmaktadir
(100). Kanlarinda faktér VIIc’ye karsi otoantikor tespit edilen hastalarda IVIG
uygulanimi sonrasi otoantikor seviyelerinin diismesi, IVIG’in bu etkiyi F(ab)2 fragmanlart
ile baglanarak gergeklestirdigini gostermistir (101). Hastaliga 6zgii IVIG’in otoantikorlara
karst anti-idiotip antikorlarinin varlig; miyasteni gravis, Lambert-Eaton miyastenik

sendromu ve antikor aracili noropatilerdeki etki mekanizmasini agiklamaktadir (20).

2.3.3.b. Anti-inflamatuvar etkileri

IVIG, akut ve kronik inflamatuvar olaylarda immiinmodiilatuvar ajan olarak
kullanilabilmektedir. IVIG’in anti-inflamatuvar etkisi, esas olarak sitokin ve sitokin
antagonistlerinin iiretiminin diizenlenmesi seklindedir (102). IVIG, IL-1’in dogal
reseptoriine karsi antikor iiretimini selektif olarak baslatirken, proinflamatuvar sitokinler
olan IL-1a, IL-1pB, IL-6 ve TNF-q iiretimini etkilememektedir. IVIG’in antiinflamatuvar
etkisi, sitokin iiretimini diizenleyen monositik sitokinlerle sinirli olmayip, IVIG’in T
helper ve TH2 sitokin iiretimini diizenleme yetenegine de dayanmaktadir. IVIG aym
zamanda kompleman aracili hasar1 engelleyerek, immiin kompleks aracili inflamasyonu
azaltarak, endotel hiicrelerinin aktivasyonunu inhibe ederek, mikrobiyal toksinleri

noétralize ederek, steroid ihtiyacini azaltarak antiinflamatuvar etki gostermektedir (20).
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2.3.3.c. Kompleman aracil etkileri

IViG’in kompleman ile etkilesimi C5b-9 membran atak kompleksinin olusumunu
ve dolayisiyla kompleman aracili doku hasarim1 engellemektedir. Aktif kompleman
komponentlerini tutmakta ve kompleman atagini hiicresel hedeften uzaklastirmaktadir
(103). 1VIG igerisindeki Ig molekiileri, aktif C3b ve C4b’ye C1q bagimli ve C1q bagimli
olmayan yollarla baglanarak kompleman {irtinlerinin hedef yiizeylerde depolanmasini
engellemekte, boylelikle C5 konvertaz aktivasyonunu ve membran atak kompleksi
olusumunu &nlemektedir. Ozellikle dermatomiyozitli hastalarda IVIG uygulanimi ile
C5b-9’un plazma seviyelerinde, C5b-9 antijenlerinin endomisyel kilcallarda
depolanmasinda ve C3b’nin miktarinda belirgin olmak iizere diisme gozlenmistir (104).
IVIG’in, icerisinde ¢dziinmiis halde bulunan kompleman reseptdrleri de kompleman
komponentlerini baglayarak bunlarin damar endoteline tutunmalarini inhibe etmektedirler

(105, 106).

2.3.3.d. Fc reseptor aracili etkileri

IVIG; fagositler iizerindeki Fcy reseptorlerini satiire ederek, degistirerek ve
afinitesini etkileyerek Fc reseptor blokaji yapmakta, duyarli hale gelen fagositler
fonksiyon goremez hale gelmektedirler.

Guillan Barre sendromu ve kronik inflamatuvar demiyelizan polindropatide
makrofajlar iizerindeki Fc reseptorleri bloke olmakta ve antijenle kapli hedef hiicrenin
makrofaj aracili fagositozu inhibisyona ugramaktadir. Bu hastaliklarda IVIG kullanimi
ile, makrofaj aracilt demiyelinizasyon engellenebilmektedir (107).

Idiopatik Trombositopenik Purpura’da (ITP) ise IVIG icerisindeki Ig’ler, fagositik
hiicrelerin iizerindeki Fc reseptorlerine baglanmakta, otoantikorlarla duyarli hale gelmis
olan trombositlerin yikilimimi engellemektedirler. ITP’li hastalara saflastirilmis Fc
fragmanlar1 verilerek yapilan calismalar, IVIG ile meydana gelen diizelmenin Fc reseptor
blokaj1 ile oldugunu ve trombosit sayilar1 ile serum solubl Fcy reseptor (sFcyR)
diizeylerinin birbirine paralel olarak arttigini gdstermistir (108). IVIG igerisindeki Ig’nin
%95°den fazlas1 monomerik sekildedir. IVIG infiizyonu ile monomerik Ig’ler dimerik
sekle donmekte ya da hastalarin dolasan antijenleriyle birleserek immiin kompleksleri
olusturmaktadirlar. IgG monomerleri daha c¢ok monositlerin iizerindeki FcyRI ’e
baglanirken, polimerik IgG ve immiin kompleksler monosit ve nétrofillerin uzerindeki

FcyRII ve FcyRIIl’e baglanmaktadirlar. Polimerik IgG ile baglanan monositlerin FcyR
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ekspresyonu ve fagositik aktiviteleri azalmaktadir (109,110). Sonug olarak IVIG; ITP ve
diger otoimmiin sitopeniler tizerinde, Fc reseptdr blokaji ile birlikte FcyR ekspresyonu ve

afinitesini diizenleyerek etkili olmaktadir.

2.3.3.e. T ve B lenfositlerin membran molekiilleri ile etkilesimi

IVIG, otoreaktivite ve tolerans gelisiminden sorumlu monositler, T ve B
hiicrelerinin bazi membran molekiilleri ile etkilesmektedir. IVIG’in, insan T hiicre
reseptorleri, CDS, CD4, HLA sinif I molekiilleri, RGD adezyon molekiilleri, Fas, sitokin
ve sitokin reseptorlerindeki sabit ve degisken bolgelere karsi otoantikor —igerdigi
gosterilmistir (20, 111-113). Bu molekiillere kars1 gelisen antikorlar IVIG’in
immiinmodiilatuvar etkisi igin ©6nemlidir. IVIG aym zamanda degisken miktarda

¢Oziinmiis CD4,CD8, HLA I ve Il molekiilleri igermektedir.

2.3.3.f. Antijen sunan hiicrelerle etkilesimi

IVIG’in esas hedefi 6zellesmis antijen sunan hiicreler olan dendritik hiicrelerdir.
IVIG’in, dendritik hiicrelerin farklilasmasini ve matiirasyonunu sagladig1, olgun dendritik
hiicrelerden IL-12 sekresyonunu engelledigi, IL-10 iiretimini arttirdigl invitro olarak
gosterilmistir (114). IVIG’in icerisinde, IgG disinda, eser miktarda bulunan degisik Ig-
izotipleri, membran iriinleri (CD4-CD8) ve bazi HLA belirleyicileri; T hiicreler ile
antijen sunan hiicreler arasindaki etkilesimi farklilastirarak immiin yanitin seklini

degistirmektedir (111).

2.3.4. Klinikte kullanimi

Once yalnizca primer immiin yetersizlik hastaliklarinda uygulanan IVIG,
giinlimiizde bir¢ok hastalikta profilaktik ve tedavi edici ajan olarak kullanilabilmektedir.
Immiinglobulin ilk defa 1952 yilinda Ogdon Bruton tarafindan hipogammaglobulinemili
bir ¢ocukta uygulanmistir (115). 1979 yilinda antikor eksikligi bulunan hastalarda

intravenoz olarak verilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (116).
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Cizelge 2.1. 1VIG tedavisinin etkili oldugu hastaliklar (14,20).

Primer immiin yetersizlik hastahklar:

X’e bagimli agammaglobulinemi

Sik rastlanilan degisken immun yetersizlik (CVID)
Wiskott- Aldrich sendromu

Hiper IgM sendromu
Kombine immiin yetersizlik(SCID)

Selektif antikor eksiklikleri

IgG alt grup eksiklikleri

Ataksi-telenjektazi

Sekonder immiin yetersizlik hastaliklar
Kronik lenfositik 16semi
Multiple miyeloma
Kemik iligi transplantasyonu

Immiin sebepli hastahklar

1. Sitopeniler
Idiopatik trombositopenik pupura
Kazanilmis immiin trombositopeni
Otoimmiin nétropeni
Otoimmiin hemolitik anemi
Otoimmiin eritroblastopeni
Parvovirus B19 iligkili eritrosit aplazisi

2. Noromuskiiler hastaliklar
Guillan Barre sendromu
Miyastenia gravis
Multiple skleroz
Demiyelizan ndropati
Multifokal néropati

3. Diger hastaliklar
Polimiyozit-dermatomiyozit
Otoimmiin hemofili
Kazanilmis von Willebrand hastalig
Kawasaki hastalig
ANCA pozitif vaskiilitler
Sistemik lupus eritomatozus
Antifosfolipid antikor sendromu
Rekiirren spontan abortuslar
Romatoid artrit ve Felty’s sendromu
Juvenil romatoid artrit
Tiroid oftalmopatisi
Birdshot retinokoroidopatisi
Graft versus host hastaligi
Steroid bagimli astim
Steroid bagimli ciddi atopik astim
Crohn hastalig1
Otoimmiin tiveit

Viruslerin neden oldugu otoimmiin miyokardit
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3. DENEKLER VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Calisma Wistar-Albino cinsi 200-280 gr arasinda agirliga sahip, disi ratlarda yapildi.
Deney boyunca normal rat yemi ve musluk suyu ile beslendiler, su ve yem kisitlanmasi
yapilmadi. 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik ortamda tutuldu. Caligsma ile ilgili Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan onay alindi (05.01.2010.
Degerlendirme no:10-01/01, karar no:01).

3.2. Cahsma Protokolii

Calismaya alinan disi ratlara 3 giin erkek ratlarin talasi ile 0strus siklusuna girmeleri
icin indiiksiyon yapildi. Disi ratlar daha sonra erkek ratlar ile saat 20.00°’de ayn1 kafese
konularak ¢iftlesmeye birakildi. Ertesi giin saat 08.00’de disilerden vajinal smear alinarak
sperm arandi. Sperm saptanan disilerin gebelikleri 0.5 giin kabul edilerek disiler ayri
kafese konuldu. Gebeliklerinin 19. giiniine kadar beklemeye birakildi. Gebeliklerinin 19.
giiniinde disiler randomize olarak 6 gruba ayrildi.

1. Grup I’e (4. saat grubu SF+SF) (gebeliklerinin 19. giiniinde) 0. saatte LPS hacmine
esdeger miktarda (0.3 mg/kg) intraperitoneal %0.9 NaCI soliisyonu (SF) verildi.
SF’den 2 saat sonra IVIG hacmine esdeger miktarda SF, eter anestezi altinda
uyutularak kuyruk veninden intravendz olarak verildi. Intraperitoneal SF’den 4 saat
sonra gebe ratlar 6nce %4 halotanla yiikleme yapilip sonra %1-1.5 halotanla idame
yapilarak uyutuldu ve histerektomi uygulanarak yavrular ¢ikarildi. Olen ve canli olan
yavru ratlar sayildi, canli olan yavru ratlarin beyin dokulari ¢ikarildi ve -80°C’de
saklandi (Calismaya alinan yavru rat sayisi 30).

2. Grup 2’ye (4. saat grubu LPS+IVIG) (gebeliklerinin 19. giiniinde) 0. saatteki
intraperitoneal LPS (Escheria Coli 0.55B5, Sigma St.Louis, MO, USA) 0.3 mg/kg
uygulanmasindan 2 saat sonra kuyruk veninden eter anestezi altinda uyutularak 1
gr/kg dozunda 1VIG verildi (Tegeline Er-Kim). LPS’den 4, IVIG’den 2 saat sonra
gebe ratlar once %4 halotanla yiikleme sonra %1-1.5 halotanla idame yapilarak
uyutuldu ve histerektomi uygulanarak yavrular ¢ikarildi. Olen ve canli olan yavru
ratlar sayildi, canli olan yavru ratlarin beyin dokular1 ¢ikarildi ve -80°C’de sakland1

(calismaya alinan yavru rat sayisi 30).
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3. Grup 3’¢ (4. saat LPS+SF) (gebeliklerinin 19. giiniinde) 0. saatteki intraperitoneal
LPS 0.3 mg/kg uygulamasindan 2 saat sonra, 1 gr/kg IViG’e esdeger hacimde SF
kuyruk veninden eter anestezi altinda uyutularak verildi. LPS’den 4 saat, SF’den 2
saat sonra gebe ratlar 6nce %4 halotanla yiikleme sonra %1-1.5 halotanla idame
yapilarak uyutuldu ve histerektomi uygulanarak yavrular ¢ikarildi. Olen ve canli olan
yavru ratlar sayildi, canli olan yavru ratlarin beyin dokulari ¢ikarildi ve -80°C’de
sakland1 (Calismaya alinan yavru rat sayisi 30).

4. Grup 4’e (24. saat SF+SF grubu) (gebeliklerinin 19. giiniinde) 0. saatte LPS hacmine
esdeger miktarda intraperitoneal SF uygulanmasindan 2 saat sonra kuyruk veninden
eter anestezi altinda IVIG hacmine esdeger miktarda intravenéz SF verildi. Ratlar
kafeslerine konularak bekletildi. LPS uygulamasinin 24. saatinde gebe ratlar 6nce %4
halotanla yiikleme, sonra %1-1.5 halotanla idame yapilarak uyutuldu ve histerektomi
uygulanarak yavrular ¢ikarildi. Olen ve canli olan yavru ratlar sayildi, canli olan
yavru ratlarin beyin dokulari ¢ikarildi ve -80°C’de saklandi1 (Calismaya alinan yavru
rat sayis1 30).

5. Grup 5’e (24. saat LPS+IVIG grubu) (gebeliklerinin 19. giiniinde) 0. saatteki
intraperitoneal LPS 0.3 mg/kg uygulanmasindan 2 saat sonra kuyruk veninden eter
anestezisi altinda IVIG 1 gr/kg dozunda verildi. Ratlar kafeslerine konularak
bekletildi. LPS uygulamasinin 24. saatinde gebe ratlar 6nce %4 halotanla yiikleme
sonra %1-1.5 halotanla idame yapilarak uyutuldu ve histerektomi uygulanarak
yavrular ¢ikarildi. Olen ve canli olan yavru ratlar sayildi, canli olan yavru ratlarin
beyin dokulari ¢ikarildi ve -80°C’de saklandi (Caligmaya alinan yavru rat sayist 30).

6. Grup 6’ya (24. saat LPS+SF grubu) (gebeliklerinin 19. giiniinde) 0. saatte
intraperitoneal LPS 0.3 mg/kg uygulanmasindan 2 saat sonra kuyruk veninden eter
anestezi altinda IVIG hacmine esdeger miktarda intravendz SF verildi. Ratlar
kafeslerine konularak bekletildi. LPS uygulamasinin 24. saatinde gebe ratlar 6nce %4
halotanla yiikleme, sonra %1-1.5 halotanla idame yapilarak uyutuldu ve histerektomi
uygulanarak yavrular cikarildi. Olen ve canli olan yavru ratlar sayildi, canli olan
yavru ratlarin beyin dokulari ¢ikarildi ve -80°C’de sakland1 (Caligmaya alinan yavru

rat sayisi 30).
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4. saat Gruplan

GRUP 1 (SF+SF) GRUP 2 (LPS+iViG)

0.saat — Intraperitoneal SF Intraperitoneal LPS
+ +
2.saat —» Intravenoz SF IviG
4.saat —» Histerektomi Histerektomi
Beyin doku 6rnegi

Beyin doku drnegi

24. saat Gruplari

GRUP 4 (SF+SF) GRUP 5 (LPS+iViG)

0.saat —» Intraperitoneal SF  Intraperitoneal LPS

+ +

2.saat —» Intravenoz SF vig

| l

24.saat— Histerektomi Histerektomi

Beyin doku 6rnegi Beyin doku drnegi

GRUP 3 (LPS+SF)
Intraperitoneal LPS
+
intravenoéz SF
Histerektomi

Beyin doku 6rnegi

GRUP6 (LPS+SF)

Intraperitoneal LPS
+

Intravenoz SF

Histerektomi

Beyin doku 6rnegi

Sekil 3.1. Calisma protokol semasi.

Elde edilen beyin dokularinin timiinde (Grup 1, 2, 3, 4, 5, 6) ratlara spesifik
TNF- a, IL-1p kitleri kullanilarak [( MAB510), (MAB5011) R&D systems, Inc.
Minneapolis, MN] western blot yontemi ile TNF-a ve IL-1p diizeyleri ¢alisildi. Ayrica
24. saatte ¢ikarilan beyin dokularinda (Grup 4, 5, 6) bu iki sitokine ek olarak kolorimetrik
yontemle kaspaz 3 kiti [(KHZ1001) Invitrogen Corporation Camarillo, CA] kullanilarak

kaspaz 3’lin aktivitesi ¢alisildi.

34




3.3. Calisma Yontemi

3.3.1. Western blot yontemi

Western blot yonteminde TNF-o, IL-1f tayini i¢in beyin dokulart mekanik olarak
parcalandi. Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yontemiyle
denatiire edilerek ikincil ve {glinciil yapilarimi kaybeden proteinlerin molekiiler
agirliklarina gore ayrilmasi saglandi. Daha sonra transfer proteinler polivinildin diflorid
(PVDF) [(RPN303F) Amersham, Buckinhamsire, UK] membranlara SDS ile negatif
olarak kaplandilar ve akrilamid jelde pozitif alana dogru gog ettiler. Proteinlerin tespiti
icin TNF-a, IL-1B yada beta-aktin (sc-56055 Santa-cruz, CA) ile isaretli antikorlar
kullanildi. Beyin ornekleri SDS-PAGE jelde elektrik akimina maruz kaldiktan sonra
proteinler molekiil agirliklariyla orantili olarak anota gog ettiler ve jelde bulunduklar
yerde bant halinde yigilim gosterdiler. Elde edilen filmler daha sonra image j programi ile

sayisal degere dontistiirtildii.

3.3.2. Kolorimetrik yontem

Kalorimerik yontemde beyin Ornekleri santrifiij edilerek siipernatanlar1 alindi.
Kaspaz-3’iin substrati olan N-Asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid’den (Ac-DEVDpNA)
kromofor p-nitroanilinin (pNA) serbestlesmesi saglandi. Her 6rnek igin ayri buffer
kullanilarak oda 1sisinda ve karanlik ortamda 2 saat bekletildikten sonra 400-450 nm
dalga boyunda mikroplate okuyucu (Bio-Tek) ile okunarak kaspaz 3’iin aktivitesi

degerlendirildi.

3.4. Kullanilan Biyoistatistiksel Yontem

Veriler SPSS (version 11.0) (SPSS Inc., Chicago, USA) kullanilarak analiz edildi.
Orneklemi tanimlamak icin frekans dagilimi, ortalama, standart sapma gibi tanimlayici
istatistikler kullanildi. Gruplar arast degerlendirme TNFa , IL-1p i¢in “Mann-Whitney U”
testi ile kaspaz 3 aktivitesi ise Welch testi ve ANOVA testi kullanilarak yapildi. p<0.005

olarak tespit edilen degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Deney asamasi 6 ay, calisma asamasi 6 ay sirdii. LPS baslangicta 0,5 pg/kg
dozunda uygulandi. Ancak uygulama sonrasi1 gebe ratlarin hepsinin kaybedilmesi {izerine
LPS dozu 0,3 pg/kg’a indirildi. Doz azaltilmasina ragmen Grup 2’de 5 yavru ve 1 gebe
rat, Grup 3’de 8 yavru ve 2 gebe rat, Grup 5’de 6 yavru rat, Grup 6’da 11 yavru ve 2 gebe
rat kaybedildi. IVIG deneklerce iyi tolere edildi.

Birinci grubun kilosu 2.34+0.37 gr, 2. grubun 1.97 £0.38 gr, 3. grubun 2.14 +£0.53
gr, 4. grubun 2.02+0.27 gr, 5 grubun 2.16+ 0.23 gr, 6. grubun ise 1.194+0.43 gr arasinda
degismekteydi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Yavru ratlarin kilolart.

Fetus Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
1 1,60 1,20 1,05 1,55 1,45 0,55
2 1,75 1,20 1,10 1,60 1,80 0,55
3 1,80 1,35 1,40 1,65 1,85 0,55
4 1,95 1,40 1,50 1,65 1,90 0,55
5 1,95 1,45 1,50 1,70 1,95 0,60
6 2,00 1,60 1,50 1,75 1,95 0,65
7 2,00 1,65 1,50 1,80 2,00 0,65
8 2,00 1,75 1,65 1,80 2,05 0,65
9 2,05 1,80 1,70 1,85 2,10 0,90
10 2,05 1,85 1,70 1,85 2,10 1,10
11 2,15 1,90 2,05 1,90 2,10 1,10
12 2,15 1,90 2,10 1,95 2,15 1,15
13 2,15 1,95 2,30 1,95 2,15 1,15
14 2,20 1,95 2,30 2,00 2,15 1,15
15 2,20 2,00 2,30 2,00 2,20 1,25
16 2,25 2,05 2,35 2,05 2,20 1,35
17 2,35 2,10 2,35 2,05 2,20 1,35
18 2,35 2,10 2,40 2,10 2,25 1,35
19 2,40 2,10 2,40 2,10 2,25 1,40
20 2,45 2,15 2,45 2,15 2,25 1,45
21 2,50 2,25 2,50 2,15 2,25 1,45
22 2,50 2,25 2,55 2,15 2,25 1,50
23 2,55 2,25 2,55 2,20 2,25 1,50
24 2,60 2,25 2,60 2,25 2,25 1,55
25 2,60 2,35 2,65 2,30 2,40 1,55
26 2,70 2,40 2,65 2,35 2,40 1,55
27 2,80 2,40 2,70 2,35 2,45 1,60
28 2,95 2,45 2,70 2,40 2,45 1,65
29 3,00 2,45 2,75 2,50 2,45 1,95
30 3,05 2,60 2,90 2,55 2,55 2,00
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4.1. TNF-a Diizeyleri

4.1.1. 4. saat gruplarimin karsilastirilmasi

Grup 1 (4.saat SF+SF) ile Grup 2 (4.saat LPS+iVIG)’nin TNF-a diizeyleri
karsilastirildiginda 2. grubun diizeyi 1. gruba kiyasla anlamli olarak diisiik bulundu
(p=0.023) (Cizelge 4.2).

Grup 1 (4.saat SF+SF) ile Grup 3 (4.saat LPS+SF)’lin karsilastirilmasinda 1. gruba
ait diizeyin 3. gruba kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (p=0.003)
(Cizelge 4.2).

Grup 2 (4.saat LPS+IVIG) ile Grup 3 (4.saat LPS+SF)’iin karsilastiriimasinda 2.
gruba ait diizeyin 3. gruba kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (p=0.002)
(Cizelge 4.2).

Sonug olarak;

Grup 2 (LPS+IVIG) < Grup 1 (SF+SF) < Grup 3 (LPS+SF)( Sekil 4.1).

Cizelge 4.2. 4. saat gruplarinda TNF-a diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Gruplar (4.saat gruplari) TNF-a (pg/ml)# p*
Grup 1 (SF+SF) 1.00 (0.11-10.63) 0.023
Grup 2 (LPS+IVIG) 0.84 (0.09-12.01) '
Grup 1(SF+SF) 1.00 (0.11-10.63) 0.003
Grup 3 (LPS+SF) 1.85 (0.12-16.96) '
Grup 2 (LPS+VIG) 0.84 (0.09-12.01) 0.002
Grup 3 (LPS+SF) 1.85 (0.12-16.96) '

#Ortanca (minimum-maksimum), *p<0.05

4.1.2. 24. saat gruplariin karsilastirilmasi

Grup 4 (24.saat SF+SF) ile Grup 5 (24.saat LPS+IVIG)’in TNF-a diizeyleri
karsilastirildiginda ise tersine 4. grubun diizeyi 5. gruba kiyasla anlamli olarak diisiik
saptand1 (p=0.001) (Cizelge 4.3).

Grup 4 (24.saat SF+SF) ve Grup 6 (24.saat LPS+SF)’in TNF-a diizeyleri arasinda
istatistiki anlamlilik bulunamadi (p=0.79) (Cizelge 4.3).

Grup 5 (24.saat LPS+IVIG) ile Grup 6 (24.saat LPS+SF)’nin TNF-a diizeyleri
karsilastirildiginda ise tersine 6. grubun diizeyi 5. gruba kiyasla anlamli olarak diisiik
saptand1 (p<0.001) (Cizelge 4.3).
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Sonug olarak;
Grup 4 (SF+SF) # Grup 6 (LPS+SF)<Grup 5 (LPS+iVIG) olarak degerlendirildi
(Sekil 4.2).

Cizelge 4.3. 24. saat gruplarinda TNF-a diizeylerinin karsilastiriimasi.

Gruplar (24.saat gruplan) TNF-a (pg/ml)# p*
Grup 4 (SF+S_F)_ 0.46 (0.02-48.96) 0.001
Grup 5 (LPS+IVIG) 2.39 (0.14-32.64) '
Grup 4 (SF+SF) 0.46 (0.02-48.96) 0.79
Grup 6 (LPS+SF) 0.62 (0.03-14.00) '
Grup 5 (LPS+VIG) 2.39 (0.14 -32.64) 0<0.001
Grup 6 (LPS+SF) 0.62 (0.03-14.00) '

#Ortanca (minimum-maksimum), *p<0.05

4.2. IL-1p Diizeyleri

4.2.1. 4. saat gruplarimin karsilastirilmasi

Grup 1 (4.saat SF+SF) ile Grup 2 (4.saat LPS+IVIG)’nin IL-1f diizeyleri
karsilastirildiginda 2. grubun diizeyi 1. gruba kiyasla anlamli olarak diisiik bulundu
(p<0.001) (Cizelge 4.4).

Grup 1 (4.saat SF+SF) ile Grup 3 (4.saat LPS+SF)’iin karsilastirilmasinda 1. gruba
ait diizeyin 3. gruba kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (p<0.001)
(Cizelge 4.4).

Grup 2 (4.saat LPS+IVIG) ile Grup 3 (4.saat LPS+SF)’iin karsilastiriimasinda 2.
gruba ait diizeyin 3. gruba kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (p<0.001)
(Cizelge 4.4).

Sonug olarak;

Grup 2 (LPS+IVIG) < Grup 1 (SF+SF )< Grup 3 (LPS+SF)(Sekil 4.3).

Cizelge 4.4. 4. saat gruplarinda IL-1p diizeylerinin karsilastirilmasi.

Gruplar (4.saat gruplari) IL-18 (pg/ml)# p*
Grup 1 (SF+SF) 0.95 (0.09-8.65) 0<0.001
Grup 2 (LPS+IVIG) 0.07 (0.00-2.54)

Grup 1 (SF+SF) 0.95 (0.09-8.65) 0<0.001
Grup 3 (LPS+SF) 2.08 (0.13-84.48) '
Grup 2 (LPS+IVIG) 0.07 (0.00-2.54) 6<0.001
Grup 3 (LPS+SF) 2.08 (0.13-84.48) '

#Ortanca (minimum-maksimum), *p<0.05
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4.2.2. 24. saat gruplarmin karsilastirilmasi

Grup 4 (24.saat SF+SF) ile Grup 5 (24.saat LPS+IVIG)in IL-1p diizeyleri
karsilastirildiginda ise 5. grubun diizeyinin 4. gruba kiyasla daha diisiik oldugu tespit
edildi ancak, iki deger arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p=0.49) (Cizelge 4.5).

Grup 4 (24.saat SF+SF) ve Grup 6 (24.saat LPS+SF) karsilastirildiginda Grup 4’tin
diizeyleri Grup 6’ya kiyasla anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.041) (Cizelge 4.5).

Grup 5 (24.saat LPS+IVIG) ve Grup 6 (24.saat LPS+SF)nin diizeyleri
karsilagtirildiginda ise Grup 5’in diizeyinin Grup 6’ya kiyasla anlamli olarak diisiik
oldugu tespit edildi (p<0.001) (Cizelge 4.5).

Sonug olarak;

Grup 5 (24.saat LPS+IVIG)# Grup 4 (24.saat SF+SF ) < Grup 6 (24.saat LPS+SF)
(Sekil 4.4).

Western blot yontemiyle IL-1p diizeylerinin, en fazla Grup 6 (24.saat LPS+SF), en
diisiik Grup 5 (24.saat LPS+IVIG)’de eksprese edildigi goriilmektedir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.5. 24.saat gruplarinda |IL-1f diizeylerinin karsilastirilmasi.

Gruplar (24.saat gruplan) IL-1B (pg/ml) # p*
Grup 4 (SF+SF) 0.84 (0.02-68.39) 0.49
Grup 5 (LPS+IVIG) 0.73 (0.07-12.02) '
Grup 4 (SF+SF) 0.84 (0.02-68.39) 0.041
Grup 6 (LPS+SF) 1.65 (0.12-28.94) '
Grup 5 (LPS+iVIG) 0.73 (0.07-12.02) 6<0.001
Grup 6 (LPS+SF) 1.65 (0.12-28.94) '

#Ortanca (minimum-maksimum), *p<0.05
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2,5

H TNF a

TNF a

1.grup(SF+SF)  2.grup(LPS+iVIG) 3.grup(LPS+SF)
Sekil 4.1. 4. saat gruplarinda TNF-a diizeylerinin karsilastirilmasi.
B TNF a
~ TNFa

4.grup(SF+SF)

5.grup(LPS+iViG)

T

6.grup(LPS+SF)

Sekil 4.2. 24. saat gruplarinda TNF-a diizeylerinin karsilagtiriimasi.
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1,5

0,5

-1

T

T

1.grup(SF+SF)  2.grup(LPS+iViG) 3.grup(LPS+SF)

Sekil 4.3. 4. saat gruplarinda IL-1p diizeylerinin karsilastirilmasi.

1,8- WIL-1p

1,6

1,4

1,2+

0,8

0,6

0,4

0,2

L1

T

4.grup(SF+SF) 5.grup(LPS+iViG) 6.grup(LPS+SF)

Sekil 4.4. 24. saat gruplarinda IL-1P diizeylerinin karsilastiriimasi.
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17 kD grup 4 1L-1P

17 kD grup 5 IL-1P

17 kD grup 6 IL-1P

Sekil 4.5. IL-1B’n1in 4. saatte Western Blot yontemi ile goriintiisii.

4.3. Kaspaz 3 Aktivitesi

4. grup ile 5. grup kaspaz aktivitesi agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlaml fark saptanmadi (p=0.47) (Cizelge 4.6).

4. grup ile 6. grup karsilastirildiginda 6. grubun kaspaz aktivitesi 4. gruba gore
anlaml1 yliksek bulundu (p=0.03) (Cizelge 4.6).

5. grup ile 6. grubun kaspaz aktiviteleri karsilastirildiginda 6. grubun kaspaz
aktivitesi 5. gruba kiyasla anlamli yiiksek bulundu (p=0.013) (Cizelge 4.6).

Sonug olarak;

Grup 5 (24.saat LPS+IVIG) # Grup 4 (24.saat SF+SF ) < Grup 6 (24.saat LPS+SF)

Cizelge 4.6. 24. saat gruplarinda kaspaz aktivitesinin karsilagtirtlmasi.

Gruplar (24. saat gruplari) ( m’;ils‘;;z’s n?;t:)vrlct::ilﬁ)# p*
Grup 4 (24.saat SF+SF) <20* (<20*-0.3502) 0.47
Grup 5 (24.saat LPS+IVIG) <20%(<20 *-0.3082) '
Grup 4 (24.saat SF+SF) <20 *(<20%-0.3502) 0.031
Grup 6 (24.saat LPS+SF) 0.083(<20 *-0.9592) '
Grup 5 (24.saat SF) <20 *(<20%-0.3082) 0.013
Grup 6 (24.saat LPS+SF) 0.083(<20*-0.9592) '

#Ortanca (minimum-maksimum), *p<0.05, *pNA<20 pumg Sl¢iilememektedir.
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Scale bar: 50 mikrometre.

Resim 4.1. 24 saatlik gruplardan rastgele birer 6rnek alinarak yapilan immiinohistokimya
ve tiinel boyal1 kesitler.

24  saatlik gruplardan rastgele segilen birer numuneye kaspaz 3
immiinohistokimyasal ve tiinel boyasi yapilarak kaspaz yogunlugu degerlendirildi. 6.
Grupta diger 2 gruba gore artmis kaspaz yogunlugu saptandi. Ancak tiim 24 saatlik

gruplarin hepsine yapilmadigi i¢in istatistiksel analiz uygulanmadi.
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5. TARTISMA

Preterm doguma ve neonatal komplikasyonlara neden olan faktdrlerin basinda
intrauterin infeksiyon ve/veya inflamasyon gelmektedir. Intrauterin infeksiyonlar
genellikle subklinik formda seyretmekte ve ¢ogu zaman atlanmaktadir. Maternal dokular
basta Gram (-) bakteriler olmak iizere degisik mikrobiyal ajanlar tarafindan enfekte
edilmekte, bu ajanlar plasenta ve fetal membranlarda inflamatuvar reaksiyonu
baslatmaktadir. Mikroorganizmalar fetal dokulara ya asendan yada hematojen yol ile
ulagsmaktadir Mikroorganizma veya iriinlerinin fetusa ulasmasi sitokin salinisina ve
FIRS’e neden olmaktadir. Inflamatuvar cevap, doguma yakin dénemde annenin gegirdigi
infeksiyona bagli artan sitokinlerin amniyotik siviya ve oradan fetusa ge¢gmesi yada fetus
tarafindan yapilmasi ile olabilecegi gibi, bizzat bebegin kendisinin gecirdigi erken
postnatal infeksiyonla da baslayabilmektedir. Nasil baslarsa baslasin, olusan inflamatuvar
cevap, fetal veya neonatal beyin hasarina neden olmakta ve ileride CP gelisimine yol
acmaktadir. Bakteriyel toksinlerle baglayan hasar, devam eden inflamatuvar cevap
sirasinda ortaya ¢ikan proinflamatuvar sitokinler, kemokinler, kaspaz sistemi ile kalici
hale gelmektedir (28,73).

Son yillarda preterm dogum oranlar1 belirgin artmistir. Koryoamniyonit preterm
dogumun en sik nedeni olup, bu bebeklerde FIRS sik ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle
diinyada son yillarda en ¢ok tizerinde durulan konulardan biri FIRS ve FIRS’in 6zellikle
santral sinir sistemi ve akcigerde yaptig1 etkiler ve bu etkilerin nasil dnlenecegi yada
ilerleyen inflamasyonun herhangi bir tedavi ajami ile durdurulup durdurulamayacagidir
(34,38,42).

FIRS varlig: ciddi neonatal mortalite ve morbiditelere neden olmaktadir. Yapilan
genis capli ¢aligmalara gére koryoamniyonite bagl 6liimler iilkelere gore %10 ile %95
arasinda degismektedir (117-119). Moyo ve ark.(120)’nin yapmis olduklar1 bir ¢calismada,
6li dogumlarin %9’unda (6/66) koryonik tabakada vaskulit (OR: 14, 95% CI. 2.8-72)
saptanmis ve Olii dogumlar1 FIRS’e baglamislardir. Hitti ve ark. (121)’nin agilmamis
membranlar1 olan afebril anneden dogan 151 prematiir bebegin annelerinden
amniyosentezle elde ettikleri amniyotik sivi Orneklerinde, gebelerin 45’inde (%30),
dogumdan sonraki ilk 24 saatte 6len 11 bebekten 9’unda ve yasayan 140 bebekte
amniyotik sivida kiiltiir pozitifligi saptamislardir. Yasayan bebeklerde olusan RDS, evre
3-4 IVK, NEK ve multiorgan yetmezliginin kiiltiir pozitifligi ile iligkili olabilecegini
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diistinmiislerdir. Sperling ve ark. (122) ise diisiik dogum tartisina intraamniyotik
infeksiyonun eslik etmesi halinde fetal 6liimlerin (%0’dan %10.8) arttigin1 bildirmislerdir.

Inflamasyonun santral sinir sistemindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla
yapilmis olan deneysel ¢alismalarda, hem denek kaybetmemek, hem de yeterli sitokin
cevabini alabilmek i¢in LPS’nin farkli doz ve sekillerde uygulandig: dikkat ¢ekmektedir.
Bell ve ark. (123) gebe ratlarin gestasyonlarinin 15. giiniinde 0.1 mg/kg dozunda LPS’yi
serviksi cerrahi mikroskop ve spekiilim yardimiyla agarak intraservikal olarak
uygulamiglardir. Pang ve ark (7) ise ratlarin postnatal 5. giiniinde kafatas1 ve bregmay1
insize ederek LPS’yi intraserebral enjekte etmisler ve beyin hasarini degerlendirmislerdir.
Ning ve ark. (4) ile Cai ve ark. (10) gestasyonlarinin 18. ve 19. giinlerinde gebe ratlara
intraperitoneal olarak 0.5 mg/kg LPS uygulamislar, 20 rattan 11 tanesini kaybetmislerdir.
Golan ve ark. da (124) once 0.3 ug sonra 0.12 pg/kg LPS’yi intraperitoneal olarak
uygulamay1 tercih etmiglerdir.

Bizim caligmamizda ratlarin normal gebelik siirelerinin 23 giin olmasi1 gozoniine
aliarak, yavrular preterm dogum zamani i¢in diger ¢alismalarda da tercih edilen 19. giin
sezaryanla dogurtulmustur. Ayrica uygulama kolayligi ve sedasyon gerektirmemesi
nedeniyle intraperitoneal yol tercih edilmis, ¢alismamizin basinda LPS 0.5 mg/kg
dozunda uygulanmis ancak yavru ve gebe rat 6liimlerinin ¢ok olusu nedeniyle doz 0.3
mg/kg’a indirilmistir. Bu dozun yeterli sitokin cevabi alinabilecek bir deger oldugu, Grup
3 (4. saat LPS+SF)’deki yavrularin beyin dokularinda hem TNF-o, hem de IL-1B
seviyelerin diger 2. gruba (Grup 2 (LPS+IVIG) < Grup 1 (SF+SF) < Grup 3 (LPS+SF)
kiyasla yiiksek degerde bulunmasi ile gosterilmistir. Ancak LPS dozunun indirilmesine
ragmen Grup 2°de 5 yavru ve 1 gebe rat, Grup 3’de 8 yavru rat ve 2 gebe rat, Grup 5’de 6
yavru rat, Grup 6’da 11 yavru rat ve 2 gebe rat kaybedilmistir.

Arastirmalarda inflamasyonun takip kriteri olarak daha ¢ok TNF-a, IL-6, IL-1B
diizeyleri kullanilmistir. Ancak Bell ve ark. (123) beyin dokularimdaTNF-o ve IL-6’ya ek
olarak IL10 ve IFN-y’y1 ¢alismislar, Pang ve ark. (7) ise LPS uygulamasi sonrast TNF-a,
IL-6, IL-1P ile birlikte indiiklenebilir nitrik oksitin (iNOS) fetal beyin dokularindaki
ekspresyonunu 6l¢miislerdir. Deguchi ve ark. (125) santral etkilenmeyi degerlendirmek
icin PVL’li infantlarda TNF-a, glial fibriler astrostik protein (GFAP) ve B-Amyloid
prekiirsor protein (BAPP) diizeylerini, Golan ve ark. (124) da LPS’nin neden oldugu
inflamatuvar yanit1 degerlendirmek i¢in dokularda IL-6 ile birlikte beyin kokenli BDNF
ve NGF diizeylerini ¢alismiglardir.
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Bizim c¢alismamizda ise inflamasyon varliginin degerlendirilmesi i¢in TNF-a, IL-1f
diizeyleri, tedavinin basarili olup olmadiginin degerlendirilmesi i¢in ise apopitozun
onemli gostergesi olan kaspaz 3 tayini tercih edilmistir. Ayrica santral inflamasyona
etkisini arastirmay1 amagladigimiz immiinglobulinin, proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1
ve TNF-o) iretimini engellemesi ve IL-1 ile IL-1 reseptoriiniin dogal antagonistlerinin
tiretimini ve ekstraseliiler alana salinmasini hizlandirdiginin gdsterilmis olmasi da bu 2
sitokinin bakilmasi tercihimizde etkili olmustur (15,126,127).

TNF-a diizeylerinin LPS uygulamasindan sonraki 0.5 ile 1 saat i¢inde bazal degere
gore arttig1 ve 24.saatte bazal degere indigi distiniilmektedir (4,7,23). IL-1B’nin ise 0.5-2
saatler aras1 artmaya basladigi, 24.saatte pik yaptig1 ve 72 saatte bazal degere indigi
bildirilmektedir (4,7,123). Ancak yapilan arastirmalarda her iki sitokin i¢in de 6rnek alma
zamani ¢alismadan calismaya degistiginden, saptanan pik degere ulasma zamani da buna
paralel olarak degisiklik gostermektedir. Pang ve ark. (7) LPS enjeksiyonu sonrasi
TNF-a, IL-1p ve IL- 6 diizeylerini 0.5, 2, 6, 24, 48, 72 ve 216. saatlerde 6l¢miisler,
TNF-a’nin 2. saatte pik yaptigini ve 24. saatte bazal degere indigini tespit etmislerdir.
Ayni ¢alismada IL-1p’nin 0.5-2. saatlerde yiikselmeye bagladig1 ve 72.saatte bazal degere
inmis oldugu gosterilmistir. Ning ve ark. (4) ise TNF-a’nin LPS enjeksiyonundan sonraki
1.5. saatte yeni ylikselmeye basladigini bildirmislerdir. Cai ve ark. (10) LPS enjeksiyonu
sonrasi 1., 4. ve 24. saatlerde TNF-a, IL-1P ve IL-6 diizeylerine bakmislar, IL-1B’nin en
yiiksek diizeyine 1. saatte ulagtigini, TNF-o’nin ise LPS sonras1 24. saatte hala dl¢tilebilir
diizeyde oldugunu saptamislardir. Ayni grubun yapmis oldugu bagka bir ¢aligmada
TNF-a, IL-1pB diizeyleri LPS enjeksiyonundan 2, 6, 24 saat sonra ve 3. ve 11. giinlerde
degerlendirilmis ve TNF-o’nin 6. saatte en yiiksek diizeye c¢iktig1 tespit edilmistir (6).
Caligmalardaki bu farkliliklarin, drnek alma zamani yaninda uygulanan LPS dozu ve
uygulama yeriyle de ilgili olabilecegi diisiincesindeyiz.

Calismamizda 6rnek alma zamani, her iki sitokin iginde LPS uyguladiktan sonraki
4. ve 24. saatler alinarak secilmistir. Bu saatler calismalarin ¢ogunlugunda ytiksek degere
ulasma zamaniin TNF-a i¢in 1-2 saat, bazal degere inme zamaninin 24. saat, IL-1p i¢in
ise 0.5-2 ve 72 saat olarak belirlenmesi nedeniyle secilmistir. Ancak IVIG’in
uygulamadan ne kadar siire sonra sitokin diizeylerini etkileyecegi konusunda herhangi bir
veri  bulunmadigr i¢in, ¢alismamizda immiinglobulinin sitokinlere etkilerini
degerlendirme acisindan dogru 6rnek alma zamaninin segilip sec¢ilmedigi net degildir.

Ayrica kontrol grubu olan Grup 1 (SF+SF)’deki 4. saat degerlerinin hem TNF-a hem de
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IL-1B igin neden Grup 2 (LPS+IViG)’den yiiksek saptandig1 ve bu bulgunun érnek alma
zaman ile ilgisi olup olmadig1 konusunda bir yorum yapmamiz da miimkiin olamamustir.

Inflamatuvar perinatal beyin hasar1 modellerinde kaspaz 3 aktivasyonu, apopitozun
gosterilmesi amaciyla ¢alisilmistir. Patrick ve ark. (128) domuzlara, gebeliklerinin son
trimesterinde bakteri inokiile etmisler, inflamatuvar cevabi kaspaz 3 ile degerlendirerek,
inokiilasyonun 48. saatinde en yiiksek diizeyde oldugunu ve 72. saatinde ise aktivitesini
korudugunu tespit etmislerdir. Genis bir zaman diliminde kaspaz 3’ii ¢alisan Cai ve ark.
(6) ise intraventrikiiler LPS enjeksiyonundan sonra 2., 6., 24. saatlerde ve 3., 11. giinlerde
kaspaz 3’lin aktivitesini kolorimetrik olarak degerlendirmisler, aktivitesinin en yogun
oldugu siirenin 24. saat oldugunu tespit etmislerdir. Sharangpani ve ark. (9) ile Nortinton
ve ark. (129) da benzer sekilde, kaspaz 3 aktivitesinin inflamasyonun 24. saatinde yogun
olarak devam ettigini saptamiglardir. Arumugam ve ark. (130) ise inme modelinde
IVIG’in kaspaz 3’ii azaltarak hiicre hasarinin engellenmesinde olumlu rol oynadigimni
gostermistir.

Calismamizda kaspaz 3 agisindan, arastirmalarin  c¢ogunda  aktivitesinin
inflamasyondan 24 saat sonra en yiiksek diizeyde saptanabildigi goz Oniine alinarak,
ornek alma zamani i¢in LPS uygulamasinin 24. saati tercih edilmistir.

FIRS’in mortalitesi ve sekeli yiiksek bir inflamasyon olmasi nedeniyle bu sendrom
icin degisik tedavi yontemleri denenmistir. Antibiyotiklerin preterm dogumlarda gebeye
uygulanmas1 mikrobiyal invazyonu engellemektedir. ORACLE 1 c¢alismasinda,
antibiyotik kullanimimm hem erken membran riiptiiriinii engelledigi, hem de neonatal
morbidite ve mortaliteyi azalttigi  gosterilmistir  (91).  Antibiyotikler ile
immiinmodiilatorlerin (deksametazon ve indometazin) birlikte kullanilmasinin benzer
sekilde, 6zellikle Grup B Streptokoklar ile amniyon sivisinin enfekte oldugu durumlarda
infeksiyonu azalttig1, fetal inflamatuvar cevabi baskiladigi ve preterm dogum eylemini
engelleyerek gestasyon siiresini uzattigi saptanmistir (131). Terrone ve ark. (132)
inflamatuvar siireci baskilamak i¢in antiinflamatuvar sitokinlerden IL-10’u kullanmiglar
ve preterm dogumlarda uygulandiginda neonatal morbiditeyi azalttigin tespit etmislerdir.
Benzer sekilde Mesples ve ark. (133) IL-10 ile birlikte es zamanl IL-1f’y1 ratlara
intraperitoneal olarak uygulamislar ve IL-10’un IL-1f ekspresyonunun toksik etkilerini
azalttigint ve noroprotektif etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. Baska bir
antiinflamatuvar mediatér olan TGF-B’nin, posthemorajik hidrosefalisi  olan

yenidoganlarda ve intraventrikiiler kanamasi olan preterlermlerde (134, 135) IL-1B’nin
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indiikledigi santral inflamasyonun baskilanmasinda etkili oldugu bulunmustur (136).
Eriskin rat modellerinde TGF-B’nin intraserebral yolla uygulanmasinin hem kisa hem de
uzun siireli mortalite ve morbiditeyi azalttigi gdsterilmistir (137). Kumral ve ark (138)
LPS’nin indiikledigi fetal beyin hasarinda eritropoetini kullanmislar, eritropoetinin
TNF-0, IL-6, IL-1p ekspresyonunu azaltarak santral hasarlanmayr ve apopitozu
engelledigini gostermiglerdir. Yapilan kohort calismalarinda, 6zellikle preterm dogum
eylemi olan gebelere uygulanan steroidlerin; RDS, NEK, IVK ve erken baslangicli sepsisi
azalttig1 saptanmistir. Bu ¢alismalarda, histolojik koryoamniyoniti olan gebelere antenatal
steroid uygulanmasinin giivenli oldugu ve neonatal mortaliteyi azalttigi, RDS, NEK, VK
ve CP gelismesini Onledigi, ancak koryoamniyonitin ilerlemesini engelleyip
engellemediginin tam olarak bilinmedigi yorumu yapilmigtir (139-141). Damman ve
Leviton (142) trofik faktorlerden olan oligotropinlerin; antiinflamatuvar sitokinleri,
sitokin baglayan proteinleri ve sitokin reseptdr blokerlerini diizenleyerek oligodendrosit
hasarini engelledigini gostermisler. Romero ve ark. (143) ise antenatal inflamasyona bagl
neonatal hasar1 dnlemek amaciyla vitamin C ve vitamin E kullanimini 6nermisler, santral
hasar1 engelledigini ve vitamin oldugu i¢in de yan etkilerinin az oldugunu bildirmislerdir.
Bugiin i¢in timit vaad eden ve klinik kullanima gecirilmis yegane yontem olan hipotermi
bile santral inflamasyonun Onlenmesi ya da durdurulmasi degil, yavaslatilmasi ya da
hafifletilmesi amaciyla kullanilmakta ve olumlu etkisi daha ¢ok orta diizey hipoksik
iskemik  ensefalopatilerde ~ (HIE)  goriilmekte, agrr HIE’lerde  prognozu
degistirememektedir (144). Ayrica hipotermi uygulamasi zamanimizda hipoksi/iskemiye
bagli ensefalopatilerde term bebekler i¢cin Onerilen bir yontem olup, literatiirde bu
uygulamanin infeksiyon / inflamasyona bagli santral hasarlanmalarda ve pretermlerde
denendigine ait bir arastirmaya rastlanmamustir. Bu nedenle bilgilerimize gore infeksiyon/
inflamasyona bagl santral hasarlanmada etkinligi kanitlanmis ve klinikte uygulanabilen
bir yontem ya da ila¢ heniiz 6nerilememektedir.

Intravendz immiinglobulin uygulamasi degisik inflamatuvar hastaliklarda denenmis,
basarili bulunmus bir tedavi yontemi olup, bu ajanin otoimmiin ve inflamatuvar
hastaliklarda immiinmodiilator olarak etki ettigi kabul edilmektedir (16). Bugiin
Kawasaki, Guillan Barre, otoimmiin sitopeniler, inme, septik sok, miyasteni gravis,
multiple skleroz ve demiyelinizan noropatiler gibi hastaliklarda klinik uygulamaya
gecirilmistir (16,107). IVIG immiinmodiilatuvar etkisini daha ¢ok Fcy reseptdrleri

iizerinden gerceklestirmektedir. IVIG Fc bolgesi aracilifiyla makrofajlarin, nétrofillerin,
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eozinofillerin, trombositlerin, mast hiicrelerinin, dogal Oldiiriicii hiicrelerin ve B
hiicrelerinin {izerindeki Fc reseptorlerine baglanmaktadir. IViG’in degisken Fc bolgesi
araciligtyla Fc reseptorlerine baglanmasi, Fc reseptorlerinin  ekspresyonu ve
fonksiyonunda, kompleman sisteminin aktivasyonunda diizenlenmelere, proinflamatuvar
sitokinlerin baskilanmasini saglayan antiinflamatuvar sitokinlerin etkinlesmesine neden
olmaktadir. IVIG FcyR blokaji yaparak patojenik otoantikorlarin nétralizasyonunu
saglamakta, kompleman komponentlerini ve sitokin salinimini diizenlemektedir.
Polimerik 1gG ile baglanan periferik kan monositlerinin FcyR ekspresyonu ve fagositik
aktiviteleri azalmaktadir (109,110). Kimberly ve ark. (145) iVIG’in antiinflamatuvar
etkisini Ozellikle Fc reseptorleri araciligiyla; periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
FcyR reseptor afinitesini azaltarak gosterdigini bildirmislerdir. Bagka bir arastirmada ise,
etkin tedavi yontemi olarak ITP’de kullanilan IVIG’in, trombositere karsi olusan
otoantikorlar1 FcR bagiml yolakla temizledigi saptanmistir (146). Park-Min ve ark. (147)
ile Leung ve ark. (148) saflastiritlmis monosit kiiltiirlerinde veya pargalanmamis periferik
kan mononiikleer hiicrelerde 1VIG’in antiinflamatuvar ajan olarak davrandigin,
proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1B ve TNF-a) iiretimini engelledigini ve IL-1 ile IL-1
reseptoriiniin  dogal antagonistlerinin iiretimini ve ekstraseliiler alana salinmasin
hizlandirdigini gdstermisledir. Ayrica Kawasaki hastaliginda IVIG uygulamasinm IL-1
iiretiminde azalmaya neden oldugu da tespit edilmistir (148). Arend ve ark. (149) ise,
once IVIG sonra LPS uygulanmis tavsanlarda, IL-1 iiretiminin azaldigim1 gdstermislerdir.
IVIG, monositler iizerindeki Fcy reseptorleri ile etkileserek intraseliiler cAMP artisina
neden olmakta ve LPS’nin indiikledigi TNF-a ve IL-1p tiretimini baskilamaktadir. Li ve
ark. (150) FcR yoksun farelerde IVIG’in inflamatuvar durumlarda daha etkin oldugunu
bulmuglardir.

Deneysel modelimizde immunoglobulin, inflamatuvar cevabi azaltarak ya da
durdurarak santral etkilenmeyi dnlemesi amaciyla se¢ilmis bir antiinflamatuvar ajandir.
Bilgilerimize gore calismamiz, immiinglobulinin fetal inflamatuvar cevapta goriilen
santral hasarlanma {izerindeki etkisini degerlendiren ilk arasgtirmadir. Sonuglarimiz IVIG
uygulamasinin santral hasarlanmayi azaltmada etkin bir tedavi yontemi olabilecegi fikrini
vermektedir ve bu yorum, LPS uygulamasindan 24 saat sonra bakilan kaspaz 3
aktivitesinin, IVIG yapilanlarda anlaml olarak diisiik bulunmasima (Grup 4 ve Grup 5 i¢in

p=0.47; Grup 5 ve Grup 6 i¢in p=0.013) dayanmaktadir.
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IVIG ve sitokin diizeyleri arasindaki iliski degerlendirildi§i zaman, IVIG
uygulananlardaki IL-1B diizeylerinin, hem 4. hem de 24. saatte IVIG uygulanmayanlara
kiyasla anlamli olarak diisiik bulunmasi (4.saat Grup 2 < Grup 3; p<0.001) (24.saat Grup
5 < Grup 6; p<0.001), bu ajanin etkisini daha ¢ok IL-1B salinimini engelleyerek
gosterdigini ve bunu Fcy reseptorlerine bagimli mekanizma ile IL-1ra miktarini artirarak
yaptigin1 diisiindiirmektedir. Ancak sadece SF uygulamasi ile sitokin diizeylerinin,
LPS+IVIG uygulamasina kiyasla daha yiiksek seviyelere ¢ikmas1 (4.saat Grup 2 < Grup
1; p<0.001) normal sartlarda beklenen bir sonug¢ degildir. Bu anlaml1 farklilik 24. saatteki
degerlendirmede ortadan kalkmis olsa da (24.saat Grup 5 # Grup 4; p=0.49) kontrol grubu
olarak kabul edilen 1.gruptaki (4.saat SF+SF) IL-1p diizeyinin, gruplar iginde en diigiik
deger olmasi beklenirken, neden LPS+IVIG uygulanan 2. gruptan daha yiiksek degere
sahip oldugunu yorumlamak pek miimkiin gibi gériinmemektedir.

Calismamizda 4. saatte LPS+IVIG uygulanan grubun TNF-a diizeyi, LPS+SF
uygulanan gruba kiyasla diisiik bulunmus (4.saatte Grup 2 < Grup 3; p=0.002) ancak ikisi
arasindaki farklilik, 24. saatteki degerlerinde saptanamamistir (24. saatte Grup 6
(LPS+SF) < Grup 5 (LPS+IVIG); p<0.001). Bu bulgu iVIG uygulamasmin TNF-o
tizerine herhangi bir etkisi olmadigi fikrini vermektedir. Campell ve ark. (151)
stafilokokal siiperantijene karsi immiinglobulinin sitokin cevabini degerlendirmisler,
immiinglobulinin TNF-a ve IFN-y’y1 baskilamadigi ancak IL-4 sekresyonunu
baskiladigin1 gostermislerdir. Bizim calismamiz da Campell ve ark’nin c¢aligmasinda
oldugu gibi IVIG’in TNF-a iizerinde baskilayici etkisinin daha az olabilecegini
distindiirmektedir.

IVIG uygulamasinin kaspaz 3 aktivasyonuna etkisi degerlendirildiginde,
aragtirmanmizin sonuglart 24. saatte bakilmis olan Grup 5 (24. saat LPS+IViG)’deki
kaspaz 3 aktivitesinin, Grup 4 (24. saat SF+SF) ile benzer oldugunu ve bu degerin Grup
6 (24. saat LPS+SF)’dan 6nemli derecede diisiik oldugunu gostermektedir. Bu sonug
IVIG uygulamasinin apoptozisi anlamli derecede diisiirebildigi fikrini desteklemektedir.

Sonug olarak, ¢alisilmis olan sitokinler, inflamatuvar olayin seyrinde énemli yap1
taglar1 olmakla birlikte, bunlarin saatler igindeki seyrinden ¢ok, dokuda yaptiklar
olumsuz etki ya da hasar 6nemlidir ve bu hasar temel olarak apoptozistir. Deneysel
modelimiz IVIG uygulamasimin, kaspaz 3 aktivitesini azaltarak, apoptozisi dnemli dlgiide
diisiirdiigiinii gostermektedir. IVIG’in apoptozisi azaltma yolunun, arastirmamizda tedavi

alan grupta IL-1B8’nin anlamli olarak diisiik bulundugu saptanmig olsa da, sadece
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sitokinler olmayip artmis kemokinler, komplemanlar1 iizerinden de olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu nedenle IVIG uygulamasinda apoptozisi azaltan yolun, sitokinlere
ek olarak; IL-1Ra, C3a, C3b, C5a, C4b diizeylerine ve 1okosit adezyon parametrelerine
de bakarak arastirilmasinin IVIG’nin santral inflamasyona bagli hasarlanmay1 nasil

azalttig1 acisindan daha yol gosterici olacagi inancindayiz.
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6. SONUCLAR

4. saatteki TNF- a diizeylerinin gruplararasi degerlendirmelerinde:

1. 2. grubun (LPS+iVIG) TNF-a diizeyleri 1. gruba (SF+SF) kiyasla anlamli
olarak diistik bulundu (p=0.023).

2. 1. grubun (SF+SF) diizeyleri 3. gruba (LPS+SF) kiyasla anlamli derecede
diistik tespit edildi (p=0.003).

3. 2. grubun (LPS+IVIG) diizeyleri ise 3. gruba (LPS+SF) kiyasla anlamli
derecede diisiik bulundu (p=0.002).

4. saatteki IL-1p diizeylerinin gruplararasi degerlendirmelerinde:

1. 2. grubun (LPS+IVIG) IL-1B diizeyleri, 1. gruba (SF+SF) kiyasla anlamli
olarak diistik bulundu (p<0.001).

2. 1. grubun (SF+SF) diizeyleri, 3. gruba (LPS+SF) kiyasla anlamli derecede
diisiik bulundu (p<0.001).

3. 2. grubun (LPS+IVIG) diizeyleri 3. gruba (LPS+SF) kiyasla anlamli
derecede diisiik bulundu (p<0.001).

24. saatteki TNF- o diizeylerinin gruplararasi degerlendirmelerinde:

1. 4. grubun (SF+SF) TNF-a diizeyleri 5. gruba (LPS+IVIG) kiyasla anlamli
olarak diisiik bulundu (p=0.001).

2. 4. grubun (SF+SF) diizeyleri ile 6. grubun (LPS+SF) diizeyleri arasinda
anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.79).

3. 6. grubun (LPS+SF) TNF-a diizeyleri 5. gruba (LPS+IVIG) kiyasla anlamli
olarak diistik bulundu (p<0.001).

24. saatteki IL-1p diizeylerinin gruplararasi degerlendirmelerinde:

1. 5. grubun (LPS+iVIG) IL-1B diizeyleri ile 4. grubun (SF+SF) IL-1p
diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.49).

2. 4. grubun (SF+SF) diizeyleri 6. gruba (LPS+SF) kiyasla anlamli olarak
diistik bulundu (p=0.041).
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3. 5. grubun (LPS+IVIG) diizeyleri 6. gruba (LPS+SF) kiyasla anlamli olarak
diistik tespit edildi (p<0.001).

Kaspaz 3 aktivitesinin gruplararasi degerlendirilmesinde:

1. 4. grubun (SF+SF) kaspaz aktivitesi ile 5. grubun (LPS+IVIG) kaspaz
aktivitesi arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0.47).

2. 4. grubun (SF+SF) kaspaz aktivitesi 6. gruba (LPS+SF) kiyasla anlamli
derecede diisiik bulundu (p=0.031).

3. 5. grubun (LPS+IVIG) kaspaz aktivitesi 6. gruba (LPS+SF) kiyasla anlamli
olarak diistik bulundu (p=0.013).
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7. OZET

INTRAPERITONEAL LiPOPOLISAKKARIT UYGULANAN
GEBE RATLARDA, IMMUNGLOBULIN TEDAVISININ
FETAL BEYINDE GELISEN INFLAMASYON UZERINE ETKILERI

Intrauterin infeksiyon/inflamasyon preterm doguma neden oldugu bilinen dnemli
etkenlerin basinda gelmektedir. Infeksiyon/inflamasyona fetal maruziyet, fetal beyin
gelisimine hasar veren uzamis noroinflamatuvar cevap ile sonuglanmaktadir. Aslinda
koruyucu bir mekanizma olarak gelisen FIRS, proinflamatuvar sitokinlerin salinisi ile
birlikte organ hasarina neden olmaktadir. IVIG’in sitokinler iizerinden etki ederek,
inflamatuvar  siiregleri engelledigi  bilinmektedir. Calismamizda, gebe ratlara
intraperitoneal yoldan verilen LPS’nin beyinde gelisen inflamasyon iizerine olan
etkilerinin, intravenéz immiinglobulin ile engellenip engellenemediginin sitokin ve
kaspaz diizeyinde arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamiza 180 yavru rat dahil edildi ve her grup 30 yavru rattan olusmak iizere 6
gruba ayrildi. Grup 1 ve Grup 4’1 olusturacak ratlarin annelerine gestasyonlarinin 19.
giinlinde 0. saatte intraperitoneal yoldan LPS hacmine esdeger miktarda SF verildi. Grup
2, 3, 5 ve 6’y1 olusturacak ratlarin annelerine ise gestasyonlarin 19. giiniinde 0. saatte
intraperitoneal LPS uygulandi. Grup 1, 3, 4 ve 6’nin annelerine 2. saatte intravendz SF,
Grup 2 ve 5’inkilere IVIG verildi. Grup 1, 2 ve 3’iin annelerine 4. saatte, Grup 4, 5 ve
6’nin annelerine ise 24. saatte histerektomi uygulanarak yavrular dogurtuldu ve beyinler
sakrifiye edilerek ¢ikarildi.

4. saatte Olciilen TNF-o diizeylerinin gruplararast degerlendirilmesinde, Grup 2
(4.saat LPS+IVIG)’nin TNF-a diizeyleri Grup 1 (4.saat SF+SF) (p=0.023) ve Grup 3 e
(4.saat LPS+SF) (p=0.002) kiyasla anlamli derecede diisiik bulundu. Grup 1 (4.saat
SF+SF)’in diizeyinin de Grup 3 (4.saat LPS+SF)’e kiyasla anlaml1 derecede diisiik oldugu
tespit edildi (p=0.003) [Grup 2 (LPS+IVIG) < Grup 1 (SF+SF) < Grup 3 (LPS+SF)].

4. saatte Olgiilen IL-1B diizeylerinin gruplararasi karsilastirilmasinda ise, benzer
sekilde, Grup 2 (4.saat LPS+IVIG)’nin IL-1p diizeylerinin Grup 1 (4.saat SF+SF)
(p<0.001) ve Grup 3 (4.saat LPS+SF) (p<0.001)’e kiyasla anlamli derecede diisiikk oldugu
tespit edildi. Grup 1 (4.saat SF+SF)’e ait diizey de Grup 3 (4.saat LPS+SF)’e kiyasla
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anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001) [Grup 2 (LPS+IVIG) < Grup 1 (SF+SF )< Grup
3 (LPS+SF)].

24. saat gruplarinda TNF-a diizeyleri ile ilgili anlamli bir yorum elde edilemedi. IL-
1B diizeyleri karsilastinldiginda, Grup 4 (24.saat SF+SF) ve 5 (24.saat LPS+IVIG)
arasinda anlamli farklilik tespit edilmedi. Ancak hem Grup 4 (24.saat SF+SF) hem de
Grup 5 (24.saat LPS+IVIG)’in diizeyleri Grup 6 (24.saat LPS+SF)’a kiyasla anlamli
olarak diisiik bulundu (Grup 4 ve Grup 6 igin p:0.041; Grup 5 ve Grup 6 i¢in p<0.001)
[(Grup 4 (24.saat SF+SF) # Grup 5 (24.saat LPS+IVIG) < Grup 6 (24.saat LPS+SF)].

Kaspaz 3 aktivitesinin gruplararasi degerlendirilmesinde Grup 4 (24.saat SF+SF) ve
Grup 5 (24.saat LPS+IVIG) arasinda anlamli fark bulunmazken (p=0.47), Grup 6 (24.saat
LPS+SF)’da kaspaz 3 aktivitesinin Grup 4 (24.saat SF+SF)’e (p=0.031) ve Grup 5’e
(24.saat LPS+IVIG) (p=0.013) kiyasla anlamli derecede artmis oldugu saptand: [Grup 4
(24.saat SF+SF) # Grup 5 (24.saat LPS+iVIG) < Grup 6 (24.saat LPS+SF)].

Bulgularimiz, IVIG’in; beyinde IL-1p diizeylerini ve kaspaz aktivitesini diisiirerek
inflamasyonun indiikledigi santral sinir sistemi hasarinin Onlenmesinde yararl

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: Inflamasyon, LPS, sitokin, IVIG.
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8. ABSTRACT

THE EFFECTS OF INTRAVENOUS IMMUNGLOBULIN ON
LIPOPOLYSACCHARIDE INDUCED FETAL BRAIN INFLAMMATION

Intrauterine infection / inflammation is one of the known important reasons for
preterm birth. Fetal exposure to infection / inflammation results from prolonged
neuroinflammatory response in fetal brain damage. Fetal inflammatory response
syndrome (FIRS) which actually develops as a protective mechanism, causes organ
damage when proinflammatory cytokines are released. It is known that intravenous
immunoglobulin (IVIG) acts over cytokines and prevents inflammatory processes. In this
study our purpose was to investigate the effects of IVIG on lipopolysaccaride (LPS)
induced brain inflammation in neonates by determining cytokine levels and caspase
activity.

180 infant rats were included and they were divided into 6 groups of 30 rats each.
The mothers of Group 1 and 4 rats were administered SF, intraperitoneally at 0 hour,
equal to the LPS volume , on the 19th day of their gestation. Mothers of Groups 2, 3, 5, 6
were given LPS intraperitoneally at 0 hour on the 19th day of their gestation. Two hours
after LPS or SF administration, intravenous SF was given to Group 1, 3, 4, 6 mothers and
IVIG to Group 2 and 5 mothers. Hysterectomy was performed in Group 1, 2, 3 mothers at
4th hour and Group 4, 5, 6 mothers at 24th hour and the babies were given birth and the
brains were extracted.

In 4th hour Groups, TNF-a levels of Group 2 (4th hour LPS+IVIG) were
significantly lower than the levels of Group 1 (4th hour SF+SF) (p=0.023) and Group 3
(4th hour LPS+SF) (p:0.002). The levels of Group 1 (4th hour SF+SF) were also
significantly lower than the levels of Group 3 (4th hour LPS+SF) (p:0.003) [Group 2
(LPS+IVIG) < Group 1 (SF+SF) < Group 3 (LPS+SF)] .

Similarly, in 4th hour Groups, IL-1p levels of Group 2 (4th hour LPS+IVIG) were
significantly lower than the levels of Group 1 (4th hour SF+SF) (p<0.001) and Group 3
(4th hour LPS+SF) (p<0.001). The levels of Group 1 (4th hour LPS+IVIG) were also
significantly lower than the levels of Group 3 (4th hour LPS+SF) (p<0.001) [Group 2
(LPS+IVIG) < Group 1 (SF+SF) < Group 3 (LPS+SF)].
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In 24th hour Groups; no conclusion could be obtained with TNF-a levels. The
difference between IL-1p levels of Group 4 (24th hour SF+SF) and Group 5 (24th hour
LPS+IVIG) were insignificant but, both of them were significantly lower than the levels
of Group 6 (24th hour LPS+SF) (p=0.041 for Groups 4 and 6; p<0.001 for Groups 5 and
6) [(Group 5 (24th hour LPS+IVIG) # Group 4 (24th hour SF+SF ) < Group 6 (24th hour
LPS+SF)].

No significant difference was detected between caspase 3 activity levels of Group 4
(24th hour SF+SF) and Group 5 (24th hour LPS+IVIG) (p=0.47). However caspase 3
activity level of Group 6 (24th hour LPS+SF) was significantly higher than the activity
levels of Group 4 (24th hour SF+SF) (p=0.031) and Group 5 (24th hour LPS+IVIG)
(p=0.013) [Group 4 (24th hour SF+SF) # Group 5 (24th hour LPS+IVIG) < Group 6
(24th hour LPS+SF)].

Our results suggest that, IVIG; may be effective in the prevention of central nervous
system damage, induced by inflammation, by decreasing IL-1f levels and caspase 3

activity in brain tissue.

Keywords: Inflammation, LPS, cytokine, IVIG.
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