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1.GIRIS

Bronkopulmoner displazi (BPD), yeni doganin gelismekte olan olgunlasmamis
akcigerlerinde, akciger hasar1 ile akciger onarimi arasindaki dengesizlikten
kaynaklanan, prematiire bebeklerde goriilen kronik bir akciger hastaligidir (Jobe,

2015).

Hastaligin etiyolojisi multifaktoriyel olmakla birlikte, prenatal ve postnatal
etkenlerin BPD olusunda rolleri oldugu bilinmektedir. Ancak, taninin 6n kosulunu

preterm dogum olusturmaktadir.

Zaman igerisinde hastaligin Onlenmesine yonelik bir takim prensipler
tanimlanmig, bu prensiplerin  hi¢cbiri BPD  go6riilme sikliginin  artisini

engelleyememistir.

Yenidogan bakim iinitelerinde, solunum destekli akciger hasarinin,
enfeksiyonlarin azaltilmasinin, saglikli beslenme ile dogumdan sonraki ilk hafta
icinde ilag tedavisine baslanmasinin BPD’nin goriilme sikligin1 azaltmada faydal

oldugu belirtilmistir. (Tyson ve ark., 1999; Schmidt ve ark., 2008).

Bilindigi tizere, hamilelik donemi ortalama 40 hafta siirmektedir. Hamileligin
37. gebelik haftasinin tamamlanmasindan 6nce dogum gerceklestiginde bu olgu
preterm olarak tanimlanmaktadir. Erken dogumlar, yilda 15 milyon bebegi etkileyen
onemli bir saglik sorununu olusturmakla beraber, erken dogmus bebeklerin yaklasik
%?20'si 32. gebelik haftasindan Once dogar ve ¢ok erken dogmus olarak
siiflandirilmaktadir (Blencowe ve ark., 2013; Martin, Hamilton ve Drake, 2018).

Gebeligin 32. haftasindan 6nce dogan bu bebeklerin hayatta kalmasi son birkag
yil icerisinde Onemli oOlgiide iyilesme gostermistir. Finlandiya'da yapilan bir

arastirmada zamanindan ¢ok erken dogmus bebeklerin %44'iinde yasamin ilk g



yilinda bir veya daha fazla erken prematiire iligkili morbidite saptandigi ortaya
cikmistir (Korvenranta ve ark., 2009).

Yapilan bir diger arastirmada, gebeligin 23-24. haftalarinda dogan akcigerleri
olgunlasmamis bebeklerin bile hayatta kalma oraninin artmasiyla, BPD hastalig1 gibi
prematiire iligkili morbiditelerin goriilme sikliginin arttig1 saptanmistir (Stoll ve ark.,

2015).

BPD, siirekli etkili oksijen yogunlugu ve kuvvetli basingli mekanik ventilasyon
uygulanan preterm yenidoganlarda meydana gelen kronik bir akciger hastaligidir.
Yenidogan yogun bakim {initelerinde tedavi gdren bu hastalarda yiiksek oranda
mortalite goriilmektedir. Pulmoner inflamasyon, BPD’nin patogenezinde anahtar bir

ozelligi olusturmaktadir.

BPD, aym1 zamanda uzun vadeli nérogelisimsel yavaslama riski ile iliskilidir
(Natarajan ve ark., 2012) ve ¢ocukluk ¢aginda ve gelisim doneminde devam eden bu
sorun bozulmus akciger fonksiyonu ile birlikte (Baraldi ve Filippone, 2007) BPD'nin

uzun vadeli sonuglar1 arasindadir.

BPD'nin patogenezi hakkinda yapilan bir¢ok arastirmalara ragmen, molekiiler
patogenezi bilinmemektedir ve hastaligi dnleme yontemleri yok denecek kadar azdir.
Yapilan bazi diger ikiz arastirmalarda da BPD’nin kalitsal bir hastalik oldugu ileri
siirilmektedir, ki bu genetik caligmalar BPD patogenezi hakkinda detayli bilgi
verebildigi belirtilmistir (Bhandari ve ark. 2006; Lavoie, Pham ve Jang, 2008).

Bu dogrultuda, son birka¢ yilda akciger hasarini azaltmak icin siirfaktan ve
hassas ventilasyon tedavisinin getirilmesiyle perinatal bakimda énemli bir iyilestirme
meydana gelmistir, ancak diger taraftan asir1 preterm bebeklerin hayatta kalmasi da
saglanmistir. Bu nedenle, BPD insidansinda herhangi bir degisiklik olmamis ve bu
durum prematiirelerde en sik gorillen ge¢ morbidite olmaya devam etmektedir
(McEvoy ve ark., 2014).



Pulmoner inflamasyon, BPD’nin patogenezinde anahtar bir 6zelliktir. Cesitli
risk faktorler ile indiiklenen bu inflamatuvar proses, inflamatuvar hiicreler, sitokinler
ve erken dogan prematiirlerin pulmoner doku ve solunum yollarindaki humoral
aracilarin varlig1 ile karakterizedir. Ayrica yapilan arastirmalar, erken dogan ve
BPD’nin c¢esitli evrelerindeki prematiirlerin solunum yollarinda, ¢ok fazla sayida
inflamatuvar hiicre bulundugunu bildirmektedir. Inflamatuvar proses sirasinda, ¢ok
sayida aract molekiil, akciger dokusunun yapisinda, hiicre biitiinliiglinii etkileyen ve
apoptoozu indiikleyen zararl etkiler meydana getirmektedir. Interlokin-8’in (IL-8)
yani sira, timor nekrozis faktor-o (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-6 (I1L-6)
gibi diger proinlamatuvar sitokinler erken inflamatuvar yanitin gelismesinde 6nemli
aract molekiillerdir. Bu sitokinler, hipoksi, hiperoksi, endotoksin, diger bakteri hiicre
duvari bilesenleri ve biyofiziksel faktorler ile uyarildiklarinda, alveolar makrofajlar,

fibroblastlar, tip II pnomositler ve endotel hiicreler tarafindan sentezlenmektedir

(Kiiltiirsay, 2003).

Akcigerlerde verimli bir gaz aligverisini saglayabilmek i¢in, artan akciger
ylizey alanina, ince bir alveolo-kilcal bariyer gerekmektedir. Bu degisiklikler akciger
gelisiminin sakkiiler ve alveolar agamalarinda meydana gelmektedir. Burada, ikincil
ayrilma ve distal pulmoner mikrosvaskiiler olgunlasma sirasiyla yiizey alanim

arttirmkta ve inspirasyon havasi ile kan arasindaki mesafeyi en aza indirmektedir.

BPD daha onceleri hassas akcigerin ventilasyon iligkili hasar gérmesine bagl
akciger dokusunda fibrozis gelismesi ile karakterize olarak tanimlanityordu. Daha
nazik ventilasyon yOntemlerinin, antenatal steroid ve postnatal surfaktan
tedavilerinin kullanima girmesiyle birlikte BPD fenotipinde dramatik bir degisiklik
gdzlenmistir. “Yeni BPD”, azalmis alveolarizasyon ve vaskiilarizasyona bagli olarak
akciger gelisiminde duraksama ile karakterizedir (Jobe, 1999). BPD iliskili akciger
hasar1 geri doniisimsiizdiir ve iliskili komplikasyonlar erigskin hayatta da devam
etmektedir (Halvorsen, Skadberg, Eide ve ark., 2004; Aukland, 2009). Bu nedenle
BPD hem hastanin hem de ailesinin yasam kalitesi {lizerinde oldukg¢a etkili bir

hastaliktir.



BPD gelisiminden inflamasyonun sorumlu oldugu ve bu inflamasyonun da
mekanik ventilasyon, antenatal ve postnatal enfeksiyonlar ve hiperoksiye bagl
tetiklendigi diistiniilmektedir (Ali, Schmidt, Dodd ve ark., 2013; Madurga ve ark.,
2013).

Adipokinler (adipositokinler), adipoz doku tarafindan salgilanan protein
yapisinda  mediatorleridir.  Adipokinler, sadece enerji metabolizmasinin
regiilasyonunda degil, ayrica gesitli kronik inflamatuvar hastaliklardaki inflamatuvar
yanitlarda da rol oynamaktadirlar (Fantuzzi, 2005; Ouchi ve ark., 2011). Adiponektin
ve leptin gibi adipokinlerin, kronik obstriiktif pulmoner hastaliklarda gergeklesen
inflamatuvar proseslerdeki anlamli rollerine iliskin ¢ok fazla veri bulunmasina
ragmen, nesfatin-1 ve visfatin gibi diger adipokinlerin inflamatuvar akciger

hastaliklarindaki rollerine dair ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Nesfatin-1, 2006 yilinda ilk kez kesfedilmis olan yeni bir adipokindir ve ilk
olarak ratlarda yapilan aclik ve viicut agirliginin kontrolii ile ilgili ¢alismalar ile
iliskilendirilmistir (Oh-l, Shimizu, Satoh ve ark.,2006). Nesfatin-1, insan adipoz
dokusundan sentezlenmektedir ve yapilan c¢alismalar TNF-a, IL-6, insulin,
deksametazonun Nesfatin-1 sentezini artirdigint gostermistir (Ramanjaneya, Chen, E.
Brown ve ark., 2010). Nesfatin-1’in ayn1 zamanda, ratlarda inflamatuvar yanit1 ve
hiicre apoptozunu regiile ettigi (Tang ve ark., 2012), ve insanlarda kardiyoprotektif

etkiler gosterdigi bildirilmistir (Angelone, Filice, Pasqua ve ark., 2013).

Akciger hastaliklarinda nesfatin-1 {izerine yapilmis birkag c¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalardan birinde akciger kanseri hastalarinda yag
kiitlesindeki degisiklikler ile (Cetinkaya, Karagoz, Bilgi ve ark., 2013) digerinde de
kistik fibrozis ile (Cohen ve ark., 2013) iliskili oldugu bulunmustur.

Visfatin, ayn1 zamanda nikotinamid fosforibozil-transferaz (NAMPT) adi ile

bilinmektedir ve ilk basta lenfositler, kemik iligi, karaciger ve kaslarda tanimlanmis



iken (Samal ve ark., 1994), daha sonra varlig1 akcigerlerde de gosterilmistir
(Adeghate ve ark., 2008). Proinflamatuvar bir sitokin olan interlokin-1 (IL-1)’in
pulmoner epitelyal ve endotel hiicrelerinde visfatin ekspresyonunu artirdigi in vitro
caligmalar ile gosterilmistir (Liu, Li, Cepeda ve ark. ,2009.). Ayrica, proinflamatuvar
sitokinlerden olan IL-6 (Ognjanovic ve Bryant-Greenwood, 2002.) ve TNF-a’nin
(Igbal ve Zaidi, 2006) da visfatin ekspresyonunu uyardigi bildirilmistir. Granulositler
ve monositler, visfatinin major kaynaklar1 olup (Friebe, Neef, Kratzsch ve ark.,
2011), visfatin ayrica makrofajlar ve adipositler tarafindan da iiretilmektedir (Curat
ve ark., 2006). Visfatinin inflamasyon ve dogal bagisikligin regiilasyonunda yer alan
proinflamatuvar bir sitokin oldugu bildirilmektedir (Moschen ve ark., 2007; Luk,
Malam, ve Marshall, 2008). Visfatin akcigerlerde gelisen akut akciger hasari ile
iliskili bulunmustur (Ye, Simon, Maloney ve ark., 2005) ve visfatin sentezinin
inhibisyonunun, inflamasyonu ve akciger endotelinde siddetli virus infeksiyonu ile

iliskili apoptozisi artirdigi gosterilmistir (Gao, Mao, Feng ve ark., 2011).

IL-8’in yanisira, TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi diger proinflamatuvar sitokinler de
erken inflamatuvar yanitin 6nemli mediatorleridir. Bu sitokinler, hipoksi, hiperoksi,
endotoksin ve diger bakteri hiicresi bilesenleri ile biyifiziksel faktorler tarafindan
uyarildiklarinda, alveolar makrofajlar, fibroblastlar, tip-2 pnomositler ve endotel
hiicreler tarafindan sentezlenmektedir (Lundstrom ve ark.,2000; Jobe ve lkegami,
1998). BPD gelisen yenidoganlarin solunum yolu salgilar1 ve bronkoalveolar
hiicrelerinde bu proinflamatuvar sitokinlerin (IL-6, IL-8 ve TNF-a) protein
diizeylerinin arttift ve mRNA sekresyonlarinin up-regiile oldugu bildirilmistir
(Rindfleisch ve ark., 1996; Jones ve ark., 1996; Kotecha ve ark., 1996; LoMonaco ve
ark., 1996; Jonsson ve ark., 1997)

Erken dogan ve respiratuvar distress sendromu (RDS) nedeni ile kaybedilen
bebeklerde, pulmoner dokuda TNF-a pozitif makrofajlarin akisinin, endotel
membran biitlinligliniin kayb1 ve interstisyal glukozaminoglikanlarin yikimi ile
iligkili oldugu bildirilmistir (Murch ve ark., 1996). Yapilan c¢alismalar,

bronkoalveolar epitelde ve RDS’li infantlarin post-mortem akciger dokularinin



interstisyel dokusunda, belirgin bir IL-8 mRNA ekspresyonu saptandigini
bildirmektedir (Schmidt ve ark., 2001).

Erken dogan infantlarin solunum yollarinda ve pulmoner dokularinda gézlenen
artmis proinflamatuvar sitokin diizeyleri ve artmis mRNA ekspresyonu, , interlokin-
4, interlokin-10, interlokin-12 ve interlokin-13 gibi antienflamatuvar sitokinlerin ya
da IL-1 gibi reseptor antagonistlerinin yeterli eksprese olamamalarini ve buna bagl
olarak enflamasyonu diizenlemedeki yetersizligini yansitmaktadir (Jones ve ark.,

1996; Baier ve ark., 2003; Kakkera ve ark., 2004).

Hiicresel IL-10 mRNA diizeyleri, RDS’li yenidoganlarin solunum yolu
orneklerinin ¢ogunda saptanamamakla birlikte, normal dogan bebeklerin tiim
hiicresel orneklerinde eksprese oldugu bildirilmistir (Jones ve ark., 1996). Bununla
birlikte, erken dogan infantlarin, in vitro IL-10’a maruz kalan akciger inflamatuvar
hiicrelerinde proinflamatuvar sitokin ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (Kwong,
ve ark., 1998). Proinflamatuar ve antiinflamatuvar sitokinler arasinda bir dengenin
olmamasi akciger hasarinin en kritik 6zelligi olarak kabul edilmektedir (Keane ve
Strieter, 2002).

Calismamizda, BPD tanis1t konmus hastalarda, son yillarda tanimlanmis olan
yeni adipositokinler ile inflamatuvar mikrogevre iligskisinin arastirilmasi
amaglanmistir. BPD tanis1 konmus hastalardan serum ve RNA Orneklerinin
toplanarak, elde edilen orneklerde, inflamasyondaki rolleri son yilarda saptanmig
olan Nesfatin-1 ve visfatin adipositokinlerinin plazma diizeylerinin tayini, Nesfatin-1
ve visfatin mRNA ekspresyonlarinin analizi, BPD ile iligkili oldugu gosterilen , 1L-4,
IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, Nf-kB ve MMP-9 proteinlerinin plazma diizeyleri,
inflamasyon belirteclerinden MMP-9 mRNA ekspresyonunu tayinleri yapildi, elde
edilen sonuclarin saglikli kontrol grubu sonuglar ile karsilagtirilmasi ve korelasyon

analizleri yapilmstir.



1.1.Genel Bilgiler

BPD, erken dogum ile iliskili en mithim kronik pulmoner hastalik gdsterne ve
0lim nedenlerinden biridir. Hamilelik siiresine ve yeni doganin dogum agirligina
bagli olarak meydana gelen Respiratuar Distres Sendromu (RDS) prematiire
bebeklerin % 1’1 ile % 70’1 arasinda BPD gelistirebilmektedir. BPD, uzun siireli
oksijen bagimlilig1 ve anormal gdgiis radyolojik bulgulari ile karakterize bir saglik

sorunudur (Sly ve ark., 1996; Bancalari ve ark., 2003).

Tiirkiye’de, ad6lesan gebelikler, dogum sonrasi ilk solunum destegi sekillerinin
farklilik gostermesi, farkli doz surfaktan uygulamalari, postnatal enfeksiyonlardan
korunma, tan1 ve tedavi protokollerinin farkli olmalari, sivi ve elektrolik tedavi
desteginin degiskenlik gostermesi BPD gelisiminde etkisi oldugu bilinen etkenler

arasinda yer almaktadir (Arsan ve ark., 2018).

BPD ilk kez 1967 yilinda Northway ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
aragirmada tanimlanmistir. Aragtirmacilar, kesintisiz pozitif basingli ventilasyon ve
% 80’den daha fazla yogunlukta Oksijen ile tedavi edilen RDS tanisi almis olan
yenidogan bebeklerde gelisen kronik solunum islev bozuklugunun Klinik, radyolojik
ve patolojik tarifini yapmislar ve bu olguyu BPD olarak isimlendirmislerdir
(Northway ve ark., 1967).

Giiniimiizde, BPD 6zellikle dogum agirligi 1500 g altinda ve gebelik yas1 28
hafta olarak dogan bebeklerde gézlenen bir hastaliktir. Bu donemde dogan bebekler,
"klasik BPD" nin temelini olusturmaktadirlar ve 31 haftalik gebelikten sonra dogan

bebeklerden ¢ok daha az olgunlagmis bir fizyolojik duruma sahiptirler.

Son yillarda bu konuda yapilan klinik c¢alismalarda, klasik ve yeni BPD

arasinda farkliliklar, etiyolojik olarak bebek sagligina zararli olma olasili yiiksdek



olan faktorler, takip / tedavi protokolleri, koruyucu tedbirler arastirilmaya devam
etmektedir. Klasik BPD tanis1 almis hastalarin otopsilerinde, inflamasyon, fibroz, ve
buna benzer akciger dokusu zedelenmeleri dikkat ¢ekmektedir. Yeni BPD tanisi
almis olan hastalarin akcigerlerinde ise, daha az miktarda fibrozun tespit edildigi
ifade edilmektedir. Bu patolojik duruma neden olan en Onemli zemin yaratici
etmenler arasinda, hava yollarindaki uyum bozuklugu, proinflamatuar ve
antiinflamatuar baglantilarin yetersizligi, olgun olmayan makrofaj ve notrofil
fonksiyon bozukluklar1 sonucu akciger gaz aligverisinde bozulma, akciger yiizey
etken madde sentezinde duraklama olarak ifade edilmektedir (Welty 2000; Jobe ve
Bancalari 2001).

Hasta olma olasiligi yiiksek olan bebeklerde antioksidan sistemlerindeki
yetersizlik nedeniyle, yiiksek basing ve uzun vadede oksijen tedavisi uygulamak
akciger hasarma neden olabilmektedir. Bu nedenle BPD hastaligin1 onleyici
yaklagimlarda daha diisiik yogunlukta oksijen verilmesi 6ngoriilmektedir. Bu siirecte,
antioksidan mekanizmay1 arttirmak igin siiperoksit dismutaz enziminin uygulanmasi
Onerisi, deneysel asamada kalmis olup, klinik uygulamaya gegemedigi yapilan

aragtirmalarda ifade edilmistir (Ozkan ve ark., 2008).

Akcigerlerde, ~mukus  tarafindan  kaplanan = solunum  epitelyumu
mikroorganizmalar1 yakalamakta ve siliyer epitel hiicreleri mukusu akcigerlerden
uzaklastirmaktadir. Yerlesik alveoler makrofajlar, solunum epitelyumu ile birlikte
akcigerlerdeki ilk savunma sistemini olusturmaktadir ve makrofajlar, fagositoz ile

yabanci maddelerin temizlenmesinde dnemli bir rol iistlenmektedir (Marieb, 2001).

Pulmoner inflamasyon, BPD’nin patogenezinde anahtar bir 6zelliktir. Cesitli
risk faktorleri ile indiiklenen bu inflamatuar proses, inflamatuar hiicreler, sitokinler
ve erken dogan prematiirlerin pulmoner doku ve solunum yollarindaki humoral
aracilarin varlhigr ile karakterizedir. Ayrica yapilan arastirmalar, erken dogan ve
BPD’nin ¢esitli evrelerindeki prematiirelerin solunum yollarinda, ¢ok fazla sayida

inflamatuar hiicre bulundugunu bildirmektedir. Inflamatuar proses sirasinda, gok



sayida aracit molekiil, akciger dokusunun yapisinda, hiicre biitiinliigiinii etkileyen ve
apoptozu indiikleyen zararli etkiler meydana getirmektedir. Interlokin-8’in (IL-8)
yani sira, IL-4, IL-6 ve TNF-a, gibi diger proinflamatuar sitokinler erken inflamatuar
yanitin gelismesinde 6nemli aracit molekiillerdir. Bu sitokinler, hipoksi, hiperoksi,
endotoksin, diger bakteri hiicre duvari bilesenleri ve biyofiziksel faktorler ile
uyarildiklarinda, alveolar makrofajlar, fibroblastlar, tip II pnomositler ve endotel

hiicreler tarafindan sentezlenmektedir (Kiiltlirsay, 2003).

Sitokinler, normal ve patolojik kosullar altinda hiicrelerin aktivitesini modiile
eden peptitler ve protein yapisinda molekiillerdir. Bir¢ok sitokinin inflamasyon
onleyici 6zelligi bulunmaktadir. Bununla birlikte, ayni sitokin hem pro- hem de anti-
inflamatuar 6zelliklere sahip olabilmektedir. Lokositlere ek olarak, bronsiolar epitel
hiicreleri ve alveolar tip II hiicreler, inflamatuar hiicrelerin akcigere infiltrasyonunu
tesvik etmek i¢in bu maddeleri g¢ekici Ozellikte maddeler salgilayabilmektedirler

(O'Brien ve ark., 1998; Fehrenbach, 2001).

Notrofiller, genel olarak inflamatuar yanit bolgesine sizan ilk inflamatuar
hiicrelerdir (Kaplanski ve ark.. 2003). Akciger monosit ve makrofajlarinin etki artisi

i¢in 6nemli olduklari 6ne siirtilmistiir (Janardhan ve ark. 2006).

1.1.1.Akcigerlerin Yapisi ve Gelisimi

Bilindigi tizere, akcigerlerin ana gorevi oksijeni havadan alip kan dolasimina
tasimak ve olusan karbondioksiti kan dolasimindan atmosfere salmaktir. Gaz
degisimi periferal akcigerdeki ince alveoler-kilcal zar icindeki epitelyal hiicreler

tarafindan gergeklestirilmektedir (Marieb, 2001).

Solunum sistemi, iletken bdlge ve solunum bélgelerinden olusmaktadir. iletken

bolge trakea, bronslar, brongiyoller ve terminal bronsiyolleri icermektedir. Hava yolu



epitelyumu siliyer hiicreler, bazal hiicreler ve mukus iireten goblet hiicreleri

icermektedir. Iletken bodlgenin temel gorevi; havayr gaz degisim bolgesine dogru

aktarmak, solunan havayr nemlendirmek ve 1sitmak, hava yolunu yaralanmalardan

korumak i¢in toz ve bakteri gibi tahris edici maddeleri uzaklastirmaktir. Solunum

bolgesi ise gaz degisiminin gergek bolgeleri olan solunum bronsiyolleri, alveolar

kanallar ve alveolleri icermektedir (Marieb, 2001).

Insanlarda akciger gelisimi, embriyonik, psédoglandular, kanalikiiler, sakkiiler

ve alveolar olmak iizere bes asamadan olusmaktadir (Cizelge 1.1 ve Sekil 1.1.).

Cizelge 1.1. Akcigerlerin gelisim asamalar1 (Kajekar 2007).

Gebelik
Evre Gelisme
haftasi
o Akciger tomurcuklari olusur.
Embriyonik 0-7
Kan damarlari kalbe baglanir.
Psodoglandular 7-17 Asinar 6ncesi hava yollar1 ve kan damarlari gelisir.
. Solunum bolgesi gelisir.
Kanalikuler 17-27 ) ) ]
Tip I ve tip II pndmosit olusumu baslar.
Sakiiler 28-36 Sakiil gelisimi baslar.
Alveollerin gelisimi. Alveoller ve kiigiik kan damarlar1 gogalir. Tiim
Alveoler 30-18 ay

yapilarin biiytikliigii artar.
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Sekil 1.1.Akcigerlerin normal gelisim evreleri (Kajekar 2007).

1.1.1.1.Embriyonik Evre

Akciger gelisiminin embriyonik asamasi, on bagirsak (foregut) endodermal
epitelyumdan bir biiyiime olusumu ile baslamaktadir. Biiyiime, ilkel yemek
borusundan trakeal temelini olusturmak i¢in ayrilmakta ve akcigeri bes loba bélmek
icin ¢evredeki mezenkim igine dallanan iki birincil brong tomurcugu olusumuna yol

agmaktadir. (Jobe, 2002; Maeda ve ark., 2007).

1.1.1.2.Psodoglandiiler Evre

Psodoglandiiler asamada, hava yollarinin ve vaskiiler sistemin dallanmasi
devam etmekte ve iletken hava yollari, terminal bronsiyoller ve ilkel asiner yapilarla
brons agaci olusturulmaktadir. Epitel hiicrelerinin farklilasmasi ana bronslarda siliyer

hiicrelerin, goblet hiicrelerinin ve bazal hiicrelerin ortaya c¢ikmasina neden
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olmaktadir (Jobe, 2002). Vaskiiler sistem bronsiyal ve bronsiolar tiibiiller boyunca

gelismektedir (Jobe, 2002).

1.1.1.3. Kanalikiiler Evre

Solunum yapilari, kanalikiiler asamada asiner tiiblil ve tomurcuk kiimeleri
olusturmak icin daha fazla alt boliime ve genislemeye maruz kalmaktadir. Epitelyal
farklilagsma, solunum agacinin periferal kisminda yogunlasir ve buna, epitel ile yakin
iligkide, asinar i¢i ¢ift kilcal agin biiylimesi ve gelismesi eslik etmektedir (Jobe,
2002). Bu asamada, farklilasmis bronsioller Clara hiicreleri CCSP'yi (Clara Hiicre
Sekretuar Protein) (Singh ve ark., 1988; Zhou ve ark., 1996) sentezlemeye
baslamakta ve kiibik hiicreler 6zel tip II epitel hiicrelerine ve daha sonra olusacak tip

I epitel hiicrelerine farklilasmaktadir (Jobe, 2002).

1.1.1.4. Sakkiiler Evre

Bu asamada terminal bronsiyollere uzak olan segmentler genisleyip
bliylimektedir. Bu durum, alveoler keseciklerin ve kanallarin olusumuna ve
interstisyel dokunun azalmasina neden olmaktadir. Periferik epitel hiicreleri
farklilasmaya devam etmekte ve kilcal damarlar tip I epitel hiicreleri ile daha

yakindan iliskili hale gelmektedir. (Burri, 2006; Jobe, 2002).

1.1.1.5. Alveoler Evre

Alveoler asamada, kesecikler daha kiiciik alveollere boliinmektedir. Meydana
gelen alveoler duvarlar ¢ift kilcal damarlari ve bag dokusu icermektedir.
Alveolarizasyon sirasinda dogumdan sonra etkin gaz aligverisini saglamak icin tek
bir kilcal tabaka olusmaktadir (Burri, 2006). Alveolarizasyon erken ¢ocukluk

doneminde devam etmektedir. Dogumda, insan akcigerinde 50-150 milyon alveol
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bulunurken, yetiskin akcigeri 300 milyon alveol igermektedir (Burri, 2006; Jobe,
2002).

Siirfaktanlar, alveoler tip II hiicrelerden senten edilip salinmakta ve alveoler
membranin 6nemli bir bilesenini olusturmaktadir. Alveoler hava boslugunda yiizey
gerilimini bir dereceye kadar azaltarak akciger periferinde uygun ventilasyonu
saglamaktadir (Dobbs, 1989). Surfaktan, lipid ve proteinden olusan kompleks bir
yapidadir ve bu yapilarin her biri karbonhidrat 6geleri igermektedir (Kim ve ark.,
1989; Wright ve Hawgood 1989; Rich, 1990; Masmonteil, 1993; Kliegman RM.
1996;)

Surfaktanlar, lipid ve proteinlerden olusmakla berbaer her iki yapida da
karbonhidrat yapilar1 bulunmusur. Lipidler, surfaktanlarm % 80 ila % 90’m
olusturmaktadirlar (Wright ve Hawgood 1989; Rich 1990). Lipid kisminin % 90’1
fosfolipid karistminda % 10°u ise kolesterolden olusmaktadir (Masmonteil 1993).
Akciger surfaktanlarinin %10’luk kismi proteinlerden olugsmaktadir. Bunun %80’ini
serum proteinleri, %?20’sini ise surfaktan’a spesifik proteinler olusturmaktadir
(Wright ve Hawgood 1989; Wirtz ve Schmidt, 1992; Steayer ve ark., 1993; Longo ve
ark., 1993). Surfaktan’a spesifik dort adet protein tanimlanmistir. Bunlar; SP-A, SP-
B, SP-C ve SDP-D isimli proteinlerdir (Possmayer, 1990; Wright ve Youmans, 1993;
Masmonteil TL, 1993).

1.2. Bronkopulmoner Displazi

1.2.1.Tanim

BPD, ilk kez 1967 yilinda Northway ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligma
ile tanimlanmistir. Klasik BPD olarak bilinen hastaligin giiniimiize kadari tarifi,

epidemiyolojisi, patogenezi ve klinik olgular1 hakkinda farkli fikirler ileri
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striilmiistiir. Northway ve arkadaslarinin 1967 yilinda yapay solunum ve oksijen
tedavisi uygulanan agir RDS tanist almig olan 32 bebegin degerlendirildigi
calismalarinda BPD hastaligimin klinik, patolojik ve radyolojik verileri ile birlikte

tanmimlamuslardir (Northway ve ark., 1967).

Northway ve arkadaglari tarafindan yapilan BPD tanimi, mekanik ventilasyon
ve oksijen takviyesi ile tedavi edilen RDS tanis1i almis prematiire bebeklerdeki

radyolojik ve patolojik 6zelliklerine dayanmaktadir.

1.2.1.1. Klasik Bronkopulmoner Displazi

Arastirmacilar, prematiirelerin RDS nedeni ile stirekli yiiksek basinghi yapay
solunum ve %80’den daha yiiksek konsantrasyonda oksijen tedavisi sonucu
akcigerlerinde olusan patolojik ve radyolojik degisiklikler olarak tanimlamislar ve 4

evreye ayirarak incelemislerdir (Coalson 2003).

Evre | (2-3 Giin): Bu evre Kklinik ve radyolojik buluglar ile karakterize olan

RDS hastaliginin akut fazini isaret etmektedir.

Evre Il (4-10 Giin): Bir yenilenme donemidir. Hastalarin 6nemli diizeyde
oksijen bagimliligi bulunmaktadir. Yiizde %80-%90 arasinda olan yiiksek oksijen
konstantrasyonu diisiiriilmeye caligilir. Gogiis radyografisinde her iki akciger opak

goziikkmektedir.

Evre 1lIl (10-20 Giin): Kronik akciger hastaligmma gecis donemini
gostermektedir. Goglis radyografisinde diizensiz sekilli yogunluklar ve kist
lezyonlar1 alanlar1 yer almaktadir. Yogunluk alanlarinda kii¢iik bronsiyollerin liimen
kalintis1 ile tikanmasi nedeniyle interstisyel 6dem ya da atelektazi goriilmektedir. Bu

donem kronik hastaliga ilerleme donemini olugturmaktadir.
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Evre IV (1 aydan fazla): Siiregelen akciger hastaligi tablosu yerlesmistir.
Gogis radyografisinde ventrikiil hipertrofi, belirgin fibroz ve 6dem goriilmekte bu
bulgular da kronik akciger hastaliginin onemli bulgularmi ifade etmektedir

(Northway ve ark., 1967; Northway 1990).

Northway ve arkadaslarinin 1967 yilinda yapmis olduklart klasik BPD tanimi1
ve tan1 Olgiitleri gecen yillar igerisinde ¢esitli bilim insanlar1 tarafindan yenilenmistir.
Yapilan arastirmalarca, prematiire bebeklerde, basta RDS tanisi igin surfaktan
tedavisi, daha nazik ve yaygmn olmayan solunum destek uygulamalr1 olarak
siralanabilecek cesitli klinik yontemlerin giindeme gelmesi ile ¢ok diisiik gebelik
haftasinda dogan prematiireler yasamaya baslamis ve bunlarda goriilen kronik

solunum yetmezligi “Yeni BPD” olarak tanimlanmustir (Jobe ve Bancalari 2001).

Yeni BPD tanimi, akcigerlerin zedelenme ve onarim siireglerinden etkilenme
derecesini seffaf olarak yansitmamakta ve hedef hasta grubu olan “agir BPD” aday1

prematiireleri tanimlayabilmekten uzak oldugu tespit edilmistir (Pointdexter ve ark.,
2015).

Akcigerlerin durumu hakkinda daha duyarli ve gegerli bir klinik tanimlama
kabul gorene dek, Jobe ve Bancalari’'nin (2001) Ulusal Saglik Enstitiileri
Calistayr’nda onerdikleri ve giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan BPD tanim ve

siiflamasiin  Tirkiye’de kullanilmasi Onerilmektedir(Jobe ve Bancalari 2001)
(Cizelge 1.2.).
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Cizelge 1.2. Bronkopulmopner displazi smiflandirilmast.

Degerlendirme

Zamani

Gebelik yas1 <32 hafta

Gebelik yas1 >32 hafta

Postmenstriiel 36. haftada veya
taburculuk esnasinda (6ncelik sirasina gore

degisebilmekte)

>28. Giin-<56. Giin veya taburculuk
strasinda (Oncelik sirasinda gore

degisebilmekte)

Hafif BPD

En az 28 giin >%21 Oz gereksinimi +
postmenstriiel 36. haftada veya taburculuk
sirasinda (6ncelik sirasina gore degisebilmekte)

ek Oz gereksiniminin olmamasi

En az 28 giin >%21 Oz gereksinimi +
postnatal 56. giin veya taburculuk
strasinda (Oncelik sirasina gore
degisebilmekte)

ek Oz gereksiniminin olmamasi

Orta BPD

Postmenstriiel 36. hafta veya taburculuk sirasinda
(6ncelik sirasina gore degisebilmekte)

<%30 ek Oz gereksiniminin olmast

Postnatal 56. giin veya taburculuk
strasinda (Oncelik sirasina gore
degisebilmekte)

<%30 ek Oz gereksiniminin olmasi

Agir BPD

Postmenstriiel 36. hafta ya da taburculuk
sirasinda (hangisi daha erkense)
>%30 O2 gereksinimi velveya pozitif

basing gereksinimi

Postnatal 56. giin ya da taburculuk
strasinda (hangisi daha erkense)
>%30 O2 gereksinimi veya

pozitif basing gereksinimi
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1.2.2. Etiyolojisi

BPD hemen hemen yalnizca yapay solunum ve oksijen tedavisi almis olan
olgularda meydana geldigi i¢in, etiyolojisinde erken dogan, travma ve oksijen
toksisitesi en onemli etkenler olarak kabul edilmekle birlikte, birgok etkenin ayr1 ayri

ya da birlikte rol oynadig1 bilinmektedir.

1.2.2.1. BPD Etyolojisinde Risk Faktorleri

BPD ig¢in bir¢ok etkeninrisk teskil ettigi bilinmektedir. Bu etkenlerin tek basina

ya da ¢ogunun bir arada gézlendigi durumlar olabilmektedir.

o Prematiirite ve immatiirite

En 6nemli faktorlerden birini olusturmaktadir. Gebelik yas1 ile dogum agirlig
diistikce BPD meydan gelme olasiligi da hizla yiikselmektedir. Erken dogumu
takiben gelisebilen RDS nedeni ile uygulanan oksijen uygulamalari akciger
gelisimini  etkilemekte, alveoller ile vaskiiler gelisim arasindaki dengeyi

bozmaktadir.

e Mekanik Ventilasyon

Akcigerlerde gerilmeye neden olmaktadir. Akcigerlerde vaskiiler direng
artmakta ve endotel hasar1 meydana gelmektedir. Neticede damar gecirgenligi
artarak pulmoner sivida artis meydana gelmektedir. Notrofillerin  birikimi
artmaktadir, bu durum inflamatuar mediyatorlerin salgilanmasina neden olmaktadir

(Jobe ve Bancalari 2001, Taghizade ve ark., 1976).
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e Hiperoksi / Oksidatif Stres / Yetersiz Antioksidan Sistem

Normal bebeklere kiyasla, prematiire bebeklerin yiiksek konsantrasyonda
oksijene maruz kalma siireleri fazladir. Bu yenidoganlarin oksidatif stres durumu ile
kars1 karsiya kalmalarina neden olabilmektedir. Artmis olan oksidatif stres
trlinlerinin  uzaklastirilmasinda, antioksidan savunma mekanizmalarinda da

yetersizlik oldugu da bilinmektedir (Jobe ve Bancalari, 2001).

Yapilan bir ¢alismada, oksijen radikali teskilini azaltmak ve BPD hastaligini
onlemek i¢in uygulanan allopurinol etken maddesi ile tedavi denemelerinin basarili

olmadig1 agiklanmistir (Russell ve Cooke 1995).

Glutatyonun serum seviyesini arttirmak amaci ile, prekiirsorii olan N-

asetilsistein uygulamasinin, BPD sikliginda herhangi bir azalma saglamadig:

bildirilmistir (Ahola ve ark., 2003).

e Antenatal ve Postnatal Inflamasyon/Enfeksiyon

BPD gelisiminde en Kkritil patofizyolojik mekanizmalardan birisi antenatal
donemde meydana gelen inflamasyon eyav enfeksiyondur. Klinik koriyoamniyonitis
bunun en tipik 6rnegidir ve pulmoner enfeksiyonlar da benzer sekilde etki etmektedir
(Speer 2001).

Antenatal inflamasyon ve enfeksiyon belirtileri en ¢ok klinik ya da histolojik
koriyoamniyonit olgularinda c¢alisilmistir. Histolojik koriyoamniyonit 6nemli bir
olgudur. Bu inflamasyona yanit, kord kaninda IL-6 seviyesinin yiiksek bulunmasi ile
karakterizedir. Bu sitokin seviyesinin artigi, inflamatuar hiicrelerin amniyon sivisina

sizmasina ve fetusta metalloproteinazlarin aktif hale gelmesine neden olmaktadir

(Gomez ve ark., 1998).

18



Sonugta inflamasyon ile karsilasan fetusta erken akciger olgunlasmasi ortaya
c¢ikmaktadir (Gomez ve ark., 1998). Bu durum, BPD olusumu i¢in bir zemin

olusturmaktadir.

Crowley tarafindan yapilan arastirmada (1995), dogum o6ncesi glukokortikoid
uygulamalar1 sonucunda RDS sikliginin % 50 oraninda azaltilmasina karsilik BPD

sikliginin azalmadigi belirtilmistir.

e  Pulmoner Odem

Pulmoner siv1 yiiklenmesi sonucu akciger kan akisi ve dokular arasi sivi hacmi
yiikselmektedir; neticede, akciger uyumu azalmakta, hava yolu direnci artis1 nedeni
ile oksijen ihtiyaci artmaktadir. Pulmoner kan akimindaki artig, akcigerlerde
notrofillerin aktivasyonunda ve dolayistyla birikmesine yol acamkatdir (Van Marter
ve ark., 1990). Bu gelisen olaylar inflamatuar kaskadin hizla ilerlemesine neden

olarak BPD riskini artiran faktorleri olusturmaktadar.

o Genetik faktorler

BPD’ye genetik yatkinlik, surfaktan sistemindeki anormallikler, alveolar
dokunun farklilagsmasindaki sorunlar, solunum yolu gelismesinde rol oyanan
proteinlerde meydan gelen mutasyonlar, pulmoner damar yatagi kontrol eden

mekanizmalardaki sorunlardan saglandigi bilinmektedir (Hallman ve Haataja 2003).

BPD gelisiminde, surfaktan proteinlerin rolii oldugu ifade edilmis ve genetik
faktorlerin etkilerini belirlemek igin surfaktan ¢aligmalar1 yapilmistir. Surfaktanlar,
ylizey gerilimini azaltarak alveollerin agik kalmasimi saglamaktadirlar. Surfaktan
eksikliginde atelektaziler meydana gelmekte ve buna bagli olarak ta gaz aligveriginin
bozulmasi durumu s6z konusu olmaktadir (Northway ve ark., 1967; Bancalari ve
ark., 2003).
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e Diger Risk Faktorleri

Yetersiz beslenme sonucunda olusan sorunlar, siirrenal yetmezlik, gebelik yas1
ve dogum agirligiin tutarsiz olmasi, ilerlemis RDS tanisi ve erkek cinsiyetin BPD
icin risk olusturdugu yapilan ¢alismalar ile bildirilmistir (Smyth ve ark., 1981,
Watterberg ve Scott 1995; Watterberg ve ark., 1999).

1.2.3. insidansi

Bronkopulmoner displazi taniminin degiskenlik goéstermesinden dolayi,

hastaligin sikligini dogru olarak ifade etmekte giiclilk yasanmaktadir.

Northway’in 1967 yilinda yaptigi “Klasik BPD” tanimimin yerini 2000’li
yillarda, 30°’ncu gebelik haftasinda ve 1200 gramdan daha biiyiik bebeklerde, nadir
goriilen “Yeni BPD” tanim1 almistir (Ehrenkranz ve ark., 2005, Bhandari ve Bhandar
2007). NICHD’in (Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health and
Human Development) 1993-1994 yillar1 arasinda prematiirelerde 36. gebelik
haftasinda oksijen gereksinimine gdre tanimlanan BPD siklig1 yaklasik %19 olarak
gozlemlenmigken, 1995-1996 yilarini kapsayan donemde aragtirmalar 1500 gr’dan
daha kiiciik prematiirelerde BPD sikligin1 %23 olarak gozlemlenmistir (Stevenson ve
ark., 1998; Lemons ve ark., 2001).

George Washington Universitesi 1500 gram’dan diisiik bebeklerde BPD
goriilme sikliginin yillara goére 1997°de %40, 2005 yilinda ise yaklasik %10 oraninda
saptandig1 bildirmistir.

Breathsavers Grup Hastaneleri tarafindan yapilan arastirmada ise, 501 ila 1500
gram arasi dogan bebeklerde BPD meydan gelme oraninin 2003 yilinda, 2001 yilina
gore daha diisiikk oranda bulundugu, 2001 yilinda BPD goriilme sikligi % 36,6 iken
2003 yilinda bu siklik %26,8 olarak tespit edildigi ifade edilmistir. Katilimct
hastanelerin 2001 yilindaki BPD siklig1 % 13 ile % 66 arasinda degisirken, 2003
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yilinda bu oranlarin % 4 ve % 58 arasinda, daha diisiik bir oranda tespit edildigi ilan

edilmistir (Lemons ve ark. 2001).

Bir diger aragtirmaya gore; 26. gebelik haftasindan daha kiigiik olan bebeklerde
mortalite % 28,6 bulunurken, BPD siklig1 % 40,4 olarak saptanmistir. 26.- 27.
gebelik haftasi arasinda olan bebeklerde 6liim orani % 10,8, BPD siklig1 % 51; 28-
31. gebelik haftasi arasindaki bebeklerde 6liim oran1 % 3, BPD sikligt % 19,3; 32.
gebelik haftasi altinda tiim bebeklerde 6liim oranm1 % 8,8 ve BPD siklig1 % 29 olarak

bulunmustur (Thomas ve ark., 2005).

1.3. Patolojisi

Hava yolu zedelenmesi ve inflamasyonu, hava yolu epitelyal hiicre metaplazisi
ve parankimal fibroz, “klasik BPD”-nin patolojik olaylarini agiklarken; akciger
gelisiminin bozulmasi “yeni BPD”-nin karakteristik morfolojisini agiklamaktadir
(Baraldi ve Filippone 2007) (Sekil 1.2.).

"Klasik BPD" ve "Yeni BPD”, farkli olgunluktaki akcigerleri zedeleyebilen
faktorlerin  degisken kombinasyonlarmin iki farkli morfolojik  sonucunu
dogurmaktadir. Klasik BPD'de, yogun inflamasyon ve normal pulmoner yapilarin
bozulmasi, homojen olmayan bir hava yolu ve parankimal bozukluga yol acarken,
yeni BDP'de daha hafif hava yolu hasari, inflamasyon ve fibroz ile klinik olarak
onemli bir ylizey alani kaybi ile iligkili olan alveoler gelisiminin yaygin olarak

azalmasi gozlenmektedir (Baraldi ve Filippone 2007).
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Atelaktazi Kiasik BPD
Alveoler obliterasyon

Fokal septal fibroz

Skarlasma

Skuamoz metaplazi

Brongiyal distorsiyon

Epitelyal yikinti
Mukozal inflamasyon
ve fibroz

Amfizematoz ve biilloz
lezyonlar

Bozuk ve gevsemis
alveoler ek parcalar

Yeni BPD
Daha az alveoler ekleri
Havayolu ¢okmesi
Azalan havayolu kalibresi

Hafif epitel lezyonlar

Hafif peribrongiyal
inflamasyon ve fibroz

Dismorfik pulmoner
mikrovaskiiler ag

Daha az, daha biiyiik

Havayolu ¢cokmesi basitlestirilmis alveoller
Azaltilmis gaz degisim

Vaskiiler hipertansif
yiizeyi

degisiklikler

Sekil 1.2. Klasik ve yeni BPD hava yolu ve parankimal hasari (Baraldi ve Filippone 2007).

Bronkopulmoner displazi’nin patogenezi, belirgin derecde olgunlagsmamis
akciger yapisi, yiksek ve yogun oksijen tedavisinin neden oldugu volutravma ve
barotravma hasari, akciger hasarlaria neden olan bir inflamatuar cevap ve herhangi

bir derecedeki diizensiz onarimi kapsamaktadir (Coalson 2003).

1.4. BPD’de Koruma ve Tedavi Yaklasimlar

1.4.1. Oksijen Tedavisi

BPD tanis1 almig bebeklerde oksijen tedavi gereksinimi, eve taburculuk igin
engel teskil etmemektedir. Eger sabit bir oksijen konsantrasyonu ve satiirasyonu
saglanabiliyor ise, hipoksik atak gecirilmiyorsa, evde oksijen tedavisi ile hasta

izleme devam edebilir.
Oksijen satiirasyonunu % 93 ve iizeri seviyesinin {izerinde tutamayan ve destek

oksijen tedavisi almadiginda sik sik desatiire olan hastalar eve oksijen destegi ile

taburcu edilmemelidirler (Arsan ve ark., 2014).
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1.4.2. Surfaktan Tedavisi

Ballard ve ark., (2016)’nin yapitig1 ¢alismada, gebelik yasi 28 haftadan az olan
ve 7-14. giinleri arasinda hala yapay mekanik ventilasyon destegi yaninda, inhale
nitrik oksit tedavisi almakta olan prematiire bebeklerde, 1 ile 3 gilin araliklarla,
toplam bes doza kadar ¢oklu surfaktan tedavisi uygulanisi, postmenstriiel 36-40.
haftalarda BPD hastaligin1 azaltmadigi gosterilmistir

1.4.3. Metilksantinler

Diafragmanin kasilmasini kuvvetlendirirler. Zayif bronkodilatatér ve diiiretik
etkileri de bulunmaktadir. S6z konusu ilaglarin, basarili enstiibasyon oranini

arttirarak, BPD’yi azalttg1 saptanmistir (Schmidt ve ark., 2006).

1.4.4. Steroidler

BPD tanis1 almis olan hastalarda siklikla kullanilan, iizerinde en ¢ok ¢alisilan;
ancak, halen standart bir kullanim rehberi bulunmayan ilag gruplaridir. Bu gruptaki
ilaglar uzun dénem kullanildiginda olumsuz nérolojik ve pulmoner yan etkilerine
karsin, akciger hasar1 nedeni ile mekanik ventilasyondan uzaklagamayan prematiire
bebeklerin eKstiibasyonu igin bilinen en etkili ila¢ grubunu olusturmaktadir. Bu grup
ilaglar parenteral veya enteral yoldan, sistemik olarak ya da inhalasyon ile lokal
olarak uygulanabilirler. Uygulama yollar1 farketmeksizin, kullanim karar1 alinirken

ilacin etkileri ve yan etkileri her zaman g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Steroidler, akcigerdeki inflamasyonu azaltmakta, kendilerine 6zgii sitoplazmik
reseptorlerlere baglnarak dogrudan DNA’ya tutunarak, genlerin transkripsiyonunda
degisiklik meydana getirmektedirler. Pek¢ok proinflamatuar proteini azaltirken,
antinflamatuar proteinlerin ekspresyoununu arttirmaktadirlar (Halliday ve ark.,
2003).
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Yapilan bir arastirmada, postnatal steroid kullanimu ile iliskili kisa donem ve
uzun donem komplikasyonlar olarak; hiperglisemi, hipertansiyon, artmis adrenal
bezde baskilanma, gelisme geriligi ve ge¢ donemde ndrogelisimsel bozukluklar

olustugu rapor edilmistir. (O’Shea ve ark., 1999; Stark ve ark., 2001).

Yine bir bagka arastirmada, postnatal steroid uygulamasinin BPD olma riski

tasiyan hastalarin % 50’sinde faydali oldugu gosterilmistir (Doyle ve ark., 2005).

1.45. A Vitamini

A vitamini, akciger biiylimesi, tamiri ve solunum yolu epitelinin biitinligiiniin
saglanmasi i¢in elzemdir. Giglii bir antioksidan bilesiktir. Prematiire bebeklerde A
vitamini depolar1 ve A vitamini transport tasiyict protein, plazma retinol baglayici
protein (RBP) diizeyleri diisiikk oldugu ve bu durumun BPD gelisme riski ile iliskili
oldugu bulunmustur (Darlow ve ark., 2016).

A vitamini uygulamasi rutinde intramiiskiiler oldugu i¢in giicliik yaratmaktadir.
Oral yoldan verilen A vitamini, zayif emilim ve diisiik retinol-binding protein

diizeyleri nedeniyle tavsiye edilmemektedir (Meyer ve Gortner 2014).

Kennedy ve ark. (1997) tarafindan, A vitamini destegi verilen prematiire

bebeklerde yapilan bir meta analizde BPD’yi % 17 oraninda azalttig1 ifade edilmistir.

1.4.6. inhale Nitrik Oksit

Inhale nitrik oksit, alveoler ve damar gelisim i¢in gereklidir ve yoklugu BPD
hastaligina neden olabilmektedir. BPD’nin 6nlenebilmesi i¢in inhale nitrik oksit
kullanim1 birgok ¢alismaya arastirma konusu olmustur; ancak, bu g¢alismalarin

sonuglari tutarsizdir.
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1.4.7. Diiiretikler

BPD tanis1 almis erken dogan bebeklerde artan mikrovaskiiler gegirgenligi
takiben gelisen pulmoner 6dem nedeniyle erken doénemde diiiretik kullanimina

bagvurulmaktadir.

Postnatal 3 haftadan kiiciik bebeklerde genel olarak loop diiiretiklerinin
kullanilmasinin, akciger kompliansi ve direnci ilizerine olumsuz etkileri nedeni ile
dikkatle kullanilmas1 gerektigi belirtilmektedir. Tek basina veya spironolakton gibi
distal renal tiibiiller lizerine etki eden bir diiiretik ile kombine kullanildiginda, BPD
tanis1 almig bebeklerde akciger islevini diizeltmekte ve furosemid ihtiyacini
azaltmaktadir (Thomas ve ark., 2005). Inhale furosemid kullanimi1 BPD tanis1 almus
bebeklerde akciger fonksiyonlarinda gecici siireligine iyilesme saglamaktadir; ancak,
son bulgular bu tedavi seklini desteklememektedir (Stewart ve Brion 2011). Sistemik
diiiretiklerin ise, yapay solunum uygulama siiresi, oksijen tedavisi ve hastanede yatan
BPD tanili bebekler iizerine yararli etkilerini destekleyecek bulgular ¢ok az

oldugundan rutin kullanimi1 6nerilmemektedir (Stewart ve Brion 2011).

1.4.8. Bronkodilatorler

Bronkodilatorler, bronsiyal diiz kaslarda gevseme saglayarak havayolu
direncini azalarake akciger uyumunu arttirmaktadirlar. Tim bu etkiler solumada
tyilesmeye yol agmakla birlikte, bu ilaglarin etkilerinin gegici oldugu ifade edilmistir
(Aubier ve ark., 1981; Sigrist ve ark., 1982) p-agonist olan albuterol ve

antikolinerjik ilag olan ipratropium bromiir en yaygin kullanilan bronkodilatdrlerdir.

Inhaler B-agonistler yalniz kullamilabilecegi gibi antikolinerjiklerle kombine
olarak da kullanilabilmektedir. Uzun donem bronkodilatator kullanimi sonucunda
ilacin etkilerinin BPD’nin tedavisinde ve korumasinda faydali olup olmadigina dair

yeterli veri olmamakla birlikte, rutin uygulamada inhaler ya da sistemik
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bronkodilatatorlerin yeri bulunmamaktadir. Bununla birlikte, agir akciger hastaliga
dogru bir gidis s6z konusu oldugunda kullanilmasi 6nerilmektedir (Thomas ve ark.,
2005).

1.4.9. Makrolid Grubu Antibiyotikler

Makrolid grubu antibiyotiklerin antimikrobiyal 6zellikleri Ureaplasma
urealyticum bakterisine kars1 etkili oldugu saptanmistir. Bu grup antibiyotikler ayni
zamanda giliclii immiinomodiilatuar 6zellige sahiptirler ve akcigerde proinflamatuar

sitokinlerin salinimini baskilayabildikleri de ifade edilmistir. Mabanta ve ark., 2003;

Ballard ve ark, 2011; Ozdemir ve ark., 2011).

1.4.10. Yeni Tedaviler

1.4.10.1. inositol

Endoteliyal hiicre biiyiimesi iizerinde, glukokortikoid iliskili akciger epitel
hiicre farklilagmasini arttirmada ve antioksidan benzeri etkileri bulunmaktadir.
Bunlarin yani1 sira sufaktan sentezinde de onemli bir role sahiptir. Hallman ve
Epstein (1980) tarafindan yapilan arastirmada, tip II pnomositlerde bulunan
fosfatidilinositol {iretiminin hiicre dis1 inositol yogunluguna bagli oldugu ve inositol

varliginin surfaktan olgunlagmasini arttirdig1 saptanmastir.

1.4.10.2. Clara Hiicre Proteini (rHCC10)

Immiinomodiilatuar ve antiinflamatuar 6zellikleri olan bir proteindir. Yapilan

pekgok sayidaki hayvan c¢aligmalarinda olumlu etkisi gosterilmis; ancak, etkinlik ve
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giivenirligi i¢in daha kapsamli klinik ¢alismalarin devam ettigi bildirilmistir (Levine

ve ark., 2005).

1.4.10.3. Kok Hiicre Tedavisi

10 yildan fazla devam eden preklinik caligmalarin sonucunda, BPD’nin
Onlenmesi i¢in mezensimal kok hiicre uygulamalarinin olumlu yonde ilerledigi
aciklanmistir (Augustine ve ark., 2017). Uygulama zamani, uygulanan doz ve
uygulama yoluna iliskin tartismali ¢aligmalar olsa da, kok hiicrelerin, gelecekte BPD
icin tek korunma ve tedavi araci olabilecekleri One siiriilmistiir (Thebaud ve

Kourembanas 2017; Mobius ve Thebaud 2017).

1.5. Bronkopulmoner Displazi ve Pulmoner Inflamasyon

Pulmoner inflamasyon, bronkopulmoner displazi patogenezinde anahtar role
sahiptir. Bu inflamatuar siire¢ ¢oklu risk faktorleri tarafindan indiiklenmektedir. Bu
durum prematiire bebeklerin pulmoner interstisyel dokularinda zararli bir inflamatuar
yanit1 indiiklemektedir. S6z konusu inflamatuar yanit, notrofiller ve makrofajlarin
yani sira proinflamatuar aracilarin da bulundugu bir kaynak saglayicit bolge ile
karakterizedir. Bu faktorler arasindaki dengesizlik BPD tanisi alan preterm
bebeklerin normal alveolizasyonu ve pulmoner vaskiiler gelisimini dnemli 6lgiide

etkilemektedir.

Prenatal enfeksiyonlardan koriyoamniyonit ve postnatal enfeksiyonlardan
sepsis, nekrotizan enterokolit gibi durumlar BPD gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir.
BPD gelisen bebeklerde koriyoamniyonit mevcut ise amniyotik sivida ve kanda IL-
1B, IL-6, IL8, TNF-a gibi sitokin seviyelerinin yiikseldigi saptanmistir (Muhumuza
ve ark., 2004; Thompson ve Bhandari 2008;). Pulmoner ve sistemik enfeksiyonlar,
uygun olmayan resiisitasyon, yiiksek oksijen maruziyeti, mekanik ventilasyon,

koriyoamnionit Oykiisii ve cesitli postnatal faktorler, prematiirelerin immatiir hava
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yollarinda ve dokular arasi bolgelerde inflamatuar yanita neden olabilmektedir

(Kotecha 2000; Aaltonen ve ark., 2005; Speer 2006).

Koriyoamniyonit varliginda bol miktarda sitokin salinimi ile karsi karsiya
kalan akcigerlerde, yapay solunum ya da destek ksijen tedavisi de eklenirse akciger
hasar1, pulmoner inflamatuar cevap, fibrozis ve sonugta alveolarizasyon ve kan
damar gelisimin inhibisyonu ile karakterize BPD tablosu meydana gelmektedir. S6z
konusu durumun gelismesinde, inflamatuar hiicreler, endotelyal adezyonda artis,
RDS olgularinda plazma proteinlerinin aktivasyonu ve alveollerin kapiller
membranda gegirgenlik artigi, proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler arasindaki

dengesizlikler etkili olmaktadir.

TGF-B normal akciger dokusu ile karsilastirildiginda interstisyel pulmoner
fibrozisli hastalarda 10 kat artmis olmasina ragmen, TNF seviyelerinde degisiklik

goriilmemistir (Smith ve ark., 1995)

TNF-a, inflamatuar cevapta ¢ok yonlii tesirleri olan bir sitokindir. Baglandigi
reseptorlerden bazilar1 (P55 ve FAS) apoptotik sinyallerin transferinde gorevli
olanlardir ve TNF-o’nin FAS reseptoriine baglanarak apoptozisi baglatmasinin,
pulmoner fibrozisin olusumunda onemli bir goreve sahip oldugu ifade edilmistir
(Kuwano ve ark., 1999).

IL-4, fibroblast aktivasyonu i¢in onemli bir sitokindir. Makrofaj ve Th-2
hiicreleri tarafindan tretilmektedir. IL-4, farklilasmis Th-2 hiicrelerinin biiyiiyiip
gelismesini tesvik ederken ayni zamanda Ig E olusumuna da katki saglamaktadir

(Postlethwaite ve ark., 1992).

IL-10, immiin faaliyeti degisken oranlarda baskilayabilen bir Th-2 sitokindir.
IFN-y, TNF, IL-12 ve kemokinleri de igeren ¢ok sayida proinflamatuar sitokini
inhibe etmektedir (Keane ve Strierter 2002).
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Lokotrien Bsa (LTB4) ve IL-8, insanlarda nétrofil tepkimeleri igin 6nemli
mediatorlerdir. BPD tanis1 almig olan bebeklerin bronkoalveoler lavaj sivilarinda
(BAL) saptanmustir. LTB4 nétrofil ve akcigerlerin makrofajlarinda tiretilmektedir.
Enfeksiyon var olmayan durumda, dogumdan sonra ilk 15 giinde akciger salgisinda
LTBaseviyesi genellikle distiktiir; ancak, BPD riski olan vakalarda, belirgin bir
sekilde yiiksek seyrettigi bildirilmistir (Stenmark ve Voelkel 1988).

IL-8, akcigerlerdeki infalamatuar belirteclerinden biridir. Hiperoksi ve
hipoksi tarafindan uyarilan akcigerde notrofil birikmesi sonucunda ortaya
cikmaktadir. IL-8 diizeyi, BPD riski olan bebeklerde yiiksek seviyededir ve
trakeobronsiyoler aspirat sivisinda (TBAF) plazmadan 200 kat daha yiiksek diizeyde
oldugu tespit edilmistir (Groneck ve ark., 1994). Bu artmis seviyelerin, BPD gelisimi
icin bir belirteg oldugu agiklanmistir (Groneck ve Speer 1995).

Prenatal inflamasyon ve enfeksiyonlar, BPD gelisiminde en Onemli
patofizyolojik mekanizmalar arasindadir. Ventile edilen prematiire bebeklerin
havayolunda bir¢ok proinflamatuar ve kemotaktik faktoriin varligi tespit edilmis ve
BPD gelisen bebeklerin solunum yollarinda bu faktorler yiiksek seviyede
saptanmugstir. IL-8 gibi faktorlerin solunum yollarinda devamli olarak bulunmasi, IL-
10 gibi diizenleyici faktorlerin seviyesinin azalmasi inflamasyonun devam etmesine
sebebiyet vermektedir. Yapilan bir aragtirmada, antenatal donemde meydana gelen
enfeksiyon veya inflamasyon ile Ureaplasma urealyticum isimli bakterinin varligi
fetal kolonizasyonun, dogum sirasinda bebeklerin solumum yollarim inflamatuar

faktorlere maruz kalmalarina neden oldugu bildirilmistir (Yoder ve ark., 2003).

Respiratuvar distres sendromu sonrasi BPD gelisen olgularin havayolu
salgilarinda inflamasyon gelisiminde rolii olan bir¢cok madde {izerine ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismalarda, Anafilatoxin C5a, 16kotrien B4, TNF-a,
IL-8, platelet aktive edici faktor, interselliiler adezyon molekiilii-1, fibronektin gibi
kemotaktik ve kemokinetik faktorlerin seviyelerinin yiiksek oldugu saptanmistir
(Groneck ve ark., 1994). TNF-a, IL-6, IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlere bagl

olusan bagistk cevap, BPD olusumundan sorumlu oldugu diisiiniilen
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mekanizmalardan birini olustirmaktadir. Antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10’un,
akciger inflamasyonu olan bebeklerde yeterli seviyede bulunmadigi da yapilan bir
arastirmada agik¢a ifade edilmistir (De Dooy ve ark., 2001). IL-6 ve IL-8 seviye
artisinin, BPD gelisen bebeklerde havayolu salgilarinda nétrofil birikiminin hemen

oncesinde gelistigi gosterilmistir (Munshi ve ark., 1997).

Akciger inflamasyonunda, nétrofiller ve makrofajlar kritik rol oynamaktadir.
Kronik akciger hasar1 gelisen bebeklerin havayolu sekresyonlarinda inflamatuar
hiicre olarak yasamin ilk haftasinda noétrofiller 6n planda iken, sonra alveolar
makrafajlar 6n plana ¢cikmaktadir (Li ve Tullus 2002). Inflamasyon siirecinde aktive
hale gelen nétrofiller pulmoner vaskiiler sistem endoteline yapismakta ve bdylece
hasar verici siire¢ basglamaktadir. Notrofillerin apoptozu uygun sekilde
gerceklesemez ise, notrofillerin yasam siiresi uzamakta, uzun Omdiirlii neonatal
notrofiller ise pulmoner enflamasyonda artisa sebebiyet vermektedir. Noétrofillerin
apoptozu Fas Reseptorlerine (FasR) baglanan endojen Fas ligand tarafindan
tetiklenmektedir. Yenidoganlarin Fas reseptorlerleri az miktarda oldugundan,

neonatal notrofillerin yasam siiresi uzundur (Speer 2001).

Notrofillerin yani sira, inflamasyonda, alveolar ve pulmoner makrofajlar da
BPD’nin tiim evrelerinde 6nemli role sahiptirler. Sitokin salimimi ile karsilasan
akcigerde, pulmoner inflamatuar yanit sonras1 fibrozis, alveolarizasyon ve vaskiiler

gelisimin inhibisyonu ile BPD olusmaktadir (Speer 2001).

CD68 pozitif makrofajlar, RDS’ nin erken evrelerinde 6len preterm bebeklerin
akciger dokularinda yiiksek seviyede tespit edilmistir (Koenig ve ark., 2005). Bunun
disinda, BPD tanis1 alan bebeklerde IL-8 seviyesinin yiiksek oranda saptandigi
aciklanmigtir. IL-8 sitokini en 6nemli faktorlerden biri gibi gdziikse de, BPD igin
spesifik bir belirteg degildir. Monosit kemoatraktan proteinler (MCP-1, MCP-2 ve
MCP-3) ve makrofaj inflamatuar proteinler (MIP-1a, MIP-18) de BPD ile iliskili
oldugu saptanan; ancak, BPD’ye spesifik olmayan diger kemokinlerdir (Bose ve ark.,

2008).
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Lokotrien B4 ve anaflatoksin C5a yolaklari da akciger hasarinda rol
oynamaktadir (Groneck ve ark., 1994; Kotecha ve ark., 1998). Akcigerlerdeki
inflamatuar hiicreler, kapiller damar duvarindan hava bosluguna ya da dokular arasi
ekstraseliiler matrikse go¢ ederler. Bu yolakta gorevli adezyon molekiilleri olan
selektinler, integrinler ve immunglobilinler, akcigerde parankimal hasarlanmaya

neden olarak BPD gelisiminde rol almaktadir (Groneck ve ark., 1994).

Bir baska antiinflamatuar sitokin ise, clara hiicre proteini (CC10)’dir. CC10
inflamatuar hiicre kemotaksisini ve fibronektin baglanmasini ve surfaktanin fosfolipit
kompenenti olan fosfolipaz A2 sekresyonunu inhibe ederek etki gostermektedir
(Levine ve ark., 2005).

Sonu¢ olarak, proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler arasindaki
dengesizlik BPD gelisiminde onemli yer tutmaktadir (Kotecha ve ark., 1995). BPD
gelisen bebeklerin hava yolu sekresyonlarinda anafilatoksin C5a, LTB4, TNF-a, IL-
8, platelet aktive edici faktor, intraseliller adezyon molekiilii, fibronektin, elastin
yikim triinleri gibi faktor] seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir (Groneck ve ark.,
1994).

1.6. Pulmoner Inflamasyonu Tetikleyen Faktorler

1.6.1. Mekanik Ventilasyon

Ozellikle prematiire bebeklere uygulanan mekanik ventilasyonun zararl
etkileri olabilmektedir. Preterm hayvanlarda yapilan bir arastirmada, mekanik
ventilasyonun baslatilmasinin, akcigerlerin asir1 gerilmesine, yapisal elemanlarin
bozulmasina ve 16kositler ile birlikte bosalan proinflamatuar proteinlerin salinimina

neden oldugu ifade edilmistir (Muscedere ve ark., 1994; May ve ark., 2004).
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1.6.2. Hiperoksi

Preterm ve term dogan hayvanlarda yapilan arastirmalarda, pulmoner
inflamasyona neden olan aracilarin hiperoksi ortaminda daha gii¢lii ve bagimsiz

indiiklendikleri saptanmistir (Rozycki ve ark., 2002; Wagenaar ve ark.i 2004).

Bir arastirmaya gore, prematiire babunlar, neonatal fareler ve si¢anlarda
hiperoksiye maruz kalmanin, BPD'yi andiran kronik bir akciger hastaligina neden
oldugu gosterilmistir (Bonikos ve ark., 1975; Roberts ve ark., 1983; Warner ve ark.,
1998). Bir diger arastirmada ise, preterm ve term tavsanlarndan elde edilen
makrofajlar, bir gece boyunca % 95 oraninda oksijenli ortamda inkiibe edildiginde,
sadece preterm makrofajlari, IL-1 ve IL-8 MRNA ekspresyonunda ve hiicre ici
oksijen radikal igeriginde onemli bir artis oldugu saptanmistir (Rozycki ve ark.,
2002).

1.6.3. Koriyoamniyonitis

Bu inflamasyon etkenine maruz kalan fetiislerin akciger dokusunda hasarli
hiicrelerin ve IL-8 mRNA'nin ekspresyonun belirgin bir 6lciide yiiksek oldugu
gosterilmistir  (Schmidt ve ark.,, 2001; May ve ark, 2004). Ayrica,
Koryoamniyonitamniyonit sirasinda proinflamatuvar sitokinlere ve diger intrauterin
aracilara maruziyetin, fetiislerde sayica artan apoptotik hava yolu hiicrelerinin

olusumuna neden oldugu agiklanmistir (May ve ark., 2004).

Her ne kadar fetal yanitin BPD riskini arttirdigi mekanizmalar tam olarak
anlasilamamis olsa da, pulmoner inflamasyonun erken intrauterin olarak baglamasi,
BPD'nin  patogenezinde onemli bir adim olarak kabul edilmektedir.
Koryoamniyonitis’de mekanik ventilasyon ve postnatal sepsis, BPD modiilatorleri

olarak tanimlanmistir (Van Marter ve ark., 2002; May ve ark., 2004).
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1.6.4. Enfeksiyon

Cok diisiik dogum agirlikli bebeklerde erken baslangiclh sistemik bakteriyel
enfeksiyonlar ile BPD gelisimi arasindaki iliski kanitlanmistir (Groneck ve ark.,
1996; Shimotake ve ark., 2004). Ayrica, hastane kaynakli enfeksiyonlar BPD igin bir
risk faktorii olarak tanimlanmistir (Rojas ve ark., 1995; Groneck ve ark., 1996).
Sistemik enfeksiyonlarin ve zararli aract molekiillerin, endotelyal pulmoner ve
bronkoalveolar hiicreler Tlizerindeki dogrudan etkilerinin yani sira, kalict bir
pulmoner damar hasar1 hastaligi ve ilgili bolgede gergeklesen hemodinamik
degisikliklerin, BPD gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 saptanmistir (Bancalari ve

ark., 2005).

1.7. Sitokinler

Sitokinler, hiicreleraras1 sinyal ileten, peptid veya glikoprotein yapisinda
mediyatorlerdir. Makrofajlar, monositler, lenfositler, fibroblastlar, endotelyal
hiicreler gibi pek ¢ok farkli hiicre gruplar tarafindan olusan, immun ve inflamatuar
stireglere katilan hiicrelerin aktivitelerini arttirmaktadirlar (Durum ve Openheim
1993; Bellanti ve ark., 1994). Bu sitokinlerin her birinin tiim hiicreler {izerinde
yuksek afinite ile baglandiklar1 spesifik reseptorleri bulunmaktadir. Sitokinler
kendilerine 6zgli reseptorlerine baglandiktan sonra, ilgili reseptorde yapisal
degisiklik meydana getirmekte, mRNA transkripsiyonu ve yeni protein sentezi

meydan gelmektedir (Kiligturgay 1994).

Yoon ve ark. (1997) tarafindan yapilan arastirmada, amniyotik sivida IL-6,
TNF-a, IL-1B, IL-8 seviyesi yiiksek olan annelerden dogan prematiire bebeklerde
daha fazla oranda BPD gelistigi bildirilmis olup, bu durum BPD’nin intrauterin

donemde bagladiginin gostergesidir.
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1.7.1.Tiimor Nekrozis Faktor (TNF)

Timoér nekrozis faktdr (TNF), hem fizyolojik hem de patolojik siireglere
katkida bulunan kritik bir sitokindir. Normal fizyolojisi, akut ve kronik inflamasyon,
otoimmiin hastalik ve kansere bagli inflamasyondaki rollerini igermektedir (Chu
2013). TNF ailesi; TNF-a, TNF-B, CD40 ligandi1 (CD40L), Fas ligand1 (FasL), TNF
ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL), ve LIGHT (TNFSF14) proteini gibi
fizyolojik stiregler, sistematik inflamasyon, timor lizisi, apoptoz ve akut faz
reaksiyonlarinin baglangicinda yer alan en 6nemli sitokinlerden olusmaktadir (Chu
2013). TNF-o, esas olarak makrofajlar tarafindan tretilirken, TNF-B, T lenfositleri
tarafindan tiretilmektedir (Chu 2013).

TNF-a, direkt olarak kemotaktik olmasa da, 16kositler ile vaskiiler endoteliyal
hiicrelerin yiizeyindeki adezyon molekiillerinin ekspresyonunu uyararak l6kositlerin
ice akimina go¢ etmelerine neden olmaktadir (Yoon ve ark., 1997). Bu bulgu BPD
gelisen bebeklerin bronkoalveolar sivilarinda da saptanmistir (Kotecha ve ark.,
1998). inflamatuar yanitin erken déneminde tespit edilen TNF-a’nin, kétii pulmoner
sonuglara sahip prematiire bebeklerin trakeal aspirasyon sivi Orneklerinde arttigi

bildirilmistir (Mahieu ve ark., 2005).

1.7.2. interlokin-1 (1L-4)

IL-4, bir¢ok hiicre tipi lizerinde pleiotropik etkileri olan 15-kD'lik bir
polipeptittir. 1L-4, makrofajlarin yan1 sira, Th-2 hiicreleri tarafindan da
iretilmektedir. Th-2 hiicrelerinin doniisiimiinii ve antikor yanitin meydana gelmesi
ile sonuglanan farklilasmis Th-2 hiicre biiylimesini tesvik etmektedir. Ayrica,
IgM'den IgG1 ve IgE'ye sinif gecisini desteklemklektedir (Choi ve Reiser 1998).

Yapilan bir arastirmada, IL-4 sitokinden yoksun fareler, vahsi tip farelere
kiyasla zayiflatilmis hava yollar1 inflamasyonu gelistigi agiklanmistir (Choi ve Reiser
1998).
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Mcguirk ve Mills (2000) tarafindan yapilan arastrmada da, IL-4'ln, antijen
tagtyan patojen ile enfeksiyonu takiben inflamatuar yanit iizerinde biiyliik bir

diizenleyici etkiye sahip oldugunu gosterilmistir.

1.7.3. Interl6kin-6 (1L-6)

IL-6, inflamasyon, immiin yanit {izerinde pleiotropik etkiye sahip bir araci
molekiildiir. En 6nemli kaynagint mononiikleer fagositik hiicreler olusturmaktadir.
Bunun yani sira, fibroblastlar, endotel hiicreleri, B ve T lenfositler gibi hiicreler

tarafindan da sentez edilmektedir (Tanaka ve ark., 2014)

IL-1 ve TNF-a dogrudan IL-6 proteinine etki ederek IL-6 sentezini
artirmaktadir (Tanaka ve ark., 2014). Bunlarin diginda, trombosit kaynakli biiyiime
faktorii, interferon-beta gibi sitokinler, antijenler ve bakteriyel endotoksinlerin de

farkl1 hiicre tiplerinde IL-6 olusumunu uyardigi gosterilmistir (Tanaka ve ark., 2014).

IL-6’nin RDS ve BPD tanis1 olan bebeklerin trakeal aspirasyon sivisinda
yiiksek seviyede oldugu saptanmistir. IL-6, BPD tanis1 alan prematiire bebeklerin
trakeal aspirasyon sivisinda yagamin birinci giinii kadar kisa siirede tespit edilen bir
sitokindir (Bagchi ve ark., 1994). Amniyotik sivida da tespit edilen IL-6’nin,
intrauterin enfeksiyona karsi olan konak yanitinin yansimasi oldugu, preterm dogum
eylemi olan hastalarin amniyotik sivilarindaki IL-6  konsantrasyonunun
belirlenmesinin koriyoamniyonitin siddetinin saptanmasinda ve erken tanisinda

klinik deger tasidig1 kanitlanmistir (Tsudave ark., 1998).

1.7.4. Interlokin-8 (1L-8)

Temel etkisini notrofiller lizerinde gostermektedir. Notrofiller ve daha az
oranda lenfositler, eozinofiller ve bazofiller igin aktive edici ve kemotaktik bir

mediyatordiir. TNF ve IL-1 sitokinlerinin baslattigi noétrofil aktivasyonu, biiyilik
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oranda bu sitokinler ile stimiile olan IL-8 ve iligkili proteinlerin sekresyonuna
baglidir. Bundan dolay1, IL-8, inflamasyonun en énemli sekonder mediyatorii olarak

gorev almaktadir (Akyol 1994)

IL-8, akcigerlerdeki infalamatuar belirteclerinden biridir. Hiperoksi ve
hipoksi tarafindan uyarilan akcigerde ndtrofil birikmesi sonucunda ortaya
cikmaktadir. BPD riski olan bebeklerde yiiksek seviyede oldugu ve trakeobronsgiyoler
aspirasyon sivisinda (TBAF) plazmadan 200 kat daha yiiksek diizeyde bulundugu
bildirilmistir (Groneck ve ark., 1994). Bronkoalveolar lavaj sivisinda (BAL) artmis
konsantrasyonu BPD gelisimi igin belirtegtir (Groneck ve Speer 1995).

1.7.5. interlékin-10 (I1L-10)

Lenfoid ve myeloid gibi kok hiicrelerin regiilasyonunda rolii olan
antiinflamatuar ve immiinoregiilatuar bir sitokindir. T ve B lenfositleri, monositler,
makrofajlar tarafindan iretilmektedir (Akyol 1994). IL-10 direkt olarak T, B ve mast
hiicrelerinin fonksiyonu ve gelismesini etkilemektedir. IL-10, sentez inhibitor faktori
olarak da bilinmektedir. Sitotoksik, inflamatuar antikor yanitlarinin arttirilmasi ile
iliskili ¢esitli gérevleri bulunmaktadir. Aktif B hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirmakta,
boylelikle IgG, IgA, IgM sentezinin artisina da katkida bulunmaktadir. Bunun
disinda plazma hiicrelerinde farklilasma meydana getirebilmektedir (Mukaida ve
ark., 1995).

Antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10’un, akciger inflamasyonu olan
bebeklerde yeterli diizeyde bulunmadigi da yapilan bir arastirmada agikca ifade
edilmistir (De Dooy ve ark., 2001). Dogumdan sonra, kandaki proinflamatuar sitokin
IL-6, kordon kaninda glikoprotein 130 (gp130) seviyesinin yiiksek bulunmasi, ve
plasentada IL-10 ekspresyonundaki azalmanin BPD ile iliskili oldugu agiklanmistir
(Ambalavanan ve ark.2009; Kaukola ve ark., 2009; McGowan ve ark., 2009).
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1.7.6. Niikleer Faktor Kappa B (Nf-kB)

Niikleer Faktor kappa B (Nf-kB), immiinoglobulinin kappa hafif zincirine
baglanan B hiicrelerinin ¢ekirdeginde bir faktdr olarak tanimlanmis, tiim hiicre
tiplerinde bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir. Inflamasyon, hiicre proliferasyonu
ve apoptozun diizenlenmesi gibi fonksiyonlari, bircok hastaligin anlagilmasinin

temelini olusturmaktadir (Serasanambati ve Chilakapati 2016).

Nf-kB hakkinda akciger gelisimi ya da BPD ile iligkilendirilen klinik bilgi ve
veri sinirlidir. Bir aragtirmada, BPD gelisen prematiire bebeklerin trakeal aspirasyon
stvisinda Nf-kB aktivitesinin arttigi gozlemlemis, bu durum Nf-«B’nin BPD

patogenezinde rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir (Alvira 2014).

1.7.7. Proinflamatuar Sitokin Yaniti

Farkl1 hiicre tipleri tarafindan tiretilen ve salgilanan sitokinler, inflamasyon,
hiicre biiylimesi ve iyilesmesi, hasara karsi sistemik yanit olusturma, immiin ve
inflamatuar yanit1 diizenleyen mediyatorlerdir. Sitokinler, glukoprotein yapisinda
olup, lenfosit, monosit ve makrofajlrdan sentez edilmektedirler (Kershaw ve ark.

2004). Sitokinlerin etkilerine gore siniflandirilmasi Cizelge 1.3. de gosterilmistir.
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Cizelge 1.3. Sitokinlerin etkilerine gore siniflandirilmasi

Nonspesifik . )
Lenfosit aktivasyonu
immiiniteyi ve Kemik iligi
biiyiime ve
enflamasyonu prekiirsorlerinin Regiilator .
farkhlasmasinda gorev L o Kemokinler
arttiran pro koloni stimulasyonu sitokinler
. alan spesifik immiinite
inflamatuar yapanlar
o mediyatorleri
sitokinler
IL-1 IL-2 G-CSF IL-10 IL-8
Rantes
IL-6 IL-4 GM-CSF TGF-B
(CCL5)
IL-8 IL-5 MCP-1
IL-a IL-12 MCP-2
TNF IL-13 MCP-3
Interferon-y (IFN-y) IL-14 Eotaksin
IL-15 MIP-1a
IL-16 MIP-18

Proinflamatuar sitokinlerden IL-8, notrofillerin gogli i¢in ana kemotaktik
faktor iken, akut faz cevabi olarak IL-1p ve IL-6 aktif rol oynamaktadir. BPD gelisen
bebeklerin trakeal aspiratuvar sivisinda proinflamatuar sitokin seviyelerinin anlaml

derecede yiiksek oldugu bildirilmistir (Thompson ve Bhandari 2008).

Antiinflamatuar ~ sitokinler ise, B hiicrelerinin ve makrofajlarin

iretilmesinden, farklilagmasindan ve proliferasyonundan sorumludur (Mukaida ve

ark., 1995)

BPD gelisimine neden olabilecek nihai inflamatuar mediyatorlerin kesin
islevleri hala tartisma konusu olmakla birlikte bilinen inflamasyonun kritik
asamalari, pulmoner inflamatuar yanitin alveoler ve vaskiiler gelisim ve mezenkimal
interstisyumdaki akciger gelisiminin merkezi bilesenleri {lizerindeki etkileri sekil

1.3.’te 6zetlenmistir.
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Sekil 1.3. Pulmoner inflamatuar yanitin prematiire akciger tizerindeki etkisi (Shahzad ve ark., 2016).

Gorildiigii lizere, dogum oOncesi inflamasyon, dogrudan akcigerlerde hiicre
hasar1 olusturarak, akciger damar gelisimine olumsuz yonde etki ederek ve
akcigerdeki immun hiicrelerin aktivasyonuna neden olarak inflamatuar yaniti
artirmaktadir. Perinatal ve postnatal donemdeki inflamasyon da aynmi etkiye neden
olmaktadir. Bunlarin disina, erken dogum, enfeksiyonlar, mekanik ventilasyon,
cinsiyet farkliligi, genetik egilim ve oksijen tedavisinin neden oldugu patolojik

siirecler de BPD gelisimi ile iligkilidir.

Elde edilen veriler, BPD'nin sadece ¢ok faktorlii degil, ayn1 zamanda oldukga
karmasik etkenlerin meydana getirdigi bir hastalik oldugunu dogrulamaktadir. Sinyal
iletimi ve yolaklarin etkilesimlerinin tam olarak degerlendirilmesi, hastalik

patolojisinin tam olarak anlasilmasina ileriki siiregte katkida bulunacaktir.

1.7.8. Matriks Metalloproteinazlar

Cinko bagimli endopeptidaz ailesinin iiyesi olan matriks metaloproteinazlar,
substrat spesifisitesine ve yapisal Ozelliklerine gore birkag alt sinifta

degerkendirilmektedir. MMP-2 ve MMP-9, inflamatuar akciger hasari ile iligkili

39



jelatinazlardir. Jelatinazlar, hiicre dis1 matrisin proteinlerine hasar vermekte, damar
olusumunu indiiklemekte, hiicre gogiinii arttirmakta, proinflamatuar sitokinleri aktive
etmekte ya da etkisiz hale getirmekte, yeni damar olusumunu degistirmekte,
inflamatuar hiicrelerin gociinii arttirmakta, boylelikle akciger dokusunun yeniden

sekillenmesine neden olmaktadir.

MMP-9, kemik iliginde ndtrofil ve eozinofil graniillerinde sentezlenmekte ve
depolanmaktadir. IL-1p, makrofajlar, Clara hiicreleri, alveolar tip II hiicreler, diiz kas
hiicreleri, fibroblastlar ve bronsiyal epitel hiicreleri de MMP-9 iiretimini

indiklemektedirler.

Akcigerlerde artan MMP-9 aktivitesinin, yenidogan bebeklerde ve hayvan
modellerinde BPD gelisimi ile iligkili oldugu gdsterilmistir (Speer 2006).

1.8. Yeni Adipositokinlerin ve Diger Proinflamatuar Sitokinlerin

Bronkopulmoner Displazi Uzerindeki inflamatuar Etkileri

Bebekleri BPD'ye yatkin hale getiren baslica risk faktorleri arasinda

prematiirite, fetal bliylime kisitlamasi ve akciger iltihab1 bulunmaktadir (Speer 2006;

Fanaroff ve ark. 2007; Bose ve ark., 2009)

BPD tanili bebeklerde olgunlasmamis akciger dokusunda meydana gelen
inflamatuar siirecin normal alveoler gelisim siirecine miidahale ettigi ve meydana
gelen hasarli alveolarizasyonun kag¢inilmaz oldugu saptanmis, bu durumun BPD’de
goriilen en tipik bulguyu agikladig ileri siirtilmiistiir (Coalson 2006; Fanaroff ve ark.
2007). BPD gelisen bebeklerin kan, kordon kani ve amniyotik sivisinda yiiksek

seviyelerde sitokin gozlendigi aciklanmistir (Ambalavanan ark.2009).

Dogumdan sonra, kandaki proinflamatuar sitokin IL-6 ve kordon kaninda

glikoprotein 130 (gp130) seviyesinin yiiksek bulunmasi, ayrica plasentada IL-10
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ekspresyonunun azalmasinin BPD ile iligkili oldugu agiklanmistir (Ambalavanan ve

ark.2009; Kaukola ve ark., 2009; McGowan ve ark., 2009).

Adipokinler, yag dokusu tarafindan salgilanan protein aracit maddelerdir ve
sadece enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde degil, ayn1 zamanda bir¢ok kronik
inflamatuar yanit gelisiminde de rol oynamaktadirlar (Fantuzzi 2005; Ouchi ve ark.,

2011).

Adipokinler, genel olarak adipositlerden sentezlenen, hiicreden hiicreye sinyal
iletiminden sorumlu proteinleri tanimlamak i¢in kullanilan bir tanimdir (Kershaw ve
ark. 2004). Adipoz doku, trigliseridlerin enerji deposu olarak bulunduruldugu esas

bolgedir.

Sitokinler, kendilerini uyaran hiicrelerden olduk¢a kisa bir siirede
salgilanirlar; ancak, depolanmazlar. Genellikle kisa mesafelerde ve kisa zaman
araliklarinda ve ¢ok diisiik seviyede hareket etmektedirler. Davraniglarini
degistirmek i¢in ikinci ulaklar ile spesifik membran reseptorlerine baglanarak hareket
etmektedirler. Sitokinlere verilen yanitlar, membran proteinlerinin diizeylerinin

artmas1 ya da azalmas1 ayn1 zamanda efektdr molekiillerin salinmasini igermektedir.

1.8.1. Nesfatin-1

Nesfatin-1, ilk kez 2006 yilinda Oh-I ve ark (2006) tarafindan kesfedilmistir.
Yapilan caligmada, nesfatinin, hipotalamusun istah kontroliinden sorumlu
cekirdeklerinden salgilandig1 gosterilmistir. Beyinin hipotalamus bolgesi, beslenme
davraniglarin1 diizenleyen onemli bolgeler ile bu bdlgelerden salgilanan molekiilleri
icermektedir. Nesfatin-1 besin aliminin diizenlenmesinde goérevli olan, salgilanmasi
aclik sirasinda azalan, hipotalamus ve beyin sapindan salgilanan bir peptiddir (Oh-I
ve ark., 2006). Ayn1 ¢aligmada leptin geninin mutant oldugu obez farelerde de

nesfatin-1’in yiyecek alimini baskiladigi bildirilmistir (Oh-1 ve Shimizu 2006).
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Oh-I ve ark (2006), nesfatin-1'in sadece beslenme diizenlenmesinde degil,

diger fizyolojik fonksiyonlarda da roliinii agiklamay1 basarmistir.

1.8.1.1. Genetik Yapisi

Nesfatin-1, nukleobindin 2 (NUCB2), hipotalamusta sentezlenen bir
proteindir (Oh-I ve ark., 2006). NUCB2’nin merkezi sinir sistemi diginda, esas olarak
mide mukozasinda ve beyaz yag dokusunda, ayrica az miktarda periferde, 6zellikle
adipoz doku, pankreatik endokrin beta hiicreleri ve testis dokularinda salgilandig: da
gosterilmistir (Gonzalez ve ark. 2009, Shimizu ve ark. 2009b, Stengel ve ark. 2009,
Ramanjaneya ve ark. 2010, Kim ve ark. 2014). Nesfatinin periferik dokularda
salgilandiktan sonra kan beyin bariyerini gecebildigi tespit edilmistir (Gonzalez ve

ark., 2009; Stengel ve ark. 2009).

Nesfatin-1, 82 aminoasit’ten olusan bir polipeptid olup kalsiyum ve DNA
baglayan protein olan NUCB2’den eksprese olmaktadir (Gonzalez ve ark., 2009).

NUCB2 posttranslasyonel modifikasyonlar i¢in bircok bodlgeye sahiptir.
NUCB2’nin 6zel prohormon doniistiiriici enzimler ile (PC3/1 ve PC2)
posttranslasyonel modifikasyonlar1 sonucunda; Nesfatin-1 (1-82. aminoasitleri
arasindan), Nesfatin-2 (85-163. aminoasitleri arasindan) ve Nesfatin-3 (166- 396.
aminoasitleri arasindan) meydana gelmektedir (Sekil 1.4.) (Garcia-Galiano ve ark.,
2010, Palazs vd 2012).
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NUCB2
82 85 163166 396

-24 1

Prohormon konvertaz 1

= N23 M30 Cc29

Nesfatin-1

Sekil 1.4. NUCB2 proteininin primer yapist ve Nesfatin-1 molekiiliiniin sematik gdosterimi. NUBC2, dncesinde
24-aminoasit sinyal peptidi ile 396 amino asitten olusmaktadir. Birincil sekansinda bulunan prohormon
konvertazlar1 i¢in konsensiis klevaj bolgelerine dayanarak, {i¢ ana peptit lriiniiniin NUBC2'den tiiretilecegi
tahmin edilmektedir: Nesfatin-1 (kalint1 1-82), nesfatin-2 (kalint1 85-163) ve nesfatin-3 (kalintilar 166-396).
Ozellikle nesfatin-1, PC3/1 ve PC2'nin uyumlu eylemleri tarafindan serbest birakilmus gibi gériinmektedir.
Nesfatin-1 molekiiliiniin ii¢ potansiyel par¢asinin fonksiyonel analizinde, nesfatin-1 molekiilii (N-terminali
(N23),C-terminali (C29), ve merkezi fragmanlar (M30)), nesfatin-1'in anorektik etkileri i¢in aktif bolge igerdigini
ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte, bugiline kadar nesfatin-1'in bu tiir M30 fragmanimin aslinda merkezi veya
periferik dokularda endojen olarak iiretildigine dair higbir kanit sunulmamistir. SP, sinyal peptidi. (Garcia-
Galiano ve ark., 2010a).

Insan NUCB2 geni 55 kb uzunlugunda olup 14 ekzon ve 13 intron bdlgesine
sahiptir (Sekil 1.5.(A)). NUCB2 translasyon bolgesi ve olast sinyal dizisi ekzon-3
bolgesi iginde tamimlanmigtir. Nesfatin-1, NUCB2 geninin ekzon-3 ila ekzon-5
arasindaki bolgesinde kodlanmaktadir. Diger kodlanan diziler ise ekzon-5 ila ekzo-
14 arasinda yer almaktadirlar (Yamada ve ark., 2010, Palazs ve ark., 2012). 3’UTR
(untranslated region-gevrilmemis bolge) ekzon-14 icinde tamimlanmustir. Insan
hipotalamusunda 3-RACE (Rapid amplification of cDNA ends) {iriinlerinin dizi
analizleri sonucunda, fonksiyonel ¢oklu adenillenmis sinyal (AATAAA) dizilerinin,
dur kodonunun 420 bp gerisinde oldugu ve bu sinyal bolgesinin 22 bp gerisinde ise
coklu adenillenmis bolgenin bulundugu saptanmistir (Sekil 1.5.(A)). Dur kodon
arkasinda 3’UTR bolgesi i¢cinde ise mRNA stabilizasyonundan sorumlu olabilecegi
diisiiniilen dort adet ARE (Adenylate/uridylate-rich element; Adenilat/uridilat
bakimindan zengin element) bolgesi bulunmaktadir (Sekil 1.5.(B) (Yamada ve ark.,

2010).
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Genomik DNA

10kb ATG STOP
I
tiron 2 3|4 5 678910 1 12 1314
L1 /- 1

+1597

+1697

+1797

+1897

Poly (A)

nesfatinl nesfatin2 nesfatin3

mRNA (cDNA)

Ekzon 14
acagACATTTAAAGTCTGAAGTCCACCAGAACTTGGAAGAAAGCTGTTA
H -

ACTCAAClATCTATT'I’CATCTT'I'TTAGCTCCCTTCCTTTITCTCTGCTCAAT
AAATATTTTAAAAGCATATTTGAAATAAAGGGAGATACTTTTTAAATGAA
AACACTTTTTTTGGGACACAGATATTAAAGGATTGAAGTTTATCAGAACC
AGGAAGAAAACAAACTCACTGTCTGCTCTCTGCTCTCACATTCACACG
TGCTCTTTTAIITAITTTTTTGTTCTCCTTTAATGATTITAATTAAGTGGCTT
ATGCCATAATTTAGTGAAACTATTAGGAACTATTTAAGTGAGAAAACTC
TGCCTCTTGCTTTTAAATTAGATTGCTCTCACTTACTCGTAAACATAGGTA
TTCTTTTATGGGTGCTTATCATTCCTTCTTTCAATAAATGTCTGTTTGATAT

TAACAATT

Sekil 1.5. (A) Insan NUCB2 geninin sematik gosterimi ve (B) 3'UTR’nin dizisi. (Yamada ve ark., 2010). (A)
Kutular eksonlar1 gosterirken, ince ¢izgiler intronlar1 gostermektedir; ATG translasyonel baslangig bolgesini
temsil etmektedir. STOP durdur kodonu; poli (A) poliadenilasyon sinyali; ORF, agik okuma cergevesi. (B)

3'UTR'deki ARE dizilerinin alt1 ¢ift ¢izilidir. Poliadenilasyon sinyallerinin (AATAAA) alt1 ¢izilmistir.
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1.8.1.2. Nesfatin-1 (NUCB2) Sinyal iletimi

Varsayilan Nesfatin-1 /NUCB2 reseptorii heniiz tanimlanmamis olmasina
ragmen hem santral sinir sistemi, hem de periferik organlarda nesfatin-1 i¢in spesifik

baglanma yerleri tespit edilmistir (Ishida ve ark., 2012, Prinz ve ark., 2016).

Yapilan ¢alismalarda, nesfatin-1'in sadece belirli hiicre tiplerinde degil, ayn
zamanda pankreatik [ hiicrelerinde ve kalp miyositlerinde de hiicre i¢i sinyal
olaylarini arttirdigi saptanmistir. Cogu hiicre tipinde, nesfatin-1’in, L-tipi, P/Q tipi
veya N-tipi Ca?* kanallar1 araciligi ile Ca®* akisimi uyardig1 ifade edilmistir (Brailoiu
ve ark,. 2007, Nakata ve ark., 2011, Ishida ve ark., 2012; Brailoiu ve ark., 2013;
Ozcan ve ark., 2016).

Ishida ve arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan arastirmada, Nesfatin-1’in,
siklik adenosin monofosfat (¢cAMP) olusumunda herhangi bir artisa neden olmadig1
belirtilmistir. Bir ndroblastom hiicre hattinda yapilan in vitro ¢alismada, cAMP
cevap elemani baglayici protein (CREB) fosforilasyonunu arttirdig: ifade edilmistir

(Ishida ve ark., 2012; Tanida ve ark., 2015).

1.8.1.3 Nesfatin-1’in Fizyolojik Etkileri

1.8.1.3.1 Gida Aliminin Diizenlenmesinde Etkileri

Nesfatin-1’in besin alimini nasil inhibe ettigi heniiz tam olarak bilinmemekle
birlikte konu ile ilgili caligmalar devam etmektedir. Siganlarda yapilan bir
arastirmada, siganlarin farkli beyin bdlgelerine yapilan nesfatin-1 enjeksiyonu ile,
nesfatin-1’in besin alimimi inhibe edici etkisinin olasi mekanizmalar1 agiklanmaya
calisilmis, nesfatin-1’in leptin reseptdrlerinin mutant oldugu sicanlarda beyine
enjekte edilmesi ile besin aliminin baskilandigi bildirilmistir (Cowley ve Grove

2006; Oh-I ve Shimizu 2006; Garcia-Galiano ve ark., 2010; Stengel ve Taché 2010).
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Boylelikle, nesfatin-1’in leptin’den bagimsiz olarak melatonin sistemini aktive
etmesinin anlagilmasi, besin aliminin inhibisyonunda nasil bir rol oynadigim
aciklayan birinci mekanizmay1 olusturmaktadir (Cowley ve Grove 2006, Garcia-

Galiano ve ark., 2010).

1.8.1.3.2. Gastrointestinal Fonksiyonlar Uzerindeki Etkileri

Nesfatin-1/NUCB2 gastrointestinal fonksiyonlarin diizenleyicisi olarak da etkiye
sahiptir. Mide bosalmasini1 yavaglatarak ve periferde tokluk sinyallerini ortaya
cikararak nesfatin-1'in merkezi sinir anoreksijenik eylemlerini desteklemektedir.
Nesfatin-1'in gastrointestinal fonksiyonlar tizerindeki etkilerinden sorumlu oldugu
diisiiniilen beyin bolgeleri paraventrikiiler niikleus, arkuat niikleus, santral ve
basomedial amigdaladir. Nesfatin-1’in doza bagli olarak, oksitosinerjik néronlarin
aracilik ettigi bir etki olan mide hareketliligini ve bosalmasini azalttg1 saptanmigtir
(Guo ve ark., 2015). Bir diger arastirmaya gore, gastrointestinal sistem ve merkezi
sinir sisteminde Nesfatin-1/NUCB2 néronlar arasinda néronal bir baglantinin varligi

da desteklenmistir (Bonnet ve ark., 2013).

1.8.1.3.3. Glukoz Homeostazindaki Etkileri

Nesfatin-1/NUCB2, kemirgenlerde, kopeklerde, domuzlarda ve insanlarda
insiilin ile pankreasin kolonize oldugu endokrin adaciklarinda da tespit edilmistir
(Stengel ve ark., 2009; Foo ve ark., 2010; Riva ve ark., 2011; Mortonve ark., 2018).
Pankreas P hiicrelerinde, NUCB2 mRNA ve/veya NUCB2/nesfatin-1 protein sentezi

veya saliminin, glikoz seviyeleri ile diizenlendigi ifade edilmistir (Foo ve ark.,2010).

Yapilan bir aragtirmada, streptozotosin ile indiiklenen diyabetik farelerde,
NUCB2 mRNA ve NUCB2/nesfatin-1 protein ekspresyonunun pankreatik
adaciklarda onemli Ol¢iide azaldigi tespit edilmistir (Gonzales ve ark.,2011). Bu

sonug, Tip 2 diyabet modeli olan Goto-Kakizaki siganlarmin adaciklarinda
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dogrulanmis, diyetle indiiklenen obezite ve sonug olarak tip 2 diyabetli farelerde
bunun tersi gozlenmistir (Gonzalez ve ark. 2011b). Riva ve ark. (2011) tarafindan
yapilan arastirmada, Tip 2 diyabetli hastalardan cerrahi yontemle alinan adaciklarda,
sagliklt donorlerden alinan adaciklara kiyasla NUCB2 mRNA'sinda anlamli azalma
oldugu; bunun insiilin salgilama kapasitesi ile anlaml1 bir korelasyon gdsterdigi ifade

edilmistir.

1.8.1.3.4. Enerji Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Nesfatin-1'in ~ viicut enerji homeostazina katkida bulunan enerji
harcamalarinin ~ diizenlenmesine  etkinligi ~ konusunda  yeterli  arastirma
bulunmamaktadir. Enerji metabolizmasi ile yakindan iligkili oldugu diisiiniilen ve
hipotalamustaki noéronlarda istah sinyali ile ilgili oldugu Kkesin tanimlanmis olan
nesfatin-1’in enerji dengesi heniiz aydinlatilmamis olan baglanti noktasinin olmasi
ihtimaller dahilindedir (Konczol ve ark., 2012). Konczol ve ark.(2012) yaptiklart bir
calismada, nesfatin-1'in intraserebroventrikiiler uygulamasindan sonra farelerde
viicut sicakliginda artis olduguna ve enerji metabolizmasinda etkinligine dair ilk
kanitlar1 saglamislardir. Bu bulgu, dogrudan kalorimetre kullanilarak yapilan bir

baska calisma ile de dogrulanmistir (Wernecke ve ark.,2014).

1.8.1.3.5. Endokrin Sistem Uzerine Etkileri

Nesfatin-1’in endokrin dokularda bulunmasi hormon salgilanmasinda bir rolii
olabilecegini, midede bulunmasi besin aliminda heniiz agiklanamayan bir gorevi
olabilecegini ve pankreasta bulunmasi da 6zellikle insiilin ve glukagon aracili glukoz
metabolizmasinda goérev alabilecegine isaret etmektedir. Nesfatin-1’in periferde
bulunmasi ise hipotalamusda anoreksik sinyali diizenlemenin yani sira enerji
diizenlenmesinde ve nodroendokrin iligkili fonksiyonlarmin da oldugu goriislerini

kuvvetlendirmektedir (Garcia-Galiano ve ark., 2010, Stengel ve Taché 2010).
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Garcia-Galiano ve arkadaslar (2010) tarafindan yapilan arastirmada, NUCB2
ekspresyonunun, disi ratlarda pubertal donemde attig1 ve bu artisa paralel olarak
liteinize hormon artis1 oldugu belirtilmistir. Erigkin ratlarda ise nesfatin-1
enjeksiyonunun liiteinize hormon seviyesinde bir degisiklik meydana getirmedigi
gbzlenmistir. Bu sonuglar, nesfatin-1’in adoélesan doneme gegiste bir roliiniin
oldugunu ortaya g¢ikarmakla beraber, enerji metabolizmasinda da diizenleyici bir

roliiniin oldugu goriislerini de desteklemektedir.

1.8.1.3.6. Anksiyete ve Depresyon Uzerine Etkileri

Yapilan bir aragtirmada, depresyon teshisi konulmus hastalarda kontrol
grubuna goére serum nesfatin-1 seviyesi daha yiiksek bulunmustur. Diger ¢alismada
ise, nesfatin-1’in uygulamasi sonrasi anksiyete davranislarinda artis oldugu

bildirilmistir (Merali ve Cayer 2008; Ari ve Ozturk 2011).

1.8.1.3.7. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Stres kosullarinda kardiyovaskiiler cevabin diizenlenmesi i¢in beyinin
nesfatin-1 sinyalizasyonunu devreye soktugu saptanmustir. Intraserebrospinal
nesfatin-1  enjeksiyonunun ortalama arteriyal kan basincimi  yiikselttigi

gozlemlenmistir (Yosten ve Samson 2009).

1.8.1.3.8. immiin Sistem Uzerine Etkileri

Yapilmis olan bir calismada, subaraknoid kanama olusturulmus ratlarda
nesfatin-1’in antiapoptotik ve antiinflamatuar 6zellikte oldugu gosterilmistir. Bu
ratlarda, beyin TNF- o, IL-1p, IL-6 seviyeleri yiiksek bulunurken, antioksidan enzim
seviyeleri diisiilk bulunmustur. Nesfatin-1 uygulanan grupta, serum fizyolojik

uygulanan gruba gore norolojik bozukluklar ve oksidatif beyin hasarinda iyilesme
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gozlemlenmistir. Subaraknoid kanama ile gerceklesen plazma proinflamatuar sitokin
artiginin, yine nesfatin-1 uygulanan grupta baskilandigir saptanmistir. Bu sonuglar
oksidatif mekanizmalar ile olusan beyin hasarini onlemede nesfatin-1’in olumlu

etkilerinin oldugunu kanitlamistir (Ozsavci ve Ersahin 2011).

1.8.1.3.9. Epilepsi Uzerine Etkileri

Aydin ve ark. (2009) tarafindan yapilan arastirmaya gore, primer jeneralize
epilepsi tanis1 alan deneklerin tiikiiriik ve serum nesfatin-1 diizeylerinin kontrole
gore daha yliksek oldugu saptanmistir. Bu yliksek seviyenin antiepileptik ilag
tedavisi ile azaltilabildigi ayrica belirtilmistir. Epileptik ataktan sonra, 48 saate kadar
hastalarda serum nesfatin-1 diizeylerinin saghkli deneklere gore daha yiiksek

saptandig1 yine ayni makalede belirtilmistir.

1.8.1.3.10. Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Son yapilan arastirmalarda, disi sicanlarda hipotalamik NUCB2 mRNA
seviyeleri ve NUCBZ2/nesfatin-1 protein igerigi pubertal geg¢is sirasinda arttigi
saptanmugtir (Garcia-Galiano ve ark., 2010; Garcia-Galiano ve Tena-Sempere 2013).
Bir bagka veriye gore ise, yetiskin disi siganlarda, 50 pmol nesfatin-1
intraserebrovaskiiler (i.c.v.) uygulamasi sonrasinda plazma litein hormonunun

etkilenmedigi saptanmistir (Garcia-Galiano ve ark., 2010).

Bu veriler ile birlikte, yakin zamanda yayinlanan bir ¢alismada, nesfatin-1'in
I.c.v. uygulamasi sonrasinda hipotalamusta gonadotrophin salgilatict hormon/GnRH
mRNA'sinin, hipofizdeki folikiil stimiile edici hormon/FSH’un ve liiteinlestirici
hormon/LH mRNA'sinin ekspresyonunu 6nemli olgiide azalttigi ve nesfatin-1'in
HPG (Hypotalamik-Pituitar-Gonadal) ekseni tizerinde 6nleyici bir rol oynadigi 6ne

stiriilmiistiir (Gao ve ark., 2016; Gonzalez ve ark. 2012).
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Garces ve ark. (2014) tarafindan yapilan arastirmada ise, si¢an plasentasinda
NUCB2 mRNA ve NUCB2/nesfatin-1 protein ekspresyonunun azaldigi ve gebelik

sirasinda da plazma NUCB2/nesfatin-1 seviyesinin diisiik oldugu agiklanmaistir.

1.8.1.3.11. Nesfatin-1'in Sinir Sistemi Uzerine Olan Etkileri

Beyin nesfatin-1 sinyalizasyonu, kardiyovaskiiler olaylarin diizenlenmesinde
de gorev almaktadir. Intraserebrospinal nesfatin-1 enjeksiyonunun ortalama arteriyal

kan basincini yiikselttigi saptanmistir (Yosten ve Samson 2009).

Yapilan bir calisma sonucunda, nesfatin-1’in beslenme ve kan basincini
artirict etkileri olmadigi ifade edilmistir. Calismada, Nesfatin-1, paraventrikiiler
nukleus’ta oksitosin ile birlikte kolokalizedir ve oksitosin salgilanmasin
depolarizasyon yolu ile uyarmaktadir. Nesfatin-1’in oksitosin araciligi ile
melonokortin yolunun aktivasyonunu indiikledigi bilinmektedir. Bu nedenlerden
dolay1 hipertansif etkisinin merkezi oksitosin-melanokortin yolaklarindan biri ile
iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Ancak, nesfatin-1’in bu iki sistem iizerinde ayni
anda m1 yoksa farkli siireler icerisinde mi etki ettigi bilinmemektedir (Yosten ve

Samson 2009, Garcia-Galiano ve ark., 2010, Yosten ve Samson 2010).

Sonug olarak, yukarida agiklanan bulgulardan da anlasilacagi gibi, Nesfatin-
I’in, farkli beyin bolgelerine etki eden iyi bir anoreksijenik etkiye, gastrointestinal
hareketlilik lizerinde inhibe edici 6zellige sahip bir pleiotropik polipeptit oldugu
bilinmektedir. Ayrica nesfatin-1, glukoz seviyelerinin negatif bir regiilatorii olarak
glukoz homeostazisinde rol oynamakta, termogenezi artirarak enerji harcamalarina
katki saglamaktadir. Nesfatin-1’in anksiyete ve depresyonun gelisiminde de yer
alabilecegi, kadin ve erkek hastalarda cinsiyet farkliliklarinin arastirilmasi geregini
vurgulayan farkli bir diizenlemeye sahiptir. En c¢arpict ¢evresel etkileri
kardiyovaskiiler sistemle ilgilidir, boylece kardiyak kontraktiliteyi, aort gevsemesini
tyilestirmektedir. Son olarak, periferik nesfatin-1 gonadal gelisim ve hamilelik

stirasinda rol oynadigi da ifade edilmistir (Cizelge 1.4.ve Sekil 1.6.).
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1.8.1.3.12. Nesfatin-1'in Pulmoner inflamasyon Uzerine Olan Etkileri

Akciger hastaliklarinda Nesfatin-1 {izerine yapilmis birkag ¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde akciger kanseri hastalarinda yag
kiitlesindeki degisiklikler ile (Cetinkaya, Karagoz, Bilgi ve ark., 2013) Kistik fibrozis
ve diisikk yag kiitlesine sahip olgularda, nesfatin-1 plazma seviyelerinin 6nemli

ol¢iide yiiksek oldugu bulunmustur (Cohen ve ark., 2013).
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Cizelge 1.4. Nesfatin-1’in santral ve periferal etkileri. Kisaltmalar: 1, artig / stimiilasyon; |, azalma / inhibisyon;
=, etki yok; NO, nitrik oksit; GSK-3p, glukojen sentaz kinaz 3 beta; PI3K, fosfatidilinositol 3-kinaz; JAK2, Januz
kinaz2, STAT3, Sinyal transdiiktor ve transkripsiyon aktivatoérii 3; AKT, protein kinaz b; 3B-HSD, 3p-
hidroksisteroid dehidrogenaz; GnRH, gonadotropin salgilatici hormon; FSH, folikiil stimiile edici hormon; LH,
luteinizan hormon; UCP-1,uncoupling protein; AMPK, AMP-Aktive Edici Protein Kinaz; CREB, cAMP cevap

elemani baglayici protein.

Nesfatin-1’in Santral ve Periferal Etkileri.
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Cizelge 1.4. Nesfatin-1’in santral ve periferal etkileri. Kisaltmalar: 1, artig / stimiilasyon; |, azalma / inhibisyon;
=, etki yok; NO, nitrik oksit; GSK-3p, glukojen sentaz kinaz 3 beta; PI3K, fosfatidilinositol 3-kinaz; JAK2, Januz
kinaz2, STAT3, Sinyal transdiiktor ve transkripsiyon aktivatoérii 3; AKT, protein kinaz b; 3B-HSD, 3p-
hidroksisteroid dehidrogenaz; GnRH, gonadotropin salgilatici hormon; FSH, folikiil stimiile edici hormon; LH,
luteinizan hormon; UCP-1,uncoupling protein; AMPK, AMP-Aktive Edici Protein Kinaz; CREB, cAMP cevap

elemani baglayici protein. (Devam)
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Sekil 1.6. Beynin farkli bolgelerinde Nesfatin-1’in etkileri. 1, artig / stimulasyon; |, diisiis / inhibisyon
(Prinz ve ark., 2016).

Yeni bir polipeptid olan nesfatin-1 reseptoriiniin tanimlanmasi, nesfatin-1'in
fizyolojisinin anlasilmasinda biiyiik bir adim olusturmaktadir ve nesftain-1 tarafindan
meydan gelen farkli eylemlerin altinda yatan etkiler onlimiizdeki yillar igerisinde

yapilacak olan arastirmalar ile aydinlanmis olacaktir.
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1.9. Visfatin

1.9.1. Tanim

Visfatin, 1994 yilinda lenfositlerden salinan sitokin benzeri yeni molekiiller
arastirilirken kesfedilmistir. Kesfedilen molekiiliin B hiicre dnciillerinin olgunlagmasi
uyarmasi iizerine pre-B-hiicre koloni-artirici faktér (pre-B cell colony-enhancing

factor, PBEF) olarak isimlendirilmistir (Samal ve ark., 1994).

Visfatin, notrofil apoptozisini inhibe etmesi 6zelligine sahip olmasi nedeni ile
bir sitokin olarak kabul gormiistiir. Bu etkilerin yani sira visfatin, lokositlerin
aktivasyonu, adezyon molekiillerin sentezini ve proinflamatuar sitokin sentezini de

arttirdig1 saptanmistir (Kukla ve ark., 2011).

Visfatin, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) biyosentezinde hiz kisitlayici
basamak olan ve nikotinamid molekiilinden nikotinamid mononiikleotid (NMN)
sentezini gerceklestiren enzim olan nikotinamid fosforibozil transferaz (Nampt)
olarak da bilinmektedir (Wang ve ark., 2012).

Visfatin’in  ‘Nampt’ olarak tanimlanabilmesi i¢in farkli caligmalar
yuriitiilmistiir. Bakteriler ile yapilan bir ¢alismada, bakterilen nikotinamidden NAD
biyosentezini gerceklestirebilmeleri igin, laboratuvar ortaminda biiyiiyebilmelerini
saglanmasina yoOnelik nikotinamid mononiikleotid’e ihtiyacit olanlar ‘V-faktor
bagimli’, nikotinamid mononiikleotid’e ihtiyaci olmadan, nikotinamidden NAD
sentezleyebilenler de ‘V-faktdr bagimsiz’ bakteriler olarak ayrilmiglardir. V-faktor
bagimsiz’ 6zelligine sahip bir bakteri olan Haemophilus ducreyi’den ‘nadV’ olarak
isimlendirilen gen klonlanmis ve bu gen iirlinliniin Nampt enzimatik aktivitesine

sahip oldugu saptanmistir. Kesfedilen ilgili gen triiniiniin, memelilerdeki PBEF ile
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anlaml1 benzer yap1 gosterdigi ve bu yapi benzerliginin NAD biyosentezinde Nampt

ile ayn1 nitelige sahip olabilecegi ifade edilmistir (Martin ve ark., 2001).

Fukuhara ve ark. (2005) tarafindan yapilan arastirmada, yeni tanimlanan bu
protein molekiiliiniin viseral adipoz dokuda iiretilmesi nedinyle ‘visfatin’ olarak

tanimlandig1 aciklanmistir.

1.9.2. Morfolojik ve Genetik Yapisi

Visfatin/PBEF/Nampt1 kodlayan gen, ilk olarak insan periferal kan lenfosit
cDNA'’sindan izole edilmistir (Samal ve ark., 1994). Visfatin, 491 aminoasit, 52 kDa
agirlikta bir polipeptidtir ve geni 7. kromozomun uzun kolunda bulunmaktadir
(Sommer ve ark., 2008). Sekresyon sinyal sekanslari bulunmasma ragmen,
endoplazmik retikulum, golgi ya da mikrovezikiillerden bagimsiz ve klasik olmayan
bir sekilde salgilanabildigi gosterilmistir (Sommer ve ark., 2008); Schilling ve
Hauschildt 2012; Wang ve ark., 2012). Bir¢ok dokuda eksprese edilebilen visfatinin,
omurgasizlar, yumusakgalar, bakteriler, baliklar fareler, sicanlar ve insanlarda

homolog bir yapida oldugu saptanmistir (Wang ve ark., 2012).

Visfatin homodimer yapisindadir (Sekil 1.9.1.(A) (Sommer ve ark., 2008).
Monomerler 22-B tabaka ve 15-a heliks yapidan olusmaktadir ve ii¢ adet domain
(A,B,C) icermektedir. Proteinin 219. aspartik asit (Asp) aminoasidi, Nampt’in
nikotinamide olan substrat spesifitesinden sorumlu kisimi olugturmaktadir. Bu yapu,
aspartik asit aminoasidi ile nikotinamidin amid grubu arasinda hidrojen bagi
kurulmasi neticesinde saglanmaktadir (Sekil 1.7. (B ve C)) (Zhang ve Heruth, 2011;
Wang ve ark., 2012).
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Sekil 1.7. Visfatin/PBEF/Nampt'in Yapisi. (A) Farelerde, NMN ile kompleks halinde visfatin/PBEF/Nampt.
Monomerik alt birimler sirasiyla yesil ve mor ile gosterilirken, NMN karbonlar1 sar1 renk ile gosterilmistir. (B)
Bir visfatin/PBEF/Nampt monomerinin sematik serit diyagrami. Ayr1 ayr alanlar sirasiyla mavi ve yesil renklerle
gosterilir. (C) NMN ile kompleks halinde fare visfatin/PBEF/Nampt aktif bolgesi. Monomerik alt birimler
sirasiyla yesil ve mor renk ile gosterilirken, NMN karbonlari sar1 renk ile gdsterilmistir (Sommer ve ark., 2008).

Nampt’nin yapisal gen kismi 11 ekzon ve 10 introndan olugmaktadir. Ekson
1, kisa bir 5’-translasyona ugramamis bdlgeyi ve sinyal peptid bolgesini kodlarken,
ekson 11, Nampt proteininin karboksil ucunu ve 3’-translasyona ugramamis bolgenin
tamamini kodlamaktadir. Visfatin geni 7. kromozomun uzun kolunda yer alan (7q22)
polimorfik bir gendir. Uzak bolgede, transkripsiyon baglatma bolgesinden yaklagik 2
kb yukar1 akis yoniinde birkag CAAT kutusu ve TATA benzeri ve baslatict sekanslar
bulunmaktadir Bu distal segment bir distal promotor goérevi gorebildigi ifade
edilmistir. 5’-komsu bolge boyunca birden fazla transkripsiyon faktorii olan 6zgiilliik
proteinl (specificity protein 1 (SP1)) baglanma yeri bulunnus; Bunlardan 12'si
ongoriilen proksimal promotor bolgede yer almaktadir. CCAAT/NF1, Aktivator
protein-1 (AP-1) ve Aktivator protein-2 (AP-2) gibi her yerde bulunan transkripsiyon
faktorleri igin baglanma yerleri de tanimlanmigtir. Niikleer faktor-1 (NF-1) i¢in
baglanma bolgeleri varsayilan distal baglatict bolgesinde, AP-2 i¢in olanlar esas
olarak proksimal baglatic1 bolgesinde ve AP-1 bolgeleri esit olarak dagitilmis
bulunmaktadirlar. Ek olarak, gen lizerinde glukokortikoid, IL-6, NF-kf gibi cesitli
diizenleyici elementler saptanmistir. Glukokortikoid reseptorii ic¢in baglanma
bolgeleri, kortikotropin salma faktorii, cAMP tepki elemani baglanma proteini ve
NF-IL6 gibi niikleer faktorleri iceren hormonal ve kimyasal olarak duyarl
diizenleyici elemanlar, hem proksimal hem de uzak promotér bolgelerde yer
almaktadir. Hormonal olarak duyarli bir bagka element olan Nf- kB, sadece distal

promotdr bolgesinde meveuttur. intronlarin analizi {iiincii intronda lokalize edilmis
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NF-kB baglanma bolgesinin (GGGAGGCCC) varligim1 gosterirken 5, 8, 9 ve 10
intronlarinda NF-«B benzeri elementler (GGGAGGCXX) bulunmaktadir (Sekil 1.8.)
(Ognjanovic ve ark., 2001).

= Eksonll

Ekson1 Ekson2 Ekson3 Eksond  EksonS  Ekson6 Ekson? Ekson8 Eksong  Ekson10 7
19322 53638 3523 433aa 53333 46aa 763 aa wi03aa 47320 4533 378
; z . ; ) " N ’ . . "AATAAA"
Intron 1 intron2  Intron3 intrond  jntrons intron 6 iintron 7 intron 8 intron9 intron 10
7645 bp 1969 bp 2286bp ,3216bp s552bp 4845 bp 1681bp 7082 bp 1212bp 1840 bp

1 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750
| | 1 | 1 ! | | | | |

-2818 -2518 -2018 -1518 -1018 -518
L | | | | |

TATAA

b Ilfl rﬁ@ﬁu lt&] 2 I

ﬁ\f
sP1] CCAAT/NFIE  Ap28 Ap1l creg GRY
LF-14 HNF-5(1 HNF-1m Nf—KBl NF-IL6 4

GGGGAGACCCTGG

Sekil 1.8. insan PBEF geninin genomik yapis1 ve diizenleyici elemanlari: (A) insan PBEF geninin ekson/intron
organizasyonu. Eksonlar, sirasiyla koyu ve agik kutularla gosterilen kodlayici ve kodlayici olmayan bolgeler ile
dikdortgenler olarak gosterilmektedir. Eksonlarin uzunlugu, kodladiklari amino asitlerin sayisi olarak verilmistir.
Intronlarin uzunlugu ise baz ¢iftlerinden olugmaktadir. (B) 5'akis yukar1 bdlgesindeki diizenleyici elemanlarin
sematik gosterimi. Bp (baz ciftleri) olarak isaretlenmis ¢izgi, 5'bolgesi; nt (niikleotidler) olarak isaretlenmis
olanlar, transkripsiyon baglatma bdlgesinden uzakhig1 gostermektedir. Ekzonlar 1, 4 ve 5 koyu kutucuklar olarak
gosterilmektedir. Transkripsiyon baglatma bolgesi +1 olarak isaretlenmis ve diizenleyici elementleri
konumlandirmak i¢in referans niikleotit olarak kullanilmaktadir. Bu cis elemanlarini temsil etmek igin kullanilan
semboller gemanin altinda verilmistir (Ognjanovic ve ark., 2001).
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1.9.3. Sentezi

Visfatinin temel olarak viseral yag dokusunda eksprese edildigi bildirilmistir.
Yetiskin erkek ve kadinlarda yapilan ve toplamda 101 kisinin katilimi ile gerceklesen
calismada, plazma visfatin diizeylerinin, viseral yag kitlesi ile kuvvetli, subkutan yag

kitlesi ile ise zayif bir iligki gosterdigi belirlenmistir (Fukuhara ve ark., 2005).

Bir diger ¢alismada, obez tip 2 diyabetikik fare modelinde plazma visfatin
diizeylerinin giderek artti§i, bu artisin viseral yag dokusundaki visfatin mRNA
liretiminin artmasi ile iliskili oldugu; subkutan yag dokusu ve karacigerdeki mRNA

tiretiminde herhangi bir degisiklik olmadig1 saptanmistir (Fukuhara ve ark., 2005).

Visfatin’in viseral yag dokusundaki sentezi disinda, lenfosit, monosit,
notrofil, hepatosit, iskelet kas1 ve pnomositlerde de sentezlendigi ortaya ¢ikmustir
(Kukla ve ark., 2011). Bir arastirmaya gore plazma visfatin seviyesinin asil
kaynaginin l6kositler, 6zellikle de graniilositler oldugu ifade edilmistir (Friebe ve
ark., 2011).

Sonug olarak, visfatin, adipoz dokudan izole edilmesine ragmen, viseral
dokuda da az miktarda bulunmaktadir. Ayn1 zamanda karaciger ve bobrekte yiiksek
miktarda, kalpte orta diizeyde akciger, dalak, testis ve kasta diisiik seviyede
salinmaktadir (Fukuhara ve ark 2005).

Bu bilgiler 15181nda, visfatinin, hem visseral adipoz dokuda otokrin/parakrin
etki, hem de ¢evre organlarda insiilin duyarlilifini etkileyen endokrin etkiye sahip

oldugu belirtilmistir (Fukuhara ve ark., 2005).
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1.9.4. Potansiyel Fonksiyonlari

1.9.4.1. Visfatin’in Metabolizma Uzerindeki Etkileri

Visfatinin metabolizma iizerine ¢esitli etkileri oldugu gosterilmistir. Visfatin
hiicre igerisinde nikotinamid dintikleotid biyosentezinde hiz kisitlayic1 basamakta yer
alan Nampt olarak gorev almaktadir. Bu nedenle hiicresel NAD seviyelerini
diizenlemekte ve enerji metabolizmasina ek olarak NAD bagimli enzimler iizerine de
etki gostermektedir (Luk ve ark., 2008). Bir arastirmaya gore, visfatinin genetik
eksikliginin, fare embryogenezisi sirasinda erken Oliimle sonuglandigi ifade
edilmistir (Fukuhara ve ark., 2005). NAD bagimli reaksiyonlara bagli olarak
visfatinin vaskiiler diiz kas hiicre canlilig1 ve matiirasyonunu sagladig1 saptanmistir

(Archer 2005; Fukuhara ve ark., 2005).

Bir sitokin olarak visfatinin, TNF-a, IL-1p, IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu indiikleyebildigi saptanmistir (Luk ve ark., 2008). Yapilan bazi
calismalarda, visfatin’in ¢esitli inflamatuvar hastaliklarda sistemik dolasimda yiiksek

seviyede seyrettigi bildirilmistir (Luk ve ark., 2008).

Visfatinin bir diger etkisi, insiilin mimetik ve antagonistik &zellikleri olan ve
viseral yag doku hiicrelerince salinan bir adipositokin olusudur. (Hug 2005; Luk ve
ark., 2008). Visfatinin, insiilin reseptoriine insiilinden bagimsiz farkli bir noktada
baglanarak hiicre i¢ine glukoz alimi ve trigliserid sentez artig1 gibi etkiler gosterdigi
saptanmistir (Fukuhara ve ark. 2005). Aclik ve tokluk durumlarinda visfatin plazma
diizeyinin anlamli oranda degismedigi saptanmig ve bu nedenle glukoz
homeostazinda insiiline oranla daha az etkili oldugu ifade edilmistir (Pilz ve ark.,
2007). Fukuhara ve ark. (2005) tarafindan yapilan calismada, fare ve insan
modellerinde visfatin serum seviyelerinin viseral yag doku miktar: ile paralel olarak
arttig1 saptanmistir. Bir baska arastirmada ise, viseral ve subkutan yag doku arasinda

visfatin ekspresyonu agisindan farklilik olmadigir gosterilmistir (Kornek ve ark.,
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2007). Curat ve ark.(2006) calismalarinda, visfatinin adipositlerden salindigini
dogrulamis; ancak, viseral yag dokuda visfatinin asil kaynagmin makrofajlar
oldugunu belirtmistir (Curat ve ark., 2006). Insiilin ve insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1’in pre-B hiicre koloni olusumunu giiclendirici etkisi oldugu saptanmis
olup, visfatinin bu 06zelligi, insiilin benzeri etkiler arasinda degerlendirilmektedir

(Fukuhara ve ark. 2005).

Bu veriler dogrustusunda inflamatuvar kokenli bazi hastaliklarin
patogenezinde Visfatin/PBEF/Nampt'nin rol oynadigi agik¢a ifade edilebilmektedir
(Luk ve ark., 2008).

1.9.4.2. Visfatin’in immiinomodiilatér Fonksiyonlar

NF-kB, AP-1 sinyal donistiiriici ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) gibi
transkripsiyon faktorlerinin sitokin ekspresyonunu regiile ettigi bilinmektedir (Luk

ve ark., 2008).

NF-xB, c¢esitli saglik sorunlarinda sitokin, kemokin, biiyiime faktorleri,
adezyon molekiilleri ve bazi akut faz proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonunu
diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Uygun olmayan NF-xB aktivasyonu,
otoimmiin hastaliklar, astim gibi inflamatuar olaylar tetiklerken, inhibisyonu normal
hiicrelerin apoptozunda, immun yetmezlik siirecinde ve hiicre biiylimesinde hasara

neden olabilmektedir (Chen ve ark., 1999).

AP-1, keratin sentezleyen esas epitel hiicreleri olan keratinosit
farklilasmasinda onemli rolii oynamaktadir (Johansen ve ark., 2004). S6z konusu
faktorlerin visfatin geni ilizerinde baglanma noktalar1 bulunmaktadir. Gen tizerinde
bu faktorlerin varligi, visfatinin dogal ve adaptdor immunitede rolii oldugunu

gostermektedir (Luk ve ark., 2008).
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Visfatin’in, IL-8 seviyesinde artisa neden olarak ndtrofil infiltrasyonunu
hizlandirdigr saptanmistir.  Yapilan bir arastirmada, insan amniyotik epitel
hiicrelerinde NF-kf3 ve AP-1’in inflamatuar bir uyar1 sonras1t hem visfatin hem de IL-

8 upregiilasyonunu sagladig1 gosterilmistir (Kendal ve Bryant-Greenwood 2007).

IL-6 ve TNF-o’nin visfatin salimi {izerine olan islevleri hakkinda yeterli bilgi
olmamakla birlikte, her iki protein molekiiliiniin de adipositlerde visfatin salimini
baskiladigi yoniinde ¢alismalar mevcuttur. Diger bir calismada ise, IL-6’nin
amniyotik epitel hiicrelerinde, TNF-o’nin amniyotik epitel hiicrelerinde aym
zamanda de noétrofil ve monositlerde visfatin salimini artirdigi agiklanmistir (Pilz ve
ark., 2007, Tsiotra ve ark., 2007). Farelerde yapilan bir arastirmada, visfatin
uygulamasindan sonra IL-6 seviyelerinde anlamli artis gézlemlenmis, TNF-a ve IL-

1B seviyelerinde herhangi bir degisiklik kaydedilmemistir (Moschen ve ark., 2007).

Luk ve ark. (2008) tarafindan yapilan galismada, kiiltiire insan viseral yag
hiicrelerinde TNF-o’nin visfatin ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir. Farelerde
yapilan bir ¢alismada, TNF-a ve IL-6’nin viseral yag dokuda visfatin mRNA

seviyelerini artirdig1 saptanmistir (Fukuhara ve ark., 2005).

1.9.4.3. Visfatin’in Renal Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

Bobrek fonksiyonlarmin kétiilesmesinin, plazma Visfatin/PBEF/Nampt
diizeylerinin artigina neden oldugu gdsterilmistir. Ayrica, yiiksek plazma visfatin
konsantrasyonunun, kronik bdbrek hastaligi olan hastalarda, yas ve cinsiyet risk
faktorlerinden sonra, mortaliteyi siralamasinda yer alabilen bir belirteg olabilecegi

ifade edilmistir (Axelsson ve ark., 2007).
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1.9.4.4. Visfatin’in Vaskiiler Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

Visfatin, monosit ve makrofajlar1 aktive ederek vaskiiler hiicreler ile etkilesen
yaygin bir hiicre toplulugu tarafindan salinmaktadir. Bu bulgular, sistemik ve lokal
olarak sentezlenen visfatinin vaskiiler sistem iizerinde etkileri olabileceginin

gostergesidir (Peird ve ark., 2010).

1.9.4.5. Visfatin’in Endotel Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

Visfatin’in endotel hiicrelerinde salindigi; fakat, s6z konusu hiicrelerden
saliiminin olmadigina iliskin ¢alismalar mevcuttur (Lovren ve ark., 2009;Wang ve
ark., 2012). Bir calismada, visfatin’in proanjiogenik yapida oldugu, hipoksi
durumunda visfatin gen transkripsiyonunun aktive edildigi gosterilmistir (Kim ve
ark., 2007). Visfatinin aym zamanda ekstraselliiler matriks degradasyonu ile
anjiogenezi kolaylastiran matriks metalloproteinaz MMP-2 ve MMP-9’un saliminm
ve aktivitelerini arttirdigi, MMP doku inhibitorlerinin diizeylerini ise azalttigi ifade
edilmistir (Adya ve ark., 2008).

Visfatin’in endotel hiicrelerindeki proliferatif etkilerinden, vaskiiler endotel

hiicre biiyiime faktorii (VEGF) sorumlu oldugu saptanmistir (Peir6 ve ark., 2010).

Visfatin’in, reaktif oksijen radikali olusumunu arttirdigina dair caligmalar
mevcuttur (Kim ve ark., 2008; Kukla ve ark., 2011). Endotel hiicrelerinde reaktid
oksijen tiirevi bagimli NF-xB aktivasyonu araciligi ile endotelyal hiicre adezyon
molekiillerinin ve vaskiiler hiicre adezyon proteini-1’in ekspresyonunu arttigi

gosterilmistir (Kim ve ark., 2008).

Bu bulgular visfatinin, endotel disfonksiyona neden olan inflamasyon ve

oksidasyonda 6nemli rol oynadiginin gostergesidir (Wang ve ark., 2012).
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1.9.4.6. Visfatin’in Kardiyak Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

Visfatin’in hem miyokardiyal fibrozis patogenezinde rol oynadigi, hem de
kardiyoprotektif 6zelliklere sahip oldugu degerlendirilmektedir (Peir6 ve ark., 2010).
Yapilan bir arastirmada, visfatinin fibroblast hiicre ¢ogalmasini ve kollajen tiretimini

arttirdigt saptanmistir (Yu ve ark., 2010).

Lim ve ark. (2008) tarafindan yapilan c¢alismada, farelerde iskemi
reperfiizyon modeli olusturularak miyokardiyal reperfiizyon esnasinda visfatinin
intravendz verilmesi sonucu infarkt alaninda yaklasik % 20 oraninda azalma meydan

geldigi gosterilmistir.

1.9.4.7. Visfatin/PBEF/Nampt’in Iskemik inme Uzerine Etkileri

Serum visfatin diizeylerinin iskemik inme durumunda yiikseldigi ve serum
visfatin diizeyinin bagimsiz bir risk faktorii oldugu saptanmistir (Lu ve ark., 2009).
Ciddi travmatik beyin hasar1 olanlarda serum visfatin seviyeleri kontrol grubuna gore
yuksek saptanmis, Glasgow koma skoru ile artmis visfatin seviyeleri arasinda giiclii

bir iligki oldugu tespit edilmistir (Chen ve ark.,2012).

1.9.4.8. Visfatin’in Kanser Uzerine Etkisi

Farkli kanser tiplerine gore visfatin’in ekspresyonun arttig1 saptanmistir (Bi
ve ark., 2010). Yapilan bir aragtirmada, kolorektal kanserde visfatin ekspresyonunun
arttig tespit edilmistir (Hufton ve ark., 1999; Van ve arkg, 2002). Degisik kanser
hiicre kiiltiirleri ile yapilan aragtirmalarda, visfatin ekspresyonu fazla olan hiicrelerin
apoptozise ve kemoterapdtik ajanlara daha direncgli oldugu belirtilmistir (Bi ve ark.,
2010).
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1.9.4.9. Visfatin’in Glukoz Diizeyleri Uzerine Etkisi

Visfatin’in, adiposit ve myositlerde glukoz aliminin arttirdig1, hepatositlerden
glukoz c¢ikisim1 azalttigi, preadipositlerde trigliserit akiimiilasyonunu ve yine bu
hiicrelerde trigliserit sentezini arttirdigi saptanmustir (Fukuhara ve ark., 2005).
Boylelikle, visfatin’in insiilin benzeri etkiler gosterdigi, antidiyabetik bir
adipositokin olarak tanimlanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Fukuhara ve ark., 2005).
Visfatin, insiilin ile benzer reseptor afinitesine sahiptir; ancak, plazma
konsantrasyonunun insiilinden 40-100 kat daha diisiik oldugu saptanmistir (Kukla ve
ark., 2011). Visfatinin insiilinden farkli olarak baska bir bolge tizerinden insiilin
reseptoriine baglandigi ve insiilin reseptoriinii dogrudan etkileyerek aktive ettigi

bildirilmistir (Fukuhara ve ark., 2005).

Bir arastirmaya goére, uzun siire hiperglisemi durumu olan tip 2 diabetes
mellitus hastalarinda, serum visfatin diizeyinin yiiksek oldugu, kisa dénem glukoz
yiikselmesi durumunda da plazma visfatin diizeylerinin degismedigi belirtilmistir
(Stofkova 2010). HbAlc iizerine yapilan bir calismada, tip 2 diabetes mellitus
hastalarinda yiiksek HbAlc degeri ile wvisfatin seviyelerinin iliskili oldugu
degerlendirilmis, tip 1 diabetes mellitus hastalarinda ise visfatin diizeylerinin diisiik

oldugu goriilmiistiir (Saddi-Rosa 2010).

1.9.4.10. Visfatin ve Egzersiz

Frydelund-Larsen ve ark. (2007) tarafindan yapilan arastirmada, plazma
visfatin konsantrasyonlarinin egzersiz ile degismedigi, bu adipokinin abdominal deri

alt1 yag dokusu’nda mRNA ekspresyonunu arttirdig: ifade edilmistir.

Buna karsilik, bir diger arastirmada ise, tip 1 diabetes mellitus hastalarinda
yiiksek visfatin  konsantrasyonlarimin  diizenli fiziksel egzersizle azaldig

gosterilmistir (Haider ve ark., 2006).
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Glincel verilere dayanarak, visfatin plazma diizeyleri ile ¢esitli tibbi durumlar

arasindaki iligkiler Cizelge 1.5.’te gdsterilmektedir.

Cizelgel.5. Cesitli tibbi durumlar ve visfatin arasindaki iliski (Saddi-Rosa 2010).

Tibbi Durum

Visfatin

Ateroskleroz

Artmis serum seviyeleri

Endotel fonksiyon bozuklugu

Artmis serum seviyeleri

Kardiyoprotektif

Enfarktiis alanin1 azaltir

Metabolik sendrom

Kontrolli,

Artmig serum seviyeleri

Adiponektin

Kontrolli

Karaciger yag hastalig

Progresif portal inflamasyon ile artmis serum seviyeleri

Tiiméral replikasyon

Visfatin antagonisti test ediliyor

Akut akciger hasari

Artmig serum seviyeleri

Bobrek yetmezligi

Artmis serum seviyeleri

Beta hiicre fonksiyon bozuklugu

Artmis serum seviyeleri

insiilin direnci

Korelasyon yok

Insiilin-mimetik etkisi Tartismali
Diyabet Kontrolli
Obezite Artmis serum seviyeleri
Visceral Yag Kontrolli

Vaskiiler diiz kas

Inflamasyonu artmakta

Calismamizda, BPD tanist konmus hastalarda, son yillarda tanimlanmis olan

yeni adipositokinler ile

amaclanmustir.

inflamatuvar mikrogevre iligkisinin

arastirilmasi
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2. GEREC ve YONTEM

Calismamizda, BPD tanis1 almis olan hastalarda, son yillarda tanimlanmis olan

yeni adipositokinler ile inflamatuar mikrogevre iligkisi arastirilmistir.

Bu kapsamda, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari
Anabilim Dali Cocuk Gogiis Hastaliklar1 Bilim Dali’nda izlenmekte olan BPD tanisi
konmus hastalardan ve Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Sosyal Pediatri Bilim Dalina genel kontrol veya asi
yaptirmak gibi enfeksiyon dis1 nedenlerle basvuran saglikli goniillillerden toplanan
kan 6rneklerinde, yeni adipositokinlerden nesfatin-1 ve visfatin’in plazma ve mRNA
ekspresyon diizeyleri ile, bilinen proinflamatuvar sitokinlerden IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, TNF-a,, Nf-kxB ve MMP-9 proteinlerinin plazma diizeyleri saptanmus,
inflamasyon belirte¢lerinden MMP-9 mRNA ekspresyonunun tayini yapilmistir. Her

iki grup icin 30 goniilliiden kan 6rnegi toplanmistir.

Hasta ve kontrol gruplarindan toplanan kan orneklerinden plazma ve RNA

izolasyonu yapilmistir.

Plazma o6rneklerinde, Nesfatin-1/NUCB2, Visfatin/Nampt/PBEF, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, TNF-a, Nf-Kb ve MMP-9 diizeyleri ELISA yontemi ile saptanmistir.

Orneklerin cDNA sentezleri, nesfatin-1, visfatin, MMP-9 proteinlerinin mRNA
ekspresyon diizeyleri, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) analizleri ile tayin

edilmistir.

Tez ¢alismasi, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim
Dal1 tarafindan yiiriitiilmiis olup, hastalarin demografik verileri Ankara Universitesi

Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi tarafindan elde edilmistir.
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Calismaya Dahil Olma Kriterleri;

e BPD tanisi ile izleniyor olmak

e 0-3 yas arasinda olmak

Calismaya Dahil Olmama Kriterleri;

¢ 3 yasindan biiyiik olmak
e Enfeksiyonu olmak (hem BPD hem de kontrol grubu igin)

e Bilinen kronik bir hastalig1 olmak (kontrol grubu i¢in)

Anket formlar ile hastalarin, yas, dogum haftasi dogum agirlig1, aktiiel boyu,
aldig1 tedaviler, profilaksi ve dozlari, evde oksijen kullanim ihtiyaci, ailede tiitiin ve

tiriinleri kullanim aliskanliklar1 degerlendirilmistir.

Calismada hastalarin Bronkopulmoner Displazi parametreleri ve antropometrik
Olglimler disinda bagka bir islem talep edilmemistir. Degerlendirmede, analiz edilen

kan sonuglar1 ve hastanin ailesi tarafindan doldurulan form bilgileri kullanilmastir.

2.1. Kullanilan Cihazlar

e Vorteks (Heidolph),

e Derin dondurucu (-80°C) (Heto Ultra Freeze),

e Sogutmali santrifiij (Sigma),

e Santrifiij (Beckman Coulter, Microfuge 18 Centrifuge)
e Spektrofotometre (Multiskan Go, Thermo Scientific)

e Inkiibatérlii ¢alkalayici (BioSan, ES-20)

e Buz makinesi (Scotsman)

e Su banyosu (Daihan Scientific)

e Real Time PCR Cihaz1 (Qiagen)
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2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e QlAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Almanya)

e Human Visfatin ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human NEFA (Nesfatin-1) ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human Nf-xB ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human IL-1 ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human IL-6 ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human IL-8 ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human IL-10 ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human MMP-9 Platinum ELISA Kit (eBioscience, Avusturya),

e Human TNF-a Platinum ELISA Kit (eBioscience, Avusturya),

e RT? First Stand Kit (50)- For cDNA Synthesis Prior To Real-Time PCR
(Qiagen, Almanya)

e Sybr green master mix (Qiagen, Almanya)

e Primerler (BT Lab, Tiirkiye)

2.3. istatistiksel analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeleri, GraphPad Prism
(GraphPad Inc., Version 6) istatistik programi ile Mann-Whitney U testi kullanilarak
gerceklestirilmig, inflamatuar parametreler arasindaki iliski Spearmen korelasyon

analizi ile degerlendirilmistir.
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2.4. Deney Plam

Bu calismada BPD tanis1 konmus olan ve genel kontrol veya as1 yaptirmak igin
enfeksiyon dis1 nedenlerle bagvuran saglikli goniilliilerden toplanan kan 6rneklerinde
yeni adipositokinlerden nesfatin-1 ve visfatin diizeyleri ile bilinen proinflamatuvar ve
anitiinflamatuvar proteinlerin diizeyleri Ol¢lilmiis ve inflamasyon ile iliskisi

karsilastirilmistir.

2.4.1. Insan Kanmindan RNA izolasyon Protokolii

Bu amagla QIAamp RNA Blood Mini Kit kullanilmistir.

Yontemin Prensibi

RNA'nin kandan saflastirilmasi i¢in QIAamp prosediirii sirasinda, eritrositler
secici olarak parcalanir ve lokositler ilk santrifiijleme sirasinda geri kazanilir.
Lokositler daha sonra, RNazlar1 inaktive eden ve saglam RNA'nin izole edilmesine
izin veren yliksek denatiire edici kosullar kullanilarak parcalanir. Lizatin bir
QIAshredder dondiirme kolonu boyunca kisa bir santrifiijleme ile
homojenlestirilmesinden sonra, baglama kosullarini ayarlamak i¢in etanol eklenir ve
ornek QIAamp dondiirme kolonuna aktarilir. RNA, kisa bir santrifiijleme basamagi
sirasinda silika zarina baglanir. Diger maddeler yikanarak uzaklastirilir ve toplam
RNA, herhangi bir sonraki uygulamada dogrudan kullanim i¢in 40 uL veya daha
fazla RNaz i¢ermeyen su ig¢inde eliite edilir. Homojenlestirilmis hiicre lizatlar,

birkag ay boyunca —70 ° C'de saklanabilir.

Islem saglam I8kositlere dayandigindan, donmus tam kan kullanilamaz.
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Yontemin Uygulanisi

e EDTA’l tiiplere alinmis olan tam kan dneklerinden 500 pL kan alinip 15
mL’lik falkon tiiplere aktarildu.

e | volim kan iizerine 5 voliim Buffer EL (Erythrocyte Lysis Buffer)
eklendi. (500 pL kan i¢in 2,5 mL Buffer EL eklenir).

e Tiipler 15 - 20 dakika buzda bekletilir. 2 dakika araliklarla vortekslendi.

e Tiipler buzdan alinir 10 dakika 4000 rpm hizinda, 4 °C de santrifiij edildi.

e Santrifiijden sonra supernatant atildi.

e Olusan pellet lizerine 1 mL Buffer EL kondu ve tiipler vortekslendi.

e Tipler 10 dakika 4000 rpm hizinda, 4 °C de santrifiij edildi.

e Olusan pellet tizerine 350 pL Buffer RLT konur. Votekslendi.

e Olusan lizatlar QiaShredder spin kolonlara aktarildi (mor tiipler)

e 2 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

e QiaShredder kolonlar atilir. Lizatlar kullanildi.

e Lizat iizerine 350 pL % 70 alkol eklenir ve pipeting yapilir.

e Lizat Qiaamp spin kolonlara aktarildi (beyaz tiipler)

e 15 saniye 8000 xg hizda santrifiij edildi. Kolonlar yeni toplayici kolonlara
aktarilir.

e 700 pL Buffer RWI eklendi.

e 15 saniye 8000 xg hizda santrifiij edilir. Tiipler yeni toplayict kolonlara
aktarildi.

e 500 pL Buffer RPE eklenir.

e 15 sn. 8000 xg santrifiij edilir. Tiipler yeni toplayici kolonlara aktarilir.

e 500 pL Buffer RPE eklenir.

e 3dakika 14.000 xg maksimum hizda santrifiij edilir.

e Qia amp kolonlar 1,5 mL’lik eppendorf tiilere alinir ve 40 uL. RNAse
icermeyen su eklendi

e | dakika 8000 xg santrifiij edildi.

e Fltreli tiipler atilir. Ependorf tiipte RNA bulunur. Bu sekilde -80 °C’de

saklandi.
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RNA Miktar Tayini

izolasyonun ardindan RNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik yontem ile
olgiildii. Izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve safliklar1 260 ve 280 nm
dalga boylarinda absorbanslarinin odl¢iilmesiyle belirlendi. izole edilen RNA
orneklerinin saflik derecesi 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslarinin orani ile kontrol
edilir, ideal safliktaki kaliteli RNA’nin Azeo/ Azg0 absorbans oraninin 1,8-2,0 olmasi

beklenir.

RNA miktar1 reaksiyon basina 2 pg kullanilmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait
izole edilen RNA oOrneklerinden belirtilen miktarda alinip, spektrofotometrede
Olciilmek tizere 6zel plaklara uygulanmis ardindan okumasi gerceklesmistir (Tablo

2.1). Gen ekspresyon analizleri i¢in 100 ng RNA kullanilmistir.

Plazma izolasyonu

Mor kapakli EDTA’11 tiipler ile alinan kan 6rnekleri santrifiijlenerek daha sonra

yapilacak olan ¢alismalar i¢in ayristirilmistir.

2.4.2. Insan Plazmasinda Visfatin Diizeyi Tayini

Bu amagla, Human Visfatin ELISA Kit (Fine Test) kullanilmistir. Bu kit, insan
serumu, kan plazmasi ve diger sivilardan Visfatin diizeyini saptamak amaci ile

kullanilmaktadir.

Yontemin Prensibi

Insan visfatin seviyelerini analiz etmek icin sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt: kuyucuktan olusan plak

ylizeyi Visfatin spesifik antikoru ile kaplidir. Plazma 6rnegi kuyucuklara eklenir.
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Immiin kompleks olusturmak icin biotin ile isaretlenmis antikorlar eklenir,
inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin ilave edilerek kompleks
olusumu saglanir. Inkiibasyon ve yikama islemleri sonrasinda kromojen substrat
eklenerek, kolorimetrik mavi renk olusumu saglanir. Stop soliisyonu ilavesi ile
reaksiyon durdurulur. Konsantrasyona bagli olarak renk siddetti degisiklik
gostermektedir. Kuyucuklardaki renk siddetti 450 nm dalga boyunda mikroplak

okuyucu spektrofotometrede okunur, ilgili hesaplamalar yapilir.

Reaktiflerin Hazirlanma ve Saklanmasi

¢ Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

30 ml konsantre yikama tamponunu deiyonize veya distile su ile veya distile su
ile 750 ml'ye seyreltildi.
Kullanilmayan ¢ozelti 2-8 °C’de muhafaza edildi.

e Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

Standart tiipliniin igerisine 1 ml seyreltme tamponu eklendi. Bu tiip, “zero” tiip
olarak etiketlendi.
Standart Zero tiipli oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

7 adet ependorf tiipii sirasiyla 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 ve kor olarak
etiketlendi. Her tiipe 0,3 ml sample diliisyon tamponu eklendi. 1. tiipe 0,3 ml standart
¢oOzelti (zero tiipten) ilave edildi ve iyice karistirildi. Zero tiipten 0,3 ml ¢ozelti alindi
ve 1. tiipe aktarildi. Birinci tiipten 0,3ml ¢6zelti alind1 2. Tiipe aktarildi. Altinc tiip
kadar islem ayni sekilde devam etti (Sekil 2.1). Altinct tiipteki total hacmimiz 0,6ml

oldu. Kor olarak kullanilan tiip’te ise sadece sample diliisyon tamponu kullanildu.
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0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml

1.Tip 2.Tiip 3.Tip 4.Tip 5.Tip 6. Tiip Kor

Zero Tupu 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

Sekil 2.1. Visfatin i¢in standart soliisyonlarinin hazirlanmasi.

e Biotin isaretli antikor ¢calisma ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deneyden 1 saat 6nce hazirlanir.
Biyotin tespit antikoru 1: 100 oranda antikor diliisyon tamponu ile seyreltildi

ve iyice karigtirildi. (6rn: 99 pl antikor diliisyon tamponuna 1pl biotin etiketli antikor
eklendi.

e HRP-Streptavidin konjugati (SABC) c¢alisma soliisyonunun

hazirlanmasi

Deneyden yarim saat 6nce hazirlanir.
SABC'yi SABC diliisyon tamponu ile 1:100 oraninda seyrelti ve iyice karigtirildi.
(Orn: 99 pl SABC diliisyon tamponuna 1ul SABC eklendi).

e Test orneklerinin hazirlanmasi

Plazmalar, 6rnek seyreltme tamponu ile en az 1/2 oraninda seyreltildi.
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Yontemin Uygulanisi

e Standart ve test numuneleri (1/2 oraninda seyreltilmis) icin gerekli
kuyucuk sayis1 belirlendi.

e Standart, numune ve kontrol (kor) ¢ozeltleri kuyulara konulmadan 6nce
plak 2 kez yikandu.

e Zero, standart ve kor kuyucuklarina sirasiyla 100°er pL ¢dzeltileri
eklendi.

e Ornek kuyucuklarina '» oraninda diliie edilmis c¢dzeltiden 100 pL
eklendi.

e Plagin iizeri koruyucu membran ile kapatildi ve 90 dakika 37°C inkiibe
edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 2
defa yikama soliisyonu ile yikanda.

e Standart, drnek ve kor kuyucuklarina 100 pL Bitoin isaretli antikor
calisma c¢ozeltisinden eklendi. Plagin iizeri koruyucu membran ile
kapatild1 ve 60 dakika 370C inkiibe edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 3
defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi.

e Her kuyucuga 100 pL. SABC calisma soliisyonu eklendi. Plagin {izeri
koruyucu membran ile kapatildi ve 30 dakika 37°C inkiibe edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membram kaldirildi, plak 5
defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi.

e Her kuyucuga 90 uL. TMB Substrati eklendi. Plagin tizeri koruyucu
membran ile kapatildi, karanlikta 15-20 dakika 37°C inkiibe edildi.

e Her kuyucuga 50 uL Stop soliisyonu eklendi.

e Kuyucuklardaki renk sidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.2) ¢izilerek

sonuglar hesaplandi.
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Sekil 2.2.Visfatin icin kalibrasyon egrisi.

2.4.3. insan Plazmasinda Nesfatin-1 Diizeyi Tayini

Bu amagla, Human NEFA (Nesfatin-1) ELISA Kit (Fine Test) kullanilmustir.
Bu kit, insan serumu, kan plazmasi ve diger sivilardan Nesfatin-1 diizeyini saptamak

amaci ile kullanilmaktadir.

Yontemin Prensibi

Insan Nesfatin-1 seviyelerini analiz etmek i¢in sandvi¢ ELISA (Enzyme
Linked immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alti kuyucuktan
olusan plak yiizeyi Nesfatin-1 spesifik antikoru ile kaplidir. Plazma O&rnegi
kuyucuklara eklenir. Sonrasinda immiin kompleks olusturmak igin biotin ile
isaretlenmis antikorlar eklenir, inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin
ilave edilerek kompleks olusumu saglanir. inkiibasyon ve yikama islemi sonrasinda
kromojen substrat eklenerek, kolorimetrik mavi renk olusumu saglanir. Stop

soliisyonu ilavesi ile reaksiyon durdurulur. Konsantrasyona bagli olarak renk siddetti
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degisiklik gostermektedir. Kuyucuklardaki renk siddetti 450 nm dalga boyunda

mikroplak okuyucu spektrofotometrede okunur ve hesaplamalar yapilir.

Reaktiflerin Hazirlanma ve Saklanmasi

¢ Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

30 ml konsantre yikama tamponunu deiyonize veya distile su ile veya distile su
ile 750 ml'ye seyreltildi.
Kullanilmayan ¢ozelti 2-8 °C’de muhafaza edildi.

e Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

Standart tiipiliniin igerisine 1 ml seyreltme tamponu eklendi. Bu tiip, “zero” tiip
olarak etiketlendi. Standart Zero tiipli oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.7 adet
ependorf tiipii sirasiyla 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 ve kor olarak etiketlendi. Her
tiipe 0,3 ml sample diliisyon tamponu eklendi. 1. tiipe 0,3 ml standart ¢ozelti (zero
tiipten) ilave edildi ve iyice karigtirildi. Zero tiipten 0,3 ml ¢ozelti alind1 ve 1. tiipe
aktarildi. Birinci tiipten 0,3ml ¢ozelti alind1 2. Tiipe aktarildi. Altinci tlip kadar islem
aym sekilde devam etti (Sekil 2.3.). Altinci tiipteki total hacmimiz 0,6ml oldu. Kor

olarak kullanilan tiip’te ise sadece sample diliisyon tamponu kullanildi.
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0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml

1.Tip 2.Tiip 3.Tip 4.Tip 5.Tip 6. Tiip Kor
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

Zero Tupu

Sekil 2.3. Nesfatin-1 i¢in standart soliisyonlarinin hazirlanmasi.

¢ Biotin isaretli antikor ¢calisma ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deneyden 1 saat 6nce hazirlanir.

Biyotin tespit antikoru 1: 100 oranda antikor diliisyon tamponu ile seyreltildi
ve iyice karigtirtldi. (6rn: 99 ul antikor diliisyon tamponuna 1l biotin etiketli antikor
eklendi.

e HRP-Streptavidin konjugati (SABC) c¢alisma soliisyonunun

hazirlanmasi

Deneyden yarim saat 6nce hazirlanir. SABC'yi SABC diliisyon
tamponu ile 1:100 oraninda seyrelti ve iyice karistirildi. (Orn: 99 pl SABC diliisyon
tamponuna 1ul SABC eklendi).

e Test orneklerinin hazirlanmasi

Plazmalar, 6rnek seyreltme tamponu ile en az 1/2 oraninda seyreltildi.
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Yontemin Uygulanisi

e Standart ve test numuneleri (1/2 oraninda seyreltilmis) icin gerekli
kuyucuk sayis1 belirlendi.

e Standart, numune ve kontrol (kor) ¢ozeltleri kuyulara konulmadan 6nce
plak 2 kez yikandu.

e 50 uL zero, standart ve kor ve 6rnek ¢ozeltileri kuyucuklarina sirasiyla
eklendi. Bekletmeden hemen ardindan tiim kuyucuklara Bitoin igaretli
antikor calisma ¢ozeltisinden eklendi.

e Plagin iizeri koruyucu membran ile kapatildi ve 45 dakika 37°C inkiibe
edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 3
defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1 dakika bekletildi.

e Her kuyucuga 100 pL. SABC c¢alisma soliisyonu eklendi. Plagin tizeri
koruyucu membran ile kapatildi ve 30 dakika 37°C inkiibe edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 5
defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi.

e Her kuyucuga 90 pL. TMB Substrat1 eklendi. Plagin iizeri koruyucu
membran ile kapatildi, karanlikta 10-20 dakika 37°C inkiibe edildi.

e Her kuyucuga 50 pL Stop soliisyonu eklendi.

e Kuyucuklardaki renk sidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.4.) ¢izilerek

sonuglar hesaplandi.
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Sekil 2.4. Nesftain-1 kalibrasyon egrisi.

2.4.4. insan Plazmasinda IL-4 Diizeyi Tayini

Bu amagla, Human IL-4 ELISA Kit (Fine Test) kullanilmistir. Bu kit, insan
serumu, kan plazmasi ve diger sivilardan IL-4 diizeyini saptamak amaci ile

kullanilmaktadir.

Yontemin Prensibi

Insan IL-4 seviyelerini analiz etmek i¢in sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt: kuyucuktan olusan plak
ylizeyi IL-4 spesifik antikoru ile kaplidir. Plazma Ornegi kuyucuklara eklenir.
Sonrasinda immiin kompleks olusturmak i¢in biotin ile isaretlenmis antikorlar
eklenir, inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin ilave edilerek kompleks
olusumu saglanir. Inkiibasyon ve yikama islemi sonrasinda kromojen substrat
eklenerek, kolorimetrik mavi renk olusumu saglanir. Stop soliisyonu ilavesi ile

reaksiyon durdurulur. Konsantrasyona bagli olarak renk siddetti degisiklik
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gostermektedir. Kuyucuklardaki renk siddetti 450 nm dalga boyunda mikroplak
okuyucu spektrofotometrede okunur ve hesaplamalar yapilir.

Reaktiflerin Hazirlanma ve Saklanmasi
¢ Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

Deiyonize veya damitilmis su ile 750 ml yikama tamponu i¢ine 30 ml
konsantre yikama tamponu seyreltildi.

Kullanilmayan ¢ozelti 2-8 °C’de muhafaza edildi.

e Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

Standart tiipliniin igerisine 1 ml seyreltme tamponu eklendi. Bu tiip, “zero” tiip

olarak etiketlendi. Standart Zero tiipii oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

7 adet ependorf tiipii sirasiyla 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 ve kor olarak
etiketlendi. Her tiipe 0,3 ml sample diliisyon tamponu eklendi. 1. tiipe 0,3 ml standart
¢oOzelti (zero tiipten) ilave edildi ve iyice karistirildi. Zero tiipten 0,3 ml ¢6zelti alindi
ve 1. tliipe aktarildi. Birinci tiipten 0,3ml ¢ozelti alindi 2. Tiipe aktarildi. Altincr tiip
kadar islem ayn1 sekilde devam etti (Sekil 2.5.). Altinci tiipteki total hacmimiz 0,6 ml

oldu. Kor olarak kullanilan tiip’te ise sadece sample diliisyon tamponu kullanildu.

0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml

)_g | J. g . p - ,u....:T

1.Tip 2.Tip 3.Tup 4.Tip 5.Tip 6. Tiip Kor

Zero Tupu 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

Sekil 2.5. IL-4 i¢in standart soliisyonlarinin hazirlanmasi.
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e Biotin isaretli antikor ¢calisma ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deneyden 1 saat 6nce hazirlanir.
Biyotin tespit antikoru 1: 100 oranda antikor diliisyon tamponu ile seyreltildi
ve iyice karigtirildi. (6rn: 99 pl antikor diliisyon tamponuna 1pl biotin etiketli antikor

eklendi.

e HRP-Streptavidin konjugati (SABC) calisma soliisyonunun

hazirlanmasi

Deneyden yarim saat dnce hazirlanir.
SABC'yi SABC diliisyon tamponu ile 1:100 oraninda seyrelti ve iyice karistirildu.
(Orn: 99 ul SABC diliisyon tamponuna 1ul SABC eklendi).

e Test orneklerinin hazirlanmasi

Plazmalar, 6rnek seyreltme tamponu ile en az 1/2 oraninda seyreltildi.

Yontemin Uygulanisi

e Standart ve test numuneleri (1/2 oraninda seyreltilmis) i¢in gerekli
kuyucuk sayis1 belirlendi.

e Standart, numune ve kontrol (kor) ¢ozeltleri kuyulara konulmadan 6nce
plak 2 kez yikandu.

e Zero, standart ve kor kuyucuklarma sirasiyla 100°er pL ¢ozeltileri
eklendi.

e Omek kuyucuklarma % oraninda diliie edilmis ¢dzeltiden 100 pL

eklendi.
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Plagin tizeri koruyucu membran ile kapatildi ve 90 dakika 37°C inkiibe
edildi.

Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 2
defa yikama soliisyonu ile yikand.

Standart, 6rnek ve kor kuyucuklarma 100 pL Bitoin isaretli antikor
calisma c¢ozeltisinden eklendi. Plagin iizeri koruyucu membran ile
kapatildi ve 60 dakika 37 °C inkiibe edildi.

Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 3
defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi.

Her kuyucuga 100 pL SABC calisma soliisyonu eklendi. Plagin tizeri
koruyucu membran ile kapatildi ve 30 dakika 37°C inkiibe edildi.
Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 5
defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi.

Her kuyucuga 90 pL. TMB Substrati eklendi. Plagin {izeri koruyucu
membran ile kapatildi, karanlikta 15-20 dakika 37°C inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 uL Stop soliisyonu eklendi.

Kuyucuklardaki renk sidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve satnart grafigi (Sekil 2.6.) ¢izilerek
hesaplandi.
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Sekil 2.6. IL-4 i¢in kalibrasyon egrisi.

2.4.5. Insan Plazmasinda IL-10 Diizeyi Tayini

Bu amagla, Human IL-10 ELISA Kit (Fine Test) kullamlmstir. Bu kit, insan
serumu, kan plazmasi ve diger sivilardan IL-10 diizeyini saptamak amaci ile

kullanilmaktadir.

Yontemin Prensibi

Insan IL-10 seviyelerini analiz etmek icin sandvi¢ ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt1 kuyucuktan olusan plak
yizeyi IL-10 spesifik antikoru ile kaplidir. Plazma 6rnegi kuyucuklara eklenir.
Sonrasinda immiin kompleks olusturmak i¢in biotin ile isaretlenmis antikorlar
eklenir, inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin ilave edilerek kompleks
olusumu saglanir. Inkiibasyon ve yikama islemi sonrasinda kromojen substrat
eklenerek, kolorimetrik mavi renk olusumu saglanir. Stop soliisyonu ilavesi ile

reaksiyon durdurulur. Konsantrasyona bagli olarak renk siddetti degisiklik
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gostermektedir. Kuyucuklardaki renk siddetti 450 nm dalga boyunda mikroplak

okuyucu spektrofotometrede okunur ve hesaplamalar yapilir.

Reaktiflerin Hazirlanma ve Saklanmasi

¢ Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

Deiyonize veya damitilmis su ile 750 ml yikama tamponu igine 30 ml
konsantre yikama tamponu seyreltildi.

Kullanilmayan ¢6zeltiyi 2-8 °C’de muhafaza edildi.

e Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

Standart tlipliniin igerisine 1 ml seyreltme tamponu eklendi. Bu tiip, “zero” tiip

olarak etiketlendi. Standart Zero tiipii oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

7 adet ependorf tiipii sirasiyla 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 ve kor olarak
etiketlendi. Her tiipe 0,3 ml sample diliisyon tamponu eklendi. 1. tiipe 0,3 ml standart
¢oOzelti (zero tiipten) ilave edildi ve 1yice karistirildi. Zero tlipten 0,3 ml ¢6zelti alindi
ve 1. tliipe aktarildi. Birinci tiipten 0,3ml ¢6zelti alind1 2. Tipe aktarildi. Altinc tiip
kadar islem ayni sekilde devam etti (Sekil 2.7.). Altinci tiipteki total hacmimiz 0,6ml

oldu. Kor olarak kullanilan tiip’te ise sadece sample diliisyon tamponu kullanildu.

85



0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml
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1. Tup 2.Tiip 3.Tip 4.Tip 5.Tip 6. Tiip

1/4 1/8 1/16 1/32

Zero Tupu

Kor

1/64

Sekil 2.7. IL-10 i¢in Standart soliisyonlarmin hazirlanmasi

¢ Biotin isaretli antikor ¢calisma ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deneyden 1 saat 6nce hazirlanir.

Biyotin tespit antikoru 1: 100 oranda antikor diliisyon tamponu ile seyreltildi

ve iyice karigtirtldi. (6rn: 99 ul antikor diliisyon tamponuna 1pl biotin etiketli antikor
eklendi.

HRP-Streptavidin konjugati (SABC) c¢ahsma
hazirlanmasi

soliisyonunun
Deneyden yarim saat 6nce hazirlanir.

SABC'yi SABC diliisyon tamponu ile 1:100 oraninda seyrelti ve iyice karistirildi
(Orn: 99 pl SABC diliisyon tamponuna 1ul SABC eklendi).

e Test orneklerinin hazirlanmasi

Plazmalar, 6rnek seyreltme tamponu ile 1/2 oraninda seyreltildi
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Yontemin Uygulanisi

e Standart ve test numuneleri (1/2 oraninda seyreltilmis) icin gerekli
kuyucuk sayis1 belirlendi.

e Standart, numune ve kontrol (kor) ¢ozeltleri kuyulara konulmadan 6nce
plak 2 kez yikandu.

e Zero, standart ve kor kuyucuklarina sirasiyla 100°er pL ¢ozeltileri
eklendi.

e Ornek kuyucuklarina '» oraninda diliie edilmis c¢dzeltiden 100 pL
eklendi.

e Plagin iizeri koruyucu membran ile kapatildi ve 90 dakika 37°C inkiibe
edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 2
defa yikama soliisyonu ile yikandi.

e Standart, drnek ve kor kuyucuklarina 100 pL Bitoin isaretli antikor
caligma c¢ozeltisinden eklendi. Plagin tizeri koruyucu membran ile
kapatild1 ve 60 dakika 370C inkiibe edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 3
defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi.

e Her kuyucuga 100 pL. SABC calisma soliisyonu eklendi. Plagin {izeri
koruyucu membran ile kapatildi ve 30 dakika 37°C inkiibe edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 5
defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi.

e Her kuyucuga 90 pL. TMB Substrat1 eklendi. Plagin iizeri koruyucu
membran ile kapatildi, karanlikta 15-20 dakika 37°C inkiibe edildi.

e Her kuyucuga 50 uL Stop soliisyonu eklendi.

e Kuyucuklardaki renk sidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.8.) ¢izilerek

sonuglar hesaplandi.
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Sekil 2.8. IL-10 i¢in kalibrasyon egrisi.

2.4.6. insan Plazmasinda Nf- kB Diizeyi Tayini

Bu amagla, Human NF-«xB p65 (Nuclear Factor kapa B p65) ELISA Kit (Fine
Test) kullanilmigtir. Bu kit, insan serumu, kan plazmasi ve diger sivilardan NF-xB

diizeyini saptamak amaci ile kullanilmaktadir.

Yontemin Prensibi

Insan NF-xB seviyelerini analiz etmek i¢in sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt: kuyucuktan olusan plak
yiizeyi NF-kB spesifik antikoru ile kaplidir. Plazma 6rnegi kuyucuklara eklenir.
Sonrasinda immiin kompleks olusturmak i¢in biotin ile isaretlenmis antikorlar
eklenir, inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin ilave edilerek kompleks
olusumu saglanir. Inkiibasyon ve yikama islemi sonrasinda kromojen substrat
eklenerek, kolorimetrik mavi renk olusumu saglanir. Stop soliisyonu ilavesi ile

reaksiyon durdurulur. Konsantrasyona bagli olarak renk siddetti degisiklik
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gostermektedir. Kuyucuklardaki renk siddetti 450 nm dalga boyunda mikroplak
okuyucu spektrofotometrede okunur ve hesaplamalar yapilir.

Reaktiflerin Hazirlanma ve Saklanmasi

¢ Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

Deiyonize veya damitilmis su ile 750 ml yikama tamponu i¢ine 30 ml
konsantre yikama tamponu seyreltildi.

Kullanilmayan ¢ozeltiyi 2-8 °C’de muhafaza edildi.

e Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

20 ng / ml standart ¢ozelti: Standart tiipiiniin igerisine 1 ml seyreltme tamponu
eklendi. Bu tiip, “zero” tiip olarak etiketlendi. Standart Zero tlipti oda sicakliginda 10
dakika bekletildi.

7 adet ependorf tiipii sirasiyla 10ng/ml, Sng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml 0,625
ng/ml, 0,313ng/ml ve kor olarak etiketlendi. Her tiipe 0,3 ml sample diliisyon
tamponu eklendi. 1. tiipe 0,3 ml standart ¢ozelti (zero tiipten) ilave edildi ve iyice
karistirildi. Zero tiipten 0,3 ml ¢ozelti alind1 ve 1. tiipe aktarildi. Birinci tiipten 0,3ml
¢ozelti alind1 2. Tiipe aktarildi. Altinct tiip kadar iglem ayni sekilde devam etti (Sekil
2.9.). Altinct tiipteki total hacmimiz 0,6ml oldu. Kor olarak kullanilan tiip’te ise

sadece sample diliisyon tamponu kullanildi.

89



0,3 ml

vV ¥V 6§ § 5 6

20 ng 10 5 2,5 1,25 0,625 0,313 Kor

Zero tlpl ng/mL

Sekil 2.9. NF-kB icin standart soliisyonlarinin hazirlanmasi.

e Biotin isaretli antikor ¢calisma cozeltisinin hazirlanmasi

Deneyden 1 saat 6nce hazirlanir.
Biyotin tespit antikoru 1: 100 oranda antikor diliisyon tamponu ile seyreltildi

ve iyice karigtirildi. (6rn: 99 pl antikor diliisyon tamponuna 1pl biotin etiketli antikor

eklendi.

e HRP-Streptavidin  konjugati (SABC) c¢alisma soliisyonunun

hazirlanmasi

Deneyden yarim saat dnce hazirlanir.
SABC'yi SABC diliisyon tamponu ile 1:100 oraninda seyrelti ve iyice karistirildi.
(Orn: 99 pl SABC diliisyon tamponuna 1ul SABC eklendi).

e Test orneklerinin hazirlanmasi

Plazmalar, 6rnek seyreltme tamponu ile 1/2 oraninda seyreltildi.
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Yontemin Uygulanisi

e Standart ve test numuneleri (1/2 oraninda seyreltilmis) icin gerekli
kuyucuk sayis1 belirlendi.

e Standart, numune ve kontrol (kor) ¢ozeltleri kuyulara konulmadan 6nce
plak 2 kez yikandu.

e Zero, standart ve kor kuyucuklarina sirasiyla 100°er pL ¢ozeltileri
eklendi.

e Ornek kuyucuklarina '» oraninda diliie edilmis c¢dzeltiden 100 pL
eklendi.

e Plagin iizeri koruyucu membran ile kapatildi ve 90 dakika 37°C inkiibe
edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 2
defa yikama soliisyonu ile yikanda.

e Standart, drnek ve kor kuyucuklarina 100 pL Bitoin isaretli antikor
calisma c¢ozeltisinden eklendi. Plagin iizeri koruyucu membran ile
kapatildi ve 60 dakika 37°C inkiibe edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 3
defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1 dakika bekletildi.

e Her kuyucuga 100 pL SABC galisma soliisyonu eklendi. Plagin iizeri
koruyucu membran ile kapatildi ve 30 dakika 37°C inkiibe edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membranm kaldirildi, plak 5
defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi.

e Her kuyucuga 90 uL. TMB Substrat1 eklendi. Plagin iizeri koruyucu
membran ile kapatildi, karanlikta 15-20 dakika 37°C inkiibe edildi.

e Her kuyucuga 50 uL Stop soliisyonu eklendi.

e Kuyucuklardaki renk sidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.10.) giziler

sonuglar hesaplandi.
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Sekil 2.10. NF-kB i¢in kalibrasyon egrisi.

2.4.7. insan Plazmasinda MMP-9 Diizeyi Tayini

Bu amagla, Human MMP-9 Platinum Elsa Kit (eBiocience) kullanilmigtir. Bu
Kit, insan serumu, kan plazmasi ve diger sivilardan MMP-9 diizeyini saptamak amaci

ile kullanilmaktadir.

Yontemin Prensibi

Insan MMP-9 seviyelerini analiz etmek icin sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullaniimaktadir. Doksan alt: kuyucuktan olusan plak
yizeyi MMP-9 spesifik antikoru ile kaplidir. Plazma 6rnegi kuyucuklara eklenir.
Sonrasinda immiin kompleks olusturmak i¢in biotin ile isaretlenmis antikorlar
eklenir, inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin ilave edilerek kompleks
olusumu saglanir. Inkiibasyon ve yikama islemi sonrasinda kromojen substrat
eklenerek, kolorimetrik mavi renk olusumu saglanir. Stop soliisyonu ilavesi ile

reaksiyon durdurulur. Konsantrasyona bagli olarak renk siddetti degisiklik
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gostermektedir. Kuyucuklardaki renk siddetti 450 nm dalga boyunda mikroplak

okuyucu spektrofotometrede okunur ve hesaplamalar yapilir.

Reaktiflerin Hazirlanma ve Saklanmasi

¢ Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

Konsantre yikama tamponu (20x) igerigini (50 mL), temiz 1000 mL'lik kap
icerisine alinir. Damitilmis veya deiyonize su ile 1000 mL'lik nihai hacme getirilir.

Kopiiklenmeyi 6nlemek igin hafifce karistirilir. 2- 25 °C muhafaza edilir.

e Test tampon ¢ozeltisin hazirlanmasi

Konsantre test tamponunun (20x) tiim icerigini (5ml) temiz 100 mL'lik kabin
igerisine dokdiliir. Damitilmig su ile 100 ml nihai hacme getirilir. Kopiirmeyi

onlemek i¢in hafifce karistirilir. 2- 8°C muhafaza edilir.

e Biotin konjugatinin hazirlanmasi

Deneyden 30 dakika 6nce hazirlanmalidir.

Ttemiz bir kap iginde Deney Tamponu ile konsantre Biotin-Konjugat

¢ozeltisinin 1:100 oraninda seyreltilmesini saglandi:

e Streptavidin-HRP hazirlanmasi

Deneyden 30 dakika 6nce hazirlanmalidir.
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Temiz bir kap i¢inde Deney Tamponu ile konsantre Biotin-Konjugat

cozeltisinin 1:1200 oraninda seyreltilmesini saglandi:

e Standart ¢ozeltinin hazirlanmasi

Insan MMP-9 standardi, sisede belirtilen sulandirma hacmine gore diliie
edildi. Tam ve homojen ¢oziiniirliik elde etmek i¢in hafif¢e karistirildi.

(Sulandirma standardinin konsantrasyonu = 30 ng / ml)

30 ng / ml standart ¢ozelti: 1/2 seri diliisyonlar hazirlandi.

7 adet ependorf tiipii sirasiyla Zero, S1,S2, S3,S4,S5, S6 ve kor olarak
etiketlendi.

Her bir tiipe 225 pL test tamponu (1x) eklendi.

Zero tiiptinden 225 pL ¢ozelti alind1 ve S1 tiipiline aktarildi. S1 tiipiinden 0,3ml
¢ozelti alind1 S2 tiipline aktarildi. Altincr tlip kadar islem ayni sekilde devam etti
(Sekil 2.11.). Kor olarak kullanilan tiip’te ise sadece test tamponu kullanilda.

225 pl aktarilir

/’“\4/‘\4/"\4/"\4/"\

Zero tupl sS4 - S6 Atilir
225 pL

Sekil 2.11. MMP-9 i¢in standart soliisyonlarinin hazirlanmasi.
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Yontemin Uygulanisi

e Standart ve test numuneleri i¢in gerekli kuyucuk sayisi belirlendi.

e Standart, numune ve kontrol (kor) ¢ozeltleri kuyulara konulmadan 6nce
plak 2 kez yikandi.

e Zero, standart ve kor kuyucuklarma sirasiyla 100’er pL ¢ozeltileri
eklendi.

e  Ornek kuyucuklarma 90 pL deney tamponundan eklendi.

e Ornek kuyucuklarma 10 pL plazma ekelndi.

e Tiim kuyucuklara 90 pL Biotin konjugati eklendi.

e Plagin iizeri koruyucu membran ile kapatildi ve 2 saat oda sicaklina
(18-25 °C) inkiibe edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 4
defa yikama soliisyonu ile yikandi.

e Her kuyucuga 100 pL Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi. Plagin
tizeri koruyucu membran ile kapatildi ve 1 saat oda sicaklina (18-25 °C)
inkiibe edildi.

e Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 4
defa yikama soliisyonu ile yikandi.

e Her kuyucuga 100 pL TMB Substrat1 eklendi. Plagin tizeri koruyucu
membran ile kapatildi, 10 dakika oda sicaklina (18-25 °C) inkiibe
edildi.

e Her kuyucuga 100 uL Stop soliisyonu eklendi.

e Kuyucuklardaki renk sidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi ¢izilerek (Sekil 2.12.)

sonuglar hesaplandi.
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Konsantrasyon 30ng/mL

Absorbans (A 450 nm)

y =0,2588x + 0,0524

" R2=0,9966 '
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Sekil 2.12. MMP-9 i¢in kalibrasyon egrisi.
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2.4.8. cDNA Sentezi

Taze insan kanindan izole edilen RNA molekiillerinin ters transkriptaz enzimi
yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini gerceklestirilmesi sonucu, gen

ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir yontemdir.

RT? birinci iplikgik kiti, birinci iplikcik cDNA sentezi i¢in verimli, hizl1 ve

kolay bir prosediir saglamaktadir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

e Genomik DNA eliminasyon karisimi

Bilesenler ve Miktarlar

RNA: 25 ng-5 ug
GE Tamponu: 2 uL
Niikleaz igcermeyen su: Degisken

Toplam Hacim: 10uL

Genomik DNA eliminasyon karigimini 42 ° C'de 5 dakika inkiibe edilir, ardindan en

az 1 dakika boyunca buz {izerine bekletilir.
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Ters Transkripsiyon Karisimi

Bilesenler ve 1 (bir) reaksiyonluk hacim

5x BC3 Tmponu: 4 uL

Kontrol P: 1 uL

RE3 Ters Transkripsiyon Karigimi: 2 pLb
Niikleaz igermeyen su: 3 pL

Toplam hacim: 10 pLL

Yontemin Uygulanisi

Izole ettigimiz RNA’lar1 hepsi esit olacak sekilde Niikleaz igermeyen su ile
10 uL’ ye tamamlandi.

Diliie edilmis ¢ozeltiden 8 uL eppendorf tiiplerine alindi.

Uzerine 10 uL DNA eliminasyon karisimi eklendi.

Genomik DNA’dan kurtusmak igin 42°C su banyosunda 15 dakika inkiibe
edildi.

Inkiibasyondan sonra érnekler soguk blogun iizerine alind1 ve her birinin
tizerine 8 pL ters transkripsiyon karigimi eklendi.

20 dakika cDNA cihazinda () sentez edildi.

Son olarak her bir tiipe 91 uL RNase igermeyen su eklendi ve tiipler -20 °C
kaldirildi. Eger islem devam etmeyecek ise tiipler -80 °C’ye kaldirilir.
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2.4.9. RT-PCR Analizi

Nesfatin-1, Visfatin, MMP-9 proteinlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri

saptanmistir.

Yontemin Prensibi

DNA’ nin ¢ift zincirinin yiiksek sicaklikla birbirinden ayrilmasinin saglanmasi
(denatiirasyon), sonrasinda sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA molekiiliine
baglanmasinin saglanmasi (hibridizasyon), zincirin uzamasini (polimerizasyon, ¢ift
iplikgikli DNA’larin sentezi), ve tiim asamalarin belirli sayida tekrarlanmasindan

olugmaktadir.

PCR tekniginin otomasyonu, her bir siklus esnasindaki isitma ve sogutma
islemlerini gerceklestiren thermocycler adi verilen PCR cihazi yardimiyla
gerceklestirilmektedir. Bu cihazlarda sicaklik 4 ile 100°C arasinda ayarlanabilmekte
ve tepkime siiresinin sona ermesiyle sicakligin 4 °C’ ye ayarlanarak eppendorf tiipleri

uzun siire bu sicaklikta tutulabilmektedir.

PCR, DNA molekiiliiniin kendi kopyasini olusturmasi olarak kisaca tanimlanir.
Bu islemin tiip icerisinde gerecklestmektedir. Tepkime, hizli ve ard arda

tekrarlanarak baslangic DNA miktarinin milyon kat artirilmasi ile son bulmaktadir.

Yontemin Uygulamsi

e Her bir gen i¢in, Forward ve Reverse primer miktarlar1 i¢in ayr1 ayri
hesaplama yapild1, karigimlar hazirlandi.
e Her bir gen igin Sybr green master mix miktart hesabi yapildi.

e Her bir gen i¢in Niikleaz icermeyen su miktar1 hesabi yapildi.

99



e PCR tiiplerine yukaridaki karisimlardan gerekli miktarlar eklendi.
e PCR tiipiine gerekli miktarda cDNA konuldu.
e Tiiplerin kapaklar1 kapatildi vePCR cihazina yerlestirildi.

e RT-PCR panelin ¢alisabilmesi igin gerekli olan PCR kosullar1 asagida
belirtilmistir.

PCR Kkosullar

95 °C’de 10 dakika, 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 40 saniye, toplam 40 dongii

olarak uygulanmistir.
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3.BULGULAR

Yiriitilen proje kapsaminda, BPD tanist konmus 30 goniillii ve kontrol

grubunu olusturan saglikli 30 goniillii ile analizler gergeklestirilmistir.

Cizelge. 3.1. BPD ve kontrol grubuna ait demografik veriler.

BPD Kontrol
Degisken
(n=30) (n=30)
Dogum haftasi 3724 41434
Dogum agirligi (Gram) 3030+610 | 4620 £1690
Yas (Ay) 32 46 36 £2
Cinsiyet (% K/E) 6 54
Evde oksijen kullanim ihtiyaci (%Hay1r) 5,4 8,7
Hamilelikte tiitiin kullanim1 (%) 51 8,7
Evde tiitiin kullanimi1 (%Evet) 3,6 3,6
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10 -

Plazma Visfatin diizeyi (ng/mL)

Kontrol BPD

Sekil 3.1. BPD ve kontrol gruplarina ait plazma Visfatin diizeyleri (ng/mL)
***p<0.0001

Calismamizda, BPD grubu plazma Visfatin diizeylerinin (7,05+4,07 ng/mL)
kontrol grubuna gore (2,1341,66 ng/mL) anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmistir
(Sekil 3.1., p<0.0001).
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Sekil 3.2. BPD ve kontrol gruplarina ait plazma Nesfatin-1 diizeyleri (ng/mL).

Calismamizda, BPD grubu plazma Nesfatin-1 diizeyleri ile (27,09+10,92
ng/mL) kontrol grubu degerleri arasinda (22,83+8,34 ng/mL) istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.3. BPD ve kontrol gruplarina ait plazma IL-4 diizeyleri (pg/mL).

Calismamizda, BPD grubu plazma IL-4 diizeyleri ile (18,18+6,86 pg/mL)
kontrol grubu (15,734+2,68 pg/mL) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (Sekil 3.3.).
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Plazma IL-10 Diizeyi (pg/mL)

Kontrol

BPD

Sekil 3.4. BPD ve kontrol gruplarina ait plazma IL-10 diizeyleri (pg/mL).

Calismamizda, BPD grubu plazma IL-10 diizeyleri ile (139,62+83,65 pg/mL)
kontrol grubu (133,32+83,16 pg/mL) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (Sekil 3.4.).
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plazma MMP-9 Dziieyleri (ng/mL)
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1

Kontrol
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Sekil 3.5. BPD ve kontrol gruplarina ait plazma MMP-9 diizeyleri (ng/mL)

***p<0.0001

Calismamizda, BPD grubu plazma MMP-9 diizeylerinin (2,34+0,94 ng/mL)

kontrol grubuna gore (1,46+0,64 ng/mL) anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmistir

(Sekil 3.5., p<0.0001).
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Kontrol BPD

Sekil 3.6. BPD ve kontrol gruplarina ait plazma Nf-xB diizeyleri (ng/mL)
***p<0.0001

Calismamizda, BPD grubu plazma Nf-kB diizeylerinin (4,51+3,86 ng/mL)
kontrol grubuna gore (0,814+0,58 ng/mL) anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmistir
(Sekil 3.6. p<0.0001).

Plazma IL-6 diizeyleri, ELISA kitinin ¢alismamas: nedeni ile
saptanamamistir. Yeni ELISA kiti firmadan talep edilmistir. Kit temin edildikten
sonra IL-6 plazma diizeyleri yeniden ¢alisilacak olup, tez ¢calismasina ait yayinimizda

verilerin eklenmesi planlanmaktadir.

IL-8 ve TNF-a plazma diizeyleri tespit edilebilir aralikta ¢itkmamugtir.

BPD ve kontrol gruplar1 plazma diizeylerine ait verilen degerler sirasiyla

ortalama ve standart sapma cinsi lizerinden ifade edilmistir.
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Cizelge 3.2. BPD ve kontrol grubu plazma Visfatin, Nesfatin-1, IL-4, 11-10, MMP-9 ve Nf-«xB diizeyleri.

BPD Kontrol deder
egerl
n=30 n=30 paes
o 7,05+4,07 2,13+1,66
Visfatin (ng/mL) 0.0001
(ng/mL) (ng/mL)
. 27,09+10,92 22,83+8,34
Nesfatin-1(ng/mL) 0.3180
(ng/mL) (ng/mL)
18,18+6,86 15,73+2,68
IL-4 (pg/mL) 0.2527
(pg/mL) (pg/mL)
139,62+83,65 133,32+83,16
IL-10 (pg/mL) 0.1902
(pg/mL) (pg/mL)
2,34+0,94) 1,46+0,64
MMP-9 (ng/mL) 0.0001
(ng/mL) (ng/mL)
4,51+3,86 0,81+0,58
Nf-kB (ng/mL) 0.0001
(ng/mL) (ng/mL)

Visfatin-MMP-9

20—
°
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°
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Visfatin MMP-9

Sekil 3.7. BPD grubuna ait Visfatin ve MMP-9 diizeyi korelasyon egrisi.

Caligmamizda, BPD grubuna ait Visfatin diizeyi ile hastalarn MMP-9
degerleri arasindaki korelasyon analizleri incelendiginde; parametreler arasinda

istatistiksel anlamli bir korelasyon bulunmamistir (Sekil 3.7.)
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Sekil 3.8. BPD grubuna ait Visfatin ve Nf- kB diizeyi korelasyon egrisi.

BPD grubuna ait Visfatin diizeyi ile hastalarin Nf-kB degerleri arasindaki
korelasyon analizleri incelendiginde; parametreler arasinda istatistiksel anlamli

bir korelasyon bulunmamustir (Sekil 3.8.)

Calismamizda gercek zamanli PCR yontemi ile Visfatin, Nesfatin-1 ve MMP-9 i¢in

elde edilen amplifikasyon egrileri ve 224! degerleri asagidaki verilmistir.
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Sekil 3.9. Kontrol grubuna ait visfatin amplifikasyon egrisi.
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40
oycle

Sekil 3.10. BPD grubuna ait visfatin amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.11. Konrtol grubuna ait Nesfatin-1 amplifikasyon egrisi.

110




30

25

20

Sekil 3.12. BPD grubuna ait Nesfatin-1 amplifikasyon egrisi.

30

25

20

Sekil 3.13. Kontrol grubuna ait MMP-9 amplifikasyon egrisi.

30

25

Sekil 3.14. BPD grubuna ait MMP-9 amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.15. Kontrol grubuna ait B-actin amplifikasyon egrisi.

30

25

20

o

15 20 25
Cycle

Sekil 3.16. BPD grubuna ait f-actin amplifikasyon egrisi.

Cizelge 3.3. Visfatin, Nesfatin-1 ve MMP-9 genlerinin 2-2ACt degerleri

35 40

2/\-MACtDegerleri
Expression Fold Change P degeri
Visfatin 1,364147835 p<0.05
Nesfatin-1 1,307671349 p<0.05
MMP-9 0,751059963 p<0.05

*p degerleri kontrol grubuna gore belirlenmistir.
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4.TARTISMA

Bronkopulmoner displazi, 1967 yilinda Northway ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmistir. Aragtirmacilar, devamli yapay solunum ve yiiksek konsantrasyonda
oksijen ile tedavi edilen RDS tanist almis olan yenidoganlarda gelisen kronik
solunum disfonksiyonunun klinik, radyolojik ve patolojik tarifini yapmislar ve bu
durumu BPD olarak adlandirmiglardir (Northway ve ark., 1967).

Hastaligin etiyolojisi multifaktoriyel olmakla birlikte, prenatal ve postnatal
faktorlerin BPD olusumunda etkileri oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, taninin

on kosulunu preterm dogum olusturmaktadir.

Oksijen toksisitesi, barotravma, volutravma ve biyotravma BPD patogenezinin
coklu faktorleri olarak tammmlanmuslardir. Ozellikle biyotravmanin, inflamatuar
sitokinlerin ve kemokinlerin etkileri ile iliskili oldugu saptanmistir (Gien ve Kinsella
2011).

BPD'nin patogenezi hakkinda ¢ok sayida arastirma yapilmis olmasina ragmen,
molekiiler patogenezi bilinmemektedir ve hastaligi dnleme yontemleri yok denecek
kadar azdir. Yapilan baz bilateral aragtirmalarda da BPD’nin kalitsal bir hastalik
oldugu ileri siirtilmektedir, ki bu genetik calismalarin BPD patogenezi hakkinda
detayl bilgi verebildigi degerlendirilmektedir (Bhandari ve ark. 2006; Lavoie, Pham
ve Jang, 2008).

BPD daha onceleri hassas akcigerin ventilasyon iliskili hasar gérmesine bagl
akciger dokusunda fibrozis gelismesi ile karakterize olarak tanimlanmakta idi. Daha
nazik ventilasyon yOntemlerinin, antenatal steroid ve postnatal surfaktan
tedavilerinin kullanima girmesiyle birlikte BPD fenotipinde dramatik bir degisiklik
gdzlenmistir. “Yeni BPD”, azalmis alveolarizasyon ve vaskiilarizasyona bagli olarak
akciger gelisiminde duraksama ile karakterizedir (Jobe, 1999). BPD iliskili akciger

hasar1 geri doniisimsiizdiir ve iliskili komplikasyonlar erigkin hayatta da devam

113



etmektedir (Halvorsen, Skadberg, Eide ve ark., 2004; Aukland, 2009). Bu nedenle
BPD hem hastanin hem de ailesinin yasam kalitesi iizerinde olduk¢a etkili bir

hastaliktir.

BPD gelisiminden inflamasyonun sorumlu oldugu ve bu inflamasyonun da
mekanik ventilasyon, antenatal ve postnatal enfeksiyonlar ve hiperoksiye bagl
tetiklendigi diistintilmektedir (Ali, Schmidt, Dodd ve ark., 2013; Madurga ve ark.,
2013).

Adipokinler (adipositokinler), adipoz doku tarafindan salgilanan protein
mediatorleridir. Adipokinler, sadece enerji metabolizmasinin regiilasyonunda degil,
ayrica ¢esitli kronik inflamatuvar hastaliklardaki inflamatuvar yanitlarda da rol
oynamaktadirlar (Fantuzzi, 2005; Ouchi ve ark., 2011). Adiponektin ve leptin gibi
adipokinlerin, kronik obstriiktif pulmoner hastaliklarda gergeklesen inflamatuvar
proseslerdeki anlamli rollerine iligskin ¢ok fazla veri bulunmasina ragmen, nesfatin-1
ve visfatin gibi diger adipokinlerin inflamatuvar akciger hastaliklarindaki rollerine

dair literatlirde ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Nesfatin-1, 2006 yilinda kesfedilmis olan yeni bir adipokindir ve ilk olarak
ratlarda yapilan aghk ve viicut agirliginin kontrolii ile 1ilgili c¢alismalar ile
iliskilendirilmistir (Oh-I, Shimizu, Satoh ve ark.,2006). Nesfatin-1, insan adipoz
dokusundan sentezlenmektedir ve yapilan c¢alismalar TNF-a, IL-6, insiilin ve
deksametazonun Nesfatin-1 sentezini artirdigin1 gostermistir (Ramanjaneya, Chen, E.
Brown ve ark.,2010). Nesfatin-1’in ayn1 zamanda, ratlarda inflamatuvar yaniti ve
hiicre apoptozunu regiile ettigi (Tang ve ark., 2012), ve insanlarda kardiyoprotektif

etkiler gosterdigi bildirilmistir (Angelone, Filice, Pasqua ve ark., 2013).

Akciger hastaliklarinda Nesfatin-1 iizerine yapilmis birkag c¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalardan birinde akciger kanseri hastalarinda yag
kiitlesindeki degisiklikler ile (Cetinkaya, Karagoz, Bilgi ve ark., 2013) kistik fibrozis
ve diisik yag kiitlesine sahip olglarnda, nesfatin-1 plazma seviyelerinin 6nemli

olgiide yiiksek oldugu bulunmustur (Cohen ve ark., 2013).
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Visfatin, ayn1 zamanda nikotinamid fosforibozil-transferaz (NAMPT) adi ile
bilinmektedir ve ilk basta lenfositler, kemik iligi, karaciger ve kaslarda tanimlanmis
iken (Samal ve ark., 1994), daha sonra varlig1 akcigerlerde de gosterilmistir
(Adeghate ve ark., 2008). Proinflamatuvar bir sitokin olan IL-1’in pulmoner epitelyal
ve endotel hiicrelerinde visfatin ekspresyonunu artirdigi in vitro g¢aligmalar ile
gosterilmistir (Liu, Li, Cepeda ve ark. ,2009.). Ayrica, proinflamatuvar sitokinlerden
olan IL-6 (Ognjanovic ve Bryant-Greenwood, 2002.) ve TNF-a’nin (Igbal ve Zaidi,
2006) da visfatin ekspresyonunu uyardigi bildirilmistir. Granulositler ve monositler,
visfatinin major kaynaklari olup (Friebe, Neef, Kratzsch ve ark., 2011), visfatin
ayrica makrofajlar ve adipositler tarafindan da iretilmektedir (Curat, Wegner,
Sengen'es ve ark.,, 2006). Visfatinin inflamasyon ve dogal bagisikligin
regiilasyonunda yer alan proinflamatuvar bir sitokin oldugu bildirilmektedir
(Moschen ark., 2007; Luk, Malam, ve Marshall, 2008). Visfatin akcigerlerde gelisen
akut akciger hasari ile iligkili bulunmustur (Ye, Simon, Maloney ve ark., 2005).
Ayrica, visfatin sentezinin inhibisyonunun, inflamasyonu ve akciger endotelinde
siddetli virus infeksiyonu ile iligkili apoptozisi artirdig1 gosterilmistir (Gao, Mao,

Feng ve ark., 2011).

Bu tez calismasinda, BPD tanis1 almis ve saglikli goniillillerde, plazma
nesfatin-1 ve visfatin diizeyleri tayin edilmistir. Elde edilen sonuglara gére, nesfatin-
1 diizeyi agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamustir; ancak, visfatin
diizeylerinin BPD grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yliksek seyrettigi

saptanmistir (p<0.0001).

IL-8’in yanisira, TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi diger proinflamatuvar sitokinler de
erken inflamatuvar yanitin 6nemli mediatorleridir. Bu sitokinler, hipoksi, hiperoksi,
endotoksin ve diger bakteri hiicresi bilesenleri ile biyofiziksel faktorler tarafindan
uyarildiklarinda, alveolar makrofajlar, fibroblastlar, tip-2 pndmositler ve endotel
hiicreler tarafindan sentezlenmektedir (Lundstrom ve ark.,2000; Jobe ve lkegami,
1998). BPD gelisen yenidoganlarin solunum yolu salgilar1 ve bronkoalveolar
hiicrelerinde bu proinflamatuvar sitokinlerin protein diizeylerinin arttigit ve mRNA

sekresyonlarinin up-regiile oldugu bildirilmistir (Rindfleisch ve ark., 1996; Jones ve
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ark., 1996; Kotecha ve ark., 1996; LoMonaco ve ark., 1996; Jonsson ve ark., 1997;
Groneck ve ark., 2001).

Daha oOnce de bahsedildigi gibi, akcigerlerdeki inflamasyon BPD
patogenezinde anahtar role sahiptir. inflamatuar cevap, prenatal ve postnatal
enfeksiyonlarin yanisira, serbest oksijen radikallerinin isgali, pozitif basingh
ventilasyon, patent duktus arteriyozus’a bagli akciger kan akiminda artistan da
etkilenmektedir. Boylelikle havayollarinda ve akciger dokusuna inflamatuar hiicreler,
sitokinler ve hiimoral mediyatorler go¢ etmeye baslamaktadirlar. Bu mediyatorler,
hiicre biitiinliigline etki ederek, apoptozisi uyararak akciger yapisi iizerine dogrudan
zarar verici etkiye neden olmaktadirlar. Insan ve hayvan modellerinde yapilan

arastirmalar da bu olusumu desteklemektedirler.

Moss ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir arastirmada, preterm kuzularda
intrauterin tek doz endotoksin uygulamasi sonrasinda ¢esitli inflamatuar belirteglerin
belirginlestigi bununla birlikte alveolar ve akciger damar gelisiminin etkilendigi

saptanmistir.

Fujimura ve ark., (1989) tarafindan yapilan bir diger arastirmada, BPD olusan
prematiirelerde ilk 72 saat igerisinde, yiiksek IgM seviyeleri saptanmis, ayrica bu
bebeklerin trakeobronsiyal sivisinda notrofil, makrofaj, IL-6, 1L-8, TNF-o gibi

inflamasyon belirteglerinin diizeylerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir

Kord kanindan alinan 6rnek ile yapilan bir diger arastirmada, infantlarda
yiiksek diizeyde IL-8 seviyesi tespit edilerek BPD siddeti ile iliskili oldugu rapor

edilmistir (Paananen ve ark., 2009).

Koriyoamnionit varliginda amniyotik sivida ve kanda IL-6, IL-8, TNF-a gibi
sitokin seviyelerinin yiiksek seyrettigi saptanmistir (Muhumuza ve ark., 2004;
Thompson ve Bhandari 2008).
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Antenatal donemde meydana gelen enfeksiyon ya da inflamasyon ve
Ureaplasma urealyticum isimli bakterinin varligi dogum sirasinda bebeklerin
havayollarmin inflamatuar etkenlere maruz kalmalarina neden oldugu bildirilmistir
(Yoder ve ark., 2003). Bir diger ¢alismada, 23-32 hafta arasinda dogan bebeklerin
%23 niin umbilikal kan kiiltiirlerinde genital Ureaplasma urealyticum ve
Mycoplasma hominis bakterileri tespit edilmis olup, olusan sistemik inflamatuar
yanit nedeniyle s6z konusu durumun BPD gelisimi ile iligkili oldugu ileri

striilmistiir (Goldenberg ve ark., 2008).

Son aragtirmalarda, mast hiicreleri gibi baska hiicresel dizilerin de akciger
dokusunda biriktigi ve periferik kandaki reaktif T hiicrelerinin de BPD gelisimini
etkiledigi diistiniilmektedir (Shahzad ve ark., 2016).

Bagisiklik sistemi 1ile mikrobiyal patojenler arasindaki etkilesimin
karmagiklig1 da patojen enfeksiyonunun BPD gelisimi iizerindeki etkilerinin g¢eligkili

sonuglarina neden olmaktadir (Shahzad ve ark., 2016).

MMP-2 ve MMP-9, inflamatuar akciger hasari ile iliskili jelatinazlardir.
Jelatinazlar, hiicre digi matrisin proteinlerine hasar vermekte, damar olusumunu
indiiklemekte, hiicre gb¢iinii arttirmakta, proinflamatuar sitokinleri aktive etmekte ya
da etkisiz hale getirmekte, yeni damar olusumunu degistirmekte, inflamatuar
hiicrelerin ~ gocilinii  arttirmakta, boylelikle akcigerler dokusunun yeniden

sekillenmesine neden olmaktadir.

MMP-9, kemik iliginde ndtrofil ve eozinofil graniillerinde sentezlenmekte ve
depolanmaktadir. IL-183, makrofajlar, Clara hiicreleri, alveolar tip II hiicreler, diiz kas
hiicreleri, fibroblastlar ve bronsiyal epitel hiicreleri de MMP-9 iiretimini
indiiklemektedirler. Akcigerlerde artan MMP-9 aktivitesinin, yenidogan bebeklerde
ve hayvan modellerinde BPD gelisimi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Speer 2006).
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Bu tez c¢alismasinda, BPD tanisi konmus hastalardan alinan plazma
orneklerinde BPD ile iliskili oldugu gosterilen, IL-4 IL-6, IL-8, 1L-10, TNF-a Nf-xB
ve MMP-9 proteinlerinin plazma diizeyleri, inflamasyon belirte¢lerinden MMP-9
mRNA ekspresyonunu tayinleri yapilmis ve elde edilen sonuglar saglikli kontrol

grubu sonuglari ile karsilagtirilmistir.

Pulmoner inflamasyon, BPD’nin patogenezinde anahtar bir 6zelliktir. Cesitli
risk faktorleri ile indiiklenen bu inflamatuar proses, inflamatuar hiicreler, sitokinler
ve erken dogan prematiirelerin pulmoner doku ve solunum yollarindaki humoral
aracilarin varligi ile karakterizedir. Ayrica yapilan arastirmalar, erken dogan ve
BPD’nin ¢esitli evrelerindeki prematiirelerin solunum yollarinda, ¢ok fazla sayida
inflamatuar hiicre bulundugunu bildirmektedir. inflamatuar proses sirasinda, cok
sayida aract molekiil, akciger dokusunun yapisinda, hiicre biitiinliigiinii etkileyen ve
apoptozu indiikleyen zararli etkiler meydana getirmektedir. IL-8’in yanisira, TNF-a,
IL-1 ve IL-6 gibi diger proinlamatuar sitokinler, erken inflamatuar yanitin
gelismesinde Onemli aract molekiillerdir. Bu sitokinler, hipoksi, hiperoksi,
endotoksin, diger bakteri hiicre duvar1 bilesenleri ve biyofiziksel faktorler ile
uyarildiklarinda, alveolar makrofajlar, fibroblastlar, tip II pnomositler ve endotel

hiicreler tarafindan sentezlenmektedir (Kiiltiirsay, 2003).
Sonug olarak elde edilen veriler, BPD hastalarinda Visfatin diizeylerindeki

anlamli degisikligin, BPD’de inflamasyon gelisme riski ile iliski gosterdigini

ortaya koymustur.
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SONUC ve ONERILER

Bu calismada, BPD tanist konmus hastalar ile saglikli goniilliilerde, son
yillarda tanimlanmis olan yeni adipositokinler olan plazma nesfatin-1 ve visfatin
diizeyleri ve MRNA eksprsyonu tayinleri, BPD ile iligkili oldugu gosterilen, 1L-4 IL-
6, IL-8, IL-10, TNF-a Nf-«xB ve MMP-9 proteinlerinin plazma diizeyleri,
inflamasyon belirteglerinden MMP-9 mRNA ekspresyonunu tayinleri yapilmis ve

elde edilen sonuglar saglikli kontrol grubu sonuglari ile karsilastiriimistir.

Calisma sonuglarina gore, plazma nesfatin-1 diizeyi agisindan gruplar arasinda
anlaml1 bir fark bulunmamustir; ancak, visfatin, MMP-9 ve Nf-kB diizeylerinin BPD
grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmustir. IL-4, IL-
10 diizeyleri ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamistir.

Elde edilen korelasyon bulgularina gére, BPD grubuna ait Visfatin diizeyi
ile hastalarin MMP-9 ve Nf-kB degerleri arasinda istatistiksel anlamli bir

korelasyon saptanmamustir.

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda, prematiirite, mekanik ventilasyon,
antenatal/postnatal inflamasyon, enfeksiyon, pulmoner 6dem, genetik faktorler gibi
BPD i¢in ¢oklu risk faktorii oldugu bilinmektedir. Bunlarin tek basina ya da ¢ogunun
bir arada gozlendigi durumlar olabilmekte ve bu parametreler sonuglara etki

edebilecek faktorler olarak degerlendirilmektedirler.

Calismamizda, BPD hastalarinda Visfatin, MMP-9 ve Nf-kB diizeylerindeki
anlaml degisikliklerin, BPD’de inflamasyon gelisme riski ile iligkili oldugu ortaya
konulmustur. Bu tez c¢alismasi sonucunda elde edilen verilerin, BPD hastalarinda

klinik hedef olarak anlam tasiyacagi diisiiniilmektedir.

119



OZET

Bronkopulmoner Displazi Hastalarinda Cesitli Adipositokin Diizeyleri ve Inflamatuar
Mikrocevre Iliskisinin Arastirilmasi

Bronkopulmoner displazi, 1967 yilinda Northwayve arkadaglar1 tarafindan
tanimlanmigtir. Arastirmacilar, devamli yapay solunum ve yiiksek konsantrasyonda oksijen
ile tedavi edilen RDS tanist almis olan yenidoganlarda gelisen kronik solunum
disfonksiyonunun klinik, radyolojik ve patolojik tarifini yapmislar ve bu durumu BPD olarak
adlandirmiglardir. Hastaligin etiyolojisi multifaktoriyel olmakla birlikte, prenatal ve
postnatal faktorlerin BPD gelisiminde rolleri oldugu bilinmektedir. Ancak, taninin 6n
kosulunu preterm dogum olusturmaktadir. Oksijen toksisitesi, barotravma, volutravma ve
biyotravma BPD patogenezinin ¢oklu faktorleri olarak tanimlanmiglardir. Ozellikle
biyotravmanin, inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin etkileri ile iliskili oldugu
saptanmistir. Pulmoner inflamasyon, BPD’nin patogenezinde anahtar bir ozelliktir. Cesitli
risk faktorler ile indiiklenen bu inflamatuvar proses, inflamatuvar hiicreler, sitokinler ve
erken dogan prematiirlerin pulmoner doku ve solunum yollarindaki humoral aracilarin
varlig1 ile karakterizedir. Ayrica yapilan arastirmalar, erken dogan ve BPD’nin cesitli
evrelerindeki prematiirlerin solunum yollarinda, ¢ok fazla sayida inflamatuvar hiicre
bulundugunu bildirmektedir. Inflamatuvar proses sirasinda, ¢ok sayida aract molekiil,
akciger dokusunun yapisinda, hiicre biitiinliigiinii etkileyen ve apoptoozu indiikleyen zararl
etkiler meydana getirmektedir. IL-8 yanmi sira, TNF-o, IL-4, ve IL-6 gibi diger
proinlamatuvar sitokinler erken inflamatuvar yanitin gelismesinde O6nemli araci
molekiillerdir. Adipokinler, adipoz doku tarafindan salgilanan protein yapisinda
mediatorleridir. Adipokinler, sadece enerji metabolizmasinin regiilasyonunda degil, ayrica
cesitli kronik inflamatuvar hastaliklardaki inflamatuvar yanitlarda da rol oynamaktadirlar.
Adiponektin ve leptin gibi adipokinlerin, kronik obstriiktif pulmoner hastaliklarda
gerceklesen inflamatuvar proseslerdeki anlamli rollerine iliskin ¢ok fazla veri bulunmasina
ragmen, nesfatin-1 ve visfatin gibi diger adipokinlerin inflamatuvar akciger hastaliklarindaki
rollerine dair ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Calismamizda, BPD tanist konmus hastalar ile
saglikli goniillillerde, son yillarda tanimlanmis olan yeni adipositokinler olan plazma
nesfatin-1 ve visfatin diizeyleri ve mRNA eksprsyonu tayinleri, BPD ile iliskili oldugu
gosterilen, IL-4 IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a Nf-kB ve MMP-9 proteinlerinin plazma diizeyleri,
inflamasyon belirteclerinden MMP-9 mRNA ekspresyonunu tayinleri yapilmistir.
Calismamiz sonucunda elde edilen veriler, BPD hastalarinda Visfatin diizeylerindeki anlamli
degisikliklerin, BPD’de inflamasyon gelisme riski ile iligkili oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Sozciikler: Adipokin, Bronkopulmoner Displazi, Inflamasyon, Nesfatin-1,
Visfatin.
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SUMMARY

Investigation of Various Adipocytokines Levels and Inflammatory
Microenvironment in Patients with Bronchopulmonary Dysplasia

Bronchopulmonary dysplasia was described by Northway et al in 1967. Researchers
have made a clinical, radiological, and pathological description of chronic respiratory
dysfunction in newborns diagnosed with RDS treated with continuous artificial
respiration and high concentrations of oxygen, and named this condition BPD. Although
the etiology of the disease is multifactorial, it is known that prenatal and postnatal factors
play a role in the development of BPD. However, preterm delivery is the prerequisite for
diagnosis. Oxygen toxicity, barotrauma, volutrauma and biotrauma have been defined as
multiple factors of BPD pathogenesis. Especially biotrauma has been found to be
associated with the effects of inflammatory cytokines and chemokines. Pulmonary
inflammation is a key feature in the pathogenesis of BPD. This inflammatory process,
induced by various risk factors, is characterized by the presence of inflammatory cells,
cytokines and humoral mediators in the pulmonary tissue and respiratory tract of preterm
premature babies. In addition, studies have reported that there are too many
inflammatory cells in the respiratory tract of premature babies and at various stages of
BPD. During the inflammatory process, a large number of mediator molecules produce
detrimental effects on the structure of the lung tissue, affecting cell integrity and
inducing apoptosis. In addition to I1L-8, other pro-inflammatory cytokines such as TNF-
a, IL-4, and IL-6 are important mediators in the development of an early inflammatory
response. Adipokines are protein mediators secreted by adipose tissue. Adipokines play a
role not only in the regulation of energy metabolism but also in inflammatory responses
in various chronic inflammatory diseases. Although there is abundant data on the
significant roles of adipokines such as adiponectin and leptin in the inflammatory
processes occurring in chronic obstructive pulmonary diseases, little is known about the
roles of other adipokines such as nesfatin-1 and visfatin in inflammatory lung diseases.
Determination of plasma nesfatin-1 and visfatin levels and mRNA expression, which are
new adipocytokines, recently defined in patients diagnosed with BPD and healthy
volunteers, plasma levels of IL-4 IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a Nf-kB and MMP-9 proteins
shown to be associated with BPD, and MMP-9 mRNA expression, one of the
inflammation markers, were determined. The data obtained as a result of our study
revealed that significant changes in Visfatin levels in BPD patients are associated with
the risk of developing inflammation in BPD.

Keywords: Adipokine, Bronchopulmonary Dysplasia, Inflammation, Nesfatin-1,
Visfatin.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN AGIK ADI

Brockopulmoner Displazi Hastalanoda Cesithi Adipositokin Dlzeyleri ve
Enflamatuver Miksogevre lligkisinin Arngtinimas:

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL XODU

- ETIK KURULUN ADI Ankara Oniversitesi Tip Fakultesi Klinik Aragtsrmalar Etik Kerulu
u 0 . . = - ———
_S. ;_4 AGIK ADRESI: 2::.; %vgﬁn Tip Fakaltes: Morfolojl Binast 06100
;g TELEFON 0312 595 8227
== FAKS 031231063 0
E-POSTA etik@medicine.ankara.edu.tr
KOORDINATOR/SORUMLU A
ARASTIRMACI Dog.Dr.Filiz BAKAR ATES
UNVANVADISOYADI
T KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ LZMANLIK | Biyokimya
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ARASTIRMACININ Ankara Universitesi Eczacilik FakOitesi Biyokimya Anabilim
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| defesiendinme caligmalary
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Diger ise beliminiz:V aka-Kontrol Aragirmast
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OZGECMIS

I-Bireysel Bilgiler

Adi Berna

Soyadi Hoti

Dogum yeri ve tarihi Prizren / 20.04.1985
Uyrugu Kosova

Medeni Durumu Bekar

fletisim Adresi ve telefonu ecz.bernahoti@gmail.com /0553 690
86 84

II-Egitimi
Doktora: Ankara Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Anabilim

Dal1 (2016-...)

Yiiksek isans: Ankara Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Klinik
Eczacilik Anabilim Dal1 Klinik
Eczacilik (2010-2015) ANKARA

Universite: Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi (2005-2010)

ANKARA

Lise: “Gjon Buzuku” Fen-Matematik
Lisesi (2000-2004) Prizren/KOSOVA

[lkokul ve ortaokul: “Abdyl Frasheri”
(1992-2000) Prizren/KOSOVA

Yabanci Diller
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111-Unvanlan

IV-Mesleki Deneyimi

V- Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar

VI-Bilimsel lgi Alanlan

Arnavutca

Ingilizce

Eczaci- 2010

Uzman Eczaci- 2015

2016-... Tirk Eczacilar1  Birligi

Planlama ve Koordinasyon Uzmani

2015: Tirk Eczacilar1 Birligi TEBRP

birim eczacisi

2013-2015: Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklar1 Bilim Dali, Klinik Staj

2012-2014: Tirk Eczacilarn Birligi
Iktisadi Isletmesi — ithal Ila¢ Birimi,

stajyer eczaci

2010-2011: Tirk Eczacilarn Birligi
TEBEOS/TEBRP, stajyer eczaci

Arif Ahmet Basaran, Ilkay Erdogan Orhan,
Bensu Karahalil, Ayse Nursen Basaran.
Berna Hoti. Tirk Eczacilari Birligi
Yaynlar1 Tibbi Bitkisel Uriinler El Kitabu,
Temmuz, 20109.
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Figen Tirnaksiz, Aysegiil Karatag, Niliifer
Tarmme1, Fisun Acartiirk, Nevin Celebi,
Ceyda Akkus Aslan, Fatmanur Tugcu
Demirdz, Sibel Ilbasmis Tamer, Aslihan
H.Algan, Berna Hoti. Tirk Eczacilari
Birligi Yayinlar1 “Majistral ilag Rehberi”
Haziran, 2015

Melike Sucu, Berna Hoti, Tugba Giinbatan,
Filiz Bakar-Ates, Ilhan Giirbiiz, Erdal Bedir,
Hayri Duman, Ceyda Sibel Kilig (2019).
Cytotoxicity Guided Fractionation Studies
on Ferulago Syriaca Roots Against Various
Cancer Cell Lines, pp: 169, The Fifth
International Mediterranean Symposium on
Medicinal and Aromatic Plants, April 24-
26, 2019, Cappadocia, Turkey.

Elif Dilmag, Berna Hoti, Tugba Gtinbatan,
Filiz Bakar-Ates, Ilhan Giirbiiz, Erdal Bedir,
Hayri Duman, Ceyda Sibel Kilig (2019).
Cytotoxicity Guided Fractionation Studies
on Ferulago Macrosciadia Roots Against
A549, MCF-7, PC3 and SW480 Cancer Cell
Lines, pp: 170, The Fifth International
Mediterranean Symposium on Medicinal
and Aromatic Plants, April 24-26, 2019,
Cappadocia, Turkey

Filiz Bakar-Ates!, Berna Hoti!, Ilhan
Gurbuz?, Tugba Gunbatan?, Hayri Duman?,
Ceyda Sibel Kilic* (2020). The cytotoxic
and apoptotic effects of Ferulago W. Koch
extracts on various cancer cell lines. Turkish
Journal of Biochemistry, doi:10.1515/tjb-
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VI1I-Bilimsel Etkinlikleri

Aldig1 Burslar

Odiiller

Projeleri

VI1II-Diger Bilgiler
Stajlar

2020-0225

Milli Egitim Bakanligi Bursu (Lisans

Egitimi Dénemi)

Tiirk Eczacilar1 Birligi 11.Bolge Ankara
Eczaci Odas1 Basar1 Belgesi (14.05.2016)

Tedavide Kullanimda Olan Antikolinerjik
Ilag (Spazm Giderici ve Agr1 Kesici )
Kombinasyonlarinda Kullanilan Etken
Maddeler Ve Kimyasal Yapilar ( Prof.Dr.
Dogu NEBIOGLU danismanliginda lisans

egitimi aragtirma projesi)

Eczane Staj1 “Lokman Hekim” Eczanesi —

Istanbul (23.06.2008 — 23.07.2008)

Eczane Staj1 “Dizdari Eczanesi” Prizren
(25.072008 — 08.09.2008)

Eczane Staj1 “Dizdari Eczanesi” Prizren
(01.07.2009 — 17.08.2009)

Ankara Universitesi ibn-I Sina Hastanesi
Hastane Eczanesi Staji (15.02.2010 —
15.04.2010)

Ankara Universitesi Ibn-1 Sina Hastanesi

Kardiyoloji ABD, Endokrinoloji ABD,
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Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci
Hastanesi Pediyatrik Hematoloji-Onkoloji
ABD,Klinik Staj (02/2011 — 05/2011)

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci
Hastanesi Pediyatrik Hematoloji-Onkoloji
ABD, Klinik Staj (10/2011 — 12/2011)

Egitim ve Seminerler
English course Go-1, Prizren
English Course Go-3, Prizren (26.06.2000)

Pre intermediate — Lower Secondary —
Junior Learners (13.06.2001)

English Blueprint intermediate, Prizren
(25.06.2002)

MS Exel & Microsoft Office Word 2000 &
Powerpoint, Prizren (04.08.2000 -
26.09.2000)

Tiirk Eczacilan Birligi Eczacilik Akademisi
“Temel ilk Yardim” Egitimi (06. — 07 Mart
2010)

Tiirk Eczacilar Birligi Eczacilik Akademisi
“Kozmetik/Dermokozmetik™ meslek igi

egitim semineri (27 -28 Mart 2010)

Tiirk Eczacilan Birligi Eczacilik Akademisi
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“Diyabet” meslek i¢i egitim semineri
(04/2010)

Tiirk Eczacilar1 Birligi Eczacilik Akademisi
“Romatizmal Hastaliklar/Artrit”
Meslek I¢i Egitim Semineri (29.05.2010)

Tiirk Eczacilan Birligi Eczacilik Akademisi
“Koroner arter hastaliklarinda eczacinin

rolii” Meslek i¢i Egitim Semineri
(26.06.2010)

Tiirk Eczacilar1 Birligi Eczacilik Akademisi
“Iyi Eczacilik Uygulamalari-Klinik
Eczacilik- Farmasotik Bakim”

Meslek I¢i Egitim Semineri (02/2011)

Tiirk Eczacilan Birligi Eczacilik Akademisi
“Eczane Yo6netimi” Meslek i¢i Egitim

Semineri (26.02.2011)

Tiirk Eczacilar1 Birligi Eczacilik Akademisi
“Danisman Eczac1” Meslek I¢i Egitim

Semineri (27.02.2011)

Tiirk Eczacilan Birligi 11. Tirkiye
Eczacilik Kongresi (18 — 21 Ekim
2012)

Tiirk Eczacilan Birligi Eczacilik Akademisi

“Bczacilik Isaret Dili Kursu” (19.01.2013)

Tiirk Eczacilan Birligi

Segim OSGB s Saghgi ve Giivenligi
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Genel Kurallar1 ve Glivenlik Kiltira

Egitimi 21.12.2017)

T.C. Saglik Bakanligi Halk Sagligi Genel
Miidiirligi

“Bobrek Hastaliklarina Yonelik Saglik
Personeli igin Egitim Materyali Hazirlama

Calistay1” (15-16.10.2018)

Tiirk Eczacilar1 Birligi 14.Tiirkiye Eczacilik
Kongresi (1-3.11.2018)

T.C. Saglik bakanlig1r Dr. Abdurrahman
Yurtaslan Ankara Onkoloji Egitim Ve
Aragtirma Hastanesi “II.Kapsamli Kanser
Merkezlerinde Klinik Eczacilik
Sempozyumu” (6.11.2018)

Tiirk Eczacilart Birligi Genglik Komisyonu

I1.Ulusal Kongresi (22-24.02.2019)

Tiirk Eczacilan Birligi Uluslararasi
Eczacilik Federasyonu Bolgesel Konferansi

(23-25.10.2019)
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