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1. KISALTMALAR

IG A - - : Immiinglobiilin A
(L€ J——— : Immiinglobiilin G
| (o0, (RS —— : Immiinglobiilin M
NO --—--m-mmeme- : Nitrik Oksit
11\ (O] ———— : Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz
cNOS -----—--—--—- : Olusturulan Nitrik Oksit Sentetaz
K e : Kontrol Grubu
N - : Nekrotizan Enterokolit Grubu
S - : Sem Grubu
J D : Tedavi Grubu
NEK ---mmemeeeeee : Nekrotizan Enterokolit
(€] (S : Gastrointestinal Sistem
PAF - : Trombosit Aktive Edici Faktor
TNF-q ------------ : Timor Nekrozis Faktor Alfa
MPO -------------- : Miyeloperoksidaz
| - Interlokin 6
3\ [ : Interferon
LPS - : Lipopolisakkarit

D) D)\ E— : Diisiik dogum agirlikli



2. GIRIS VE AMAC

Nekrotizan enterokolit (NEK) yenidoganlarin en sik acil cerrahi miidahale gerektiren,
mukozadan baslaylp tiim katlar1 tutabilen inflamasyon ve nekroz ile karakterize,
gastrointestinal sistemin (GIS) ilerleyici bir hastahgidir. NEK, klasik olarak prematiir ve
diisikk dogum agirlikli (DDA) bebeklerin hastaligi olarak bilinir. NEK’e bagli 6liim insidansi
gittikce artmaktadir. Yenidogan yogun bakim {initelerinde hasta takip ve tedavi
uygulamalarinin gelismesi ile 6zellikle yenidoganin respiratuar distres sendromu tedavisinde
basar1 saglanmasi ve prematiire bakiminin gelismesi bu hastaligin goriilme sikligin1 daha da
arttirmisgtir 12

Onemi gittikce artmasina ragmen hastalifin etyopatogenezi tam olarak ortaya
konulamamistir. Prematiirite, hipoksi, beslenme, farmakolojik ajanlar, infeksiyon, sitokinler,
barsak bariyerinin bozulmasina sebep olan etkenler gibi birgok faktdr suclanmaktadir. Ama
bunlar arasinda kesinlesmis etyolojik faktdr heniiz ortaya konamanustir ',

NEK klasik olarak prematiire ve diisik dogum agirlikli bebeklerin hastalig
oldugundan, sadece barsagin koruyucu faktorlerinin immatiiritesinden kaynaklaniyor olmasi
daha akla yatkin gelmektedir. Bu bariyer liimendeki bakterilerin sisteme ulagmasini
engelleyecek karmasik anatomik ve fonksiyonal oOzelliklere sahiptir. Bariyerin spesifik
kanadinda yer alan immiin sistem komponentleri B ve T hiicreleri ve immiinglobiilinlerdir.
Yenidogan bebeklerde intestinal B ve T lenfositleri diisiik sayidadir. Prematiir bebeklerin
barsaklarindaki sekretuar IgA, IgG ve IgM diizeyleri diisliktiir. IgA bakterileri baglayarak
onlarin barsak mukozasina yapigsmalarini 6nleyen barsagin koruyucu mukozal baryerinin

34 NEK riski tagiyan yenidoganlarda yapilan

olusmasinda hayati bir Oneme sahiptir
caligmalarin bir kisminda oral verilen kombine immiinglobiilinlerin NEK insidansini azalttig1

ortaya konarken bir kisminda ise koruycu etkilerinin olmadigini gésteren ¢alismalar vardir >



" Ancak immiinglobiilin A’nin tek bagma oral yolla verildiginde NEK olusumunu 6nleyici
etkisini arastiran calismalara literatiirde rastlanmamustir °.
Calismamizda; deneysel olarak olusturulan nekrotizan enterokolit modelinde, oral

yoldan verilen immiinglobiilin A’nin rat barsagin1 koruyucu etkisini arastirmay1 amagladik.



3. GENEL BILGILER
3.1.NEKROTIiZAN ENTEROKOLIT

NEK, diisiik dogum agirlikli ve prematiir yenidoganlarin GiS’ini tutan ve 6liimciil
seyreden hastaligidir. Cocuk Cerrahisi agisindan onemi gittikge artan ve birgok yonden tam
olarak anlagilamayan NEK, 1960 yilinin ortalarina kadar infantlarin mortalite ve
morbiditesinde dnemli bir sebep degildi. Daha sonra yenidogan yogun bakim iinitelerinde
GIS’in 6nemli bir hastaligi olarak &ne ¢ikti. NEK, yenidoganlarda en sik acil cerrahi
gerektiren bir patoloji olup, diger cerrahi miidahale gerektiren GIS hastaliklarindan daha
yiiksek mortaliteye sahiptir 2.

NEK her ne kadar mideden aniise kadar GIS’i tutabilse de, daha ¢ok distal ince barsak
ve proksimal kolonu tutan, sinirli mukozal harabiyetten total nekroza kadar degisen bir
spektrum gosterir . Son 30 yil igindeki bilgi birikimine ve yenidogan yogun bakim
tekniklerindeki ilerlemelere ragmen, NEK mortalitesi hala diger konjenital gastrointestinal
anomalilerden daha yiiksektir *. Mortalite oran1 %10-50 arasinda degismektedir ve
pannekrozda oran daha da artmaktadir '*.

Cok sayidaki klinik ve deneysel calismaya ragmen NEK patogenezi tam olarak
anlasilmis degildir.

NEK etyopatogenezi tam olarak ortaya konulamadigindan, multifaktoriyel oldugu kabul
edilir. Retrospektif olarak yapilan calismalarda bu hastaligin ortaya ¢ikisinda barsak mukozasi
kan akimini azaltan durumlarin, hipoksinin, prematiir bebegin barsak motilitesindeki
bozuklugun ve immatiir bir mukozal bariyere sahip olmasinin, hiperosmolar beslenmenin ve
baz1 enfeksiyon ajanlarinin sorumlu oldugu bildirilmistir >'>'*,

3.1.1. TARIHCE
Yaklagik 150 yildir literatirde benzer klinik tablolarla seyreden hastaliklar

bildirilmesine ragmen, 1960 6ncesi hastalik ile ilgili literatiir yok denebilecek kadar azdir.



1800’1 yillarin baslarindan itibaren literatiirde NEK’e benzer olgular tanimlanmis olmasina
ragmen bunlarin 6nemli bir kismmin NEK olup olmadigi kuskuludir *°. NEK’le ilgili ilk
yayimnlar 1888 ve 1891 yillarinda Paltauf ve Generisch tarafindan rapor edilmistir. Bu
hastaliga nekrotizan enterokolit adi ilk kez 1953’de Schmid ve Quasier tarafindan
verilmistir’®. Basarili tedavi ilk olarak 1943 yilinda, lokalize NEK’li bir yenidoganda gelisen
distansiyona bagl ileal perforasyona primer siitiir konularak gerceklestirildi *'~*.
3.1.2. INSIDANS

NEK’li hastalarin goriilme sikligin1 tahmin etmek zordur. Bu durum, bolgelere gore
farkliliklar olmasi, kurumlardaki kayitlarin giivenilirligi ve kayit dis1 dogumlara baghdir .
ABD’de NEK insidans1 1000 canli dogumda 1-3, yenidogan yogun bakim iinitelerine yatan
yenidoganlarda da % 0,8- 8, (ortalama % 2-4) oraninda goériiliir ve her yil 3000-5000
yenidogan etkilenir **°.

Cok diisiikk dogum agirlikli (CDDA) (<1500 gr) yenidoganlarin baz iilkelerdeki NEK
insidanslar1: Japonyada % 1-2, Avusturya’da % 7, Yunanistan’da % 10, Arjantin’de % 14 ve
Hong Kong’da % 28 olarak bildirilmistir ‘

Kizlarda ve erkeklerde ayni oranda goriiliir. Irk ve sosyoekonomi arasindaki farkliligin,
NEK’1n goriilme siklig1 iizerine etkisi gosterilememistir. NEK yenidoganlarin % 90’nindan
fazlas1 2000, % 48-58’1 1500 gr altindadir. Viicut agirligt 1500 gramin altinda olan
bebeklerde NEK goriilme siklig1 daha yiiksektir (% 10- 15) .

3.1.3. EPIDEMIYOLOJi VE PATOGENEZ

Cok sayidaki klinik ve deneysel ¢alismaya ragmen NEK’in etyopatogenezi tam olarak
aciklanamamakla beraber su¢lanan bazi faktorler sunlardir:
3.1.3.1. GESTASYONEL YAS VE DUSUK DOGUM AGIRLIGI

NEK gelisimi dogum agirlig1 ile ters orantilidir. Savunulan diger goriis ise gestasyonel

yasin diisiik dogum agirligindan daha 6nemli oldugudur. Ortalama 33,4 haftadan daha 6nce



doganlar NEK gelisimi acisindan yiiksek riske sahiptir . Gestasyonel yas 35-36 haftay1
gecince NEK goriilme riskinde belirgin bir azalma goriilmektedir.

CDDA bebekler ve 28 haftadan énce dogan bebekler NEK e en duyarli gruplardir '
Erken dogan infantlar, mukozal defansin iyi gelismemis olmasi, barsagin anormal bakteri
kolonizasyonu, asir1 inflamatuar cevap, intestinal kan akiminin anormal diizenlenmesi ve
peristaltizmin azalmasi gibi bazi faktorler NEK’in olugmasinda en 6nemli risk faktorleri
olarak kabul edilmistir >*. Preterm bebeklerde barsak immun sisteminin iyi gelismemis olmasi
barsak bakterilerine kars1 direnci azaltmaktadir. Immatiir barsakta IgA sekresyonunun az
oldugu gosterilmistir >

Kliegman ve Fanaroff '* ¢alismalarinda diisiik dogum agirhgimin NEK patogenezinde
onemli rol oynadigin1 gdstermiglerdir. Ortalama 31 haftalik ( ortalama dogum agirlig1 1460
gr) 123 yenidogan iizerinde yapilan bir calismada % 7,3 ve % 10,5 oraninda NEK
bildirilmistir.

2001°de Uluslar Arast Cocuk Sagligi ve Insan Gelisimi Enstitiisiiniin  (NICHD)
tarafindan 14 yenidogan merkezinde yapilan ¢alismada 401 gr ile 1500 gr arasindaki CDDA
larda NEK insidans1 % 7 iken, 501 ile 600 gr arasindaki CDDA yenidoganlarda ise % 15 e
yiikselmektedir .
3.1.3.2. BESLENME

Infantlarin yaklasik % 90 ninda NEK oral beslenmeden sonra gelisirken, yalnizca % 10
‘undan azinda ise oral beslenme oncesi goriilmektedir 2. Prematiir bebeklerde, &zellikle
beslenmeyi ¢ok arttirmanin NEK patogenezinde rol aldigi sdylensede yapilan ¢aligmalarda
hizli veya yavas beslenme uygulamalari arasinda risk agisindan herhangi bir fark
goriilmemistir °.

NEK gelisen bebeklerin % 90-95°’1 ticari mamalarla beslenmistir. Buna karsilik

prematiire bebeklerde oral beslenmeyi geciktirerek veya voliimii azaltarak NEK’i dnlemeye



yonelik caligmalar hastaligin insidansini diisiirmede tartismali sonuglar vermistir. Yakin
zamanda yapilan c¢alismalar gostermistir ki anne siitii tim enfeksiyonlar ve NEK i¢in
koruyucu role sahiptir 2",

Anne siitii bebekleri alt solunum yolu enfeksiyonlari, ortak kulak iltihabi, menenjit ve
bakteriyemiden oldugu kadar NEK’ten de koruyan en énemli etken gibi gériinmektedir *°.
Anne siitii icerdigi salgisal IgA, IgG, IgM ve lizozim gibi etkenlerle pasif bagisiklik olusturur

¥ Ik giinlerde igerdigi IgG diizeylerinin  diisik olmasma ragmen, yiiksek

4
30 Anne

konsantrasyonlardaki IgA, yenidoganin GIS’ini patolojik ajanlara kars1 korur
stitiindeki lizozimin, bir¢ok mikroorganizmayi lizise ugrattigi in vitro olarak gdsterilmistir.
Laktoferrin de, liimen icindeki serbest demiri baglayarak bakterilerin kolonizasyonu igin
gerekli olan ortamin olugsumunu 6nler. Anne siitii, igerdigi bifidus faktoriin etkisiyle gram (+)
anaerobik bir bakteri olan Lactobacillus bifidus’un ¢ogalmasini saglayarak patojen
mikroorganizmalarin yerlesmesine engel olur’'. Lactobacillus bifidus normal beslenen
bebeklerin sindirim sisteminde 6nde gelen bakteriyken, prematiir ve formiile mamalarla
beslenen bebeklerde NEK insidansi yiiksektir’'.

Formiila mamalarla beslenen prematiirlerde NEK insidansi anne siitiiyle beslenenlere
nazaran 620 kez daha yiiksektir. Ancak NEK’li bebeklerin % 6—-10 ‘u enteral beslenmeyen
ve parenteral yoldan beslenen bebeklerdir *.

Yenidoganlarda goriilen karbonhidrat emilim bozuklugu, enterik bakterilerin etkisi ile
karbonhidratlar1 fermantasyona ugratarak yag asitlerine doniistiiriir. Normal fizyolojik
kosullarda, bu yag asitleri bikarbonata doniistiiriilerek liimen i¢i PH nin 7 civarinda tutulmasi
saglanir. Bu mekanizmadaki bozukluk, PH’ nin 5’in altina diismesine ve bakteriyel invazyonu
kolaylastiran mukoza hasarina neden olur. Fermantasyon sirasinda hidrojen gazi olusur ve

bunun barsak katmanlarina yayilmasiyla pndmatozis intestinalis tablosu gelisir. Mama ile

beslenmeyen, ancak NEK gelisen hastalarda bu tablonun gozlenmedigi ileri siiriilmektedir '>?



3.1.3.3 INFEKSIYON AJANLARI

Normal sartlarda bir yenidoganda GIS’in fizyolojik floras1 yasamin ilk on giiniinde
gelisir. Dogum kanalinda gegerken daha Once bakterilerle temas etmemis olan bebek,
dogumla birlikte hizli bir sekilde kontamine olur. Bu siire, GIS i¢in ortalama 24 saattir.
Prematiir doganlar basta olmak iizere yenidoganlarda, bagisiklik sisteminin zayifligina ve
mide asidi ile barsaklardaki IgA seviyesinin azligina bagl olarak, barsaklarda hizli ve
dengesiz bir kolonizasyon meydana gelmektedir **°.

NEK’mn etyopatogenezinde en onemli hatta primer rolii, bakteriler ve viriisler gibi
enfeksiyon ajanlari ve hipertonik beslenmenin aldigi ileri siiriilmiistir *. infeksiyonun
etyolojisinde su faktorler rol oynamaktadir:

I-NEK, zaman zaman belli bolgelerde, ayn1 enfeksiyon ajaninin izole edildigi epidemiler
seklinde goriilebilmektedir. NEK’li infantlarda yapilan bir arastirmada hastalarin kan, gayta
ve BOS kiiltiirlerinde 6nemli oranda ECHO viriis Tip—22, E. coli, Klebsiella gibi bir¢cok
mikroorganizma tiremistir >*3**°-,

2-Rezeke edilen barsak segmentinde asir1 bakteriyel proliferasyon dikkati gekmektedir *’.
3-Clostridial tiirlerle NEK arasinda iligki. Clostridium tiirlerinin oral alinmasindan sonra NEK
benzeri bir hastalik olusumu 38,

4- NEK geligimi, bilinen risk faktorii tasimayan bebeklerde de gériilebilmektedir *.

5- Bakteriyal fermantasyon sonucu hidrojen gazi meydana gelir. Pndmatozis intestinalis
goriiniimii bu gazin gdstergesidir %,

6-Antibiyotiklere cevap alinmasi.

7-Yenidogan doneminden sonra da NEK goriilebilmesi, hipovolemi, hipoksi, hipertonik
beslenme ve GIS immatiirite teorilerini boslukta birakmaktadir *.

8- Deneysel olarak endotoksinin verilmesi ile NEK’e benzer lezyonlar olusmasi.

Endotoksinler TNF-o ve PAF salinimina aracilik eder. NEK’li prematiire infantlarin
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serumunda TNF-a, PAF ve IL-6 seviyeleri yiiksektir. Endotoksin NEK’li olgulardan kan
kiiltiirlinde gram (-) bakteri iireyen olgularin % 80 inde, NEK’li olgularin ise yaklasik % 50’
sinde tespit edilmistir **~.

NEK’1n primer bakteriyolojik kiiltiirleri, BOS, kan, gayta ve peritonel kavitelerinden
elde edilebilmektedir. Hastalarin % 30-35’inde kan kiiltiirlerinde tespit edilmistir. En sik
karsilasilan mikroorganizmalar E.coli ve Klebsiella pneumonia’dir. Bu ikisi disinda Proteus
mirabilis, S. aureus, S. epidermidis, Salmonella Enterococci, Closridium perfringens ve
pseudomonas aeruginosa sujlari da kan, gayta ve periton kiiltiirlerinden elde edilen
mikroorganizmalardir. Clostridium sujlart anaerob bakteriler olduklarindan, iskemik
dokularda kolaylikla ¢ogalabilmekte, dokuyu istila ederek, gaz ve toksin iretip siklikla
Olimciil seyreden fulminan hastaliklara neden olabilmektedir. Nadiren Rotavirus,
Coronavirus, Coxsackie B2 ve enterovirus gibi viral ajanlar da NEK’li hastalarin
barsaklarindan izole edilmistir. Olgularin % 10’unda candida cinsi mikroorganizmalar izole
edilmistir >*.
3.1.3.4. FARMAKOLOJIK AJANLAR

Prematiirlerin apne tedavisinde kullanilan ve prenatal donemde kullanilan ksantin
tiirevleri (teofilin, aminofilin) iirik asit metobolizmas ile iligkili olarak toksik olan serbest
oksijen radikallerinin {iretimine neden olarak mukozal hasara yol agmakta ve ayn1 zamanda
barsak motilitesini yavaslatarak NEK insidansinda artis gostermektedirler 402 Ancak
prematiirlerde apne tedavisinde kullanilan IV ksantin tiirevlerinin NEK’e yol agmadigim
bildiren raporlar da vardir *'*2,

Yine yenidoganlarda, retinopati gelisimini onlemek amaciyla oral kullanilan Vit E,
hipokalsemiyi 6nlemek i¢in kullanilan oral kalsiyum laktat ve mekonyum ileusun tedavisinde
kullanilan hiperosmolar kontrast maddelerle ortaya ¢ikmis NEK olgulari rapor edilmistir ***.

Patent Duktus Arteriozus’un kapatilmasinda kullanilan Indometazin, Prostoglandin
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sentezini bloke eder ve vazokonstriiksiyona neden olur, Bu ilacin diigiik dogum agirlikli
infantlarda GIS perforasyonlarina ve NEK’e neden oldugu gériilmiistiir. indometazin
mezenterik vaskiiler rezistansi arttirir ve mezenterik kan akimini (% 16-20) azaltir. Intrauterin
girisimlerden sonra tokolitik olarak kullanilan Indometazin, NEK insidansim artirmaktadir.
Ancak Indometazinin 32 haftadan erken dogan ve ¢ok diisiik dogum agirlikli bebeklere
verildiginde, NEK igin bir risk faktrii oldugu s6ylenebilir >***.

Son yillarda kullanimi artan kokain gibi opioidlerin preterm kullanimi sonucu GIS’te
vazokonstriiksiyon yaparak NEK gelisimine neden olabilecegi bildirilmistir. Bu hastalarin
klinik semptomlar1 daha kisa silirede ortaya c¢ikmakta ve hastalik daha hizli ve Sliimciil
seyretmektedir. Yine kokain kullanan annelerin ayni1 zamanda alkol, sigara, baska uyusurucu
kullanmalar1 da NEK’1 etkilemektedir **. Ozkan ve ark.* tarafindan yapilan caligmada
prenatal donemde maternal nikotine maruz kalmis fetuslarin barsaklarinda 6nemli derecede
harabiyet saptanmuistir.
3.1.3.5. YENIDOGANLARDA BARSAK BARIYERI

Preterm GIS, hiicresel ve hiimoral immunite immatiiritesi, permeabilite artmasi,
gastrik asit sekresyonunun azalmasi, proteolitik enzim konsantrasyonunun azalmasi, motilite
azalmasi, intestinal epitelyum ve villus immatiiritesi ile karekterizedir. Bunlara bagli olarak
bozulmus barsak bariyeri NEK olusumunda 6nemli bir faktordiir. Bu bariyer liimendeki
bakterilerin sisteme ulasmasini engelleyecek karmasik anatomik ve fonksiyonel ozelliklere
sahiptir. GIS bariyerinin elemanlar1 spesifik ve non-spesifik komponentler seklinde
inclenebilir. Non-spesifik elemanlar mide asiti, pepsin, pankreatik enzimler, mukus, barsak
motilitesi, spesifik elemani da immiinglobiilinlerdir. Bakterileri Oldiiren gastrik asit ve
pepsinin sekresyon seviyeleri ilk 4 haftada disiiktiir. Pankreas enzimleri de ilk bir yil
icerisinde rolatif olarak az salgilanir. Immatiir barsak goblet hiicrelerinden de az miktarda

mukus salgilanir. Mukoza hiicreleri az gelismistir ve fonksiyonlarmi yiiriitmek igin
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yetersizdir™’.

Prenatal donemin sonlarina dogru peristaltik hareketler baslar ancak 8. aya kadar tam
olarak gelisim olmaz. Koruyucu Ig’ler ve 6zellikle IgA prematiir barsakta yetersizdir. Bebek
anne siitliyle beslenmiyorsa, anne siitiinde bulunan sekretuar 1gA, oligosakkarid, laktoferrin,
lizozim, epidermal growth faktér ve immun hiicrelerden yararlanamaz >**.

Bu barsak bariyerlerinin bozulmasi ile NEK olustugunu destekleyen bulgular:
Respiratuar Distres Sendromu (RDS) nedeni ile verilen kortikosteroidlerin, GIS mukoza
hiicrelerinin olgunlagsmasini ve barsak bariyer fonksiyonunu diizenleyerek NEK’1 azaltigi,
anne siitiiniin mukozal bariyerleri giiclendirdigi, oral IgG-A verilmesinin NEK insidansinda
belirgin azalma yaptig1 gosterilmistir *>.

Sonug olarak NEK’1n etyopatogenezinde birden fazla etken rol oynamaktadir. Santulli

bu etkenleri ii¢ ana baglik altinda toplamistir. 1) Barsak zedelenmesine esas olarak iskemik
travma. 2) Bakteriyel kolonizasyon. 3) Barsak liimeninde bir substratin varligi ( mama) .
MUKOZAL BARIYERI ETKILEYEN FAKTORLER
Hipoksi: Hipoksik durumlarda hayatin devamlilgi i¢in hayati organlar korunur. Bu
durumlarda hayati organlar1 korumak i¢in kan sindirim organlar1 ve periferdeki organlardan
cok kalp, beyin ve bobrek gibi organlara gider. Bu mekanizma dalma (diving) refleksi olarak
tanimlanir. Bir silire tolere edilebilen bu durum uzayacak olursa barsaklarda dolagimin
yavaglamasina bagl olarak kalic1 iskemik hasar meydana gelir ‘
Umblikal Ven Kateteriyle Exchange Transfiizyon: Bu islemden sonra % 1-2 NEK gelisimi
rapor edilmigtir. Kateterin ucu umblikal ven ve duktus venozus veya portal ven ayrimina
yerlesir. Exchange transfiizyonun injeksiyon fazinda bu bdlgeye kateterden olan akim sonucu
ven basinci anlamh sekilde artar ve vendz konjesyon sonucu barsakta arteriyel akim azalir ¥/,

Umblikal Arter Kateterizasyonu: NEK gelisen bebeklerde % 25-45 arasinda degisen

siklikta umblikal arter kateterizasyonu yapildigi gosterilmistir **. Bu bebeklerde
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kateterizasyona bagli mezenterik tromboembolizm ile NEK arasinda bir etyolojik iligki
olabilecegi 6ne siiriilmiistir *. Eger beslenmeye bagll barsakta biiyiik metabolik ihtiya¢
varsa, beslenme ve multipl tromboemboli kombinasyonu intestinal nekroz ve NEK’e yol
acabilir. Pratikte bunu kanitlayacak kontrollii bir calisma yoktur *°.

Kardiovaskiiler Hastalhiklar: Supraventrikiiler tasikardi tedavisine alinan bebeklerde NEK
insidansi belirgin sekilde artmustir. Yine kardiak anomalileri tespit amaciyla yapilan kardiak
kateterizasyon ve kardiyovaskiiler anomalilere bagli azalmis kardiyak output mezenterik kan
akiminda azalmaya neden olabilir **~".

Hiperviskozite: Viskozite bir s1vi tabakasi diger bir tabaka {lizerinde hareket ettiginde olusan
i¢ slirtiinmenin bir Olclisiidiir. Kanin viskozitesinin ana belirleyicisi hematokrittir. Kan
nonnewtonian bir sivi oldugundan Hct % 62’nin iizerine ¢ikinca viskozite 6zellikle artar.
Yenidoganda polisitemi % 65 ve iizeri hematokrit ile karakterizedir. Fakat kan pH’s1, viicut
1s1s1 ve protein konsantrasyonuna bagli olarak daha diisiik degerlerde de vizkozite artisi
meydana gelebilir. Hiperviskozite yenidogan donemde daha sik goriiliir ve mikro dolagimda
azalmaya yol acar. Intestinal kan akiminin azalmastyla NEK’in etyolojisinde dnemli bir faktor
olabilir. Yapilan ¢alismalarda bunu destekleyen bulgular meveuttur *. 1500 gr dan diisiik
agirlikli, agir NEK’li bebeklerde polisitemi insidanst % 28, kontrol grubunda ise % 10 olarak
bildirilmistir >*.

Iskemi reperfiizyon hasari: iskemik dokuda reperfiizyon sonrasi ortaya cikan serbest oksijen
radikalleri hiicresel yapilara son derece toksiktir. Hiicre zari, lizozom ve mitokondri gibi
hiicre yapilarini tahrip eder. Kisa siireli iskemiyi takip eden reperfiizyon durumunda bile
mukoza bariyeri degisebilmekte, dyle ki mukozal permeabilite belirgin sekilde artmaktadir.
Bu artisa basta serbest oksijen radikalleri olmak iizere, eikosanoidler, Prostoglandin-E2 ve
nétrofiller yol acar .

Son yapilan ¢aligmalarda distansiyonun, barsak duvar kan akimini azaltarak, beslenmesini

bozdugu icin NEK gelisimi ve prognozunu kétii yonde etkiledigi tespit edilmistir >,
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3.1.4. PATOLOJI

NEK, intestinal mukozada koagulasyon nekrozu, inflamasyon ve hemoraji goriilen ve
vakalarin yaklasik % 10’unda fokal nekrotik psédomembrandz formasyon ile karekterize
patolojik degisikliklerle tarif edilir®®. En sik olarak etkilenen béliim sira ile terminal ileum,
¢ikan kolon ve transvers kolondur. Inen kolon ve nadir olarak mide ve ince barsaklarin biiyiik
kismu da etkilenebilir *.

Cok siddetli vakalarda 6dem, mukozal iilserasyonlar ve hemoraji mevcut olup serozal
ylizeyde tutulabilir. Vakalarin ¢ogunda pndmatozis intestinalis vardir ve genellikle
submukoza ile smirli olup, siklikla mezenter igine yayilir. Hasta dikkatli olarak
degerlendirildiginde transmural infarkt vardir. Genellikle antimezenterik yiizeyde olusur ve
perforasyon meydana gelir. Yaygin peritonit, lokal abse, kitle formasyonlar1 goriiliir. NEK tek
veya ¢ok segmentli tutulum seklinde olabilir. Olgularin % 44’iinde hem ince hem de kalin
barsaklar, % 26’sinda sadece kolon ve % 30’unda da sadece ince barsaklar hastaliga
katilmaktadir. Fulminan NEK (pannekroz) olarak tanimlanan klinik tabloda ise sindirim
sisteminin en az % 75’ inde nekroz ile karekterize tutulum mevcuttur >’

En sik mikroskopik bulgusu barsak mukozasinda orta diizeyde yiizeyel koagulasyon
nekrozu (% 89) dur. Aymi zamanda mukozada 6dem, inflamasyon ve hemorajiden tam kat

2,55 % N
~°. Inflamatuar hiicre

nekroza kadar degisen genis bir histopatolojik spektrumu vardir
reaksiyonu baslangicta azdir. Inflamasyon ge¢ bulgu olarak karsimiza cikar. Ancak derecesi
klinik tablonun ciddiyetine gore degisir. Lenfositler, plazma hiicreleri, nétrofiller, histiositler
ve eozinofiller goriilebilir. Barsak mukozasinin yiizeyel nekrozunda genellikle intestinal
bakteriler goriilebilir. Genis bir serideki vakalarin % 3,5’inde fungal iireme goriildigi
bildirilmistir >*.

NEK’in histolojik bulgular1 eriskin ve cocuklardaki iskemik barsak hastaliklarina

benzemektedir. NEK’te kabul edilen teoriler, primer olarak iskemi olup, sekonder olarak da
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barsak florasmnin etkisidir **.

Trombiis submukozal mezenterik damarlar ve arteriollerde nadir olarak goriilebilir.
Ancak trombiislerin hastalik siireci iginde ortaya ¢ikan ikincil degisiklikler oldugu
diistiniilmektedir %.

NEK, {iciincii giinden itibaren hizli bir epitelizasyonla iyilesmeye baslar. Fibroblastik
proliferasyon 8. 9. giinlerde belirginlesir, iyilesme submukozal fibrozis sonucu striktiirle
sonuglanabilir. Nekroz nedeniyle belirgin doku kaybi oldugunda tamir olay1 ¢ogunlukla
fibrozisle sonuglanir ve kas tabakasinin tutuldugu ciddi olgularda limenin darligiyla
sonuglanir °.

3.2. NEK VE IMMUNGLOBULINLER

Immiinglobiilinler humoral immun cevap sonucu elde edilen protein yapisinda
molekiillerdir. Antikor ozellii tasir ve plazma hiicreleri tarafindan sentezlenir. Ancak
immiinglobiilinlerin tiimii antikor degildir. Total plazma proteinlerinin % 20’sini
immiinglobiilinler olusturur >,

Bir antikor molekiilii birbirine es iki agir (H) ve iki hafif (L) zinciri olan ve her bir
zinciri bir degisken (V) bir sabit (C) bolge igeren dort polipeptit zincirinden olusur. Dort
zincir Y bi¢imli bir molekiilii olusturacak sekilde bir araya gelir. Her hafif zincir bir agir
zincire, her iki agir zincir de birbirlerine disiilfid baglariyla baghdir. Bir hafif zincir bir V ve
bir C bolgesi tasir. Her bir bdolge biikliim immiinglobiilin bolgesi diye adlandirilan
karekteristik iic boyutlu bir yapiy1 olusturacak sekilde katlanirlar. Ig bolgeleri, immun
sistemde veya immun sistem disinda kalan pek¢ok proteinde de vardir. Bu proteinlerin ¢ogu
¢evresel ve diger hiicrelerden gelen sinyalleri algilamada gorev yapan proteinlerdir °°.

Immiinglobiilinler ilk olarak papain ile parcalanmis ve IgG molekiilii iige

ayrilabilmistir. Elden edilen parcalardan ikisinin es molekiil agirliginda ve ayni zamanda

antijen baglama yeteneginde oldugu saptanmistir. Bu parcalara Fab ismi verilmistir. Buna
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karsilik iiclinci parganin  kolaylikla kristalize olabildigi goriilmiis ve Fc olarak
isimlendirilmistir. Immiinglobiilin molekiilii, agir ve hafif zicirinden olusan Fab pargasinda,
antjenle spesifik olarak birlesir. Fc pargasinda da nonspesifik olarak Fc reseptorii tagiyan
hiicrelere (notrofil, makrofaj, mast hiicreleri..) baglanabilir, romatoid faktor ve komplemani
baglayabilir °’*°. Her IgG, IgD ve IgE antikor molekiilii iki antijen baglama bdlgesine
sahiptir. Salgilanan IgA bir dimerdir ve dort antijen baglama bdlgesine sahiptir. Salgilanan
IgM bir pentamerdir ve 10 antijeni baglama kapasitesi bulunmaktadir **.
IMMUNGLOBULINLERIN BIYOLOJIK AKTIVITELERI
IgA

IgA Peyer plaklarin submukozasi, tonsil ve submukozal lenfoid dokudaki B
hiicrelerinden iiretilmektedir. Mol agirligit monomer i¢in 160 kilodalton (kD), dimer i¢in 400
kD olan, plazmada % 90 monomer formunda bulunan; viicud sekresyonlarinda hemen
tamamen dimer olarak bulunan bir immiinglobiilindir. Cok az bir kismi da polimer olarak
bulunabilir. Plazmadaki total immiinglobiilinlerin % 10-15 kadarin1 IgA olusturur. IgA’nin
antijenik farklilik gosteren IgA1l ve IgA2 olmak iizere 2 alt simifi bulundugu saptanmistir.
Plazmadaki IgA’nin % 90 kadar1 IgAl, %10 kadar1 da IgA2’dir. Ancak sekresyonlarda bu
oran yari yartyadir >

IgA antikorlar1 hem dolasimda, hem de dokularda bulunur. IgA, esas itibariyle

mukoza sekresyonlarinin major immiinglobiilinidir ve bu nedenle sekresyon (mukus) ile
ortiilii dis ylizeylerde organizmanin lokal immun savunmasindan sorumludur. Gdézyas,
tiikriik, trakea, brons, burun, vajen, barsak sekresyonlar1, safra ve siitte en yiiksek diizeyde
IgA bulunur. Bu kompartmanlarda IgM ve IgG diizeyleri hayli diisiiktiir. Barsak limenindeki
antikorlari, esas itibariyle spesifik I[gA molekiilleri olusturur. IgA serumda cesitli sekillerde
bulunabilir. Monomer sekli en sik goriilendir. Dimerik, trimerik ve hatta miiltimerik sekiller

goriilebilir. Serum IgA globiilini izoagliitininler, anti-brusella, anti-difteri, anti-insiilin ve
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poliomyelit antikoru gibi ¢ok ¢esitli antikorlar1 igerir. Sekretuar IgA ‘nin anti-enfektif 6zelligi,
genel olarak dimerik formda yer alir ve salgisal IgA serum IgA’sina kiyasla proteolitik
enzimlere daha dayaniklidir **°7.

Dimerik ve polimerik IgA, baslica gastrointestinal traktustaki lenfoid yapilar olmak
iizere, muhtelif sekretuar dokularda submukozadaki plazma hiicreleri tarafindan yapilir.
Monomerik IgA, lenfatik yolla genel dolagima giderken, dimerik IgA reseptorlerine
baglanarak, onunla birlikte, endositotik vezikiiller i¢inde hiicre sitoplazmasina gegerek karsi
taraftaki membrandan sekrete edilir. Reseptor-IgA kompleksi epitel hiicresini terk edince,
reseptOr proteolitik etki sonucu derhal parcalanir. Bunun S-S kdopriileri ile IgA dimerine bagl
kalan kiigiik bir parcasina * sekretuvar komponent” adi verilir. IgA reseptoriiniin yetersizligi
halinde, plazma IgA diizeyi normal oldugu halde, sekresyonlardaki diizey diisiik kalir. Ancak
genelde, IgA’nin serum diizeyleri ile paralellik vardir **7,

IgA, kompleman alternatif yoldan ¢ok zayif aktive edebilir, makrofaj ve notrofillere
zayifca baglanabilir. Fagositozu giiclendirmek i¢in, bazi hallerde bakterileri, onlara zarar
vermeksizin Orterek, IgG ve IgM’nin giiclii antibakteriyel etkilerinden korunmalarina yol
acabilirler. Sekretuvar IgA’nin asil etkinligi, mikroorganizmalarin mukoza hiicelerine
baglanmalarin1 ve dolayisiyla onlarin dis ylizeylerde kolonize olmalarini veya epitelyum
hiicrelerini enfekte etmelerini Onlemek suretiyle olur. IgA molekiilleri ayrica, barsaga
besinlerle ulasan ve absorbe edildikleri takdirde zararli olabilecek makromolekiilllerle
birleserek, absorbe olmayan kompleksler olustururlar. Daha sonra bu kompleksler barsak
yiizeyindeki enzimlerle kolayca tahrip edilirler ve bdylece organizma bu zararli yabanci
antijenlerden korunmus olur. Salgisal IgA’da ek olarak salgisal (Transport parcasi) parga
bulunmaktadir. Ayrica IgA c¢esitli mikroorganizmalar tarafindan olusturulan toksik veya litik

enzimleri da notralize edebilir >,
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IgG

Mol agirligr 150 kD olan bazik {initten yapilmis monomerdir. Bu molekiiller kanda
dolasan antikor molekiillerinin % 75’ini olusturur. IgG1, 1gG2, IgG3 ve IgG4 olmak iizere,
antijenik farklilik gosteren 4 alt sinif bulundugu gosterilmistir. Alt siniflar arasindaki antijenik
farkliliklar, disiilfid baglarinin pozisyon ve sayisindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir.
IgG1 total IgG miktarinin % 60-70’ini, IgG2 % 14-20’sini, IgG3 % 4- 8’ini ve 1G4 %2—-6’s1n1
olusturur **7?

IgG molekiilii tripsin, papein ve pepsin ile protolitik olarak parcalanabilir. Papain ve
tripsin molekiiliin agir zincirini etkiler ve bir Fc pargasi iki Fab pargasi ortaya ¢ikar. Birgok
hiicre ylizeyinde IgG i¢in Fc resepdrleri bulundugu belirlenmistir. Bu reseptorler araciligi ile
IgG molekiilleri, immun kompleksin ve partikiiler antijenlerin opsonizasyonunu
giiclendirirler. IgG antikorlar1 antiviral, antitoksik aktiviteye sahiptir, etkili birer opsonindirler
ve islev i¢in komplemana gereksinimleri yoktur. IgG yarilanma siiresi plazma proteinleri
arasinda en uzun olandir ve 23 giin kadardir >’

IgG plasentadan gecebilen tek immiinglobiilindir ve yenidoganin ilk haftasinda
koruyucu etkilerini gosterir. Intrauterin yasamda, anneden fetusa gecen IgG antikorlari,
dogumdan sonraki birka¢ ay siiresince, titreleri giderek azalmakla beraber, bebekte kalirlar.
Plazmada bulunan IgG, ransiidasyon (sizma) ile eksternal sivilara da gecebilir. Annenin
emzirdigi ilk siitten (kolostrum), serumdan sizmis IgG, bebegin barsak mukozasindan gecerek
dogumu izleyen ilk giinlerde pasif bagisiklig1 giiclendirir. IgG, beyin-omurilik sivisina (BOS)
enflamasyon durumunda bile, ¢ok az miktarda gegebilir. IgG nin enflamasyonda bile BOS’a
gecisinin ¢ok zayif olusu nedeniyle, ansefalit ve menenjitlerde pasif immiinoterapinin yarari
tartismalidir >*’.
IgM

IgM, normal serum immiinglobiilinlerinin %10 unu olusturur. insanda IgM’nin, IgM1
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ve IgM2 olmak iizere iki alt sinifi vardir. Molekiil agirligi 900 kD kadar olan pentamerdir. J
zinciri tagityan polimerler olusturarak poliimmiinglobiilin reseptorler araciligi ile epitelyumal
ylizeylere gegebilirler. Diger antikorlar gibi, oligomerik bir proteindir; ya membrana baglh
olarak eksprese edilir veya sekrete edilen formlar seklinde bulunur **7,

Organizmanin, herhangi bir antijen (enfeksiydz etken) ile karsilagsmasi halinde, immun
sistemin ilk sentezledigi ve dolayisiyla serumda Once beliren antikorlar IgM sinifindan
antikorlardir. Bunlar aylar i¢inde kaybolarak yerlerini, uzun siire koruyucu etkinlik gdsteren
IgG smifi antikorlara birakirlar. Bu nedenle serumda IgG’ye gore daha ytiksek titrede spesifik
IgM antikorlarinin saptanmasi, akut bir enfeksiyona isaret eder **’.

IgM antikorlar1  plasentayr gegemediginden yenidoganlarin gram negatif
mikroorganizmalara kars1 direncleri diisiiktiir. Yenidoganda, herhangi bir antijene kars1 IgM
antikorlar1 bulundugu gosterilirse bu, bebegin o enfeksiyonu intrauterin dénemde aldigini
(enfekte oldugunu) kanitlar. IgM esas itibariyle plazmada bulunur. Ayrica ¢ok daha az
sekretuvar dokularda lokal olarak yapildig1 ve mukoza yiizeylerinde koruyucu islev yaptigi
blinmektedir *"".

IgD

IgD, molekiil agirhgr yaklagtk 180 kD  bir monomerdir. Plazmadaki
immiinglobiilinlerin % 0,2—1 kadarini olusturur. IgM ile birlikte B lenfosit yiizeyinde yer alir.
IgD proteolitik enzimlere ve 1stya kars1 dayanikli degildir ve plasenta yolu ile anneden ¢ocuga
geemez. Asil fonksiyonun ne oldugu iyi anlasgilamamistir. Ancak bazi antijenlere (insiilin,
penisilin, siit proteinleri, difteri toksoidi, niikleer antijenler ve tiroid antijenleri) kars1 antikor
aktivitesi IgD tarafindan saglandigi ve immun sistemin gelismesinde IgD nin rolii oldugu
diistiniilmektedir **°"°.

IgE

Molekiil agirligt 190 kD olan bir monomerdir. Total serum immiinglobiilinlerinin %
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0,004’1 IgE dir. Solunum ve sindirim mukozasi IgE yapan hiicrelerden zengindir ve bu
mukozalarin dis salgilarinda IgE antikorlar bulunur. IgE sinifi antikorlar mast hiicrelerine ve
bazofillere baglanarak onlar1 duyarlandirirlar. Allerjik hastaliklarin major immiinglobiilinidir
56,5759
Cocuklar, erigskindeki serum antikor diizeylerine IgM igin 1. yas i¢inde; IgG i¢in 5-7.

yaslarda; IgA ve IgE icin ise ancak pubertede ulasmis olurlar. Yenidoganda sekretuvar
(mukozal) IgA hemen hi¢ yoktur ve mukozalardaki etkin koruyucu diizeylere ancak 1 yasinda
ulasilabilir *7.
3.3 MiYELOPEROKSIDAZ

Fagositoz; mikroorganizmalar, yabanci partikiiller ve hiicresel atiklarin nétrofil ve
makrofajlar gibi hiicreler tarafindan yutulmasidir. Ozellikle bakteriyel enfeksiyonlarda dnemli
bir defans mekanizmasidir. Noétrofiller ve monositler bakterilerin 6ldiiriilmesi i¢in hem
oksijen bagimli hem de oksijenden bagimsiz mekanizmalar igerirler. Oksijen bagimli
mekanizmalar myeloperooksidaz sistemini ve oksijen tiirevi serbest radikallerin iiretimini
saglayan bir bagka sistem igerirler. Fagositoz olduktan sonra, l6kosit hiicre membraninda
yerlesmis olan NADPH oksidaz sistemi ¢evre dokulardaki molekiiler oksijeni siiperokside
doniistiirlir. Siiperoksit olusumuna eslik eden molekiiler oksijenin hizli tiikketimi, respiratuar
patlama olarak adlandirilir. Daha sonra superoksit, superoksit dismutaz ile hidrojen perokside
doniistiiriiliir. Fagolizozomda bulunan lizozomal bir enzim olan MPO’nun varliginda peroksit
ve kloriir iyonlar1 bakteriyi 6ldiiren hipoklordz aside doniistiiriiliir. Fazla peroksit katalaz veya
glutatyon peroksidaz ile nétralize edilir ©.

MPO, baglica nétrofil az miktarda da monosit ve makrofajlarda bulunan lizozomal bir
enzimdir. MPO aktivitesi noétrofil sayisiyla dogru orantili olarak artar. Doku MPO

aktivitesinin 6l¢iimii, inflamasyonun derecesini belirlemede iyi bir biyokimyasal paremetredir

61
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3.4. SITOKINLER

Bakteriyel hiicre duvar firiinleri endotoksin olarak adlandirilir ve enfeksiyonlarda
birgok patolojik role sahiptir. Endotoksin etkisini ortama salinan trombosit aktive edici faktor
(PAF), TNF-a ve IL-6 gibi aracilar yoluyla gostermektedir. Bu sitokinlerin barsak
nekrozunda da gorev aldig1 deneysel caligmalarda gosterilmistir. Prematiir infantlarda enteral
beslenme sonucu gaytada endotoksin yapiminin arttigi ve buna bagli spontan endotoksemi
gelisebilecegi gosterilmistir =%,

Deneysel ¢alismalarda PAF verilmesiyle barsaklarda histolojik agidan NEK’e benzer
bir durum ortaya ¢ikmustir’. PAF vazokontroksiyon yaparak kapiller kagagi ve mukozal
gecirgenligi artirmakta ve bazi sekonder mediatorleri agiga ¢ikarmaktadir®. Sitokinlerin
hemodinamik olarak m1 yoksa dogrudan doku hasar1 ile mi etkili oldugu tam olarak agik
degildir. Ancak NEK etyopatogenezinde Onemli faktdrlerden, perinatal hipoksi veya

13

enfeksiyon sonucu “ hafif bir mukoza hasar1” veya formiila mamalarla beslenme sonucu
bakteri cogalmasi “ olabilir >

Asetilhidrolaz PAF’m yar1 Omriinii sinirlandiran ve birkag¢ dakikaya indiren bir
enzimdir. Biitiin bebeklerde diisiikk miktarda bulunan bu enzim, NEK’li bebeklerde kontrol
grubuna gore daha diisiik diizeydedir. Normalde erigkinlerdeki enzim seviyesine ancak 6.
haftadan sonra ulasilmaktadir. Ticari mamalarda bu enzim yoktur. Anne siitlinde mevcut olan
PAF asetil hidroksilaz enzimi anne siitiiniin NEK’e kars1 olan koruyuculugunun bir kanitidir.
Ayni koruyucu 6zellik bekletilmis anne siitiinde yoktur .

Sonug olarak NEK olusumu, hasara neden olan mekanizmalar (sitokinler, iskemi,
inflamatuar mediatorler) ile koruyucu mekanizmalar arasindaki dengeye baglhidir. Eger denge
hasar yoniine kayarsa mukoza bariyerinde ciddi yikim, bakteri girisi ile bir kisir dongii

meydana gelir; sok, sepsis ve siddetli NEK sonucu 6liim meydana gelir >
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Siniflandirma:

Sitokinlerin kesfedilmesinden bu yana simiflandirilmalari olduk¢a zor olmustur.
Bununla birlikte smiflandiriimalarinda  ¢ok sayida metod gelistirilmistir.  Ornegin;
fonksiyonlarmma gore ve fizikokimyasal yapilarina gore gruplandirma yapilabilir.
Fonksiyonlarina gore smiflandirma ©’:

1- Dogal Immiiniteyi saglayan sitokinler:

"Tip-1 IFN  “TNF " IL-1 IL-6 "Kemokinler

2- Lenfosit Aktivasyonu, Biiyiimesini ve Farklilasmasini1 Diizenleyen Sitokinler:

IL-2 IL-4 "TGF-B

3- inflamasyon Diizenleyen Sitokinler:

"IFNy “Infotoksin  "TL—5 "TL-10 "IL-12 "Migrasyon inhibitor Faktor

4- Hematopoezisi Stimiile Eden Sitokinler:

"IL-3 "IL-7 "GM-CSF "M-CSF "G-CSF vs.

3.4.1.Tiimor Nekrozis Faktor alfa (TNF-a): Konake1 hiicrelerin gram (-) bakterilere karsi
esas mediatoriidiir. Diger enfeksiy0z organizmalara karsi yanitta da rol oynar. Farelerde
yapilan calismalarda varilan sonuca gore diisiik konsantrasyonda LPS (lipopolisakkarit),
mononiikleer fagositlerin islevini uyarir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise doku yaralanmasina
bagli yaygimn intravaskiiler koagiilasyona ve genellikle 6liimle sonuglanan soka neden olur
68.69.70

TNF’nin hiicresel kaynagi LPS ile aktive olan mononiikleer fagositlerdir. Aktive
natural killer (NK) hiicreleri ve aktive mast hiicreleri de bu proteini salgilar. Insan TNF’si
nonglikoz ile transmembran bir protein olup molekiil agirhigi 17 kD’dur. Iki tip TNF vardur:

a) TNF- a (kasektin)
b) TNF-B (lenfotoksin)

TNF diisiik konsantrasyonlarda (yaklasik 10° M’da) 16kosit ve endotel hiicreleri igin
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lokal olarak parakrin ve otokrin diizenleyicidir. Diislik yogunluklarda biyolojik etkileri

sunlardir.

1) TNF lokositlere karst endotel hiicre ylizeyini daha yapiskan hale getirerek damar
endotel hiicrelerinin yeni yiizeyel reseptorlerini eksprese etmelerine neden olur. TNF
ayni zamanda nétrofillere de etki ederek endotel hiicrelerinin yapigkan 6zelliklerini
arttirir.

2) TNF inflamatuar l6kositleri, mikroorganizmalar1 Oldiirecek sekilde aktive eder.
Ozellikle nétrofilleri aktive etmede giigliidiir.

3) TNF; IL-1, IL-6, kemokinler ve mononiikleer fagositleri uyarir.

4) Virislere kars1 IFN benzeri koruyucu etki gosterir.

TNF’nin enfeksiyonlara karsi temel sistemik etkileri asagidaki gibidir:

1) Endojen pirojen olarak etki ederek atesi yiikseltir. Bu etkiyi IL—1 ile yapar. Atesin
TNF ve IL-1’e yanit olarak yiikselmesi sitokinle uyarilmig hipotalamus hiicreleri
tarafindan arttirilan prostoglandin senteziyle olur.

2) Mononiikleer fagositlere ve vaskiiler endotel hiicrelere etki ederek IL—1 ve IL-6’nin
dolasima salinmasini uyarir.

3) Hepatositlere etki ederek serum amiloid A ve P protein, kompleman faktor 3,
haptoglobulin, CRP, al-asit glikoprotein, Faktér B gibi bazi akut faz proteinlerin
sentezini arttirir.

4) Damar endotelinin prokoagiilan ve antikoagiilan aktivitelerindeki dengeleri
degistirerek pihtilagsma sistemini aktive eder.

5) Kemik iligini baskilayarak ana hiicre boliinmesini engeller. Stirekli TNF verilmesi
lenfopeniye ve immiin yetmezlige neden olur.

6) TNF uzun siire deney hayvanlarma verildiginde kasektik metobolik degismelere

neden olur.
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7) Gram (-) bakteriyel sepsis durumlarinda ¢ok yiiksek miktarda TNF iiretilir ve serum
TNF konsantrasyonu artar.

TNF’nin birgok 0zel etkileri asir1 yiiksek konsantrasyonlarindaki letal (6ldiiriicii)
etkilerine katkida bulunur:

1) TNF myokard kasilabilirligini azaltarak doku perfiizyonunu azaltir.

2) Damar diiz kaslarin1 gevseterek kan basincini ve doku perfiizyonunu azaltir.

3) Agir metobolik bozukluklara neden olabilir.

TNF’nin bircok fizyolojik etkisi IFN-y tarafindan arttirilir. Bu etki TNF’nin hedef
hiicrelerinde TNF reseptor sayisinin IFN-y ile uyarilarak arttirilmasina bagli olabilir ®*%*7°.
3.4.2.Interlokin 6 ( IL—6): Onceleri INF B2 olarak isimlendirilen IL-6 yaklagik 26 kD’luk bir
sitokin olup T lenfosit, B lenfosit, monosit damar endotel hiicreleri, fibroblastlar ve epitel

. . . J 1.72
hiicreler, mast hiicreleri tarafindan sentez edilirler L1

. Diger sinonimleri ise sitotoksik T
hiicresi farklilagsma faktorii, hybridoma/plazmositoma biiylime faktorii, trombopoietin’dir. 4 o
helikal uzun zincirli sitokin ailesine ait oldugu kabul edilmektedir.
Sentez ve salgilanmast:

IL-6’nin en iyi tanimlanan etkileri hepatositler ve B lenfositler tizerinedir:
1) IL—6 fibrinojen, hemopeksin, sistein proteinaz inhibitdr, ol antikimotripsin, o2
makroglobulin gibi akut faz cevaba katkida blunan bir¢cok plazma proteininin hepatositler
tarafindan sentezine neden olur.
2) IL-6 B hiicrelerinin immiinglobiilin salinimi i¢in kofaktor olarak rol oynar. Malign plazma
hiicreleri i¢in(Plazmositoma ya da myeloma) biiylime hiicresi rolii oynar ve kendi kendine
biiyliyen plazmositom hiicreleri otokrin biiylime faktorii olarak IL-6’y1 salgilar.
3) Bir endojen pirojendir. TNF, IL—1, trombosit gelisme faktorii, antijenler ve bakteriyel

endotoksinleri etkilemektedir.

4) Endotel hiicrelere lenfositlerin adezyonu arttirir. Bu etkiyi interselliiler adezyon molekiil 1
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(ICAM1), VCAMI ve E- selektin gibi endotel adezyon molekiillerin expresyonlarini artirarak
yapar.

5) IL-6 hipofizden ACTH salgisin1 indiikler ve dogrudan glikokortikoid salgilamak tizere
adrenalin uyarilmasini saglar.

6) Bobreklerde mesengial proliferasyonu arttirir.

7) Keratinositlerde proliferasyona, IL-1 ve TNF- a sekresyonuna neden olur.

Prematiir infantlarda enteral beslenme sonucu gaytada endotoksin yapiminin arttigi ve
buna bagl spontan endotoksemi gelisebilecegr gosterilmistir °. Endotokseminin kapiller
permeabilitede artig, hipotansiyon, notrofil agregasyonu, trombosit agregasyonu, pulmoner
hipertansiyon, bronkokonstriksiyon gibi sistemik etkileri vardir. Hayvan deneylerinde
endotoksemiye cevap bazi faktorlerle olmaktadir. Bunlar: PAF, TNF-a, IL-1 dir’*’®, Bu
sitokinlerin barsak nekrozunda da gérev aldig1 deneysel galismalarda gosterilmistir ©.

Sitokinlerin hemodinamik olarak mi, yoksa dogrudan doku hasari ile mi etkili oldugu
tam olarak acik degildir. NEK etyopatogenezinde dnemli faktorlerden hipoksi ve bakteriyel
invazyon ile sitokinlerin dolasimda artmasi birbirine baglidir 7. Hipoksi ve endotoksemi
sinerjist etkilidir. Hipotansiyon, hemokonsantrasyon, intestinal hipoperfiizyon ve buna baglh
olusan intestinal hasar da birbirine katkida bulunurlar.

Klinik olarak mama alan prematiir infantlarda spontan olarak endotoksemi ve PAF
seviyelerinin yiikseldigi tespit edilmistir. PAF’1in yar1 6mriinii sinirlandiran, PAF’a spesifik
bir enzim olan asetil hidrolaz yenidoganlarda diisiik seviyelerdedir ve NEK’li infantlarda
kontrol grubuna gdre aktivitesi daha diisiiktiir. Anne siitiinda bu enzim bulunmaktadir )
PAF’in mezenterik sirkiilasyona verilmesi ile barsaklarda NEK’e benzer hasar olustugu
gbzlenmistir . Bunu takiben dozun arttirlmasi barsak nekrozu ile sonuglanmustir.
Endotoksine bagl intestinal hasar PAF antagonisti verilerek engellenmis bu sebeple hasarin

80

PAF’a bagli oldugu disiiniilmiistir . PAF’in hipoksi ve metabolik asidoz da arttig1

26



bilinmektedir *'. Yenidoganin asfikside kalmast NEK agisindan risk olusturmaktadir. Bu
mekanizma da PAF’1n etyopatogenezde rol aldigi goriisiinii desteklemektedir.
3.5. APOPITOZIS
Apopitozis, nekrozdan ayirt edilmesi gereken farkli ve Onemli bir 6liim seklidir.
Apopitozis nekrotik hiicre dliimiinde olusan hiicresel bir “intihar” yoludur. Apopitozis ¢ok
onemli fizyolojik ve patolojik olaylarda programlanmis hiicre Sliimiinden sorumludur **.
Bunlar;
» Implantasyon, organogenezis ve gelisimsel involiisyonda olustugu gibi embriogenezis
stiresince hiicrelerin programlanmis yikimi
= Menstiiral sikliis sliresince endometriumda veya siitten kestikten sonra memede oldugu
gibi hormona bagimli fizyolojik involusyonlar ya da kastrasyondan sonra prostatta
oldugu gibi patolojik atrofi
= Barsak kript epitelyumu gibi ¢ogalan hiicrelerde hiicre delesyonlar1 veya tiimorlerde
hiicre 6limii... vs
Gergekten, hiicrelerin fizyolojik apopitozise girmelerindeki yetersizlik aberan gelisme,
tiimér proliferasyonunun engellenmemesine veya otoimmiin hastaliklara neden olabilir *.
3.6. CD4
CD4, matiir T hiicrelerin asag1 yukart % 60°‘inda, buna karsilik CDS8, T hiicrelerin %
30 kadarinda ekspresse edilir; bu nedenle normal saglikli kisilerde CD4/CDS8 oram 2/1
kadardir. CD4 ve CDS8 ekspresse eden hiicreler (sirasiyla CD4+ ve CD8+ denilen) farkli fakat
cakisan fonksiyonlar goriir. CD4+ hiicreleri ekseri “ yardimc1” dir (helper). Ciinkii, bunlar
sonugta immun sistemin tiim hiicrelerini etkileyen solubl molekiiller (sitokinler) salgilar.
CD4+ yardimci hiicrelerin immunitedeki santral iyi, bu subtipin tahribinin sonucu siddetle
bozuldugu, insan immun yetmezlik virusu enfeksiyonu ile ortaya ¢ikar. CD8+ hiicreler de

sitokinler salgilar fakat bunlar virusla enfekte hiicreleri veya tlimor hiicrelerini direk
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oldiirmede daha 6nemli rol oynar. CD4 ve CDS koreseptorlerin oynadigi rol nedeniyle, CD4
yardimci T hiicreleri peptit antijenlere sadece klas II MHC baglaminda cevap verirken, CD8
sitotoksik hiicreler sadece klas I MHC ile birlikte antijenlere cevap verir.

CD4 T hiicreleri, ayrica sitokin profilleriyle taymn edilen farkli fonksiyonlu, klinikle
direk ilgili subtipe alt gruba ayrilir. Tyl denilen ( yardimer T1) hiicreler karakteristik olarak
makrofaj ve tabii Oldiiriicii (natural killer-NK) hiicrelerin aktivasyonu dahil, direk selliiler
immun cevaplara yardim eden sitokinler salgilar. Bu Tyl sitokinler interlokin—2 ( IL-2) ve
interferon-y’y1 ( IFN-y ) igerir. Buna karsit T2 (yardimcr T2) CD4 hiicreler, Tyl etkilerini
antagonize eden ve/veya humoral immunitenin bazi ydnlerini destekleyen sitokinler

salgilarlar *.
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Deneysel Calisma

Bu calisma Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 12.05.2006 tarih ve 2006/19 sayil1 karari ile etik yonden
uygun bulunarak yapildi. Calisma biitcesinin tamam Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigiiniin 06102042 proje nolu karari1 geregince karsilanmustir.

Normal sartlarda gebe kalan, gebelikleri normal seyreden ve gebelikleri sirasinda higbir
miidahale yapilmayan Sprague-Dawley cinsi ratlarin gebeliklerinin 20. giiniinde saglik
personeli gdzetiminde matlir dogum yapmalar1 saglandi. Yenidogan ratlar dogar dogmaz anne
ratin yanindan alinarak dogum agirliklar1 saptandi. Kontrol grubunu olusturan yenidogan
ratlar tartildiktan sonra anne ratin yanina birakildi. Calisma gruplarini olusturacak olan ratlar
anne rattan ayr1 olarak beslenme ve bakim saglanmak iizere ortam 1sis1 36 °C olan ve % 60

nem saglayan 6zel inkiibatore yerlestirildi ( Resim 1).

Resim 1: Ozel rat inkiibatorii.

4.2. NEK Olusturma Modeli

Nadler ve ark.” nin tarif ettigi deneysel NEK modeli kullamldi *. Hi¢ anne siitii
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almamis yenidogan ratlar hiperozmolar formiila mama ile beslendi. Hiperozmolar formiila
mama 75 ml. Pupy-milk canine milk replacement (Beaphar-bogena, B.V. Sedel, Nederland)
icine 15 gr. Similac 60/40(Ross Pediatrics, Columbus, OH) karistirilarak elde edildi. Bu
karigim hiperozmolar olup protein ve kalori olarak rat anne siitiine benzemektedir .

4.3. Calisma gruplar

Yenidogan ratlar her grupta 10 adet olmak iizere 4 gruba ayrildi.

1. Grup (Kontrol Grubu-K): Bu grupta yer alan yenidogan ratlar tartildiktan sonra
annesinin yaninda birakildi. Anne siitiinii emerek, 4 giin boyunca beslenmeleri saglandi.

2. Grup (NEK Grubu-N): Bu gruptaki denekler dogar dogmaz, hi¢ anne siitii almadan
annelerinin yanindan alinarak 2 saatte bir (12 doz /24 saat) doyuncaya kadar 6zel damlalikla 4
giin boyunca formula mama ile beslendi (Resim 2).

3. Grup (Sham Grubu-S): Dogar dogmaz tartilarak, hi¢ anne siitii almadan annelerinin
yanindan alindi, 2 saatte bir (12 kez /24 saat) doyuncaya kadar 6zel damlalikla formula
mama ile 4 giin boyunca beslendiler. 4 saatte bir (6 kez /24 saat) formula mama i¢ine ilaveten
0.1ml /kg /giin Immiinglobiilin ¢&ziiciisii olan distile su eklenerek verildi.

4. Grup(Tedavi Grubu-T): Dogar dogmaz tartilarak, hi¢ anne siitii almadan annelerinin
yanindan alinarak 2 saatte bir (12 kez /24 saat) doyuncaya kadar 6zel damlalikla formula
mama ile 4 giin boyunca beslendiler. Ayrica 4 saatte bir (6 kez /24 saat) formula mama igine
600 mg /kg/giin Immiinglobiilin A (insan kolostrumundan elde edilmis, % 98 Ig A, Sigma)
eklenerek 4 giin boyunca verildi.

Tim gruplardaki ratlar 4. giin tartilarak, servikal dislokasyon ile oldiiriildii. Steril
sartlarda transvers laparatomi yapildiktan sonra (Resim 3), barsaklarin ileogekal valvinin 1 cm
proksimalinden 2 cm. lik kismi histopatolojik inceleme icin, geri kalan yaklagik 10 cm.lik
kistmi da biyokimyasal inceleme i¢in ¢ikarildi (Resim 4). Cikarilan barsaklar, igeriklerinin

temizligi mikroskop altinda serum fizyolojikle yapild1 (Resim 5). Mikroskopik inceleme i¢in
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ayrilan barsak dokusu % 10’luk formol igeren cam tiip iginde saklandi. Biyokimyasal
incelemede kullanilacak dokular soguk serum fizyolojik iceren cam tiiplere alindi. Tiipler

kodlanarak etiketlendi ve — 80 C° deepfreezde 4 giin sakland1.

Resim 2: Ratin 6zel damlalik kullanilarak formula mama ile beslenmesi.

Resim 3: Laparatomi sonrasi ratin barsaklarinin goriiniimii.
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Resim 4: Rat barsaginin ileogekal valvi ve proksimal segmenti.

Resim 5: Rat barsak igeriklerinin mikroskop altinda serum fizyolojik ile temizlenmesi.
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4.4. Degerlendirme

Calismada, yavru ratlarin sag kalim oranlar1 ve agirlik degisimleri, makroskopik olarak
rat barsak duvarinda inflamasyon ve nekroz goriiniimii, mikroskopik olarak barsak duvarinda
histopatolojik inceleme ve apopitozis skorlamasi, biyokimyasal olarak barsak dokusu MPO,
IL—-6, TNF- a ve CD4 olctimleri degerlendirme kriterleri olarak kullanilda.
3.4.1. Histopatolojik ¢aliyma: Rat yavrularindan alinan ince barsak dokular1 % 10 formol ile
fikse edildi. Uygun pargcalarin kesilmesinden sonra ototeknikon cihazindan rutin takip yapildi.
Parafin i¢ine gomiilen dokular mikrotom araciligi ile 5 mikron kalinliginda kesilerek lam
iizerine almarak, hemotoksilen eozin ile boyandi ®. Ardinda klasik 151k mikroskopunda
(Nicon Eclipse- 200) incelendi. Morfolojik degerlendirme i¢in, daha 6nce Caplan ve
ark.’"nin kullandig1 skorlama sistemi modifiye edildi ve barsaklardaki degisiklikler “0” dan
“4” e kadar evrelendi ve Tablo 1’de gosterildi.

Tablo 1: Histopatolojik evrelemede kullanilan siniflandirma

Evre 0: Normal barsak

Evrel A: Barsak villusunda hafif mukus zenginligi

EvrelB: Barsak villus epitelinde hafif dokiilme

Evre2: Barsakta orta diizeyde villus hasart

Evre3: Barsakta ciddi diizeyde villus hasari

Evred4: Barsakta transmural nekroz

4.4.2 Apopitozis degerlendirilmesi: Rat yavrularindan alinan ince barsak dokulart % 10
formol ile fikse edildi. Uygun pargalarin kesilmesinden sonra ototeknikon cihazindan rutin
takip yapildi. Parafin i¢ine gomiilen dokular mikrotom aracilig1 ile 5 mikron kalinliginda
kesilerek lam iizerine alindi. ARC (Apoptosis Repressor With CARD) Ab—1 Apopitozis kiti
kullanilarak, immunohistokimyasal ¢alisma yapildi. Tiim dokulara immunohistokimyasal

¢alisma ile Apopitozis boyamalar1 yapildi. Skorlama Tablo 2’ de gosterildi *.
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Tablo 2: Apopitozis skorlamasi

Apopitozis hiicresi Skorlama
Negatif 0
% 0- 33 aras1 +
%33- 66 aras1 ++
% 66 lstii +++

4.4.3. Doku miyeloperoksidaz o6l¢iimii: MPO aktivitesi, Grisham ve ark.’nin kullandig1
metodun bir modifikasyonu kullanilarak 6l¢iildii ve Barley tarafinda tanimlanan MPO unitesi
kullanild *"*,

Barsaklar soguk tuzlu suyla yikandi ve soguk potasyum fosfat tamponu ile (PH:7,4)
Mikroson XL Ultrasonic CellDisrupptor marka cihaz kullanilarak homojenize edildi.
Homojenat 20 000 g de 20 dk 4 derecede santrifiij edildi. Geride kalan kisim, 3ml; 50 mM
potasyum fosfat tamponu (PH:6,0), % 0,5 HETAB, 10 mM EDTA karisimi ile tekrar
homojenize edildi. Daha sonra numune donduruldu, ¢6ziildii ve ultrasonik homojenizatoérde
15 saniye daha sese tabi tutuldu. 50ul homojenat alindi, tizerine 0,5 ml, 80 mM potasyum
fosfat tamponu (PH:5,4) + % 0.5 HETAB + 1.6 mM TMB karisimu eklendi. Karisim 37 °C’ye
getirildi. 10mM 50 pl H202 eklendi ve reaksiyon baslatildi. 37 °C 3 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyon 200 pl 20 pg/ml katalaz ve 2 ml 0,2 M sodyum asetat (PH:3,0) eklenerek bitirildi.
Numuneler 3 dakikada bir kenarda buzun i¢ine konarak bekletildi 655 nm’de absorbanslar
Shimadzu UV-1601 marka spektrofotometre cihazi ile okundu.1 iinite enzim aktivitesi, 37 °C
1 dakikada absorbansta 1 birim yiikselmeye sebep olur. Bu bilgiye gore sonuclar hesaplandi.
4.4.4. Doku IL-6 ve TNF-a 6l¢iimii: Daha once soguk potasyum fosfat tamponu ile (PH:
7,4) homojenize edilen dokular 3000 rpm’de 10 dk. santrifiije edildi. Biosource rat IL-6 ve
Biosource rat TNF-a ticari kit kullanilarak ELX- 800 cihazinda, ELISA metod kullanarak IL—

6 ve TNF-a seviyeleri 6l¢iildii.
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4.4.5. Doku CD4 6lciimii: Dokular bir gece 56C’lik etiivde bekletildi. Sonra; 30 dk. Ksilen,
15 dk absolii ve 15 dk. % 90’lik alkolde bekletildi. Bekleme islevi sonunda EDTA buffer
(10x) ¢ozeltisine alinip mikrodalgada 5’er dk olmak tizere 3 kere kuruldu. Sonra dokularin
iizerin H,O, damlatildi 20 dk beklenildi, PBS i¢ine alindi. 5 kez yikandi, yikamadan sonra 15’
Ultra V blok damlatildi. Distile su ile yikandi. PBS (Fosfat Buffer Saline)’ne alindi 5°dk
beklenildi. CD4 Ab-2 (Clone 1 F6) (Mouse anti-CD4) Neo markers kit kullanilarak
preperatlar hazirlandi. Daha sonra mayer’s hemotoksilen’le boyand1 ve hazirlandi.
4.5, Istatistiksel Degerlendirme

Veriler kodlanarak bilgisayar ortamina aktarildi. Istatistik analizi SPSS for Windows
10,0 paket programi yardimi ile yapildi. Veriler ortalama + standart sapma ve % olarak
Ozetlendi. Gruplar aras1 farklilik tek yoOnlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi.
Gruplar aras1 fark tespit edilen degiskenler ikincil test (Post Hoc Tukey HSD) testi ile
degerlendirildi. Kategorik veriler Ki-kare (Chi- Square) testi ile degerlendirildi. Bagimlh
gruplarda da Student t testi kullanildi.

Anlamlilik seviyesi 0.05 olarak alindi. P < 0.05 anlamli olarak degerlendirildi.
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5. BULGULAR
5.1. Sag kalim oranlar

K grubundaki tiim ratlar yasarken, T grubunda 1 rat 2. giinde aspirasyon sonucu 6ldii.
N grubunda 1.giinde 1 rat aspirasyon sonucu, 3 giinde 1 rat ve 4.glinde yine 1 rat 6ldi. S
grubunda 3. gilinde 1 rat ve 4. giinde de 2 rat 6ldii. Tiim gruplarin sag kalim oranlar1 Tablo
3’de gosterildi. Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda N ve S gruplarindanki mortalite
oranlar1 diger gruplara gore anlamli olarak yiiksek bulundu (P= 0,02). N ve S gruplan
arasinda anlamli fark bulunamadi (P=0.917). T grubu ile K grubu arasinda da anlamli fark

bulunamadi (P=0.612). Sag kalim yiizdeleri Grafik 1°de gdsterilmistir.

Grafik 1: Tiim gruplardaki ratlarin sag kalim yiizdeleri

100,00%

Sagkalim ylzdeleri

Gruplar
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Tablo 3: Tiim gruplarin sag kalim oranlari, agirhk ortalamalari ve agirhik degisimleri

GRUPLAR | SAGKALIM ILK AGIRLIK SON AGIRLIK AGIRLIK DEGISiMi
ORANLARI (gr.) (gr.)
K 10/10 6.01+ 0.30 9.71+ 0.42 +3.69+ 0.52"
N 7/10 5.53+0.30 4.33+0.30 -1.20+ 0.54
S 7/10 5.63+£0.42 4,15+ 0.30 -1.49+ 0.48
T 9/10° 5.22+0.27 457+ 0.21 -0.65+0.31

Degerler Ortalama £ SD olarak verilmistir
o: Grup N ve S gore P=0.02
B: Grup N, S ve T’ye gore P=0,0005

5.2. Agirhik degisimi

Tlm ratlarn ilk ve 4.glin ortalama agirliklar1 ve degisimleri Tablo 3°de gosterilmistir.
Ik agirliklar1 karsilastirildiginda anlamli fark bulunmadi. Anne siitii ile beslenen K
grubundaki ratlarda ortalama 3.69+ 0.52 gr agirlik artis1 olurken, N grubunda ortalama 1.20+
0.54 gr, S grubunda ortalama 1.40+ 0.48 gr ve T grubunda ortalama 0.64+ 0.31 gr agirlik
azalmas1 gozlendi (Resim 6). T grubundaki ortalama agirlik azalmast N ve S
gruplarindakilerden daha az olsada, diger gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit
edildi (P=0,0005). ilk ve son agirlik degisimlerinin ortalama degerleri Grafik 2’de

gosterilmistir.
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Resim 6: K grubundaki rat ile N, S, T gruplarindaki ratlar arasinda gelisme farklilig1 goriilmektedir.

Grafik 2: Tiim gruplardaki ratlarin ilk ve son agirlik degisimlerinin ortalama degerleri
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Gruplar
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n agilik
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5.3. Makroskopik bulgular

Calisma sonrasi alian barsaklarin makroskopik incelemesinde, K grubundaki biitiin
ratlarin barsaklar1 normal goriiniimde idi (Resim 7). T grubunda 2 ratin barsaginda hafif
dilatasyon goriildii ve diger ratlarin barsaklarinda renk degisikligi goriilmedi. N grubunda 3, S
grubunda 2 ratta barsaklarda mavi-siyah renk degisikligi ve nekroz gozlendi (Resim 8). N ve

S grubundaki kalan tiim rat barsaklarinda yaygin gaz ve dilatasyon mevcuttu ( Resim 9).

Resim 7: Kontrol grubundaki ratta makroskopik olarak normal barsak goriintimii.
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Resim 8: NEK grubundaki ratta makroskopik olarak nekroze barsak goriiniimii.

Resim 9: NEK grubundaki ratta makroskopik olarak gazli barsak goriiniimii.
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5.4. Histopatolojik bulgular

Tiim gruplardaki barsak dokular1 standart H&E boyama sonrasi histopatolojik olarak
degerlendirildi ve sonuglar Tablo 4’de gosterildi.

K grubundan alinan 6rneklerden 7’sinin normal (Resim 10 ve 13) morfolojiye sahip
oldugu, 3’iinde villuslarda mukus zenginligi ve ayni zamanda tiim preparatlardaki villus
hiicreleri igerisinde siit damlacig1 oldugu gozlendi. N grubundan alinan 6rneklerden 3’tinde
orta diizeyde, 2’sinde ciddi diizeyde ve diger 2’sinde transmural nekroz (Resim 11) tespit
edildi. S grubundan alinan 6rneklerin 3’iinde hafif epiteliyal dokiilme, 3’linde orta diizeyde
villus hasari, 1’inde transmural nekroz goézlendi. T grubundan alinan 6rneklerin 5°i normal
(Resim 12), 1’inde villuslarda mukus zenginligi, 1’inde hafif epitelyal dokiilme ve 2’sinde de
orta diizeyde villus hasari tespit edildi. Tiim gruplar degerlendirildiginde K grubunun % 70’1
normal ve % 30’unda da villuslarda mukus zenginligi gézlendi. N grubunun % 43’linde orta
diizeyde, % 28,5’inde ciddi diizeyde villus hasar1 gézlenirken, % 28,5’inde transmural nekroz
gozlendi. Yine S grubunun % 43’lnde hafif, % 43’iinde orta diizeyde villus hasari
gozlenirken, % 14’linde transmural nekroz tespit edildi. T grubunun % 55,6’s1 normal, %
11,1’inde mukus zenginligi ve % 22,2’sinde orta diizeyde villus hasar1 tespit edildi.
Istatistiksel analizde gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriildii (P= 0.002). ileri
istatistiksel analizde, T grubu c¢ikarildiginda, N ile S arasinda anlamli bir fark goriilmedi (P=
0.106). Burada asil farki yaratan grubun T grubu oldugu goriildi. Tim gruplarin

histopatolojik degerlendirme skorlarinin ytizdeleri Grafik 3’de gosterilmistir.
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Tablo 4: Tiim gruplarin histopatolojik inceleme skorlamasi

GRUPLAR Km=10) | N(n=7) S(n=7) T(n=9)"
Evre 0 Normal barsak 7 (%70) 0 0 5 (%55,6)
EvrelA Barsak villusunda hafif mukus zenginligi 3 (%30) 0 0 1 (%l11,1)
EvrelB Barsak villus epitelinde hafif dokiilme 0 0 3 (%43) 1 (%l11,1)
Evre2 Barsakta orta diizeyde villus hasart 0 3 (% 43) 3 (%43) 2 (%22,2)
Evre3 Barsakta ciddi diizeyde villus hasar1 0 2 (%28,5) 0 0
Evred Barsakta transmural nekroz 0 2 (%285 | 1 (%l14) 0
v: Grup N ve S’ye gore P=0.002
Grafik 3: Tiim gruplarin histopatolojik degerlendirme skor ytizdeleri
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Resim 10: Histopatolojik olarak K grubundaki normal barsak goriiniimii ( H&E x 20)

Resim 11: Histopatolojik olarak N grubunda transmural nekrozun oldugu

barsak goriiniimii ( H&E x 20).
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Resim 12: Histopatolojik olarak T grubunun normal barsak gériinimii( H&E x10)

Resim 13: Histopatolojik olarak K grubunda normal barsak gériiniimii. ( H&E x 10)

5.5. Apopitozis Bulgulari
Tiim gruplar arasindaki histopatolojik apopitozis degerlendirmesi ve skorlamasi

Tablo 5’de gosterilmistir. Calismada apopitozis dagilimi hi¢ olmayanlar “0” (Resim 14), % 0—
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33% arasi olanlar “+”(Resim 15), % 33—66 arasi olanlar “++”(Resim 16) ve % 66 tlizeri
olanlar “+++”(Resim 17), olarak degerlendirildi. K grubundaki preparatlarin 4 tanesinde %
0-33, 6 tanesinde de “0” apopitozis oldugu tespit edildi. N grubunda 5 preparatta % 66
iizerinde, 2 preparatta da % 33-66 arasinda apopitozis oldugu gozlendi. S grubunda
orneklerin 1’inde % 66 lizerinde, 6 preparatta % 33- 66 apopitozis tespit edildi. T grubundaki
preparatlarin 3 tanesinde % 33- 66 arasi, 5 tanesinde % 0- 33 arasi, 1’indede 0 Apopitozis
oldugu gozlendi. Apopitozis dagilim yoniinde gruplar karsilastirildiginda anlamli bir fark
oldugu saptandi (P=0.009). Anlamli farkin hangi grupta oldugunu anlamak amaciyla yapilan
ileri analizler i¢in, Apopitozis dagilim derecesi: 0- %33 arasi olanlara grup 1 ve % 33-66
lizeri olanlara grup 2 denildi. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizde, apopitozis
dagilim acisindan T grubu analiz dis1 birakildiginda, N ve S gruplar arasinda anlaml fark
bulunmadig saptandi (P= 0.302). Buna gore farki olusturan grubun T grubu oldugu goriildii.

T grubu, N ve S grubu ile karsilastirildiginde anlamli fark oldugu goriildii (P 0.01).

Tablo 5: Tiim gruplarin histopatolojik incelemede apopitozis skorlamasi ve yiizdeleri

0 + ++ +++
K (n=10) 6 (% 60) 4 (% 40) 0 0
N (n=7) 0 0 2 (%28,5) 5 (%71,5)
Sm=7) 0 0 6 (%85) 1 (%15)
T (n=9)" 1 (% 11,1) 5 (% 55.5) 4 (% 33,3) 0

A: Grup N ve S’ye gore P=0.01
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Resim 14: Histopatolojik olarak apopitozis dagilimi olmayan goriiniim (x20).

Resim-15: Histopatolojik olarak apopitozis dagilimi “+” olan gériiniim (x 10).
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Resim 16: Histopatolojik olarak apopitozis dagilimi “++” olan gériiniim (x10).

Resim 17: Histopatolojik olarak apopitozis dagilimi “+++” olan goriiniim (x 20).
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5.6. Doku CD4 degerleri

Doku CD4 prepratlari, boyamadan kaynaklanan teknik hatalardan dolay1
degerelendirilemedi.
5.7. Doku MPO degerleri

Calismada barsak dokusu MPO iiretiminin degerlendirilmesi i¢in doku o6rneklerinden
Ol¢iilen MPO seviyeleri tespit edildi ve gruplarin ortalama degerleri Tablo 6’da gosterildi.
MPO sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark oldugu
tespit edildi (P=0,0005). Yapilan ileri testlerde, N ile K gruplari arasinda (P=0,046), S ile K
gruplart arasinda (P=0.001) ve S ile T gruplar1 arasinda (P= 0,003) anlaml1 farklar bulundu. N
ile S gruplar1 arasinda (P= 0,387), N ile T gruplar1 (P= 0,148) ve K ile T gruplar1 arasinda
(P=0,953) anlaml1 farklar bulunmadi. Tiim gruplar arasindaki ortalama MPO degerleri Grafik

4’de gosterilmistir.

Tablo 6: Tiim gruplarin doku MPO, IL—6 ve TNF-a degerleri

GRUPLAR K N s T
MPO
(Urmgprot) |26+ 0.02" | 0.69+0.05° 0.95+ 0.42 0.33+0.02"
IL-6
(pg/ ml) 0.90+0.34% 2.05+0.50 1.85+ 1.20 1.10+ 0.34*
TNF-o 0.33+0.18 1.93+ 1.03 241+ 1.31 0.72+ 0.55¢
(pg/ml)

Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
*: Grup S gore P=0.003, # :Grup S gore P=0.001 ve Grup N gore P=0.046.
¢ : Grup N’ye gore P=0.030, & : Grup N’e gore P=0,0005 ve Grup S’e gore P=0.026
@: Grup N’e gore P=0.028 ve Grup S’e gore P=0.001
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Grafik 4: Tim gruplardaki MPO degerlerinin ortalama seviyeleri
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5.8. IL—6 Doku degerleri

Barsak doku IL—6 iiretiminin degerlendirilmesi i¢in doku drneklerinde IL—6 seviyeleri
tespit edildi ve gruplarin ortalama degerleri Tablo 6’ da gosterildi. Calismada K grubunda IL—
6 seviyesi ortalama 0.90+0.34 pg/ ml , N grubunda 2.05+ 0.50 pg/ ml , S grubunda 1.85+ 1.20
pg/ ml ve T grubunda ise 1.10+ 0.34 pg/ ml olarak bulundu. Tiim gruplarin IL—6 seviyeleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (P= 0.002). Gruplarin kendi
aralarindaki karsilastirmalari, ikincil teste gore yapildiginda, IL—6 degerleri acisindan N ve S
gruplart arasinda (P=0.927) , K ile T gruplar1 arasinda (P=0.914) ve S ile T gruplar1 arasinda
da (P=0.119) anlamli fark olmadig: tespit edildi. N ile K gruplart (P= 0,0005), N ile T
gruplart  (P= 0.030) ve S ile K gruplart (P=0.026) karsilastirildiginda anlamli fark oldugu

tespit edildi. Tiim gruplardaki ortalama IL—6 degerleri Grafik 5’de gosterilmistir.
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Grafik 5: Tim gruplardaki IL—6 degerleri
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5.9. Doku TNF-a degerleri

Barsak dokusu TNF-a iretimini degerlendirmek i¢in doku Orneklerinde TNF-a
seviyeleri tespit edildi ve gruplarin ortalama degerleri Tablo 6’da gosterildi. Calismada
kontrol grubunda TNF-a degeri ortalama 0.33+ 0.18 pg/ ml bulundu. N grubunda 1.93+ 1.03
pg/ ml, S grubunda 2.41+ 1.31 pg/ ml ve T grubunda ise ortalama 0.72+ 0.55 pg/ ml olarak
bulundu. Tiim gruplarin TNF-a degeri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (P= 0.002). Gruplarin kendi aralarindaki karsilastirmalari, ikincil teste gore yapildi.
TNF-a degerleri agisindan N ve S gruplar arasinda (P= 0.672) ve K ile T gruplart arasinda
(P=0.759) anlamli fark olmadig: tespit edildi. S ile T gruplar arasinda (P= 0.001), N ile T
gruplar1 arasinda( P= 0.028 ) ve S ile T gruplar arasinda (P=0.001) anlaml1 fark oldugu tespit

edildi. Tiim gruplar arasindaki ortalama TNF-o degerleri Grafik 6’de gosterilmistir.
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Grafik 6: Tim gruplardaki TNF-a ortalama degerleri
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6. TARTISMA VE SONUC

NEK yenidoganin gastrointestinal sistemini tutan ve oliimciil sonlanan bir hastalik
olup goriilme sikligi her gegen gilin artmaktadir. Giiniimiizde, yenidogan yogun bakim
iinitelerinde tetkik ve tedavi metodlarinin gelismesi, prematiir bebek bakiminda saglanan
basarilardan dolayr hastalarin sagkalim oranlarinin artmasi sonucunda, NEK’in teshis ve
tedavisinde biiylik asamalar kaydedilmigtir.

NEK etyopatogenezinde sorumlu tutulabilecek birgok risk faktorii bulunmasina
ragmen kesin sebep heniiz ortaya konabilmis degildir. Son dénemde olusturulan deneysel
hayvan modelleri, genellikle etyolojide en fazla sucglanan faktorler olan, prematiirite, hipoksi,
formiila mama ile beslenme, intestinal iskemi-reperfiizyon hasart ve enfeksiyon temeline
dayandirilmaktadir. Bu modellerde olusturulan barsak hasarlarinda histopatolojik ve
biyokimyasal olarak NEK benzeri degisiklikler ortaya konmustur.

Barlow ve ark.”” yaptiklar1 deneysel ¢alismada, kapali ortamda hipoksi ve soguk strese
maruz birakilan yenidogan ratlarda histopatolojik olarak NEK benzeri intestinal hasar
olusturmuslardir. Mevcut hasarin hipoksi ve soguk stresin siiresiyle dogru orantili olarak
arttigin1 ve hipoksiyle birlikte oral formiila mama ile beslenmenin hasar1 daha da arttirdigini
ortaya koymuslardir.

Nadler ve ark.® kendileri tarafindan tamimlanan hiperosmolar formiila mama ile
beslenen yenidogan ratlarin ince barsaklarinda, biyokimyasal ve histopatolojik kriterlerle
ortaya konan NEK benzeri hasarlar tespit etmislerdir.

NEK’e benzer intestinal hasar bagka deneysel calismalarda da gdsterilmistir. Sibbon
ve ark.® yaptiklari calismada, disiik dogum aguhkli domuz yavrularimin mezenterik
arterlerini baglayarak 60 dk’lik iskemi ve ardindan reperflizyon yapildiginda, NEK’e benzer
intestinal hasarlanmanin olustugunu gostermislerdir.

Clark ve ark.”” ile Miller ve ark.’’ tavsanlarda yaptiklari c¢alismalarda, NEK’li
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infantlarin barsak igeriklerini analiz ettiklerinde, intraluminal alanda pH’in 5 ‘in altinda,
protein degerinin 5 gr/dI’nin {stlinde, yeterli miktarda karbonhidrat ve karbonhidratlar
organik asitlere fermente edecek bakterilerin bulundugunu ortaya koymuslar ve ardindan,
propiyonik asit ile asidifiye edilmis sigir kazeini kullanarak adult tavsanlarda NEK modeli
gelistirmiglerdir. Bu asidifiye edilmis kazein karigimi mukozal hasara ve intraliiminal
hemorajiye sebep olarak NEK benzeri histopatolojik tablo olusturmaktadir. Ancak insan
infantlarindaki nekrotik barsaklardan elde edilen intraluminal igerigin bilesimi yukarida
belirtilen ozelliklere sahip olmayip, NEK sonrast olusan nekroza sekonder olarak ortaya
cikmaktadir. Ayrica bu modelde pnomotizis intestinalis goriilmemekte ve yapilan laparatomi
denek lizerinde travma olusturmaktadir. Bu nedenle model NEK’in klinigi ile tam olarak
bagdasmamaktadir.

Snyder ve ark.”” ile Gonzalez- Crussi ve ark.” yaptiklar1 ¢alismalarda eriskin ratlarda
intravaskiiler PAF enjeksiyonunun morfolojik olarak NEK’e benzer iskemik barsak nekrozu
olusturdugunu gostermislerdir. PAF enjeksiyonu sistemik hipotansiyon, pulmoner
hipertansiyon, bronkokonstriiksiyon, kapiller sizinti, nétrofil ve platelet agregasyonuna yol
acar. Ratlara diisiik doz bakteriyal endotoksin enjeksiyonu ile barsak PAF {iretimini arttirip,
barsak nekrozu meydana getirildigi bu g¢aligmalarda gosterilmistir. Ayrica NEK’li insan
prematiir infantlarinda plazma PAF ve TNF seviyelerinde artma ve PAF asithidrolaz
seviyesinde azalma oldugu da ortaya konmustur. Bu modelin dezavantaji, hasarin ileumda
istenilen diizeyde olmamasi, hasarin kolon ve rektumda goriilmemesi ve enflamasyonun once
sistemik olarak baslamasi ve barsaklarin daha sonra etkilenmesidir. Barsak hasarinin sepsis
sonucu mu yoksa NEK’e bagli mi gelistigini bu modelde ayirmak giictiir. Bu hipoksi
modelinde olusan hasar iskemiye baglidir ve histopatolojik olarak da iskemik barsak hasari
olugmaktadir. NEK etiyopatogenezine bakildiginda mekanizmayr sadece hipoksiye veya

iskemiye baglamak uygun olmaz kanisindayiz.

53



Calismamizda model tespiti yaparken bu modeller gbzden gecirilerek klinik agidan en
uygun olani segilmeye gayret edildi. Infant ratlarda hiperosmolar formiila mama ile
beslenmeyle olusturulan NEK modeli, klinik seyri ve barsak hasarinin histopatolojisi
acisindan NEK’e daha fazla uygunluk gosterdigi igin tercih edildi.

Hsueh ve ark.” yaptiklari hayvan calismasinda nekrotik barsaklarda TNF-a  ve
PAF’da belirgin bir yiikselme oldugunu ortaya koyarken, Zamora ve ark.” yaptiklari deneysel
caligmalarinda formula mama ile beslenen yeni dogan ratlarin hipoksiye maruz birakilmasi
sonucunda barsak dokusu IL—-6 ve TNF-a degerlerinin kontrol grubuna oranla anlamli olarak
yiiksek ¢iktigini tespit etmiglerdir. Bu ¢alismalar sonucunda, NEK’in olusturuldugu hayvan
modellerinde sitokinlerin doku seviyelerinin anlamli olarak arttigi ve NEK’in olusturdugu
doku hasar1 ciddiyetinin ortaya konmasinda 6énemli parametreler olduklart tespit edilmistir.
Calismamizda da, sitokinlerden TNF-a ve IL—6, NEK modeli olusumunun ortaya konmasi ve
yapilan koruyucu tedavinin etkinligini ortaya konulmasi i¢in kullanilan paremetrelerden
olmuglardir. N grubu ile T grubu arasinda her iki deger i¢inde anlamh farklar oldugu ortaya
konmustur.

Grisham ve ark.” rat barsak mukozasinda iskemi ve reperfiizyon sonrasi olusan
hasarin  MPO aktivitesi ve dolayisiyla notrofil infiltrasyonu {izerindeki etkilerini
arastirmislardir. Iskemi sonrasi reperfiize edilen barsak dokusu, iskemi olusturulmayan
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MPO aktivitesitesinin ¢ok yiikseldigini ve bunun da
nétrofil infiltrasyonuna bagli oldugunu rapor etmislerdir. Alican ve ark.”® yaptiklar1 hayvan
calismasinda yanik travmasmin erken ve ge¢ ddénemde olusan GIS problemlerinin (GIS
hemorajisi, gastrik ileus, GIS mukoza hasar1) tedavisi icin Bombesin kullanmislardir.
Bombesinin barsak motilitesini diizenledigi, barsak dokusunda MPO’yu azaltig1 ve intestinal
inflamasyonu engelledigini tespit etmislerdir. Calismamizda MPO seviyelerinin N ve S

gruplarinda yiiksek c¢ikmasi, T grubunda ise anlamli olarak diisiik ¢ikmasi bu caligmalari
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desteklemektedir.

Caplan ve ark.”’ tarafindan yapilan hayvan ¢alismasinda, NEK’l1 hayvanlarin barsak
segmentinden yapilan histopatolojik incelemede daha ciddi diizeyde villiis hasari ile
transmural nekroz ile karsilagmiglardir. Ancak tedavi amaciyla Bifidobacteri verilenlerde orta
diizeyde villus hasar1 oldugu saptanmustir. Yine Ballance ve ark.’’ lari tarafindan yapilan diger
bir klinik ¢calismada, NEK’l1 hastalarin barsak segmentlerinin histopatolojik incelemesinde %
89’unda koagulasyon nekrozu goriildiigii tespit edildi.

Ford ve ark.”’ tarafindan yapilan klinik bir ¢alismada, NEK’li hastalarin barsak
segmentinde yapilan histopatolojik incelemede, barsak diiz kaslarinda daha az olmak iizere
lamina propriada apopitotik hiicreler tespit edilmistir. Yine Papconstantinou ve ark.”
tarafindan yapilan deneysel bir ¢aligmada, glutaminin barsak hiicrelerini apoptozisten
korumada etkili oldugu saptanmistir. Calismamizda da N ve S gruplarindan elde edilen
mikroskopik goriintiilerde apopitozis hiicrelerinin belirgin olarak arttig1 tespit edildi.

Gilintimiize dek NEK’in dnlenmesi ve tedavisi ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir. Bu
calismalarda, barsaga direkt verilen nitrogliserin, TNF-a’ nin ve Eritropoetinin diisiikk dogum
agirlikli infantlarda sistemik uygulanmasinin, oral Epidermal Growth Faktor (EGF)

99-103 </
. Yine

uygulamasinin NEK gelisimini 6nlemede faydali yontemler oldugu gosterilmistir
Celini ve ark.'™ intrauterin EGF verilen rat fetiislarmim barsak villus uzunlugu ve mukozal
proliferasyonunun arttigini tespit etmislerdir. Zhang ve ark.'” da Trefoil faktor-3¢ iin NEK’in
tedavisi ve onlenmesinde etkili oldugunu sGylemisler. Canpolat ve ark.'” yaptigi klinik
calismada enteral insan graniilosit koloni stimule edici faktoriin (rhG-CSF), erken evre
NEK’lerin hem korunmasinda hem de 6nlenmesinde etkili oldugunu gostermislerdir. Ciftci ve
ark.'” yaptig1 hayvan deneylerinde INOS’un selektif inhibitorii olarak oral Aminoguanidine’

nin, doku NO seviyesini normale yakin seviyeye getirdigini ve barsak hasarimi azalttigini

gostermislerdir.
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Salgisal IgA anne siitiindeki en 6nemli immiinglobiilindir. Anne siitiinde IgA seviyesi
dogum sonrasi ilk giinlerde en yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve barsaktan emilmedigi
diisiiniilen IgG nispeten daha az miktardadir. Bu salgisal IgA proteolitik enzimlere direngli
oldugu i¢in gastrointestinal sistemin {ist bolimlerinde etkilenmeden ince barsaklara kadar
ulasabilir **°*'%. Annenin emzirdigi ilk siitten (kolostrum) ve anneden gegen IgG bebegin
barsak mukozasindan gecerek, dogumu izleyen ilk giinlerinde pasif bagisiklig
giiclendirmektedir *®°’. Prematiir yenidoganlarda ilk dort haftada, bakterileri 6ldiiren gastrik
asit ve pepsin seviyeleri diisiik, barsak mukozasindan koruyucu miikiis salinimi yetersizdir.
Garzon ve ark.'” yenidogan ratlarm mide asit sekresyonu ile ilgili ¢alismalarinda rat
yavrularinin gastrik pH’larimin ilk 20 giinde nétr (pH:6.11+0.15) oldugunu bildirmislerdir.
Diger yandan, prematiirlerde fonksiyonel B lenfosit seviyeleri yetersiz oldugundan dolayz,
sentezlenen sekretuar IgA da yetersiz kalmaktadir. Bundan dolay1 prematiir yenidoganlarin
barsaklarinda koruyucu Ig’ler ve Ozellikle de IgA yetersizdir. Plazmadaki IgA’lar toksin
inaktivasyonunu saglayarak, lokositleri aktive ederek, serumda bakterisidal aktiviteyi
artirarak, sitokin etkilerini engelleyerek ve kompleman sistemini diizenleyerek koruyucu

10 Sharma ve ark.'"" yaptiklari klinik ¢alismada, yenidogan NEK’li

etkilerini gosterirler
hastalarin  %29’unda rotavirlis saptamis ve bu hastalar1 anne siiti ile besleyerek
immiinitelerini arttirdiklarinda NEK insidansinin azaldigini ortaya koymuslardir.

Probiotikler, barsaklarda immiiniteyi diizenleyip, musin, antibakteriyal ajanlar ve Ig
A’nin salgilanmasin1 saglayarak, mikroorganizmalarin barsak mukozasina baglanmasini
onler. Diger yandan barsak mukoza gegirgenligini azaltarak ve antiinflamatuar sitokinlerin
yapimini arttirarak koruyucu etkilerini gésterirler. Chih Lin ve ark.''” NEK’in major

etiyopatogenezinde rol alan prematiir yenidoganlar {izerindeki klinik calismada, prematiir

barsaklarinin bakteri kontaminasyonunda biiyiik rol oynadigin1 ve bu hastalara uzun siireli
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olarak probiotikler (Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacteriu infantis) verildiginde,
probiotik verilmeyenlere gore {iiriner enfeksiyon, bakteriyal sepsis ve NEK’in goriilme
sikliginda belirgin azalma oldugunu tespit etmislerdir. Yine Alona Bin-Nun ve ark.'"”® preterm
yenidoganlarda proflaktik probiotik uygulamasi ile NEK insidansindaki azalma hipotezlerini
test etmek icin klinik c¢alisma yapmislar ve probiotik karigimi (Bifidobakter inafantus,
streptokok termofilis ve bifidobakter bifidus; solgar, 1srael) verilen grupta NEK insidansinin
verilmeyen gruba gore istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen, hastaligin ciddiyeti ve
mortalitesinde azalma oldugunu gostermisgledir.

Lin ve ark.'' tarafinda yapilan ¢alismada, probiotiklerin, IgA salgisini arttirdigs,
mikroorganizmalarin mukoza hiicrelerine baglanmalarint ve dolayisiyla onlarm dis
yiizeylerinde kolonize olmalarint veya epitel hiicrelerini enfekte etmelerini Onledigi
saptanmistir. Barsaga besinlerle ulasan probiotiklerin makromolekiillerle birleserek, absorbe
olmayan kompleksler olusturarak etki ettikleri ortaya konmustur.

Eible ve ark.’ tarafindan oral anne siitii alamayan diisiik dogum agirlikli infantlarda
oral verilen Ig’lerin (% 73,04 IgA , % 25.87 IgG ve %0.74 IgM) NEK f{izerindeki etkilerini
arastirmak i¢in randomize klinik ¢alisma yapilmis ve dogumdan sonra 28 giin siire ile giinde 3
kez 600 mg oral IgA-G mama ile kombine edilerek verilmistir. Calisma sonucunda bu
yenidoganlarda oral IgA-G verilmesi ile NEK gelisiminin Onlenebilecegi anlamli olarak
ortaya konmustur. Eible ve ark.'" tarafindan yapilan diger bir klinik ¢alismada, proflaktik
olarak agizdan verilen IgG-A’nin (% 70 IgA ve % 25 IgG) barsak mukoza seviyesinde
inflamatuar mediatorlerin (TNF-a ve IL—6) ortaya ¢ikmasini inhibe ederek NEK gelisimini
onledigi istatistiksel olarak kanitlanmigtir.

Yine Rubaltelli ve ark.® tarafindan yapilan randomize klinik ¢alismada oral anne siitii
alamayan diisiik dogum agirlikli preterm yenidoganlara oral verilen Ig’lerin (% 90 iizerinde

monomerik IgG, geriye kalan ise dimerik veya polimerik IgG ve diisiik miktarda da IgA ve
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IgM igeren) NEK ‘in dnlenmesi tizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu yenidoganlarin bir
kismina 15 giin siireyle 500 mg monomerik Ig G giinde 5 doz halinde verilirken diger gruba
yalniz formula mama verilmis; klinik, biyokimyasal ve histopatolojik sonuglara gore oral
monomerik Ig G verilerek NEK gelisiminin 6nlenebilecegi bildirilmistir.

Zarzaur ve ark.''® tarafindan yapilan deneysel calismada, enteral beslenmeyip
parenteral beslenen ratlara TPN’ye ek olarak Bombesin verilenlerde hem intestinal hem de
solunum sistemi Ig A seviyelerinin korunarak, GIS ve solunum sistemindeki sitokinlerin
etkinliginin korundugunu géstermislerdir. Sangild ve ark.'"” preterm domuz yavrularinmn bir
grubuna formula mama, bir grubuna da kolostrum vermisler. Formula mama verilenlerin
%357’ sinde, kolostrum alanlarin ise %5’de NEK saptanmistir. Mama ile beslenenlerde, villus
uzunlugu, enzim aktiviteleri, besin emilimi, antioksidan seviyeleri ve NO aktivitelerinin
azalmis oldugunu tespit etmislerdir.

Lawrence ve ark.” tarafindan da bu konu iizerine bir ¢ok merkezde ¢ift kor plasebo
kontrollii klinik ¢alismalar yapilmigtir. Diisiik dogum kilolu yenidoganlara, 28 giin boyunca
1200 mg /kg/ giin oral IgG verilirken, diger gruba ise 150 ml /kg % 30 albumin, plasebo
olarak normal oral beslenmeye eklenmis ve gruplarda kesin NEK gelisen ve dlen
yenidoganlarin sayist arastirilmistir. Calismada enteral beslenmeye insan IgG’sinin eklenmesi
ile NEK gelisiminin azalmadig1 sonucuna varilmigtir.

Richter ve ark.’ tarafindan yapilan klinik ¢alismada ¢ok diisik dogum agirlikli 3.
seviye yogun bakim hemsirelik bakimi gerektiren yenidoganlar ¢alismaya alinmis. Bir gruba
giinde 6 doz olmak iizere insan IgG’ si (100 mg/kg) 28 giin siire ile oral verilirken diger gruba
oral IgG verilmemistir. Bu ¢alismada oral IgG verilen ile verilmeyenler karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: bildirilmistir. Fast ve ark.'” NEK’ in proflaksisi igin
IgA-IgG’ye karst oral gentamisinin etkisini arastirmiglar. Oral IgA-IgG verilen grupta % 13

NEK gelisirken oral gentamisin kullananlarin sadece % 1’inde NEK geligmistir.
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Calismamizda Nadler ve ark.** nin tamimladig1 sekilde yenidogan ratlari dogduktan
sonra ilk 4 giin hiperosmolar formiil mama ile besleyerek NEK olusturulmasi planlandi ve 4.
giiniin sonunda rat ince barsaginda makroskopik ve mikroskopik (histopatolojik) olarak
gozlenen, barsak dokusunda biyokimyasal parametreler ile ortaya konan NEK modeli
olusturuldu. K grubu ile karsilastirildiginda N grubunda barsak dokusu MPO, IL—6 ve TNF-a
seviyelerinde anlamli artis oldugu goriildii. Barsak dokusunun histopatolojik incelenmesinde
(NEK‘dekine benzer sekilde) “ciddi diizeydeki villus hasar1”, “transmural nekroz” ve
“apopitotik hiicre oraninda ” gibi parametrelerde anlamli artis oldugu goézlendi.

Daha once yapilan bircok c¢aligmada diger Ig’ ler ile kombine verilerek NEK’i
onlemede etkinligi denenen ancak tek basina kullanilmayan IgA’ nin insan kolostrumundan
hazirlanan formu agizdan verilerek tedavi grubu olusturuldu. Bu grubun barsak dokusu
histopatolojik ve biyokimyasal parametreleri NEK grubunun ciddi doku hasarli bulgular ile
karsilastirildiginda, K grubundakilere benzer sekilde, anlamli oranda diizeldigi saptandi. Bu
olumlu etkinin, agizdan verilen IgA’nin mikroorganizmalara baglanarak barsakta absorbe
olmayan kompleksler olusturmasi, ardindan bu komplekslerin barsak yiizeyindeki enzimlerle
kolayca tahrip edilip organizmadan kolayca uzaklastirilmasi, sonug¢ olarak barsak epitel
hiicrelerinin enfekte olmalar1 6nlenerek ve mikroorganizmalarin toksik etkilerinden korunarak
saglandig1 diigiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak; NEK hastaliinda immunoprotektif ve direkt barsak mukozasim
koruyucu etkisi nedeniyle, agizdan saf IgA’ nin verilmesi ile intestinal hasarlanmanin

azaltilmasi ve normal barsak fizyolojisinin korunmasi saglanabilir kanisinday1z.

59



7. OZET

Amag: : Deneysel olarak olusturulan NEK modelinde, oral yoldan verilen IgA’ nin rat
barsagini koruyucu etkilerinin arastiriimasi

Gere¢ ve Yontem: 40 yenidogan rat 10’arli gruplar halinde 4 gruba ayrildi. Kontrol (K)
grubu anne yaninda birakilirken, NEK (N), sham (S) ve tedavi (T) grubu anne siitii almadan,
annesinden ayr1 olarak 36 °C’de ve % 60’lik nemde beslenme ve bakim saglanmak iizere 6zel
inkiibatore yerlestirildi. K grubundaki ratlar emerek anne siitli ile beslendi. N grubundaki
denekler dogar dogmaz, hi¢ anne siitii almadan annelerinin yanindan ayrilarak formula mama
ile beslendi. T grubundaki ratlara hi¢ anne siitii almadan formula mamaya ilaveten 600
mg/kg/giin 6 doz halinde saf oral IgA verildi. S grubundaki deneklere hi¢ anne siitii almadan
mamaya ilaveten 0.Iml /kg/giin immiinglobiilin ¢6ziiciisii olan distile su verildi. Tim
gruplardaki ratlar 4.giin tartilarak, sakrifiye edildi. Laparatomi sonrasi ileogekal valvin 1 cm
proksimalinden 2 cm’lik barsak segmenti histopatolojik inceleme i¢in, geri kalan 10 cm’lik
segment biyokimyasal inceleme i¢in ¢ikartildi. H&E boyama ile histopatolojik, ARC Ab-1
apopitozis kiti kullanilarak immunohistokimyasal, doku MPO, TNF-a, ve IL—6 degerlerine
bakilarak biyokimyasal degerlendirme yapildi.

Bulgular: N ve S gruplarinda mortalite orant T ve K gruplarina gére anlamli olarak yiiksek
bulundu (P<0.05). K grubunda anlamli agirlik artis oldugu tespit edilirken, diger gruplarda
agirlik azalmasi tespit edildi (P<0.05). Histopatolojik degerlendirme ve apopitozis dagilimina
bakildiginda, T grubunun, N ve S grubundan anlamli azalma oldugu goriildii (P<0.05). Doku
IL-6, TNF-a ve MPO seviyeleri incelendiginde, T grubu degerlerinin S ve N gruplarinin
degerlerinden anlamli olarak diisiik oldugu (P<0.05), ayrica T ile K grubu degerlerin arasinda
anlamli fark olmadig tespit edildi( P>0.05).

Sonug: Oral yolla verilen saf Ig A’nin deneysel NEK modelinde, intestinal hasar1 azalttig1 ve
NEK’1 6nledigi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Nekrotizan Enterokolit, tedavi, immiinglobiilin A, yenidogan.
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8. SUMMARY

Purpose: Investigation of the protective effect of oral immunoglobulin(Ig) A on rat
intestinumu in experimental necrotizing enterocolitis model.

Materials and methods: 40 newborn rats were devided into 4 groups each containing 10 rats.
While control (C) group was fed by breast, the rats in necrotisan enterocolitis (N), sham (S),
and treatment (T) groups were settled into incubators at 36°C and 60 % humidity and fed, but
not by breast. The rats in C group were fed by breast. The rats in N group were fed with
Formula as soon as they were born. The rats in T group were fed with Formula and 600
mg/kg/day oral Ig A with 4-hour intervals. The rats in S group were fed with Formula and 0.1
ml/day distilled water which is solvent of Ig. The rats in all groups were weighed and
sacrified on fourth day. 2 cm intestinal segment from proximal of ileocaecal valve was used
for histopathologic examination, another 10 cm intestinal segment for biochemical
examination. After laparotomy H&E was used for histopathologic examination and apoptosis
repressor with card Ab-1 citt for immunohistochemical examination. Biochemical parameters
such as myeloperoxidase (MPO), TNF-q, and IL-6 were evaluated.

Results: The rate of mortality in N and S groups was significantly higher than T and C groups
(P<0.05). Significant weight increase was identified in C group (P<0.05) There was
significant decrease in T group in comparison of histopathologic values and apoptosis
according to N and S groups (P<0.05). T group was significantly decrease in comparison of
IL-6, TNF-a, and MPO according to S and N groups(P<0.05). There was no significant
difference between T and C groups (P>0.05).

Conclusion: Pure Ig A given orally was identified to decrease intestinal damage and to
prevent NEC in experimental NEC model.

Keywords: Necrotizing Enterocolitis, treatment, Immunoglobulin A, newborn
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