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OZET

Nekrotizan enterokolit (NEK) prematiir bebekleri ve yenidoganlar1 etkileyen,
gastrointestinal sistemin ciddi bir hastaligidir. Son yillarda in-vitro fertilizasyon
yontemlerinin gelismesiyle preterm dogumlarla birlikte bu hastaligin da siklig1 artmustir.
Patogenezi yeterince bilinmemektedir, ancak enteral beslenme, bakteriyel kolonizasyon,
prematiirite, diisiik dogum agirligi ve hipoksik-iskemik durumlar siiphelenilen risk
faktorleridir. Fetal donemde bu faktorlere maruz kalinsa da yutulan amnion sivisinin
onleyici rolii ile bebekler NEK’ten korunmakta, NEK bulgular1 goriilmemektedir. Buna
gore, gastrointestinal sistem gelisiminde etkileri olan amnion sivisinin deneysel NEK
modelinde etkilerini incelemeyi planladik. Bu amacla, sigan yavrular1 hipoksi-hipotermi
gelistirilen modele gore 5 gruba ayrildi. Gruplarin dordiine hipoksi-hipotermi uygulandi
ve anne siitli ile beslenen (Gz), amnion sivist ile beslenen (G3), formula ile beslenen
(G4), amnion s1vist ile hazirlanan formula ile beslenen (Gs) gruplar kontrol grubu (Gy)

ile kiyaslandu.

Deneyin 96. saatinde tiim hayvanlar “sakrifiye” edildi ve ¢aligma sonlandirilda.
Histopatolojik inceleme i¢in bagirsak drnekleri alindi ve kalan bagirsak kisimlarimdan
doku homojenat1 elde edildi. Homojenat Orneklerinden sekonder enfeksiyonlarin
incelenmesi i¢cin CRP, oksidan-antioksidan stres icin MDA, SOD, CAT ve GPx,
enflamasyon i¢cin GM-CSF, TNF-q, IL-8 ve vaskiiler hasarin tespiti i¢in VEGF ve ET-1

diizeyleri degerlendirildi.

Hipoksi-hipotermi stresi uygulanan ve anne siitli ile beslenen yavrularda (G;)
NEK gelisimine ait bulgular ve perforasyon gézlemlenmedi. Bu durum anne siitiiniin
koruyucu etkisine baglandi. Ancak, diger gruplarda perforasyon ve NEK bulgular1
gelisti. Amnion sivisi ile beslenen yavrularin (G;) formula mama ile beslenenlerden
daha kisa yasadigi tespit edildi. Azalmig bu yasam siiresi amnion sivisinin diisiik enerji
ve protein icermesine baglandi, intestinal perforasyon ise Gy yarvularina gore daha
seyrek saptandi. Bununla birlikte G4 yavrularinda perforasyon daha sikti ve NEK
bulgular1 daha siddetli idi. Bu degisiklikler amnion sivisinin bagirsak liimeninde
mukosiliyer bariyeri koruyucu rol oynamasi, oksidatif stresi azaltmasi, antioksidan
gorev yapmasi, enflamasyonu azaltmasi ve vaskulogenezisi etkileyerek remodelingi

artirmasi ile diisiik soliit yiikiine baglandi.

viii



Sonug olarak bu calismada, enerji ve protein iceriginden fakir olan anmion
sivisinin - formula mama ile birlikte yenidogan sicanlara verilmesiyle bagirsak
perforasyonu ve NEK gelisim sikligmin azaldigimi gosterdik. Amnion sivisinin formula
mama ile verilebilmesi icin steril olarak toplanmasi, mikrobiyal ajanlar ve verniks
kazeozadan arindirilmasi ve her yenidoganin kendi amnion sivismin muhafaza edilmesi

ve daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Nekrotizan Enterokolit, Amnion Sivisi, Tiimor Nekroz
faktor-alfa, interlokin-8, Vaskuler Endotelyal Growth Faktér, Endotelin-1,
Granulosit Makrofaj-Koloni Stimulan Faktor, Malondialdehit, Siiperoksit

Dismutaz, Katalaz, Glutadyon Peroksidaz



ABSTRACT

Necrotizing enterocolitis (NEC) is a serious disease that effects gastrointestinal
tract of premature infants and newborns. During the recent years, the development of in-
vitro fertilizastion methods caused preterm birth frequency and disease rate. The
pathogenesis of this disease is not known enough, however as risk factors for the
disease are enteral nutrition, bacterial colonization, prematurity, low birth weight, and
hypoxic-ischemic conditions are suspected risk factors. Despite exposure to these
factors in the fetal period the NEC signs are not seen because the swallowed amniotic
fluid has a preventive role and protects the baby from NEC. Beside this, it causes of
gastiontestinal tract development and we aimed to investigate the effects of amniotic
fluid on experimental NEC model. For this purpose, 5 groups of rat pups were
examined by hypothermia-hypoxia developed model. Four groups of newborn rats were
exposed to hypothermia-hypoxia and were fed with breast milk (G;), amniotic fluid
(G3), formula (Gy), prepared with amniotic fluid formula (Gs) and were compared with

control groups (G).

At the 96th hour of the experiment model all animals were sacrified and the
study was terminated. A intestinal sample was taken for histopathologic examination
and the remaining segment of the intestine was homogenated. The homogenated
samples were examined for secondary infections by CRP, for oxidative-antioxidative
stress by MDA, SOD, CAT and GPx, for inflammation by GM-CSF, TNF-a, IL-8 and

for vascular damage evaluation by VEGF and ET-1 levels analyzes.

There weren’t NEC devolopment signs and perforation findings at hypoxic-
hypothermic stress induced and breast fed pups (G;). This conditon was connected to
protective effect of breastfeeding. However, perforation and necrotising enterocolitis
signs developed in the other groups. It was noticed that amniotic fluid fed pups (Gs)
lived shorter than formula fed pups (Gs). This short life span was connected to low
energy and protein content of amniotic fluid but the intestinal perforation rate was lower
than G4 pups’. In addition, the NEC signs of G; were less and were not as severe as
G4’s. However, more perforation was observed in G4 pups and NEC findings were more
serious. When the pups were fed by the formula mixtured with amnion fluid (Gs)the

intestinal perforation rate decreased and NEC findings weren’t severe as Gi. These
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changes connected to amniotic fluid protecting role of mucociliary barrier at bowel
lumen, reduced oxidative stres, perform antioxidant tasks, reduce inflammation and

increase remodeling by affecting the vasculogenesis with low solute load.

As a result of this study, we showed that poor energy and protein content
amniotic fluid used combined with formula feeding newborn rats reduced bowel
perforation and NEC development rate. For using amniotic fluid combined with
formula, amniotic fluid should be sterile collected, seperated from microbial agents and
vernix caseosa and kept its own amniotic fluid of each newborns, and more extensive

studies are needed.

Key Words: Necrotising Enterocolitis, Amniotic Fluid, TNF-a, Interlokin-
8, Vascular Endotelial Growth Factor, Endothelin-1, Granulocyte Macrophage-
Coloni Stimulating Factor, Malondialdehyde, Superoxide Dismutase, Catalase,

Glutadion Peroxidase

Xi



1. GIRIS VE AMAC

Nekrotizan enterokolit (NEK) yenidogan doneminde hayati en sik tehdit eden
gastrointestinal sistemin ve oOzellikle bagirsagin ¢esitli derecelerde transmural veya
mukozal nekrozlariyla karakterize bir hastaligidir (1). Hastaligmm kesin nedeni tam

olarak gosterilmemekle birlikte multifaktoriyel oldugu diisiiniilmektedir (1).

Yiiksek mortalite ve morbiditeye sahip olan bu hastalifin diinya capinda
prematiir bebeklerin %2.6-28’inde goriildiigii bildirilmektedir (2). Prematiirite tanisiyla
yenidogan yogun bakim iinitelerine yatirilan hastalarm %1-7.7’sinde NEK gelistigi ve
NEK tanis1 almis hastalarin da %90’ prematiir bebeklerden olustugu gosterilmistir
(2). Azalan dogum agirhig1 ve gestasyonel yasla hastaligin hem insidans1 hem de vaka

Oliim oran1 artmaktadir (1).

Yapilan bir ¢aligmada 1500 gramin altinda dogan prematiire bebeklerin
%10’unun NEK’ten etkilendigi gosterilmistir (3). Hastaligin 6zellikle dogumdan
sonraki 7-14. giinlerde siklig1 artarken Ozellikle diisik dogum agirhigina sahip
bebeklerde daha ge¢ donemlerde de NEK gelistigi bildirilmistir. Olgunlasmasini
tamamlamamis bagirsak dokusunun 6nemli bir risk faktorii oldugu ve immaturitenin

derecesi ile bu riskin arttigi ileri stiriilmektedir (3).

Hastaligin etyolojisi multifaktoriyel olmasma karsin, NEK gelisimi baglica
gastrointestinal immatiirite, mama ile yliksek osmotik beslenme, bakteriyel invazyon ve
hipoksik iskemik durumlara baglanmaktadir (2). Intrauterin dénemde birgok stres ve
iskemiye zemin hazirlayan faktorlerin varligma karsin (disiik sistemik oksijen
saturasyonu, hidrops fetalis, ciddi tasiaritmi ve bradiaritmiler, annenin hipotansif
durumlarinin yogunlugu gibi) intrauterin dénemde bebeklerde NEK bulgular1 ortaya
cikmamaktadir. Bu streslerin varligma karsmn intrauterin donemde NEK sikliginin az
olmasi, olast koruyucu faktorlerin (hemoglobin F, 2.3 DPG vb) yogunluguna bagl
olabilecegi diisiiniilmektedir (4). Hatta intrauterin donemdeki ciddi iskemik durumlarda
bile (hidrops fetalis, dekolman plasenta, vb.) bagirsak perforasyonu ve diger NEK
bulgulartyla nadiren karsilasilmaktadir (4).



Kritik hastalik veya prematurite gibi nedenlerle oral beslenmesi sakincali olan
bebeklere amnion sivisina (AS) benzetilmis sivilarm “simulated amniotic fluid” enteral
verilmesiyle beslenememeye bagli gastrointestinal sistemde gelisen olumsuz
degisikliklerin azaltilabilecegi fikri daha Once ileri siiriilmiistiir (5). Fakat literatiirde
daha Once yapilmis deneysel veya klinik ¢alismalarda AS’nin direkt ve beslenme
programima eklenerek NEK iizerindeki etkilerinin incelendigi bir arastirmaya

rastlanamada.

Yenidogan donemindeki NEK gelisiminin onlenmesinde diger faktorlerle birlikte
ASnin ve igerigindeki koruyucu ajanlarmin rolii olduguna inanmaktayiz. Bu caligmada
deneysel sican modelinde NEK olusturularak oral verilen AS ve AS ile desteklenmis
beslenme yontemlerinin hastaligin seyri ve siddetine etkilerinin klinik, sitolojik ve

patolojik olarak degerlendirilmesi amag¢lanmustir.



2.GENEL BiLGILER

2.1 NEKROTIZAN ENTEROKOLIT
2.1.1 Patogenez

NEK patofizyolojisi yeterince anlagilamamis olmasina karsin, multifaktoriyel
olduguna inanilmaktadir. Hastalikk etyolojisinde ileri stiriilen prematurite, bagirsak
immaturitesi, hipoksik olaylar, perinatal veya postnatal hipoperfiizyon, formula ile
beslenme, patojen bakterilerin kolonizasyonu gibi hazirlayici faktorler olsa da, asil
patolojinin proenflamatuar sitokinlerin salinimi ile ortaya ¢ikan bagirsak enflamasyonu

oldugu bilinmektedir (2).

Miadinda dogan bebeklerde de NEK goriildiigi bilinmektedir. Bu vakalarda
NEK gelismesinin; dogum afiksisi, polisitemi, kan degisimi, intrauterin gelisme geriligi
veya siyanotik konjenital kalp hastaligi gibi bagirsak perflizyonunu olumsuz etkileyen
risk faktorlerinden kaynaklandigi gosterilmistir. Fakat miadinda dogan bebeklerdeki
NEK klinigi siklikla prematiirelerden farkli olarak ilk giin ortaya g¢ikmaktadir. Bu
bulgudan yola c¢ikarak miadinda dogan bebeklerdeki NEK patofizyolojisinin
prematiirlerden fakli olabilecegi ileri siiriilmektedir (3). Ayrica pretermlerde en sik
tutulum yeri jejunum ve ileum olarak bildirilirken, termlerde ise en sik kolonun
etkilendigi ileri siiriilmiistiir (6). Ileocekal bolgenin sik etkilenmesinin nedeni proksimal
bagirsagin dolasimini saglayan siliperior mesenterik arterin ileokolik dallarinin bu
bolgeye olan uzakligma baglanmistr (6,7). NEK gelisen vakalarda yapilan
calismalarda, olgularin yaklasik yarisinda nekrozun hem kalin hem de ince bagirsaklari
etkiledigi, lezyonlarm esit uzunlukta segmental ya da komplet tutulumlar seklinde

oldugu saptanmistir (7) .

Siddetli anoksik ve hipotansif gibi durumlarda kan akimmnm karin igi
organlarinin yerine, kalp ve beyin yOniine iletilmesi “dalis refleksi” olarak
bilinmektedir. Bunun da yenidoganlardaki NEK patogenezinden sorumlu olabilecegi
ileri siirilmektedir. Hayvanlarda bir¢cok deneysel calismayla dalis refleksinin roli
gosterilmis  olmasma karsin nekrotizan enterokolitteki rolii yeterince tespit

edilememistir (7).



Gastrointestinal sistem epiteli sekretuar goblet hiicreleri tarafindan sentezlenen,
agirhikli olarak miisin glikoproteinlerinden olusan, koruyucu mukus jel tabakasi ile
kaplanmistir. Bu mukus tabakasinin bakterilere karsi bagirsagin ilk anatomik bariyeri
oldugu kabul edilmektedir (8). Bu miisini salgilayan goblet hiicre fonksiyonlarinin ve
intestinal mukus bilesiminin ¢esitli durumlarda farklilik gosterdikleri bildirilmektedir
(8). Bu mukus tabakasi liimen igerigi ve epitelyum arasinda; koruma, kayganlastirma ve
transport fonksiyonlar1 i¢in gerekli goriilmektedir (9). Mukusun viskoelastik polimer
benzeri 6zelliklerini, miisin denilen yiliksek glikoprotein igerikli bileseni saglamaktadir
(9). Miisin, glikolize ve nonglikolize alanlar iceren peptid yapili bir polimerdir. Bu
polimerin,  N-asetilglukozamin, = N-asetilgalaktozamin, = fukoz = ve  galaktoz
oligosakkaritlerinden olustugu bilinmektedir (9). Bu oligosakkarit zincirleri ndtral
pH’da siklikla sialik asit veya siilfat gruplariyla sonlanmakta olup (9), membrana bagl
spesifik glikoziltransferaz ile miisine baglanir. Ayrica, golgi aparatinda bulunan, Golgi
sulfotransferaz enzimi niikleotid seker vericilerinden monosakkaritleri alarak stilfat

ucundan zincire aktarir (10).

Sekretuar miisin apikal yiizeyden iki farkli mekanizma ile sekrete edilir; bazal
sekresyon ve birlesik ekzositoz. Bazal sekresyon; veya basit ekzositoz, yeni sentezlenen
miisinin apikal graniil kitlesi seklinde liimene serbest birakilmasidir (9). Birlesik
ekzositozda ise; miisin sekresyonu sirasinda goblet hiicreleri birlesik ekzositoza
giderler, boylece hiicrelerin merkezinde depolanmis olan miisin grantilleri hizlica
limene sekrete edilir (9). Hormonlar, néropeptidler, sitokin ve lipid yapili enflamatuar
mediator gibi c¢ok sayida biyoaktif faktoriin birlesik ekzositozu etkileyebilecegi
bildirilmektedir (8).

Total parenteral beslenme gerektiren durumlar, intestinal ve beslenme iligkili
enfeksiyonlar, enflamatuar bagirsak hastaliklar1 ve kolon kanseri gibi ¢esitli mukusla
iligkili olan degisikliklerde, 6zellikle mukusta yasayan kommensal bakteriler olmak
iizere mikroplarin mukus jel tabakasmin gelisimini ve korunmasinda etkili olduklar1

iizerine ¢aligsmalar mevcuttur (8).

Assendan kolondan baglamak iizere mukus kalmlhiginm giderek artis gosterdigi;
hatta rektumda 285 mikron kalmhiga ulasabildigi bildirilmektedir (11). Ince bagirsak

ise, daha ince ve yer yer devamsiz dzellikte mukus tabakasi ile kaplanmistir. Ornegin
4



immunolojik yapilari, antijenik maddeleri taniylp ornekleyen Peyer plaklarmimn mukus

ile kapli olmadig: bildirilmektedir (8).

Miisinler, notral ve asidik miisinler olarak iki alt tipe ayrilmistir. Ayrica
sialomiisinler ve siilfomiisinler olarak da tanimlanmaktadirlar. N6tral miisinler gastrik
mukozada baskin iken, asidik miisinler ise ince ve kalin bagirsak epitelinde hakimdir
(12). Asidik miisinin, bakteriyel glikozidaz ve proteazlara karsi siilfatli miisinler
icermesinden dolay1 daha dayanikli oldugu ve bakteriyel translokasyona karsi koruyucu
etkisi olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu, mikroplarin daha yogun oldugu intestinal
bolgelerde goblet hiicrelerinin asidik miisin eksprese etmeleriyle agiklanmaktadir (13).
Fetal yasam boyunca asidik miisinin daha baskin oldugu bildirilmektedir. Miisin
siilfatasyonunun fetal kolonda 14. haftada goblet hiicrelerinin belirmesiyle baslamakta
oldugu, O-asetillenmis sialomiisinlerin ise 23. haftada goriiniir hale geldigi
gosterilmistir (14). Dogumda insan kolonundaki miisin profilinin yetiskin insandaki gibi
baskin olarak asidik miisinlerden olustugu kanitlanmistir (14). Hatta yenidogan
sicanlarin bagirsaklarinda yapilan bir ¢alismada tiim goblet hiicrelerinin siilfate miisin
irettikleri gosterilmistir (15). Hayatin erken evrelerinde bagirsak ortaminda asidik
miisin  varliginin, immiin sistemin yeterince fonksiyonel olmadigi yenidogan
bagirsaginda, mevcut savunma bariyerine katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir (16).
Benzer sekilde, yasa ve intestinal enfeksiyonlarmin siddeti ve sikligina bagl olarak da

miisin alt tiplerinin yapisal degisiklikler gosterebilecegi bildirilmektedir (17).

Intestinal yiizeydeki mukus tabakasmin yoklugu veya enzimatik olarak
parcalanmasimin bakterilerin epitelyal yiizeye ulasmasma ve hazir karbon ile enerji
kaynaklarmna eriserek intestinal yapilara zarar verdigine inanmilmaktadir. Miisinin
yapisindaki bozulmanm, mikrobiyal proteazlar tarafindan baslatildigi ve nonglikolize
“ciplak” bolgelere ilerleyen ¢ok asamali bir siire¢ sonucu gelistigi gosterilmistir.
Oncelikle miisinin jeldz yapis1 ve viskozitesi belirgin sekilde azalmakta ve bunu diger
proteolitik ataklara karsi direngli olan yiiksek glikozillenmis alt miisin {iinitelerinin
(>500kDa) birikmesi takip etmektedir (18). Bu birikmis olan miisin glikopeptidleri
cesitli bakteriyel enzimlerle yapisindaki kompleks oligosakkarit zincirlerinin varligi ve
u¢ kismindaki sialik veya siilfat gruplari, baglant1 tipleri ve boyutlara gore kiictiltiiliir.

Ornegin; terminal siilfat ve sialik asit kalintilar1 bakteriyel siyalidaz ve glikosiilfatazlar



ile parcalanirken, oligosakkarit yan zincirler baglantiya 6zgii glikozidazlar tarafindan

parcalanmaktadirlar (8).

Belirli mikroorganizmalarimn belirli glukokonjugatlara baglanmay1 tercih ettikleri
bilinmektedir (19). Ornegin, E.Histolytica sialidaz enzmine sahip oldugundan dolayi
tercihen N-asetilglikozamine baglanir. Salmonella typhi sialik asid igeren bir
glikoproteine baglanmayi tercih eden sialidaz enzimine sahiptir (20). S.fyphi suslarinin
karsilastirildigi bir ¢alismada daha 6limciil olan suslarin mukus adezyonunda daha
istiin oldugu bildirilmektedir (21). Benzer sekilde, S.fyphi’nin sialomiisine
baglanmasiyla sialidaz ekspresyonunun artmasmin da; bu mikroorganizmanim mukusa
penetre olmasimi kolaylastirdig: diisiintilmektedir (8). H.pylori biinyesinde glikosiilfataz
barindirmakta ve siilfath glikokonjugatlar1 baglamaktadir. Ayn1 zamanda H. pylori’nin
miisinin oligomerik yapisini enzimatik yolla bozma yetenegine sahip oldugu, bu
patojenin miisin tabakasi i¢inde son derece etkili flagellas:i ile serbest¢ce hareket

edebildigi ve miisinin sentezini baskilayabilme 6zellikleri rapor edilmistir (20).

Memeli reoviriislerinin - miisine baglanmasiyla bir mukolitik proteinin
ekspresyonunun arttig1, boylece virilisiin koruyucu mukus bariyerine penetrasyonunun
kolaylastig1 ileri siiriilmiistiir. Bu Orneklerde patojenlerin, mukusun tuzak etkisinin
istesinden gelmek i¢in ¢esitli stratejilerle mukolitik iiretimini tetikledikleri tahmin

edilmektedir (22).

de Repentigny ve ark. (23) Candida tiirlerinin saflastirilmis ince bagirsak
miisinine baglanmadaki yeteneklerini gostererek Candida tiirlerinin viriilansi ile bu
yetenekleri arasinda korelasyon oldugunu distinmislerdir. Candida Albicans’in
intestinal epitele yapigsmasmin ardindan sekretuar aspartil proteinaz {iretildigi, bu
durumun da miisinin ayrigarak organizmalarin mukus tabakasinda daha derin bolgelere
ilerleyebilmesine izin verdigi bildirilmektedir (8). V. Cholera gibi birtakim patojenler,
mukus katmana yapismalarini kolaylastiracak elemanlara sahiplerdir; 6rnegin flajelli
vibriolarin mukus icerisinde yiizdiikleri, hareketli olmayan vibriolarin ise viriilan

olmadiklari tarif edilmistir (24) .

Mukus tabakasindan epitelyal hiicrelerin bulundugu yilizey dogrultusunda olan

flajeller hareket ilerledik¢e; patojenlerin hiicre yiizey glikokonjugatlar1 ve glikolipitleri
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gibi yeni iiriinlerle karsilasma ihtimalleri artacaktir. Beslenme icin c¢esitli {iriinleri
kullanabilen hareketli mikroorganizmalarin, hareketsiz veya tek tip beslenme

ozelligindeki canlilara gére daha avantajli olduklari tahmin edilmektedir (8).

Insanlarda yerlesik mukolitik bakterilere gore ile intestinal miisinlerin spesifik
karbohidrat bilesimlerindeki farkliliklar (terminal sekerler, dallanma paternleri vb.)
olmasi, ¢esitli genetik farkliliklarin varligimin gostergesi olabilecegi diisliniilmiistiir

(25).

Intestinal savunma sisteminin immunolojik ve nonimmunolojik bilesenlerinin
eksikliginin de NEK gelisimini kolaylastirdig: ileri siiriilmektedir. Bunlarin mukus
tabakasi, miisin ve intestinal kommensal yasayan mikroorganizmalara karsi yasla
birlikte mukus tiretiminde goriilen degisiklikler olabilecegi bildirilmistir (2). Bagirsak
epitelyum hiicreleri ve iizerini 6rten mukus jel tabakasi bagirsagin bakterilere karsi ilk
anatomik bariyeridir. Mukusun koruyucu fonksiyonlar: siklikla statik olarak kabul
edilmis olmasma karsin, dinamik koruyucu 6zelliginin de oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu
tez bagirsaklari steril olan hayvanlara verilen intestinal mikroorganizmalara kars1 mukus
sekrete edilmesinin gosterilmesiyle de kanitlanmistir (8). Mukusun iiretiminin veya
bilesiminin 6zelliklerinde olusan kusurlar bakterilerin yayilimma izin verip NEK’i

kolaylastig1 diisiiniilmiistiir (26).

Bagirsagin asil fonksiyonel iiniteleri olan villuslar gebeligin 16. haftasindan
itibaren belirmeye baslar ve kalin bagirsaktaki villuslar 29. haftadan sonra gerilemeye
baslar. Villuslarin yapisinda enterosit, Paneth ile Goblet hiicreleri ve diger ndroendokrin
ile immiin sistemlerle iliskili hiicreler bulunmaktadir (27). Enterositler (epitelyum
hiicreleri) besin emilimi i¢in 6zellesmis hiicreler olup, apikal ve liiminal yiizeyleriyle
sindirim isleminin absorbsiyon fonksiyonlarin1 gerceklestirirler. Bu absorbsiyon
materyallerini interstisyal mesafeye aktarirlar. Epitel hiicrelerinin arasindaki siki
baglantilar epitelyal bariyerin en énemli komponentidir ve bunlarin su, iyonlar ve diger
soliitlerin geg¢islerini kontrol etmek i¢in dinamik olarak gorev yaptiklar1 bilinmektedir
(28). Bu epitelyum dokusunun yenidoganda NEK gelisimini 6nleyen 6nemli bir fiziksel
bariyer olduguna inanilmaktadir. Bu doku yapisindaki siki baglantilarin (tight junction)
kompozisyonda ve fonksiyonlarindaki yetersizlik epitelyal bariyerde gegirgenligi

arttirarak NEK gelisimine katkida bulunmaktadir (2,28).



Sindirim {riinlerinin enterositlerce absorbe edilmeden 6nce niifuz edip ge¢mesi
gereken mukoéz bir tabaka vardir ki bu tabaka ‘“unstirred” tabaka adiyla

tanimlanmaktadir (Sekil 2.1ve 2.2) (29).
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Sekil 2.1ve 2.2. intestinal yiizeyin korunmasinda ve emilimin diizenlenmesinde etkilerin olan

“unstirred layer” sematik olarak gosterilmektedir (29).

Epitelyal hiicrelerin direkt micel formasyonu ile hiicre i¢ine alarak
gerceklestirdigi yag emilimi, unstirred tabaka nedeniyle azalir. Ancak, prematiir
yenidoganlarda pankreatik ve biliyer fonksiyonlar eriskindeki kadar gelismediginden,
bu unstirred katmanin lipid emiliminde ciddi bariyer teskil edebilecegi ileri
siriilmektedir (30). Suda ¢6ziinen molekiillerin unstirred katmandan gecisi biiyiik
Olgtide engellenirken, kisa zincirli yag asitlerinin epitelyal hiicre yilizeyinden kolayca
gectikleri tahmin edilmektedir. Preterm bagirsaginda lipidlerin  emilimden hemen
onceki formunda (bulking phase) kalmaya egilimli olup absorbsiyonunun
gergeklesmemesi ile uzun zincirli yag asitlerinin NEK’e yol agabilecegi

disiiniilmektedir (30).

Ince bagirsak epiteli mukozal immun sistemin diger hiicreleriyle sitokinler
araciligiyla etkilesim halindedir. Bu sitokinlerin immun yanit1 ve biliylime faktorlerini
diizenleyerek immun hiicrelerin proliferasyonunu etkiledigi bilinmektedir (31). Ayrica,

ince bagirsak epitelinin T hiicrelerine sinif II major histocompatibility complex (MHC)
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mokeliilleri veya CD1 molekiilleri ile direkt antijen sundugu kanitlanmistir (Sekil 2.3)
(30). Ince bagirsagin liimeninde mikrovillis yapisma sahip olmayan ve
makromolukiillerin gecisinde goérev almayan M hiicreleri mevcuttur. M hiicreleri,
sadece folikiillerle iligkili epitellerde, mukozal lenfoid dokuda bulunmaktadirlar (32).
Bu hiicrelerin, ince ve kalin bagirsak mukozalarindaki lenfoid dokularda yabanci
antijenleri ve mikroorganizmalari sunmak i¢in Ozellesmis olduklar1 bilinmektedir.

Boylece liiminal antijenlere spesifik bagisiklikta 6nemli rol oynamaktadirlar (27).

Sekil 2.3. Intestinal yiizeyde yer alan M hiicreleri, Peyer plaklar1 ve antijene kars1 olusturulan

immun yanit gema ile gosterilmektedir (33).

Intestinal bazal membran, epitel tabakasi ve altindaki bag dokusu arasinda yer
alan doku olup, biyokimyasal ve immunolojik bariyer gorevi yapmaktadir. Bu dokuda
kapiller, lenfoid damarlar ve bol lenfosit mevcuttur. Mukus ve serdz salgilar1 iireten
glandlar da bu tabakada yer almaktadir. Intestinal liimende bulunan bir antijenin
epitelyal membranda olusturdugu hasar durumunda, immunolojik homeostasi bu

tabakadaki lenfoid hiicreler tarafindan diizenlenmektedir (34).

Mezenkimal hiicreler ve bunlarm yetigkin tiirevleri olan perisipital ve
subepitelyal myofibroblastlar bazal membrandan yaprak (levha) gibi 6zellesmis bir
ekstraselliiller matriks tarafindan ayrilmistir. Deneysel hayvan c¢alismalarinda oldugu

gibi insanlarda da, intestinal bazal membranin bagirsak epiteli ve mezenkim hiicreleri
9



tarafindan birlikte meydana getirildigi ortaya konulmustur (35). Intestinal bazal
membranin altinda plazma hiicreleri, immunoglobulin A (IgA) sektere eden hiicreler,
makrofajlar ve diger lenfositler bulunmaktadirlar. “Peyer plaklar1” ismi verilen bu
yogunlasmis lenf nodu bolgeleri ince bagirsakta en fazla olarak ileumda bulunmaktadir

(36).

Mide asidi mikroorganizmalara karsi bariyer gorevi goriir ve gastrik asit
iretiminin azalmasiyla daha yiliksek miktarda bakterinin gastrointestinal sistemin
distaline kadar ilerleyebilecegi diistiniilmektedir (37). Diisiik dogum agirlikli bebeklerde
mide asit sekresyonu sinirli oldugu ve biiylik cocuklarda 2-3 olan intragastrik pH’in,
dogumdan sonraki ilk 24-48 saatlerde 5.5-7 seviyelerinde oldugu bildirilmistir (38).
Ayrica, cesitli calismalarda H2 blokerleri verilen kritik hastalarda nazokomiyal sepsis
ve NEK riskinin arttig1 gosterilmistir (39). Bir calismada 1500 gram altinda olup 24-32
hafta aras1 274 yenidoganda ranitidin verilen ve verilmeyenler kiyaslandiginda; ranitidin

tedavisi verilen bebeklerde NEK riskinin 6.6 kat arttig1 saptanmistir (40).

Agizdan beslenebilme, prematiir yenidogan i¢in gelisimsel donim
noktalarindandir. Bebegin agizdan beslenmeye hazir olmasi;; emme-yutma
koordinasyonu, gastrodzefageal sfinkter tonusu, gastrik bosalma ve intestinal motilite
fonksiyonlarmin gelismis olmasmi gerektirir (27). Peristaltizm gelisimle birlikte
diizenlenir (41). Ince bagirsak motilitesi 28. gebelik haftasma kadar yeterince
gelismedigi, gastro-anal gecis siliresinin uzun oldugu ileri siiriilmektedir. Prematiir
bebeklerde gastoanal gecis siiresi 8-96 saat iken, bu siirenin erigkinlerde 4-12 saat
oldugu gosterilmistir (27). Bunun disinda, var olan motilite hareketlerinin de yetersiz
oldugu, 27-30 gebelik haftasinda diizensizken; 33-34. haftadan sonra maturitesini
tamamladig1 saptanmistir (42). Bu yetersiz motilitenin liimen i¢indeki toksik maddelerin
birikimine yol acarak NEK patogenezinde rol oynadigi ileri siiriilmektedir (30).
Gebeligin 32. haftasindan daha 6nce dogmus olan prematiir bebeklerin emme-yutma
paternleri term bebeklerden farklidir. Bu preterm bebeklerin yutma islemi sirasinda
emmeyi de koordine etmeleri miimkiin olmamaktadir. Dahasi, bu bebekler agizdan
beslenmeleri durumunda, gastrik icerigin trakea ve akcigerlere aspirasyounu ile
tehlikeye girmektedirler. Bundan dolayi, ¢ok diisiik dogum agirlikli bebeklerde tiiple

beslenme yontemi tercih edilmektedir (43).
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Besinin direkt olarak mideye ya da ince bagirsaga gonderildigi gastrik veya
transpilorik  beslenme yOnteminde bebeklerin immatiir olan emme-yutma
koordinasyonlar1 by-pass edilse de; yavas mide bosalmasi ve immatiir intestinal motilite
gibi fonksiyonlarin hala yetersiz oldugu ileri siiriilmektedir (27). Prematiir bebeklerde
mide bosalmasi term bebeklerden daha yavastir ve bu durum daha yiiksek hacimde
gastrik rezidilye neden olup artmis gastrodzefageal reflii riski ile yakindan iliskili
bulunmaktadir (44). Gebeligin 32-39. haftalar1 arasindaki donemde bebeklerin kalori
ihtiyaci artarken, mide bosalma hizinin yetersiz kaldigi, osmolaritesi 279-448 mOsm/kg
arasinda degisen izokalorik mamalarin mide bosalma siiresinde anlamli degisiklige
neden olmadiklar ileri siirtilmektedir (45). Gebeligin son 3 ay1 boyunca fetiisiin, diistik
kalori yogunluguna sahip ASndan giinde 450 ml hacmine kadar yuttugu tahmin
edilmektedir (27). Prematiirlerin erken postnatal donemde yiiksek kalorili formula

mamalari, hatta anne siitli ile beslenmeyi bile tolere edemedikleri bildirilmektedir (27).

Eriskinlerde, mide bosalma hizi ince ve kalin bagwrsaklardan gelen feedback
sinyalleri ile diizenlenmektedir. Bu diizenlenmede duodenal reseptorlerin asit, yag,
karbohidrat ve triptofan ile uyarilmalari rol oynamaktadir (45). Bunlarin diginda,
yiikselmis liimen osmolaritesi de gastrik bosalma hizini azalttig1 gosterilmistir (45).
Ancak, c¢ok diisik dogum agirlikly, 25-32 gebelik haftalar1 arasindaki bebeklerin mide
bosalma hizlarmin kontroliinde bu duodenal feedback’in etkisi yeterince
gosterilememistir (45). Buna karsin, mide bosalma hizin1 artiran metaklopromid gibi
ilaclarin kullaniminin prematiir bebeklerde mide bosalma hizini artirdigi gosterilmis
olmasina ragmen, tardiv diskinezi gibi ekstrapiramidal yan etkilerinden dolay1 kullanimi

onerilmemektedir (46).

Enteral besinlerin bagirsak kaynakli enflamatuar yanitlarin 6nlenmesinde ve
diizenlenmesinde etkili olabilecegi kabul edilmektedir (47). Bundan yola ¢ikarak
minimal enteral beslenmenin bagirsak mukozasinin yapisal biitiinliigliniin korunmasi ve
postnatal donemde de GIS gelisiminin devaminda gerekli oldugu gosterilmistir (48).
Ancak, enteral beslenmenin riskli oldugu durumlarda total perenteral beslenme (TPN)
kullanilmaktadir. TPN bir beslenme yontemi olup, yenidogan ve Ozellikle prematiir
bebeklerde siklikla kulanilmaktadir. Birgok faydasi olmasina karsin igerigi, verilme

hizi, verilme yolu ile iligskili komplikasyonlar1 bildirilmektedir. Enteral beslenmeyle
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karsilastirildiginda TPN, villus yiikseklik ve genisligini, mukozal kiitle ve DNA
icerigini azaltarak ve azalmis disakkaridaz aktivitesi ile gastrointestinal sistemin
yapisinda degisikliklere neden oldugu deneysel ¢alismalarda ortaya konulmustur (48).
Bu beslenme seklinin lamina propriada enflamatuar hiicrelerin yerlesimi ve bakteriyel

translokasyonu kolaylastirdigi da bildirilmistir (Sekil 2.4) (8).

Adezyon Molekiillerinin
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Sekil 2.4 TPN ile iliskili problemler (27)

Yenidoganda mukozal yiizeyler ve intestinal liimende endojen bakteri
kolonizasyonu c¢esitli asamalarda meydana gelmektedir. Birinci asama dogumdan
itibaren ilk iki haftadir (49). Bu donemde gram pozitif, spor olusturmayan anaeroblar
yerlesir. Anne siitii ile beslenenlerde Bifidobacteri tiirleri, formula mama ile
beslenenlerde ise Lactobacillus tiirleri hakimdir. Bakteri kolonizasyonunun ikinci fazi
kat1 gidalarin tiiketiminin baglanmasma kadar devam eder. Bu asama boyunca
Bacteroides tiirleri progresif olarak artarak eriskinlerdekine benzer bir flora meydana
getirmektedirler. Ozellikle anaerop bakteriler olmak iizere, endojen intestinal flora,
intestinal epiteli Orterek patojenik bakterilerin buraya yapismasini engelleyerek
koruyucu rol oynamaktadir. Bakteriyel kolonizasyonun birinci fazinda anaeroblarin
goreceli olarak daha az olmasindan dolayi, bu donemde yenidogan gastrointestinal
sisteminde patojenik bakterilerin daha kolay kolonize olarak ilk 2 haftada daha sik NEK
gelismesine katkida bulunduguna inanilmaktadir (49). Lactobacillus ve Bifidobacterium
gibi spesifik anaerob bakterilerin vitamin sentezinden baska, laktik asit, asetik asit,

formik asit gibi fermentasyon iiriinlerini, antimikrobiyal bakteriosinler ve yag asitlerini
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irettikleri icin bakteriyel translokasyona karsi koruyucu rol oynadiklar1 ileri
siriilmektedir (50). Salgisal IgA’nin da bakteriyel translokasyona karsi koruyucu
ozelligi bilinmektedir (36).

Korunmada, makrofajlarin bakterileri fagosite etmelerinin 6nemli oldugu ve
fagositlerde oOldiiriilemeyen enterovirulan bakterilerin mezenterik lenf nodlarina
ulagarak burada serbest kaldiklar1 gosterilmistir (36). Bu durumun o6zellikle diistik
dogum agirlikli bebeklerde daha sik goriildiigii iler1 siiriilmektedir (51). Bagirsak veya
safra yollarinda obstruksiyon, immunsupreyon, hemorajik sok, ¢coklu travma, yanik gibi
bariyer yetersizligine neden olan bircok durumda translokasyon ve sistemik

enfeksiyonlarin geliserek NEK’in gelisimini kolaylastirdig1 bilinmektedir (52).

Yenidogan izleminde kullanilan bir takim uygulamalar (beslenme sondalarinin
mide duvarina dayanmasi veya daha distale ilerletilmesi ve genis spektrumlu
antibiyotiklerin  rutin  kullanilmasi) da  kolonizasyon ve translokasyonu
kolaylastirmaktadir. Ayrica, bebek gastrointestinal sisteminin immatiir olmasinin ve
yetersiz enteral beslenmenin de kolonizasyonu kolaylastirdigi bildirilmektedir (27).
Preterm dogan bebekler, 6zellikle de sezaryen yontemi ile doganlarda term bebeklere
gore intestinal bakteriler daha az gesitlilik gosterdigi ve bu durumda patojenik olan
E.Coli, Clostridium, Klebsiella ve Bacteroides tiirlerinin yerlesmesine zemin hazirladig:
tahmin edilmektedir. Bu patojenik tiirlerin asir1 gogalmasi immatiir bagirsakta uygunsuz
enflamatuar siirecleri tetikleyerek nekroza ve bakteriyel translokasyon ile de sepsise yol
acabilmektedir (53). Bakterilere yanit olarak {iretilen sitokinler de epitelyal gecirgenligi

artrrarak bakteri translokasyonunu kolaylastirabilmektedir (53).

NEK gelisen vakalarin intestinal doku Orneklerinde proenflamatuar sitokin
seviyelerinin artmig olmast NEK’in gelisiminde bu mediatorlerin rol oynadigini da
diistindiirmektedir (54). Atomlarda elektronlarin “orbital” adi verilen uzaysal bolgede
cift olarak bulunduklari, molekiillerin ¢ogunun ¢ift elektronlu, az sayida molekiiliin ise
tek yani eksik elektronlu oldugu bilinmektedir (55). Eksik elektronlu bu molekiiller
bulabilecekleri herhangi bir elektron ile iletisime girerek, bu molekiilden bir elektron
almakta, ya da ona bir elektron vermektedirler (55). Fizyolojik veya patolojik
reaksiyonlar esnasinda bagka molekiiller ile kolayca elektron aligverisine girip onlarin

99 ¢¢

yapisin1 bozan bu molekiillere “serbest radikaller”, “oksidan molekiiller” veya en dogru
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adlandirma ile “reaktif oksijen partikiilleri” denmektedir (55). Bunlarin en 6nemlilerinin
siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri olduklar1 bildirilmektedir (55).
Serbest oksijen radikalleri (SOR); aktive olmus fagositler, antineoplastik ajanlar,
radyasyon, aligkanlik yapan maddeler, cevresel ajanlar, stres, kiigiik molekiillerin
otooksidasyonu, enzimler ve proteinler, mitokondrial elektron transport sistemlersi,
peroksizomlar, plazma membram1 ve oksidatif stres yapic1 durumlardan
kaynaklanmaktadwr (55). Bunlardan baska, enflamatuar hastaliklarda, lokal
enflamasyonda, normal yara iyilesmesinde, iskemi ve reperfiizyonda, iyonizan
radyasyon ve herbisit etkileriyle toksik miktarda serbest radikaller olugmaktadir (55).
Postiskemik dokuda da olusan serbest oksijen radikallerine yol agan iki kaynak olup
bunlardan birincisi; hipoksantin ve molekiiler oksijen ile ksantin oksidaz enziminin
reaksiyon zincir, ikincisi ise iskemik doku i¢ine nétrofillerin infiltrasyonu olarak ileri
stiriilmektedir (56). SOR’nin 6nemli bir kaynagi ksantin oksidaz enzimi olup, post-
iskemik durumda polimorfoniikleer 16kositlerin icerdikleri myeloperoksidaz enzimi ile
iskemik hasarda rolii olan serbest oksijen radikalleri meydana gelmektedir. Grisham ve
ark. (56) kedi bagirsaginda iskemi-reperflizyonun polimorfoiikleer hiicrelerin birikimi

ile mukozal myeloperoksidaz seviyelerinde 18 kat artis1 gostermislerdir.

Inflamasyon sirasinda endotelial hiicreler, 16kositler, trombositler, makrofajlar
ve mast hiicrelerinden salinarak artan bu reaktif oksijen iriinleri endotelyal bariyer
yetersizliginin potansiyel mediatorii olarak One siirilmektedir. Reaktif oksijen
irlinlerinin bu etkiyi cesitli yollarla gosterebildikleri; direkt etki “katenin”lerin
fosforilasyonu 1ile wvaskuler endotelyal “kadherin”lerin ayrigsmasi, aktin-miyozin
sitoskeletal kontraksiyonu ve endokapiller glikokaliks tabakasinda parcalanma ile
olusabilecegi bildirilmektedir (57). Reaktif oksijen iriinlerinin indirekt etki
mekanizmas1 ise, oksidan hassasiyete bagli olarak I6kositlerin artan adezyonu,
transendotelyal = migrasyonu, epitelyal hiicrelerin  adezyon  molekiillerinin
transkripsiyonlarinda artis ve “matriks metalloproteinazlar’” (MMP) gibi latent
proteazlarm aktivasyonu yollar1 ile meydana geldigi diisiiniilmektedir (57). Inflamasyon
aracilt gelisen bariyer fonksiyon degisikliklerinde de lipid peroksidasyonu yolu ile

membran hasar1 yapabilen ylikselmis reaktif oksijen iiriinleri su¢lanmaktadir (58).
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Antioksidan molekiiller endojen veya eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma
ile etkisiz hale getirilmektedirler. Hiicre dis1 savunma sistemi, albiimin, bilirubin,
transferin, seruloplazmin, {irik asit gibi cesitli molekiilleri igermektedir. Hiicre igi
serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan savunmayr saglamaktadir. Bu
enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon rediiktaz, katalaz (CAT) ve sitokrom oksidaz olarak bilinmektedir.
Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlari igin
gerekmektedir (59). Serbest oksijen radikallerinin NEK patogenezindeki rolii
tanimlanmistir (60). Serbest oksijen radikalleri hiicresel ve mitokondriyal membranlarin
icindeki lipid peroksidasyonu yoluyla dokulara zarar vermekte, oksijen radikallerinin
yiiksek seviyede olmasi ve immatiir savunma sisteminin birlikteligi yenidoganda
oksidan aracili hasar riskini artirmaktadir (61). Intestinal hiicre hasar1 sirasinda
mekanizma nasil olursa olsun, reaktif oksijen iriinlerinin onemli hiicresel sinyalleri
aktive ettigi iler1 stiriilmektedir. Hipoksi ve reoksijenasyon hasarindan sorumlu tutulan

bu molekiillerin apopitosisi de tetikleyebilecegi tahmin edilmektedir (62).

Endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) olarak da bilinen nitrik oksitin
eslesmemis bir elektron tasiyan yiiksiiz bir molekiil oldugu bilinmektedir (63). NO’in
bu 6zelliginden dolay1 onun essiz bir mesajct oldugu diisiiniilmektedir. Yani yiiksiiz
oldugu i¢cin membranlardan kolayca gecerek hizlica reaksiyona girmektedir. Yar1 6mrii
20-30 sn olan NO, vasodilatator etkinin yani sira, vaskiiler zararlanma, enflamasyon ve
trombosise karsi koruyucu etkileri oldugu tahmin edilmektedir. NO 16kositlerin
endotele adesyonunu inhibe edip, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin nonproliferatif
konumda kalmasmi saglayarak platelet agregasyonunu simirlamaktadir (63). Nitrik
oksitin ¢ok sayida fizyolojik ve patolojik siirecte dnemli rol oynadigi da bilinmektedir
(63). Yakin zamanda yapilmis bir ¢calismada NEK’in ciddiyeti ile toplam oksidan seviye
ve oksidatif stres indeksi arasinda iliski ortaya konmustur (63). Perrone ve ark. (64)
preterm dogan, NEK gelisen bebeklerin kordon kanlarinda oksidatif stres
parametrelerinin daha yiiksek oldugunu tespit edip, kordon kaninda oksidatif stres
mediatorlerinin  6l¢limii ile NEK icin yiliksek riskli bebeklerin onceden tahmin

edilebilecegini ileri siirmiislerdir.
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Inflamatuar sitokinlerin, NO sentaz up-regulasyonu ile NO’in lokal {iretimini
artirdiklar1 ve sonunda artan peroksinitrit gibi ara reaktif azot iirlinlerinin bariyer
disfonksiyonunu artirabilecegi ileri stiriilmiistiir (65). Bu karmasik enflamasyon
siirecinde bagirsakta giiclii vazokonstruksiyon veya asir1 vazodilatasyonu uyaran
vazoaktif maddelerin salindig1 da gosterilmistir. Bu vazoaktif maddelerden platelet
aktive edici faktor (PAF), Endotelin-1 ve nitrit-peroksinitritin NEK ile iligkileri ortaya
konulmustur (66). Ayrica intestinal duvarda meydana gelen enflamasyon sonrasi
kompleman ve koagulasyon sistemlerinin de tetiklendigi de bilinmektedir (67).
Uyarilmis 16kosit ve trombositlerin endotele yapisarak ince bagirsagin mikrovaskiiler
kan dolasimin1 tikadiklar1 diistiniilmektedir (66). Ayrica, salman nitrik oksidin
dretiminin bozulmasina bagli vazospazm ile de perflizyonu da etkiledikleri ileri
siiriilmektedir (66). Onceki ¢alismalarda, intestinal mukozal hasarin arka planinda SOR,
PAF, lokotrienler ve TNF-a gibi enflamatuar mediatorlerin  bulundugu bildirilmistir.
Dokuda stres yaratan nedenin ardindan PAF salinimi tetiklenmekte, ardindan sirasiyla
enflamatuar sitokinler salinmakta ve aktive polimorfoniikleer lokositlerin migrasyonu
gerceklesmekte; sonugta da SOR diriinlerinin fazlaca {iretimi ile doku hasari
gelismektedir. Bu reaktif oksijen {iriinlerinin antioksidan sistemler tarafindan
sinirlandirilamadigr durumlarda c¢esitli mekanizmalarla, 6zellikle hiicresel membran
lipidlerinin peroksidasyonu ile hiicre hasar1 ve takiben hiicre nekrozu ve Olimi

meydana gelebilmektedir (62).

Aktive olan koagulasyon sisteminin olusturdugu trombiis, fibrin molekiilleri,
fibronektin, vitronektin ve trombospondinleri igermektedir (68). Bu molekiiller de
lokositlerin, fibroblastlarin ve endotelyal hiicrelerin migrasyonunu saglamaktadir.
Dokuda yogunlasan trombositler de kemotaktik faktorler1 ile 16kositlerin
infiltrasyonunu uyarmaktadir. Hem l6kositlerde hem de trombositlerden sitokinler ve
biiylime faktorleri salinarak stire¢ diizenlenmektedir (68). IL-1a, IL-1, IL-6 ve TNF-a
enflamasyonda, FGF-2, IGF-1 ve TGF- kollajen sentezinde, FGF-2, VEGF-A, HIF-1a
ve TGF-PB angiogenesisde, EGF, FGF-2, IGF-1ve TGF-a reepitelizasyon i¢in gerekli
olduklar1 bilinmektedir (68). Nétrofiller tarafindan iiretilen TNF-a, IL-1 ve 1L-6 gibi
mediatorler enflamatuar yanit1 artirmakta ve bu mediatorler de doku tamirinde gerekli
olan VEGF ve IL-8 iiretimini stimule etmektedirler (69). Enflame dokudan katyonik

peptidler ve “eikosanoid”’ler gibi yiiksek antimikrobiyal etkili maddeler, elastaz,
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katepsin G gibi proteinazlar da salinmaktadwr (69). Bunlarin salinimi da NEK

patogenezine katkida bulunmaktadir.
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Sekil 2.5 TLR Aktivasyonu ve enflamatuar yanitin diizenlenmesi (70).

Tool like reseptorler (TLR) lenfosit ve fagositler dahil olmak iizere immiin
sistemle iligkili bir¢ok hiicrede bulunan transmemnbran proteinlerdir (71). Bu
transmembran proteinler intestinal epitelyum hiicrelerinde ve bunlarin endozomlarinda
da bulunmaktadir. Bilinen 10 tip TLR mevcut olup TLR 1-2-3-4-5-9 tipleri insan ince
bagirsaginda tespit edilmistir (71). TLR 2,4,5 ve 9; bakterilerin ve mantarlarin
lipopolisakkarit (TLR4) gibi ortak yapisal elemanlarini, TLRS flagellini, TLR3 ise
ozellikle c¢ift sarmalli viral DNA’y1 tespit etmektedir (72). TLR aktivasyonu,
enflamatuar ve immiin yanitin diizenlenmesinde TNF-a ve IL-1B’dan baska niikleer
faktor kappa (NF-«) proteininin de transkripsiyonunu artirarak rol oynamaktadir. NF-x,
tekrar dinlenme sathasinda sitoplazmada bulunan inhibitor kB (IkB) proteinlerine
baglanmaktadir (73). In vivo ve in vitro ¢alismalarda immatiir enterositlerde IxB
ekspresyonunun azalmasia bagli olarak NF-kB aktivitesinin arttigi da gosterilmistir
(74). TLR’lere kuvvetlice baglanan adaptor proteinler TLR’lerin C-terminal bolgesi ile
kompleks olusturmaktadir (75). Olusan bu kompleks, mitojen aktive edici protein kinazi
aktive edip, NF- xB ve diger enflamatuar sitokinler ve kemokinlerin niikleer
translokasyonlarmi uyararak iiretimini artirmaktadir (Sekil 2.5) (75). TLR aktivasyonu;

intestinal epitelyum hiicrelerinin ¢ogalmasi, hiicreler aras1 siki baglantilarin
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sirdiiriilmesi, IgA iiretimi, AMP ekspresyonu ve zarar gormiis intestinal epitelin
lyilesmesi gibi bircok siirecte anahtar rol oynamaktadir (76). Ayrica aktivasyonu ile
enterosit apoptosisinde artisa ve bariyer gecirgenliginde azalmaya da neden oldugu
gosterilmistir (77). TLR4’lin endotoksin veya lipopolisakkaritlerle aktivasyonu ile
miyeloid diferansiasyon sinyali ile TNF-a, IL-1p, IL-6 gibi pro-enflamatuar genler de
indiiklenmektedir (77).

Interlokin-1 (IL-1) makrofajlar ve diger antijen sunan hiicrelerden salmnan bir
sitokin olup iki ayr1 komponenti mevcuttur; IL-1a, hiicreyle iligkili protein ve IL-1p,
sekretuar molekiil (78). IL-1, TNF-o ile stimiile edilip ve enflamatuar yaniti
desteklemektedir. Sik yiikselen ates, endotele lokosit adezyonunun ve fagositoz
aktivasyonunun artirarak bu etkisini ortaya koymaktadir (78). Ayrica, IL-1B’nmn
enflamasyon bolgesinde notrofil sayisini artiran 1L-8 genini de aktive ettigi
gosterilmistir (79). Bu 6zellikleri nedeniyle IL-1’1n, sepsis ve multiorgan yetersizligi ile
karakterize olan sistemik enflamatuar yanit sendromunda (SIRS) Onemli bir rol
oynadig1r da distniilmektedir (80). Enflamatuar bagirsak hastaligi olan hastalarin ve
NEK’li yenidoganlarm intestinal 6rneklerinde yapilan ¢alismalarda IL-1B’nin dokularda
yiikselen seviyesi gosterilmistir (81, 82). Enflamatuar bagirsak hastaliklarinda, intestinal
dokudan baska dolagimda da IL-1B’nin arttig1 bildirilmistir (83). Tavsanlarda immiin
kompleks koliti olusturulan deneysel bir calismada IL-la ve IL-1PB seviyelerinin
intestinal enflamasyon, 6dem ve nekroz gelisimiyle korele oldugu da ileri siirtilmiistiir
(84). Diger pro-enflamatuar sitokinlerle birlikte salman interlokin-6 (IL-6), aktive
lenfositlere etki ederek B hiicrelerinde antikor iiretimi ve sitotoksik T hiicrelerinin
farklilagmasi saglanmaktadir (85). IL-6 endotel, makrofajlar ve yardimci T hiicrelerinde
iretilmekte olup, C-Reaktif Protein (CRP) ile birlikte akut faz reaktanlarmmin major
proteinlerinden biri oldugu bilinmektedir (86). Sepsis veya sistemik enflamatuar yanit
sirasinda bakteriler, endotoksinler ve diger sitokinlerin etkileriyle enterositlerden de
salman IL-6’nin artmis oldugu ileri siiriilmiistiir (85). Fetal kanda yiikselen IL-6
seviyesinin yiikselmis neonatal morbidite ile anlamli iliskisi ortaya konmustur (87).
Yenidoganlarin plazma IL-6 seviyelerinin incelendigi bir ¢aligmada ise bakteriyel sepsis
ve lizerine NEK gelisen bebeklerde sadece sepsisi olan grup veya kontrol grubuna gore

IL-6 seviyelerinde 5-10 kat artig bildirilmistir. Ayni ¢alismada kurtulan ve kaybedilen
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hastalar degerlendirildiginde; IL-6’nin artmis mortalite ile de iligkili oldugu ileri

stiriilmektedir (88).

Enflamatuar sitokinlerden olan Interlokin-8 (IL-8) monositler, makrofajlar, T
hiicreleri ve endotelden salinmaktadir. Dolagimdaki nétrofillerin integrinlerini aktive
etmekte, boylece onlarin vaskuler endotelyuma adezyonlarini saglamaktadir. Notrofil,
eosinofil ve T hiicreleri i¢in kemotaksis, CD11b/CD18 gibi adezyon molekiillerinin
ekspresyonunun indiiklenmesi ve bazofillerden histamin saliniminin inhibisyonunda
etkili oldugu da ileri siirtilmektedir (89). Migrasyonu saglamasindan baska, notrofilleri
direkt aktive ederek notrofil adezyon molekiillerinin ekspresyonunu diizenlemektedir
(86). Gastrointestinal sistemde de enflamasyon sirasinda IL-8’in potansiyel kemotaktik
faktor olabilecegi tahmin edilmektedir. Buna ek olarak, endotelin albumine vaskuler
gecirgenligini artirip doku 6demine yol agabilecegi ileri siirtilmiistiir (30). Mukozal
enflamasyonda intestinal lamina propria hiicrelerinden {iretilen IL-8’in enflamatuar

bagirsak hastaliklarinda merkezi rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (90).

Sitokinlere ek olarak NEK gelisiminde PAF’in da rol oynadigi tahmin
edilmektedir. PAF, enflamatuar hiicreler, endotelyal hiicreler, trombositler ve intestinal
bakteriler tarafindan {retilen fosfolipid yapida bir molekiil olup, trombositler ve
notrofiller lizerinde bulunan PAF reseptorleri (PAFr) lizerinden etki etmektedir (91).
“PAFr” aktivasyonu ile hizlica trombositler agregasyon gostermektedir. Buna ek olarak
PAF’in sistemik etkisi ile hipotansiyon ve sistemik sok bulgular1 ortaya ¢iktigi
bildirilmektedir (7). Deneysel bir sigan ¢alismasinda PAFr antagonisti ile endotoksin ve
hipoksiye bagl gelisen intestinal hasarin azaltilabilecegi ileri siiriilmektedir (92). Baska
bir ¢alismada ise IL-la gibi sitokinlerin PAF tarafindan uyarilan trombositlerden
salindig1 tahmin edilmektedir. Buna gore, fibrin pihtilarinin ig¢inde yliksek miktarda
bulunan bu sitokinlerin sitokin aktivitesi i¢in rezervuar olabilecegi diisiiniilmektedir
(93). Farkli dokularin PAFr konsantrasyonlar1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi ile incelenmistir. Buna gore; kalp, akciger, bobrekler gibi diger organlarda
%1’1n altinda iken, ileumdaki PAFr konsantrasyonunun %56 oldugu bildirilmistir (94).
[leumda yiiksek konsantrasyonda tespit edilen bu PAFr seviyesinin, ince bagirsak
nekrozu ile ilerleyen NEK’te sorumlu olabilecegi tahmin edilmektedir (94). PAF’lin

yikimi PAF-asetil hidrolaz enzimi ile ger¢eklesmektedir (95). NEK patogenezinde etkili
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olabilecegi diisiiniilen bu enzimin seviyesinin NEK gelisen bebeklerde diisiik oldugu da
bildirilmektedir (95). Ayrica PAF-asetil hidrolazin anne siitii ile beslenenlere gore

formula mama ile beslenen bebeklerde daha diisiik oldugu da ileri siiriilmiistiir (96).

Akut faz reaksiyonunu stimule eden sitokinlerden olan TNF-a‘nin sistemik
enflamasyonda yiikseldigi bilinmektedir (97). TNF aktive olmus makrofajlar, CD4+
lenfositler ve Natural Killer (NK) hiicrelerin tarafindan tretilmektedir. TNF-o’nin
primer gorevi immiin yanitin diizenlenmesidir. Endojen pirojenlerden olup viicud 1sisin1
artirmakta, apoptotik hiicre 6liimiinii tetiklemekte, sepsis kliniginde I1L-1 ve IL-6 gibi
sitokinlerin salmimini saglamaktadir. Bunlardan baska tiimorigenez ve viral
replikasyonu inhibe ettigi de bilinmektedir (97). TNF-a’nim IL-6 ile birlikte hipotalamo-
hipofizer aks lizerinden; kortikotropin releasing hormon (CRH) salinimini uyardigi,
istah1 azalttig1, viicud 1sisin1  yiikselttigi, karaciger Ttzerinden, CRP ve diger
mediatorlerle akut faz yanitim1 diizenledigi, ayrica insiilin direncini artirdigi ortaya
konmustur (97). TNF-a iiretimi ve fonksiyonunun diizensizliginde Alzheimer hastaligi,
kanser, major depresyon ve enflamatuar bagirsak hastaliklarma neden olabilecegi de
gosterilmistir (98-101). Notrofiller i¢in potent kemoatraktan olan TNF-o, endotel
hiicrelerinde adezyon molekiillerinin ekspresyununu da artirmakta, bdylece notrofil
migrasyonuna yardimci olmaktadir. TNF-o’nin lokal konsantrasyonunun artmasmin da
dokuda enflamasyonun 1s1, kizariklik, agri, sislik ve fonksiyon kaybi gibi temel

bulgularina yol actig1 bilinmektedir (97).

TNF, iki ayr1 reseptore baglanabilmekedir; TNF-R1 ve TNF-R2. TNF-R1 bir¢ok
dokuda esprese edilip, membrana baglanan ve ¢ézlinmiis olan trimerik formlarla aktive
olmaktadir. TNF-R2 ise, sadece immiin sisteme ait hiicrelerde bulunmakta ve
membrana baglanan TNF trimerleri ile aktive olmaktadir (Sekil 2.6) (102). TNF
molekiilleri ligandlar1 ile temas ettigi zaman TNF reseptorlerinde konformasyonel
degisiklik meydana gelmekte, intraselliiler 6liim sinyalini saglayan Silencer of Death
Domains (SODD) inhibitor proteininin ayrismasina yol a¢cmaktadir. Bu ayrismanin
ardindan, 6liime gotiiren adaptor protein olan Tumor Necrosis Factor Receptor Type 1
Associated Death Domain Protein (TRADD) proteini aktive olmaktadir (Sekil 2.7)
(103). TRADD aktivasyonu ile 3 ayr1 yol tetiklenmektedir. NF-xB yolu ile enflamatuar

sitokinlerin iiretimi ve salinmasi, niikleusa etki ederek hiicre cogalmasini uyarmaktadir.
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Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) yolu iizerinden hiicre farklilagsmasi,
cogalmasi ve pro-apoptotik degisikliklerin diizenlenmesi saglanmaktadir. Bunlardan
baska, TNF-R1 reseptorii ilizerinden hiicre oliimii sinyali ile apoptosise gidisi

diizenlenmektedir (104).
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Sekil 2.6 (a ve b) TNF-a ve transmembran protein yapisindaki TNF-R1 reseptorii

(c) TNF-a’nin baglandig1 diger yiizey proteini olanTACE (TNF-a converting enzyme),
molekiiliin dolagim iginde serbestge birakilmasini engellemektedir.

(d ve e) TNF-a’nin intraselliiler sinyal yollar1

(f) NF-kB aktivasyonunun engellenmesi (105)
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Sekil 2.7 Enflamatuar kaskad toksik metabolitlerin iiretimi ile intestinal mukozaya zarar veren
¢ok sayida proenflamatuar ve diizenleyici sitokinlerin salinimi. (106).
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Sekil 2.8 Nekrotizan enterokolitte hipoksi, formula ile beslenme ve bakteri gogalmasi ile aktive
olan enflamatuar kaskad; doku iskemisi ve nekrozu (106).

Pro-enflamatuar sitokinler intestinal sistemdeki bariyerlerin koruyuculugunu
azaltmasina karsim, interlokin-10 gibi anti-enflamatuar sitokinlerin enflamatuar cevabi
yumusatarak koruyucu rol oynadiklar1 ileri siiriilmektedir (107). IL-10’un
gastrointestinal sistemde Onemli bir immiinoregulatuar olabilecegi ve intestinal
enflamasyonun derecesini azaltarak NEK’in patogenezinde etkili olabilecegi
diistiniilmiistiir (107). Bu interlokin; 32kDa agirhiginda olup T hiicreleri, timosit,
monosit, makrofaj ve Langerhans hiicrelerinden salinmaktadir. Salindiktan sonra; IL-1,
IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF sentezlerini inhibe etmektedir. Bunlarda birlikte, T
hiicreleri ve makrofajlar1 da baskilamaktadir (107). Ayrica, birgok enflamasyon
sirasinda IFN-gama ile birlikte salinarak doku hasarinin azaltilmasina katkida
bulunmaktadir (89). Deneysel intestinal iskemi sigan modelinde intraperitoneal 1L-10
enjeksiyonu ile lokal ve sistemik enflamatuar reaksiyonlarin azaldigi ileri siirtilmiistiir

(108). IL-10’un ayrica, kiiltiire hiicrelerde metalloproteinazlar1 da azalttigi
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gosterilmistir. Bu yolla doku hasarinin da azaltilabilecegi tahmin edilmektedir (109).
Enflamasyon siirecinde gii¢lii bir karsi diizenleyici sitokin olan IL-10’un NEK

tedavisinde ileride potansiyel seceneklerden olabilecegi diisiiniilmektedir (106).

Endotelin-1 ilk olarak endotelde tespit edilen en gii¢lii vazokonstruktor bir
molekiil olarak tanimlanmaktadir (110). Preproendotelin olarak bilinen 203 aminoasitli
daha uzun bir onciil molekiilden proteoliz ile 21 aminoasitli Endotelin-1 meydana
gelmektedir. Yiikselmis Endotelin-1 seviyelerinin ¢esitli kardiyovaskuler hastaliklar,
hipertansiyon, konjestif kalp yetersizligi, kronik bobrek yetersizligi gibi ¢ok sayida
hastalikla iligkili oldugu diistiniilmektedir. Birden fazla sistemin etkilendigi preklampsi

etyopatogenezinde de Endotelin-1 ile olusan vazokonstruksiyon su¢lanmaktadir (111).

Vaskuler Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF) angiogenezi uyaran bir sinyal
proteini olup, doku oksijeninin yetersiz kaldiginda kan dolasimimni geri dondiirmeye
calisan sistemin bir eleman1 olarak taminlanmistir. Embriyonik gelisim asamalarinda,
cerrahi veya yaralanma sonras1 yeni damar olusumunda, egzersiz sonrasi kas dokusunda
ve tikanan damarlarin yerine kollateral dolasimin saglanmasinda etkileri gosterilmistir
(112). Anjiojenik bir faktér olan VEGF’iln iilseratif kolitin fizyopatolojisinde etkili
olabilecegi disiiniilmiistiir (113). Weil ve ark. (114) mezenkimal kok hiicrelerinin,
hipoksi 1ile hasara ugratilmis fetal intestinal epitelyum dokusunun canliligmi
kazanmasinda ve c¢ogalmasinda etkili olabilecegini 6ne slirmiiglerdir. Calismalarinda
mezenkimal kok hiicrelerden parakrin yolla salinan IL-6, Hepatosit Biiylime Faktorii
(HGF) ve VEGF etkisi ile apoptotik sinyalin baskilanarak canliligin ve hiicre

proliferasyonunu saglandigini bildirmislerdir.

NEK etyopatogenezinde ileri siiriilen faktorlerin biri de intestinal perflizyonun
bozulmasidir. Normalde gastrointestinal sistemin kanlanmasi truncus coeliacus, siiperior
mesenterik arter ve inferior mesenterik arter yollartyla saglanmaktadir (115). Venoz
drenaj1 ise direkt olarak kalbe iletilmek yerine, emilen maddelerin gerekirse detoksifiye
edilmeleri i¢in portal ven yoluyla Oncelikle karacigere iletilmektedir. Gastrointestinal
kan akimi dinamik bir diizenlenmeye sahip olup, farkli durumlarda perfiize edilen
organlarin kiitlesi ile buraya iletilen kardiyak “output”un orantisiz olabilecegi ileri
siriilmektedir. Buna gore; aclikta kardiyak outputun %5’1 gastrointestinal sisteme
iletilirken, beslenme sirasinda bu oran %25’e ¢ikabilmektedir (116). Intestinal
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perfiizyonun bozulmasma yol acan acik patent ductus arteriosus (PDA) varliginda NEK
insidansinin  arttig1 bilinmektedir (117,118). Umblikal kateter yerlestirilmis olan
hastalarin NEK gelisimi i¢in riskli oldugu bilinmektedir. Gobek kateterizasyonu
uygulanmis hayvan modelinde Doppler ultrasonografi yontemi ile yapilan incelemede
mezenterik arter akiminin ciddi derecede diistiigii gosterilmistir (119). Konjenital kalp
hastaligi olan yenidoganlarda yapilan bir ¢alismada tedavideki gelismelere ragmen,
operasyona giden hastalarin %60’inda NEK saptanmistir (120). Bagka bir ¢alismada da
konjenital kalp hastaligi olan 935 yenidoganin 70’inde evre 3 ve 4 NEK gelistigi, diisiik
dogum agirlig1 ile birlikte konjenital kalp hastaliklarinin varliginin mortalite riskini
artirdig1 bildirilmektedir (121). Stress varliginda sistemik kan akimmdan mesenterik
alana yoOnlendirilen kan miktar1 sempatik sinir sisteminin giiglii aktivasyonu ve
norepinefrinin salmmasi ile azalmaktadir (122). Normal sartlarda preterm bebeklerde
yaygin olmayan hipoperfiizyon ve iskemi-hipoksemi durumlar1 direkt ve/veya

enflamatuar mediatorlerle mukozal hasara yol agmaktadir (123).

NEK’in patogenezinde hayati1 tehdit eden esas unsurun intestinal submukozadaki
trombiis oldugu ve bu olaym intestinal villiiste koagulasyon nekrozuna yol actigi
bildirilmistir (66). NEK etyolojisi gozetilmeksizin yapilan bir incelemede 84 vakanin
patolojik olarak degerlendirilmesinde esas goriilen lezyonun koagulasyon nekrozu
oldugu gosterilmistir (124). Intestinal villusun apeksinden itibaren baslayan bakteriyel
invazyonu submukozadaki arteriolar pleksusda trombosis takip etmektedir (66). Bu
yolla koagulasyon sistemi hizlica aktive olmakta ve bagirsak duvarmdan mezenterik
bolgeye dogru uzanan biiyiik kan damarlarinda trombiis ilerlemektedir. Bu mekanizma
ile lamina propriadaki enflamasyonun yogunluguna bagli olarak segmental nekroz

bolgelerinin olusmasi a¢iklanmaktadir (125).

Term bebeklerde dogumdan itibaren “Fetal Hemoglobin” (HbF) azalarak
yaklagik postnatal 25. haftada yerini Hemoglobin A (HbA)’ya birakmaktadir. Bununla
birlikte HbA’nin yiikselmesi iki asamali oldugu ileri siiriilmektedir. Dogumdan sonraki
6 hafta i¢ginde hemoglobin iiretimi yavas olup, bundan dolay1r dogumdan sonraki ilk 6
hafta hemoglobin miktarinda azalma oldugu bildirilmrktedir (126). Term bebeklerde 6
hafta olan bu gegis siiresi pretermlerde daha yavas ve uzun siireli olup oksijen tasima

kapasitesi ve dokularin oksijenlenmesini etkilemektedir (126). Oksijenin dokuda
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bulunmasinin, yara iyilesmesi, hiicre ¢ogalmasi, bakteriyel savunma, anjiogenez ve
kollagen sentezi i¢in sart oldugu bilinmektedir. Hipoksemik durumlarda yara
lyilesmesinin yetersiz kaldig1 deneysel ve klinik calismalarda gosterilmistir (127).
Oksijen tasima kapasitesinin azalmasi ile birlikte anemi, biiyliyen dokulara ihtiyacindan
daha az kan gelmesine bagli olarak laktik asit gibi anaerobik metabolizma iiriinlerinin
birikmesine neden olmaktadir (128). Bu durum da NEK gelisiminde olas1 bir neden

olarak belirtilmektedir.

Aneminin disinda da polisitemi ve hiperviskozitenin de bagirsak perfiizyonunun
bozulmasia bagli olarak NEK’e neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Képek yavrularina
transflizyon yapilarak hipervolemik polisitemi olusturuldugu bir ¢aligmada; deneklerin
bagirsaklarinda NEK ile uyumlu histopatolojik degisiklikler gdsterilmistir (129). Baska
bir deneysel calismada da, hiperviskoziteye bagl olarak intestinal iskemi gelistigi

ortaya konulmustur (130).

2.1.2 Risk Faktorleri

2.1.2.1 Prematiirite ve Diisiik Dogum Agirhg:

Son yillarda infertil olan ¢iftlerin in vivo ve invitro yontemlerle bebek sahibi
olma oranlarmnin ve ileri yasta hamilelik oranlarinin artmasi, diisiikle sonuglanabilen
hamileliklerin siirdiiriilebilmesi gibi gelismeler preterm dogum oranlarini arttirmistir
(3). Prematiir dogum oranlar1 sanayilesmis olan toplumlarda 1996°da %0.87 iken 12 yil
icinde %]1.1°e c¢iktig1 gosterilmistir (131). Tiirkiye Niifus ve Saghk Arastirmasi

sonuclarina gore, Tiirkiye’de diisiik dogum agirlikli bebeklerin orani ise %11°dir (132).

NEK gelisimi ve gestasyonel yas arasindaki ters iligki bilinmektedir ve
teknolojideki tiim gelismelere, tedavi protokollerindeki iyilesmelere ragmen, iilkeden
iilkeye diisiik dogum agirlikli bebeklerde NEK goriilme sikligi degismektedir (1). Iki
ayr1 sanayilesmis olan toplumu kiyaslayan calismada NEK gelisme sikligi ve tedavi
sonuglar1 farklilik gdstermektedir (133). Ulkemizde ¢ok diisiik dogum agirlikls
bebeklerin mortalitesi ile ilgili ¢ok merkezli arastirmada dogum agirliklar1 500-749
gram olan bebeklerde mortalite %70’°dir. Dogum agirliginin 750 gramdan sonra her 250
gramlik artigta mortalite %45, %21, %10 olarak azalmaktadir (134). Tiim preterm veya
cok diisik dogum agirlikli (<1500gr) bebeklerin yaklasik %5’ini, 1000 gram alt1
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bebeklerin ise %10’unu NEK etkilemektedir (3). Bu durum immatiir mukozal bariyer,
mukozal enzimler ve ¢esitli gastrointestinal hormonlarin regiilasyon bozuklugu ile

birlikte diger sekonder nedenlere baglanmaktadir.

2.1.2.2 Enteral Beslenme

Enteral beslenme ile NEK gelisimi arasinda iliski oldugu bilinmektedir. Yapilan
gozlemlerde, NEK gelisen bebeklerin %90-95 inin en az bir defa beslendigi tespit
edilmistir (135). Enteral besleme enterik patojenlerin proliferasyonu icin gereken
substratlar1 saglamasi, anne siitiine gore hiperosmolar olmasi nedeniyle NEK i¢in

suclanmaktadir (136).

Anne siitii igerdigi lokal bliylime faktorleri gibi immunprotektif etkili maddelerle
NEK riskini anlaml 6lgiide azaltmaktadir. Ustelik, enteral IgA ve IgG igerikli
beslemeyle yapilan klinik caligmalarda NEK riskinin azaldig1 gosterilmistir (137). Anne
siitlinlin osmolaritesi yaklasik 300 mOsm/kg iken formula mamalarda bu degerin 400
mOsm/kg oldugu bildirilmektedir. Yiiksek osmolariteli beslenmede yliksek
konsantrasyonda bulunan soliit maddelerin direkt intestinal mukozal hasara yol acarak

NEK’i kolaylastirdigz ileri siirtilmektedir (136).

2.1.2.3 Bakteriyel Kolonizasyon

Hastanede yatan preterm bebekler ve term bebekler ile anne siitiiyle beslenen
bebeklerin intestinal mikrobiyal floralarinin belirgin farklilik gdsterdigi bilinmektedir
(138). Prematiire bebeklerde term dogan ve anne siitii ile beslenen bebeklerde kolonize
olan Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirlerinden daha baskin olarak Klebsiella,
Enterobacter ve Clostridia gibi patojen bakterilerle mikrobiyal floranin meydana
geldigi ileri siirtilmektedir. Kolonize olan bakteri tiiriiniin patojenik ya da kommensal
olmas1 NEK patogenezinde Onemli oldugu bilinmektedir (139). Sepsis, NEK’li
bebeklerin  %20-40° 1nda gosterilmistir. En sik diretilen mikroorganizmalar
Enterobacteriaceae sp., Clostridia sp., Staphylococcus sp., virisler ve mantarlardir.
Bakteriyel enfeksiyonlarla iligskili olabilmesine ragmen, bakterinin epitelyum yapiy1
bozmas1 ve submukozaya gecerek dolasima erismesinin de NEK’te etkili oldugu 6ne

stirtilmiistiir (2).
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2.1.2.4 Hipoksik-Iskemik Durumlar

Hipoksik-iskemik durumlarda NEK riskinin artmasinda olas1 mekanizma; daha
once bahsi gegen ‘“dalis refleksi” olarak da adlandirilan kan akiminin daha az vital
organlardan tercihen kalp ve beyine gitmesidir. Hastalik esas olarak prematiir
bebeklerde goriilsede, NEK gelisen term bebeklerde siyanotik konjenital kalp hastaligi
veya by-pass cerrahisi gibi hipoksik veya iskemik durumlarm birlikteligi saptanmistir
(140). Pretermlerin bagirsaklar1 iskemik durumlara kars1 daha duyarl olsa da term ve
terme yakm infantlarda hipoksik iskemik durumlar daha sik rol oynadigi
bildirilmektedir. Perinatal asfiksi gibi sirkiilatuar stres durumlarinda kan splanknik
dolasimdan uzaklastirilmaktadir. Intestinal iskemiyi takip eden reperfiizyon bagirsak
hasar1 olusturur. Vazodilatator (Nitrik oksit ve digerleri) ve vazokonstriiktor (Endotelin-
1 ve digerleri) molekiiller arasindaki imbalans splanknik kan akiminin
otoregiilasyonunu bozmaktadir. NEK gelisen term bebeklerde hayatin ilk giiniinde
yapilan Doppler incelemede siiperior mezenter arterde yiiksek akim direnci
gosterilmistir. Benzer sekilde konjenital kalp hastaligi olan bebeklerde bagirsak
perfiizyonu tehlikeye girerek iskemik hasar kolaylasir. PDA’nin diastolik kagaga bagh
olarak splanknik perflizyonun azalttigi ve buna bagl olarak NEK riskini artirdigi
bildirilmektedir (141).

2.1.3 Klinik

Preterm bebeklerde NEK baslangici enteral beslenmenin baglangicini takiben
genellikle 14-20. giinlerde tespit edilir. Bunun aksine, term bebeklerde NEK gelisimi
genellikle hayatin ilk haftasindadir (135). Ilk ortaya ¢ikan semptomlar yavas ilerleyen
beslenme intoleransi ve hafif sistemik belirtilerdir. Erken donemde stabil olmayan viicut
1s1s1 degisiklikleri, apne, bradikardi mevcut iken, sonraki donemde fulminan sistemik
kollaps ve tiiketim koagiilopatisi ortaya ¢ikmaktadir. Klinik bulgular; gastrointestinal
bulgularla seyreden hafif bir hastalik olabilecegi gibi, ani baslangi¢h ve fulminan seyirli
dolasim yetmezligi, respiratuar ve metabolik asidoz, gaitada gross kan, DIC ve
multiorgan yetmezligi ile giden siddetli hastalik tablosu seklinde de kendini
gosterebilmektedir. Siddetli vakalarda intestinal perforasyon, peritonit ve sok

goriilebilmektedir (142). Bunlardan bagka bagirsakta invajinasyon, ileus ve volvulus
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gibi akut batin klinigine sebep olabilen durumlarin da eslik edebilecegi bildirilmektedir

(143).

Intestinal perforasyonun NEK siirecinde meydana gelebilmekle birlikte degisik
nedenlerle spontan intestinal perforasyon olarak adlandirilan durumlarla da ortaya
cikabilecegi bilinmektedir. Spontan intestinal perforasyon genellikle 1000 gram alti
yenidoganlarda ve 26 gebelik haftasindan kiigiik bebeklerde yagamm ilk yedi giiniinde
meydana gelmekte ve NEK’in aksine, spontan intestinal perforasyon (SIP) gelisen
bebeklerde sistemik radyolojik ve histolojik bulgularin olmadig: ileri stiriilmektedir
(144). Umblikal kateter yerlestirme ve intestinal kas yapisindaki defektlere baglh olarak
da SIP gelistigi bilinse de bu klinige en sik sebep olan durumlarin postnatal indometazin
veya deksametazon kullanimi oldugu tahmin edilmektedir (145). NEK ve SIP’in

mortalite ve morbiditelerinin benzer oldugu bildirilmistir (146).

Yogun bakim iinitelerinde yatan veya cerrahi girisim uygulanan hastalarin bir
cogunda batm i¢i basmcin arttigi daha once bildirilmistir. Abdominal kompartman
sendromu olarak tanimlanan bu patoloji abdominal organlarin hipoperfiizyonuna sebep
olur (147). Tanrwverdi ve ark (147) yakin zamanda yaptiklar1 ¢alismalarinda NEK
kliniginde artan batin i¢i basingla birlikte intestinal iskemi ve nekrozun ilerledigini ileri
sirmiislerdir. NEK gelisen bebeklerde gilinde iki defa Olciilen intravezikal basincin
anlaml olarak yliksek oldugunu, seri intravezikal basing Olgiimleri ile NEK’in erken

tanis1 ve hastalik seyrinin dngoriilmesinin miimkiim olabilecegini bildirmislerdir.

Uygun tedavi yaklagimlari ile iyilesen NEK vakalar1 olsa da, bunlarin énemli bir
kisminda intestinal obstruksiyon, kisa bagirsak sendromu, karaciger yetmezligi gibi
komplikasyonlara ek olarak uzun siireli total parenteral beslenmeye bagli problemlerin

de hastalar1 etkiledigi bildirilmektedir (148).
2.1.4 Evreleme

NEK’in klinik olarak dogrulanmasi ve progresyonunun belirlenmesi sistemik,
gastrointestinal ve radyografik bulgularla kategorize edilen “Bell kriterleri” olarak
bilinen evreleme ile yapilir (135). Tablo 2.1’de klinik, laboratuar ve radyolojik

bulgulara gore Bell evrelemesi goriilmektedir.
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Tablo 2.1 NEK evrelemesinde kullanilan Bell kriterleri (135)

a)Evre I, siipheli hastalik

e Nonspesifik sistemik bulgular (apne, bradikardi, 1s1 diizensizligi, letarji)
¢ Beslenme intoleransi, tekrarlayan mide rezidiileri, abdominal distansiyon
e Nonspesifik ya da normal radyolojik bulgular

b)Evre II, belirgin hastalik

e Evre I’e ek olarak abdominal hassasiyet ve trombositopeni

e ilerlemis abdominal distansiyon, bagirsak sesleri yoklugu

e Bagirsak duvarinda 6dem, assit varligi, gaitada kan pozitifligi

e Ozel radyolojik bulgular (pneumatosis intestinalis, portal vende gaz)
c)Evre III, ilerlemis hastalik

e Hipotansiyon, respiratuar ve metabolik asidoz, solunum yetersizligi, azalmis
idrar ¢ikis1, ndtropeni ve DIC

¢ Yaygm batin duvar1 6demi, endurasyon ve batinda renk degisiklikleri

e ilerlemis radyografik bulgular (pneumoperitoneum)

2.1.5 Tam

Risk faktorlerinden birine veya daha fazlasina sahip olan NEK siipheli vakalarda
radyolojik ve laboratuar incelemeler yapilmalidir. Beslenme intoleransi, abdominal
distansiyon, gaitada kan tespit edilen hastalar NEK 6n tanisi ile takibe almir, bunlar

neonatal sepsisin erken bulgular1 da olabilir (135).

A. Laboratuar incelemeler

1. Tam kan sayimi. LOkosit sayist normal olabilmekle birlikte siklikla sola
kayma veya lokopeni goriilebilir. Trombositopeni siktir. NEK’li hastalarin

yarisinda trombosit 50.000 in altinda bulunur.
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2. C-Reaktif Protein. infantlarm efektif enflamatuar cevap iiretememesinden
dolay1 baslangicta yiikselmeyebilir.

3. Kiiltiirler. Olas1 bakteriyel, viral ve fungal patojenlerin tespiti i¢in kan, idrar,
gaita ve spinal s1vi1 kiiltiirleri gonderilebilir.

4. Elektrolitler. Hiponatremi, Hipernatremi ve hiperkalemi sik olmak {izere
elektrolit imbalans1 goriilebilir.

5. Arter kan gazi. Metabolik veya kombine respiratuar ve metabolik asidoz

6. Koagulasyon parametreleri. Trombositopeni veya kanama mevcutsa genis
koagulasyon calismast yapilmalidir. Uzamis protrombin zamani, uzamis
parsiyel tromboplastin zamani, azalmis fibrinojen ve artmig fibrin yikim

iirtinleri dissemine intravaskiiler koagulasyona gidisi ortaya koyar.

Insan nétrofillerinde kalsiyum ve ¢inko baglayan bir protein olan “kalprotektin”

seviyesinin NEK tanis1 konmus bebeklerde yiikselmis oldugu gosterilmistir. Fekal

kalprotektin 6l¢iimiiniin NEK’in tanis1 ve siddetini belirlemede yardimci olabilecegi

ileri stiriilmektedir (149).

I.

2.

B. Radyografik Cahsmalar

Diiz karin grafisi. Anormal bagirsak gazi varligi, ileus, genislemis bagirsaga ait
sentinel loop goriilebilir. Eger Pnomatosis intestinalis ve/veya intrahepatik portal
vende gaz varsa NEK tanist dogrulanir. Pnomatosis intestinalis, NEK’in
patogonomik radyolojik gorintiisiidir. Bu bulgunun, bakterilerin intestinal
penetrasyonunun ardindan intramural bolgede gaz tliretmeleri ile ortaya ¢iktigi
tarif edilmektedir. Klinik ilerledik¢ce pndmatosis splanknik damarlar boyunca
ilerleyip portal vende hava goriintiisiine neden olabilecegi bilinmektedir (150).
Fikse (sabit) intestinal loop goriintiisii 24 saatten uzun siire mevcut ise ilgili
segmentte transmural nekroz gelistigi ileri siirtiilmektedir (143).

Lateral dekiibit grafisi. Serbest hava goriintiisii intestinal perforasyonun
bildiricisidir. Her 6-8 saatte tekrarlanan radyografik ¢alismalarla pnomatosis
intestinalis veya portal vende gaz gOrintiisii takip edilebilir. Bunlar
pnomoperitonyumun artmig riskine dalalet eder. Klinik gelisme ile 48-72 saat

sonra seri radyolojik caligmalar kesilmelidir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 Lateral grafide intestinal perforasyon gelisen NEK vakasinda batin igi serbest gaz
goriilmektedir (143).

3. Bann Ultrasonografisi. Nonspesifik klinik ve radyolojik bulgularin tespiti ve
medikal tedaviye cevap vermeyen NEK’li infantlarda ultrasonografik inceleme
faydal1 olabilir. Perforasyonda radyografik olarak goriilemeyen serbest gaz ve
fokal s1v1 birikimleri ultrasound ile gosterilebilir.

4. Abdominal parasentez. Assit veya peritoniti olan, klinik ilerlemesi olmayan
infantlarda peritoneal kaviteden USG esliginde igne ile aliman sivida gram

boyama ve kiiltiir incelemesi yapilabilir.

Etkilenen bagirsak acikca sismis, gri veya yesilimsi gri renktedir, bununla
birlikte koyu mor veya genis kanamali siyah renkte de olabilir. Yumusak ve frajil hale
gelen duvar transmural delinebilir. Perforasyon, normal ve nekrotik bagirsak dokular:
arasindaki bileskede meydana gelme egilimindedir. Ancak bazen Oli bolgenin

ortasinda, bazen de birden fazla noktada goriilebilir (7).

2.1.6 Tedavi

NEK siiphesi veya tanis1 konuldugunda erkenden ve agresif bi¢imde tedaviye
baslanmas1 oOnerilmektedir. Baslica yapilmasi gerekenlerin yogun sivi tedavisi (20
cc/kg/giin), nazogastrik dekompresyonla bagirsaklarin rahatlatilmasi, anemi ve
trombositopeninin diizeltilmesi oldugu bildirilmistir (6). Gastrointestinal rahatlama igin
7-14 giin boyunca oral beslenme kesilmesi onerilse de, Evre I NEK vakalarinda bu siire
daha kisa tutulabilir. Bazal beslenme ihtiyacini karsilanmasi i¢in total parenteral
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beslenme baglanmalidir. Tiim gastrik rezidii igerikleri ve gaita numuneleri kan gizli kan
tetkiki ile incelenmelidir (135). Varsa umblikal arteryel ve vendz kateterler ¢ikarilmali,
periferde arteryel ve venodz kateter takilip kullanilmalidir (135). Ayakta direk batin
grafileri her 6-12 saatte bir tekrarlanmalidir. Solunum yetmezliginde hasta ventilatore
baglanmali ve hipotansiyonu inotropik ajanlarla regiile edilmelidir. Bu amagla diistik
dozda dopamin, 3-5 pgr/kg/dk ve dobutamin kullanilabilir (6). Hiperkalemi veya aniiri
varliginda mayii igerisindeki potasyum kaldirilmali, metabolik asidoz kan gazi takipleri
ile yakindan izlenmeli ve diizeltilmelidir (135). Antibiyotik tedavisine baslamadan 6nce
kan ve idrar kiiltiirleri alinmis olmali, parenteral antibiyotik tedavisi 10-14 giin boyunca
verilmesi, profilaktik olarak ampisilin ve gentamisin (veya sefotaksim) ile baslanmasi
onerilmektedir. Stafilokokkal enfeksiyon siiphesi varsa ampisilin yerine vankomisin
tedavisi goz Oniinde bulundurulmasi Onerilmektedir. Stiipheli peritonit veya bagirsak
perforasyonu varsa metronidazol veya klindamisin gibi anaerobik etkili antibiyotikleri

eklenmelidir (135).

Enteral beslenmeye tercihen anne siitii ile baglanmasi, bu yoksa hipotonik
konsantrasyonda mamalar ile beslenmesi Onerilmektedir. Beslenme zamani uzun
tutulmasi ve kiigiik miktarlardan baslanilmasi, klinik stabil hale gelene kadar 12-24 saat
ara ile tam kan saymmi ve elektrolit paneli kontrol edilmesi tavsiye edilmektedir (135).
Liizum halinde eritrosit ve trombosit transfiizyonu yapilabilecegi, Evre I ve III
hastalarda DIC gelisebileceginden taze donmus plazma ve kriyopresipitat gereksinimi

olabilecegi bildirilmektedir (135).

Pnomoperitoneum varligi, maksimum medikal tedaviye ragmen klinik
kotiilesmenin devam etmesi, intestinal obstruksiyonla birlikte ele gelen abdominal kitle
ve intestinal striktiir gelismesi cerrahi girisim i¢in kesin endikasyonlar olarak
tammlanmaktadir (151). Relatif endikasyonlar1 ise portal vendz gaz, batin duvarinda
selliilit varligi, radyografide fiks dilate intestinal segment, medikal tedaviye ragmen
klinikte kotiiye gidis olarak bildirilmektedir (135). Acil cerrahi tedavi gerektiren en
temel endikasyon, intestinal perforasyondur ve en sik terminal ileumda goriilmektedir
(152). Cerrahi tedavi iki asamalidir. Ik operasyonda nekrotik bagirsak bdlgesi rezeke
edilerek proksimal ucu disar1 agizlastirilmakta ve klinik daha iyi duruma geldikten

sonra ikinci girigimde reanastomoz uygulanmaktadir (151).
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2.1.7 Korunma

NEK gelisiminde ve ilerlemesinde etkisi kanitlanmis asil iki faktoriin
prematurite ve beslenme oldugu bildirilmektedir. NEK gelisen bebeklerin biiylik
kismmin enteral olarak beslenmis oldugu ve anne siitii yerine formula mama ile
beslenen bebeklerde NEK riskinin artmis oldugu kanitlarla gosterilmistir (153). NEK ve
bagirsagin invaziv enfeksiyonlar1 dahil, immatiir “gut” mukozasiyla birlikte olan
durumlarda immunprotektif ve biiylime faktorlerinin saglanmasi nedeniyle anne
siitiiniin faydali oldugu tahmin edilmektedir (137). Invazif enfeksiyonlar ve NEK
gelisiminin 6nlenmesi i¢in preterm bebeklerde anne siitii ile beslenme Onerilmektedir
(154). Anne siitli ile beslenemeyen bebeklerde limen icerigi ve bakteri ¢ogalmasina
bagl olarak bagirsak motilitesi azalmaktadir (2). Preterm ve diisiik dogum agirlikli
bebeklerde formula ile beslemede anne siitli ile beslenmeye gore daha iyi biliylime
sonuclar1 olsa da NEK gelisiminde daha yiiksek risk tasidigi gosterilmistir (153).
NEK’i onlemek veya minimize etmek i¢in standart beslenme rejimlerinin 6nemli bir
araci olabilecegi diistiniilmiistiir (155). Berseth ve ark. (156) ¢ok diisiik dogum agirlikl
bebeklerde kiigiik hacimli erken beslenemeye baslamanin daha ge¢ baslanan beslemeyle
karsilastirildiginda NEK sikligimni azalttigii bildirmislerdir. Bolus dozlarda aralikl: siitle
beslenme ve nasogastrik tiiple slirekli beslemenin karsilastirildigi diger bir calismada ise
bebeklerin kilo alimi ve NEK gelisimi acgisindan anlamli fark bulunamamistir (157).
Enteral beslenmenin yavas ilerletilmesi beslenmede yetersiz kalinmasina ve yatis
siiresinin uzamasina neden olurken, hizli beslenme ise artmis NEK riski ile iliskili
bulunmustur (2). Kennedy ve ark (158) yaptiklar1 sistemik derlemede hizli ve yavas
besleme arasindaki farklari inceledikleri ¢alismada NEK agisindan iki grup arasinda

anlamli fark bildirmemislerdir.

Yenidoganlarda ozellikle IgA olmak iizere immunglobulinlerin seviyelerinin
disik bulunmasindan dolayi, immunglobulinlerin NEK’e kars1 koruyucu etkileri
olabilecegi diisliniilmektedir (159). Fast ve ark (160) 200 yiiksek NEK riski tasiyan
yenidogan fiizerinde yaptiklar1 g¢alismada oral gentamisin tedavisinin oral IgA/G
tedavisine gore daha etkili oldugunu gostermislerdir. Buna karsin, bu ¢alismanin da
dahil edildigi li¢ serbest ¢alismanin Cochrane derlemesinde (n=2095) oral IgG veya
IgG/IgA kombinasyonunun NEK insidansinda azalma, cerrahiye gidis, NEK’e bagh

mortalite acisindan anlamli sonug elde edilememistir (161).
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Laktoferrin, kolostrum ve anne siitiinde bol miktarda bulunan, memelileri
enfeksiyonlara kars1 dogustan koruyan, antimikrobiyal 6zellikte bir glikoprotein olarak
tanimlanmaktadir. Gram pozitif koklar, gram negatif basiller ve candida tiirlerina kars1
genis  mikrobisidal aktivitesi oldugu bildirilmektedir (162). Gastriontestinal
enfeksiyonlara ve intestinal hasara karsi da koruyucu olabilecegi diisiiniilen
laktoferrinin hayvan modellerinde bagirsak ortaminda bakteriyel translokasyonu
azalttig1 ileri siiriilmektedir (163). Insan ve sigir laktoferrin molekiilleri arasinda ileri
derecede benzerlik oldugu bildirilmektedir. Manzoni ve ark (164) ortalama dogum
agirhigt 1100 gram olan disiik dogum agirlikli bebeklerde yaptiklar1 ¢alismada
Lactobacillus rhamnosus ile kombine sigir laktoferrini verilen grupta NEK insidansinin

azaldigini ortaya konulmustur.

Plazma arginin konsantrasyonlar1 NEK’li bebeklerde daha diisiik bulunmustur.
Argininin etkisinin incelendigi bir ¢alismada arginin destegi ile NEK gelisiminin
anlamli olgiide azaldigi bildirilmistir (165). Ancak yazarlar tedavide argininin rutin
eklenmesi i¢in verilerin yetersiz oldugu sonucuna varmistir (2). Glutamin anne siitiinde
bol miktarda, inek siitiinde oldukc¢a diisiik seviyede bulunurken, standart formula
mamalarda bulunmayan bir amino asittir (162). Kritik hastalarda glutaminin esansiyel
aminoasit haline gelebilecegi, metabolik yakit olarak rol oynadigi ve bagirsagin
fonksiyonel biitlinliigiinii korudugu bildirilmektedir (166). Deneysel NEK modelli bir
calismada glutamin desteginin mukozal hasar1 ve invaziv enfeksiyonlara bagli 6liim
riskini azalttig1 ileri siiriilmektedir (162). Bununla birlikte, bes serbest ¢alismanin dahil
edildigi Cochrane derlemesinde glutamin alan bebeklerde NEK siklig1 agisindan anlamli

azalma bulunmamistir (167).

Gli¢lii anti-enflamatuar 6zelligi bulunan “puninik asit”in baslica kaynagi olan
nar ¢ekirdegi yagmnin, deneysel NEK modelinde intestinal proliferasyon, sitokin
regulasyonu {iizerine etkileri degerlendirilmistir. Yenidogan ratlarin hipoksi ve
hipotermiye maruz birakildig1 ¢alismada sadece formula mama ile beslenenlerde NEK
insidanst %61 iken, nar cekirdegi yagi ile desteklenmis formula mama verilen
yavrularda NEK insidans1 %26 olarak bulunmustur. Ayrica nar ¢ekirdegi yagi verilen

ratlarda enterosit proliferasyonunun daha iyi derecede oldugu ve formula mama ile
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beslenenlerdeki IL-8, IL-12, IL-23 ve TNF-a diizeylerindeki artisin goriilmedigi
bildirilmektedir (168).

Dogumda steril olan insan bagirsag1 beslenme ile kolonize oldugu, ancak yogun
bakimda takip edilen ve antibiyotik kullanilan bebeklerde kommensal organizmalar
yerine patojenlerin floray1 iggal ettikleri tahmin edilmektedir. Ayrica mama ile beslenen
premature bebekler anne siitii ile beslenenelerle karsilastirildiklarinda bagirsak
kolonizasyonlarinda farkliliklar da bildirilmektedir (2). Saglikli term bebeklerde
dogumdan hemen sonra anneye ait vaginal floradan bagirsaklarin kolonizasyonu
baslamaktadir. Anne siitii ile beslenen bebeklerde Bifidobacterium tiirleri postnatal
birka¢ haftaya kadar florada dominant kalmaktadir. Preterm bebeklerde ise yogun
bakim iiniteleri, antibiyotik kullanimi, gecikmis beslenme ve anne siitii ile yetersiz
beslenmeye bagli olarak intetestinal florada anormal kolonizasyon ger¢eklesmektedir
(166). Probiyotiklerin bagirsak mukozasi lizerinden bakteri migrasyonunu engelleyip
patojenik flora ile rekabet ederek ve konagin mikrobiyal iirlinlerine karsi verecegi
cevabin modifikasyonu tizerinden NEK gelisimine karsi koruyucu olabilecegi
disiiniilmektedir (166). Lin ve ark (169) evre-1I ve iizeri NEK klinigi olan 180 infanta
oral Lactobacillus acidophilus ve Bifidobasterium infantis vererek yaptiklari ¢alismada
probiyotik eklenerek verilen anne siitiiniin NEK in siklik ve siddetini azalttigini ileri
sirmiislerdir. Ayrica, calisma grubu hastalarinda alinan kan kiiltiirlerinin hig¢birinde
Lactobacillus veya Bifidobacterium iiremesi olmadigini da bildirmislerdir (169). Oral
antibiyotik verilmesinin NEK insidansin1 azaltabilecegi bildirilmektedir (170).
Malezyada NEK gelisen 222 vakanmn risk faktorlerinin incelendigi bir ¢aligmada
intrapartum antibiyotik verilen vakalarda NEK sikliginin daha az oldugu
gosterilmektedir (171). Ancak, bu uygulamaya bagli olarak direncli bakterilerin
kolonizasyonunun artabilecegi diistiniilmektedir (162). Jiang ve ark. (172) preterm
domuz yavrularinda yaptiklar1 deneysel NEK modelli calismalarinda antibiyotik
tedavisinin bakteryel kolonizasyonu ve bakteri iligkili anti-enflamatuar yanitlari
azaltmasiyla preterm bebeklerde kolonizasyon iliskili NEK’1 simirlayabilecegini 6ne
sirmiislerdir. Buna ragmen NEK profilaksisi i¢in rutin antibiyotik kullanimi
onerilmemektedir (162). Risk faktorleri bulunan gebelere antenatal steroid tedavisi
verilmesiyle respiratuar distress, intreventrikiiler hemoraji ve NEK sikliginin azaldigi da

ileri stiriilmektedir (173).
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirma icin Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvani Arastrmalart Etik Kurulu’ndan onay alindi (EK-1). Etik kurulu kararmdan
sonra KSU Bilimsel Arastrma Projeleri Baskanhigindan destek temin edildi.
Kahramanmaras  Siitcii Imam  Universitesi Deneysel ~Hayvan  Arastirma
Laboratuari’ndan deney hayvanlar1 olan Sprague Dawley cinsi sigcanlar temin edildi.
Secilen saglikli sicanlar normal ortamlarda ciftlesmeleri i¢in bekletildi ve ¢iftlesen
hayvanlar gruptan ayriltilarak normal hamilelik siirelerinin sonlanmasina kadar normal
beslenmelerine devam edilmesi saglandi. Ciftlesmeden sonraki hamilelik siiresinin
sonunda ayni1 anneden normal yolla yenidogan saglikli sigan yavrular1 deneysel amacla
kullanildi. Deney amaciyla 5 farkli grup olusturuldu (Gi.s). Anneler gruplandirilarak
random sirayla deneysel calismada yavrulart kullanildi. Denekler Tablo 3.1°de

goriildigi sekilde smiflandirildi.

Tablo 3.1 Beslenme iceriklerine gore gruplarin 6zellikleri

Anne siitiilyle beslenen ve herhangi bir strese maruz birakilmayan
G1 kontrol grubu

NEK protokolii uygulanan ve anne siitii ile beslenmeye devam edilen
G; kontrol grubu

NEK protokolu uygulanan ve insan AS ile beslenen grup

G3

NEK protokolii uygulanan ve sadece formiila ile beslenen grup
Gy

NEK protokolii uygulanan ve insan AS ile hazirlanmis formiila
Gs mama ile beslenen grup

Gruplara alinma ve gruptan ¢ikarilma kriterleri Tablo 3.2°de gosterilmistir.
Toplamda 5 gebe sigandan 47 yavru elde edildi. ilk anneden (G,) 7, ikinci anneden (Gy)
9, liciincii anneden (Gs) 11, dordiincii anneden (G4) 10 ve besinci anneden (Gs) 10 adet

yavru dogdu (Sekil 3.1).
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Tablo 3.2 Gruplara dahil edilme ve ¢ikarilma kriterleri

Gy;

Gy;

Gs;

Gy;

Gs;

Deneye alinma kriterleri
e Miadinda doganlar
e  Renkleri, tonus ve aktiviteleri normal olanlar
e  Hipoksik 0ykiisii olmayanlar
e  Emme refleksleri iyi ve yeterli olanlar
Deneyden ¢ikarma kriterleri
e  Hipoksik dogum 6ykiisii olanlar
Beslenmeden 6nce eksitus olmug hayvanlar
Beslenemeyenler
Hastaliga ait klinik bulgusu olanlar
Enfeksiyon bulgular olanlar
Deneye alinma kriterleri
e Miadinda doganlar
e  Renkleri, tonus ve aktiviteleri normal olanlar
e  Hipoksik 0ykiisii olmayanlar
e  Emme refleksleri iyi ve yeterli olanlar
Deneyden ¢ikarma kriterleri
e  Hipoksi olusturulamayanlar
Hipoksik dogum &ykiisii olanlar
Anne siitii alamayanlar
Beslenmeden dnce kaybedilenler
Enfeksiyon bulgular olanlar
e  Bagska bir besin 6gesiyle beslenenler
Deneye alinma kriterleri
e Miadinda doganlar
e  Renkleri, tonus ve aktiviteleri normal olanlar
e  Hipoksik 0ykiisii olmayanlar
e  Emme refleksleri iyi ve yeterli olanlar
Deneyden ¢ikarilma kriterleri
e  Hipoksi olusturulamayanlar
Hipoksik dogum &ykiisii olanlar
AS ile beslenemeyenler
Beslenemeden kaybedilenler
Bagka besin dgeleri verilenler
e  Enfeksiyon bugulari olanlar
Deneye alinma kriterleri
e Miadinda doganlar
e  Renkleri, tonus ve aktiviteleri normal olanlar
e  Hipoksik 0ykiisii olmayanlar
e  Emme refleksleri iyi ve yeterli olanlar
Deneyden ¢ikarilma kriterleri
e Hipoksik dogum 6ykiisii olanlar
e Formiila mama almayanlar
e  Beslenmeden 6nce kaybedilenler
e  Enfeksiyon bulgular: olanlar
e  Bagska bir besin 6gesiyle beslenenler
Deneye alinma kriterleri
e  Miadinda doganlar
e  Renkleri, tonus ve aktiviteleri normal olanlar
e  Hipoksik 0ykiisii olmayanlar
e  Emme refleksleri iyi ve yeterli olanlar
Deneyden ¢ikarilma kriterleri
e  Hipoksik dogum 6ykiisii olanlar
Formiila mama almayanlar
Beslenmeden 6nce kaybedilenler
Enfeksiyon bulgular olanlar
Bagka bir besin 6gesiyle beslenenler
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Sekil 3.1. Dogumdan hemen sonra yenidogan sicanlar goriilmektedir.

Gj. yenidogan siganlar normal beslenmeye birakildi. Herhangi bir strese maruz
kalmalar1 engellendi. Normal sartlarda annesiyle birlikte ayni kafeste kalmalar
saglandi. Genel durumu kotiilesen yavrularin ¢aligma dist birakilmasi planlanmisti,
ancak hic¢bir yavruda bu gozlenmedi. Yavrular giinliik olarak tartilarak notlar alindi ve
dogumdan sonraki 96. saatlerinde ketamin sedasyonu altinda sakrifiye edildi. Hemen
sonrasinda mideden aniise kadar gastrointestinal sistemleri ¢ikarildi, biyopsiler alinarak

kalan bagirsak kisimlart homojenat elde edilmek iizere ayrildu.

G, grup siganlar ise dogumlarindan hemen sonra annelerinden beslenmemeleri
icin ayrilarak Arcelik® 4252 NY model buzdolabinda dijital termometre ile 1s1 6lglimii
yapildiktan sonra buzdolab1 1sis1 +4°C sicaklikta iken 10 dakika siire ile hipotermiye
maruz birakildi. Buzdolabindan ¢ikarilan yavrular 2L hacminde cam kavanoza alindi,
hava sizdirmaz Ozellikte olan iki girisli kapag: ile kapatildi. Bilser® BA-6 cerrahi
aspirator cihazi ile kapak tizerinde bulunan ilk giristen kavanoz i¢i hava 0.08 MPa kadar
aspire edildi. Hemen sonrasinda kapak {iizerindeki diger girise bagli olan sistemden
%100 nitrojen gaz1 ortamin hava basincina esit hale gelene kadar gonderildi. (Sekil 3.2).
Kavanoz igindeki yavrular gozlenerek 1 dakika boyunca hipoksi saglandi. Islem
sirasinda yavrularm siyanoze oldugu gozlemlendi (Sekil 3.3 ve 3.4). Hipotermi ve
hipoksi siireleri kronometre ile takip edildi. Bu grupta bulunan deneklere tarif edilen

NEK protokolu 12 saat ara ile 96 saat boyunca uygulandi. Giinde 2 defa yapilan iglem
38



haricinde yavrular annelerinin yaninda birakildi ve normal sekilde anne siitii ile

beslenmeleri sagland1.

Sekil 3.2 Hipoksi olusturmada kullanilan aspiratér ve nitrojen gazi.

Sekil 3.3 ve 3.4 Hipoksi dncesi (solda) ve sonrasi (sagda) yavrular goriilmektedir. Yavrularda

siyanoze renk degisikligi dikkat ¢gekmektedir.
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Gj grup siganlar dogumlarindan hemen sonra beslenmemeleri i¢cin annelerinden
hemen ayrildi. G, de bahsedilen NEK protokolu bu gruba da 12 saat ara ile uygulandi.
Beslenmeleri 4 saat ara ile 0,1 ml hacminde insan AS ile yapildi. Beslemeler igin igne
kisimlari ¢ikarilan Novacath® 24Gx19mm intraketlerin silikon ug¢lari ve 1 ml hacminde
insulin enjektorleri kullanildi (Sekil 3.5). Baglar1 hiperekstansiyona getirilmesiyle
agizlarmi agan yavrularin midesine intraket uglar1 yerlestirildi. Beslenmelerin
aksamamasi i¢in ¢alisma siiresince laboratuarda kalindi1 ve g¢alar saatten yararlanilarak
beslenme araliklarina sadik kalindi. Beslemelere 96 saat devam edildi. Annelerinden
ayr1 kafeslerde takip edilen deneklerin uygun ortam sicaklik ve nem sartlarinda

kalmalar1 sagland1.

Sekil 3.5 Beslemelerde kullanilan insulin enjektorii ve intraket ucu.

Gs grup siganlar da Gj’de bahsedildigi gibi dogumdan hemen sonra
beslenmemeleri i¢in annelerinden ayrildi. Hipoksi ve hipotermiye maruz birakilarak
NEK protokolu dogumdan hemen sonra ve takip eden siire iginde her 12 saatte bir
uygulandi. Beslenmeler i¢in Gs’de tarif edilen teknik ile 4 saatte bir 0,1 ml hacminde 1

numarali Bebelac® formula mama kullanildi.

Gs grup siganlar da Gj’de bahsedildigi gibi dogumdan hemen sonra
beslenmemeleri i¢in annelerinden ayrildi. Dogumdan hemen sonra hipoksi ve

hipotermiye maruz birakilarak NEK protokolu uygulanan siganlara takip siiresi i¢inde
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her 12 saatte bir bu islem tekrar edildi. Beslenmeler i¢in insan AS ile hazirlanmis 1
numarali Bebelac ® formula mama kullanildi. Beslenme igerigi 30 cc hacminde insan
ASna 1 6lgek mama katilarak hazirlandi. G;’de bahsedilen teknik ile 4 saatte bir 0,1 ml

hacminde beslenmeye devam edildi.
Amnion Sivis1 Vericisinin Secimi

Calismada insan AS kullanilmasi i¢cin Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay alindi (EK-2). AS vericisi olan gebe
se¢ciminde koryoamnionitis, preklampsi, erken membran riiptiirii, gestasyonel diabetes
mellitus, hipertansiyon olmamasi, gebelik siiresince iyi takip edilmis ve problemsiz
gebelik gecirmis olmamasina dikkat edildi. Miikerrer C/S nedeniyle C/S yontemi ile
gerceklesen dogumdan elde edilen AS kullanildi. Aliman ASnin temiz ve berrak
goriinimde olmasina, mekonyumlu veya kanli olmamasmna dikkat edildi. Enfekte
olmadigimdan emin olunmasi i¢cin ASndan biyokimyasal incelemeler, hiicre sayimi ve
C-Reaktif Protein tetkikleri i¢in numuneler alindi. AS alinimdan 6nce se¢ilmis olan bir
gebeye bilgi verilip imzali Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu alindi (EK-3). Dogum
sirasinda steril sartlarda saglikli gebeden alinip -40 C de muhafaza edilen insan AS oda
sicakligma getirildikten sonra beslenmelerde kullanildi. Calismamizda kullandigimiz

AS’nim osmolaritesi, (2xNa+Glukoz/18+BUN/2.8) denklemine gore hesaplandi.

Her beslenmeden 6nce ve sonra yavrularin genel durumlari, aktiviteleri, renkleri,
batin gerginligi takip edilerek not tutuldu. Giinliik viicud agirliklar1 kaydedildi. Bu siire
icinde batinda ciddi distansiyon, uyusukluk ve respiratuar distress, sepsis bulgulari

gelisen hayvanlar sakrifiye edildi.

Calismanin 96. saatinde yasayan denekler de 4 dakikalik ketamin sedasyonu
sonras1 sabitlenerek sakrifiye edildi. Hemen sonrasinda, yavrularin batnlar1 penset ile
gerdirildi ve 15 numara bistiirii ile agildi. Fasya ve katlarin ayrilmasindan sonra batina
girilerek mideden aniise kadar olan bagirsaklar yumusak uglu penset ile ezilmeden ve
travmatize edilmeden c¢ikartildi. Cikartilan bagirsak kisimlari renk degisikligi, 6dem,
stenoz ve nekroz gelisimi acisindan gozle degerlendirilip not alindiktan sonra
histopatolojik olarak degerlendirme i¢in 10 cc formaldehit konulmus 50 cc lik kapakh

kaplar i¢ine yerlestirilerek kapaklar kapatildi. Her 6rnek kabinin {izerine patologun
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bilmemesi i¢in numaralar yazildi, +4 derecedeki buz kaplarinin arasinda muhafaza
edilerek patoloji boliimiine ayni1 giin i¢inde nakli saglandi. Bagirsak kisimlart %10
formalin i¢inde tespit edildikten sonra parafin igine gomiilerek kesitler hazirlandi
Histolojik preparatlar Hematoksilen Eosin ile boyanarak hazirlandi. Mikroskopik hasar
derecesine gore Musemeche ve ark. (174) sicanlarda deneysel NEK modelinde

tanimladig1 skorlama kullanilarak 0-4 arasi evreleme yapildi (Tablo 3.3).
Tablo 3.3 Histopatolojik evreleme (174)

o O0=Histopatolojik degisiklik yok

o 1=Kismi mukozal nekroz

° 2=Tam kat mukozal nekroz

o 3=Kismi muskularis nekrozu

. 4=Tiim bagirsak duvarinda nekroz

Bagirsaklarin alinmasindan sonra geriye kalan viicudlar buharlagma ve diger
cevresel etkenlerden korunmasi i¢in aluminyum folyolara sarilarak numaralandirildi. -
45°C dondurucuda muhafaza edildi. Deneklerin oldukca kii¢iik olmalar1 sebebiyle
tetkikler i¢cin yeterli serum Ornegi almak miimkiin degildi. Bundan dolayr doku
homojenatlar1 {izerinde calisildi. Dondurulmus doku o6rnekleri 0.6 g olacak sekilde
tartildi ve igerisine buz soguklugundaki fosfat tamponu (pH 7.4) kullanilarak (1:10,
agirlik:hacim) Art-Miccra® D8 doku homojenatorii kullanilarak buz igerisinde
homojenize edildi. Homojenatlar 15000 rpm’de 40 dakika santrifiij edilerek kati
partikiiller ¢oktiiriildii. Alinan siipernatant kismi biyokimyasal analizlerde kullanilmak
iizere ayristirildi. Deneklerin ¢ikarilan karaciger ve bagirsaklarindan CRP, oksidatif

stres markerlar1 ile TNF-a, IL-8, VEGF, GM-CSF, Endotelin-1 diizeyleri incelendi.

MDA diizeyi Ohkawa ve ark. (175) tarafindan kullanilan yontem uyguland.
Buna gore; 50 pl sodyum dodesil siilfat (SDS, %38.1)’a 100 pl doku homojenati eklenip,
vortekslenip oda sicak-liginda 10 dakika inkiibe edildi. 375 pl asetik asit (pH 3.5, 20%)

ve 375 ul thiobarbitiirik asit (0.6%) eklendi ve kaynar su banyosunda 60 dakika
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bekletildi. Ornekler oda sicakliginda sogumaya birakildi. 1.25 ml biitanol:piridin (15:1)
eklenip, vortekslendi ve 1000 rpm’de 5 dakika santriflij edildi. 750 pl organik pembe
tabaka 532 nm’de 6lgiildii. Tiyobarbitiirik asit ile MDA reaksiyonundan sonra reaksiyon
iirtinii 532 nm’de spektrofotometrik olarak takip edildi. Sonuglar plazma i¢in nmol/ml,

doku i¢in ise nmol/g olarak tanimlandi.

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi tayin yonteminde, H202 varliginda
indirgenmis glutatyonun (GSH) GPx tarafindan okside glutatyona (GSSG) oksitlenmesi
ve oksitlenen GSSG’nin glutatyon rediiktaz enzimi araciligiyla tekrar GSH’a
doniistiiriilmesi esnasinda ortamda bulunan indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid
fostat (NADPH) kullanilir. Kullanilan bu NADPH miktar1 absorbansdaki azalig
seklinde 340 nm dalga boyunda izlendi. GPx aktivitesi doku i¢in U/g protein olarak
ifade edildi (176).

Katalaz (CAT) aktivitesi ekstrede Beutler yontemi kullanilarak saptandi (177).
Reaksiyon karistmi 1 M Tris-HCI pH 8.0 tampon, 10 mM hidrojen peroksit, belirli
miktarda saf su ve enzim igeren ekstreden olugsmaktadir. Tepkime, 37 [1C’de enzim
tarafindan yikilan hidrojen peroksit’in 230 nm dalga boyunda 1sik yolu 1 cm olan
kuvars kiivetlerde 10 dakika siireyle her 5 dakikadaki absorbans degisimi izlenerek

gerceklestirildi.

SOD aktivitesi Fridovich yontemiyle saptandi (178). SOD aktivite tayini i¢in
ekstre 1:65 oraninda 0.01 M Fosfat tampon pH 7.0 ile dilue edildi, bu diliisyonda
aktivite tayini yapildi. Reaksiyon karigimi ekstre, ksantin ve INT (p-
iyodonitrotetrazoliyum viyolet) igeren mikst substrat ve ksantin oksidazdan olusur. Kor
de tipk1 numune gibi hazirlanir fakat 6rnek yerine fosfat tamponu konmustur. Tepkime,
37 [1C'de 151k yolu 1 cm olan kuvars kiivetlerde numunenin 505 nm dalga boyunda
havaya kars1 ilk 30 saniyedeki baslangi¢c absorbanslar1 (A1) okunarak gerceklestirildi.
Ayni1 anda kronometre calistirilarak 3 dakika sonra son absorbanslari (A2) okunmus ve

degerler standart egriden degerlendirildi.

Rat endotelin-1 analizi i¢in CUSABIO® Rat Endothelin 1 (ET-1) ELISA kit
kullanildi. Standart soliisyonlar S-0 dan S-6 ya kadar diliie edilerek hazirlandi. Ardindan

standartlar ve Ornekler Assay Plate mikro kuyucuklarmma vyerlestirildi. Iki saat
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inkiibasyondan sonra kuyucuklar bosaltildi. 100 pl biotin konjugat eklendi, 1 saat
beklendi. Sonrasinda yikama solusyonu ile yikandi. 100 pl avidin konjugat eklendi, 1
saat beklendi. Yikama solusyonu ile tekrar yikandi. Substrat eklendikten sonra 20
dakika 1s1ktan korunarak beklendi. Stop solusyon ile reaksiyon durduruldu ve takip eden
5 dakika icinde Thermo Multiskan FC® cihaz1 ile 450 nm de spektrofotometrik
Olgtimler yapildi.

Rat IL-8 analizi i¢in CUSABIO® Rat Interleukin 8 (IL8/CXCLS8) ELISA kit
kullanildi. Standart soliisyonlar S-0 dan S-6 ya kadar diliie edilerek hazirlandi. Ardindan
standartlar ve Ornekler Assay Plate mikro kuyucuklarina yerlestirildi. Iki saat
inkiibasyondan sonra kuyucuklar bosaltildi. 100 pl biotin konjugat eklendi, 1 saat
beklendi. Sonrasinda yikama solusyonu ile yikandi. 100 pl avidin konjugat eklendi, 1
saat beklendi. Yikama solusyonu ile tekrar yikandi. Substrat eklendikten sonra 20
dakika 1s1ktan korunarak beklendi. Stop solusyon ile reaksiyon durduruldu ve takip eden
5 dakika icinde Thermo Multiskan FC® cihaz1 ile 450 nm de spektrofotometrik
Olgtimler yapildi.

Rat GM-CSF analizi i¢in eBioscience® Rat GM-CSF Platinum ELISA kit
kullanildi. Standart solusyonlar ve ornekler hazirlandiktan sonra takip eden 5 dakika

icinde Thermo Multiskan FC® cihazi ile 450 nm de spektrofotometrik dlgtimler yapildi.

Rat TNF-a analizi i¢in eBioscience® Rat TNF-a Platinum ELISA kit kullanildi.
Standart solusyonlar ve Ornekler hazirlandiktan sonra takip eden 5 dakika iginde

Thermo Multiskan FC® cihazi ile 450 nm de spektrofotometrik dlgtimler yapildi.

Rat VEGF analizi i¢cin RayBio® Rat VEGF ELISA Kit kullanildi. Standart
solusyonlar ve Ornekler hazirlandiktan sonra takip eden 5 dakika i¢cinde Thermo

Multiskan FC® cihazi ile 450 nm de spektrofotometrik dl¢iimler yapildi.

Rat C-Reaktif Protein analizi i¢in BioVendor® Rat CRP kiti kullanildi. Standart
solusyonlar ve Ornekler hazirlandiktan sonra takip eden 5 dakika i¢cinde Thermo

Multiskan FC® cihazi ile 450 nm de spektrofotometrik dl¢iimler yapildi.
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istatistiksel analiz:

Istatistiksel analiz icin Statistical Package for Social Science (SPSS) for
Windows 11.5 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Gruplara ait degerler
Ortalama + Standard Deviasyon (SD), Median (Range), oranlar ve yiizdeler seklinde
verildi. Varyans analizi (ANOVA) ile gruplar aras1 farkliliklar arastirildi. Post hoc
Tukey HSD ile gruplar arasi farkliliklar ortaya konuldu (p<0,05). Bagimsiz 6rneklerin
degerlendirilmesi Student T-testi ile yapildi. Gruplar icin TNF-a, IL-8, ET-1, VEGF,
GM-CSF, MDA, SOD, CAT, GPx kendi aralarinda ve diger degiskenlerle iligkiler igin
Pearson korelasyon testi kullanildi. Ki-kare testi ile farkliliklar saptanmaya calisildi.

Test sonucu p<0,05 istatistiksel olarak anlamli degerlendirildi.
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4.BULGULAR

Calismada Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Deneysel Hayvan

Arastirma Laboratuari’ndan temin edilen 47 yenidogan si¢an kullamildi. Deneklerin

dogum tartilar1 ve takip edildikleri siire boyunca viicut agirliklar1 giinliik olarak takip

edildi. Deneklerin dogum agirliklari, giinliikk agirlik takipleri, yasam siireleri ve

intestinal perforasyon varligi ile ilgili veriler Tablo 4.1 de goriilmektedir.

Toplamda tek anneden dogan G,’de 7, Gy’de 9, Gs’de 11, G4’de 10 ve Gs’de 10

sigan yavrusu izlendi. G; anne siitii ile beslendi, kontrol grubu olarak ayrildi. Diger

gruplar ise giinde 2 defa daha once tarif edilen sekilde hipoksi ve hipotermiye maruz

birakildi. G; insan AS ile, G4 formula mama ile, Gs ise insan AS ile hazirlanan formula

mama ile belirtilen yontemle beslendi.

Tablo 4.1 Gruplara gore deneklerin ortalama viicud agirliklari, yasam siireleri ve intestinal

perforasyon sikliklari

Grup

G, (n:7)

G, (n:9)

G3 (nll)

G, (n:10)

Gs (n:10)

Dogum

5.64+0.55

5.5710.41

5.5310.29

5.6910.27

5.79+0.29

24. s
6.5310.59

5.9610.34

5.80+0.27

5.9740.25

6.11+0.39

Viicut Agirhiklar: (gram)

48. s
7.24+0.59

6.4610.37

5.50+0.28

5.9810.19

6.27+0.47

72.s
8.06+0.57

6.90£0.32

Yasam siiresi intestinal
(saat) Perforasyon %
96. s
8.89+0.57 96+0 %0
7.54+0.41 96+0 %0
41.5+6.22 %36.4
45.2+6.39 %60
51.3+10.47 %30
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Toplamda tek anneden alman 25 ml msan AS G; ve Gs gruplarinin

beslenmelerinde kullanildi. Kullanilan AS’nin biyokimyasal incelemeleri ve hiicre

sayimmi1 Tablo 4.2 de belirtilmistir.

Tablo 4.2 Beslenmelerde kullanilan amnion sivisina ait biyokimyasal tetkikleri ve hiicre sayimi

Amnion s1visina ait biyokimyasal tetkikler ve hiicre saymm

Glukoz
Sodyum
Potasyum
Klor
Kalsiyum
Fosfor

BUN

Total Protein
Albumin
Osmolarite
Lokosit
Notrofil
Lenfosit
Eritrosit
Hemoglobin
Trombosit

C-Reaktif Protein

21 mg/dL
124 mEqg/L
4 mEq/L
104 mEq/L
8.7 mg/dL
3.8 mg/dL
9 mg/dL
0.7 g/dL
0.6 g/dL
252.3 mosm/L
0.97 K/uL
0.21 K/uL
0.49 K/uL
0.03 M/uL
0 g/dL
52000 K/uL
3.3 mg/L

Ayrica G4 ve Gs yavrularmin beslenmelerinde kullanilan Bebelac® 1 numarali

bebek mamasmin 6zellikleri Tablo 4.3 de gosterilmektedir.
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Tablo 4.3 Beslenmelerde kullanilan formula mamanin igerik bilgileri (Bilgiler iiriiniin paketi

iizerindeki tablodan alinmustir.)

Besin Degerleri (100 ml)

Enerji

Yag
Karbonhidratlar
Prebiyotik lifler
Protein

A Vitamini
D3 Vitamini
E Vitamini
K1 Vitamini
B1 Vitamini
B2 Vitamini
B3 Vitamini
Pantetonik Asit
Pridoksin
Folik Asit
B12 Vitamini
Biotin

C Vitamini
Sodyum
Potasyum
Kloriir
Kalsiyum
Fosfor
Magnezyum
Demir

Cinko

Bakir
Manganez
Floriir
Selenyum
Iyot
L-Karnitin
Kolin
Inozitol
Taurin
Niikleotidler

65 kcal
3.4 gr
7,4 gr
0,8 gr
1,3 gr
54 mcg
1,2 mcg
1,1 mg
4,4 mcg
50 mcg
116 mcg
0,43 mcg
330 mcg
40 mcg
13 mcg
0,18 mcg
1,5 mcg
9,2 mg
17 mg
65 mg
42 mg
47 mg
26 mg
5,1 mg
0,53 mg
0,5 mg
50 mcg
7,5 mcg
<3 mcg
1,5 meg
12 mcg
1,1 mg
10 mg
3,4 mg
5,3 mg
3,2 mg
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Sekil 4.1 Solda formula mama ile beslenen, sagda anne siitii ile beslenen ikiser yavru
goriilmektedir. Soldakilerin karin ¢evrelerinin artmis oldugu, karin cilt renklerinin koyulagmis
oldugu ve daha hipoaktif olan yavrularin genel durumlarinin daha koti oldugu dikkat

¢ekmektedir.

Sekil 4.2 AS ile hazirlanmis formula mama ile beslenen bir yavrunun 32. saatte ¢ekilmis

fotografi goriilmektedir. Hipotonik olan yavrunun artmig batin ¢evresi ve koyulagmis cilt rengi

dikkat ¢ekmektedir.
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Gruplarin ortalama dogum agirliklar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda

farklilik saptanmadi (p>0.05). Fakat beslenme gruplarina gore degerlendirildiginde ise
ilk 24. saatin sonunda G; grubunun G; (p:0.027), Gs (p:0.002) ve Gs (p:0.027)
gruplarindan daha fazla kilo aldig1 saptandi. Fakat G; ve Gs gruplarinin ilk 24. saatte

agirlik artiglar1 arasinda anlamli fark bulunmadi (p:0.159).

Gruplarin 48. saat agirhk degerlendirilmesinde ise c¢alisma gruplarindaki

deneklerin sayisinin azalmasi nedeniyle karsilastirma yapilamadi.

Dogum (gram)

62
6.0 ~ 7
£
o
58 2
5 65
56 ]
<
54 N 60

G1 G2 G3 G4 G5

Gruplara gore dogum tartilari

oces

Gruplara gore 24. saat tartilari

48. saat (gram)

85

8,0

75

- .

G1

G2 G3 G4 G5

Gruplara gore 48. saat tartilari

Grafik 4.1a, 4.1b ve 4.1c. Sirasiyla dogumda, birinci ve ikinci giin sonlarinda gruplara gore

deneklerin agirliklar1 kiyaslanmaktadir.

9,5

9,0 _

8,5

8,04

AL

7,0

72. saat (gram)

6,5

6,0

96. saat (gram)

G1 G2

Gruplara gore 72. saat tartilari

10,0

9,5

9,0

8,5

8,0

7,54

7,04

6,5

_ 1
—
I

Gruplara gore 96. saat tartilari

Grafik 4.2a ve 4.2b. Uciincii ve dordiincii giin sonlarmda G, ve G, deneklerinin agirliklart

kiyaslanmaktadir.
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Grafik 4.3. Giinlere gore gruplarin ortalama tarti takipleri (gram)

Hayatta kalan G; ve G; deneklerinin agirlik artiglar1 kiyaslandiginda G;
siganlarmin 72. saat (p:0.001) ile 96. saatlerde (p:0.001) G,’den daha fazla kilo aldiklar1

saptandi.

Dogumdan sonraki 24 saat i¢indeki tart1 alimlar1 incelenen deneklerin yiikselmis
IL-8 (p:0.001) ve TNF-a (p:0.005) diizeyleri ile ilk giinkii tart1 alimlarinin az olmasiyla
iliskili saptandi. Ayrica VEGF diizeyinin yiikselmesiyle deneklerin ilk giinde aldiklar1
tartinin daha fazla oldugu tespit edildi (p:0.005).

Ikinci giiniin sonunda bakilan tarti alimlar1 degerlendirildiginde ise TNF-a

(p:0.003) ile IL-8 (p:0.0001) negatif iliski, VEGF (p:0.025) ile de pozitif iligki saptandi.

Deneklerin izlemi siiresince hicbir yavru sicanda enfeksiyon bulgusu
gozlemlenmedi ve bunun degerlendirilmesinde CRP degerinin gruplar arasinda

farkliliga neden olmadigi tespit edildi (p>0.05).

Batiin explorasyonunda Gs3’ yavrularmin 4’tinde (%36.4), G4’lin 6’simnda (%60)
ve Gs’deki yavrularin ise 3’linde (%30) intestinal perforasyon gelistigi saptandi
(Tablo4.1). Intestinal perforasyonu olan yavrularda batin icinde serbest gaita ve koyu
kanli sivi goriinimii mevcuttu. Bu perforasyon goriinimii G; ve G; yavrularinda

gozlemlenmedi.
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Intestinal perforasyonlar1 olan yavrularin yasam siirelerinin daha kisa oldugu
tespit edildi (p:0.001). Intestinal perforasyon gelisen vakalarm %11.8’inde evre 1,
%76.9’unda evre 2, %7.7’sinde ise evre 3 doku hasar1 bulgular1 mevcuttu. Evre 2 ve 3
olarak degerlendirilen patolojik 6rneklerin tamaminda intestinal perforasyon saptandi.
Intestinal perforasyonu olan yavrularin bagirsaklarmin patolojik incelemesinde NEK
bulgularinin ve mukozal hasarin daha ciddi oldugu tespit edildi (p:0.0001). Patolojik
degerlendirmeleri evre 1 ve evre 2 olan deneklerin enflamatuar ve oksidan parametreleri
arasinda anlaml iligki bulunmad1 (p>0.05). Her ne kadar perforasyonu olan deneklerde
oksidan-antioksidan sistemler arasinda anlamli iligki bulunamasa da, ET-1 seviyelerinin

bu grupta daha diisiik oldugu saptandi (p:0.007) (T-Test).

Gastrointestinal sistemlerin patolojideki makroskopik incelenmesinde kontrol
grubunda bulunan yavrularin bagirsaklart pembe renkli, kesintisiz ve normal
goriinimdeydi. Anne siitii ile beslenen deneklerin de c¢ikarilan bagirsaklarinin
makroskopik goriiniimleri benzer ozelliklere sahipti (Sekil 4.3). Gs olgularmin %
27.3’tinde de patolojik degisiklik saptanmadi ancak G;’iin geri kalan kisminda, G4 ve
Gs yavrulariin ise tamaminda c¢esitli evrelerde NEK’e ait degisiklikler saptandi (Tablo

4.4).

Gruplar maruz kaldiklar1 stres yoniinden degerlendirildiginde oksidatif stresin en
onemli goOstergelerinden birisi olan malondialdehit (MDA) diizeylerinin gruplar

arasinda farkli olmadigi saptandi (p>0.05).

Ayrica antioksidan olarak bakilan GPx, SOD seviyelerinde de farklilik
saptanmadi (p>0.05). Ancak CAT’mn enzim seviyeleri incelendiginde ise Gs’teki
yavrularda Gy’ten daha yiiksek oldugu saptandi (p:0.027). Oksidan ve antioksidan
sistem arasindaki iliski incelendiginde ise G;’de GPx ile MDA seviyelerinin arasinda
ters iliski tespit edilirken (p:0.023), Gs’te ise MDA ve CAT diizeyleri arasinda pozitif
iligki gozlemlendi (p:0.042).

Inflamasyonun gostergeleri olan TNF-o, IL-8 seviyeleri incelendi. TNF-a
seviyeleri yoniinden gruplar arasinda anlamli farklhilik gosterilemedi (p>0.05). Ancak
IL-8 seviyeleri G, disindaki diger gruplarla kiyaslandiginda G;’de belirgin olarak
diisiiktii (p:0.001). Ayrica Gy’de de Gs (p:0.001), G4 (p:0.024) ve Gs’teki yavrulardan
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(p:0.042) daha diisiik oldugu saptandi. G; olgular1 ile Gs olgularmma AS verildiginden
dolay1 yapilan incelemede bu iki grup arasindaki degerlendirmede Gs olgularinda GM-
CSF diizeyinin Gs’ten daha diisiik oldugu (p:0.020) saptandi. Ancak her iki grup
arasinda ET-1, MDA, SOD, CAT, GPx, TNF-a, IL-8 diizeyleri ile VEGF yoniinden
anlaml farklilik saptanmadi. Gs olgularinda CAT (p:0.030) ve GPx’in (p:0.039) G4’den
daha diisiik oldugu saptandi. Ayrica, G4’de Gs’e gore GM-CSF (p:0.059) ve MDA
(p:0.082) diizeylerinin anlamliliga yakin daha yiiksek oldugu tespit edildi.

AS verilenler ile verilmeyen denekler kiyaslandiginda oksidatif ve antioksidatif
bulgular ile enflamasyon bulgular1 arasinda farklilik saptanmadi (p>0.05). Fakat AS
verilenlerde ET-1 seviyelerinin diger gruplardan daha diisiik oldugu (p:0.016) tespit
edildi.

Tim deneklerin sonuglarina gore yapilan analizde IL-8 ve TNF-a arasinda
pozitif korelasyon saptand1 (p:0.007). Bunlarla birlikte IL-8 seviyeleri yiiksek olmasi ile
birinci (p:0.013) ve ikinci (p:0.001) giinlerde deneklerin daha az tart1 almalar1 arasinda
anlamlr iligkili bulundu. Diger enflamasyon gostergesi olan GM-CSF seviyelerinde de

gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilemedi (p>0.05).

Vaskiiler hasarin gostergeleri olan ET-1 ve VEGF diizeylerinde gruplar arasinda
farklilik izlenmedi (p>0.05). Fakat tiim deneklerin VEGF sonuglar1 ayrica
incelendiginde, enflamatuar sitokinlerden olan IL-8 (p:0.002) ve TNF-o’nin (p:0.023)
yiikselmesi ile VEGF diizeyinde anlamli diisiis oldugu saptandi.

Sekil 4.3 Anne siitii ile beslenen yavrunun ¢ikarilan bagirsagi
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Sekil 4.4 Formula mama ile beslenen yavrunun ¢ikarilan bagirsagi. Koyu renkli, kalinlagmas,

o6demli ve olasi nekroze bdlgeler goriilmektedir.

Denek bagirsaklarmin histopatolojik Ornekleri Musemeche ve ark. (174)
tanimladig1 yontem ile evrelendi. Buna gore gruplarin histopatolojik evrelemesi Tablo

4.4°de goriilmektedir.

Tablo 4.4 Gruplara gére NEK’in patolojik evrelemesi

Grup Evre 0 Evre 1 Evre 2 Evre 3
G, (n:7) 7 (%100) 0 0 0

G; (:9) 9 (%100) 0 0 0

G; (n:11) 3 (%27.3) 5 (%45.5) 3 (%27.3) 0

Gy (n:10) 0 4 (%40) 5 (%50) 1 (%10)
Gs (n:10) 0 8 (%80) 2 (%20) 0

Perforasyon i¢in risk faktorleri degerlendirildiginde perfore olanlarda oksidan ve
antioksidan ajanlarla iliski saptanmadi. Ayrica enflamasyon gostergeleri ile de iliski

tespit edilemedi. Ancak ET-1 diizeyleri ile anlaml1 bir farklilik saptandi (p:0.007).

Deneklerin yagsam siireleri kiyaslandiginda G; ve G; olgular1 96. saat sonunda
ketamin altinda sakrifiye edildi. Fakat G; yavrularinin ortalama yasam siiresi 41,5+6,22
saat iken, bu siire G4’te 45,2+6,40 ve Gs’te ise 51,3+£10,47 saat olarak hesaplandi (Tablo
4.1). Gs ile G4 ve Gy ile Gs gruplar1 arasinda yasam siireleri agisindan anlamli fark
bulunmazken; G; grubunun ortalama yagam siiresinin Gs’den daha kisa oldugu saptandi
(p:0.009). Yasam siirelerine etkileyen faktorler incelendiginde VEGF (p:0.001) ve ET-1
(p:0.003) diizeyleri ile yasam siireleri arasinda pozitif korelasyon tespit edildi. Artan IL-
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8 diizeyleri ile yasam siiresinin anlamli olarak azaldigi saptandi (p:0.001). NEK evresi
arttikca (p:0.001) ve intestinal perforasyon varligi (p:0.001) ile de deneklerin yasam
stirelerinin anlamli olarak azaldig1 saptandi. Bunlardan bagka, birinci (p:0.045) ve ikinci

(p:0.001) giinde tart1 alim1 ile yasam siireleri arasinda pozitif korelasyon tespit edildi.

Gs’te CAT’1n yiikselmesi ile deneklerin yasam siirelerinin azalmasi arasinda
negatif iliski saptandi (p:0.033). Ayrica G,’de SOD ve TNF-a arasinda (p:0.045), Gs’te
de SOD ve GPx diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptandi (p:0.033). GPx, G;’de
CRP ile pozitif korele iken (p:0.023), G, (p:0.006), G4 (p:0.022) ve Gs’te (p:0.011) GPx
ile CRP arasinda negatif korelasyon mevcuttu. TNF-a ve deneklerin yasam siireleri
arasinda korelasyon incelendiginde, G, (p:0.032) ve Gs’te (p:0.001) pozitif yonde
anlaml iliski saptandi. G3’te TNF-a ve ET-1 arasinda pozitif korelasyon (p:0.003),
Gs’te ise TNF-a ve CRP diizeyleri arasinda negatif korelasyon mevcuttu (p:0.008)
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Grafik 4.4 Gruplarin ortalama yasam siireleri goriilmektedir.

Enflamasyonun iyi bir gostergesi olan IL-8 seviyeleri G;’de G, disinda tiim
diger gruplardan anlamli olarak daha diisiik saptandi (p:0.001). G,’de de G3 (p:0.001),
G4 (p:0.024) ve Gs’in (p:0.042) IL-8 diizeylerine gore anlamli olarak diisiikliik saptandi.
G; ve G; arasinda ise IL-8 seviyeleri arasinda anlamli farklilik bulunmadi (p:0.640).
Gs’te IL-8 ve ET-1 diizeyleri arasinda pozitif korelasyon (p:0.016), Gs’te ise 1L-8 ve
VEGEF diizeyleri arasinda negatif korelasyon mevcuttu (p:0.034).
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GM-CSF seviyelerinde gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).
G;’de GM-CSF diizeyleri ile VEGF diizeyleri arasinda pozitif korelasyon (p:0.005),
GM-CSF ve ET-1 arasinda ise negatif korelasyon (p:0.023) saptandi. G3’te ise, GM-
CSF ile TNF-a (p:0.029) ve ET-1 (p:0.021) diizeyleri arasinda pozitif korelasyon

mevcuttu.

Vaskuler Endotelyal Growth Faktor (VEGF) ve Endotelin-1 (ET-1) diizeylerinde

gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05)
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Tablo 4.5 Gruplara gore enflamatuar ve oksidan-antioksidan parametrelerin ortalama degerleri

. £ .z E .= E se  F % H £
S & LE cE ¥ QE S S & 5w £
(G} o E & = > ¥ - = ¥ 2 £ w o2 ©Z
-3 = A = - © = c =2 =2 2
U — w —
G 92.83 47.74 4.05* 59.178£ 73.4¥£ 53.53 28.96 12.96 131.11 12.78%*
G, 81.79 59.02 8.46  57.53AB  67.02p 43.44 25.69 18.19 158.94 6.85
G3 91.8 72.12% 23.1¥%y 52.49 59.74 43 .98 26.21 17.72 231.7¥% 6 9.49
G4 101.36 73.98  17.62§ L 46.98 60.55 52.18 31.54 ) 19.81 116 13518
Gs 82.54 106.9 16.96£ B 47.05 56.84 79.45 B 29.77 14.28 155.38 11.82 B

*G1 ile G, arasinda ¥; G ile G; arasinda §; G, ile G4 arasinda £; G ile Gs arasinda y; G, ile G; arasinda

A; Gy ile Gy arasinda B; G, ile Gs arasinda ,3; Gj ile G4 arasinda 0; G; ile Gsarasinda p<0.05,

57



5. TARTISMA

Yenidogan {initelerinde takip edilen Ozellikle prematiire bebeklerin
gastrointestinal hastaliklarmdan en Onemlilerinden olan nekrotizan enterokolit,
etyolojisi tam aydinlatilamamis ve mortalitesi yiiksek bir hastalik olarak bilinmektedir
(179). NEK, klinigi hizla koétiilestirerek tiim doku sistemlerini etkileyerek organ
yetmezliklerine ve oOliime sebep olabilmektedir (180). Patogenezi tam olarak
aydmnlatilmamis olmasma ragmen hastalign etiyolojisinde prematiirite ile birlikte,
hipoksi, nutrisyonel destek sekli, bakteriyel enfeksiyon, intestinal iskemi ve
gastrointestinal distansiyon ile birlikte yapisal malformasyon gibi risk faktorleri

suclanmaktadir (181).

Daha once yapilan ¢esitli klinik arastirmalarda ve deneysel NEK modelli hayvan
calismalarinda probiyotikler, immunglobulinler, antibiyotikler, esansiyel aminoasitler,
laktoferrin ve degisik beslenme rejimlerinin hastaligm gelisimi ve gidisat1 tizerindeki
etkileri incelenmistir (153,156,160,163,165,169,172,173). Fakat AS’nin direkt verilmesi
veya beslenme icerigine eklenmesi ile yapilan bir ¢calismaya rastlanmamistir. Biz de bu
calismada AS’nin NEK’teki koruyucu ve tedavi edici roliinii incelemeye ¢alistik. Ciinkii
risk faktorleri (diisiik O, saturasyonu, diisiik tansiyon, nutrisyonel destek, travmalar,
siyanotik hastaliklar, hidrops fetalis vb.) olsa bile, fetiisiin anne karninda oldugu
donemde NEK’in ortaya ¢cikmamasi nedeniyle anne karninda fetiisiin yuttugu AS’nin
bagirsaklarin maturasyonu ve korunmasinda faydali olabilecegini diisiincesi ile bu
calisma yapildi. Daha 6nce literatiirde NEK’in koruyucu olabilecegine dair diisiinceler
bildirilmistir (4). Ancak direkt AS verilerek yapilan bir calismaya Tiirkge ve Ingilizce
yapilmis olan literatiirde rastlanmamaistir. Bu ¢alismamizda da deneysel modelle NEK
olusturularak dolayli olarak AS’nin rolii incelenmeye calisilmistir. NEK icin bir¢ok
hayvan modeli kullanilmistir, bunlar genellikle yenidogan sican, tavsan ve domuz
yavrular1 olmustur (182). Her ne kadar NEK 6zellikle immatur ve prematur bebeklerde
goriilse de biz de bu ¢alismada bizim sonug¢larimizi ¢ok etkilememeyecegini diisiinerek
Sprague Dawley cinsi miadinda ve normal yolla yeni dogmus sican yavrularini
kullandik. Ciinkii prematiir yavru elde etmek i¢in kullanilacak ilaglarin bagirsak
perfiizyonu iizerindeki etkilerinin ayirt edilemeyecegi kanisiyla siganlar erken doguma

zorlanmadi.

58



Literatiirde domuz yavrularinda siiperior mezenterik arter belirli siirelerle
klemplenip agilarak hipoperfiizyon yontemiyle NEK olusturulmustur (183). Ancak
yenidogan sicanlarla yapilan caligmalarda ise hipoksi ve hipotermiye maruz kalan
organizmanin daha 6nce “dalis refleksi” olarak tanimlanan mekanizma ile beyin ve kalp
perfiizyonunun korunmasi, buna bagli olarak gastrointestinal sistem kan akiminin
azalmasi prensibine dayandirilmistir (7). Buna gore ilk hipoperflizyon-hipoksi modeli
1975’de Barlow ve ark. (184) tarafindan tanimmlanmistir. Bu modelde hipoksi ve
hipoterminin ¢esitli araliklarla uygulanmasi gerektigi bildirilmistir. Zuckerbraun ve ark.
(185) denekleri giinde 3 defa belirtilen streslere maruz birakirken, Caplan ve ark. (186)
ise 1994°de yaptiklar1 calismada giinde 2 defa 10 dakika +4°C hipotermi ve ardindan 60
saniye siiren hipoksi uygulanmasi ile insan yenidoganinda goriilen NEK’e klinik ve
patolojik olarak olduk¢a benzer hastalik gelistirilebilecegini ortaya koymuslardir. Biz de
Caplan ve ark (186) tanimladig1 yontemi kullandik. Deneklerin takip edilme siiresi de

Caplan’in (186) calismasinda oldugu gibi 96 saat olarak belirlendi.

Temiz ve ark. (187) ve Kumral ve ark. (188) calismalarinda deneklere %100
karbondioksit solutarak hipoksi olusturulurken, diger bir¢ok ¢alismada %100 nitrojen
verilmesi tercih edilmistir (189,190). Bizim calismamizda da igerisindeki hava aspire
edilen kavanoza %100 nitrojen verilerek hipoksik ortam saglandi. Hipoksi doneminin
ikinci yarisinda deneklerin siyanoze renk degisiklikleri, gasping solunumlar1 ve bir

kisminda da gaita ¢ikis1 gozlendi (Sekil 3.3 ve 3.4).

Yenidogan yavrularin hedeflenen hacimde diizenli olarak beslenmesi de
calismamizin 6zen gosterilen noktalarindan biri oldu. Domuz yavrularinda yapilan
deneysel NEK caligmalarinda deneklerin nasogastrik veya orogastrik sondalarla aralikli
bolus veya infiizyon ile beslendikleri bildirilmektedir (191). Yenidogan sicanlarin
midelerine yerlestirmek i¢in yeterli incelik ve yumusaklikta sonda marketlerde mevcut
degildi. Halpern ve ark. (192) yaptiklar1 deneysel ¢alismalarinda yavrular1 Hoshiba’nin
gelistirdigi silikon yapida 6zel tasarlanmis beslenme sondalari ile beslemislerdir (193).
Biz de calismamizda sar1 intraketlerin silikon kisimlarmi kullanarak besledik (Sekil
3.5). Verilen hacimden emin olunmasi i¢in insiilin enjektorleri kullanildi. Beslenme

araliklar1 ve hacmi her 4 saatte bir 0.1 ml olacak sekilde diizenlendi.
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Tim gruplara ait deneklerin dogum tartilar1 arasinda anlamli farklilik tespit
edilmedi (p>0.05). Birinci giinlin sonundaki degerlendirmede anne siitii ile beslenmis
olan G; yavrularinin G; yavrularindan daha fazla kilo aldiklar1 gézlemlendi (p<0.05).
Gy nin tart1 alimi 48., 72. ve 96. saatlerde G;’den anlamli olarak daha diisiik saptandi
(p<0.05). Her iki grubun beslenme prosediirii ayniydi ve iki grup arasinda oksidatif ve
antioksidatif ajanlar, enflamasyon ve vaskiiler etkilenmede farklilik olmamasina ragmen
(p>0.05) tartidaki bu farklilik yenidogan yavrularin maruz kaldiklar1 hipoksi ve
hipotermiye baglanabilir. Ciinkii kilo alimmnda en 6nemli ajanlardan birisi TNF-a dir
(194). Bizim c¢alismamizda da her iki grup arasinda yapilan analizde TNF-o stres
olusturulan grupta daha yiiksekti, ancak istatistiksel anlamlilik saptanmadi. Yapilan
diger NEK model ¢alismalarinda kilo takibi ile TNF-a arasinda bir iliski kurulamamasti.
Insanlarda yapilan calismalarda da artmis TNF-a’nin NEK ve sepsis icin bir risk faktorii
oldugu bilinmektedir (195). Bizim caligmamizda da olgu sayisinin kiigiik olmasi
istatistiksel anlamliligin olusmamasinda etkili olmus olabilir. Belki de deneklerin dmrii
daha uzun olsaydi daha belirgin NEK klinigi ile birlikte G, olgularinda NEK klinigi
gelismis ve TNF-o diizeyleri arasinda anlamli farklilik saptanacakti. Ayrica, G;
olgularmin anne siitii ile beslenmis olmasi bu vakalarda NEK bulgularimin ortaya
ctkmasimi engellemis olabilir. Ciinkii anne siitii ve kolostrum ile beslenmenin igerdigi
lizozimler, laktoferrin ve immunglobulinler nedeniyle NEK’e kars1 koruyucu oldugu
daha once yapilmis bir¢ok calismada ortaya konmustur (137,154). Ayrica, anne siitiiyle
beslenen cocuklarda mama ile beslenenlere kiyasla daha yiiksek kan antioksidan
kapasite ve daha diisiik oksidatif stres yogunlugu oldugu bildirilmistir (196). Ancak
bizim ¢alismamizda G, olgularinda SOD, CAT seviyeleri yiiksek olmasina ragmen,
istatistiksel anlamlilik saptanamadi (p>0.05). Bu durum olgu sayismin yetersizligine,
calisilan siirenin kisaligina baglanabilir. Ayrica, olusturulan stresi tamponlayan anne
sitiindeki antioksidan molekiillerin stresi notralize etmesi nedeniyle yiiksek
bulunmamis olabilir. IL-10’un anne siitiinde yliksek miktarda varliginin NEK’e kars1
koruyucu oldugu ileri siiriilmiistiir (197). Ancak bizim ¢alismamizda IL-10 diizeyine
bakilamadi. NEK olsumunda suc¢lanan faktorlerden bir tanesi enflamasyondur (54, 65,
67,68). Enflamasyonun en 0nemli gostergelerinden bir tanesi IL-8 olup ciddi NEK
vakalarinda hastaliin baslangicindan itibaren ilk 24 saatte IL-8 seviyelerinin anlamh
Olciide yiikseldigi gosterilmistir (198). Bell skorlamasi ilerledikge veya histopatolojik

degisiklikler agirlastikca IL-8 seviyelerinin de anlamli olarak artis gosterdigi
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bildirilmistir (198). Ayrica, akut NEK gelismis olup opere edilen bebeklerin
bagirsaklarindan alinan 6rneklerde; seroza, muskularis ve intestinal epitel tabakalarinda
IL-8’in arttig1 ortaya konmustur (199). Benzer sekilde, IL-8’in artmis transmural ve
mukozal mRNA transkripti intestinal enflamasyon ve nekroz gelisimi ile iliskili
bulunmustur (200). Benkoe ve ark. (201) nekrotizan enterokolitte bagirsak tutulumunu
degerlendirmede prediktif test yontemi olarak IL-8°1 inceledikleri ¢alismalarinda cerrahi
tedavi gerektiren 40 nekrotizan enterokolitli yenidoganin ameliyat Oncesi IL-8
seviyeleri ile tutulum derecesi arasinda korelasyon oldugunu ileri siirmiislerdir. Bizim
calismamizda da stres olusturulan gruplarda IL-8 seviyeleri kontrol grubunun 2 kati
olmasina ragmen gruplar arasinda anlamh farklilik tespit edilemedi (p>0.05). Bu durum
denek sayisi, deneklerin takip siiresi ve anne siitiiniin koruyucu etkilerine baglanabilir

(137, 154, 196, 202).

Bunlarin disinda NEK olusumunda sug¢lanan faktorlerden biri de doku
perflizyonunun bozulmasidir. Biz uyguladigimiz stres ile bunu gergeklestirmeye
calismis olsak da anne siitii ile beslenme bu bozuklugun ortaya ¢ikmasmi engellemis
olabilir. Ayni nem orani ve ortam sicaklig1 sartlarinda takip edilmis olmalarina ragmen
annelerinin yaninda kalan yavrularin 1sisinin anne tarafindan diizenlenmesi de anlaml
degisken olabilir. Perflizyonun, neovaskulogenezisin en 6nemli gostergeleri GM-CSF,
ET-1 ve VEGF’dir. VEGF angiogenezi uyaran bir sinyal proteini olup, doku
oksijeninin yetersiz kaldiginda kan dolasimini geri dondiirmeye calisan sistemin bir
elemani olarak tamimlanmistir. Embriyonik gelisim asamalarinda, cerrahi veya
yaralanma sonras1 yeni damar olusumunda, egzersiz sonrasi kas dokusunda ve tikanan
damarlarin yerine kollateral dolagimin saglanmasinda etkileri gosterilmistir (203). Buna
gore VEGF'nin azalmasi ile kollateral dolasim, yeni damarlarin olusumu ve onarilmasi
gerceklesememekte; sonucta doku nekrozu ilerleyebilmektedir. VEGF'nin ayrica,
apopitosisi, buna bagli olarak doku hasarmi da engellemede etkili oldugu ileri
stiriilmiistiir (114). Mezenkimal kok hiicreleriyle yapilan deneysel ¢galigmalarda hipoksik
doku hasar1 sonrasi remodeling siirecinde VEGF’nin de etkili oldugu gosterilmistir
(114). Erken emzirme doneminde anne siitiinde daha fazla miktarda bulundugu
gosterilen  VEGF’nin (204-206) intestinal alanda perflizyonu diizenleyerek NEK
gelisimini engelleyebilecegi ileri siirlilmektedir. Bizim ¢alismamizda da VEGF

seviyesinin ¢ok anlamli farklilik olmasa da, stres olusturulan grupta kontrol grubuna
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gore diisiik oldugu goriildii (p>0.05). Bu durum olgu sayisinin yetersizligine, anne siitii
ile gecen antioksidan ajanlarin etkisine, NEK kliniginin gelismemesine, anne siitiinden
gecen koruyucu ajanlarin perflizyonu diizenlemesine baglanabilir. Ayrica, olusturulan

hipoksi-hipoperflizyon modelinin yetersiz kalmasi ile agiklanabilir.

ET-1 damar cidarindaki kan akiminin diizenlenmesinde rol oynayan Onemli
faktorlerden birisi olarak kabul edilmektedir. Perflizyonun bozuldugu durumlarda ¢esitli
uyaranlarin etkisiyle arttigi, kan basmcint yiikselttigi, organ fonksiyonlarmin
bozulmasinda veya korunmasida rol oynadigi bilinmektedir (207,208). Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda hipoksi ve hipotermi ile artan ET-1"in, mikrovaskuler disfonksiyon
ve nekroza gidiste rol oynadigi ileri siirtilmiistiir (209). NEK klinigi olan bebekler
iizerinde yapilan patolojik incelemede rezeke edilen intestinal segmentlerde histolojik
olarak nekroze olan boliimlerde ET-1 seviyelerinin arttigi gosterilmistir. Bununla
beraber etkilenen bdlgelerdeki arteriollerde, saglam dokudaki arterioller ile
karsilastirildiginda artmis vazokonstruksiyon ortaya konulmustur (210). Bizim
calismamizda da, G; ve G; yavrular1 arasinda yapilan kiyaslamada ET-1 seviyesinin
strese maruz kalanlarda istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha diisiik oldugu tespit
edildi (p>0.05). Bu diisiikliik vaskiiler hasarin ciddi olmamasina baglanabilir. Ciinkii bu
grupta yapilan batinin eksploratif incelenmesinde perforasyonun saptanmamasi,
patolojik incelemede NEK’e ait degisikliklerin olmamas1 gosterge olarak kullanilabilir.
Ayrica, olusturulan stresin uzun slirmemesi, mekanik obstruktif vaskiiler lezyonun
olmamasi, bobrek, beyin ve kardiyak dokularin ciddi hasarlanmamasi katkida bulunmus
olabilir. Bunlarin disinda, anne siitiinde bulunan koruyucu maddelerin perflizyonun
devamini saglamada rol oynamas1 ET-1 seviyesinin yiikselmesini engellemis olabilir.
Bizim ¢alismamizda da, G, vakalarmin CAT degerlerinin G; vakalarindan anlamli
olmasa da daha yiiksek oldugu, G, vakalarinda ET-1 ile CAT arasinda da negatif iliski
oldugu tespit edildi (p:0.041). Bu da artmis olan antioksidan ajanlarin ET-1 seviyesinin
diisiik devam etmesinde rol oynayabilecegini diislindiirmektedir. Ayn1 grupta ET-1 ile
IL-8 arasinda pozitif iliskinin saptanmis olmasi, (p:0.008) ciddi enflamasyonun
gelismemesinden ve model c¢aligmas1 sliresince enfeksiyon gelismemesiyle

acgiklanabilir.
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GM-CSF, T  hiicreleri, endotel hiicreleri, keratinositler, monosit ve
fibroblastlardan salinarak endotel proliferasyonunu uyarmakta ve graniilositleri aktive
ederek kemik iliginde noétrofil, eosinofil, monosit, eritroid hiicreler ile megakaryosit
kolonizasyonunu stimule etmektedir (89). Ayrica immun ve enflamatuar yanitlarda
direkt veya dolayli olarak rol almaktadir. GM-CSF saglikli term ve preterm fetiislerin
amnion sivilarinda tespit edilmistir, koryoamnioniti olan kadinlarin serumlarinda, fetal
stres, enfeksiyon, erken membran riiptiirii, mekonyumun AS’na karigmasi durumlarinda
da kord kaninda yiikseldigi bildirilmistir (4). Venkateswaran ve ark. (211) yaptiklari
calismada oOzellikle ciddi sepsis ve notropenisi olan 4 NEK gelismis yenidogana
verildiginde hastalarin GM-CSF’ten fayda gordiigii bildirilmistir. Ayrica iilseratif kolit
ve otoimmiin bagirsak hastaliklarinin patofizyolojisinde de GM-CSF’nin etkileri
gosterilmistir (212). Bizim c¢alismamizda G;’in GM-CSF diizeyleri G, ye gore daha
yiiksek bulundu, ancak anlamli fark tespit edilmedi (p>0.05). Bu yiikseklikte G;
olgularinda ciddi hipoksik ve enflamatuar yanitin olusmamasina, salinan antioksidan
ajanlarin varligma baglanabilir. Ciinkii bizim calismamizda G, yavrularmin CAT ve
SOD degerleri anlamli olmasa da daha yiiksek bulundu. Bu CAT ve SOD yiiksekliginin
enflamasyon ve hipoksiden zarar goren hiicrelerden sitokin salinimi ve bunun sonucu

ortaya ¢ikan doku hasarini azalttig1 bilinmektedir (213).

G3 yavrular1 sadece AS ile beslendi. Verilen AS’nin biyokimyasal incelemeleri
ve hiicre sayimi Tablo 4.2’de goriilmektedir. Ciinkii yapilan ¢esitli caligmalarda AS
iceriginde bagirsak gelisimini uyaran mediatrlerin varligr gosterilmistir (214,215).
Ayrica AS’nin bagirsak hiicreleri tizerindeki trofik etkisi de insan ince bagirsak hiicre
kiiltiiriinde de kanitlanmistir (216). Tavsan fetiis Ozofaguslarmin baglanarak
gastointestinal sistem distaline degisik ¢ozeltilerin infiizyonla verildigi bir calismada AS
verilenlerde normal bagirsak gelisimi goriiliirken “ringer laktat” verilenlerde gelisimin
geri oldugu saptanmistir (214). Trahair ve ark (215) AS, kolostrum gibi biyolojik
swvilarda yiiksek konsantrasyonda bulunan “gastrin releasing peptid” in Ozofageal
inflizyonunu ile fetal organlarda biiylime ve immiin sistemin geligmesine etkisi
oldugunu ileri stirmiislerdir. AS’nda bulunan “arginin” de fetal ve plasental gelisimde
temel rol oynadig1 ve argininin hidrolizi ile agiga ¢ikan “ornitin”, “putresin”, “spermin”
ve “spermidin” gibi hormonal maddelerin plasental anjiogenesis, trofoblast biiyiimesi

gibi regiilator 6zellikleri olan poliaminlere doniistiigli gosterilmistir (217). Koyunlarda,
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arginin, ornitin ve poliaminlerin konsantrasyonlarmin erken gestasyon déneminden
itibaren hizla yiikseldigi ve gebelik boyunca da AS’nda yiiksek kaldigi bu AS ile
yutulan poliaminlerin intestinal epitelyal hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagsmasini
destekledigi ileri siiriilmektedir (218). AS ile yapilan c¢alismalarda oksidatif ve
antioksidatif ajanlarin seviyelerinde farkliliklar saptanmistir. Gebeligin 16. ve 19.
haftalarinda alinan siv1 6rneklerinde gestasyonel diabetes mellitus, bakteriyel vajinosis
gibi komplike hamilelik vakalarinda SOD, CAT ve GPx gibi antioksidanlarin
seviyelerinin diisiik oldugu tespit edilmistir (219). Fakat 36 noral tiip defektli bebegi
olan anneden alinan AS’nda antioksidan kapasitenin kontrol grubundan artmis oldugu
saptanmistir (220). Bizim ¢alismamizda da antioksidan ajan olan SOD (p>0.05) ve CAT
(p:0.05)’m Gs olgularinda G; olgularmin 2 kat kadar daha yiiksek oldugu tespit edildi.
Bu yiikseklik doku hasarinin yliksek olmasina, genel sirkiilasyonun bozulmasina,
intestinal doku perflizyonunun bozulmasi ile beraber toksik maddelerin atilimdaki
yetersizlige baglanabilir. Clinkli bu gruptaki yenidogan yavrularinin biiyiikk kisminda
bagirsak perflizyonu etkilenmis ve bagirsak perforasyonu gozlemlenmisti. Intestinal
perforasyonu olan yavrularin omentum bosluklarinda sivi ile beraber bagirsak
muhteviyatinin varligi da artmis oksidatif stresle beraber dolayli olarak antioksidan
ajanlarm artmasini da agiklayabilir. G3’de TNF-a (p:0.037) ve IL-8 (p:0.001) seviyeleri
Gi’e gore anlamhi Olgiide yliksek tespit edildi. Bunlarla birlikte bu grupta ET-1
(p:0.027) ve VEGF (p:0.051) kontrol grubundan daha diisiik oldugu saptandi. Vaskiiler
hasarm ve 6zellikle hipoksinin sonucu olarak artan bu maddelerin G; olgularinda diisiik
bulunmas1 bu maddelerin yapimi i¢in gerekli olan proteinlerin yeterince almmamis
olmasina, alinmig olan proteinlerin enerji temin edilmesi amaciyla kullanilamamasina
baglanabilir. Bunlarla birlikte model sirasinda yapilmis olan vaskiiler hasarin ciddi
olmamasi ile agiklanabilir. Ancak model uygulanmasi sirasinda 6zellikle stresten sonra
deneklerin genel durumlarinin bozulmasi, batinda distansiyon ve batin cildindeki
disklorasyon (Sekil 4.2), hipotermi ve hipoperflizyon modelinin etkili uygulandiginin
kanit1 olarak alinabilir. Fakat 0Ozellikle hipotermi sonrasinda da benzer bulgular
hipoperfiizyon olamadan da goriilebilir. Literatiirde de yiiksek olmasi beklenen
angiogenetik faktorler 6zellikle doku perflizyonunun ciddi bozuldugu ve ozellikle
intrauterin kayiplarla sonlandig1 durumlarda ciddi diisiik bulunmustur (221). Bu durum

plasental vaskiiler gelismenin ve endotelyal reglilasyonun bozulmasina baglanmstir.

64



G3’lin birinci ve ikinci glinlerin sonundaki tart1 alimlar1 degerlendirildiginde G;
ve Gy’den daha diisiik oldugu saptandi (p<0.05). Bu grubun yetersiz tart1 alis1 maruz
kalman ciddi strese baglanabilir. Ciinkii ciddi soguk stres varliginda aerobik
metabolizmanmn bozulmas1 ve bagirsak motilitesinin etkilenmesi ile absorbsiyon
yetersizligine bagh kilo alim eksikligi (222). Ayrica bagirsaklardaki hipotermi ile o
bolgenin perfiizyonunun bozulmasi absorbsiyonun bozulmasina katkida bulunmusg
olabilir (223). Daha 6nceki benzer ¢alismalarda NEK olan veya olmayan deneklerin AS
ile beslendigi bir calismaya rastlanmadigindan verilerimiz literatiirle kiyaslanamadi.
Fakat ¢alismamizda uygulanan AS’nin enerji igeriginin de oldukga diisiik olmasi, kilo
alimimdaki yetersizligin nedeni olmus olabilir. Ciinkii, bizim kullandigimiz AS’mndaki
glukoz 21 mg/dl ve total protein 0.7 gr/dl iken, anne siitiiniin incelendigi bir caligmada
anne siitliniin 7.93 gr/dl laktoz ve 0.99 gr/dl protein igerdigi gosterilmistir (224).
Prematiir ve yenidogan déonemindeki beslenme modellerinde diisiik osmolarite tavsiye
edilmektedir. Bizim kullandigimiz AS’nin osmolaritesi diistiktii fakat protein ve enerji
icerigi ise yetersizdi (Tablo 4.3). Bu gozlemden hareketle bundan sonra yapilacak
calismalarda diisiik enerji igerigi nedeniyle AS’na glukoz ilave edilmesi veya enerji
vericilerin katilmasi daha anlamli sonu¢larin almmasina katkida bulunacaktir. Gs’teki
yenidogan yavrularin kilo almamalarmin diger nedenleri de Gs’teki oksidan ajanlarin
G;’den daha fazla olmasina, TNF-a ve IL-8 gibi artmis sitokinlerin varligina, stres ve
intestinal perforasyon varligindaki enflamasyonun devam etmesine de baglanabilir
(194,195). Ayrica bu grupta GM-CSF seviyelerinin de G, olgularindan diisiik 6l¢ciilmesi
bu grupta ciddi hipoksik ve iskemik strese bagli olarak immun ve hematopoietik

sistemlerin etkilenmis olabileceginin gostergesi olarak kabul edilebilir.

Birinci ve ikinci giinlerdeki agirlik takiplerinde Gs’tin G;’den anlamli olarak
daha az tart1 almasi da (p<0.05) G; olgularindaki anne siitiiniin koruyucu, enerji verici
ve tedavi edici Ozelliklerine baglanabilir (224). Ayrica bilindigi gibi AS’indaki enerji ve
protein iceriginin daha az olmasi da buna neden olabilir. Bunlardan bagka,
enflamasyona ait belirteclerden olan IL-8 (p:0.001) ve TNF-a da G3’te (p>0.05) yliksek
olmasi kilo alimin1 engellemis olabilir (194, 195). Oksidatif ajanlara kars:1 ylikselmis
olan antioksidan belirtecler (CAT ve GPx) aktiviteleri de G; olgularinda artmis
olmasima ragmen (p>0.05) kilo alimi i¢in yeterli olmamalar1 kilo alimini etkilemis

olabilir. Bu antioksidan enzimlerin Gj’te daha artmig bulunmasi uygulanan oksidan
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strese yanit olarak deneklerin enzim seviyelerinin artmasina baglanabilir. Hem anne
stitiiniin (137, 154, 196), hem de AS’nin (219, 220) antioksidan 6zellikleri daha 6nceki
calismalarda ortaya konulmustur, ancak bizim c¢alismamizda anne siitii verilen
yavrularin hem patolojik evreleme, hem perforasyon sikligi hem de tart1 alimlar
kiyaslandiginda oksidan hasara karsi daha dayanikli olduklar1 gdzlemlendi. Gs ve G;
yavrularinin VEGF ve ET-1 diizeyleri kiyaslandiginda ise, anlamli farklilik olmamakla
beraber G;’te daha diisiik saptandi (p<0.05). Bu diisiikliik Gs’te hem verilen protein ve
kalorinin diisiikliigii, hem de artan enflamasyona baglh olarak artmis katabolizma ile
iligkilendirilebilir. Ayrica G, vakalar1 anneleri ile birlikte kaldiklarindan deney stiresi
icinde soguk ortamdan anneleri tarafindan korunmus olduklarindan hipotermik stres
daha az katkida bulunmus olabilir. Her iki grupta da hipotermik ve hipoksik stres
olusturulmasma karsm Gs olgularinda perforasyon goriilmesi bu grupta periyodik
gerceklestirilen ani beslenmeye sekonder mide ve bagirsaklarm ani dilatasyonunua
baglanabilir (225). Perflizyonu bozulmus ve hipotermiye maruz kalmis intestinal
duvarlarin aniden gerilmesi, bagirsak duvarinin beslenmesinin bozulmasi ve
perforasyonuna insanlarda goriilen ileus klinigine benzer sekilde katkida bulunmusg
olabilir. Halbuki anne siitii ile beslenen G, olgular1 daha uzun siirede ve kendi giiven
ortaminda annesi tarafindan beslenmislerdi. Bu c¢aligmanin sonuglarma gore bundan
sonraki sican modellerine dayali arastrma c¢alismalarda siganlarm infiizyon seklinde
beslenmelerinin  saglanmasinin  daha giivenilir sonuglar elde edilebilecegini
vurgulamaktadir. Ayrica perfiizyon bozuklugu gelismesine diisiik enerji ve protein
icerigi olan AS da katkida bulunmus olabilir. Ciinkii her ne kadar insan AS kullanilmig
olsa da insan AS’ma kars1 yavru bagirsak mukozasinda allerjik reaksiyon gelismis
olabilir ve bu da perforasyonu gelismesine katkida bulunmus olabilir. Ayrica her ne
kadar biz AS’n1 ideal sartlarda temin etmis olsak da AS’ninin igerisinde verniks
kazeoza varlig1 da bagwrsak cidarinda degisikliklerin olusmasma katkida bulunabilir.
Ciinkii verniks kazeozanin kendi vax/parafine benzer yapist bagirsagi tikadigi gibi
bagirsak liimenine yapisarak o bolgelerde ciddi mukozal hasara da neden olmus olabilir

(226).

Birinci ve ikinci gilinlerde degerlendirilen G; ve Gy’lin tarti alimlari
kiyaslandiginda iki grup arasmnda anlaml farklilik tespit edilmedi (p>0.05). Doku

hasarina i¢in strese maruz birakilan bu gruplarin takibinde tek farklilik beslenme
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sekilleri idi. Gs, kalori ve protein yoniinden G4’ten geri idi, fakat G4’e verilen mamanin
soliit yiikiiniin G3’e verilen AS’na gore daha yliksek olmas1 da G4 denekleri i¢in 6nemli
risk faktorii idi. Soliit yiikii yiiksek besinlerin intestinal mukozanin yapisint bozarak
NEK’e neden olabilecegi onceki caligmalarda gosterilmistir (135, 136). Calismamizda
kullandigimiz AS’nin osmolaritesi 252 msom/L olarak hesapland1 (227). Bebek
beslenmesinde verilen anne siitiiniin ve ¢esitli tirlinlerin soliit yiiklerinin incelendigi bir
calismada anne siitliniin osmolaritesi 300 mosm/L iken, yenidoganlara verilen formula
mamanin osmolaritesi 400 mosm/L olarak hesaplanmistir (136). Yani G4 yavrularinin
daha yiiksek soliit yiik ile beslendikleri bilinmektedir. Buna gore G4 yavrularma verilen
formula mama intestinal mukozanin yapisini bozarak (135), peristaltizmi etkileyerek ve
bagirsak pasajimnin uzamasina neden olarak (228) intestinal perflizyonun bozulmasi ve
nekroza giden siliregte rol oynamig olabilir. Bu iki grubun oksidan-antioksidan
parametreleri degerlendirildiginde ise, oksidan seviyeyi gosteren MDA diizeylerinde
anlamli farklilik olmamakla birlikte G4’te daha yiiksek saptandi (p>0.05). CAT enzim
seviyesi G3’te anlaml olarak daha ytiksek (p<0.05) iken, GPx ise G4’te anlamli olarak
daha yiiksek bulundu (p<0.05). Bu durum denek sayismin yetersizligi ve NEK
kliniginin yeterince ortaya c¢ikmadan deneklerin kaybedilmesi ile ilgili olabilir. Gj
yavrularinda IL-8 diizeyinin daha yiiksek oldugu saptanirken (p>0.05), G4 olgularinda
ise TNF-o’nin daha yiiksek oldugu (p>0.05) degerlendirildi. Bu durum her iki grubun
stres ile birlikte Gs olgularindaki enerji-protein yetersizliginden, G4 olgularinda ise
yiiksek soliit yiikiinden kaynaklanabilir. Ayrica AS ile formiila mamanm organ
perflizyonlar1 lizerine etkileri incelendiginde ise VEGF’in AS alan yavrularda formiila
ile beslenenlerden daha fazla oldugu (p>0.05) goriildii. Bu yiikseklik erken donemde
enerji yetersizligine bagli organ hasarindan kaynaklanabilir. Ayrica AS i¢inde bulunan
cesitli ajanlarin bagirsak ve diger hasarlanmis dokularinin remodelingini arttirmak i¢in
yiikselmis olabilir (229). Bu da doku hasarinin diizeltilmesine katkida bulundugundan
AS 0Ozellikle formiila mama sonrasi ortaya ¢ikan bagirsak hasarinin tedavisi amaciyla
kullanilabileceginin bir gostergesi olarak alinabilir. Ayrica yapilan kiyaslamada TNF-
o’nin formiil mama ile beslettirilen yavrularda anlamli olmasa da daha yiiksek oldugu
saptandi. G; olgularinda TNF-a’nin daha diisiik olmasi verilen AS’nin enflamasyonu
azaltic1 bir rol oynadigmin gostergesi olarak kabul edilebilir. Ozellikle formiila mama
ile beslenen yenioganlarda TNF-o’nin aracilik etmis oldugu enflamasyon ve diger

reaksiyonlar1 azaltmak amaciyla da kullanilabileceginin bir gostergesi olarak alinabilir.
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Ayrica Gj ile Gy arasinda yapilan degerlendirmede G; olgularindaki GM-CSF degerinin
G4 olgularindan daha diisiik oldugu (p>0.05). goriildi. GM-CSF’in formiila mama ile
beslenenlerde daha yiiksek olmasi intestinal hasarin bu olgularda daha yiiksek
olmasindan kaynaklanabilir. Bizim ¢alismamizda Gs olgularmin  %36.4’{inde
perforasyon gozlemlenirken, G4 olgularinin ise %60’ mda perforasyon oldugu ve olusan
perforasyon ile iligskili olarak bagirsaktaki NEK degisiklikleri kiyaslandiginda Gj
olgularmin 3’iinde higbir NEK bulgusu saptanmazken, %55’inde Evre 1 ve %27 sinde
ise Evre 2 NEK bulgular1 saptandi. Halbuki G4 olgularinin %100°tinde NEK bulgular1
mevcuttu ve bunun %40°1 Evre 1, %50’si Evre 2 ve %4.8’inde Evre 3’tli (p<0.05). Bu
da AS’nin formiila mama ile beslenenlere kiyasla daha az NEK’e yol acabileceginin bir
gostergesi olarak kabul edilebilir. Bu diisiik oran AS’nin diisiik viskozitesine, diistik
soliit yiikiine, diisiik oksidatif strese yol agmasima, yiiksek antioksidatif 6zelligine,
diisiik enflamatuar cevaba yol a¢masi ile beraber vaskiiler yapilar1 etkileyerek

remodelingi arttirmasina baglanabilir.

G; ile Gs arasinda yapilan degerlendirmede ise formiila mamaya AS ilave
edilmesi ile NEK bulgularmin gelisiminin azaltilabilece§i saptandi. Ciinkii Gy
olgularinin %60’1ndaki perforasyon AS eklenen Gs’te %30°a geriledi. Ayrica Gy
olgularmin %60°1 patolojik evrelemede Evre 2 ve iizeri iken Gs’te bu %20’ye diismiistii
(Tablo 4.4). Bu diisiiste AS’nin oksidatif stresi Gs’den daha fazla diisiirmesine
baglanabilir. Ciinkii Gs’in MDA diizeyi G4 olgularindan daha diisiiktii (p>0.05). Ayrica
perforasyon ve NEK bulgularinin azalmasi AS katilmasi ile formiila mama alanlarda
olusmus olan antioksidan faktorlerin seviyelerini de etkileyerek katkida bulunmus
olabilir. Clinkii SOD aktivitesinde belirgin degisiklik olmamakla birlikte Gs olgularinda
CAT seviyesinin 1/3 oraninda yiikseldigi saptandi (p>0.05). Ayrica enflamasyon
gostergelerinden olan IL-8 seviyesinin sabit kalmasina ve hatta diismesine sebep
olurken, TNF-a diizeyinde de artisa yol agmustir. TNF-o’daki bu yiikselis TNF-a
reseptorlerinin baglanmasina baglanabilir (230). Bunlarla birlikte vaskiiler hasarin
gostergesi olarak artan ET-1 diizeyi G4 olgularinda oldukca yiiksek iken bunun belirgin
olarak diistiigii saptanmistir (p>0.05) (Tablo 4.5). Ayrica VEGF seviyesinde bir
degisiklige yol actirmamasit da katkida bulunmus olabilir. Bu da eksik olan enerjisini
formiila mamadan saglayan AS’nin vaskiiler hasar1 minimale indirdiginin bir gostergesi

olarak kabul edilir. Bunlardan bagka perforasyon ve NEK kriterlerindeki azalmaya doku
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diizeyindeki immun modulasyonda rol oynayan GM-CSF seviyesini arttirarak katkida
bulunmus olabilir. Ciinkii 5-FU ile olusturulan mukozitlerin tedavisinde GM-CSF
kullanildiginda yara iyilesmesinin oldugu kanitlanmistir (231). Ayrica kolon kript
epiteli ile yapilan ve endojen GM-CSF kullanildiginda mukozal remodelingi etkileyerek
yara iyilesmesine katkida bulundugu gosterilmistir (232). Bunun sonucu olarak Gs
olgularmin G4 ve Gj; olgularindan daha uzun siire ile yasadiklar1 saptanmis olmasi
AS’nin formiila mama ile birlikte kullanildiginda NEK insidansini azaltabileceginin bir

gostergesi olarak kabul edilebilir.

5.1 SONUC ve ONERILER

Bu calismada {iniversite hastanemizde toplamda tek anneden dogan toplamda 47
Sprague Dawley cinsi sican yavrusu kullanilarak 5 gruplu bir deneysel NEK modeli
olusturuldu. NEK olusturulmasi i¢in hipoksi ve hipotermi kullanildi ve insan AS ile
formula mama verilen yavrularin klinik, laboratuar ve patolojik bulgular1 normal

kontrol grubu ile kiyaslandi.

Gruplarin ortalama dogum agirliklar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda
farklilik saptanmadi (p>0.05). Fakat ilk 24. saatin sonunda G; grubunun G; (p<0.05), G3
(p<0.05) ve G4 (p<0.05) gruplarindan daha fazla kilo aldig1 saptandi.

- IL-8 (p:0.001) ve TNF-a (p:0.005) diizeyleri ile tart1 alimlarinin az olmasi
arasinda iliski saptandi.

- Deneklerin kilo almalar1 ile VEGF arasinda pozitif korelasyon gézlemlendi
(p:0.005).

- Gj olgularmin diger gruplara gore daha fazla kilo almasi anne siitii ile
beraber strese maruz kalmamalarina baglandi. G, olgularindaki strese
ragmen tart1 artis1 olgularin anne siitli ile beslenmesi, anne siitiiniin i¢indeki
antioksidan ajanlarin ve koruyucu faktorlerin varligina baglandi.

- Ugiincii ve dordiincii giinlerde hayatta kalan G; ve G, kiyaslandiginda G;’in
daha fazla tart1 aldig1 goriildi (p<0.05).

o Strese maruz birakilan G,’de oksidan ve enflamatuar parametrelerin

daha ytiksek olmasina baglanabilir.
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G3 olgularindaki kilo alim yetersizligi bu olgularin maruz kaldiklar stres ile

birlikte AS’nin i¢indeki enerji ve protein gibi temel maddelerin yetersizligine

baglanda.

Gs olgularinda formula mamaya AS ilave edilmesi ilk giin i¢inde tarti

aliminda gecikme yasanmamasina katkida bulunmustur.

O

Enerji ve protein yetersizligi nedeniyle bundan sonraki yapilacak
calismalarda amnion sivisinin i¢ine enerji ve protein ilave edilmesi

deneklerin kilo almalarina katkida bulunacaktir.

Ikinci giin sonunda da Gs olgularinm kilo artismin G; ve Gy’den daha iyi

oldugu goriildii.

O

Bu kilo artisinin 1yi olmasi formula mamaya katilan AS’nin i¢indeki
koruyucu maddelerin ve antioksidan maddelerin yogun olmasina
AS’nin  katilmasi1 ile formula mama konsantrasyonunun ve
osmolaritesinin azalmasima

Eksik olan enerji ve proteinin ilavesi ile kilo alimmin devam

ettirilebileceginin gostergesi olarak kabul edilebilir.

Ikinci giinde G; ve Gy’de kilo artis1 gdzlemlenmedi, hatta G; deneklerinde

tart1 kayb1 yasandi.

O

Strese maruz birakilan yavrulari erkenden 6lmesi

o Bu deneklerdeki enfeksiyonsuz enflamasyonun ortaya ¢ikmasi

o IL-8 ve TNF-a diizeylerinin yiiksek bulunmasina baglanabilir.

O

G; deneklerin beslenmesinde kullanilan AS’nin enerji ve protein

iceriginin yetersiz olmasima

G; ve G; de perforasyon goriilmezken en sik perforasyon G4 deneklerinde

mevcuttu.

O

G ile G; yavrularina perforasyon gézlemlenmemesi

o Gl ve G2 yavrularinin anne siti ile beslenmesine ve G2

yavrularinin annelerinin yaninda kalmalarma

G; yavrularinda olusan MDA’nin G, olgularindan farkli olmamasi
anne siitiiniin antioksidan 6zelligi ile olusan stresi baskilamasina

G; olgularinda G; olgularinin iki kat1 daha fazla olmasma ragmen
olusan TNF-a, IL-8 ve GM-CSF gibi ajanlarin etkilerinin anne siitii

ile notralize etmesine
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O

G, olgularinda olusan ET-1 ve VEGF gibi vaskiiler remodelingi
saglayan faktorlerin anne siitiiniin etkisi ile degismelerine

baglanabilir.

o Gy deneklerinde intestinal perforasyonun fazla olmasi;

O

Verilen formula mamanin yiiksek soliit yiikii ile mukoza ve daha
bazalde bulunan doku tabakalarima zarar vermesi buna neden
olabilir.

G4 yavrularimin G, yavrularindan MDA degerlerinin yiiksek olmasi
formula ile gelisen oksidatif strese, G4 olgularinda CAT degerinin G,
olgularmdan daha diisiik olmas1 antioksidan ajanlarin daha diisiik
olmasina baglanabilir. Ayrica TNF-a, IL-8 ve GM-CSF diizeylerinin
G4 olgularinda G, olgularindan daha yiiksek olmasi formulanin
enflamatuar  sitokinlerin  ortaya  c¢ikmasini  kolaylastirarak
perforasyona neden oldugunun gostergesidir. Bunlardan bagka
damarlanmanin ve boylelikle de remodelingin gostergesi olan VEGF
diizeylerinin G4 olgularinda G, olgularindan daha diisiik bulunmasi

perforasyon nedeni olabilir.

o Gy yavrularinda G; yavrularindan daha fazla perforasyon gdzlemlenmesi;

O

G4 olgularinda MDA’nin daha yiiksek ve CAT’in daha diisiik
bulunmas1 amnion sivismin oksidatif stresi azaltarak antioksidan
ajanlar1 azaltarak perforasyonun dnlemede etkili olduguna

GM-CSF ve TNF-a’nin G4 olgularinda Gs olgularindan daha fazla
olmas1 AS’nin antienflamatuar 6zellikleri ile perforasyon gelisimini
engellediginin gdstergesi olarak kabul edilebilir.

ET-1’de belirgin degisiklik olmadan VEGF’in Gy olgularinda
azalmis olmast AS’nin G; olgularinda G4’e gore vaskiilogenesise
katkida bulunarak NEK gelisimini engellemede rol aldiginin
gostergesi olarak almabilir.

Ayrica G3’lin daha erken Olmiis olmalar1 perforasyon gelismeden
enerji eksikligi nedeniyle 6lmelerine baglanabilir.

Beslenme iceriginde anne siiti veya AS’nda oldugu bilinen

koruyucu etkenlerin yokluguna baglanabilir.

o Gsyavrularinda G4 yavrularindan daha az perforasyon gézlemlendi
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Her iki grupta da perforasyon gozlemlenmesi aralikli yiiksek
voliimle beslenmelerine bagli intestinal yapilarin dilatasyonu ve
perflizyonlarmin bozulmasina baglanabilir

AS ilavesi ile MDA diizeyinin diismiis olmas1 ve CAT degerinin
artmis olmast AS’nin oksidatif stresi azaltmasi ve antioksidan
ajanlarm gelisimini arttirmasina baglanabilir

Gs olgularinda AS verilmesi TNF-a’y1 etkilemese de IL-8 diizeyini
azaltmasina,

AS’nin ET-1 diizeyini ciddi etkilemese de VEGF diizeyini hafif
arttirmasi ile agiklanabilir.

Eklenen AS’nin formula mama soliit yiikiini azaltmasina,

viskoziteyi azaltmasina baglanabilir.

o Gs yavrularinda perforasyonun G, yavrularma gore fazla olmasi ise

O

Gj; olgularinda MDA, SOD ve GPx degeri ¢ok degismez iken CAT
degeri normalin iki katina ¢ikmasina ragmen olusan stres ile birlikte
hipoglisemi ve protein yetersizliginin ciddiyetine

G; olgularinda GM-CSF, TNF-a ve IL-8 diizeylerinin enerji ve
protein yetersizligine sekonder artmasina

G; olgularinda angiogenik faktorlerin  diisiik  bulunmasma
baglanabilir.

G; olgularinda AS toplanmasi sirasinda verniks kazeoza gibi ilave
ajanlarin barsak cidarina yapisarak mukozal harabiyete neden olmasi
Araliklr yiiksek voliimle beslenmelerine bagli gastrik ve intestinal

dilatasyona baglanabilir.

- Histopatolojik evrelemede G; ve G, yavrularinda mukozal hasar gozlemlenmedi.

o G ile G; arasinda mukozal hasar yoniinden farklilik saptanmamasi;

O

O

G; ve G yavrularinin anne siitii ile beslenmesine ve G, yavrulariin
annelerinin yaninda kalmalarina

G, yavrularinda olusan MDA’nin G, olgularindan farkli olmamas1
anne siitiiniin antioksidan 6zelligi ile olusan stresi baskilamasina

G; olgularinda G; olgularinin iki kat1 daha fazla olmasina ragmen
olusan TNF-a, IL-8 ve GM-CSF gibi ajanlarin etkilerinin anne siitii

ile notralize edilmesine
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O

G, olgularinda olusan ET-1 ve VEGF gibi vaskiiler remodelingi
saglayan faktorlerin anne siitiiniin etkisi ile degismelerine
baglanabilir.

Etkisiz hipotermik ve iskemik stres olusturulmasina baglanabilir.

G; olgularinda histopatolojik degerlendirmede G, olgularindan daha fazla

ancak Gy olgularindan daha az semptom saptandi.

O

O

G4 olgularinda MDA’nin daha yiiksek ve CAT’in daha disiik
bulunmas1 AS’nin oksidatif stresi azaltarak NEK’in onlenmesinde
etkili olduguna

GM-CSF ve TNF-a’nin G4 olgularinda Gs olgularindan daha fazla
olmas1 AS’nin antienflamatuar Ozellikleri ile NEK gelisimini
engellediginin gdstergesi olarak kabul edilebilir.

ET-1’de belirgin degisiklik olmadan VEGF’in Gy olgularinda
azalmig olmast AS’nin G; olgularinda G4’e gore vaskulogenesise
katkida bulunarak NEK gelisimini engellemede rol aldiginin
gostergesi olarak almabilir.

Ayrica G3’lin daha erken Olmiis olmalar1 NEK gelismeden enerji

eksikligi nedeniyle 6lmelerine baglanabilir.

G; olgularinda Gs olgularindan daha az histopatolojik degisiklik saptandi.

Bundan;

O

O

O

Oksidatif ve antioksidatif ajanlarinin AS ilavesi ile etkilenmesine
GM-CSF ve TNF-a’nin Gs olgularinda daha yiiksek bulunmasina
ET-1 ve VEGF seviyelerinin Gs’te daha diisiik bulunmasina
baglanabilir

Ilave edilen AS’nin Gs olgularinda formula mamanmn soliit yiikiinii
azaltmasina

AS ile beraber verilen formula mamanin enerji ve protein ihtiyacini

karsilamasi katkida bulunmus olabilir

Gj; olgularinda G4 olgularina gore yapilan histopatolojik kiyaslamada daha az

NEK bulgusuna rastlandi. Bu;

O

G4 olgularinda MDA’nin daha yiiksek ve CAT’in daha diisiik
bulunmas1 AS’nin oksidatif stresi azaltarak antioksidan ajanlari

azaltarak NEK gelisimini 6nlemede etkili olduguna
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GM-CSF ve TNF-a’nin G4 olgularinda Gs olgularindan daha fazla
olmas1 AS’nin antienflamatuar Ozellikleri ile NEK gelisimini
engellediginin gdstergesi olarak kabul edilebilir.

ET-1’de belirgin degisiklik olmadan VEGF’in Gy olgularinda
azalmis olmasi AS’nin G; olgularinda G4’e gore vaskulogenesise
katkida bulunarak NEK gelisimini engellemede rol aldiginin
gostergesi olarak alabilir.

Ayrica Gj yavrularinin daha erken 6lmiis olmalar1 NEK gelismeden
enerji eksikligi nedeniyle 6lmelerine baglanabilir.

G; ve Gy olgularinda aralikli yiiksek voliimle beslenme NEK

bulgularmin gelisimine katkida bulunmus olabilir.

o @ ile G; olgularmin yagam siireleri benzerdi. Bu benzerlikte;

O

O

G; ve G yavrularinin anne siitii ile beslenmesine ve G, yavrulariin
annelerinin yaninda kalmalarina

G, yavrularinda olusan MDA’nin G, olgularindan farkli olmamasi
anne siitiiniin antioksidan 6zelligi ile olusan stresi baskilamasina

G; olgularinda G; olgularinin iki kat1 daha fazla olmasina ragmen
olusan TNF-a, IL-8 ve GM-CSF gibi ajanlarin etkilerinin anne siitii
ile notralize etmesine

G, olgularinda olusan ET-1 ve VEGF gibi vaskiiler remodelingi
saglayan faktorlerin anne siitiiniin etkisi ile de§ismelerine

Etkisiz hipotermik ve iskemik stres olusturulmasina baglanabilir

o G olgular1 ile Gs olgular1 kiyaslandiginda;

O

Gj; olgularinda MDA, SOD ve GPx degeri ¢ok degismez iken CAT
degeri normalin iki katina ¢ikmasina ragmen olusan stres ile birlikte
hipoglisemi ve protein yetersizliginin ciddiyetine

G; olgularinda GM-CSF, TNF-a ve IL-8 diizeylerinin enerji ve
protein yetersizligine sekonder artmasina

G; olgularinda angiogenik faktorlerin  diisiik  bulunmasma
baglanabilir

G; olgularinda AS toplanmasi sirasinda verniks kazeoza gibi ilave

ajanlarin barsak cidarina yapisarak mukozal harabiyete neden olmasi
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o Aralikhi yiiksek voliimle beslenmelerine bagli gastrik ve intestinal

dilatasyona baglanabilir
o Gsile G4 yavrularm yasam siireleri kiyaslandiginda

o Gs olgularinda enerji malnutrisyonu, Gs’de solut yiikii yasam
stirelerinin kisaligina katkida bulunmus olabilir.

o Gs ile Gs arasinda yapilan yasam siirelerinin kiyaslanmasinda G; grubun
daha kisa yasadig1 saptand.

o G3 olgularinda kisa olmasi enerji ve protein eksikligine, Gs
olgularinda artmis olmasi AS ile beraber verilen formiila mamanin
enerji ve protein ihtiyacini karsilamasi katkida bulunmus olabilir.

o Gy ile Gs ile yasam siireleri yoniinden kiyaslandiginda; Gs olgularinin G4’den
daha uzun yasadigi gézlemlendi. Bu;

o llave edilen AS’nin Gs olgularinda formula mama soliit yiikiinii
azaltmasina, AS ile beraber verilen formula mamanin enerji ve
protein ihtiyacini karsilamasi katkida bulunmus olmasina ve ilave
edilen AS’nin antienflamatuar ile antioksidan o6zelliklerine

baglanabilir.

Sonug olarak; enerji ve proteinden yoksun amnion sivismnin formula mama ile
birlikte yenidoganlarin beslenmesinde kullanimlar1 NEK gelisimini azaltacaktir. Buna

yonelik kapsamli ¢aligmalarm yapilmasi gerekmektedir.
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By ktldsforar calipmn bilimsel bl ampirma olup srsgiemanen adi “DENEYSEL
NEKROTIZAN ENTEROKOLIT MODELINDE AMNIOS  SIVISI VE
SITOKINLERIN NEKROTIZAN ENTEROKOLIT [LE iLISKISI™ dir.

Bu galigmanss smacs yenidofan bebeklerde ciddi bir mide-bajirsak sisterni hastolijf
alan "nekrotiran enteokalir” hasalfin femler (zednde olugtoulmey deseysel model|nds
denekleve venbecek smnion sivisamn basialifim sddeti ve seyrine etiolerinin arsgtmbimasidir,

Arngtirma yaklapk & oy srecektir,

Bui sraplvmusls sinn igin berhangl bir risk ve mver sbe bomwa deglidic, Calognn
kapsaminda sersrven yontemi e yaplifnez dogum araunds bebekle botilne rehimden gakain
da kil yonde sikileyeork bir aygulama degildiv,

Bu sraghrmads yer almanse sebebiyle size highir deme yapulmayscalir, Sieden eret
ide alimmayacaki.

Bu arsghrmads yer abmak tnmanien sizin istefinize baghder, sragmrmads yer almay
reddedebliminiz, va ds hethangl bir sgumacds sgurmadsn eynlsbilisiniz. Ba  durum
herhangi bir cerays ya ds gisn yamnmzs engel durimas yol sgmayacakir ve tbbi hakumnee
ctkilemevecektir. Calegms ile ilgili olamk piinin 24 stinde 0332 460 46 65 aola telefondan
[ Mubammed ODORGOCT ile inibatn gogebilirsalz,

Amgtrmanm somsclan bilimsel amacla kullanlscabne, caligmedsn gekilmeniz va da
araghine israfindan kenimamz dunemunda sizinle idgili obbi veriler perckirse hilimsezl
amigli kullamilabileceitir, Sine nil virn tabbi ve kimlik bilgilerinie giedi sstalscakdr,

Bu wragtrmays ketdmel imedifinge wkdirde formuon st lbevends bulunan Sgnalli
beynm™ ksmains kendi el yarmmz ile isiefinizi yazp imzalayime

Glindlldnis Beysn: (Kendi £l Yanu lie)

Cilinlilliinin Ady Seyad iMur  Igloming Tanik (i | Aragtorms Ekibinde Yor Alan
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