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OZET

Deneysel Hiperoksi Aracili Akciger Hasar1 Olusturulan Yenidogan Sicanlarda
Trakeal Yolla Verilen Mezenkimal Kok Hiicre Tedavisinin Etkinliginin
Degerlendirilmesi

Amag: Calismamizda deneysel hiperoksik akciger hasari olusturulan yenidogan
siganlara eriskin sicanin kemik iliginden iiretilen ve trakeal yolla verilen mezenkimal kok
hiicrelerin histopatolojik olarak akcigerlere etkisini ve akciger dokusuna yerlesimini
gostermeyi amacladik.

Gere¢ ve Yontemler: Sican yavrularina dogumdan sonraki 10 giin % 85-95
yogunlukta oksijen uygulanarak hiperoksik akciger hasar1 modeli olusturuldu. Sicanlar
dogumdan itibaren alt1 gruba ayrildi: Oda havasi soluyan normoksi grubu (n=11), oda
havasi soluyan cerrahi ve anestezi uygulanan sham grubu (n=11), hiperoksi uygulamasi
yapilan ve plasebo olarak serum fizyolojik (n=9), mezenkimal kok hiicrenin iiretilecegi sivi
besiyeri (medyum) (n=10), mezenkimal kok hiicreler iiretilip kaldirildiktan sonra kalan sivi
besiyeri (vasat) (n=8) ve mezenkimal kok hiicre (n=17) verilen gruplar ¢alisma gruplarini
olusturdu. 10. ve 57. giinde sican agirliklar1 karsilagtirildi. 57. giinde akciger dokusu
patolojik inceleme i¢in cikarildi ve akciger agirliklar1 kaydedildi. Kok hiicrelerin
akcigerlere yerlesimi, alveol sayisi, alveol capi, a-diiz kas aktin ekspresyonu ve ddem,
fibrozis, konjesyon, 16kosit infiltrasyonu gelisimi degerlendirildi.

Bulgular ve Sonug: Hiperoksik gruplarda 10. giinde izlenen agirlik kayb1 normoksik
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli idi.

Hiperoksik gruplardan plasebo ve medyum verilen gruplarin akciger agirliginda
normoksi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olan artis vardi. Mezenkimal kok hiicre
verilen grupta akciger agirlig1 diger hiperoksik gruplara gore azalmis olarak bulundu.

Hiperoksi uygulanan gruplardan sadece mezenkimal kok hiicre verilen grupta alveol
sayisinin arttig1, normoksi grubuyla farklilik olmadig: saptandi. Plasebo, medyum ve vasat
verilen gruplarda ise normoksi grubuna gore istatistiksel olarak da anlamli olan alveol
say1s1 azalmasi vardi. Mezenkimal kok hiicre verilmesi alveol sayisini arttirmisti.

Hiperoksi uygulanip plasebo ve medyum verilen gruplarda normoksi grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olan alveol c¢ap1 artmasi vardi. Mezenkimal kok hiicre ve vasat
verilen gruplarda alveol ¢ap1 azalmis ve normoksi grubuna yaklasmis olup gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmadi. Kok hiicre ve vasat verilmesi alveol ¢apin1 azaltmisti.

Mezenkimal kok hiicre verilen grupta akcigerlerde histopatolojik olarak birinci
derece 6dem gelisimi diger hiperoksik gruplara gére daha az bulundu.

a-Diiz kas aktin ekspresyonu vasat ve mezenkimal kok hiicre verilen gruplarda
plasebo verilen gruba belirgin olarak azalmisti.

Isaretli mezenkimal kok hiicre verilen tiim gruplarda, akciger dokusunda yesil
floresan protein (+) hiicrelere rastlandi. Siirfaktan proteini-C ile ikili isaretlemede, yesil
floresan protein (+) hiicrelerin bazilarmmin aym1 zamanda siirfaktan proteini-C’yi de
eksprese ettigi gozlendi. Verilen mezenkimal kok hiicrelerin akcigerlere yerlestigi ve tip 11
alveolar epitelyal hiicreye benzer sekilde siirfaktan iirettigi kanaatine varildi.

Sonug olarak, hiperoksi aracili akciger hasarinda yenidogan siganlara mezenkimal
kok hiicre verilmesi ile akciger dokusunda histopatolojik olarak iyilesme oldugu, verilen
mezenkimal kok hiicrelerin hasarli dokuya yerlestigi ve o dokunun hiicrelerine doniistiigi
saptanmigtir.

Anahtar kelimeler: Akciger hasari, hiperoksi, mezenkimal kok hiicre, bronkopulmoner
displazi
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ABSTRACT

Evaluation of the effectiveness of tracheally delivered mesenchymal stem cells on
experimental hyperoxic lung injury in neonatal rats

Aim: The aim of this study was to evaluate the effectiveness of tracheally delivered
mesenchymal stem cells derived from adult rat bone marrow on lung histopathology and
placement of mesenchymal stem cells in lung tissue in an experimental neonatal rat model
of hyperoxic lung injury.

Materials and Methods: In order to create the hyperoxic lung injury model,
neonatal rat pups were exposed to 85-95 % oxygen, after birth until the end of the 10™ day.
Rats were divided into six groups from birth: (1) Room air breathing rats in normoxia
group (n=11), (2) room air breathing and surgery and anesthesia applied rats in sham group
(n=11), (3) exposed to hyperoxia and physiological-serum administered placebo group
(n=9), (4) exposed to hyperoxia and medium (where mesenchymal stem cells were
reproduced) administered group (n=10), (5) exposed to hyperoxia and vehicle (remaining
material after harvesting mesenchymal stem cells) administered group (n=8), and (6)
exposed to hyperoxia and mesenchymal stem cells administered group (n=17). Weights of
rats were compared on the 10™ and 57" days. Lung tissue was removed for pathological
examination and lung weight was recorded on the 57" day. The placement of mesenchymal
stem cells in the lungs, the number and the diameter of alveoli, a-smooth muscle actin
expression and edema, fibrosis, congestion and leukocyte infiltration were assessed.

Results and Conclusion: The weight of rats decreased significantly in hyperoxic
groups when compared with normoxic groups on the 10" day.

Lung weight increased significantly in both “hyperoxia-exposed, placebo-
administered” group and the “hyperoxia-exposed, medium-administered” group when
compared with the normoxia group. Compared to other hyperoxic groups, the weight of
lungs showed some decrease in mesenchymal stem cells-administered group.

In hyperoxic groups, the number of alveoli increased only in the mesenchymal stem
cells-administered group and there was no statistically significant difference when
compared with the normoxia group. The numbers of alveoli in plasebo-administered,
medium-administered and vehicle-administered groups were significantly decreased when
compared with the normoxia group. Administration of mesenchymal stem cells increased
the number of alveoli in rats exposed to hyperoxia.

Alveoli diameter increased significantly in “hyperoxia exposed, placebo-
administered” and “hyperoxia exposed, medium-administered” groups when compared
with the normoxia group. On the other hand, the diameter of alveoli significantly decreased
in mesenchymal stem cells-administered and vehicle-administered groups; and no
statistically significant difference was observed when compared with the normoxia group.
Administration of mesenchymal stem cells or vehicle decreased the diameter of alveoli in
rats exposed to hyperoxia.

Development of first degree edema in lungs in mesenchymal stem cells-administered
group was less than other hyperoxic groups.

Expression of a-smooth muscle actin decreased significantly in mesenchymal stem
cells-administered and vehicle-administered groups when compared with the placebo-
administered group.

The green fluorescent protein (+) cells in the lung tissue were encountered in all
labeled mesenchymal stem cells-administered groups. Some green fluorescent protein (+)
mesenchymal stem cells did also exhibit expression of surfactant protein-C indicating that

X



some of the mesenchymal stem cells settled in lungs transformed to type II alveolar
epithelial cells and produced surfactant.

In conclusion, administration of mesenchymal stem cells improved Iung
histopathology in experimental hyperoxic lung injury model in neonatal rats. Mesenchymal
stem cells were also placed in the damaged lung tissue and transformed to alveolar
epithelial cells.

Key words: Lung injury, hyperoxia, mesenchymal stem cell, bronchopulmonary dysplasi
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1. GIRIS ve AMAC

Bronkopulmoner displazi (BPD), erkendogan bebek oliimlerinin ve sakatliklarinin
onde gelen nedenlerinden olup hastaya, ailesine ve topluma maddi ve manevi agir
yiikler getirmektedir. BPD gelisen erkendogan bebekler uzun silire yogunbakim
tinitelerinde tedavi gormek ve taburcu olduktan sonra da sik sik hastaneye yatmak
zorunda kalmaktadir. BPD goriilme sikligi, cesitli toplumlara ve merkezler arasinda
tedavide uygulanan farkli protokollere gore degisiklik gostermekle birlikte, 1500 gr
altindaki bebeklerde yaklasik % 25 olarak bildirilmistir." Bu oran 1000 gram altindaki
bebeklerde % 33’tiir. BPD’nin 6nlenmesi kolay olmadig1 gibi heniiz kesin bir tedavisi
de yoktur. Yakin zamana kadar BPD’de bir¢ok tedavi segenegi arastirilmis, bunlardan
sadece kortikosteroidler ve A vitamininin etkinligi kanitlanabilmistir.>”

Dogum 6ncesi donemde kortikosteroid uygulamasi, dogumdan sonra siirfaktan ve
prematiire apnesinde kafein uygulamalarinin dolayli olarak BPD’yi azaltabilecegi
gosterilmistir. E vitamini, C vitamini, antioksidan maddeler, inhale nitrik oksit, ditiretik
kullanimi, izin verilebilir karbondioksit yiiksekligi uygulamalari, hacim hedefli
ventilasyon, devamli pozitif hava yolu basinci (Continuous Positive Airway Pressure,
CPAP) yiiksek frekansli ventilasyon uygulamalari, H, reseptor blokerleri, solunum
yolundaki Ureoplazma kolonizasyonunun makrolidlerle tedavisi gibi birgok tedavi
sekilleri lizerindeki ¢alismalarda bu uygulamalarin BPD’yi azalttigin1 gésteren kanitlar
saptanmamistir.

Son yillarda BPD tedavisinde ilgi mezenkimal kok hiicre tedavisi iizerinde
yogunlagsmistir. Enjekte edilen fare kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin,
akciger de dahil, ¢esitli hematopoetik olmayan dokularda o dokunun parankimal
hiicrelerine farkhilastigi gosterilmistir.® Bu yontem yenidoganin dogumsal metabolik,
nérodejeneratif ve kalp-damar hastaliklarmin tedavisinde kullanilmak istenmektedir.”
Ancak alveolar hasarla giden akciger hastaliklarinda mezenkimal kok hiicrelerin tedavi
edici etkisiyle ilgili caligmalar ¢ok azdir. Eriskin akciger hasar modellerinde, kemik
iliginden tiiretilen hiicrelerin akcigere yerlesebildigi ve g¢esitli akciger hiicre

fenotiplerine doniisebildigi izlenmistir.”"

Yapilan bir caligmada, hiperoksi aracili
akciger hasar1 olusturulan sicanlarda geriye doniisiimsiiz alveolar ve kapiller azalma

oldugu, bunun BPD’deki patolojik bulgulara oldukca benzedigi, kemik iliginden elde



edilen kok hiicre verilmesi ile alveolar biiyiimede duraklamanin ve alveollerde sayica
azalmanin Onlendigi, sicanlarin yasayabilirliginin ve egzersiz kapasitesinin arttig1 ile
ilgili kanitlar elde edilmistir.""

Bu calismada, heniiz kesin bir tedavi yontemi olmayan BPD’de mezenkimal kok
hiicre tedavisinin etkinliginin arastirilmasi amacglanmisti. BPD modeli olusturmada
hiperoksi aracili akciger hasar modeli kullanilmistir. Hiperoksik akciger hasari
olusturulan sicanlarda kemik iliginden iiretilen ve trakeal yolla verilen mezenkimal kok
hiicre tedavisi sonucunda kok hiicrelerin akciger dokusuna yerlesimi ve akcigerde

patolojik degisikliklerde iyilesme olup olmadigi degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tanim

Bronkopulmoner displazi (BPD), erkendogan bebeklerde goriilen akciger
dokusunda yangi, fibrozis ve alveollerde gelisim duraklamasi ve/veya bozuklugu
sonucu gelisen kronik bir akciger hastaligidir.'? ilk tanimlamalar mekanik ventilasyon
ve oksijen tedavisi alan bebeklerin klinik, radyolojik ve patolojik akciger
degisikliklerine gore yapilmistir. Buna gére BPD klinik ve radyolojik olarak dort evreye
ayrilmstir:

- Evre 1 (1-3 giin): Klinik olarak respiratuar distress sendromu (RDS) bulgular
vardir. Akciger grafisinde retikiilograniiler goriinlim ve hava bronkogramlart izlenir.

- Evre 2 (4-10 giin): Klinik olarak oksijen ihtiyacinda artma, ¢ekilmeler ve raller
vardir. Akciger grafisinde hava bronkogramlari, opak sahalar, genellikle interstisyel
hava izlenir.

- Evre 3 (10-20 giin): Klinikte oksijen bagimliligt devam eder. Grafide asiri
havalanmanin oldugu kistik alanlar ve atelektazik alanlar birlikte izlenir.

- Evre 4 (>30 giin): Kronik akciger hastaligi bulgulari; fig1 gogiis, ekspiratuar
higilt1 ve raller vardir. Grafide konsolidasyon ve asir1 havalanma vardir.

Bu radyolojik bulgulara ek olarak; en az {i¢ giin yardimci solunum destegi
gereksinimine yol acan solunum yetmezIligi bulgular varliginda, gebelik yas1 32 hafta
ve lizerindeki erkendoganlarda dogumdan sonra 28. giinde, gebelik yas1 32 haftadan
kiiclik erkendoganlarda dollenmeden sonra 36. haftada devam eden oksijen bagimlilig
tamima eklenmistir.”” Halen bircok Yenidogan Saghigi ve Hastaliklari Uzmami bu
tanimlamay1 kullanmaktadir.

BPD, mekanik ventilatdr ve oksijen tedavisi uygulanan RDS’si olan erkendogan
bebeklerde bu tedavilere bagli gelisen akciger hastaligi olarak tanimlanmis olmakla
birlikte baslangigta akciger hastaligr hafif olan ¢ok kiigiik bebeklerde de goriilmesi ile
tanimlama diizenlenmistir.'*"> Amerikan Ulusal Cocuk Sagligi ve insan Gelisimi
Enstitiisii, Ulusal Kalp, Akciger ve Kan Enstitiisii ve Nadir Goriilen Hastaliklar
Boliimii’niin destekledigi ¢aligmalarla giiniimiizde gecgerli olan BPD tanimi yapilmistir

(Tablo 1).



Tablo 1. Bronkopulmoner displazinin tan él¢iitleri

En az 28 giin siireyle >% 21 oksijen tedavisi alma ve siiregen solunum sikintisina ek olarak;
Gebelik yas1 <32 hafta Gebelik yas1 >32 hafta

Degerlendirme Déllenme sonrasi yas 36. hafta veya | D6llenme sonrasi yas >28 giin ve <56

zamani: taburculuk (hangisi 6nce gelirse) giin veya taburculuk (hangisi Once

gelirse)

BPD siddeti:

Hafif Oda havasi solumak Oda havasi solumak

Orta <%30 oksijen gereksinimi <%30 oksijen gereksinimi

Agir >%30 oksijen ve/veya pozitif basingli | >%30 oksijen ve/veya pozitif basinglt
ventilasyon gereksinimi ventilasyon gereksinimi

2.2. Epidemiyoloji

Tiim dogumlarin yaklagik % 10’u erken dogumdur.'® BPD siklig1 tanima gore
degiskenlik gostermektedir. Amerikan Ulusal Cocuk Saglhigi ve insan Gelisimi Enstitiisii
Yenidogan Arastirma Grubu’nun ¢ok merkezli ¢alismasinda dogum agirligi 500-1500
gram arasi degisen erkendogan bebeklerde dollenme sonrasi 36. haftada oksijen
bagimliligmim devam etme kriterine gore siklik % 3 ile % 43 arasinda bulunmustur."’
BPD, erkendogan bebek 6liimlerinin ve sakatliklarinin 6nde gelen nedenlerinden olup
hastaya, ailesine ve topluma maddi ve manevi agir ylikler getirmektedir. BPD gelisen
erkendogan bebekler uzun siire yogunbakim iinitelerinde tedavi gérmek ve taburcu
olduktan sonra da sik sik hastaneye yatmak zorunda kalmaktadir. BPD’nin 6nlenmesi
kolay olmadig1 gibi heniiz kesin bir tedavisi de yoktur.

BPD goriilme sikligi ¢esitli toplumlara (neonatal risklerin farkli olmasi) ve
merkezler arasinda tedavide uygulanan farkli protokollere gore (6rnegin; kabul
edilebilir oksijen satiirasyonu sinir1) degisiklik gosterir. BPD olgularimin % 97’sinin
1250 gramdan kiiciik bebeklerde oldugu izlenmektedir."® NICHD nin 1997-2002 yillari
arasinda 18.000 ¢ok diisik dogum agirlikli (CDDA) bebekte yaptigi ¢alismaya gore
dogum agirlig1 azaldikca BPD sikligi artmaktadir.' BPD 36. haftada oksijen ihtiyacinin
devam etmesi olarak tanimlanmis ve buna gore siklik % 25 olarak saptanmistir. Bu

calismadaki dogum agirligina gére BPD goriilme siklig1 Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Dogum agirhi@ina gore bronkopulmoner displazi sikhigi

Dogum agirhgi (gram) Siklik (%)
1251-1500 6
1001-1250 14
751-1000 33

501-750 46




1994-2002 yillar1 arasinda, alti yenidogan {initesinde yapilan ge¢mise doniik
kohort ¢alisma sonuglarina gére BPD sikligi, 33 haftadan 6nce dogan bebeklerde % 12
olarak saptanmustir.” Agir BPD oraninda yenidogan iinitelerindeki bakim ve tedavilerde
diizelmelere (dogum oOncesi donemde steroid, dogum sonrasinda siirfaktan, yogun
ventilator ve oksijen tedavisinden kacinma gibi) bagl olan azalma izlenmistir. Ancak,
baslangicta akciger hastaligi hafif olan ¢ok kiigiik (28. gebelik haftasindan kiiciik)
bebeklerde goriilen, daha 1limhi seyreden akciger hasar1 tanimlanmis ve buna “yeni
BPD” denmistir. Giinlimiizde daha kiiciik bebeklerin yasatilabilmesi ve yogunbakim
tedavilerinin diizelmesiyle, ventilator tedavisi ve oksijen toksisitesine bagli gelisen eski

BPD olgularmin yerini yeni BPD olgular1 almistir.

2.3. Patofizyoloji

2.3.1. Normal Akciger Gelisimi

Insanlarda akcigerlerin fizyolojik gelisimi biiyiik histolojik degisimlerin oldugu
birbiri icine gecen bes donemde gerceklesir:'*2°

- Embiryonik dénem (ddllenme sonrasi 26. giin ile 7. gebelik haftasi arasi):
Primordiyal Onbagirsaktan koken alan ventral divertikiil trakeayir olusturur. Trakea
dallanip akcigerlere ana bronglarim1 verir. Bu donemde biiylime faktorleri 6nemli
diizenleyici etkilere sahiptir.

- Psodoglandiiler donem (7-16. gebelik haftalar1 arasi): Ug bronsiolleri
olusturacak dokular farklilagir ve preasiner damarlar gelismeye baslar.

- Kanalikiiler donem (16-26. gebelik haftalar1 arasi): Brosiyal epitelden tip II
epitel hiicreleri farklilasir ve kiiboidal hiicrelere doniisiir. Solunumsal bronsiyoller
olusur. Ozellikle vaskiiler endotelyal biiyiime faktdrii (Vascular Endothelial Growth
Factor, VEGF) etkisiyle mezenkimal damarlanma artar. 20. haftada kapillerlerin
vaskiilogenez ile olugmasi sonucu distal pulmoner dolagim gelisir. Interstisyel dokular
azalir ve ilerdeki gaz degisim iiniteleri olusur. Distal kiiboid epitelin tip I ve II epitelyal
hiicreye dontigiimii tamamlanir.

- Sakkiiler donem (26/28-32/36. gebelik haftalar1 arasi): Kesecik duvarlarinin
interstisyumunda azalma olur. Alveolar gelisimin Onciilleri olan ikincil yariklar

silindirik keseciklere boliiniir. Bu donemde pulmoner parankim boyutlar1 artar ve



stirfaktan iireten sistem olgunlasir. Apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesiyle
hava bosluklar1 arasinda yer alan bag dokusu incelir.

- Alveolar donem: 32-36. gebelik haftalarinda baslayip dogum sonrasi iki yasina
kadar devam eder.

Sakkiiler donemde ikincil krestin belirmesiyle alveoller olugsmaya baglar. Alveolar
septanin ¢ift kapiller tabakasinin tek tabakaya donlismesi ile mikrovaskiiler olgunlagsma
gerceklesir. 32. gebelik haftasinda akcigerlerde olgun alveollere rastlanabilir, ancak tiim
alveollerin olgunlasmasi 36. haftaya kadar siirer.”'

Siirfaktan uygulanmasi sonrasi bile 24-28. gebelik haftasinda dogan bebekler BPD
icin yiiksek risk altindadir. Bu donemde ge¢ kanalikiiler veya sakkiiler donemde olan
gelisen akcigerde hava yollar1 ile akciger damarlar1 yanyanadir. Siirfaktan,
erkendoganin akcigerinde biyokimyasal ve islevsel degisiklik yapmakta ancak yapisal
immatiiriteye etki saglamamaktadir. Bu nedenle kesecik, alveoller ve bunlarin altindaki
kapiller agin gelisiminin nasil oldugunun ve BPD’de bu mekanizmalarin nasil
duraklamaya ugradiginin bilinmesi alveolar yapmin bozulmasi ile giden akciger

hastaliklarinin tedavisinde 6nemli rol oynar.

2.3.2. Akcigerlerde Damarsal Gelisim

Son zamanlarda akcigerlerin damarsal gelisiminin diizenlenmesine ve damarsal
gelisimin  akciger gelisimindeki roliine odaklanilmistir.  Pulmoner dolagimin
sekillenmesi iki temel olay olan vaskiilogenezis ve anjiogenezise dayanir.

Vaskiilogenezis, kan damarlarinin anjioblast veya endotelyal oncii hiicrelerden
yeni olarak sekilenmesidir. Bunlar bolgesel biiylime faktorleri ve hiicre dis1 matrikse
cevap olarak go¢ edip farklilagirlar. Anjiogenezis ise dnceden var olan damarlardan yeni
kan damarlar1 olusumudur. Kabul goren genel goriis; distal damar aginin vaskiilogenezis
ile olustugu, akciger damar agmin anjiogenezis ile olustugu ise de bu halen
tartismalidir.”* Vaskiilogenezis, farelerde embiyonik 9. giinde (E9), embiryonik akciger
mezengimindeki kan adaciklarindan kan damarlarinin yeni olarak sekillenmesi ile olur.
Anjiogenezis, E12°de, merkezi akciger damar govdesinden arter ve venlerin filizlenmesi
ile baslar.”® Yaklasik E14’te ¢evresel siniisoidlerin ve merkezi damarlarin filizleri
birleserek damar agimi olusturur. Cevresel ve merkezi damarsal yapilardaki bu

birlesmeye beraberinde hava yollarindaki dallanmanin da oldugu yaygin damarsal



dallanma eslik eder. Insan fetal akcigerinde yapilan calismalarda da hava yollarinin
pulmoner arterlerin gelisiminde bir sablon gérevi gordiigii izlenmektedir.”* Yapilan bir
calismada akciger morfogenezinin yeni mekanizmasinin distal anjiogenezis ile birlikte
oldugu ve bunun akciger gelisimi baslangicindan (farelerde E9,5) psédoglandiiler
doneme (E13,5) kadar devam ettigi izlenmistir Bu modelde terminal tomurcuk
etrafindaki kapiller ag akciger morfolojik bulgularindan ilk ortaya ¢ikanidir ve ardindan
akciger tomurcuklarinin biiyiimesi ile yeni kapillerler genisleyerek yayilir.?
Mikrovaskiiler olgunlasmanin son énemli basamagi akciger gelisiminin alveoler
dénemi ile i¢ ige girmistir.® Olgunlasmanus gaz degisim bdlgesindeki ¢ift kapiller
tabaka tek tabaka haline (siganlarda dogum sonrasi 3. haftada tamamlanan siiregtir)
gelir. Alveol duvart incelir ve hiicresel yapisi degisir. Siganlarda, alveolar duvar
kalinlig1 ve alveolar gaz ile kan kapillerleri arasindaki hava-gaz bariyeri % 20-25 azalir.
Dogum ile ergenlik donemi arasindaki donemde alveolar ve kapiller yiizey alan1 20 kat

ve kapillerlerin hacmi 35 kat artar.

2.3.3. Bronkopulmoner Displazide Akciger Gelisiminde Duraklama

Zamanindan once dogum ile akciger gelisimindeki sira kesintiye ugrar. Sonug
olarak izlenen histolojik bulgu; alveollerde basitlesme (biiyilk ama sayica azalmis
alveoller), septasyonda azalma, bozulmus damarsal biiylimedir. BPD’nin ¢esitli hayvan
modellerinde ve BPD nedeniyle dlen insan otopsilerinde sayica azalmis kiigiik arterler

26,27 ..
" Uzun ve kisa stre

ve distal akciger damarlarinda normal olmayan dagilim vardir.
mekanik ventilasyon uygulanan bebeklerin 6liim sonrasi akcigerlerinde mikrovaskiiler
bliylimeyi niceliksel olarak degerlendiren bir caligmada, arterlerde damarsal
dallanmanin azalmis oldugu dogrulanmistir. Fakat ilgin¢ olarak, bir endotelyal hiicre
belirteci olan, akciger trombosit endotelyal hiicre adhezyon molekiilii-1 (Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1, PECAM-1) proteini kisa silire mekanik
ventilasyon uygulanip Olen bebeklerde azalmisken, uzun siire mekanik ventilasyon
uygulananlarda artmistir. Bu bulguya gore; damar sayisinin azalmig olarak kalmasina
ragmen endotel cogalmasinda gegici bir azalma, ardindan ani bir ¢ogalma cevabi
olmaktadir.”® Oyleyse BPD’de bozuk bigimdeki akciger biiyiimesi her zaman endotelyal

hiicrelerin sayica azalmasi ile sonuglanmaz.

BPD’de bozuk biiylimeye ek olarak, akciger damar yataginda hipertansif yapisal



yeniden sekillenme vardir. Biiyiik arterlerin medial tabakasinda asir1 biiyiime ve kiigiik
periferik arterlerde distal kas tabakasinda artis izlenir.”> Son dénemlerdeki hayvan
caligmalarinda,  pulmoner  hipertansiyonun  dogrudan  damarsal  biiylimeyi
baskilayabildigi ve akciger gelisiminde alveolarizasyonu bozdugu izlenmistir. Bu da
BPD’de normal olmayan akciger yapisinin mekanizmasinda hemodinamik stresin ek
katkis1 oldugunu diisiindiirmektedir.>

Alveolarizasyona katkida bulunan birgok yolak vardir; elastin, trombosit tiirevi
faktor (Platelet-Derived Factor, PDF), fibroblast biiyiime faktorii (Fibroblast Growth
Factor, FGF), doniistiiriicii biiylime faktorii (Transforming Growth Factor, TGF)
bunlardan bazilaridir.®' Normal alveolar gelisim igin gereken mekanizmanin ve sinyal-
iletim yolaginin nasil kesintiye ugradigi halen agik degildir. One siiriilen hipotezlere
gore, akciger gelisiminin kritik doneminde anjiogenezde duraklama alveolarizasyonu
bozmakta ve akcigerin az gelismisligine katkida bulunmaktadir.** Buna gore:

- Anjiogeneziste duraklama alveolarizasyonu bozmaktadir,

- BPD’de, damarlarda azalma ve sekil bozuklugu, alveollerde ve anjiogenik
biiylime faktorlerinde azalma olmaktadir,

- Anjiogenezin arttirilmasi ve endotelyal kaybin 6nlenmesi, damarsal ve alveolar
biiytimeyi uyararak deneysel BPD modelinde akciger yapisim iyilestirir.”*

Deneysel ve insan yenidogan BPD c¢aligmalarinda, distal hava yolunun
koordinasyonunun ve damarsal biiylimenin normal alveolarizasyon i¢in temel oldugu
belirtilmektedir. Birkag¢ anjiogenik faktor icinde vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin
(Vascular Endothelial Grovth Factor, VEGF) rolii kesinlikle ¢ok onemlidir. VEGF etkin
bir “endotelyal hiicreye 6zgii mitojen”dir. Damar biiylimesini ve yeniden sekillenmesini
uyarir. VEGF reseptorlerinin  (VEGF-1 ve VEGF-2) her birinin baskilandigi
calismalarda oOliimciil fenotipler olusmus, bunlarda endotelyal hiicrelerin diizeninin
bozuldugu izlenmistir. VEGF’in bir¢cok izoformu (VEGF 3, VEGF;a, VEGFsg)
vardir.*® Bunlar tip II alveolar epitelyal hiicrelerde bulunurlar. Fare akcigerinde damar
biiyiimesinin en fazla oldugu kanalikiiler donemde en yiiksek seviyede salindigi ve
dogum sonrast 10. giine kadar azalma siirecine girdigi, daha sonra ergenlik donemine
kadar siiren artigin oldugu saptanmistir. VEGF’in farmakolojik ve genetik baskilanmasi
ile alveol yapist bozulmaktadir. Bu durum VEGF’in, akciger damar yatagmin ve

alveolar yapmin adolesan c¢aga kadarki gelisiminde ve siirdiiriilmesinde gerekliligini



gostermektedir.

2.3.4. Eski ve Yeni Bronkopulmoner Displazi Patofizyolojisi

Siirfaktan tedavisinden Onceki donemlerde BPD’nin baskin patolojik bulgusu
hava yolu hasari, yangi ve fibrozis idi. Son zamanlarda ise BPD’den 6len bebeklerin
akciger patolojierinde daha az fibrozis ve daha fazla tek tip inflasyon izlenmektedir.
Biiylik ve kiiciik hava yollarinda belirgin epitelyal metaplazi, diiz kas hipertrofisi ve
fibrozis olmaksizin az sayida, septasyonu azalmis ve geniglemis alveoller vardir. Ayrica
akciger mikrovaskiilarizasyonda da azalma izlenir. Yagsayan bebeklerin akciger biyopsi

orneklerinde de benzer sekilde alveolarizasyonda azalma vardir.”” >’

Tablo 3. Eski ve yeni bronkopulmoner displazi patolojisindeki farklar

Siirfaktan oncesi “eski BPD” Siirfaktan sonrasi “yeni BPD”

Atelektatik ve asir1 havalanma alanlarinin Daha az heterojen bdlgesel degisimler

birlikteligi

Hava yolu epiteli hasar1 agir Hava yolu epiteli hasar1 6nemsiz diizeyde
(hiperplazi, sknam6z metaplazi gibi)

Hava yolu diiz kas kalinlagmasi1 artmis Hava yolu diiz kaslarinda hafif kalinlagsma

Yaygin fibroproliferasyon Hafif fibroproliferatif degigiklikler

Pulmoner arterlerde hipertansif yeni sekillenmeler Azalmis ve sekli bozulmug arterler

Alveolarizasyonda ve yiizey alaninda azalma Az sayida, genislemis ve basitlesmis alveoller

Siirfaktan tedavisi uygulanan asir1 diisik dogum agirlikli (ADDA) bebeklerde
BPD’nin tipik patolojik bulgusu akciger gelisiminde duraklama olup bu “yeni BPD”
olarak tanimlanmaktadir.'**® Bu hastalarin akciger patolojisinde azalmis septasyon ve
alveolar az gelismislik olup daha az sayida ve i¢ cap1 artmis alveoller izlenir. Boylece
gaz degisimi igin gerekli ylizey alani azalmis olur. Ayrica akciger damar yataginin
gelisiminde ve alveolar kapillerlerde normal olmayan dagilim, akciger arteriollerinin
diiz kas tabakasinda kalinlasma ve bunun sonucu olarak artmis akciger damar direnci
vardir. Eski BPD ile karsilagtirildiginda yeni BPD’de hava yolu hasar1 ve yangi daha az
izlenir. Ayrica yeni BPD’de elastik doku olusumunda artma olup bu doku bozuklugu
septasyonun ve kapillerlerin gelisiminin bozulmasma neden olur. Siirfaktan tedavisi
oncesi donemde goriilen hava yolu hasari, yangi ve fibrozis mekanik ventilasyon ve
oksijen toksisitesine bagli olup siirfaktan tedavisi alan agir BPD’li bebeklerde de benzer
bulgular izlenebilir. Agir hastaligi olan bu bebeklerde fibrozis, diiz kas kalinlagsmas1 ve
interstisyel 6dem (eski BPD bulgulari1) yeni BPD’deki azalmis alveol ve kapiller sayisi
tizerine eklenmektedir. Eski ve yeni BPD patolojisindeki farklar Tablo 3’te



gosterilmigtir.

2.4. Bronkopulmoner Displazinin Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Erkendogan bebegin akcigerinde yangi, akciger gelisiminin duraklamasi ve agir
hasara neden olarak BPD gelisimine yol agan dogum Oncesi ve sonrasi birgok etmen
vardir (Sekil 1). Bu etmenlerin etkileri birbiri iizerine eklenmektedir. Asir1 Diisiik
Dogum Agirligi Olan Yenidoganlar Calismast (Extremely Low Gestational Age
Newborns Study, ELGANS) grubunun yaptig1 ileriye doniik ¢alismada; bebegin cok
kiigiik olmas1 (diisiik gebelik yasi), yasamin ilk 14 giiniinde % 25’ten fazla oksijen
ihtiyacinin olmasi ve yagamin ilk haftasi boyunca mekanik ventilasyon gereksiniminin
olmas1 BPD gelisimi igin tahmin degeri olan risk faktorleri olarak belirtilmistir.*'

Kuzey Carolina’da 1244 cok diisiik dogum agirlikli (CDDA) bebekte yapilan
calismada; yasamin ilk 48 saatinde mekanik ventilasyon gereksinimi, hastane kaynakli
enfeksiyon, ilk iki giinde artmis sivi alimi BPD gelismesinde onemli risk faktorleri
olarak gdsterilmistir.** ilk 48 saatinde yapay solutulan bebeklerde PDA’nin (Patent
Duktus Arteriyozus) artmis saptanmasi BPD riskinde artis ile iliskili bulunmustur.” Son

zamanlarda preeklampsinin tek basina BPD gelisimi i¢in risk oldugu tanimlanmastir.

| Erken dogum

Rahim igi etmenler

PDA¥* /siv1 tedavisi

Siirfaktan eksikligi veya
bozuklug
gu \ | Yangi / enfeksiyon

BPD \
Mekanik ventilasyon /

Damarsal geligsim bozuklugu

Damarsal gelisim duraklamasi |

Beslenme

Genetik Oksijen toksisitesi |

[ ]
*: PDA, patent duktus arteriyozus
Sekil 1. Bronkopulmoner displazi gelisimine katkida bulunan etmenler
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2.4.1. Erken Dogum

Akcigerler 23-32. gebelik haftasinda yani sakkiiler donemde hasarlanmaya
oldukca duyarhdir.*** Bu evrede olgunlasmamis akcigerlerin destek yapilari heniiz
gelismemistir, siirfaktan yetersizdir, genisleyebilme yetenegi azdir, antioksidan
mekanizmalar yeterince gelismemistir ve yeterli sivi temizlenmesi saglanamaz.>>*
Olgunlasmamis akcigerlerin yapisal ve islevsel olarak olgun olmamasi, alveollerin ve
akciger damarlariin gelisimindeki bozulmada diger nedenlere gore daha 6nemli olan
bir risk faktoriidiir.

Erkendogan bebeklerde (6zellikle 28. gebelik haftasindan kiiclik olanlarda), fetal

bityiime kisithligmim olmasi BPD i¢in bagimsiz risk faktoriidiir.*® Biiyiime kisithhigimin

akciger hasar lizerinde 6nemli etkileri vardir.

2.4.2. Mekanik Ventilasyon

Mekanik ventilasyon; yiiksek basinglar nedeniyle barotravma, asir1 hacim
uygulamalar ile voliitravma, siirfaktan eksikligi olan alveollerde tekrarlayan acilip
kapanmalar ile atelektotravma ve sonugta artmis proinflamatuar sitokinler araciligi ile
biyotravmaya neden olarak akcigerde hasar olusturur.*’**

Mekanik ventilasyon ile olan hasar, artmis hava yolu basincindan ¢ok yiiksek tidal
hacim (voliitravma) uygulanmasi ile hava yollarinda ve alveollerde asir1 gerilmeye

49,50

baghdir. Yogun mekanik ventilasyonun BPD gelisimindeki énemi ile ilgili kanitlar
olup giiniimiizde daha nazik ventilasyon yaklagimlar: (yiiksek tidal hacimden kaginma
gibi) uygulanmaktadir. Bu nedenle eski BPD’deki tipik hava yolu hasar1 bulgular yeni
BPD’nin ancak agir olanlarinda goriilmektedir.

Mekanik ventilasyona bagli olan akut akciger hasari asir1 genislemeden dolayi
olmaktadir. Olgunlagmamis akcigerlere en yiiksek akciger kapasitesine yakin hacimlerin
uygulanmas1 BPD’deki bu kronik degisimlerin kaynagidir. Yiiksek tidal hacimler ile
yogun ventilasyon sonucu diisiik karbondioksit diizeylerinin olmas1 BPD gelisme riskini
arttirmaktadir.”'>

Pozitif basingh ventilasyon (PBV), tipik bronsiyal lezyonlara neden olur.>* Hava
yolu gelisiminde duraklama tedavinin erken donemlerinde olusur ve bu kendini akciger

direncinde artis olarak gdsterir.”® Yapilan bir ¢calismada, yasamin ilk bes giinii mekanik

ventilasyon uygulanan bebeklerden ilerde BPD gelisenlerde, BPD gelismemis olan
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gruba gore akciger direncinin belirgin sekilde yiiksek oldugu izlenmistir.’® Bir baska
calismada ise siirfaktan ile tedavi edilen maymunlardan yasamin ilk bes giinii mekanik
ventilasyon uygulanan grup ile bir giin mekanik ventilasyon ve ardindan devamli pozitif
hava yolu basinci (Continuous Positive Airway Pressure, CPAP) uygulanan grup
karsilagtirilmistir. Uzun siire mekanik ventilasyon uygulanan grupta akciger mekanikleri
ve solunum islevlerinde bozulma (azalmis arteriyel-alveolar oksijen orani, yliksek
parsiyel karbondioksit basinci), artmis histopatolojik bulgular (hiicresel bronsiolit,
peribronsiyal alveolar duvarda kalinlasma, lavaj sivisinda artmis sitokinler)
saptanm1§t1r.5 7

Bildirilen BPD oranlari merkezler arasinda ¢esitlilik gdstermekte olup bu durum
mekanik ventilasyon uygulamalarindaki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir. 1991-1993
yillar1 arasinda Boston’da iki ve New York’ta bir hastanenin katildigi, 452 ADDA’lh
bebekte yapilan ¢aligmada Boston’da BPD sikligi New York’tan yiiksek bulunmustur
(swrastyla % 22 ve % 4). Boston’da baglangi¢c solunum tedavisi olarak mekanik
ventilasyon uygulanmasi (% 75’e kars1 % 29) ve siirfaktan kullanimi daha fazla (% 45°e

kars1 % 10) bulunmustur.’®

2.4.3. Oksijen Toksisitesi

Yiiksek yogunlukta oksijen uygulanmasinin akcigerlere hasar verdigi bilinmekle
beraber bunun giivenli seviyesinin ve maruziyet siiresinin ne oldugu halen agik degildir.
Hiicresel hasar, sitotoksik reaktif oksijen metabolitlerinin (6rnegin; siiperoksit serbest
radikali, hidrojen peroksit, hidroksil serbest radikali ve tek atomlu oksijen) asiri
iiretiminden  kaynaklanmaktadir. Uretilen miktar yenidoganin  olgunlasmamis

antioksidan sisteminin temizleyeceginden fazladir (Sekil 2).

Vitamin E, 3
Enzimler b 1)
Hiicresel g

defanslar

e —

Oksidatif stres

ROS: Reaktif oksijen tiirleri
Sekil 2. Oksidatif stresin olusumu
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Erkendogan bebeklerde besinsel antioksidanlarin (vitamin A ve E, demir, bakir,
selenyum, ¢inko) yeterince alinamamasi veya olgunlasmamis antioksidan enzim
sistemleri (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz)
nedeniyle oksidan ajanlara karsi savunma yetersizdir.”> Erkendogan bebeklerin kordon
kaninda zamaninda dogan bebeklere gore katalaz, glutatyon peroksidaz, Cu/Zn
siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi daha diisik bulunmustur.®* Antioksidan
savunmanin genetik ¢esitliligi ile ilgili kanitlar vardir. Ornegin; daha az etkin glutatyon-
S-transferaz-P1 izoformuna sahip bebeklerde oksijen toksisitesine ve BPD gelisimine
yatkilik oldugu gosterilmistir.'

Erkendogan bebeklerde yiiksek yogunlukta oksijenle karsilasma sonucunda
reaktif oksijen/reaktif nitrojen iriinlerinin arttig1, proteinaz/antiproteinaz dengesinin
bozuldugu, yangi ve stres cevabinin ortaya ¢iktigi, hiicre bliylimesinin ve
farklilasmasinin bozuldugu bilinmektedir.*” Oksijene maruz kalma siiresi ve yogunlugu
ile paralel olarak akciger endotel ve epitel hiicrelerinde apoptoz ve/veya nekroz
gelismektedir.*? Hiperoksi distal hava yollarinda dallanmay1 baskilayarak gelisimin
duraklamasma neden olmaktadir.”® Hiperoksinin yakin zamanda gosterilmis hasar
mekanizmalar1 arasinda; notrofil aktivasyonuna neden olmasi, bu yolla endotel ve epitel
hiicrelerinde hasar yapmas1,”* TGF-a> ve 1dkotrien® diizeylerini arttirmasi, hiicre
cekirdeginde yangi, koagiilasyon ve fibrinoliz yapmasi, hiicre dongiisii genleri tizerinde
olumsuz etkisinin olmasi®’ ve endotelin-1 diizeylerini arttirmasi®® sayilabilir.
Enfeksiyon, yangi, proinflamatuar sitokinlerde artis ve bu sitokinlerden reaktif oksijen
tirlerinin tretilmesi, oksidan strese katkida bulunur. Oksidan stres ile proteinlerin
oksidasyonu sonucu bunlarin iiriinleri olan karboniller, karbonhidratlarin oksidasyonu
sonucu olusan hidrokarbonlar, lipid oksidasyonu sonucu olusan plazma aldehit ve
malondialdehitler ortaya ¢ikar. Biitiin bunlarin etkisiyle hiicresel yapilarda zedelenme
ve hiicre olimii gelisir. Oksidan stresin akcigerlerdeki patolojik etkileri, matriks
metalloproteinleri aracihig1 ile fibrozis gelismesi seklide olup klinik sonucu BPDdir.*

Antioksidan mekanizmalarin  olgunlasmamis olmas1 ile birlikte BPD’li
erkendogan bebeklerde antioksidan sistemleri giiclendirici bazi diizenlemeler de vardir.
Gebelik yas1 25-30 hafta arasi olan 44 erkendogan bebekte yapilan ¢alismada, yasamin
ilk haftast boyunca Cu/Zn SOD seviyesi izlenmis ve altinci giinde enzim diizeyinin

BPD gelisenlerde BPD gelismeyenlere gore daha yiiksek oldugu saptanmustir.”
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2.4.4. Enfeksiyonlar

Dogum 0&ncesi ve sonrasi gelisen enfeksiyonlar BPD ile iligkilidir. Avustralya’da
ortalama gebelik yasi 27 hafta 4 giin olan 798 erkendogan bebeklerde yapilan
calismada; yenidogan sepsisinin BPD riskini arttirdigi, kandidemisi olan bebeklerde bu
riskin en vyiiksek diizeyde oldugu saptanmistir.”' BPD gelisim riski, sepsisin
semptomatik PDA ile birlikteliginde artis gostermektedir. Baslangigta solunum sikintisi
olmayan veya hafif olan 119 ADDA’l1 bebekte yapilan g¢alismada; sepsis ile PDA
birlikteliginde BPD gelismesi, sadece PDA’s1 veya sadece sepsisi olanlara gore belirgin
yiiksek bulunmustur.

Dogum oncesi gelisen enfeksiyonlar da BPD gelisimine katkida bulunurlar. BPD
gelisen bebeklerin amniyon sivisinda proinflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-1B, IL-8)
yogunlugu artmuis olarak bulunmustur.”” Ozellikle Ureaplasma urealyticum
enfeksiyonlarinda yangisal cevabin bozuldugu ve bunun akciger gelisimini bozarak
BPD gelisimine neden oldugu izlenmistir.”>’* Ayrica, agir koryoamniyonitli annelerin
erkendogan bebeklerinde siirfaktan yanitinin da bozuk oldugu izlenmistir. Annesinde
koryoamiyonit olmayip siirfaktan verilenlere gore koryoamniyoniti olan annelerin
sirfaktan verilen bebeklerinde BPD riskinin artmis olarak bulunmasi bu azalmig
sirfaktan cevabindan dolayr olabilir.”” Bunun aksini idda eden c¢alismalar da
bulunmaktadir. Yukarida yenidogan sepsisinde BPD riskinin artmis bulundugu
Avustralya’dan yapilan ¢alismada, koryoamniyonitin azalmis BPD riski ile iliskili

oldugu saptanmustir.”’

2.4.5. Yangi

BPD gelisen bebeklerin kaninda BPD gelismeyenlere gore proinflamatuar

727678 By faktdrlerin

sitokinler ve kemotaktik faktdrler daha yiiksek bulunmustur.
varli§i; kompleman aktivasyonu, artmig damarsal gecirgenlik, protein sizintisi,
nétrofillerin interstisyel ve alveoler mesafeye goii ile iliskilidir.” Aktive notrofillerden
reaktif oksijen koklerinin, elastazin ve kollojenazin salinimi akciger hasar ile
sonuglanir. Proinflamatuar sitokinlerin (makrofaj inflamatuar protein-1, IL-8 gibi)
tretiminin devam etmesi, karsit diizenleyici sitokinlerin (IL-10, IL-17 gibi) azalmasi
sonucu diizensiz ve siiregen bir yangi olur.'* Bazi bebeklerde BPD gelisimi, olasilikla

koryoamniyonitten dolayi, proinflamatuar sitokinlere dogum oncesi donemde maruz
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kalinmas1 sonucu dogumdan Once baslayabilir. Agir koryoamniyoniti olan anne
bebeklerinin kordon kaninda proinflamatuar sitokinlerden TNF-a, IL-1pB, IL-6 ve IL-8
artmis olup bu artis ile BPD gelisimi arasinda iligki vardir.*® Son zamanlardaki
caligmalar bu yangisal maddelerin hiicre sinyali yolaginda degisimler yapilarak, akciger
dallanmasini ve bunun diizgiin seklini gelistirebilmeye yonelmistir. Fibroblast biiyiime
faktorii-10 (Fibroblast Growth Factor-10, FGF-10) akciger gelisiminde ¢ok dnemli olan
mezenkimal biiylime faktorii olup hava yolu gelisimi ve dallanmasini uyarir. Niikleer
faktor-xp (NF- k), BPD gelisimi ile ilgili baz1 genlerin ekspresyonundan sorumludur.
Hiicresel stres ile NF- kf’nin aktive olmasi sonucu fetal akciger mezensiminde FGF-
10’un normal ekspresyonu ve akciger sekillenmesi baskilanir.®! Koryoamniyonitin
olmadig1 mekanik ventilatore bagli akciger hasarinda da sitokin aracili bir yikim vardir
ve bu konagin savunma mekanizmasina gore diizenlenir. BPD gelisim riski olan RDS’li
bebeklerin trakeal aspiratlarinda artmis sitokin seviyeleri olup 6zellikle IL-1, IL-6, IL-8,
IL-10 ve interferon-y (IFN-y) seviyelerinde artig, IL-17 seviyesinde azalma BPD
gelisimi icin 6ngoriisel degere sahiptir.*

Déniistiiriicii biiylime faktorii-fl (Transforming Growth Factor-Bl1, TGF-B1)
sinyalindeki degisikliklerin BPD gelisimi ile iliskisi gosterilmistir. Bronkoalveolar lavaj
stvisinda TGF-B1°in artmis olmasi BPD gelisimi ve oksijen destegi gereksiniminin
devamu icin Ongoriisel degere sahiptir. Yenidogan si¢anlarin akcigerine TGF-B1 geni
verilmesi ile BPD benzeri histopatolojik degisimler izlenmistir. Son zamanlardaki
caligmalar amniyotik sivida TGF-B1 seviyesi, koryoamniyonit ve fetal akciger hasar

iliskisine odaklanmustir.*

2.4.6. Genetik

Genetik yatkinlik BPD gelisimini etkileyebilir. Gebelik yas1 30 haftadan kiigiik
olan tek ve ¢ift yumurta ikizlerinin karsilastirildig1 ¢alismada; tek yumurta ikizlerinden
birinde BPD varliginda digerinde de olma olasilig1 ¢ift yumurta ikizlerine gore yiiksek
bulunmustur.®

Tiimo6r nekroz faktorii (TNF-a), Toll-like reseptér-10 (TLR-10) ve VEGF’de
genetik ¢esitlilik BPD gelisiminde rol oynamaktadlr.85 Siirfaktan proteinleri, stirfaktan
aktivitesini ve dogal konak direncini diizenlemekte Onemli olup, siirfaktan

proteinlerindeki genetik farkliliklarm da BPD gelisimine katkist vardir. Son
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zamanlardaki caligmalarda BPD ile iligkili olan, siirfaktan proteini-B (SP-B) ailesinin

sorumlu 10 haplotipi tanimlanmuistir.

2.4.7. Geg Siirfaktan Eksikligi

Dogum sonrasi siirfaktan eksikliginin ge¢ donemde de devam etmesi veya
diizelmesinde gecikme olmasi BPD patogenezinde rol oynar. Gebelik yas1 23-30 hafta
olan, ventilatére bagimli 68 erkendogan bebekte yapilan bir caligmada alinan trakeal
aspirat Orneklerinin % 75’inde normalin altinda olan diisiik yiizey gerilimi
saptanmustir.*® Bu drneklerde siirfaktan proteini A, B, C swrastyla % 50, % 80, % 72
oraninda azalmig bulunmustur. Ayrica diisiik yiizey gerilimi ile enfeksiyon gelisim
siklig1 ve solunumsal koétiilesme ataklari arasinda da iligki izlenmistir. Bu sonuglar
siirekli solunum destegi gereken erkendogan bebeklerde, klinige de yansiyan, gegici

stirfaktan fonksiyon bozuklugu veya eksikligi oldugunu diisiindiirmiistiir.

2.5. Klinik Bulgular

Stirfaktan ve dogum Oncesi steroid uygulamalari sonrast BPD klinigi ve
patofizyolojisi degismistir. BPD gelisen bebeklerin iigte ikisi 1000 gram alt1 ve 28.
gebelik haftasindan kiigiik bebekler olup yasamin ilk giinlerinde diisiik basing ve orta
derecede oksijen ihtiyaci gosterirler. Daha sonra bu bulgular diizelir, birkag¢ giin veya
haftalik bir “balayr” déneminden sonra klinik durum bozulmaya, daha yogun mekanik
ventilasyon ve oksijen ihtiyaci gelismeye baglar. Eslik eden bakteriyel enfeksiyonlarin
veya PDA’'nin varlig1 stireci hizlandirir. Solunum yolu salgilarinda artig, buna bagh
karbondioksit birikimi vardir. Fizik muayene bulgular degiskendir. Bebekler genelde
takipneiktir, akciger odemi ve atelektazilerin yayginligina gore hafiften agira
degisebilen ¢ekilmeler, krepitan raller vardir. Skar gelisimi ve salgilarda artig gibi
nedenlerle hava yolu daralmasi olanlarda aralikli ekspiratuar hisiltt duyulur. Apne
ataklari, beslenme gii¢liigli ve kilo aliminda yavasglama siklikla vardir.

BPD bir cok risk faktorii (erken dogum, mekanik ventilasyon, oksijen toksisitesi,
sepsis, PDA) ile iligkilidir. Risk faktorleri 30 hafta ve iizeri veya dogum agirligir 1250
gramdan biiyiik olanlarda sik degildir.'"*'® ELGANS ¢alismasi1 kapsaminda, 28. gebelik
haftasindan kiiclik 1340 bebekte dogum sonrasi ilk iki hafta i¢inde ortaya ¢ikan ii¢
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solunumsal klinigin BPD gelisimi ile ilgisi lizerinde durulmustur:

- Siirekli % 25°ten fazla oksijen gereksinimi olan, direngli akciger islev bozuklugu
olarak tanimlanan bebekler grubun % 40’1 olup bunlarin {igte ikisinde BPD gelismistir,

- Yagsamin ilk 14 giinlinde % 25’ten ¢ok oksijen ihtiyaci olan, akciger islevlerinde
bozukluk olarak tanimlanan bebekler grubun % 40’1 olup bunlarin yarisinda BPD
gelismistir,

- Siirekli % 25°ten ¢ok oksijen ihtiyact olmayan, ¢ok az akciger islev bozuklugu

olarak tanimlananlar ise tiim grubun % 20’si olup % 17°sinde BPD gelismistir.*!

2.6. Radyolojik Bulgular

BPD ilk kez Northway tarafindan radyolojik bozukluklar olarak tanimlanmuistir.
Northway hastaligin agirlik derecesine gore dort radyolojik evre tarif etmistir:

Evre I (1-3 gilin): RDS’ye benzer bulgular; hava bronkogramlar1 ve
retikiilograniiler gériiniim vardir.

Evre II (4-10 giin): Parankimde opasiteler, akciger hacminde azalma. Yaygin
akciger 6demi veya s1vi yliklenmesinden ayirdedilemez.

Evre IIT (11-30 giin): Asirt havalanma ve kistik alanlarla atelektatik alanlarin
birlikteligi vardir.

Evre IV (1. aydan sonra): Heterojen goriinim vardir. Yer yer asir1 havalanan
bolgeler ve kistik alanlar, yer yer opasiteler, diizensiz fibroz bantlar ve kalpte biiyiime
bulunur.

BPD gelismekte iken akciger grafisinde yaygin puslu goriinlim baskindir. Bu,
atelektazi, yangi ve/veya akciger odemini yansitir. Atelektatik alanlar yaninda, hava
yolunun salgilar veya epitel artiklar1 ile tikanmasi sonucu hava tuzaklanmasi olan

alanlar (Sekil 3 ve 4) bulunur.”’
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Sekil 3. Hafif bronkopulmoner displazi Sekil 4. Agir bronkopulmoner displazi
(Yaygin puslu goriiniim) (Asir1 havalanma ve heterojen goriiniim)

BPD gelisen bebeklerin akciger grafisinde asir1 havalanma vardir. Cizgi
seklindeki dansitelerin veya kistik alanlarin izlenmesi fibrotik degisimleri yansitir. Akut

alevlenme donemlerinde akciger 6demi izlenir.

2.7. Klinik Seyir ve Prognoz

Bir ¢ok bebek 2-4 ayda iyilesir. Solunumsal islevler diizeldikce CPAP’ten oda
havasi ile yeterli oksijenasyon saglanana kadar yardimci yapay solunum gerekmeden
sadece oksijen destegine gegilir. Agir BPD’li bazi bebekler uzun siire ventilatére bagli
kalir. Genelde bu siire 4-6 haftadan sonra klinikte akut bozulmay: izleyen yeniden
ventilasyon ihtiyaci gelisimi seklinde olur. Bu agir etkilenen bebeklerde pulmoner
hipertansiyon ve kor pulmonale gelisir. Artmis akciger damar direnci, akcigerlerin
lenfatik direnajinin bozulmasina ve interstisyel 6ddeme neden olur. Bazi olgularda
akciger damarlar1 ve sistemik damarlar arasinda anastomoz gelisir ve pulmoner
hipertansiyon daha da artar.*® Hastaligin kisa ve uzun dénemde istenmeyen sonuglari

Tablo 4’te verilmistir.*®

Tablo 4. Bronkopulmoner displazide uzun ve kisa dénem sonuclar

Yenidogan donemi Uzun dénem

Uzamis mekanik ventilasyon ve oksijen Geg donemde artmis 6liim oranlari
gereksinimi

Hava yolu asir1 duyarliligi Bozulmus kalp-akciger islevleri
Pulmoner hipertansiyon Azalmig egzersiz toleransi
Sistemik hipertansiyon Norogelisimsel gerilik

Hastanede kalig siiresinde uzama Sik hastaneye yatislar

Biiyiime geriligi Biiyiime geriligi
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2.8. Bronkopulmoner Displazinin Onlenmesi ve Tedavisi

BPD tanindiktan sonraki tibbi bakimlar solunum tedavilerindeki akciger hasarimi
en aza indirgemeye, beslenmeyi ve biliylimeyi en iyi hale getirmeye odaklanmistir.
BPD’nin ciddi ve uzun doénemli bir saglik sorunu olmasindan dolayr hastaligin
tedavisinden ¢ok Onlenmesi ¢alismalari 6nem kazanmistir. BPD siklikla RDS’den
dolay1 akcigerlerin erken donemde hasarlanmasiyla iliskili oldugundan RDS’nin
Onlenmesi veya hafifletilmesi i¢in ¢abalanmistir. PDA varligi BPD gelisimine katkida
bulundugundan PDA tedavisine, apne ve prematiirite gibi direk akciger kaynakli
olmayan durumlarin BPD’ye neden oldugunun bilinmesinden dolay1 erken dogumun
Oonlenmesine odaklanilmistir. BPD patogenezinden sorumlu faktorler ¢ok cesitli

oldugundan BPD’yi 6nlemeye yonelik calismalar bir ¢ok alani ilgilendirir.***

2.8.1. Dogum Oncesi Tedaviler: Dogum Oncesi Steroid Kullanim

Erken dogum riski oldugunda gebeye glukokortikoid uygulamanin bebekte
RDS’yi, dolayisiyla ventrikiil i¢i kanama (VIK) ve oSliimii azalttigi gosterilmistir.
Dogum oncesi donemde steroid alan annelerin erkendogan bebeklerinde, BPD igin
onemli risk faktorii olan mekanik ventilasyona ve oksijene ihtiya¢ daha az olmaktadir.
Yedi giin i¢inde erken dogum riski olan, membranlar1 acilmamis, 24-34 gebelik
haftasindaki gebelere steroid uygulanir.*® Dogum 6ncesi steroid tedavisi ile erkendogan
bebeklerin yasam sansinin artmis olmasi sonucu Sliimlerde azalma olmus ancak bu

tedavi BPD sikligin1 azaltmamustir.

2.8.2. Zamamindan Once Dogumun Erken Sorunlarimin ve Hastahklarinin

Onlenmesi

2.8.2.1. Siirfaktan Tedavisi

Siirfaktan iirtinlerindeki gelismeler, bu f{riinlerin kullanimi ile BPD sikliginin
azalacagr umudunu dogurmustur. Siirfaktan tedavisi 6zellikle dogumdan hemen sonra
koruyucu olarak verildiginde, RDS tanimlandiktan sonraki uygulamaya kiyasla 6lim
sitkligim1  ve pnomotoraks gelisimini azaltti§i icin, akciger hasar1 gelisimini
91,92

azaltmaktadir.”® Ancak bu uygulama BPD sikhiginda azalma saglamamistir.

Orijinal stirfaktan caligmalarinda iki siirfaktan tedavi yontemi tanimlanmustir.
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Birinci yontem; kendiligiden soluyabilen bebeklere siirfaktan verip mekanik ventilasyon
uygulanmasi zorunlu degilse ekstiilbe etmek (entlibasyon, siirfaktan uygulama,
ekstiibasyon) seklindedir.” Ug ¢alismada bu ydntemin yararl oldugu gosterilmistir.”**®
Ancak bu caligmalarin higbirinde BPD’nin istatistiksel olarak azaldigi izlenmemistir.
Bir Cochrane toplu c¢oziimlemesinde dogumdan kisa siire sonra verilen siirfaktan
tedavisinin ge¢ uygulamaya gore hava kacagi ve BPD’yi (BPD 28. giinde oksijen
gereksiniminin devam etmesi olarak tanimlanmus) azalttig1 izlenmistir.”’

Stirfaktan uygulamadaki ikinci yontem; yasamin ilk haftasinda ikincil nedenlere
bagl gelisen siirfaktan islev bozuklugu olusunca yapilan tedavidir. Bu uygulamanin
yapildig1 bebeklerde BPD riski yiiksektir. Bu yontem ile oksijen ihtiyacinda azalma
saglanmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterilememistir. Ayrica gruplar
arasinda o6liim ve BPD gelisimi acisindan da fark izlenmemistir.*®

Sonugta; siirfaktan tedavisi RDS’den dolay1r olan hava kagagi ve Oliimleri
azaltmakta ancak BPD sikliginda degisiklik yapmamaktadir. Erken siirfaktan tedavisi ile

RDS tanimlandiktan sonra yapilan siirfaktan tedavisi arasinda BPD’yi 6nleme acisindan

faklilik olduguna dair yeterli kanit yoktur.

2.8.2.2. Patent Duktus Arteriyozusun Kapatilmasi

Erkendogan bebeklerde PDA sik goriiliir ve BPD’yi de kapsayan yenidogan
dénemi sorunlariyla iliskilidir.** Sistemik dolasimdan pulmoner dolasima kan akiminin
artmasi ile akciger genisleyebilme yeteneginde azalma, ventilasyon gereksiniminde
artma, ventilator aracili akciger hasar1 ve dolayisiyla BPD gelisimi s6z konusudur.”"
PDA ve BPD arasinda iliski olmasina ragmen PDA’nin ilagla veya cerrahi olarak

diizeltilmesinin BPD sikligin1 azaltmadigi izlenmistir.

2.8.2.3. Prematiire Apnesinde Kafein Kullanimi

Bir metilksantin olan kafein prematiire apnesi tedavisinde kullanilmaktadir.
Biiyiik randomize kontrollii ¢aligmalarda 500-1250 gram arasinda olan erkendogan
bebeklerde kafein tedavisinin ikincil sonuglar1 kafein kullaniminin BPD sikligim
azaltmasina yonelik olup kafein grubundaki bebeklerde BPD siklig1 azalmis olarak
saptanmistir (kafein grubunda % 36, plasebo grubunda % 47, p<0,001) (100). Kafeinin

BPD’yi azaltmadaki mekanizmas1 belirsizdir. Kafein verilen bebeklerde pozitif hava
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101

yolu basinct uygulama siiresi kisalmistir. ™ Kafein mekanik ventilasyon siiresini

kisaltarak ventilator aracili akciger hasarini azaltiyor olabilir.

2.8.3. Anti-inflamatuar Tedaviler

2.8.3.1. Sistemik Kortikosteroidler: Dekzametazon ve Hidrokortizon

Kronik akciger hastaligi tedavisinde en cok kullanilan anti-inflamatuar ilag
kortikosteroidlerdir. Kortikosteroidler akciger islevlerini ve akciger hastaligini birkag
mekanizmayla etkilemektedir. Fetal maruziyet siirfaktan sentezini arttirmakta ve
akcigerlerin epitelyal farklilasmasini saglamaktadir. BPD’deki diizenleyici etki yangiy1
azaltma seklindedir. Kortikosteroidler ayrica akciger hasari sonrasi fibronektin tiretimini
Onleyerek onarimi diizenlemekte, ardindan gelen fibrozisi azaltmakta ve retinol
miktarinda artisa neden olmaktadirlar. Kisa siireli dekzametazon tedavisinin
ekstiibasyonu hizlandirdigi ve kronik akciger hastaligi (KAH) oldugu kesinlesmis
bebeklerde gegici bir diizelme sagladigi gosterilmistir. Ancak, uzun donemde maliyet ve
Olim {lizerine diizeltici etki saglanmamistir. Ayrica bir¢ok calismada dekzametazon
tedavisi ile bedensel biiyiimede ve beyin biiyiimesinde duraklama oldugu bildirilmistir.

Son 25 yildir yapilan klinik ¢aligmalarda kortikosteroidlerin BPD’yi 6nleme ve
tedavi etmedeki rolii incelenmektedir. Cogunda, akciger islevlerinde kisa donemde
diizelme gosterilmistir. Iki Cochrane toplu ¢oziimlemesinde sistemik kortikosteroidlerin
BPD tedavisindeki sonuglari toparlanmistir. Erken tedavi dogum sonrast sekizinci
ginden Once baslanan, ge¢ tedavi yedinci giinden sonra baslanan tedavi olarak

102-104
tanimlanmugtir. % '°

Erken tedavi ile ilgili 3740 bebegin alindigi, 20°sinde
dekzametazon ve sekizinde hidrokortizon kullanilan 28 c¢alismada, erken tedavinin
faydalar1 arasinda 28. giin ve dollenme sonras1 36. haftada BPD geligsmesi riskinde
azalma oldugu, 6lim sikliginda degisiklik olmadig1 belirtilmistir. Caligmalarin 20’sinde
kortikosteroidlerin norogelisimsel sonuclara etkisi incelenmis ve beyin felci riskinde
artis gosterilmistir. Erken tedavide motor islevlerde bozulma riski oldugu giliniimiizde
bilinmektedir. Geg tedavi ile ilgili 1345 bebegin alindig1 19 ¢alismada, 28. giinde ve
dollenme sonrast 36. haftada BPD gelismesi riskinde ve oliim sikliginda azalma
izlenmistir.

Dekzametazonun yan etkilerinden dolayr BPD tedavisinde hidrokortizonun

secenek olmasi iizerinde yogunlagilmistir. Cochrane toplu ¢oziimlemelerinde erken
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kortikosteroid tedavisinde hidrokortizonun kullanildig1 sekiz ¢alismanin sonuglarina
gore 28. giinde veya dollenme sonrasi 36. haftada BPD sikliginda kiigiik bir azalma
izlenmis ancak gastrointestinal delinme gelisiminde belirgin artis saptanmistir. Erken
donemde uygulanan  hidrokortizonun  noérogelisimsel  bozukluklarla  iligkisi
saptanmamuistir.

Sonucta; nisbeten diisiik riske sahip erkendoganlarda BPD’yi Onlemek icin
kortikosteroid  kullanimin1 ~ destekleyen kanitlar  yoktur. Amerikan Pediatri
Akademisi’nin (American Academy of Pediatrics, AAP) Onerileri, norogelisimsel
bozulma olmadan BPD’yi azaltacagimiz gruplarda steroid kullammi yéniindedir.'®
Ancak bu grubu tanimlayan o6lgiitler heniiz belli degildir. BPD’yi 6nlemek i¢in steroid

kullanimin1 destekleyen kanitlanmis bir yontem de heniiz yoktur.

2.8.3.2. inhale Kortikosteroidler

Sistemik tedaviye ek olarak kortikosteroidler inhaler veya daha yaygin olarak
nebiilizasyon ile verilebilir. Cochrane toplu ¢dziimlemelerinde bu konu ile ilgili 11
calisma incelenmistir. Ventilatdr bagimli olup dogum sonrasi yasi iki haftadan kiigiik
olan bebeklere erken inhale kortikosteroid baglanmis ve BPD gelisim siklig
degerlendirilmistir.'” inhale kortikosteroidlerin BPD’ye veya oliim sikligma etkisi
olmamistir. Mekanik ventile edilmeyen bebeklerde inhale kortikosteroid kullaniminin
BPD’yi 6nlemedeki etkisi ise heniiz degerlendirilmemistir.

Sonugta; inhale kortikosteroidlerin BPD gelisimini 6nledigini destekleyen kanit

yoktur.

2.8.3.3. Inhale Nitrik Oksit

Inhale nitrik oksit (iNO), zamaninda veya zamanma yakin dogan, gesitli
nedenlerle (mekonyum aspirasyon sendromu, sepsis, idiopatik persistan pulmoner
hipertansiyon)  solunum  yetmezligi  gelisen  bebeklerde  oksijenlenmeyi
diizeltmektedir.'"’

iNO’nun BPD’yi 6nlemede agik bir rolii oldugunu destekleyen kanit yoktur. Risk
grubu tanimlamasina gore bazi durumlarda faydali olabilir ama heniiz kullanilacak

grubun, risklerin ve yasin ne oldugu tanimlanmamastir.
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2.8.4. Serbest Oksijen Kokleri ve Antioksidanlar

2.8.4.1. Serbest Oksijen Kokleri

Serbest oksijen kokleri dis orbitalarinda bir veya daha fazla eslenmemis elektron
iceren molekiillerdir. Oksijenden tek elektron indirgenmesi ile olusan bu molekiiller;
iskeminin yeniden kanlanma doéneminde, hiperoksik hasarda, doku yangisinda oksidan
yikim yaparak hastaliklarin patogenezinde yer alirlar.

Serbest kokler hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim
onemli bilesiklerine etki eder. Siiperoksit kokii (O;) ve hidroksil radikali (OH")
hiicrenin tiim yapilarinda lipid peroksidasyonuna neden olur, bdylece hiicre zari
gecirgenligi artar ve hiicre yikimi olur.

Stiperoksit kokii, hidroksil kokii ve hidrojen peroksit gibi serbest oksijen kokleri
fizyolojik durumlarda ve oksidatif reaksiyonlarda iiretilirler. Bu koklere kars1 miicadele
eden antioksidan sistemler i¢inde siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve
ekzojen antioksidan olan E ve C vitaminleri yer alir. Yenidoganlarda &zellikle de
antioksidan sistemleri heniiz gelismemis olan erkendoganlarda oksidatif hasar,
prematiire retinopatisi (PR), nekrotizan enterokolit (NEK), BPD, VIK ve hipoksik
iskemik ensefalopati (HIE) gibi hiperoksi ve/veya iskemi-yeniden kanlanma aracili
hastaliklarda 6nemli rol oynar.”'*''® Oksidanlarin artis1 ve antioksidanlarn azlig:
hasara neden olmaya baglar. Hiicresel savunma mekanizmasinda ortadan kaldirilandan
daha fazla reaktif oksijen koklerinin olusumuna “oksidatif stres”denir. Oksidatif stresi

onlemede endojen ve ekzojen antioksidanlar gorev yapmaktadir.

2.8.5. Beslenme

Enerji kaynaklarinin niteliksel ve niceliksel eksikligi erkendogan bebekte akciger
lyilesmesinde gecikmeye neden olarak BPD’yi olumsuz yonde etkiler. Erkendogan
bebekler zamaninda dogan bebeklere gore diisiik glikojen ve yag deposuna sahip
oldugundan besinsel eksikliklerden daha kolay etkilenir. Solunumsal hastalik siirecinde
diistik kalori alimi, solunum kaslarinda gii¢siizliige ve mekanik ventilatorde daha uzun

" Bir vaka-kontrollii calismada BPD gelisen bebeklerdeki

stire kalmaya neden olur.
temel enerji alimmin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu saptanmustir.''> 1500
gram alt1 125 erkendogan bebegin alindig1 bir caligmada standart damar yoluyla

beslenme uygulanan (en fazla 2 gr/kg/giin lipid, 2,5 gr/kg/giin aminoasit ve % 10
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dekstroz sivisi ile standart enteral beslenme artislar1) ve yogun beslenme uygulanan (en
fazla 3,5 gr/kg/giin lipid, 3,5 gr/kg/glin aminoasit ve % 15 dekstroz sivisi ile yogun agiz
yoluyla beslenme programi) gruplar karsilagtirilmistir. Yogun beslenme grubunda kilo
artis1 ve hizli biiylime izlenmis ancak solunumsal sonuglarda (mekanik ventilasyon
stiresi, BPD gelisimi, 36. haftaya ulastiginda oksijen ihtiyaci) gruplar arasinda fark

izlenmemistir.'"

2.8.5.1. A Vitamini

A vitamini tlirevlerinin yagda ¢oziinenleri retinoid olarak adlandirilir. Retinoidler
akciger hastaliklarinin seyrinde dnemli bir role sahiptir. Bu iiriinler akciger epiteliyal
hiicrelerinin biiyiime ve farklilasmasinda, akciger hasarmin onariminda énemlidir.*’
Hayvanlarda, A vitamini eksikligi varlifinda hiperoksiye uzun siire maruz kalindiginda
akciger gelisiminde bozulmalar izlenmistir. Erkendogan bebeklerde dogumda A
vitamini seviyesi diisiiktiir ve bu durum artmis BPD riski ile iliskilidir.'"* Bu nedenle A

vitamini destegi BPD’yi 6nleme startejilerinden biri olarak geligmistir.

2.8.6. Siv1 Kisitlamasi ve Diiiretik Tedavi

Akcigerlerde asir1 stvi olmasi akciger mekaniklerini bozarak gaz degisimini Onler,
bu da artmis oksijen ve ventilator destegine neden olur. Bu mekanizmalardan dolayi,
asir1 akciger sivisinin varligit BPD gelisiminde rol oynuyor olabilir. Yasamin ilk
giinlerinde sivi kisitlanmasi BPD gelisimini 6nlemeye yardimcidir. Bu olasilik 1382

ADDA’l1 bebekte yapilan kohort calismada gosterilmistir.''>''®

2.8.7. Bronkopulmoner Displaziyi Onlemede Koruyucu Ventilatér Yontemleri

2.8.7.1. izin Verilebilir Karbondioksit Yiiksekligi Uygulanmasi
Mekanik ventilasyon bazi erkendoganlar i¢in yasamsaldir, akciger hasar1 ve BPD
icin ise risk faktoriidiir. Gegmise doniik ¢aligmalar yasamin ilk giinlerinde yiiksek

karbondioksit (CO,) seviyesinin diisiik BPD riski ile iliskisini gstermistir.”

2.8.7.2. Yiiksek Frekansh Ventilasyon

Baz1 klinisyenler yiiksek frekansli ventilasyonun (High Frequency Ventilation,
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HFV) baz1 tiplerini geleneksel mekanik ventilasyona tercih etmektedir. Segilen
bebeklerde HFV ile daha az akciger hasari oldugu izlenmistir."'"® Ancak BPD’yi

onlemede HFV’nin kullanimini destekleyen kesin kanitlar heniiz yoktur.

2.8.7.3. Nazal Devamh Pozitif Havayolu Basinci

Nazal devamli pozitif havayolu basinct (Continuous Positive Airway Pressure,
CPAP) kullanim1 baz1 bebeklerde mekanik ventilasyon uygulamadan kaginmada basarili
bir yontem olup BPD riskini azaltmada yararli odugu diisiiniilmektedir.''**'*

Gozlemsel bir kohort ¢alismada erken CPAP kullanimi ile BPD riskinde azalma
izlenmistir.”® Ancak rutin CPAP kullanimmmn mekanik ventilasyondan kaginma ve

BPD’yi o6nlemede etkin oldugunu destekleyen randomize kontrollii caligmalarla

desteklenmis kesin kanitlar yoktur.

2.8.7.4. Hedef Satiirasyon Belirleme

BPD patogenezinde oksijenin zararli etkisinin rolii iyi bilinmektedir. Ozellikle
DDA’lh (diisiik dogum agirlikll) ve CDDA’ll bebeklerde hedef oksijen satiirasyon
araliginin ne oldugu ise heniiz acik degildir. Yapilan bir ¢alismada dogum agirligr 1250
gram altinda ve 29 haftadan kii¢iik bebeklerde % 88-92, dogum agirlig1 1250 gram ve
tizerinde olup 29 haftadan biiyiik olan bebeklerde % 88-95 araliginin giivenli olabilecegi
bildirilmistir. paO,’yi (kismi arteriyel oksijen basinci) 40-80 mmHg olarak saglayabilen
hedef satiirasyon Ol¢limiiniin % 90 civarinda oldugu bildirilmis ve bu diizey

onerilmistir.'*’

2.8.8. Diger Tedaviler

2.8.8.1. H, Resptor Blokerleri: Simetidin

Simetidin sitokrom P450’yi baskilayabilen bir H, reseptor blokeridir. Akciger
hasari stirecinde sitokrom P450’nin artmis diizenlenmesinin oldugunun izlenmesi bunun
baskilanmasinin koruyucu olabilecegini diisiindiirmiistiir.'** Ancak BPD’yi 6nlemede

simetidinin etkisini destekeyen kanit yoktur.
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2.8.8.2. Ureoplazma Enfeksiyonlarinin Makrolidlerle Tedavisi

Solunum yollarinda Ureoplazma kolonizasyonu ile BPD gelisimi arasinda iliski
olmakla birlikte bu nedensel iliskinin kolonizasyonla mi, hastalikla m1 oldugu agik
degildir. Tedavi, kolonizasyonu o6nleyerek BPD’yi azaltiyor olabilir.'>"'** Ancak
Ureoplazmanin solunum yollarindaki kolonizasyonunun tedavi edilmesinin BPD’yi
Onledigine dair kanitlar yoktur. Bununla birlikte kolonizasyon ile BPD arasinda giiclii
bir iligki oldugundan kolonizasyonu 6nleme veya tedavi etmede yaklagimin ne olacagi

ile ilgili genis calismalar yapilmalidir.

2.8.8.3. Yogun Fototerapi

Biliriibin, oksijen ve peroksit koklerinin etkin bir temizleyicisidir.'** BPD
patogenezinde oksidatif hasarin kritik rolii oldugundan, biliriibinin akcigerde koruyucu
bir etkiye sahip olabilecegi ve BPD’yi azaltabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak yapilan
calismalarda umulanin aksine yogun fototerapi alan bebeklerde BPD orani daha diisiik
bulunmustur.'?’ 1000 gram altindaki bebeklerde yogun fototerapi olasilikla ikincil
faydalarindan dolay1 BPD’yi azaltiyor gibi goriinmektedir.

2.9. Bronkopulmoner Displazi ile lgili Cahsmalarda Kullamlan Deneysel

Akciger Hasar Modelleri

Bronkopulmoner displazi (BPD) ile ilgili ¢aligmalarda siklikla hiperoksi aracili
akciger hasar modeli kullanilmakla birlikte hipoksi, bleomisin, lipopolisakkarit ve
mekanik ventilasyon kullanilarak olusturulan modellerde de yapilmis ¢aligmalar vardir.

Dogum sonrasi1 1iliml1 hipoksi (% 16 oksijen) yapilan, endotelyal nitrikoksit sentaz
enzimi eksikligi olan sican yavrularinda alveolar ve damarsal biliylimenin bozuldugu
izlenmistir. Bu durumun olasilikla VEGF reseptor-2 sinyalinde bozulma sonucu

olmaktadir.'®

Yaymnlarda endotelyal nitrikoksit sentaz enzimi eksikligi olan sigcan
yavrularinda bu model kullanilmis olup bu modelin kullanildigi normal siganlarla
yapilan ¢alismaya rastlanmamistir.

Bleomisinin alveolar ve damarsal biiyiimeyi bozdugu, pulmoner hipertansiyon
gelisimine neden oldugu bilinmektedir. Bleomisin aracili akciger hasar modellerinde

BPD’ye benzer sekilde erken donemde yangi ve ge¢ donemde fibrozis izlenmektedir.
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Bleomisin distal akcigerlerde septasyonu azaltarak akciger hacmini azaltmaktadir.
Bleomisinin sistemik verilmesi ile siganlarin akcigerinde alveol sayisinda azalma, hava
alanlarinda genisleme ve damar yogunlugunda azalma izlenmistir. Yapilan ¢alismalarda
trakeal yolla bleomisin verilmesi sonucu bronkoalveolar lavaj sivisinda makrofaj,
notrofil ve lenfosit sayisini arttirmigtir.  Ayrica akcigerlerde yangisal ve mitojenik
mediyatorler (endotelin-1, makrofaj katyonik protein-1 ve tiimoér nekroz faktor-a),
akciger dokusundaki hidroksiprolin igerigi ve akcigerlerin profibrotik belirtegleri bir
hafta sonunda belirgin sekilde artmistir. Sistemik bleomisin verilmesi ile bu etkilerin
daha az oldugu trakeal yolla uygulamanin model olusturmada daha uygun oldugu
belirtilmistir. Bleomisin ile olusturulan hasar mekanizmalar1 arasinda, oksidan-aracili
DNA hasar1 ve fibrojenik sitokinlerin salinimi, apoptoz, matriks metalloproteinlerinde
ve ekstraseliiler ¢inko bagimli enzim seviyelerinde azalma da rol oynamaktadir.'®
Dogum 0Oncesi yanginin BPD gelisiminde onemli bir risk faktérii oldugu
bilindiginden BPD ile ilgili baz1 ¢aligmalarda amniyon sivisina lipopolisakkarit (LPS)
verilerek akciger hasar modeli olusturulmustur. Bu yontemde 20. gebelik haftasindaki
anne sigana karin kesisi yapilip amniyon sivisina E. Coli O111:B4 susunun
lipopolisakkariti verilmekte, bir veya iki hafta sonra gerceklesen normal dogumu
takiben bir hafta hiperoksi uygulanmaktadir. LPS verilmeden sadece hiperoksi
uygulanmasi ile 1limli derecede akciger hasari oldugu, dogum oncesi LPS verilip dogum
sonrast hiperoksi uygulanmasi ile BPD’ye benzer sekilde alveolarizasyonda duraklama
(hava alanlarinda genisleme ve alveolar ylizey alaninda azalma) oldugu izlenmistir.
Amniyon sivisina LPS verilmesinin yenidogan sicanin akcigerlerini hiperoksik hasar
icin hassas hale getirdigi ve alveolarizasyonu bozdugu belirtilmektedir. Alveol seklinin
olusmasinda ikincil septasyonun myofibrobalastlarca baglatildigir bilinmektedir. LPS
aracili akciger hasar modeli olusturulan siganlarda LPS’nin akcigerlerde myofibroblast
yerlesimini bozdugu, myofibroblastlarin ikincil septasyon alanlarinin etrafinda azalmig
olup daha cok birincil septasyon alanlarinda yogunlastigi saptanmistir. Bu yontemle
olusturulan akciger hasarmnin patogenezinde LPS’lerin endotelyal biiyiime faktorii
reseptOrlerini  aktiflestirmesi, myofibroblastlardaki TGF-a’nin asir1  yapimininin
uyarilmasi ile myofibroblast gogiiniin bozulmasi, boylece kritik ikincil septasyon ig¢in
gereken myofibroblast yerlesiminin ger¢eklesmemesi yer alir.'>*"!

BPD c¢aligmalarinda en sik hiperoksi aracili akciger hasar modeli kullanilmaktadir.

27



Hiperoksiye yanit olarak hiicre i¢i reaktif oksijen tiirevlerinin arttigi,
proteinaz/antiproteinaz dengesinin bozuldugu, yangi ve stres cevabinin ortaya ¢iktigi,
hiicre biiyiime ve farklilasma diizeninin bozuldugu goriilmiistiir.*’ Oksijene maruz
kalma siiresi ve yogunlugu ile paralel olarak akciger endotel ve epitelyal hiicrelerinde
apopitoz ve/veya nekroz gelismektedir.”® Hiperoksi distal hava yollarinda dallanmay1
baskilayarak, gelisimin duraklamasma neden olmaktadir.*® Hiperoksi maruziyetinin
yakin donemde gosterilmis hasar mekanizmalar1 arasinda; Ozellikle noétrofil
aktivasyonuna neden olmasi ve bu yolla endotel ve epitel hiicre hasar1 yapmas1,** TGF-
a® ve lokotrien diizeylerini arttirmasi,’® hiicre cekirdeginde yangi, koagiilasyon,
fibrinoliz yapmasi, hiicre donglisii genleri {izerinde etkin olmasi®”’ ve endotelin-1
diizeylerini artirmasi®® sayilabilir. Tim bu mekanizmalar sonucu alveolar gelisimde
geriye donlislimsiiz olarak gerceklesen duraklama olmasi ve uygulamanin kolayligi
yontemin tercih edilmesine neden olmustur. Ozellikle kok hiicre tedavileri ile ilgili
caligmalarda bu modelin tercih edilme nedeni, hiperoksinin akcigerdeki kok hiicre
miktarini azaltarak alveolar gelisimi duraklattiginin ve disaridan verilen kok hiicrenin
etkisi ile bu duraklamanin 6nlendiginin diisiiniilmesinden dolayidir.

Bu c¢aligmada, mezenkimal kok hiicre tedavisinin etkinliginin gosterilmesi
amaglanmis olup yoOntemin c¢alisma amacina uygun, kolay ve ucuz olmasi dikkate

alinmig ve hiperoksik akciger hasart modeli secilmistir.

2.10. Giincel ve Gelecek Tedaviler

[k tanimlanmasindan beri yaklasik 40 yil gegmis olmasina ragmen BPD erken
dogumun istenmeyen sonuglarindan biri olmaya devam etmektedir. Giinlimiizde
BPD’nin akciger gelisiminde duraklama oldugu bilinmektedir. Gelecekteki ¢aligmalar
uzun donem diizelme saglayan ve akciger gelisimindeki duraklamay1 ortadan kaldirma
tabanina oturan ¢alismalar olmalidir.

Hiperoksi aracili akciger hasarit olusturulan hayvan modellerinde endotelyal ve
mezenkimal 6nciil hiicrelerin hasar sonrasi onarim yaptig1 saptanmustir.'’ Endoteliyal
oncil hiicreler (Endothelial Progenitor Cell, EPH) ve mezenkimal kok hiicreler (MKH)
kordon kanindan kolayca ayristirilabilmektedir. Gebeligin 24-28. haftalarinda kordon
kaninda baskin olan MKH’ler iken 32-36. haftalarda EPH’lerdir."**'*? Yenidogan fare

yavrularinda hiperoksiye maruziyet sonrasi kemik iligi, dolasim ve akcigerlerde
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EPH’ler belirgin olarak azalmis bulunmustur. ADDA’l1 bebeklerde erken doguma bagl
kordon kaninda azalmig EPH’ler, yeni BPD patogenezindeki akcigerlerin damarsal
olgunlagsmamighgini agiklar. Bu durum kordon kanindan tiiretilen hiicreler ile tedaviyi
giindeme getirmistir. Hayvan caligmalar1 kok hiicre bazli tedavilerin diger tedavilere
gore daha etkin oldugunu bildirmektedir.

Hiperoksi aracili BPD modeli olusturulan hayvan calismalarinda MKH’lerin ve
anjiogenik Onciil hiicrelerin etkin tedavi edici etkisi gosterilmekle beraber bu hiicrelerin

heniiz uzun donemdeki etkileri bilinmemektedir.

2.10.1. Kok Hiicre ve Mezenkimal Kok Hiicre Tanimi

Kok hiicre; kendisini yenileme ve farklilasma yetenegindeki hiicre olarak

134
tanimlanir.

Daha onceleri kok hiicrelerle ilgili bilgiler tedavide kullanilmakta olan
hematopoetik kok hiicreler ile ilgiliydi. Son yillarda kok hiicre tipleri, bu hiicrelerin
temel biyolojik oOzellikleri, uygun ortam sartlarinda ve uygun uyarilarla farkli hiicre
tiplerine farklilasabilme yetenekleri (plastisite) ile ilgili bilgiler hizla artmistir.
Ozellikleri sayesinde hasarlanmis doku tamiri ya da yenilenmesi olanagi sunan kok
hiicreler “rejeneratif tip” kavraminin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.

Kok hiicreler farklilasma kapasitelerine gore siiflandirilabilirler. Viicuttaki tim
hiicreleri olusturabilme yetenegine sahip kok hiicreye “totipotent kok hiicre” denir ve
bunun tek Ornegi zigottur. Erken embiryonel donemde dort hiicreden sekiz hiicreye

135 Bu evreden sonra olugan blastokist i¢

kadarki tiim blastomerler totipotent kabul edilir.
hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler ise endoderm, mezoderm ve ektoderm kokenli
bircok hiicre tipine doniisme yeteneginde olup bunlara “pluripotent kok hiicre” denir.
Pluripotent kok hiicreler yaklasik 200 hiicre tipine doniisebilecek kapasiteye sahiptir
ancak islev goren bir organizmayr olusturamazlar. Gelisimin ilerleyen ddneminde,
bulunduklar1 alan ile sinirli, ancak 6zel bir uyari ile farklilasma yeteneginde olan ve
Ozellesmis hiicre tiplerine farklilasabilen hiicrelere ise “multipotent kdk hiicre” denir ve

bunun en iyi Grnegi hematopoetik kok hiicrelerdir.**"’

Multipotent kok hiicreler
dogumla birlikte kordon kaninda ve eriskin viicudunda ozellikle kemik iligi ve yag

dokusunda bulunurlar. Kok hiicre kaynaklar1 Sekil 5’te verilmistir.
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Sekil 5. Kok hiicre kaynaklar:

Ik kez kemik iligi nakli seklinde 1960’larda baslayan kok hiicre tedavileri,
giiniimiizde ¢cogu neoplastik hematolojik hastaliklar olan bir¢ok hastalikta uygulanmaya
baslamistir. Hastanin kendisinden (otolog) veya saglikli baska bir bireyden (allojeneik)
elde edilen hematopoetik hiicreler, uygulandiklarinda kemik iligine giderek
yerlesebilmekte ve yeni kan seri hiicrelerini olusturabilmektedirler.

Kok hiicre kaynagi “erigkin” (kemik 1ligi, periferik kan, kordon kani, organa 6zgii
eriskin kok hiicre) ve “embiryonel” (blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen
embiryonel kok hiicre) olabilir.

Hematopoetik kok hiicrelerden sadece kan seri elemanlarinin degil birgok
hiicrelerin farklilagsmasinin oldugunun gosterilmesi ile “kok hiicre plastisitesi” kavrami
ortaya cikmistir. Giliniimiizdeki calismalarda hematopoetik kok hiicrelerden kemik,
kikirdak, néral hiicreler, pnomositler, deri, kas, epitel, endotel hiicreleri, bobrek ve
karacigere ait hiicrelerin gelistirilebildigi ve bunlarin sadece sekilsel degil islevsel
olabilecegi in vitro ¢alismalarda ve bazi hayvan deneylerinde ortaya konmustur.'®

Kemik iliginde hematopoetik kok hiicreler disinda tanimlanan kok hiicreler de

olup bunlardan en sik kullanilani mezenkimal kok hiicrelerdir. Bu, insandaki klinik
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calismalarda, siklikla tercih edilen kok hiicre grubudur. Ciinkii MKH’ler kolay izole
edilir, in vitro kiiltiirlerde isleme sokulabilir ve yiiksek plastisiteye sahiptir.

MKH, kemik iliginin stromasi icinde yer alan uzantili fibroblast benzeri
multipotent hiicrelerdir. MKH’lerin kemik, kikirdak, yag hiicresi ve sinir hiicrelerini
olusturabilecegi gosterilmistir. Ayrica, fibroblast ve iskelet kasi hiicreleri gibi
mezodermal hiicrelere, mezodermal kdkenli olmayan endotel ve noroektoderm de dahil
ektodermal hiicrelere farklilasabildikleri de gosterilmisti. CD73, CD54 (ICAM-1),
CD105, CD39, CD49¢ (a5-integrin) gibi belirtegleri eksprese ederler.

2.10.2. Tedavisinde Kok Hiicre Kullanilan Hastaliklar

Noron, kalp kasi, kondrosit gibi farklilagmis hiicreler yaslanma, travma ve
dejeneratif hastaliklar sonucu ciddi hasara ugrar ve yenilenemezler. Plastisitesi olan kok
hiicrelerin, ¢ogalmalarinin kontrol edilebilmesi halinde, in vitro olarak farkli hiicre
tiplerine doniistliriilmesi miimkiin olmustur. Bu amagcla; yeni ilaclarin gelistirilmesi,
etkinlik ve sitotoksisitelerinin degerlendirilmesinde, hasarli hiicre onarimi veya 6liimii
durumunda kullanilabilirler. Ancak in vitro farklilastirilan hiicrelerin in vivo tedavide
kullanimlari i¢in hiicrelerin ¢ogalma kontrol mekanizmasinin ve genetik yapisinin ¢ok
iyi biliniyor olmas1 gereklidir. Tedavide kullanimlart i¢in iizerinde calisilan hastaliklar
sunlardir:

- Kalp kas1 yenilenmesi,

- Yangisal ve dejeneratif kikirdak ve kemik hastaliklari,

- Diyabet,

- Ateroskleroz nedeniyle islevini kaybeden kan damarlarinin yenilenmesi,

- Alzheimer ve Parkinson gibi merkezi sinir sistemi hastaliklari,

- Omurilik yaralanmalari,

- Karaciger hasari,

- Cesitli kanserler,

- Ortopedik kusurlar,

- Impotans gibi iirolojik problemler,

- Baz1 deri hastaliklari.

Hasarli myokarda kardiyomyosit saglayacak kok hiicre aktarilmasi gilinlimiizde

kalp nakli diginda tedavi secenegi olmayan hastalar i¢in umut vericidir. Deneysel
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caligmalarla birlikte etik ve immiinolojik sorunlar da devam etmektedir.
Kok hiicrelerin  zaman i¢inde mutasyonlardan etkilenip etkilenmeyecegi,
gelisebilecek tiimor olusumlari, nakledilen hiicrelerin reddinin engellenmesine yonelik

deneyimlerin gelistirilmesi kok hiicre ¢alismalarinda devam eden sorunlardir.

2.10.3. Bronkopulmoner Displazide Mezenkimal Kok Hiicre Tedavisinin

Gelecekteki Yeri

Uzun donemde solunumsal ve norogelisimsel sonuglar1 ile BPD ¢ocukluk ¢agina
da uzanan ve saglik maliyetini arttiran bir durumdur. Erkendogan bebeklerde gelisen
BPD’de akcigerlerin ve damarsal biiyiimenin duraklamasini onleyen etkin bir tedavi
yoktur. Sakatlik olmaksizin yasam saglayan ilerlemelere ihtiyag vardir. Uyarici
yaymlarda BPD’nin erken baslangich amfizemle sonlandigi bildirilmektedir.'**'*°
Amfizem, distal bronsiollerden terminal bronsiollere kadar hava alanlarinin genislemesi
olup bu kronik obstriiktif akciger hastaliginin da esas bilesenidir. BPD ve amfizem,
alveolar yapinin bozulmasi ve gelisimin duraklamasi ile karakterize olup sadece destek
tedaviler yapilabilmektedir.

Artan dikkatler erigkinlerden elde edilen kok hiicrelerin organ hasarlarimi
onarmasina odaklanmistir. Enjekte edilen fare kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin, akciger de dahil, ¢esitli hematopoetik olmayan dokularda o dokunun
parankimal hiicrelerine farklilagtigi gosterilmistir.® Bu durum yenidoganin dogumsal
metabolik, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklarmin tedavisinde kullanilmak
istenmektedir.”® Ancak alveolar hasarla giden akciger hastaliklarmda mezenkimal kok
hiicrelerin tedavi edici etkisiyle ilgili calismalar cok azdir. Eriskin akciger hasar
modellerinde, kemik iliginden tiiretilen hiicrelerin akcigere yerlesebildigi ve ¢esitli

5:10 Yapilan bir ¢alismada,

akciger hiicre fenotiplerine doniisebildigi izlenmistir.
hiperoksi aracili akciger hasari olusturulan siganlarda geriye doniisiimsiiz alveolar ve
kapiller azalma oldugu, bunun BPD’deki patolojik bulgulara oldukca benzedigi ve
kemik iliginden elde edilen kok hiicre verilmesi ile alveolar biiylimede duraklamanin ve
sayica azalmanin Onlendigi, egzersiz kapasitesi ve yasayabilirligin arttig1 ile ilgili

kanitlar saglanmustir.'!
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2.10.4. Bronkopulmoner Displazi Tedavisinde Kok Hiicrelerin Olas1 Etki

Mekanizmalari

Kok hiicre tabania oturan onarici tedaviler daha ¢ok onkoloji hastalarinda ve
immiin yetmezliklerde standart tedavi yontemi haline gelmistir. Hipoksik iskemik
ensefalopati ve BPD gibi agir yenidogan hastaliklarinda kok hiicre tedavisinin kullanimi
heniiz klinik 6ncesi hayvan c¢aligmalari halindedir.

Siklikla hiperoksi aracili akciger hasar modellerinde, kemik iligi tiirevi
MKH’lerin in vitro olarak go¢ potansiyeli ve tip II alveolar epitelyal hiicre i¢in 6zel
belirleyici olan siirfaktan proteini-C (SP-C) ekspresyonu incelenmistir. Sonuclarda
MKH’lerin hasarli dokuya yerlestigi, SP-C eksprese ettigi, akciger fibrozisini
hafiflettigi ve sagkalimi arttirdigi saptanmistir. Bu olumlu etkinin, MKH’lerin
akcigerlerin kendi epitelyal hiicrelerini aktiflestirmesine bagl oldugu 6ne siiriilmiistiir.
Bronkoalveolar kok hiicreler kiiltiir ortaminda kendini yenileyen ve farklilasabilen
hiicreler olup bronsioler ve alveolar hasarda gogalarak onarim yapmaktadirlar.'*'

MKH’lerin verildigi dokuya diisiik oranda yerlesmesine ragmen tedavi edici etki
olusturmalar1 bu hiicrelerin bagka bolgesel etkilerinin de oldugunu diistindiirmiistiir.
MKH’lerin parakrin etkilerine dair kanitlar artmaktadir. Spinal kordon hasarindan sonra
onarimi baslatmada kok hiicrelerden salinan noérotrofik maddelerin kok hiicrelerden
daha etkili oldugunu gosteren calismalar vardir.'* MKH’lerin iretildigi kiiltiir
ortaminin hiperoksi aracili akciger hasari olusturulan siganlara verildigi bir ¢calismada
hasara bagli gelisen tip II alveolar epitelyal hiicrelerin apoptozunda azalma oldugu
bulunmustur.'' MKH’lerin iiredigi kiiltiir ortaminim verilmesi ile IL-1o bagimli T hiicre
serisinin ve makrofajlar tarafindan uyarilan Tiimor Nekroz Faktorii-a’nin baskilandigi
gosterilmistir.'* Bu etkiler verilen MKH’ler ile akciger hiicreleri arasindaki olumlu
etkilesimlere, MKH’lerin sadece kendisinin degil salgiladigi maddelerin de apoptozu
onlemesine baglanmistir.

Calismalar kok hiicrelerin akciger hasarinda tedavi edici etkisini gdstermekle
birlikte yeni alveol olusumu ve destek doku kaybinin yerine konmasini saglayan
kanitlar heniiz yoktur. Bu calismada; hiperoksik akciger hasar1 olusturulan yenidogan
siganlarda trakeal yolla verilen mezenkimal kok hiicrelerin akciger dokusunda
olusturdugu histopatolojik degisimlerin ve akciger dokusuna yerlesiminin gosterilmesi

amaclanmustir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahsma Ekibi

Bu calisma Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklari,
Histoloji-Embiryoloji, Patoloji, ileri Teknoloji Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi
ve Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dallar1 igbirligiyle yiirtitilmiistiir.

3.2. Etik Kurul Onay1

Calisma i¢in Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay

alinmustir.

3.3. Gerecler

Deneyde; hiperoksik akciger hasar1 olusturma siirecinde hiperoksi odacigi, oksijen
Olcer, hava iletimi i¢in ara baglant1 hortumlari ve % 100 solunabilir oksijen; ortam 1s1 ve
nemini 6l¢gmek i¢in elektronik aygit; deri ve deri alti dokularin agilmasi ve trakeotomi
icin pens ve bistiiri; deri kapatmada 3-0 ipek ve portegii; mezenkimal kok hiicre,
besiyerleri ve plasebonun trakeal yolla verilebilmesi i¢in Hamilton enjektori;
akcigerlerin ¢ikarilmasi siirecinde ketamin ve ksilazin; patolojik orneklerin

hazirlanmasinda formaldehit ve paraformaldehit kullanildi.

3.4. Deney Hayvanlar

Calismaya yeni dogmus Wistar Albino cinsi sigan yavrular alindi. Hayvanlar
deneyin tiim asamalarinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari

Laboratuvari’nda tutuldu.

3.5. Calisma Gruplan

Wistar Albino cinsi siganlar dogumlarindan itibaren alt1 gruba ayrildi. Kok hiicre
verilecek grupta 20, Normoksi, Sham, Plasebo, Medyum ve Vasat gruplarinda ise 11

siganla ¢alisma planlandi. Deney sirasinda kaybedilen sicanlar nedeniyle bazi gruplar
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planlanan sayidan daha az sigan igerdi.

- Normoksi grubu (Grup N) (n=11): Dogumdan itibaren oda havasi soluyan
si¢an yavrular1 bu grupta olup anne sigan da oda havasi soludu. Bu grubu besleyen anne
sigan, hiperoksik grubun yedegi olan anne sigan olarak kullanilmadi, boylece kontrol
grubundaki yavru siganlar hiperoksiye maruz kalan anne siganlarin siitiinden korunmus
oldu.

- Sham grubu (Grup S) (n=11): Dogumdan itibaren oda havasi soluyan ve 11.
giinde orta hat boyun kesisi ile deri-deri alt1 agilan, trakea bulunup igne batirilan ve
deri-deri alt1 dokular1 3-0 ipek ile kapatilan bu grup deneyde cerrahi ve anestezinin olasi
etkilerinin dislanabilmesi i¢in olusturuldu.

- Hiperoksi + plasebo grubu (Grup P) (n=9): Dogumdan sonraki 12-24. saatler
arasinda, oksijen yogunlugu % 85-95 olan hiperoksi odacigina konan, uygulama
baslangicindan itibaren 10 giin hiperoksiye maruz birakilan sican yavrularma 11. giin,
trakeadan 25 pl serum fizyolojik (SF) verildi.

- Hiperoksi + medyum grubu (Grup M) (n=10): Hiperoksi uygulamasindan
sonra 11. giinde bu gruptaki yavru sicanlara, icinde kok hiicre bulunmayan 25 pl taze
hiicre kiltiri sivisi (Mesencult® MSC Basal Medium, Stem Cell Technologies,
Vancouver, BC) trakeadan verildi.

- Hiperoksi + vasat grubu (Grup V) (n=8): Hiperoksi uygulamasindan sonra 11.
giinde bu gruptaki yavru sicanlara, kok hiicrelerin iiredigi ve kok hiicreler ortamdan
kaldirildiktan sonra kalan hiicre kiiltlirii sivis1 (vasat) 25 pl olarak trakeadan verildi.
Boylece kok hiicrelerin ¢ogalmasi sirasinda ortama biraktigi endojen maddelerin olasi
etkilerinin degerlendirilmesi amagland.

- Hiperoksi + MKH grubu (Grup MKH) (n=17): Hiperoksi uygulamasindan
sonra 11. giinde bu gruptaki yavru sicanlara, 25 ul medyum iginde 10° MKH trakeadan
verildi. Verilen MKH’lerin akcigerlere yerlesip yerlesmedigini incelemek amaciyla,
MKH verildikten 1, 2 ve 3 hafta sonra iiger sicanin akcigerleri ¢ikarildi. Kalan sekiz
sicanin akcigerleri ise hem histopatolojik hem de immiinohistokimyasal inceleme

yapmak amaciyla 57. giin ¢ikarildi. Sekil 6’da deney uygulama takvimi goriilmektedir.
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12-24. saat: 11. giin: 18.giin: 32.giin: 57. giin:
Hiperoksi Trakeal yolla MKH’lerin MKH’lerin Histopatolojik ve
baslangici SF, medyum, akcigere akcigere immiinhistokimya
vasat veya yerlesiminin yerlesiminin sal incelemeler
MKH incelenmesi igin ti¢ incelenmesi igin yapmak igin
uygulanmasi siganin akcigerinin ii¢ sicanin akcigerlerin
¢ikarilmasi akcigerinin cikarilmasi
¢ikarilmasi
Dogum v v
10. giin: v
Hiperoksinin 25. giin:
sonlandirilmast MKH’lerin
akcigere

yerlesiminin
incelenmesi igin ti¢
sicanin akcigerinin
¢ikarilmasi

Sekil 6. Deney uygulama takvimi
3.6. Hiperoksik Akciger Hasarinin Olusturulmasi

Hiperoksik akciger hasar1 olusturmada, Onceden tanimlanmis olan hiperoksi
aracili BPD modelinden yararlamldi.*” Yavru siganlara dogumu takiben 12-24. saatler
arasinda hiperoksi uygulanmaya baslandi ve 10 giin siireyle hiperoksi uygulamasina

devam edildi.**'*

Bu amagla pleksiglastan imal edilen kapali bir odacik olusturuldu,
ara baglant1 hortumlar1 ile 10 giin boyunca odacik ig¢ine devamli % 100 oksijen verildi.
Odacik igindeki oksijen yogunlugu oksijen &lger ile (Hudson RCI® Oxygen Analyzer,
USA) sik sik dlgiilerek yogunlugunun % 85-95 arasinda kalmasi saglandi. Anne
sicanlarin hiperoksiye bagli 6liimlerinin dnlenmesi amaciyla 24 saatte bir yapilan besin-
su ikmali ve kafes bakimi sirasinda hiperoksi odacigindaki anne si¢an, oda havasi
soluyan ve aym giinlerde dogum yapmus olan diger bir anne sican ile degistirildi.'®

Sican yavrular1 dogumdan itibaren anne siitii ile beslendi. Her kafeste en fazla 12 sican

bulunmasina izin verildi. Siganlarin bulundugu ortamda 12 saat giindiiz, 12 saat gece
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ortami1 saglandi. Oda sicakligi 22-24°C, nem % 60-80 arasinda tutuldu. Oda havasinda
tutulan anne sigan ve yavrulari ile hiperoksi uygulanan siganlar deney siiresince ayni
odada bulunduruldu. Hiperoksi uygulanmasimin 10. giinii tamamlandiginda islem

sonlandirildi ve siganlar oda havasi solumaya basladi (Sekil 7 ve 8).

Sekil 7. Deney diizenegi. Alt rafta pleksiglastan yapilan hiperoksi odacig1 icinde calisma
grubundaki yavru sicanlar ve anne sican, iist rafta oda havasi soluyan yavru sicanlar ve anne sican
ile birlikte sagda hiperoksi diizenegi goriilmektedir.

N

Sekil 8. Hiperoksi odaciginin yakindan goriiniimii

3.7. Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Mezenkimal Kok

Hiicre Uretimi

K&k hiicreler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embiryoloji Anabilim

Dali’nda tiretilerek kullanilmistir.
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Ketamin ve ksilazin anestezisi ile uyutulan saglikli eriskin si¢anlarin, aseptik
kosullarda derisi ve kemikler etrafindaki kas ve yumusak dokulari siyirilip tibia ve
femurlarin alt ve iist uglar1 kesildi. Bacaklar, % 70’lik alkole batirilip ¢ikarildiktan sonra
steril izotonik ¢ozeltisi iginde laboratuvara getirildi. Steril kabin i¢inde her bir kemigin
icinden enjektorle 2 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) gegirildi ve
steril bir tiipe kemik iligi toplandi. Tiipteki hiicreler yeniden siispansiyon haline getirilip
baska bir tiipe 2,5 ml ficoll kondu, iizerine hiicre siispansiyonu ¢ok yavas bir sekilde
eklendi ve bu tiip 30 dakika, dakikada 1800 devirde santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
hiicre siispansiyonu ve ficoll arasindaki bolgede toplanan hiicreler bir pipetle dikkatlice
alind1 ve yeni bir tiipe aktarildi. Toplanan bu hiicreleri ficollden arindirmak i¢in hiicre
siispansiyonunun bes kat1 kadar steril fosfat tampon tuzu (Phosphate Buffer Saline,
PBS) eklenerek pipetaj yapildi ve dakikada 1800 devirde bes dakika santrifiij edildi.
Ustte kalan kisim atilarak dipte kalan kisma tekrar 3 ml steril PBS eklenerek yeniden
siispansiyon haline getirildi ve dakikada 1800 devirde bes dakika santrifiij edildi. Yine
ist kisim atilarak dipteki kisim {izerine 2 ml kadar katkili1 % 10 fotal sigir serumu (Fetal
Bovine Serum, FBS), % 1 Pensilin-Streptomisin ve % 2,5 L-Glutamin diisiik glikozlu
DMEM eklendi. Pipetaj yapilarak hiicreler slispanse edildikten sonra bu karigim 25
cm”’lik bir flaska konuldu ve iizerine 3 ml daha katkili DMEM’den eklenerek, toplam 5
ml’ye tamamlandi. Hiicreler % 5 CO; igeren 37°C’lik inkiibatore kondu ve ii¢ giinde bir
medyumlar1 degistirildi. Bu islem, hiicreler ¢ogalarak flaskin tabanini kaplayana kadar

surdiruldu.

3.8. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Hiicre Kiiltiirii Ortamindan Kaldirilmasi

Yayilan hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile kaldirildi, yikandi ve trypan mavisi
atilim testi uygulandiktan sonra, bir Thoma lami ile sayildi. Yayilan hiicrelerden bir
kismu alt1 kuyulu petri kaplarina pasajlandi. Burada tutunan ve g¢ogalan hiicreler % 4
paraformaldehit ile tespit edildikten sonra CD34 ve STRO-1 antikorlar1 ile
immiinfloresan yontemle isaretlendi. CD34 negatif STRO-1 pozitif olan hiicreler kemik
iligi mezenkimal kok hiicreler olarak kabul edildi. Bu dogrulandiktan ve transfeksiyon
yontemiyle isaretleme yapildiktan sonra pasajlanan hiicreler toplanip, sayim sonrasi 25

ul’de 10° adet hiicre olacak bi¢imde siispansiyon kiiltiir medyumu ile sulandirildi.
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3.9. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Transfeksiyon Yontemiyle Isaretlenmesi

MKH’ler trakeal yolla verilmeden ©nce dokuda gdsterilebilmesi amaciyla
transfeksiyon islemi ile isaretlendi. Kok hiicrelerin isaretlenmesinde kullanilacak, yesil
floresan proteinini (Green Fluorescent Protein, GFP) kodlayan plazmid oncelikle E.coli
DH5a susuna transforme edilerek cogaltildi. Cogaltma isleminden sonra elde edilen
plazmid saflastirilarak, agaroz jel -elektroforezinde kontrol edildi. Ultraviyole
spektrofotometresinde elde edilen genetik materyalin protein saflig1 belirlendikten sonra
kok hiicre transfeksiyon calismasinda kullanildi. Izole edilen kok hiicrelere plazmid
aktarilmasi i¢in ticari katyonik lipid molekiilleri kullanildi.

Mezenkimal kok hiicrelerin Monster Green Fluorescent Protein (phMGFP) Vector
sistemi ile transfeksiyonu, Metafectene Pro Transfection Reagent kullanilarak
gerceklestirildi. Transfeksiyon isleminde {iretici firmanin belirttigi basamaklar
uygulandi. Transfeksiyondan bir giin énce 10° hiicre, serum ve antibiyotik igeren 2 ml
DMEM besiyerinin bulundugu alti kuyucuklu tabagm her bir kuyucuguna ekildi.
Hiicreler normal biiyiime kosullar1 altinda (37°C ve % 5 CO,) inkiibe edildi.

Transfeksiyon yapilacagi zaman 14 pl Metafectene pro reagent 100 pl tampon
cozeltisi (PBS) ile karigtirildi. Diger bir tiipte ise 4,5 pg plazmid DNA ile 100 ul PBS
karistirildi. Plazmid DNA’y1 igeren karisim yavas bir sekilde Metafectene pro reagenti
iceren karisim tizerine eklendi. Bu karisim, oda sicakliginda (25°C) 20 dakika boyunca
kompleksin olusumu i¢in inkiibe edildi. Kompleks olusumunun gergeklestigi sirada alt1
kuyucuklu tabakta bulunan besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve daha sonra hiicreler 4 ml
PBS ile yikandi. Mezenkimal kok hiicreler ylizeye yapisan hiicreler olduklarindan bu
islem esnasinda ortamda kalmalar1 beklenmektedir. Yiizeye yapisik mezenkimal kok
hiicrelerin {izerine serum ve antibiyotik iceren 2 ml taze besiyeri eklendi. 20 dakika
inkiibe edilen transfeksiyon kompleksi, bekletilmeden alti kuyucuklu tabaklarda
bulunan hiicrelerin lizerine damlatilarak eklendi. Hazirlanan transfeksiyon kompleksi
tek bir kuyucuk icin olup birden fazla kuyucuk hazirlanmigsa, ona gore transfeksiyon
kompleksi hazirlandi. Hiicreler 72 saat bekletildikten sonra floresan mikroskop ile

isaretli hiicre orani belirlendi ve siganlarda kullanilmak tizere hazirlandi.
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3.10. Floresan Isaretli Hiicrelerin Sicanlara Verilecek Duruma Getirilmesi

Sicanlara verilecegi giin hiicreler, flask tabanindan tripsin-EDTA soliisyonu ile bes
dakika bekletilerek kaldirildi. Kiiltiir i¢in kullanilan medyum ile hiicreler bir kez
yikand1 ve sayildi. Santrifiij edildikten sonra hiicre pelletinin tizerine 25 ul’de 100.000
hiicre olacak sekilde katkili kiiltiir medyumu eklendi. Bu hiicre siispansiyonundan

sicanlara 25’er pl verilerek sigan basina 100.000 GFP (+) hiicre transferi saglandi.

3.11. Trakeal Yolla Serum Fizyolojik, Medyum, Vasat ve Mezenkimal Kok

Hiicre Verilmesi ve Akcigerlerin Cikarilmasi

Sican yavrularina plasebo, medyum, vasat ve MKH trakeal yolla verildi. Bu
amagla; 10 giin hiperoksi uygulanan gruplardaki si¢an yavrulari izofluran anestezisi ile
uyutuldu, deney masasina sabitlendi. Orta hat boyun kesisi ile deri-deri alt1 dokular
acildi, trakea bulundu ve ¢evre dokulardan ayristirildi. Trakeal kikirdaklar arasindaki
yumusak dokudan Hamilton enjektorii ile girilerek 25 ul hacmindeki plasebo (SF),
medyum, vasat ve MKH yavru sigan her soluk aldiginda yavasca verildi. Trakeal yolla
verilecek mezenkimal kok hiicre (MKH) miktar1, 6nceki ¢alismalar esas alinarak, her
sigana 25 pl hiicre kiiltiir stvisi iginde 10 hiicre olacak sekilde belirlendi.'" Trakeadan
cikilinca deri-deri alt1 dokular 3-0 ipek ile kapatildi. Cerrahi uygulanan bdlge povidon
iyodin ile temizlendi (Sekil 9-12).

Yasamin 57. giiniinde sicanlar 6nce tartildi, daha sonra ketamin (80 mg/kg) ve
ksilazin (10 mg/kg) anestezisi uygulanarak sternum acildi, akcigerler cikarildi ve
makroskopik degisiklikler kaydedilerek tartildi. Akcigerler cikartildiktan sonra trakea
yoluyla, 20 cmH,O basinciyla % 4 paraformaldehit soliisyonu verilerek akcigerler
sigirildi. Daha sonra sag akcigerin orta lobu ¢ikarildi. Cikarillan doku
immiinhistokimyasal inceleme ve patolojik skorlama yapmak i¢in iki parcaya ayrildi.
Immiinhistokimyasal inceleme yapilacak olan doku % 4 paraformaldehit soliisyonunda
+4°C’de bir gece bekletildi. Patolojik inceleme yapilacak olan akciger dokusu ise % 10

notral formol solusyonu igeren kaplar i¢ine kondu.
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Sekil 9. Orta hat boyun kesisi Sekil 10. Trakeanin bulunmasi

r

»

Sekil 11. Trakeal yolla serum fizyolojik, medyum Sekil 12. Cilt-cilt alti1 dokularin kapatilmasi
vasat ve mezenkimal kok hiicre verilmesi

3.12. Trakeal Yoldan Verilen Kok Hiicrelerin Akciger Dokusuna Yerlesiminin

Gosterilmesi

+4°C’de paraformaldehit i¢inde bir gece bekletilen doku 6nce 12 saat boyunca %
20 siikroz soliisyonuna, daha sonra da % 30 siikroz + % 0.1 sodyum azid (NaNj3)
sollisyonuna alinarak en az bir gece bekletildi ve boylece dondurmanin zararl
etkilerinden korunmasi saglandi (kriyoproteksiyon).

Dokulardan kriyostat (Leica CM1900, Leica Microsystems GmbH, Viyana-
AVUSTURYA) ile 7 um kalinliginda kesitler adheziv kapli lamlar iizerine alindi. Daha
sonra kesitlere asagida yazili yontemle immiin isaretleme yapildi:

- Kesitler pH degeri 7,4 olan fosfat tamponlu tuz soliisyonunda (PBS) yikandi.

- % 0,1 Tween-20 ve % 0,5 sigir serum albiimini (Bovine Serum Albumin, BSA)
iceren PBS’de 1:25 oraninda diliie edilmis tavsan poliklonal anti-Siirfaktan Protein C

(SP-C) primer antikoru (Kat. No: sc-13979, Santa Cruz Biotechnology Inc. California
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ABD) damlatilarak +4°C’de bir gece inkiibe edildi.

- PBS ile ii¢ kez ikiser dakika yikandi.

- Tetramethyl Rhodamine Isothiocyanate (TRITC) konjuge goat anti rabbit IgG-R
sekonder antikoru (Kat. No: sc-2091, Santa Cruz Biotechnology Inc., California
ABD) % 0,1 Tween 20 ve % 0,5 BSA iceren PBS’de 1:50 oraninda sulandirildiktan
sonra kesitlere damlatild1 ve 90 dakika +37°C’de bekletildi.

- PBS ile ii¢ kez ikiser dakika yikandi.

- Hiicre ¢ekirdegini gostermek i¢in kromatini spesifik olarak boyayan 4’6-
Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) maddesini igeren gliserin jel kapatma ortamiyla
(Kat. No: sc-24941, Santa Cruz Biotechnology Inc. California ABD) kesitler kapatildi.

Isaretlenmis kesitler, Nikon Eclipse Ti inverted floresan fotomikroskopla (Nikon

Corp., Tokyo, Japonya) incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.13. Akciger Dokusunun Histopatolojik Degerlendirilmesi

Bir gecelik formaldehit tespit islemi ardindan dokular rutin takip isleminde alkol,
ksilol ve parafin solusyonlarinda bekletildiler. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen
5 mikron kalinhigindaki kesitler rutin hematoksilen eozin histokimyasal boyasi ile
boyand1 ve kapama maddesi ile kapandi.

Preparatlar caligmanin diger evrelerinden habersiz olan tek patolog tarafindan 151k
mikroskopik diizeyde (Nicon Eclipse 801, USA) incelendi. Fotograflama islemi Nikon
dijital kamera DS-L1 ile yapildu.

3.13.1. Morfolojik Analiz ve Akciger Hasarmin Skorlanmasi

Hematoksilen eozin ile boyanmis kesitler 1s1k mikroskobik diizeyde akciger
parankim catist ve amfizem olusumu, Odem gelismesi, notrofil 16kosit
infiltrasyonu,'**'*" fibrozis,'* konjesyon ve kanama varhig'*'>

degerlendirildi (Tablo 5).

acisindan ayri ayri
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Tablo 5. Hiperoksi aracih akciger hasarmmin histopatolojik degerlendirilmesinde kullanilan
skorlama sistemi

Fibrozis icin evreleme sistemi
Derece Histolojik bulgular

0 Normal histolojik bulgular

1 Interalveolar septada ve tiim parankimde olan, parankimin % 50’sinden azini tutan belli
belirsiz bag dokusu artimi. Akciger parankim hasar1 yok.

2 Interalveolar septada ve tiim parankimde olan, parankimin % 50’sinden fazlasin1 tutan
belli belirsiz bag dokusu artimi. Akciger parankim hasari yok.

3 Interalveolar septada ve tiim parankimde olan, parankimin % 50’sinden azim1 tutan belirgin

bag dokusu artim1 yani sira parankim igerisinde fibroz bantlarin veya izole fibroz
nodiillerin eslik etmesi.

4 Interalveolar septada ve tiim parankimde olan, parankimin % 50’sinden fazlasini tutan,
daha belirgin bag dokusu artimi yani sira parankim igerisinde fibroz bantlarin veya yaygin
fibr6z nodiillerin eslik etmesi.

Notrofil infiltrasyonu evreleme sistemi

Derece Histolojik bulgular

0 Normal histolojik bulgular

| Alveolar septada ve alveol liimenlerinde serpintiler halinde ve akciger parankiminin %
25’inden azin tutan nétrofil infiltrasyonu

2 Alveolar septada ve alveol liimenlerinde serpintiler halinde ve akciger parankiminin % 25
ile % 50’sini tutan nodtrofil infiltrasyonu

3 Alveolar septada ve alveol liimenlerinde serpintiler yani sira yer yer agregatlar olusturan
ve akciger parankiminin % 50 ile % 75’ini tutan nétrofil infiltrasyonu

4 Alveolar septada ve alveol liimenlerinde yaygin infiltrasyon olusturan ve akciger

parankiminin % 75’inden fazlasini tutan nétrofil infiltrasyonu
Interstisyel ve alveolar 6dem evreleme sistemi
Derece Histolojik bulgular

0 Normal histolojik bulgular

1 Alveolar septada perivaskiiler genigleme

2 Alveolar septada perivaskiiler genisleme yani sira alveol limelerinde yama tarzinda édem
formasyonu

3 Alveolar septada perivaskiiler genisleme yani sira alveol limelerinde daha yaygin ancak
parankimin % 50’sinden azin1 tutan 6dem formasyonu

4 Alveolar septada perivaskiiler genigleme yani sira parankimin % 50’sinden fazlasinin tutan

0dem formasyonu
Konjesyon ve alveoler kanama i¢gin evreleme sistemi
Derece Histolojik bulgular

0 Normal histolojik bulgular

1 Alveolar septada damarlar ¢evresinde genisleme ve alveol liimenlerinde birkag eritrosit
grubu

2 Alveolar septada damar liimenlerinde belirgin genisleme, alveol liimenlerinde alveoli tam
doldurmayan eritrosit kiimeleri

3 Alveolar septada damar diginda eritosit sizmasi, alveol liimenlerinde alveolii kismen
dolduran eritrosit kiimeleri

4 Alveolar septada kanama odaklari, alveol liimenlerini tamamamen dolduran eritrosit
kiimeleri

Alveolar cati ve amfizem olusumunu degerlendirmek icin, her 6rnekte rastgele
olarak secilen bes alanda x200 biiyiitme ile ortadaki ¢izgisel hat boyunca (¢izgisel
uzunluk 1006 p) alana diisen alveol sayis1 hesaplandi. Toplam uzunluk alveol sayisina

boliinerek ortalama alveol yogunlugunu gosteren alveol sayis1 ve ortalama alveol ¢ap1
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144,151,152
hesaplandi. ™"

3.13.2. Myofibroblastlarin a-SMA Ekspresyonunun Immiinohistokimyasal

Yontemle Tespiti

Parafin bloklardan elde edilen bes mikron kalinligindaki kesitlere
deparafinizasyon ve alkol takip islemleri ardindan, avidin-biyotin kompleks immiin
peroksidaz yontemi ile monoklonal mouse anti-a-SMA antikoru (Neomarkers, 1:100
dilution, MS-113P) uygulandi. Immiinhistokimyasal boyama ydnteminde Lab-Vision,
Ultravision Large Volume Detection System Anti-Polyvalent, HRP (Ready to Use)
biyokimyasal kit, zemin boyamasi i¢in Mayer hematoksilen kullanildi. Dokular
tizerinde normalde damar ve kas dokular1 bulundugundan eksternal kontrol ¢alisilmadi,
internal kontrol olarak bu alanlarin pozitifligi degerlendirildi.

a-SMA (Smooth Muscle Actin) ekspresyonuna gore fibrozisi degerlendirmek
icin; x40 biiylitmede tiim akciger alanlari tarandiktan sonra iist liste gelmeyen x200
biiyiitmelik 10 alan skorlama i¢in kullanildi. a-SMA eksprese eden hiicrelerin yayginligi
(A) ve bu hiicrelerdeki boyanma yogunlugu (B) i¢in 1-4 arasi semikantitatif skorlama
skalasi kullanildi. Yayginlik (A) i¢in asagidaki skorlama kriterleri olusturuldu:'>

- Alveolar septada belli belirsiz a-SMA pozitif hiicreler,

- Alveolar septada tek tek ve/veya kiiclik gruplar olusturan o-SMA pozitif
hiicreler,

- Alveolar septada daha c¢ok birka¢ hiicrelik gruplar olusturan o-SMA pozitif
hiicreler,

- Alveolar septada yaygin a-SMA pozitif hiicreler.

Yogunluk (B) i¢in ayr1 skorlama asagidaki sekilde yapildi.

- Tlim alanlarda yaygin soluk boyanma,

- Soluk boyanma yani1 sira bolgesel orta derecede boyanma alanlari,

- Tiim alanlarda orta derece boyanma alanlari,

- Orta derece boyanma alanlar1 yanmi sira alanlarin yarisindan ¢ogunda yogun
boyanan odaklarin varlig.

Toplam boyanma skorunu elde etmek i¢in her olguda AxB hesaplandi. Elde edilen
sonuclar 4 ve altinda ise diisilk boyanma skoru, 4’iin iizerinde ise yiiksek boyanma

skoru olarak degerlendirildi.
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3.14. istatistiksel Yontemler

Elde edilen siirekli yapidaki verilerin normal dagilima uygunluk kontrolleri
Shapiro Wilk testi ile calisilmigtir. Veriler normal dagilima sahip bulundugundan
tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart sapma degerleri verilmistir. Ayrica
kategorik yapidaki veriler icin tanimlayict istatistik olarak say1r ve yiizdeler
hesaplanmigtir. Parametrelerin ortalama degerlerinin gruplar arasinda farklilik gosterip
gostermediginin kontrolilne varyans ve kovaryans analizi ile bakilmistir. Gruplarin
ikiserli karsilastirmasinda Tukey testi ve gruplarin kontrol grubuna gore
karsilastirilmasinda Dunnett-t testi tercih edilmistir. Kategorik yapidaki degisken ile
gruplarmn karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullanilmistir. iki oran arasinda fark olup
olmadigmin kontroliine z testi ile bakilmustir. Istatistik anlamlilikta p<0.05 alinmustir.

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 11.5 paket programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhklarinin Karsilastirilmasi

Tiim gruplardaki sicanlarin agirliklar1 normoksik gruptaki sicanlarla, sonra da
birbirleriyle karsilastirildi (Tablo 6).

Grup N ile Grup S’deki sicanlarin 10. giindeki agirliklarinin ortalamasi arasinda
anlamli farklilik yoktu (p=0,619). Grup P, M, V ve MKH’deki sicanlarin 10. giindeki
agirliklarinin ortalamalart Grup N’deki siganlardan istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiiktii (tiim gruplar i¢in p<0,001). Grup P’nin 10. glindeki agirlik ortalamasi ile Grup
M, V ve MKH’nin 10. giindeki agirlik ortalamasi arasinda anlamli farklilik saptanmadi.
Hiperoksik gruptaki sicanlarin erken donemdeki agirlik kaybi belirgin olup Sekil 13 ve
14’te gosterilen fotograflarda fark agikca izlenmektedir.

Gruplarin 57. giindeki agirliklarinin ortalamalari arasinda normoksi grubuyla ve
birbirleriyle karsilastirmada anlamli farklilhik bulunmad: (p=0,086). Ancak hiperoksik
gruplarda agirlik az da olsa daha diisiiktii.

Tablo 6. Gruplarin 10. ve 57. giindeki agirhik ortalamalari

GRUPN GRUPS GRUPP GRUPM GRUPYV GRUP MKH P
(n: 11) (n: 11) (n: 9) (n: 10) (n: 8) (n: 8)
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
+SS +SS +SS +SS +SS +SS
10. glin 17,0+0,9 17,6£1,2 12,5+0,7* 13+1,3* 13,1£0,5* 13,4+1,0% <0,001
agirhk
(€3]
57. glin 124,6+10,8 123,4+14,4 116,7+10,1 121,1+13,9 119,8+12,9 107,2+15,5 0,086
agirlik
(€9)

*:Gruplari normoksi grubu (Grup N) ile karsilastirilmasinda farkliliklar

Hiperoksik Normoksik Normoksik Hiperoksik

Sekil 13. Normoksik ve hiperosik sicanlarin Sekil 14. Normoksik ve hiperosik sicanlarin
yedinci giindeki bityiikliik fark: yirminci giindeki biiyiikliik fark:

m]
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4.2. Akciger Agirhklarimin Karsilastirilmasi

Gruplarin akciger agirliklart normoksi grubuyla ve birbirleriyle karsilastirildi

(Tablo 7).

Grup N’nin akciger agirliklarinin ortalamasina gore, Grup P (p=0,006) ve Grup

M’nin (p=0,037) akciger agirliklarinin ortalamasi istatistiksel olarak anlamli sekilde

artmisti. Bu farklilik Grup S, V ve MKH’de izlenmedi.

Tablo 7. Akciger agirhiklarinin ortalamalar:

GRUPN GRUP S GRUPP GRUPM GRUPV GRUP MKH
(n: 11) (n: 11) (n: 9) (n: 10) (n: 8) (n: 8) P
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
+SS +SS +SS +SS +SS +SS
Akciger
agirhgi 1216,3+420,4 1406,3+330,1 1700+439,8* 1591,2+224 8% 1226,2+127,9 1265+101,5 0,004
(mg)

*: Gruplarin normoksi grubu (Grup N) ile karsilastirilmasinda farkliliklar

4.3. Alveol Sayisi ve Alveol Capi Degisikliklerinin Karsilastirilmasi

Gruplarin alveol sayilari ve caplarmin ortalamalari normoksi grubuyla ve
birbirleriyle karsilastirildi (Tablo 8).

Grup N’in alveol sayilarinin ortalamasi ile Grup S (p=0,054) ve Grup MKH’nin
(p=0,126) alveol sayilarinin ortalamalar1 arasinda fark yoktu. Grup P (p=0,003), Grup
M (p<0,001) ve Grup V’de (p=0,015) alveol sayilar1 Grup N’ye gore azalmist1 ve alveol
sayilar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Grup N’nin alveol ¢aplarinin ortalamasi ile Grup S (p=0,26), Grup V (p=0,079) ve
Grup MKH’nin (p=0,715) alveol ¢aplarinin ortalamalar1 arasinda fark yoktu. Grup P
(p=0,012) ve Grup M’nin (p<0,001) alveol c¢aplarinin ortalamalarindaki artma Grup

N’ye gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Tablo 8. Alveol sayilari ve alveol ¢aplarinin ortalamalari

GRUPN GRUPS GRUPP GRUPM GRUPV GRUP MKH
(n: 11) (n: 11) (n: 9) (n: 10) (n: 8) (n: 8) p
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
+SS +SS +SS +SS +SS +SS
1:11}:2?1 9,442.8 7,6+1,3 6,8+0,9* 6,2+1,1* 7,1+1,2% 7,7+0,4 0,001
QA;;fd 123,2+41,0 144,6+23,6 162,5+£22,2% 175,7+£29,2% 154,2+24.,6 137,5+8,4 0,002

*: Gruplarin normoksi grubu (Grup N) ile karsilastiriimasinda farkliliklar
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4.4. Odem, Fibrozis, Konjesyon ve Lokosit Infiltrasyonunun Karsilastirilmasi

Patolojik incelemede 6dem, fibrozis, konjesyon ve lokosit infiltrasyonu yontemler
boliimiinde anlatildig: sekilde skorlanmis ve sonuglar Tablo 9°da 6zetlenmistir.

Akciger dokusunda 6demi olmayan (“0” derece) sican sayis1 Grup P (% 11,1) ve
M’de (% 20) Grup N’ye (% 72,7) gore istatistiksel olarak anlaml sekilde azdi (Grup P
icin p=0,02 ve Grup M i¢in p=0,04). MKH verilen grupta, 6demi olmayan sigan sayist
(% 50) agisindan Grup N’ye gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. 1. derece
6demi olan sican sayis1 Grup P (% 77,8), M (% 80) ve V’de (% 75) Grup N’ye (% 9)
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde fazlaydi (Grup P ic¢in p=0,007, Grup M igin
p=0,004 ve Grup V icin p=0,013). MKH verilen grupta, 1. derece 6demi olan si¢an
sayist (% 50) Grup N’ye gore artmis olmakla birlikte bu fark anlamli bulunmadi. 2.
derece 0demi olan sigan sayisi acisindan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmada.

Akciger dokusunda konjesyonu olmayan si¢an sayist Grup N’de en fazla (% 27,3)
olup bu fark anlamli degildi. 1. ve 2. derece konjesyon gelisimi agisindan gruplar
arasinda fark bulunmadi (p=0,15).

Akciger dokusunda 16kosit infiltrasyonu olmayan si¢an sayist Grup P (% 55,6) ve
V’de (% 25) en azdi. MKH verilen grupta, 16kosit infiltrasyonu olmayan sigan sayis1 (%
75) Grup N’ye (% 81,8) benzer sekilde fazlaydi (p>0,05). 1. derece 16kosit infiltrasyonu
olan sican sayist Grup V’de (% 75) en fazlaydi ve normoksi gruplariyla
karsilagtirildiginda bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,04). MKH verilen
grupta, 1. derece l16kosit infiltrasyonu olan si¢an sayis1 (% 25) agisindan Grup N’ye gore
(% 18,2) fark yoktu. 2. Derece 16kosit infiltrasyonu olan sican sayisi agisindan gruplar
arasinda fark yoktu ancak, plasebo verilen grupta az da olsa yiiksekti (% 11,1).

Hematoksilen-eosin ile fibrozis agisindan yapilan incelemede gruplarin hi¢birinde

fibrozis izlenmedi.
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Tablo 9. Odem, fibrozis, konjesyon ve lokosit infiltrasyonunun 0, 1, 2 derece olmasimin gruplara
gore dagilhim

SKOR | GRUPN GRUPS | GRUPP | GRUPM | GRUPV | GRUPMKH P
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)
0 8 (72,7) 8(72,7) | 1(1L,D* 2 (20)* 2 (25) 4 (50)
1 1(9,1) 3(73) | 7(77,8)¢ 8 (80)¢ 6 (75) 4 (50)
ODEM 2 2(18,2) 0 1(11,1) 0 0 0 0,004
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
FiBROZIS 0 0 0 0 0 0 0
0 3(27,3) 0 0 0 0 1(12,5)
1 7 (63,6) 11 (100) | 6(66,7) 10 (100) 7 (87.5) 4 (50)
KONJESYON 2 1(9,1) 0 3(33,3) 0 1(12,5) 3 (37,5) 0,15
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
0 9 (81,8) 9 (81,8) 5 (55,6) 8 (80) 2 (25) 6 (75)
iL 1\?;; ]?TS& ot ; 2 (10 8.2) 2 (108,2) ? g??; 2 (50) 6 (35» 2 (35) o2
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0

*: Grup P ve Grup M’nin Grup N ile karsilastirilmasi (p=0,004)
¢: Grup P, Grup M ve Grup V’nin Grup N ile karsilastirilmasi (p=0,004)
$. Grup V’nin Grup N ile karsilastirilmasi (p=0,04)

4.5. Myofibroblastlarn a-SMA  Ekspresyonuna Gore Fibrozisin

Karsilastirnlmasi

a-SMA ekspresyonuna gore fibrozisin degerlendirilmesinde, a-SMA eksprese
eden hiicrelerin yayginligi ve bu hiicrelerdeki boyanma yogunlugu skorlanmis ve
sonuclar Tablo 10’da 6zetlenmistir.

Grup P’de a-SMA eksprese eden hiicrelerin yaygmhigi ve bu hiicrelerdeki
boyanma yogunlugu normoksik gruplara gore daha giicliiydii ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,019). Vasat ve MKH verilen gruplarda ise plasebo grubuna
gore hiicrelerin yayginlik ve boyanma yogunlugu anlamh sekilde azalmisti (her ikisi

i¢cin p=0,004).

Tablo 10: a-SMA eksprese eden hiicrelerin yayginhi@inin ve hiicrelerdeki boyanma yogunlugunun
karsilastrilmasi

SKOR GRUPN | GRUPS | GRUPP | GRUPM | GRUPV | GRUPMKH b

n (%) 1 (%) n (%) n (%) 1 (%) (%)
a-SMA ILE
BOYANMA ZAYIF<4 11(100) | 11(100) | 4 @44)* | 9(90) 8 (100) 8 (100)
(YOGUNLUK 0,002
VE GUCLU>4 0 0 5(55.6)* | 1(10) 0 0
YAYGINLIK)

*: Grup P ile diger gruplarin karsilastiriimasi (p=0,002)
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4.6. Gruplarin Degerlendirilen Akciger Dokularinin Makroskopik Ozellikleri

Patolojik inceleme yapilmak iizere ¢ikarilan akciger dokular1 kesitler alinmadan
once fotograflandi ve makroskopik degisiklikler kaydedildi. Hiperoksi uygulanan
gruplarin akciger dokusunda kanama alanlari, kistik yapilar ve diizensiz akciger doku
yiizeyi izlendi (Sekil 15). Bu degisikliklerin MKH verilen grupta daha hafif oldugu
dikkati ¢ekti.

e

Sekil 15. A’da hiperoksi uygulanip plasebo verilen, B’de hiperoksi uygulanip medyum verilen ve
C’de hiperoksi uygulamip vasat verilen gruplarin akciger makroskobilerinde yer yer kanama
alanlar, Kistik yapilar ve diizensiz akciger doku yiizeyi izlenmektedir. D’de hiperoksi uygulanip
MKH verilen grubun akciger dokusunda kanama ve diizensizligin daha az oldugu ve E’de sham ve
F’de normoksik kontrol gruplarida normal akciger dokusu oldugu izlenmektedir.

4.7. Gruplarin Degerlendirilen Akciger Dokularinin Patolojik Ozelliklerinin

Fotograflar

Grup N’nin akciger dokusunun patolojik incelenmesinde; alveol ¢atisinin diizgilin
ve alveol sayisinin iyi oldugu, o&dem, fibrozis, konjesyon ve belirgin lokosit
infiltrasyonu olmadig izlendi (Sekil 16).

Grup S’nin akciger dokusunun patolojik incelenmesinde diizenli yapida akciger
parankimi oldugu ancak yer yer konjesyon alanlar1 bulundugu dikkat ¢ekmisti. Odem,

fibrozis ve 16kosit infiltrasyonu yoktu (Sekil 17).
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Sekil 16 Oda havasi soluyan grupta (Grup N)
diizenli yapida akciger parankimi izlendi
(Hematoksilen- eozinX200).

Sekil 17. Sham grubunda (Grup S) diizenli
yapida akciger parankimin alanlarinda yer
yer konjesyon bulgulari (ok ile isaretli) izlendi
(Hematoksilen-e0zinX200).

Plasebo olarak serum fizyolojik verilen Grup P’nin akciger c¢atisinda bozulma,

alveollerde yer yer amfizematoz genislemeler ve hafif derecede konjesyon bulgulari

oldugu izlendi (Sekil 18).

MKH’lerin tretilmesi i¢in hazirlanan medyumun verildigi Grup M’nin akciger

catisinda bozulma, alveollerde yer yer amfizematdz genislemeler, hafif derecede

konjesyon bulgular1 ve yer yer inflamatuar hiicre serpintileri oldugu izlendi (Sekil 19).
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Sekll 18. H1per0ks1+plaseb0 grubunda (Grup P) Sekil 19. H1per0ks1+medyum (Grup M)
akciger catisinda hafif bozulma, alveollerde yer uygulanan grupta akciger catisinda hafif
yer amfizematoz genislemeler (yildiz ile isaretli) bozulma, alveollerde yer yer amfizematoz
ve hafif derecede konjesyon bulgulari (ok ile genislemeler (yi1ldiz ile isaretli), hafif derecede
isaretli) izlendi (Hematoksilen-eozinX200). konjesyon bulgular (ok ile isaretli) ve yer

yer inflamatuar hiicre serpintileri (ok ucu ile
isaretli) izlendi (Hematoksilen-eozin X200).

MKH’lerin iiretilmesinden ve kaldirilmasindan sonra kalan besiyerinin (vasat)

verildigi Grup V’nin akciger ¢atisinda hafif bozulma, alveollerde yer yer amfizematoz



genislemeler, hafif derecede konjesyon bulgulari, inflamatuar hiicre serpintileri ve
alveol limenlerinde 6dem sivisi izlendi (Sekil 20).

MKH verilen grupta akciger catisinda hafif bozulma, alveollerde yer yer
amfizematoz genislemeler, hafif derecede konjesyon bulgulari ve inflamatuar hiicre
serpintileri oldugu ve bu degisikliklerin hiperoksi uygulanan diger gruplara gére daha az
oldugu izlendi (Sekil 21).
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Sekil 20. Hiperoksi+vasat (Grup V) uygulanan Sekil 21. Hiperoksi+tMKH (Grup MKH)

grupta akciger catisinda hafif bozulma, uygulanan grupta akciger catisinda hafif
alveollerde yer yer amfizematoz genislemeler bozulma, alveollerde yer yer amfizematoz
(yildiz ile isaretli), hafif derecede konjesyon genislemeler (yildiz ile isaretli), hafif derecede
bulgular: (ok ile isaretli), inflamatuar hiicre konjesyon bulgulari (ok ucu ile isaretli) ve
serpintileri (ok ucu ile isaretli) ve alveol inflamatuar hiicre serpintileri (ok ile isaretli)
liimenlerinde 6dem s1visi (ii¢gen ile isaretli) izlendi (Hematoksilen-e0zinX200).

izlendi (Hematoksilen-eozinX200).
4.8. Mezenkimal Kok Hiicre Yerlesiminin Gosterilmesi

Sican yavrularina MKH verildikten sonra akciger dokusunun alinmasina kadar
gecen siire ¢ok uzun olup GFP ile isaretli hiicrelerin azalmis olarak izlenmesi
beklendiginden MKH verilen gruptaki sicanlardan birer hafta ara ile iiger sicanin
akcigerleri ¢gikarilarak MKH yerlesimi degerlendirildi.

Isaretli hiicre verilen tiim gruplarda, akciger dokusunda GFP (+) hiicrelere
rastlandi. Bu hiicreler tiim gruplarda sayica az oldugu igin gruplar arasi sayisal
karsilastirma yapilamadi. Ancak kalitatif olarak degerlendirildiginde en fazla pozitif
hiicrenin birinci hafta bitiminde akcigerleri ¢ikarilan grupta (Sekil 22) oldugu, siire
uzadik¢a GFP pozitif hiicre sayisinin azaldigi izlendi (Sekil 23 ve 24). MKH verilip 57.
giinde akcigerleri ¢ikarilan si¢anlarin akcigerlerinde ise GFP pozitif hiicrelerin ¢ok az

oldugu, hemen tamamen kayboldugu saptandi (Sekil 25).
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Ayrica siirfaktan protein-C i¢in yapilan isaretlemede tiim kesitlerde, bu proteini
eksprese eden tip II pnomositler bulunmaktaydi. Yapilan ikili isaretlemenin sonuglar
degerlendirildiginde, GFP (+) hiicrelerin bazilarinin aym1 zamanda siirfaktan protein-
C’yi de eksprese ettigi gozlendi. Siirfaktan protein-C eksprese etmeyen GFP (+)
hiicrelerin akcigerin diger tip hiicrelerine doniisiip doniismedigi belirlenemedi. Negatif
kontrol kesitlerinde GFP (+) hiicreler goriilmesine ragmen siirfaktan protein-C

ekspresyonuna rastlanmadi (Sekil 26).

Sekil 22. MKH verilmesinden bir hafta sonra akcigerleri ¢ikarilan sicanlarin akciger dokusunda,
GFP ve siirfaktan protein-C pozitif hiicreler (ok basi), sadece siirfaktan protein-C (ince ok) ve
sadece GFP pozitif hiicreler (kalin ok) (X400).

Sekil 23. MKH verilmesinden iki hafta sonra akcigerleri c¢ikarilan sicanlarin akciger dokusunda,
GFP ve siirfaktan protein-C pozitif hiicreler (ok basi), sadece siirfaktan protein-C (ince ok) ve
sadece GFP pozitif hiicreler (kalin ok) (X400).
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Sekil 24. MKH verilmesinden ii¢ hafta sonra akcigerleri ¢ikarilan sicanlarin akciger dokusunda,
GFP ve siirfaktan protein-C pozitif hiicreler (ok basi), sadece siirfaktan protein-C (ince ok) ve
sadece GFP pozitif hiicreler (kalin ok) (X400).

Sekil 25. MKH verilip 57. giinde akcigerleri ¢ikarilan sicanlarin akciger dokusunda siirfaktan
protein-C pozitif hiicreler (ince ok) (X200).
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Sekil 26. Negatif kontrolde GFP (+) hiicreler (ok) (X200).
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5. TARTISMA

Bonkopulmoner displazi (BPD), erken dogumun o6nemli bir sorunu olup
erkendogan bebeklerdeki 6liim ve sakatliklarin 6nde gelen nedenlerinden biridir.

BPD’nin 6nlenmesi kolay olmadigi gibi heniiz kesin bir tedavisi de yoktur. Bu
durumda mevcut tedavilere ek olarak yapilacak yeni tedavi yontemlerine ihtiya¢ oldugu
goriilmektedir.

Son yillarda ilgi mezenkimal kok hiicre tedavileri lizerinde yogunlasmistir. Ancak
alveolar hasarla giden akciger hastaliklarinda mezenkimal kok hiicrelerin tedavi edici
etkisiyle ilgili calismalar ¢ok azdir. Erigkin akciger hasar modellerinde, kemik iliginden
tiretilen hiicrelerin akcigere yerlesebildigi ve c¢esitli akciger hiicre fenotiplerine
dontigebildigi izlenmistir.”!® Calismamizda hiperoksi aracilt akciger hasar1 olusturulan
sicanlara erigkin sicanin kemik iliginden iiretilen MKH’lerin hava yoluna verilmesinin
akcigerlere etkisini histopatolojik olarak gostermeyi amacladik. Bununla birlikte,
verilen MKH’lerin akciger dokusuna yerlesimini ve tip II alveolar epitelyal hiicreye
doniisiip doniismedigini gostermeye calistik.

Giincel caligmalar BPD’yi onleyici ve onarict deneysel tedaviler iizerinde
yogunlagmistir. Bu amacgla BPD modeli olusturmada hiperoksi aracili akciger hasar
modeli secilmektedir. Hiperoksik akciger hasart mekanizmalar1 iizerine yapilan
arastirmalar sonucunda, tedaviye yon verebilecek genis bir bilgi birikimi ortaya
cikmistir. Biz de ¢alismamizda, sicanlarda hiperoksi aracili akciger hasari olusturduk.
Yapilan ¢aligmalarda hiperoksik akciger hasar1 olusturmada hiperoksi uygulama siiresi
7, 10, 14 giin gibi cesitlilik gtjstermektedir.154'156 Hiperoksiye bagli si¢an 6liimlerini en
az seviyede tutarak az hayvan kullanmay1 hedefledik ve ¢calismamizda 10 giin hiperoksi
uyguladik. Hiperoksik akciger modelinde kullanilan oksijen yogunlugu arasinda da
cesitlilikler olup caligmalarin c¢ogunda % 85-95 yogunlukta oksijen ile hasar
olusturulmugtur.'"*">*!> Bir calismada % 75 yogunlukta oksijen kullanilmigtir."®
Calismamizda oksijen yogunlugunu % 85-95 olarak belirledik. Eriskin sicanin
hiperoksiye maruziyeti sonucu akcigerlerde 6dem ve kanama olabilecegi bilindiginden
hiperoksi uygulamas: siirecinde 24 saatte bir hiperoksiye maruz kalan anne sicani, ayni
giinlerde dogum yapmis olan ve oda havasi soluyan bagka bir anne sigan ile degistirdik.

Boylece deney boyunca anne si¢can 6liimiinii engelledik.
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Kok hiicre verilmesindeki en iyi yolun ne oldugu tanimlanmasi gereken bir
sorundur. Hiperoksi aracili akciger hasart modeli olusturulan hayvan c¢alismalarinda kok
hiicreler arter, ven ve periton igine verilebilmektedir. Sistemik yolla verilen MKH’lerin
hasarli alana gog ettigi gosterilmistir. Normal akcigerlerden farkli olarak, hasarli akciger
dokusundan salinan faktdrler MKH’lerin ¢ogalmasimna ve hasarli alana go¢ etmesine
neden olurlar."’ Chang ve arkadaslarmm yaptig1 calismada hiperoksi aracili akciger
hasar1 olusturulan siganlarda trakea ve periton icine verilen MKH’lerin hasarli alana
yerlesimi karsilagtirilmis olup trakeal yolla daha fazla hiicrenin akcigerlere yerlestigi
gosterilmistir.'>® Periton ici uygulamalarda daha fazla sayida kok hiicre gerekmektedir
ve hasarli dokuya gitme olasilig1 yliksek olsa da kok hiicrelerin akcigere yerlesim orani
tahmin edilemez. Yapilan bir ¢alismada periton i¢ine verilecek kok hiicre miktari 2x10°
olarak belirlenmistir."*® Arter ve venden MKH verilmesi 10 giinliik sigan yavrularinda
zordur ve sagkalimi etkileyebilir. Akcigerlere direk ulagmanin tek segenegi hava yoluna
MKH verilmesi olup bu yolla yapilacak uygulamada dokuya yerlesme olasiliginin da
yiikksek olmasmndan dolay1 ¢alismamizda MKH’ler trakeal yolla verildi."' Bu sekilde
uygulamaya karar vermede, BPD gelisimi olan erkendogan bebeklere siirfaktan gibi
etkin ve giivenli kullanimi olan bir tedavi gelistirmek fikrinden de ilham alindi. Daha
onceki ¢aligmalar goz oniinde bulundurularak verilecek taze hiicre kiiltiirii stvist 25 pL,
bu s1v1 i¢indeki kok hiicre sayisi 10° olarak belirlendi."

Calismamizda alt1 grup olusturduk. Oda havasi soluyan normoksik siganlar (Grup
N) kontrol grubunu olusturdu. Trakeal yolla MKH verebilmek i¢in cerrahi olarak orta
hat boyun kesisi gerektiginden cerrahinin sonuclara etkisini ortadan kaldirmak iizere
sadece cerrahi ve anestezi uygulanan, trakeaya igne batirilip ¢ikarilan ama ilag
verilmeyen sham grubu (Grup S) olusturuldu. Verilecek olan MKH’ler biiylime
faktorlerinin de oldugu taze hiicre kiiltiirii sivisinda (medyum) cogaltilmaktaydi.
Medyumun i¢indeki biiytime faktorlerinin akcigerlerde yapisal ve islevsel degisiklikler
yapabilecegi bilindiginden, bu faktorlerin etkilerini g6z ardi edebilmek i¢in hiperoksik
hasar olusturulan bir gruba sadece MKH’lerin tretilecegi medyum (Grup M) verildi.
MKH’lerin {iiretilme siirecinde bu hiicrelerden salinan bazi biiylime faktorleri ve baska
endojen maddelerin oldugu bilindiginden, bu faktorlerin etkilerini goz ardi edebilmek
i¢cin hiperoksik hasar olusturulan bir gruba MKH’lerin tiretilip kaldirilmasindan sonra

kalan hiicre kiiltiir sivis1 (vasat) verildi (Grup V). Aslam ve arkadaslarinin hiperoksik
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akciger hasart1 modelini % 75 yogunlukta oksijen kullanarak yaptig1 calismada
yenidogan sigan yavrularindan bir gruba 50 pL hiicre kiiltiir sivist iginde 5x10* MKH,
diger gruba MKH f{iretilen 50 pL hiicre kiiltiir sivist verilmistir. Hiicre kiiltiir sivisi
verilen grupta da MKH verilen gruba benzer sekilde akciger yapisinda diizelme
izlenmis olup bu durum, MKH’lerin ortama saldig1 biiyiime faktdrlerine ve immiin
baskilayici etkilerine baglanmustir.'>® Hiperoksi uygulanan ve medyum, vasat ve MKH
verilen gruplart kendi iglerinde tedavi etkinligi acisindan Kkarsilastirabilmek igin
hiperoksi uygulanip plasebo olarak serum fizyolojik verilen plasebo grubu (Grup P)
olusturuldu. MKH grubuna ise hiperoksi sonras1 25 pL hiicre kiiltiir stvisi iginde 10°
hiicre olacak sekilde MKH verildi.

Kok hiicre tedavisinde embiryonel, néronal, kemik iligi, mezenkimal ve gdobek
kordonu kanindan elde edilen kok hiicreler kullanilabilmektedir. Mezenkimal kok
hiicreler kolay izole edilebilmeleri, immiin diizenleyici etkiye sahip olmalar1 ve
embiryonel kok hiicrelere gore teratomlara doniigiimlerinin neredeyse hi¢ olmamasi
nedeniyle ¢alismalarda siklikla tercih edilmektedirler. Biz de calismamizda eriskin
sicanin kemik iliginden iiretilen mezenkimal kok hiicreleri kullandik.

MKH’lerin trakeal yolla verilmesi sonucu akcigerde hangi alana daha fazla
gidecegi veya esit dagilip dagilmayacag ile ilgili bir bilgiye rastlamadik. Caligmalarda
siklikla sag akciger orta lob Ornekleri alinmisti. Bu nedenle biz de calismamizda
incelemeler i¢in siganlarin sag akciger orta lobunu aldik. Ancak si¢anlarin anatomik
yapisinda insanda oldugu gibi trakeal yolla verilen maddelerin 6ncelikle sag bronsa
gitmesini destekleyen bir veri bulamadik.

MKH’lerin dokuya yerlesimini gosterebilmek i¢in transfeksiyon yontemiyle
isaretleme yapildi. Green Flouresans Proteini (GFP) kodlayan plazmidin E.coli DH5a
susuna transforme edilerek ¢ogaltilmasi ve izole edilen kok hiicrelere plazmid
aktarilmast saglandi. Siganlarin akcigerleri 57. giinde ¢ikarilacagindan MKH’lerin
isaretlenmesinde uzun siire dayanikli olan bu yontem secildi. Bu yontemle GFP
kodlayan  plazmidin  sitomegaloviriise  transforme edildigi bir caligmada
transfeksiyondan iki hafta sonra GFP ekspresyonunun % 25 ve 3 hafta sonra % 10
oldugu izlenmistir.'”” GFP ekspresyonunda zamanla olan bu azalma nedeniyle
calismamizda MKH verilen 17 sigandan sekizinin akcigerleri diger gruplar gibi 57.

giinde c¢ikarilirken kalan dokuz siganin akcigerleri 10 giin hiperoksi uygulamasiin
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ardindan birer hafta ara ile liger sican alinarak ¢ikarildi. MKH’lerin akciger dokusuna
yerlesimini gdstermek i¢in tip II alveolar epitelyal hiicreye 6zgii olan siirfaktan proteini-
C (SP-C) ile boyama yapilip elde edilen goriintiiler kaydedildi. isaretli MKH verilen ve
57. giinde akcigerleri ¢ikarilan Grup MKH’de akciger dokusunda siirfaktan protein-C
pozitif hiicrelere rastlandi (Sekil 25). Negatif kontrol kesitlerinde GFP (+) hiicreler
goriilmesine ragmen siirfaktan protein-C ekspresyonuna rastlanmadi (Sekil 26). Bu,
goriilen MKH’lerin bizim verdiklerimiz oldugunu belirtiyordu. Ancak goriilen GFP (+)
MKH miktar1 azdi. Siganlarin akcigerleri 57. glinde ¢ikarildigindan bu uzun siirecte
hiicrelerin GFP ile beklenen 1s1masinin azalmis olabilecegi zaten tahmin ediliyordu. 10
giin hiperoksi uygulanip MKH verilen ve bir hafta sonra akcigerleri ¢ikarilan {i¢ siganin
akciger dokusunda ise GFP ve siirfaktan protein-C (+) hiicrelerin yerlesiminin yeterli
miktarda oldugu goriildii. Ayrica, sadece siirfaktan protein-C ve sadece GFP (+) hiicreler
de saptandi. MKH verildikten sonraki 2. ve 3. haftada alinan akciger dokularinda da
benzer bulgular vardi, ancak GFP (+) hiicre miktarinin her ge¢en haftada daha az oldugu
izlendi (Sekil 22-24). Sonugta; isaretli hiicre verilen tiim siganlarin akciger dokusunda
GFP (+) hiicrelere rastlandi. Bu hiicreler tiim gruplarda sayica az oldugu i¢in gruplar
arasi sayisal karsilastirma yapilamadi. Ancak niteliksel olarak degerlendirildiginde en
fazla pozitif hiicre miktari, MKH verildikten bir hafta sonra akciger dokusu incelenen
grupta idi (Sekil 22). Siire uzadik¢a GFP (+) hiicre sayisinin azaldig1 57. glinde akciger
dokusu alman sicanlarin doku kesitlerinde GFP pozitif hiicrelerin hemen tamamen
kayboldugu saptandi. Siirfaktan protein-C i¢in yapilan isaretlemede tiim kesitlerde, bu
proteini eksprese eden tip II pnomositler bulunmaktaydi. Yapilan ikili isaretlemenin
sonuclar1 degerlendirildiginde, GFP (+) hiicrelerin bazilarinin ayn1 zamanda stirfaktan
protein-C’yi de eksprese ettigi gézlendi. Bu durum, verilen MKH’lerin hasarli dokuya
yerleserek o dokunun hiicrelerinin (tip II alveolar epitelyal hiicre) 6zelliklerini aldigin
gostermektedir. Verilen MKH’lerin bir kisminin tip II alveolar epitelyal hiicreye
donustiigl ve stirfaktan sentezledigi saptanmustir. Siirfaktan protein-C eksprese etmeyen
GFP (+) hiicrelerin akcigerin diger tip hiicrelerine doniisiip doniismedigi ise
belirlenememistir.

Hiperoksik akciger hasar1 olusturulan sicanlarda 10. giin sonunda normoksik
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli olan agirlik kayb1 saptandi. Hiperoksi aracili

akciger hasart olusumu beklenen sekilde sican yavrularinda belirgin agirlik kaybina
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neden olmustu. 57. giinde hiperoksik gruplar normoksik grubun agirligina ulagmiglardi
ve agirliklart arasinda fark izlenmedi. Ancak hiperoksik gruplarda agirlik az da olsa
daha distiktii. Hiperoksik gruplarin kendi arasinda karsilastirilmasinda agirliklarin
hiperoksi uygulamasindan ve verilen tedavilerden etkilenmemis oldugu, 57. giindeki
agirliklar arasinda istatistiksel olarak fark olmadig: izlendi.

Sicanlarin gogiis kafesi acilip akcigerleri ¢ikarildiktan sonra kalp ve etraftaki bag
dokulardan temizlenerek yas akciger agirlig1 ol¢tildii. Akciger agirligindaki artisin 6dem
ve konjesyonla iliskili oldugu bildirilmistir.** Bizim c¢alismamizda da hiperoksik
gruplardan plasebo ve medyum verilen gruplarda akciger agirliginda istatistiksel olarak
anlamli olan artig vardi. Vasat ve MKH verilen gruplarda akciger agirliklar normoksik
gruba yaklagmis olup akciger agirliklart arasinda anlamli farklilik izlenmedi. Vasat ve
MKH tedavisinin akciger agirligi lizerine olumlu etkisi oldugu bu etkinin medyum
verildiginde izlenmedigi saptandi. Vasat ve MKH verilen gruplar kendi arasinda
karsilastirildiginda akciger agirliklar: agisindan farklilik yoktu.

Calismamizda hiperoksi aracili hasarin ve trakeal yolla MKH uygulamasinin
akcigerde olusturdugu degisiklikler histopatolojik olarak degerlendirildi. Daha onceki
yayinlarda patolojik degerlendirmeler birkag parametre i¢in yapilmis olup hiperoksik
akciger hasarinin tim patolojik degisimlerini bir arada ve niceliksel olarak
degerlendiren bir evreleme sistemine rastlamadik. Calismamizda i1sik mikroskobik
diizeyde akciger parankim c¢atisi, amfizem ve O6dem olusumu, noétrofil I6kosit
infiltrasyonu,'**'*" fibrozis,'*® konjesyon ve kanama varligi'**"** daha 6nce yapilmis
calismalar bir araya getirilip yeniden diizenlenerek ayri ayri degerlendirildi. izlenen
patolojiler standardizasyonun saglanmasi i¢in numerik olarak derecelendirildi.

Hiperoksi uygulanan gruplardan sadece MKH verilen grupta alveol sayisinin
artti1 ve normoksi gruplarina gére (Grup N ve Grup S) farklilik olmadig: saptandi.
MKH tedavisi alveol sayisini normoksik gruplardaki sayr kadar arttirmisti. Hiperoksi
uygulanip plasebo, medyum ve vasat verilen gruplarda alveol sayisinda normoksi
grubuna gore istatistiksel olarak da anlamli olan azalma vardi. MKH uygulanmasi ile
elde edilen alveol sayis1 artig1, vasat veya medyum uygulanmasinda saglanamamisti.

Hiperoksi uygulanip MKH ve vasat verilen gruplarda alveol capinin azaldigi
(amfizemin diizeldigi) ve normoksi gruplariyla (Gup N ve Grup S) farklilik olmadig:

saptand1. Hiperoksi uygulanip plasebo ve medyum verilen gruplarda ise alveol
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capindaki artis (amfizem gelisimi) normoksi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulundu. Hiperoksik gruplarin birbirleriyle karsilagtirllmasinda MKH verilen grupta
medyum verilen gruba gore alveol capinda istatistiksel olarak anlamli olan azalma
oldugu; vasat verilen grupta medyum verilen gruba gore alveol ¢apinda azalma oldugu
ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi; vasat ve MKH verilen gruplarin
alveol caplarinin karsilastirmasinda farklilik olmadigi izlendi. MKH ve vasat
uygulanmasimin amfizem iizerine olumlu sonuglar1 vardi. Diger ¢alismalarda oldugu
gibi bizim ¢alismamizda da hiperoksi ile azalmis septasyon ve alveol sayis1 oldugu,
MKH verilmesi ile alveol sayisimin arttig1 ve amfizemin azaldigi bulunmustur.'®® Vasat
verilmesi ise sadece alveol ¢capinda azalma saglamis, alveol sayisini arttirmamistir.

Plasebo, medyum ve vasat verilen gruplarda, normoksik gruplara gore akciger
O6demi olmayan (6demi “0” derece olan) sican sayis1 daha azdi ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05). MKH verilen grupta édemi olmayan sigan sayisi
normoksik gruplara benzer sekilde olup aralarinda istatistiksel acidan fark yoktu. 1.
derece 6demi olan sigcan sayisi plasebo, medyum ve vasat verilen gruplarda normoksik
gruplara gore belirgin olarak fazla iken MKH verilen grupta 1. derece 6demi olan sican
sayist agisindan normoksi grubuna gore istatistiksel olarak fark bulunmadi. 2. derece
O6demi olan sigan sayist agisindan gruplar arasinda fark yoktu. Hiperoksi uygulanmasi
ile normoksik gruplara gore hafif-orta derecede 6dem gelistigi, MKH verilmesinin
O6demi azalttig1 diistintildii.

1. ve 2. derece konjesyon gelisimi agisindan gruplar arasinda fark bulunmadi.
MKH verilmesinin konjesyona olumlu etkisi olmamasti.

MKH verilmesi 1. derece l6kosit infiltrasyonunu diger hiperoksik gruplara gore
azaltmistt ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. MKH verilmesi 2.
derece l0kosit infiltrasyonu gelisimine olumlu etki saglamamisti. Vasat verilmesi de
16kosit infiltrasyonunu azaltmamasti.

BPD’nin bilinen histopatolojik bulgularindan biri olan fibrozis, 6ncelikle hasarin
onarim alanindaki yeni kan damarlarinin ve gevsek ekstraseliiler matriks graniilasyon
dokusunun etrafinda ortaya c¢ikmaktadir. Fibrozis gelisiminde hasarli alana fibroblast
infiltrasyonu oldugu, fibroblastlarin myofibroblastlara doniistiigii kabul goérmektedir.
Myofibroblastlar diiz kas hiicresi 6zelligi sergilerler ve a-Diiz Kas Aktin (a-Smooth

Muscle Actin, a-SMA) eksprese ederler. Olusan myofibroblastlar akcigerdeki fibrozisin
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gelisiminde 6nemli bir role sahiptir. a-SMA myojenik fibroblastlar1 gostermede 6nemli

bir belirteg olup fibrozisin degerlendirilmesinde kullanilir.'®

Kwong ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada erkendogan bebeklerin akcigerlerinde noétrofil ve makrofa) gibi
inflamatuar hiicrelerin TGF-B1 kaynagi oldugu, mezenkimal kok hiicrelerin antifibrotik
etkisi ile ilgili calismalarda TGF-B1, a-SMA ve kollojen artisina bakilarak fibrozisin

degerlendirilebilecegi  belirtilmistir.'®’

Xu ve arkadaslarinin sicanlarin yag doku
fibroblast kiiltiirlinde retinoik asidin etkinligini gostermek icin yaptigi ¢alismalarinda,
retinoik asidin myofibroblast farklilagmasini ve a-SMA ekspresyonunu diizenleyici
etkisini, a-SMA ile boyanmanin azalmis olarak izlenmesi seklinde belirtilmistir.'®* Ozer
ve arkadaslarinin, hiperoksik akciger hasarinda retinoik asit tedavisinin etkinligini
degerlendirdikleri hayvan calismasinda retinoik asidin fibrozisi azalttig1 belirtilmistir.
Bu etkinin fibroblastlarin myofibroblasta farklilasmasinda azalma yoluyla oldugunu ve
bunu gostermede o-SMA ekspresyonunda azalma izlenmesini kullandiklarini
belirtmislerdir.'*

Calismamizda  hematoksilen-eosin  ile  yapilan incelemelerde  fibrozis
goriilmemesine karsin immiinhistokimyasal yontemlerle myofibroblastlarin varlig
gosterilmigtir. Bu durum hiperoksi sonrasi fibrozise egilim oldugunu ancak
hematoksilen-eosin ile boyanacak kadar fibrozis gelismedigini dislindiirmiistiir.
Myofibroblastlarin a-SMA ekspresyonuna gore fibrozisin degerlendirmesinde a-SMA
eksprese eden hiicrelerin yayginligi ve bu hiicrelerdeki boyanmanin yogunlugu zayif ve
giiclii olarak skorlanmigtir. Normoksik gruplara gore plasebo verilen grupta giiclii
boyanma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Vasat ve MKH verilen gruplarda
plasebo verilen gruba gore a-SMA ekspresyonu belirgin olarak azalmistir. Vasat ve
MKH verilmesinin myofibroblast ekspresyonunu azalttig1 kanaatine varilmigstr.

MKH’lerin akciger hasar modellerinde kullanildig: ¢caligmalarda basarili olduguna
dair veriler olmakla birlikte aksini idda eden yaymlar da bulunmaktadir. Hennrick ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, RDS nedeniyle mekanik ventilasyon uygulanan
erkendogan bebeklerin trakeal lavaj sivisinda MKH o6zelligi gosteren ve fibroblastlara
benzeyen hiicrelere rastlanmisti. MKH izole edilen bu bebeklerde izole edilmeyenlere
gore mekanik ventilatdrde kalis siiresi, oksijen destegi gereken giin sayis1 ve BPD
siklig1 artmis olarak izlenmistir.'®> Popova ve arkadaslarmim, BPD gelisme olasilig1 olan

erkendogan bebeklerin trakeal lavaj sivisinda MKH’lerin roliinii inceledikleri
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calismasinda MKH’lerin mRNA’sinin kendiliginden myofibroblast projenitér hiicre
belirteglerini  kodladigi  gosterilmistir.'® Bir baska bulgu ise yenidoganin
akcigerlerindeki MKH’lerin insan kemik iligi tiirevi MKH’lerinden farklilik
gostermesidir. Yenidogan MKH’lerinin aksine insan kemik iligi tiirevi MKH’lerinin
TGF-B1’e yanit olarak myofibroblastik doniisiimii azdir ve profibrotik uyarilar igin
esnek hatta antifibrotik faktorleri iiretme yeteneginde olabilir. Bu durum kemik iligi
tirevi MKH’lerin akciger hasar modellerinde tedavi edici sonuglari sergilemesini
aciklayabilir.'*?

Sonug olarak bu ¢alisma ile yenidogan sigcanlarda olusturulan hiperoksik akciger
hasar modelinde trakeal yolla sican kemik iliginden iiretilen MKH verilmesinin akciger
agirligini azalttigini, alveol sayisini arttirdigini, gelismis olan amfizemi hafiflettigini ve
myofibroblastlarin a-SMA ekspresyonunu azalttigin1 saptadik. Ayrica verilen isaretli
MKH’lerin hasarli akcigere yerleserek akciger dokusunun hiicrelerine benzedigini ve
stirfaktan sentezledigini gosterdik. Ancak MKH tedavisinin uzun siiregteki sonuglarini
ve akcigerin destek dokularindaki kayiplara olumlu etkisinin olup olmadigim
degerlendiren calismalara ihtiyag vardir. Olasi tiimér riski akilda tutulmalidir. lyilesme
arayisindaki caresiz hastalar yasam kalitesini arttirict yeni tedavileri umutla
beklemektedir. Ancak kok/projenitor hiicrelerle ilgili daha ¢ok bilgiye ihtiyag olup
klinik O6ncesi kisa ve uzun donemde etkinlik ve giivenlikle ilgili ¢aligmalar klinik

calismalarin hizini arttiracaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. Hiperoksi uygulanan sicanlarin hiperoksi uygulamasi bitimindeki viicut
agirliklarinin oda havasi soluyan gruplara gore azalmis oldugu bulunmustur.

2. Hiperoksi uygulanip plasebo ve medyum verilen gruplarin akciger agirliklarinin
normoksi grubuna gore artmis oldugu, vasat ve MKH verilen gruplarda ise akciger
agirliklarinin normoksik gruba yaklagmis oldugu bulunmustur.

3. MKH verilen grupta alveol sayisinin artti§1 ve normoksi grubuna yaklagmis
oldugu saptanmistir.

4. MKH verilen grupta alveol ¢aplarinin azaldigi (amfizemin diizeldigi) ve
normoksi grubuna yaklagmig oldugu saptanmuistir.

5. Hiperoksi uygulanmasi ile normoksik gruplara gore hafif-orta derecede 6dem
gelistigi, MKH verilmesinin 6demi azalttig1 saptanmustir.

6. MKH verilmesi 1. derece konjesyonu diger hiperoksik gruplara gore azaltmis
ancak, agir (2. derece) konjesyona olumlu etkisi olmamustir.

7. MKH verilmesi 1. derece 16kosit infiltrasyonunu diger hiperoksik gruplara gore
azaltmis ancak, 2. derece 16kosit infiltrasyonu gelisimine olumlu etki saglamamuistir.

8. Vasat ve  MKH verilen gruplarda plasebo verilen gruba gore a-SMA
ekspresyonu belirgin olarak azalmistir. Vasat ve MKH verilmesinin myofibroblast
ekspresyonunu azalttig1 kanaatine varilmistir.

9. Isaretli MKH verilen gruplarin akciger dokularinda siirfaktan protein-C pozitif
hiicrelere rastlanmistir. Negatif kontrol kesitlerinde GFP (+) hiicreler goriilmesine
ragmen siirfaktan protein-C ekspresyonuna rastlanmamistir. Bu, goriilen MKH’lerin
bizim verdiklerimiz oldugunu belirtmektedir. Siire uzadik¢a GFP pozitif hiicre sayisinin
azaldig1 57. glinde akciger dokusu alinan siganlarin akciger doku kesitlerinde GFP (+)
hiicrelerin hemen tamamen kayboldugu saptanmustir.

10. 10 giin hiperoksi uygulanip MKH verilen ve birer hafta ara ile akcigerleri
cikarilan sicanlarin akciger dokusunda GFP ve siirfaktan protein-C pozitif hiicrelerin
yerlesiminin yeterli miktarda oldugu goriilmiistiir. Ancak GFP (+) hiicre miktarinin her
gecen haftada daha az oldugu izlenmistir. Sonugta, isaretli hiicre verilen tiim sicanlarin
akciger dokusunda GFP (+) hiicrelerin hasarli dokuya yerlestigi gosterilmistir.

11. Sirfaktan protein-C i¢in yapilan isaretlemede tiim kesitlerde, bu proteini
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eksprese eden tip II pnomositler goriilmiistiir. Yapilan ikili isaretlemenin sonuglari
degerlendirildiginde, GFP (+) hiicrelerin bazilarinin ayn1 zamanda siirfaktan protein-
C’yi de eksprese ettigi gozlenmis olup bu durum, verilen MKH’lerin hasarli dokuya
yerleserek o dokunun hiicrelerinin (tip II alveolar epitelyal hiicre) 6zelliklerini aldigini
gostermektedir. Verilen MKH’lerin bir kisminin tip II alveolar epitelyal hiicreye
doniistiigli ve siirfaktan sentezledigi saptanmistir.

12. Siirfaktan protein-C eksprese etmeyen GFP (+) hiicrelerin akcigerin diger tip
hiicrelerine doniislip doniismedigi belirlenememistir.

13. Bronkopulmoner displazi ¢aligmalarinda hiperoksik akciger hasar modelinin
yeterliligi gozden gegirilmelidir.

14. MKH tedavisinin 6zellikle uzun dénemdeki sonuglarin1 ve akcigerin destek
dokularindaki kayiplara olumlu etkisinin olup olmadigini degerlendiren caligsmalara

ihtiya¢ vardir.
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Varsa Mezuniyet Derecesi HE
Gorev Yerleri : Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda Pediatri
Asistan1 (2001-2006)
- Siirt Pervari Devlet Hastanesinde Devlet Hizmet
Yikiimliligi Gorevi (2007-2008)
- Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig
ve Hastaliklar1 Anabilim Dal1, Neonatoloji Bilim
Dalr’nda Yandal Uzmanlik Asistan1 (2009-2011)
- Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklart Anabilim Dali, Neonatoloji
Bilim Dali’nda Yandal Uzmanlik Asistan1 (2012
Ocak ayindan ber1)
Dernek Uyelikleri t-
Alian Burslar t-
Yabanci Dil(ler) : Ingilizce
Diger Hususlar t-
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