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GIRIS

Nekrotizan enterokolit, farkli etyolojilere ve dnemli mortalite hizma sahip,
genellikle prematiire yenidoganlar1 etkileyen, barsaklarin kismi veya tam iskemisi ile
karakterli onemli bir gastrointestinal hastaliktir. Nekrotizan enterokolit gelisiminden
sorumlu oldugu diisiiniilen baslica risk faktorleri; prematiirite, hipoksi, enteral
beslenme, enfeksiyon, iskemi, sitokinler ve farmakolojik ajanlardir. Nekrotizan
enterokolit konusunda yapilan c¢ok sayidaki deneysel ¢aligsmalara ve klinik
arastirmalara ragmen, etyoloji ve patogenez tam olarak anlasilamamustir. Bilinen tek
sey tetigi ¢eken mekanizma ne olursa olsun, hastaligin barsak duvarinda dolasim

bozuklugu, nekroz ve bakteriyel invazyonla karakterize oldugudur (1-6).

Nekrotizan enterokolit patogenezindeki en 6nemli faktoriin mezenter iskemisi
oldugu ileri siiriilmektedir. Diving refleks (kalp ve beynin selektif olarak refleks
dolasim santlariyla perflizyonunun saglanmasi) selektif olarak splenik iskemiye yol
acar. Prematiire bebekler, hipoksi, asidoz, hipotansiyon, hipotermi, umbilikal
kateterizasyon gibi yenidoganin barsak hasarmnin patogenezinde rol oynayan 6nemli
faktorlere maruz kalir. Mezenterik kan akimmm kisitlandigr durumlarda
reperflizyonun ardindan ksantin oksidaz, hipoksantin ve molekiiler oksijen arasindaki
etkilesimler sonucu ortamda siiperoksit radikalleri denilen maddeler artmaktadir
(7,8). Iskemi sonras1 gelisen reperfiizyon evresinde, yapimi artan serbest oksijen
radikalleri, tiimor nekrotizan faktor-alfa, trombosit aktive edici faktér  gibi
enflamatuvar mediatorlerin  intestinal mukozal zedelenmeyi daha da arttirarak

iilserasyon ve nekroz olusturduklar: diistiniilmektedir (9-12).

Resveratrol (3,4°,5- trihydroxystilbene) stilbenlerin alt grubu olup bitkiyi fungal
enfeksiyonlardan koruyan polifenol yapida antioksidan ve antienflamatuvar bir
maddedir (13). Resveratrol’iin dogal antioksidan rolii li¢ farkli  antioksidan
mekanizma ile aciklanmaktadir. Bunlardan biri, koenzim Q ile yarismak ve reaktif
oksijen triinleri olusum yerinde oksidatif zincir kompleksini azaltmaktir. Digert,

mitokondride olusan siiperoksit radikalini yakalamak, sonuncusu ise lipid



peroksidasyonunun inhibisyonudur. Bir¢ok ¢alismada resveratroliin hem siiperoksit
hem de hidroksil radikalini yakalama yeteneginin oldugu gosterilmistir (14).
Melatonin, elektrondan zengin bir molekiildiir ve direkt antioksidan 6zelligi
vardir (15). Oldukga toksik olan hidroksil radikalleri basta olmak iizere, diger serbest
oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif hasardan makromolekiilleri 6zellikle de
deoksiriboniikleik asit’i koruyabilir. Melatoninin, hem in vitro, hem de in vivo
calismalarda bir¢ok biyolojik etkisinin yani sira, gii¢lii bir radikal siipiiriicii hidroksil
radikali, siiperoksid anyon radikali, peroksil radikali ve peroksinitrit anyonuna
etkilidir. Antioksidan enzimlerden siiperoksid dismutaz, rediikte glutatyon, glutatyon
peroksidaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz stimulasyonu ve nitrik oksit sentaz
inhibisyonu 6zelliginin olmasi, iskemi reperflizyon hasarmda etkili bir koruyucu
olabilecegini diistindiirmektedir (16,17). Melatoninin, E vitaminine gére en az iki

kat, glutatyona gore bes kat daha etkili bir antioksidan oldugu gosterilmistir
(18).

Tam olarak aydmlatilamamis olmakla beraber iskemik hasara ugramig bir
barsak zemininde gelistigi diisiiniilen nekrotizan enterokolit’te, bebeklerin siklikla
zamanindan Once dogmus ya da diisik dogum agirlikli, bagisiklik sistemleri
yeterince gelismemis yenidoganlar olmasi nedeniyle, uygulanacak tedavi konusu
halen tartismalidir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda resveratrolun ve
melatoninin serbest oksijen radikallerini tuttugu gdosterilmistir. Barsaklarda olusan
hasar, antioksidan maddeler ile diizeltilebilir. Bu ¢aligma hipoksi-reoksijenizasyon
modeli ile olusturulan intestinal hasarda profilaktik olarak verilen resveratrol ve

melatoninin etkilerini aragtirmak amaci ile yapilmaistir.



GENEL BILGILER

NEKROTIZAN ENTEROKOLIT

Nekrotizan entrokolit (NEK) yenidogan  periyodunda en sik goriilen
gastrointestinal acil problemdir (1-4,19). Yapilan bir¢ok calismaya ragmen etyolojisi
tam olarak aydmlatilamamistir. Birgok etken 6ne siiriilmiistiir. Tetigi ¢ceken etkenden
bagimsiz olarak, bu etkenlerin tek baslarma veya birlikte ayn1 yol lizerinden etki

ederek NEK’e yol actiklar1 distiniilmektedir (1-4).

Ancak genel olarak kabul gormiis dort 6nemli etken vardir.
1-Prematiirelik

2-Hipoksi, iskemi ve yeniden kanlanma hasan
3-Hastahga yol acan mikroorganizmalarin varhg:

4-Ag1zdan beslenmenin baslamasidir

Bu etkenlerden bir veya daha fazlasinin koruyucu islevde yetersizlige yol
acarak, NEK’e ilerleyebilen mukozal hasara neden oldugu diisiiniilmektedir (1-4)

(Sekil-1).

[PREMATEORITE |

I | BESLENME |

|I'A;\L-\r1‘"1; KONAK | /

ABERRAN BAKTERIYEL KOLONIZASYON
YETERSIZ TOKSIN NOTRALIZASYONU

Direk
toksik
etkiler

I LOKAL ILTIHABI MEDIATOR URETIMI I

Sitolitik

toksinler NOTROFIL VAZOKONSTRUKSIYON
AKTIVASYONU I
I SERBEST OKSIJEN RADIKALI I

| INTESTINAL HASAR |

Sekil - 1: Nekrotizan enterokolit gelisimine neden olan baglica etkenler
NEK: Nekrotizan enterokolit
(Dog¢.Dr Abdullah Ceylan’dan izin alinarak kullanilmistir.)



PATOGENEZI

Prematiirite

NEK ¢ogunlukla diisiik dogum agirliklt prematiirelerin bir hastaligidir (1-
4,19). Prematiirelerde mide asit iiretimi ve barsaktaki koruyucu mukus seviyesi
disiiktiir, mukozal gecirgenlik fazladr ve normal koordine peristaltik aktivite
gelismemistir (20-22). Prematiirelerdeki oral gida intoleransi, enterik sinir sistemi
ganglion hiicrelerinin gelisimiyle diizelir. Barsak motilitesinde gorev alan, sinir
pleksuslariyla diiz kas hiicreleri arasinda iletisimi saglayan interstisyel kajal
hiicrelerinin yetersiz gelisimi nedeniyle, barsaklardaki giday: ilerletici kasilmalar
yetersizdir. Gida ilerletilmesi yeterli olmadigindan barsak tikanikligina egilim vardir,
bu durum barsakta genisleme ve mukozada iskemi gelisimiyle sonuglanabilir (21).
Esas olarak prematiire bebeklerde goriilmekle birlikte, NEK gelisen bebeklerin %
10’unu zamaninda dogan bebekler olusturmaktadir (21,23,24). NEK gelisimi
dogum agirligi ile ters orantilidir ve prematiirelerde daha matiir bebeklere kiyasla
daha ge¢ gorilmektedir (3,4,17,19,23). Savunulan diger goriis ise gestasyonel yasin
diisiik dogum agirhigindan daha 6nemli oldugudur. Ozellikle 30-32 hafta arasinda
dogan yenidoganlar NEK gelisimi agisindan yiiksek riske sahiptir (25,26). Gebelik
yas1 35-36 haftayr gecince riskte 6nemli bir azalma olur. Bu da NEK gelisiminde

barsak olgunlagsmasinin birincil rol oynadigini diistindiirmektedir (27).

Olgunlasmamis Barsak Hareketleri ve Sindirimi

Pretermlerde ince barsagin hareketleri ve barsakta iletimi saglayan motor
aktivite termlere gore daha az gelismistir (28). Barsak hareketleri gebeligin 30.
haftasindan 6nce yetersiz, barsaklardaki itici dalgalarin yayilimi daha azdir. Barsak
duvarindaki kas tabakalarmin yetersizligi, peristaltik dalgalarda uyum bozuklugu,
antiperistaltik dalga sayisinin yliksek olusu, barsaktaki hormonal salgilarin azligi
pretermlerde barsak gecis zamanini uzatir (20). Bunu gecikmis gastroanal gegis
zamanindan anlayabiliriz (29). Tiim bu nedenlerden dolay1 pretermlerin yarisi ilk
mekonyumunu dogum sonras1 48. saatten sonra ¢ikarir (20). Motilin ve pankreatik
polipeptid barsakta iletimi saglayict motor aktiviteyi uyaran faktorlerdir. Fetusta
bagirsagin noroendokrin gelisimi 25. haftada tamamlandigi  halde preterm

yenidoganlarda motilin ve pankreatik polipeptidin salgi seklinin olgunlagsmamis



olmasindan dolay1 iletimi saglayict motor aktivite 32-36. haftalardan once goriilmez
(3,29). Agizdan beslenme ile motilin seviyesinin 3 katina kadar arttigi
gosterilmistir. Dolayisiyla preterm bebeklerin ilk gilinlerden itibaren ¢cok az da olsa
agizdan beslenmelerinin bakteriyel ¢ogalma ve gogii azaltarak NEK gelisme riskini
azalttig1 tespit edilmistir (29). Eritromisin 32 haftadan biiyiik yenidoganlarda motilin
reseptorlerine baglanarak iletimi saglayict motor aktiviteyi artirir. Ancak NEK
acisindan daha riskli olan 32 haftadan kiigiik pretermlerde etkisiz oldugu

gosterilmistir (30).

Olgunlasmamis Barsak immunitesi

Preterm bebeklerde barsak immun sisteminin iyi gelismemis olmas1 barsak
bakterilerine karsi direnci azaltmaktadir. NEK klasik olarak prematiire ve diisiik
dogum agirlikli bebeklerin hastaligi oldugundan barsagin koruyucu faktorlerinin
immatiiritesinden  kaynaklaniyor olmas: akla yatkin gelmektedir. Preterm
yenidoganlarin barsak bariyeri hem fizyolojik hem de immunolojik olarak
olgunlasmamistir. Bu bariyer, limendeki bakterilerin sisteme ulagsmasini engelleyecek
karmasik anatomik ve fonksiyonel 6zelliklere sahiptir. Bariyerin spesifik kanadinda yer
alan immiin sistem komponentleri B ve T hiicreleri ve immiinglobiilinlerdir. Yenidogan
bebeklerde intestinal B ve T lenfositleri diisiik sayidadir. Prematiir bebeklerin
barsaklarindaki sekretuar IgA, IgG ve IgM diizeyleri disiiktiir. IgA, bakterileri
baglayarak onlarin barsak mukozasina yapigsmalarini Onleyen barsagin koruyucu
mukozal baryerinin olugsmasinda hayati bir 6neme sahiptir (31). Baz1 invitro ¢aligmalar
sonucunda olgunlagsmamis barsak hiicrelerinin patojenik uyarilara asir1 iltihabi cevap
gostermeye meyilli olduklar1 gosterilmistir. Arastirmacilar bunun nedeninin
gelisimsel olarak heniiz yeterli diizeye erismemis olan niikleer faktér kappa B (NF-
kB) inhibitorii ve bunun sonucunda daha fazla NF-«xB aktivitesi olusturmasi sonucu
oldugunu o6ne siirmiislerdir Bu modelde artmis iltihabi cevap, artmis hiicresel

enflamasyona ve kontrolsiiz hiicre hasarina neden olabilir.

Intestinal Bariyer
Bozulmug barsak bariyer1 NEK olusumunda 6nemli bir faktordiir. Barsak
bariyeri, viicudun enterik bakteriler tarafindan istila edilmesini 6nleyen islevsel ve

anatomik bir savunma sistemidir (20). Eger barsak epitel bariyerin yapisal veya



biyokimyasal bilesenleri tam olarak olgunlagmamaissa bakteriler daha derin dokulara
ilerleyebilir ve iltihaba neden olabilirler. Barsak epiteli yararli bakteriler ile birlikte
ortak olarak var olmali ve olas1 patojenlere kars1 koruma saglamalidir. Barsak epitel
hiicreleri gebeligin 10. haftasindan itibaren sekillenen siki baglant1 yapilari
tarafindan birbirlerine baglanirlar. Barsak fonksiyonlar1 bu baglarin tam olarak
gelismesine baglidir. Fetal barsak salgi ve emilim islevleri amniyon sivisinin etkisi
altinda 26. haftadan terme kadar gecen siirede kademeli olarak olgunlagmaya
basladigindan preterm yenidoganlarda bu islevler tam olarak gelismemistir.
Ozellesmis enterositler miisin salgilarlar ve barsak mukozast iistiinde kalin koruyucu
bir tabaka olustururlar. Bu mukus tabakasi bakterilerin epitel hiicrelerine dogrudan
baglanmasina engel olur, yapisan bakterileri bir araya toplar ve uzaklastirilmalarini
artirir. Pretermlerde tam olarak islev gérmeyen barsak epitel bariyer islevlerinden bir
digeri de biyokimyasal savunma islevidir. Kiiclik barsak kriptlerinin tabanina
yerlesmis paneth hiicreleri 6zellesmis salgilayici enterositler olup lizozim, fosfolipaz
A, ve kii¢lik antimikrobiyal peptidler salgilarlar. Bu salgilar bakteriyel topluluklarin
yapisint ve dagilimim etkilemektedir. Barsak hiicrelerince iiretilen iki 6nemli
antimikrobiyal peptid sinifi vardir. Bunlar “defensin™ ler (o ve B) ve “cathelicidin”
lerdir. Mikrobik uyariya yanit olarak Paneth hiicreleri “a defensin” salgilarlar.
Barsak epitel hiicreleri ise genel olarak “f defensin” ler salgilarlar. Bu antimikrobiyal
peptidler bakteriler, viriisler, mantarlar, protozoalar ve spiroketler de dahil olmak
iizere genis bir mikroorganizma grubuna karsi biyoaktivite gosterirler. Preterm
yenidogan barsagiin bariyer islevleri gelismediginden, patojen ve toksinleri barsak

boslugundan etkili bir sekilde uzaklastiramaz (3).

Olgunlasmamis Barsak Dolasimi

Olgunlasmamig barsagin hipoksiye cevabi1 ile ilgili yapilan hayvan
calismalarinda hipoksiye cevabin, uygun olmayan, uzamis vazokonstriiksiyon oldugu
goriilmiistiir (32). Barsak dolasimmin olgunlagsmamis cevabi ile birlikte veya
beslenme  sonrast  barsakta  hipoksi-iskemi meydana  gelebilir. Preterm
yenidoganlarin siklikla vazokonstriiksiyon, hipotansiyon ve tromboz ataklari
yasamalar1 barsagin kan akimmi azaltir ve barsak mukozasinin hasar gorme

olasiligint artirir (33).



Anormal Bakteriyel Kolonizasyon

NEK’in in trauterin donemde olusmamas1 NEK patogenezinde anormal bakteri
kolonizasyonunun rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Prenatal donemde steril
olan intestinal sistemde in utero NEK vakasi tanimlanmamistir ve enflamatuvar
barsak nekrozunun baglangici i¢in Onceden barsak kolonizasyonunun olmasi
gerekmektedir (34). Kolonizasyonun baslica nedenlerinden biri mideden az
miktarda hidrojen salinimi ve diisiik pankreatik proteolitik enzim aktivitesi
olarak sayilabilen olgunlagsmamis fizyokimyasal barsak ic¢i faktorlerdir. Diisiik
enterokinaz ve triptik aktivite sonucunda barsak hasar1 yapma ihtimali olan
toksinlerin hidrolizi yapilamaz. Boylece olgunlasmamis  sindirim, c¢evresel
patojenlerin enterosite ulagsmasina ve patojenler tarafindan kolonizasyonuna neden

olur (3,20,28).

Hipoksik Iskemik Hasar /Mediatorler

Son yillarda NEK patogenezinde iskemik mukozal hasarin molekiiler
diizeydeki bulgular1 yayinlanmaya baslamistir (27). Bu ¢alismalar iskemik
zedelenme sonrasi tekrar kanlanma ve oksijenizasyon ile ortamda serbest oksijen
radikallerinin (SOR) ve c¢esitli enflamatuvar mediatorlerin  ortaya ¢iktigini
gostermistir (35). Reperfiizyon, iskemik dokunun oksijenlenmis kan ile perflize
edilmesiyle, enerji desteginin saglanmasi ve hiicresel homeostazisin yeniden
restorasyonu demektir. Iskemi sirasinda, adenin trifosfat (ATP) nin hizla metabolize
olmas1 nedeniyle ksantin ve hipoksantin seviyeleri artmaktadwr. Ortamda
nikotinamid-adenin diniikleotid fosfat (NADP)’mn indirgenmis formu (NADPH) ve
ksantin veya hipoksantin bulundugunda, molekiiler oksijenin ksantin oksidaz
araciliiyla stiperoksit ve diger serbest radikallere doniismesi s6z konusudur (31).

Serbest oksijen radikalleri i¢inde hidrojen peroksit (H,O), siiperoksit (O;) ve
hidroksil radikali (OH") en onemli ve hasardan sorumlu olan radikallerdir. SOR’leri
lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, notrofil aktivasyonu ve deoksiribo
niikleik asit (DNA) hasar1 olusturarak hiicre 6liimiine, bolgesel hasar gelisimine ve
sistemik bulgulara yol acarlar. Deneysel ¢alismalarda SOR’nin olusumunu ya da
etkisini 0nleyen maddeler verildiginde intestinal hasarin ve NEK gelisiminin azaldig1
saptanmistir (36-39). Hasarlanan barsak epitel hiicreleri ve aktive notrofillerden

salman enflamatuvar mediatorlerin baslicalari; ‘platelet activating factor’ (PAF),



tiimdr nekroz faktdr (TNF-o), Nitrik Oksit (NO), Interlokin-1 (IL-1), Interlokin-6
(IL-6), Interlokin-12 (IL-12), Interlokin-18 (IL-18) olarak sayilabilir (40). Birgok
calismada NEK’te bu sitokinlerin lokal ve sistemik olarak arttig1 ve doku hasarinda
birincil rol oynadiklar1 saptanmistir (5,41-43). Bu mediatorlerin intestinal mukoza

zedelenmesini daha da artirarak iilserasyon ve nekroz olusturduklar: diisiiniilmektedir

Enteral Beslenme

Enteral beslenmeye hizli ve erken gegis, enterik kan akiminda ve mukozanin
oksijen ihtiyacinda artmaya neden olmaktadir. NEK gelisen bebeklerin %90-95’inde
enteral beslenmenin major rol oynadig1 goriilmiistiir (44). Tamamen sindirilemeyen
mamalar, gastrointestinal sistemde bakteri proliferasyonu igin substrat gorevi
yaparak NEK gelisimine zemin hazirlamaktadir. Yenidoganlarda sindirilemeyen
karbonhidrat, barsaktaki bakteriler tarafindan fermente edilerek yag asidi ve laktik
aside doniistiiriiliir. Bu sirada karbon dioksit ve hidrojen gazi iiretilir. Uretilmis olan
yag asidi, distal ince barsak ve kolondan emilir. Patojen bakterilerin varliginda yag
asidi ve gaz liretimi artar, bu miktar emilim kapasitesini asarsa, liimen i¢i pH diiser
ve mukozada hasar olusur (4,21). Besinlerin emilimi sirasinda barsaklar1 etkileyen
metabolik ihtiyacin artmasi, hipoksik iskemik stres, immatiir vaskiiler diizenleme
kapasitesi, immatiir immiin sistem ve gastrointestinal dismotilite doku hipoksisine
yol acar ve takiben bakteriyel invazyonun da eklenmesiyle nekrotizan enterokolit
gelisir (45).

Hiperosmolar mamalarla beslenmenin yiiksek voliimlii ve hizli beslemenin,
ozellikle prematiire bebeklerde NEK riskini arttirdigi bildirilmektedir. Berseth ve
arkadaslarinin (46) ¢alismasinda, minimal enteral beslenenler ve voliim artisi
yavas yapilanlarda, hizli volim arttirlanlara gore daha az NEK gelistigi

gosterilmistir.

Bakteriyel Kolonizasyon ve Sepsis

Bazi arastirmacilar, NEK’in patogenezinde infeksiyoz ajanlarin merkezi bir
rol {stlendiklerini ve NEK’in, normal veya hasar gormiis barsag1 tutan bir
infeksiyoz hastalik oldugunu, ¢esitli bakterilerin ve viriislerin bu hastalikta primer

ajanlar oldugunu ileri stirmiislerdir (20). Nekrotizan enterokolit’in patogenezinde



bakterilerin rol aldigmi destekleyen deliller de tespit edilmistir (20). Ornegin hastalik
esnasinda yenidoganda enfeksiyon ajani ve hastalifin zaman zaman epidemiler
seklinde ortaya c¢iktig1 tespit edilmistir (20). Deneysel olarak endotoksin
verilmesinden sonra ve clostridium suslarinin oral verilmesinden sonra NEK
benzeri lezyonlar da olusturulmustur (47). Nekrotizan enterokolit’te sik¢a goriilen bir
bulgu olan pndmatosis intestinalis, %30 hidrojen gazi icerir. Bu gaz ise sadece
bakteriyel metabolizma sonucu iretilmektedir (33). Bakteriyel endotoksinlerin
intestinal sistemde PAF, TNF-a, ve IL-1 tretimini aktive ederek enflamatuvar
kaskad1 uyardiklar1 ve intestinal hasar gelisimini sagladiklar1 gosterilmistir (48).
Bakteri ve bakteri hiicre duvari lriinleri gram negatiflerde lipopolisakkarit (LPS),
gram pozitiflerde lipoteikoik asit (LTA) NEK ’in patogenezinde rol oynar (22,41).
Insan toll-like reseptorleri (TLR), biiyiik bir transmembran molekiil ailesidir. LPS
TLR-4‘e, LTA TLR-2’ye baglanir. Anne siitii ile beslenen ratlarda TLR-4 azalirken,
mama ile beslenenler de artar. PAF uygulanan ratlarda TLR-2 ve TLR-4 ii¢ katina
cikmaktadir. PAF seviyesi apopitoz yapamayacak kadar azken bile TLRyi arttirarak,

enflamasyon ve nekrozu baslatabilir (5,41).

Caplan ve arkadaglarinin (49) calismasinda enteropatojen kolonizasyonunu
onleyen ve intestinal olarak yararlh etkileri saptanan Bifidobacterium infantis verilen
yenidogan farelerde NEK insidansinin azaldigi gosterilmistir. Akisii  ve
arkadaslarinin (50) calismasinda yavru farelere oral olarak probiyotik bir ajan olan
Saccharomyces boulardi verilmis, kontrol grubuna gore bu farelerde intestinal
hasarin daha az olustugu, intestinal hasarda major rol oynayan PAF diizeylerinin

daha diisiik oldugu saptanmistir.

KLINIK BULGULARI

Nekrotizan enterokolit’in klinik bulgular1 6zgiin degildir. Hafif karin
sisliginden, perforasyona kadar degisen ¢esitli klinik tablolara neden olabilir. Letarji,
181 diizensizligi, apne, bradikardi, hipoglisemi ve sok goriiliir (24). Gastrointestinal
sistemle ilgili karmn sisligi, gaitada kan, beslenme sonrasi yiiksek gastrik rezidii,
kusma ve ishal olur. Ilerlemis hastalikta karmnda duyarlilik, barsak halkalarmin
muayenede ele gelmesi, batinda kitle, karm duvarinda 6dem, eritem ve krepitasyon

saptanir (20,21).



LABORATUAR BULGULARI

Nekrotizan enterokolitli hastalarda laboratuvar bulgular1 sepsis’i destekler
niteliktedir. Lokosit sayisinda artma ve daha siklikla da lokopeni olabilir. Vakalarin
yaklasik %37'sinde beyaz kiire sayis1 <1500 mm’® olarak bulunmustur. Koagiilasyon
bozukluklar1 hipo-hiperglisemi, metabolik asidoz ve elektrolit bozukluklar1 olabilir.
Metabolik asidoz siklikla sokun bir bulgusudur. Bazi hastalarda C-reaktif protein

diizeyinde artma goriiliir (1,51).

RADYOLOJIK BULGULARI

Nekrotizan enterokolit siiphesi olan vakalarda mutlaka radyolojik
degerlendirme yapilmalidir. En sik erken bulgu intestinal ileustur. Diger erken
donem bulgular1 barsak anslarinda dilatasyon, incelme ve hava-sivi seviyesidir.
Barsak duvari i¢inde gaz goriinlimii (pndmatozis intestinalis) NEK'in patogonomonik
radyolojik bulgusudur. Gaz subseroza ile muskularis tabakasi arasindadir ve patojen
bakteriler tarafindan tretilen hidrojene bagl olarak olusur (52,53). Ultrasonografi,
kontrast radyografi ve manyetik rezonans goriintiileme kullanilabilen diger tani

yontemleridir.

EVRELEME

Nekrotizan enterokolit’in evrelemesi ilk defa 1973’de Bell (54) tarafindan
yapilmistir. Bu evreleme tedavi ve takipte dnemlidir. Buna gore birinci evre siipheli
olgulari, ikinci evre NEK bulgularinin kesin oldugu olgular, ii¢lincii evre ise ciddi
olgular1 tamimlamaktadir (2,3). Daha sonra Walsh ve Kliegman (27) tarafindan
radyolojik bulgular evrelendirmeye eklenmistir (Tablo-1).
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Tablo - 1: Nekrotizan enterokolitte modifiye Bell evrelemesi

Nekrotizan Enterokolit Evreleri

Evre IA (siipheli NEK

Sistemik bulgular: Is1 diizensizligi, apne, bradikardi, letar;ji

Intestinal bulgular: Gastrik rezidii, karm sisligi, kusma, gaitada gizli kan
Radyolojik bulgular: Normal veya barsaklarda hafif dilatasyon

Evre IB (slipheli NEK)

Sistemik ve radyolojik bulgular: Evre IA ile ayn1
Intestinal bulgular: Rektumda kan

Radyolojik bulgular: Barsaklarda hafif dilatasyon

Evre IIA (kesin NEK)

Sistemik ve intestinal bulgular: Evre IA bulgularina ek olarak barsak seslerinin
olmamasi, karinda duyarlilik+/-

Radyolojik bulgular: Barsaklarda genisleme, ileus ve intramural hava

Evre IIB (kesin NEK)

Sistemik bulgular: Evre IIA bulgularina ek olarak hafif metabolik asidoz, hafif
trombositopeni

Intestinal bulgular: Barsak sesleri yok, karinda duyarlilik, karin duvarimnda seliilit
veya karmda kitle+/-

Radyolojik bulgular: Evre IIA bulgularma ek olarak portal vende gaz ve asit +/-

Evre IIIA (iler1t NEK)

Sistemik bulgular: Evre IIB bulgularina ek olarak hipotansiyon, bradikardi, ciddi
apne, kombine metabolik ve respiratuvar asidoz, dissemine intervaskiiler
koagulasyon, nétropeni

Intestinal bulgular: Karmnda sisme, duyarlilik, peritonit bulgular:

Radyolojik bulgular: Evre IIB bulgularina ek olarak asit

Evre IIIB (ileri NEK)
Sistemik ve intestinal bulgular: Evre IIIA bulgulariyla ayni
Radyolojik bulgular: Evre IIIA bulgularma ek olarak pndmoperitoneum

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Serbest radikaller dis yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona

sahip, kisa Omiirlii, molekiil agirlig1 diisiik kimyasal bilesiklerdir. Eslesmemis

elektrona sahip molekiiller kararsiz bir haldedir. Baska bir molekiille etkilesime

girerek dis yoOriingesindeki elektronu esleme ve kararli duruma getirme

egilimindedir. Boylece bu molekiiller herhangi bir molekiil ile etkilesime girerek

elektron alirlar veya verirler (55,56). Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikallerin

kaynaklar1 gosterilmistir (Tablo- 2).
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Tablo - 2: Serbest oksijen radikalleri kaynaklar1

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar
Mitokondriler (Solunum zinciri) Radyasyon

Hiicre zar1 [laglar

Sitokrom P-450 Sigara

Aktive lokositler (Fagositoz) Alkol,uyusturucu
Mikrozomal elektron tagima zincir Metal iyonlar1

Serbest radikallerin en énemlisi oksijenden tiireyen SOR’dir. Cok reaktif olan
bu yapilar, kararli duruma ge¢gme egiliminde olduklar1 i¢in, tek elektronlarini
ciftlemek lizere baska molekiillerle reaksiyona girdiklerinde, onlarmn yapilarini

degistirebilirler (56) (Tablo-3).

Tablo - 3: Serbest oksijen radikalleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit radikali Hidrojen peroksit
Hidroksil radikal Hipokbromooz asit
Alkoksil radikal Hipoklorik asit
Peroksil radikal Ozon

Hidroperoksil Singlet oksijen

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ ETKILERI

Serbest oksijen radikalleri yapisal 6zellikleri nedeni ile lipid, protein ve
niikleik asit gibi hiicre bilesenlerini okside etme kapasitesine sahiptir. Ozellikle hiicre
membran yapisinda bulunan doymamis yag asitleri oksidasyona duyarhdir ve
bunlarin oksidasyonu lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarinin baslamasma neden
olur.

Membran Lipidlerine Etki

Hiicre membran1 serbest radikaller i¢in kritik bir bariyerdir, cilinkii serbest
radikaller hiicre komponentleri ile etkilesim i¢in bu bariyeri gegmek zorundadirlar.
Lipid peroksidasyonu, hiicre zarinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin alfa-metilen

gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla baglatilmaktadir (56). Hidrojen

12



atomunun uzaklastirilmasiyla yag asidi lipid radikali halini alir. Yapida molekiil i¢i
cift baglarin yer degistirmesi ve ardindan molekiiler oksijenle etkilesim sonucunda
lipid peroksil radikali ortaya ¢ikar. Bunlar da yeni lipid radikallerinin olusumuna yol
acarken, kendileri de lipid hidroperoksitlerine doniismektedirler. Lipid
hidroperoksitleri yikilarak biyolojik olarak aktif yapilar olan aldehit ve karbonil
bilesiklerine doniistirler. Lipid peroksidasyonun en 6nemli iirlinii malondialdehid
(MDA) dir. Ug ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon
alisverigine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar ve
iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden

olur (56).

Proteinler Uzerine Etki

Serbest oksijen radikalleri proteinler {izerine olan hasar yapici etkilerini
proteinlerde serbest radikal birikimi yaparak gosterir. Doymamis bag ve siilflir iceren
molekiillerin serbest radikaller ile reaktivitesi yliksek oldugundan fenilalanin, tirozin,
triptofan, histidin, metionin gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenir. Bunun sonucunda 6zellikle siilfiir ve karbon merkezli radikaller
meydana gelir. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerde fragmantasyon ve c¢apraz
baglanmalar meydana gelebilir. Bunlar da protein fonksiyonlarinda bozulmalara yol
acabilecegi gibi, immun sistemi uyarabilecek antijjenik degisiklikler de

olusturabilirler (56).

DNA Uzerine Etki
Serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona yol acarlar.

Hidroksil gibi serbest radikal bilesikleri DNA bazlar1 iizerinde doniisiimsiiz
degisikliklere neden olurlar. Bunlardan en nemlileri timin ile (OH") nin olusturdugu
irin olan timin glikol ve guanin ile (OH’)’nin olusturdugu iiriin olan 8-hidroksi
guanindir. Olusan bu serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyonlara

ve Oliime yol agarlar (56).
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Karbonhidratlar Uzerine Etki

Ozellikle monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit ve
okzoaldehitler meydana gelir. Bir okzoaldehit olan gliokzil de DNA, riboniikleik asit
(RNA) ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda c¢apraz baglar olusturma
ozelliginden dolay1 antimitotik etki gosterir. Yine siiperoksit ve hidrojen peroksitin in

vitro olarak hyaluronik asidi pargaladiklar1 gosterilmistir (56).

ANTIOKSIDAN SISTEM

Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1
onlemek icin bir¢ok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan
savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. Hiicrelerin hem
sivi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler (57). Antioksidanlar endojen ve

ekzojen kaynakli olabilir.

A) Endojen (Dogal) antioksidanlar
1. Enzimler: Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, siiperoksid dismutaz,

katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz

Glutatyon

Reduk} GSSG
Glutal

NADPH Oksidaz
Elektron
Transport
Zinciri

[e73

NO Sentaz

Sekil - 2: Serbest oksijen radikalleri ve enzimatik detoksifikasyonu

(Prof.Dr. Ramazan Memisoglu’dan izin alinarak kullanilmistir.)

2. Enzim olmayanlar: Alfa-tokoferol, Beta-karoten, Askorbik asit, Urat,
Sistein, Seruloplazmin, Transferin, Laktoferrin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin,

Albumin, Bilirubin, Glutatyon, Melatonin, Flavonoidler

B) Ekzojen antioksidanlar:Eksojen antioksidanlar vitaminler, ilaclar, gida

antioksidanlar1 olmak tizere siniflandirilirlar.



RESVERATROL VE ETKILERI

Resveratrol  kuvvetli ve dogal bir antioksidandir. Serbest oksijen
radikallerini notralize ederek lipid peroksidasyonunu onledigi, sliperoksit bagli
proenflamatuvar stimulusu baskiladig1 endotelin bariyer fonksiyonunu korudugu,
nitrik oksit lizerinden vazodilatasyon yaptigr (58) trombosit agregasyonu
inhibisyonu (59) lokositlerin aktivasyonunu engelleyerek antienflamatuvar (60)

etkinlik gosterdigi bildirilmistir.

Resveratroliin oksidatif stres altindaki mitokondri fonksiyonlari membran

stabilizasyonu ve antioksidan etkileri nedeniyle korudugu gdsterilmistir (61).

MELATONIN VE ETKIiLERI

Melatonin hem yagda hem de suda ¢oziiniir 6zellige sahip olmasi nedeniyle,
viicudun her hiicresine, sitozole ve hiicre i¢indeki diger yapilara kolaylikla girer ve
bu sebeple de vitamin ve mineral antioksidanlara gore ¢ok daha etkilidir (14). En 1yi
bilinen antioksidanlar C ve E vitaminleri ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
stiperoksid dismutaz (SOD) gibi enzimlerdir. Melatoninin E vitaminine gore en az iki
kat, rediikte glutatyon’a (GSH) gore bes kat daha etkili bir antioksidan oldugu
gosterilmistir (14,62,63). Ayrica melatonin SOD, GSH, GSH-Px, glukoz 6 fosfat
dehidrogenaz (G-6-PD) gibi antioksidan enzimleri uyararak ve nitrik oksit sentaz
(NOS) gibi prooksidatif enzimleri baskilayarak dolayli antioksidan etki
gostermektedir (13,18,64).
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GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’na basvurularak onay1
alman bu deneysel ¢alisma, bir giinliikk ve agirliklar1 5-8 gr olan yavru Wistar-albino
ratlarda Mayis-Aralik 2008 tarihlerinde Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Arastirma Birimi’nde yapildi. Toplam 28 adet bir giinliik rat yavrulari
randomize olarak her bir grupta yedi rat olacak sekilde toplam dort ¢alisma grubuna
ayrildi. Her bir grup parmaklikli kafeslere annelerinin yanimna yerlestirildi. Oda
sicaklhig1 23-24 °C’de tutularak hayvanlarin normotermik olmalar1 saglandi. Tiim rat
yavrular1 annelerini emerek beslenirken, anne ratlar standart fare yemi olan % 21

protein igeren Pellet yem ile beslendi.

CALISMA GRUBLARI

Kontrol Grubu (Grup I, n:7): Ug giin siireyle giinde bir kez 0.2 cc serum
fizyolojik (SF) intraperitoneal (ip) verildi.

NEK Grubu (Grup II, n:7): Ug giin siireyle giinde bir kez 0.2 cc SF ip
verildi ve dordiincli giinde hipoksi/reoksijenizasyon (H/R) yontemi ile NEK

modeli olusturuldu .

Resveratrol + NEK grubu (Grup III, n:7): Birinci giinden itibaren ii¢ giin
siireyle 30 mg/kg/giin Resveratrol ( R5010-100 mg flakon, Sigma-Aldrich-USA ) tek
dozda ip uyguland1 ve dordiincii giinde NEK modeli olusturuldu (65).

Melatonin + NEK grubu (Grup IV, n:7): Birinci giinden itibaren {i¢ giin

sireyle 10 mg/kg/giin Melatonin (M5250-1G Sigma-Aldrich-USA) tek dozda ip
uygulandi1 ve dordiincii giinde NEK modeli olusturuldu (66).
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HiPOKSI/REOKSIJENIiZASYON YONTEMI iLE NEK MODELI
OLUSTURMA METODU

Dogum sonrasi ilk li¢ glin annelerinin yaninda anne siitii ile beslenen ve
yukarida tanimlanan ilaglarin uygulandigi rat yavrulari dordiincii giinde hava
gecirmez kapali bir ortamda bes dakika siireyle %100 CO; solutularak hipoksiye
sokuldu; hemen ardindan bes dakika siireyle %100 O, solutularak reoksijenizasyon

uygulandi (Sekil 3-6). Hipoksi periyodu sonrasi tiim hayvanlarin siyanotik olduklari,

gasping yaptiklar1 ve diskilamalarinin oldugu gozlendi.

Sekil - 3 Sekil — 4

/

Sekil - 5 Sekil - 6
Sekil 3-6: Hava gecirmez kapali bir ortamda H/R yontemi uygulanisi

Glnlik viicut agirligi takibi yapilan ¢aligma gruplarindaki tiim hayvanlar
dogum sonrasi 4. giinde (96 saatlikken), NEK modeli olusturulanlar, islemden en az
dort saat sonra servikal dislokasyon ile dekapite edildi. Dekapitasyon sonrast 30
dakika i¢inde tiim rat yavrularinin terminal ileumundan en az iki cm olacak sekilde
rezeksiyon yapildi (Sekil 7,8). Alman barsak doku Orneklerinin bir kismi

histopatolojik inceleme i¢in, bir kismi ise biyokimyasal tetkikler i¢in ayrildi.
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Sekil - 7: Rat yavrularina 4.giin yapilan median

laparatomi ile 6rneklerin alinmasi.

Sekil - 8: Rat yavru barsaginin terminal ileal segmentinin

nekroze olmamis ve nekroze olmus resmi.

Histopatolojik Degerlendirme

Almnan barsak ornekleri Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda %10 formalin ile fiske edilerek parafin bloklara
gomiildii. Bu bloklardan 5 mikrometrelik kesitler alinarak olusturulan preparatlar
hemotoksilen-eosin (H&E) boyasi ile boyanip 151k mikroskobunda uzman bir patolog
tarafindan 1’den 5’¢ kadar degisen mikroskopik hasar skorlamasma gore
degerlendirildi (67) (Tablo-4). Calisma sirasinda patolojik preparatlar korleme
yontemi ile degerlendirildi.

Tablo - 4: Histopatolojik evrelemede kullanilan mikroskobik hasar skorlamasi

Evre ler

Evre 1: Normal histoloji

Evre 2: Hidropik dejenerasyon ve yiizeyel epitel hiicrelerinin seperasyonu
Evre 3: (Hafif) Villus epitel hiicre nekrozu

Evre 4: (Orta) Tam villus nekrozu

Evre 5: (Siddetli) Transmural nekroz
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Biyokimyasal Degerlendirme

Terminal ileumdan alinan barsak doku 6rnekleri siv1 nitrojen ile dondurularak
saklama kabmda MDA, GSH analizi i¢in Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali laboratuarlarinda bir biyokimya uzmani tarafindan

degerlendirilinceye kadar -85 °C’de saklandi.

Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Calismamizda MDA ol¢timii Ohkawa ve arkadaglarinin (68) yontemine gore
yapildi. MDA, thiobarbituric acid (TBA) varliginda 532 nm’de 6l¢iilebilen renkli bir
kompleks yapmaktadir. Bu absorbans spektrofotometre ile dl¢iildii. Sonuglar barsak

dokusunun grami basma nmol/g olarak verildi.

Rediikte Glutatyon (GSH) Diizeyi Ol¢iimii

Calismamizda doku orneklerindeki GSH igeriginin tespiti icin metafosforik
asit kullanilarak protein presipitasyonu ve 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona
sokularak renk degisimi olusturuldu. Ortaya ¢ikan renk degisimi spektrofotometrik

olarak 6l¢iildii ve sonuglar pmol/g olarak verildi (69).

Istatistiksel Analizler

Viicut agrrliklari, histopatolojik ve biyokimyasal bulgular ortalama ve
minimum-maksimum araliklara gére verildi. Calisma gruplar1 arasindaki istatistiksel
anlamlilig1 belirlemede non-parametrik test (Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U
testi) kullanildi. Saptanan sonuglar arasindaki farklilik i¢in p<0.05 oldugu durumlar
istatistiksel bakimdan anlamli olarak degerlendirildi. Istatistiksel verilerin
bilgisayarda hesaplanmasinda statistical packages for social sciences (SPSS) (SPSS
for Windows 10.0; SPSS, Chicago, Illinois, U.S.A) yazilim programi kullanildi.
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BULGULAR

Deney boyunca annelerinin yaninda kalan ve anne siitii ile beslenen yavru
ratlarin {i¢ glinliik izleminde her bir grubun giinliik viicut agirligi artisinin oldugu ve
gruplar arasinda viicut agirliklar1 bakimindan istatistiksel bir farklilik olmadigi
saptandi (p > 0.05) (Tablo 5).

Tablo - 5: Calismaya aliman gruplardaki rat yavrularmin birinci, ikinci ve ii¢lincii

giin viicut agirliklar: (ortalama + std deviasyon) ve dagilimi.

Gruplar (Sayi) 1. giin 2. giin 3. giin

Kontrol 5.8+0.38 6.6 +0.39 7.6 £ 0.60
(n:7) (5.50-6.20) (6.24-6.97) (7.11-8.23)
NEK = H/R 5.8 £0.45 6.8 £ 0.35 7.92 +0.17
(n:7) (5.42-6.26) (6.53-7.20) (7.76-8.0)
Resveratrol+NEK 5.9 +0.44 7.0+ 0.51 7.84 + 0.60
(n:7) (5.53-6.35) (6.61-7.56) (7.29-8.40)
Melatonin+NEK 5.6 £0.27 6.7 £0.31 7.53 + 0.54
(n:7) (5.35-5.86) (6.46-7.0) (7.0 -8.0)

*Gmplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik saptanmamustir (p>0.05).

Barsaklarin histopatolojik incelemesinde; kontrol grubunun tiimii normal
histopatolojik (evre 1) yapiya sahipken (Sekil-9), H/R yontemiyle NEK modeli
olusturulan ve tedavi verilmeyen rat yavrularimin barsaklarinda makroskopik olarak
belirgin renk degisikligi, hafif 6dem ve lokalize kiiciik hemorajik alanlar ile
mikroskopik olarak hepsinde villiis epitel hiicre nekrozu, tam villiis nekrozu (evre 3-
4) hasarlanma oldugu (Sekil-10) saptandi. ResveratroH+NEK ve MelatonintNEK
grubu rat yavrularmin barsaklarimin histopatolojik incelemesi evre 2 ile evre 3

arasinda degismekteydi (Sekil 11,12). NEK grubu (H/R ve tedavi verilmeyen) ile
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kontrol, Resveratro+NEK ve MelatonintNEK gruplar1 arasinda barsak
histopatolojik incelemeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu
(p<0.01). Bu bulgular ile H/R yOntemiyle rat yavrularinin barsaklarinda
histopatolojik olarak evre 3-4 hasarlanma meydana geldigi, Resveratrol ve melatonin
H/R modeli ile NEK olusturulan rat yavrularmin barsaklarinda NEK’e karsi
histopatolojik olarak koruyucu etkinlige sahip oldugu goriildii.

Sekil - 9: Kontrol grubu. Normal histoloji, evre 1. (H&E, x 1/200).

Sekil - 10: NEK grubu, (H&E, x1/200).

Villus epitel hiicre nekrozu, evre 3. Tam villiis nekrozu, evre 4.
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Sekil - 11: Yiizey epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, evre 2.
Resveratrol + NEK grubu, (H&E, x1/200).

Sekil - 12: Yiizey epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, evre 2.
Melatonin + NEK grubu, (H&E, x1/200).
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Tablo - 6: Calismaya alinan gruplardaki rat yavru barsaklarmnin histopatolojik

degerlendirme (evre) skorlar1.

Gruplar Histopatolojik Evre Ortalamasi
Kontrol 1.0 (1-1)

NEK = H/R 3.14 (3-4)
Resveratrol + NEK 2.28(2-3)"
Melatonin + NEK 242 (2-3)

* NEK (H/R) grubu ile Kontrol, Resveratrol + NEK ve Melatonin + NEK gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. p<001
Resveratrol + NEK ve Melatonin + NEK gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmadi p>0.05
" Kontrol ve Resveratrol + NEK gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptand1. p<0.05
Kontrol ve Melatonin + NEK gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptand1.p<0.01

4.00

3.50 ~
3.00 ~
2.50
2.00 + m Ort

Evre

1.50 H

1.00 ~
0-50 | .
0.00 -

S
*—o&p o <
=&

Sekil - 13: Gruplarm histopatolojik degerlendirilmesi
*NEK (H/R) grubu ile Kontrol, Resveratrol + NEK ve Melatonin + NEK gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml farklilik saptandi. p<001
**Resveratrol + NEK ve Melatonin + NEK gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi p>0.05

Lipid peroksidasyonunun son fiiriini olan MDA’nin barsak doku diizeyi

degerlendirildiginde, NEK grubunda en yiiksek MDA diizeyi, kontrol grubunda ise
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en diisik MDA diizeyi saptandi. Calismaya alinan diger gruplar MDA bakimindan
karsilastirildiginda NEK grubuna gore resveratrol ve melatonin grubunda barsak
doku MDA diizeyleri diisiiktii ve istatistiksel olarak bir farklilik vardi (p<0.01)
(Tablo-7).

GSH barsak doku diizeyleri bakimmdan gruplar karsilastirildiginda NEK
grubunda  aktivitesinin diisiik oldugu, resveratroHNEK ve melatonintNEK
gruplarmmda GSH aktivitesinin NEK grubuna goére artmis olmakla birlikte aradaki
farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu gorildi (Swasiyla p<0.01, p<0.05)
(Tablo 7).

Tablo—7:Biyokimyasal olarak ¢alisma gruplarindaki rat yavrularmin barsaklarindaki
(yas gram doku basina) glutatyon rediiktaz (GSH) ve malondialdehit (MDA)

diizeyleri ve bunlarin (ortalama ve dagilimi) istatistiksel degerlendirilmesi.

Gruplar MDA GSH

nmol/g pmol/g
Kontrol 18.1 £5.44 (13 - 23.1) **+  0.61 = 0.04 (0.47-0.74) +i+
NEK 49.2 + 8.09 (41.7 - 56.7) * 0.26 £0.04 (0.22 — 0.30) **
Resveratrol + NEK 30.0 £19.4 (28.2 -31.8) +  0.41+ 0.043 (0.34-0.46)
Melatonin + NEK 30.9 + 3,76 (27.5 — 34.3) 0.37+0.063 (0.30-0.44)

* : NEK (H/R) grubu ile Kontrol, Resveratrol + NEK ve Melatonin + NEK gruplart MDA
arasinda fark saptandi. (Sirasiyla p=0.002, p=0.002 ve p=0.002).
** : NEK grubu ile Kontrol, Resveratrol + NEK, Melatonin + NEK gruplar1 GSH arasinda
fark saptandi (Sirastyla p=0.004, p=0.002, p=0.013).
+: Resveratrol + NEK grubu ile Melatonin + NEK gruplar1 MDA arasinda fark bulunmada.
+1: Resveratrol + NEK grubu ile Melatonin + NEK gruplart  GSH arasinda fark bulunmadi.
11+:Kontrol grubu ile Resveratrol + NEK, Melatonin + NEK grubu arasinda GSH arasinda fark
var. (p<0.05)
***Kontrol grubu ile Resveratrol + NEK, Melatonin + NEK grubu arasinda MDA arasinda fark var.
(p<0.05)
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GSH (pmol/g)
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0,307

0,207

T T T T
Kontrol NEK Resveratrol+NEK Melatonin+NEK

Sekil — 14: Gruplara gore GSH diizeyleri

NEK grubu ile Kontrol, Resveratrol + NEK, Melatonin + NEK gruplart GSH
arasinda fark saptandi (Sirasiyla p=0.004, p=0.002, p=0.013

25



70,000 7

60,000

50,000 7

40,000 7

MDA (nmol/g)

30,000 *

20,000 7

10,000 7
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Kontrol NEK Resveratrol+NEK Melatonin+NEK

Sekil — 15: Gruplara gére MDA diizeyleri

NEK grubu ile Kontrol, Resveratrol + NEK ve Melatonin + NEK gruplar
MDA arasinda fark saptandi. (Sirastyla p=0.002, p=0.002 ve p=0.002).

Barsak doku GSH diizeyleri degerlendirildiginde, en diisik GSH diizey1 NEK
grubunda saptandi. Resveratrol + NEK ve melatonin + NEK grubu GSH diizeyleri
NEK grubuna gore belirgin yiiksek bulundu. Bu istatistiksel olarak anlamliydi
(Resveratrol+NEK i¢in p<0.01, Melatonin+NEK i¢in p<0.05) (Tablo 7).
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TARTISMA

Bu calismada H/R yontemiyle NEK modeli olusturulan rat yavrularina, H/R
oncesi profilaktik olarak resveratrol 30 mg/kg/giin, ip, melatonin 10 mg/kg/giin, ip
uygulanarak, bu ilaglarin histopatolojik, biyokimyasal olarak NEK’e kars1 koruyucu
etkinligi arastir1ldi.

Nekrotizan enterokolit yenidogan yogun bakim iinitelerinde yaklasik olarak
%1-7,7 oraninda goriiliir. Esas olarak prematiire bebeklerde goriilmekle birlikte,
NEK gelisen bebeklerin %10’unu zamaninda dogan bebekler olusturmaktair (21).
Dogum agirhigi ve gebelik yasi azaldikga, NEK insidans1 artar (19,21). NEK
cogunlukla diisiik dogum agirlikli prematiirelerin hastaligidir. NEK  insidansi

azalan dogum agirlig1 ve azalan gestasyon yas ile orantili olarak artmaktadir (17).

Wilson ve arkadaslar1 (70) 148 NEK’li hastay1 degerlendirmisler ve en
yiiksek oranlarm 1000 gramin altindaki bebeklerde (% 42) oldugunu goérmiislerdir.
Dogum agirligi 1000 - 1500 gram arasindaki bebeklerde % 39.0, 1501- 2000
arasindaki grupta % 3.8, 2500 gramin {istiindeki bebeklerde ise % 0.11 oraninda
NEK saptamiglardir.

Hipoksinin gastrointestinal sistem motilitesi lizerine olumsuz etkilere neden
oldugu da bilinmektedir. Hayvanlarda hipoksi olusturularak yapilan bazi deneysel
calismalarda hipoksinin intestinal intirinsik ritmi ve mide bosalmasmi geciktirdigi,
spontan barsak ve mide kontraksiyonlarini azalttig1 gosterilmistir (71-73). Hayvan
calismalarinda intestinal iskemiyi takiben reperflizyon sonucu barsak nekrozu

gelistigi gosterilmistir (74).

Son donemde olusturulan deneysel hayvan modelleri, genellikle etyolojide en
fazla suglanan faktorler olan, prematiirite, hipoksi, formiila mama ile beslenme,
intestinal iskemi-reperflizyon hasar1 ve enfeksiyon temeline dayandirilmaktadir.

Bu modellerde olusturulan barsak hasarlarinda histopatolojik ve kimyasal

olarak NEK benzeri degisiklikler ortaya konmustur.
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Barlow ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢caligmada hipoksi ve soguk strese maruz
birakilan yenidogan siganlarda NEK gelistigini gdstermislerdir. Buna gore her giin 3-
5 dakika hipoksi ve +7 C soguk strese birakilan sicanlarmn tamaminda 4. giiniin

sonunda NEK gelistigini bildirmislerdir (75).

Szabo ve arkadaglarinin 1985 yilinda, Cohen ve arkadaslarmin 1991 yilinda
yaptiklar1  calismalarda domuz yavrularinda hipoksinin mukozal kan akimini
azalttig1 ve bunun mukozada iskemik degisiklikler olusturdugu gosterildikten sonra
Okur ve arkadaglar1 tarafindan yenidogan sicanlarda gelistirilen hipoksi
reoksijenizasyona dayali deneysel NEK modeli birgok calismada kullanilmistir

(36,71,76,77,78).

Okur ve arkadaslar1 ii¢ giin boyunca yenidogan siganlarda 6nce bes dakika %
100 karbondioksit solutarak hipoksi, ardindan bes dakika % 100 oksijen solutarak
reoksijenizasyon sagladiklarmi; bunun sonucunda tiim deneklerin barsak kesitlerinde
151k mikroskobu ile rahatlikla izlenebilen NEK’in karakteristik degisikliklerini
olusturduklarini bildirmislerdir (36).

Biz calismamizda Okur ve arkadaslarinin (36) hipoksi reoksijenizasyon
yontemini uygulayarak NEK olusturduk. Bu yontemi tercih etmemizin nedeni
hipoksiye dayali bu yontemin bildirilmis sonuglarinin tatminkar diizeyde olmasi,
kolay uygulanabilir olmasi, tamamen anne bagimli yenidogan ratlarda formula
mama ile olusturulacak bir modelin ileri derecede uygulama giicliigii ve kisiye 6zel

uygulama hatalarina agik olusudur.

NEK gelisen bebeklerin %90°1 pretemdir (4). Deneysel ¢alismalarda yedi
gilinliik ve daha biiyiik rat yavrularinin santral sinir sistemi matiirasyonunun term
insan yavrularinin beyin gelisimine denk geldigi, yedi giinden kii¢iik rat yavrularinin
preterm bebeklere denk geldigi, hatta ii¢ giinliik ratlarin 28-32 haftalik fetusa karsilik
geldigi  belirtilmektedir (79,80). NEK bir prematiire hastaligt oldugu igin,

calismamiza prematiire fetusa karsilik gelen postnatal 1-4 giinliik rat yavrular1 alind1.

28



Calismada, Okur ve arkadaglarinin (36) modeli kullanilarak H/R yOntemiyle
intestinal hasarlanma (NEK modeli) olusturulan ratlarin terminal ileumundan alman
barsaklarinda makroskopik olarak belirgin renk degisikligi, hafif 6dem ve lokalize
kii¢iik hemorajik alanlar, mikroskopik olarak villiis epitel hiicre nekrozu (evre 3) tam
villiis nekrozu (evre 4) saptanirken, kontrol grubu tiimiiyle normal olarak bulundu.
Histopatolojik degerlendirmede bulgularimiz, uyguladigimiz H/R modeli ile yapilan
bir¢cok deneysel ¢alismadaki NEK grubu barsak histopatolojik bulgulari ile benzerdi
(36,38,77,81). Daha Onceki calismalarda da belirtildigi gibi
hipoksi/reoksijenizasyonun NEK patogenezinde oOnemli bir risk faktorii oldugu

gosterildi.

Membranda bulunan yag asitleri ve kolesterolun doymamis baglari serbest
radikallerle reaksiyona girip lipid peroksidasyonuna neden olur. Lipid
peroksidasyonu, hiicre zarinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin alfa-metilen
gruplarimdan hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla baglatilmaktadir. Hidrojen
atomunun uzaklastirilmasiyla yag asidi lipid radikali halini alir. Yapida molekiil i¢i
cift baglarin yer degistirmesi ve ardindan molekiiler oksijenle etkilesim sonucunda
lipid peroksil radikali ortaya ¢ikar. Bunlar da yeni lipid radikallerinin olusumuna yol
acarken, kendileri de lipid hidroperoksitlerine doniismektedirler. Lipid
hidroperoksitleri yikilarak biyolojik olarak aktif yapilar olan aldehit ve karbonil
bilesiklerine déniisiirler. Lipid peroksidasyonun en énemli {iriinii MDA dir. Ug ya da
daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda MDA meydana
gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek
membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve
enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur (56). MDA d6l¢iimi
lipid peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesinde en sik bagvurulan testtir. MDA
Olglimii yaygin olarak TBA yontemiyle yapilwr. Biz de ¢aligmamizda lipid
peroksidasyonunu belirlemek i¢cin TBA degerlerini kullandik. Okur ve arkadaslari
vit E nin etkilerini arastirdiklar1  bir ¢alismada H/R  yontemiyle NEK
olusturduklar1 ratlarda MDA diizeylerini yiiksek bulmuslardir (36) .

Bicak¢1 ve arkadaglar1 H/R yontemiyle omeprazolun ve gentamisinin

etkilerinin arastirdiklar1 baska bir calismada NEK olusturduklar1 ratlarda MDA
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diizeyini yiiksek bulmuslardir (38). Calismamizda NEK grubunda barsak doku
MDA diizeylerini kontrol grubuna, resveratrol ve melatonin gruplarma gore yiiksek

bulduk. Bu da istatistiksel olarak anlamliydi.

Hipoksinin NEK olusumuna olan etkisi azalmig mukozal kan akimi1 ve artmis
oksijen ihtiyaci iizerinden olmaktadir. SOR H/R swrasinda hizli bir sekilde
olusmaktadir ve H/R hasarmin en 6nemli nedeni olarak kabul edilmektedir (2,12,13).
Reperfliizyonun basinda mitokondriyal solunum hizi ve serbest radikal iiretimi
belirgin derecede artar. Bu radikaller hiicre i¢1 serbest radikal yakalayici sistemlerin
kapasitesini asabilir ve hiicresel fonksiyon kaybma yol acgabilirler. Dokularin
tiikettigi oksijenin biiylik bir kism1 (%95) aerobik metabolizma i¢in kullanilirken,

%5'inin SOR'ne ¢evrildigi tahmin edilmektedir. Oksijenden iiretilen en 6nemli reaktif
tirler arasinda O,, H,O,, OH, ONOO’ vardir. Bu radikaller membran hasari, DNA

yikimi, proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve
nekrozla sonuglanan hiicre 6liimii meydana getirmektedirler (16,17). Reperfiizyonda
oksijenden baska kan hiicreleri ve kompleman sisteminin aktivasyonu gibi diger bazi
faktorler de doku hasarina yol agar. Reperflizyon baslangicinda meydana gelen
olaylar enflamatuvar cevabin en Onemli kompenentleri olan noétrofiller ve
endotelyum arasindadir ve erken reperflizyon hasari olarak ifade edilir. Lokositlerin
doku i¢ine migrasyonu icin mutlaka endotel ile temas etmeleri gerekir. Infiltre olan
aktif notrofiller reaktif oksijen radikalleri ve proteazlar1 salgilarlar. Notrofillerin
dokuya gelebilmeleri i¢in gerekli kemotaktik maddeler arasinda kompleman 3a (C3a)
ve IL-1, 16kotrien B4 (LT-B4), PAF, Prostoglandin tiirler1 vardir. Aktif lokositler
NF-kB aktivasyonuna ve TNF-a sentezine yol acar. Lokositlerin iirettigi serbest
radikallerle etkilesen bu maddeler mast hiicrelerinden selektin ve hiicre i¢i adezyon
molekiili (ICAM) gibi adezyon molekiillerini mobilize eden enflamatuvar
mediyatorlerin salmimmi uyarir (82,83). Notrofillerin saldiklar1 maddelerle yol
actiklar1 hasarin yani sira, aktif notrofillerin damar i¢inde olusturduklar1 hiicre
topluluklar1 ve aktif plateletlerle birlikte damar endoteline yapisarak mikrovaskiiler
tikanmaya neden olmalarindan dolayr H/R hasarmin onemli mediyatorleri olarak

kabul edilmektedir.
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Iskemi sonras1 erken reperfiizyon doneminde, enteral antioksidan
mekanizmanin yetersiz kalmasi nedeni ile serbest oksijen radikallerinin miktar: artar
ve ciddi enteral hasara neden olur. Kronik hastaliklar, iskemi, gibi patolojik
durumlarda olusan SOR’nin miktar1 bu koruyucu mekanizmanimn kapasitesini asar ve
oksidatif stres olusur. Bu asamada SOR’ni yakalayan maddeler ve antioksidanlar
H/R hasarin1 azaltict ve diizeltici etki gosterir (84). Prematiirelerde hipoksi
reoksijenizasyon sonrasi yogun olarak ortama saliverilen SOR’lerine karsi koruyucu
olan antioksidan defans sistemleri yetersizdir (5-7,27,85,86). Enzimatik
antioksidanlar iginde GSH-Px ve GSH Onemli bir rol oynar (86). Dokularin
oksijenizasyonu ile olusan serbest radikalleri normal sartlar altinda SOD, GSH ve

katalaz gibi hiicresel enzimatik antioksidan mekanizmalar etkisiz hale getirir.

GSH viicudun en 6nemli antioksidan intraselliiler molekiillerinden biridir (86).
GSH pek cok serbest oksijen radikalini detoksifiye eder. Bununla birlikte
peroksinitritin - de  iiretimini  azaltarak  oksidasyon-rediiksiyon  dengesinin
saglanmasimnda Onemli rol {stlenir. Glutatyon diizeyindeki goreceli distikliik
SOR’nin artmasma ve bunlar araciligi ile olusan doku hasarina neden olur.
Hayvan c¢alismalarinda antioksidan enzimlerden GSH aktivitesinin diisiik oldugu ve
yasla aktivitenin arttig1, tistelik NEK siddetini belirgin azalttig1 gosterilmistir (87-
89).

Bhatia ve arkadaslar1 10 giinliik sigcanlar iizerinde yaptiklar1 bir calismada GSH

diizeylerini iskemi grubunda kontrol grubuna gore diisiik saptamislar (90).

Kelly ve arkadaslar1 da yenidogan sicanlarda Formula mama ile olusturduklar:

NEK modelinde GSH diizeylerini kontrol grubuna gore diisiik saptamislar (91).

Resveratrol kuvvetli ve dogal bir antioksidandir. SOR’lerini nétralize ederek
lipid peroksidasyonunu oOnledigi, trombosit agregasyonu inhibisyonu ve buna ek
olarak siiperoksit bagimli proenflamatuvar stimulusu baskiladigi, l6kositlerin
aktivasyonunu engelleyerek antienflamatuvar etkinlik gosterdigi, endotelin bariyer

fonksiyonunu korudugu, nitrik oksit iizerinden vazodilatasyon yaptigi bildirilmistir
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(58-60). Resveratroliin oksidatif stres altindaki mitokondri fonksiyonlarini membran

stabilizasyonu ve antioksidan etkileri nedeniyle korudugu gdsterilmistir (61).

Sener ve arkadaslar1 (65) iskemi/reperflizyon olusturduklar1 rat bobreginde
resveratrolun koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, iskemik renal dokuda
MDA diizeyinin yiikselip glutatyon diizeyinin azaldigmni, iskemi oncesi koruyucu
olarak resveratrol verdikleri grupta ise MDA diizeyinin azalip glutatyon diizeyinin
arttigin1 - ve histopatolojik goriiniimiin  geriledigini saptayarak resveratrolun

iskemi/reperfiizyonda koruyucu oldugunu gostermislerdir.

Huang ve arkadaslar1 (92) resveratroliin fokal serebral iskemide potent
noroprotektif etkinligi oldugu ve bu etkinligin beyin dokusunun iskemiyi takip eden
reperflizyonu sirasinda olusan masif miktarlardaki SOR’lerine yonelik yaptigi
stipiiriicii etkiye, gelisen vazodilatasyon ve trombosit agregasyonunun inhibisyonu ile

beyin perflizyonunu arttirmasina bagli olabilecegini bildirmislerdir.

Elmali ve arkadaslar1 (93) iskemi reperflizyon yaralanmasinda resveratrol’un
iskelet kasi iizerine etkilerini arastirdiklar1 calismasinda, resveratrolun kas dokusunda
polimorf ¢ekirdekli 16kosit infiltrasyonunu, kas 6demini azalttigini, MDA diizeyini

disiirdiigiinii saptamiglardir.

Resveratrol antioksidan islevini giiclii SOR yakalayicis1 olarak yapmaktadir.
Resveratrol, biyolojik  sistemlerde  bulunan  antioksidanlarin  hiicre ici

konsantrasyonlarmin siirdiiriilmesini de saglamaktadir (12).

Das ve arkadaslar1 resveratroliin insan lenfositlerinde, glutatyon rediiktaz ve
glutatyon-S-transferaz gibi glutatyon metabolizmasi ile ilgili enzimlerin miktarini

arttirdigin1 gostermislerdir (94).

Sener ve arkadaslar1 Wistar albino sigcanlarda resveratroliin iskemi-
reperflizyon hasarmna karsi renal dokuyu koruyucu etkisini radikalleri yakalama ve
antioksidan etkinligi ile gerceklestirdigini, GSH diizeyinin korunmasin saglayarak

renal dokuyu oksidatif strese kars1 korudugunu gostermislerdir (65).
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Altun ve arkadaglar1 resveratrol’iin in vitro insan umbilikal ven endotel
hiicrelerinde hipoksi-reoksijenasyon hasaria karsi koruyucu etkilerini arastirdiklar1

calismalarinda resveratrolun SOR’ni azalttigin1 gostermisler (95).

Brito ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢calismada sigir aortik endotel hiicresinde
peroksinitritin aracilik ettigi endotel hiicre toksisitesinde resveratroliin degisik doz ve
sirelerinin etkisini hiicre canliligi, okside ve rediikte glutatyon diizeyi ile
degerlendirmislerdir. Resveratroliin peroksinitritin indiikledigi oksidatif strese karsi
hiicre i¢i GSH diizeyini arttirarak kardioprotektif etki sagladigini gostermislerdir
(96).

Grissa ve arkadaslar1 resveratrolun etanole bagli lipid peroksidasyonunu
onlemedeki  etkinligine  baktiklar1  calismalarinda resveratroliin  lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeylerini azaltarak oksidatif strese

kars1 koruyucu oldugunu saptamislar (97).

Ergiin ve arkadaslar1 hipoksi ile olusturduklar1 deneysel nekrotizan enterokolit
modelinde resveratrolun enteral beslenmeye eklenmesiyle, NEK gelisiminde rolii
olan intestinal nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivitesini azaltarak NEK gelisimini

engelledigini gostermislerdir (98).

Yildiz ve arkadaslar1 resveratrolun koruyucu etkisini arastirdiklari
calismalarinda mezenterik arteri baglayarak olusturduklar1 hipoksi-reoksijenizasyon
modelinde resveratrolun iskemik doku histopatolojisini diizelterek antioksidan
enzimlerden  katalazin  dilizeyini  artirip,  enflamatuvar  mediatdrlerden
myeloperoksidaz (MPO)’1 azaltarak dokuyu intestinal iskemiye karsi korudugunu
saptamiglardir (99).

Calismalarinda NEK grubunda normal villis yapisinin  bozuldugunu

resveratrol grubunda ise villiis yapisinin korundugunu gostermislerdir. Bizim

calismamizin sonuglar1 bu ¢alisma ile benzerdi. Biz calismamizda NEK grubunda
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villiis yapisinin bozuldugunu resveratrol grubunda ise villiis yapisinin korundugu

saptadik.

Resveratrol ile olan ¢alismamizda NEK grubunda MDA yiiksek GSH diisiik
saptandi. Profilaktik verilen resveratrol’'un MDA’y1 azalttigi, GSH diizeylerini
arttirdigr  goriildii. Resveratrolun MDA’y1 azaltict GSH’1 artirict etkisi SOR’ni
notralize ederek lipid peroksidasyonunu Onlemesinden kaynaklanmaktadir.
(Calismamizda resveratrolun histopatolojik olarak NEK’te belirgin koruyucu etkinligi
oldugu gosterildi. Ayrica antioksidatif defans sistemlerinden GSH diizeylerini
anlamli oranda artirdig1 saptandi. Bu sonug¢ resveratrolun antioksidatif kimlige

sahip oldugunu desteklemektedir.

Melatonin, epifiz bezinde triptofandan sentezlenir ve plazmada proteinlere
baghdr. Dolasimdan hiicre i¢ine alinan triptofan, triptofan 5-hidroksilaz enzimi
tarafindan 5-hidroksitriptofana, bu ise aromatik amino asit dekarboksilaz (dopa
dekarboksilaz) araciligi ile 5-hidroksitriptamine (5-HT, serotonin) doniistiiriiliir.
Serotonin, arilalkilamin N-asetiltransferaz (AANAT) ile N-asetilserotonine (NAS)
ve son olarak N-asetilserotonin hidroksiindol- O-metiltransferaz (HIOMT) enzimi
tarafindan melatonine (5-metoksi-N asetiltriptamin) donistiiriiliir. Pineal bezde
melatonin yapilmasi ve saliverilmesi karanlik ile uyarilir, 151k ile baskilanir. Beyinde
bulunan néroendokrin bir organ olan pineal bez dis ¢evrenin aydmnlik ve karanlik
olmasina gore organizmanin basta endokrin sistem olmak iizere bir ¢ok sistemin
fonksiyonundaki degisiklikleri diizenler. Uyku, ruhsal durum, tireme, timor gelisimi

ve yaslanma gibi bir¢ok olaym biyolojik regiilasyonunda rolii bulunmaktadir (100).

Melatoninin antioksidan oldugu, literatiirde ilk kez 1991 yilinda lanas ve ark
(101) tarafindan one siiriilmiis ve daha sonra yapilan in vitro (102,103) ve in vivo
(104) calismalarla desteklenmistir. Iskemi/reperfiizyon sirasinda iskemik dokunun
hizla tekrar oksijenlenmesi sonucunda fazla miktarda serbest oksijen radikali olusur.
Melatonin H/R hasarinda koruyucu etki gosterir. Koruyucu etkisi antioksidan
ozelliginden kaynaklanmaktadir (105). Melatonin, elektrondan zengin bir molekiildiir
ve direkt antioksidan 6zelligi vardir (13,16). Melatoninin prekiirsorleri olan triptofan

ve 5-OH triptaminin de antioksidan aktivitesi gosterilmistir. Bu aktivite, SOR’yi1
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yakalayabilen indol yapisina baghdir (105). Melatoninin antioksidan 6zelligi ii¢ ana
baslik altinda toplanabilir. Bunlardan ilki direkt antioksidan etkidir. Burada oksidatif
strese yol acabilen serbest radikalleri detoksifiye ettigi ve bodylece onlarin
biyomolekiiller iizerindeki zararli etkilerini  Onleyebildigi  bildirilmektedir.
Melatoninin  antioksidan  6zelligi, yapisinda bulunan indol halkasindan
kaynaklanmaktadir. Ikincisi antioksidan o6zelligi enzim aracili etkidir. Burada
farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik diizeylerdeki melatoninin, SOD, GSH-Px,
GSH, G-6-PD ve glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarini ya da aktivitelerini artirdigi ve bu yolla oksidatif stresi baskiladigi
bildirilmektedir. Ugiincii etkisi ise melatoninin bazi prooksidan enzimleri inhibe
ederek, serbest radikal olusumunu azalttigt ve bu yolla da antioksidan sistemi
destekledigi ©ne stiriilmektedir. In vivo ve in vitro sartlarda NO ve daha ileri
asamada ONOO" olusumuna neden olan NOS aktivitesinin, fizyolojik melatonin

konsantrasyonlarinda inhibe edildigi bildirilmektedir (106).

Melatoninin, iskemik dokudaki diger bir koruyucu etkisi de, lokosit
adezyonunu azaltmasidir. Melatonin, adezyon molekiilleri P selektin ve ICAM
sentezini azaltarak; niikleustaki NF-kB'min aktivasyonunu baskilayarak H/R
siiresince iskemik doku hasarinmn azalmasinda yararli etkiler gdsterir (14). Iskemi
notrofil migrasyonuna neden olur ve yogun nétrofil infiltrasyonu serbest radikal
dretir. Bunlar lipid peroksidasyonu ve beraberinde hiicreyi nekroza gétiiren olaylara
yol acarlar. Melatoninin trombosit agregasyonunu ve lipid peroksidasyonunu

azaltabilir (15).

Kagmaz ve arkadaslar1 ratlarda H/R hasarina karsi melatoninin koruyucu
etkisini arastirdiklar1 bir calismada sadece iskemi reperfiizyon grubunda MDA
diizeylerinin yiiksek, antioksidan enzimlerden GSH diizeylerini diisiik bulmuslar.
Melatonin verip koruyucu etkisine baktiklar1 grupta ise MDA’y1 diisiik antioksidan
enzimlerden GSH’1 yiiksek bulmuslar (107).

Uysal ve arkadaslar1 yapmis oldugu bir ¢alismada; melatoninin alt ekstremite

gecici iskemi-reperflizyonuna baglh akcigerlerde olusan hasari azalttigimi saptamislar.
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Melatoninin bu koruyucu etkisini lipid peroksidasyonunu 6nlemesi ve serbest radikal

stipiiriicti aktivitesi ile ilgili oldugu sonucuna varmislardir (108).

Sahna ve arkadaslar1 melatoninin iskemi/reperfiizyonda koruyucu etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda melatoninin iskemi/reperflizyon’ da infarkt alanini ve
miyokardda oksidatif hasarin gostergesi MDA diizeyini anlamli azalttigm,
antioksidan savunma sisteminde Onemli rolii olan GSH seviyesini artirdigini

belirlemiglerdir (66).

Kesik ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada mezenter arteri baglayarak
olusturduklar1 intestinal hipoksi/reoksinejizasyon modelinde melatoninin intestinal
doku MDA’sin1 diisiiriip SOD ve GSH artirarak koruyucu oldugunu saptamiglardir
(109).

Li ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada melatoninin intestinal hipoksi
reoksijenizasyonda koruyucu etkisini arastwrmuglar. Hipoksi-reoksijenizasyon
grubunda MDA y1 yliksek bulmuslar, melatonin vererek MDA diizeyinin azaldigini
saptamiglardir (110).

Melatoninin H/R hasarini onleyici etkisi karaciger, bobrek ve beyin gibi diger
bircok organda da belirlenmistir. Sahna ve arkadaslar1 (111) sag nefrektomi
yaptiklar1 siganlarin sol bobreklerine klemp ile 60 dakika iskemi 24 saat reperflizyon
uygulamis ve morfolojik degisiklikleri incelemistir. Melatonin, hem H/R’nun
indiikledigi yapisal degisliklikleri azaltirken, hem de lipid peroksidasyonunun

gostergesi MDA diizeyini anlamli olarak azaltmistir.

Calismamizda lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA NEK grubunda
yiiksek, melatonin grubunda diisiik bulundu. Intestinal doku MDA, GSH aktiviteleri
degerlendirildiginde; NEK grubunda MDA yiiksek GSH diisiik saptand1. Profilaktik
verilen melatoninin MDA’y1 azalttigi ve GSH diizeylerini arttirdig1r goriildi.
Melatoninin MDA ’y1 diistiriip GSH’1 artirmasi melatoninin giiclii bir SOR’li 6nleyici

etkisinden kaynaklandigmi diistindiirmektedir.
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Yenidogan ratlarda H/R oksidatif hasardir. Ciinkii H/R uygulanmas1 sonrasi
hasar gelisen NEK grubunda MDA diizeyinin anlamli artis1 yanisira antioksidan
enzimlerden GSH’da diislis izlenmistir. Antioksidan ila¢ olarak uyguladigimiz
resveratrol ve melatoninin her ikisinin de H/R’na bagl oksidatif hasar1 diizeltici

etkilerinin oldugunu diisiinmekteyiz.

Sonug¢ olarak deneysel olarak NEK olusturdugumuz yenidogan ratlarda
profilaktik olarak denedigimiz resveratrol ve melatoninin intestinal hasar1 azaltmada
etkili bir yontem oldugunu diisiinmekteyiz; ancak NEK tedavisinde resveratrol ve

melatoninin etkinligini gosterecek daha kapsamli ¢calismalara ihtiyag vardir.
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SONUCLAR

1. H/R yontemi ile NEK modeli olusturularak yapilan ¢alismada, gruplardaki ratlarin

viicut agirliklar1 arasinda ¢aligma boyunca bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

2. Histopatolojik incelemede kontrol grubu grade 1 olarak degerlendirilirken, NEK
grubu evre 3-4, Resveratrol grubu evre 2-3, Melatonin grubu evre 2-3 ve olarak
degerlendirildi. Resveratrol ve melatonin NEK’te koruyucu oldugu saptandi

(p<0.01).

3. Biyokimyasal incelemede barsak dokusu MDA diizeyinin NEK grubunda en
yiiksek, kontrol grubunda en diisiik oldugu; Resveratrol ve melatoninin barsak doku

MDA diizeyini azalttig1 goriildi (p<0.01).

4. Antioksidatif defans sistemi agisindan gruplar degerlendirildiginde rediikte
glutatyon (GSH) aktiviteleri NEK grubunda diisiik saptandi. Profilaktik verilen
resveratrol ve melatoninin GSH diizeylerini arttirdig1 goriildii (Resveratrol p<0.01)

(Melatonin p<0.05).

5. Bu sonuglarla Resveratroliin ve Melatoninin NEK’e kars1 koruyucu etkinliginin

oldugu goriildii.
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OZET

Nekrotizan enterokolit modeli olusturulan ratlarda profilaktik olarak
kullanilan Resveratrol and Melatonin’in gastrointestinal sisteme, oksidatif
strese etkileri

Dr. Tamer OZSARI

Bu c¢aligmada sigan yavrularinda hipoksi—reoksijenizasyon (H/R) modeli
uygulanarak olusturulan intestinal hasarda, H/R’den 6nce profilaktik uygulanan

resveratrol ve melatonin koruyucu etkileri arastirildi.

Bir giinliik 28 adet Wistar albino tiirii siganlar randomize olarak Kontrol, NEK,
ResveratroH-NEK, Melatonin+NEK olmak iizere dort gruba ayrildi. Kontrol ve NEK
grubuna % 0.9’luk serum fizyolojik, Resveratrol+NEK grubuna resveratrol 30
mg/kg/glin, Melatonin+NEK grubuna melatonin 10 mg/kg/giin, giinde bir kez ii¢ giin
siireyle verildi. Dordiincii giinde, kontrol grubu disindaki tiim sicanlar hava gecirmez
kapali bir ortamda, 6nce bes dk siireyle % 100 CO;, hemen ardindan bes dk % 100
oksijen solutularak, H/R yontemiyle NEK modeli olusturuldu. H/R’den en az dort
saat sonra tiim sicanlar dekapite edildi. Histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler
icin barsak doku ornekleri alindi. Barsak doku orneklerinden biyokimyasal olarak

malondialdehid (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri 6l¢tildii.

Calisma sonunda, histopatolojik olarak en agir hasarlanmanm NEK grubunda
oldugu, Resveratrol ve melatoninin NEK’e karsi histopatolojik olarak belirgin
koruyucu oldugu saptandi. Barsak dokusunda MDA diizeylerinin NEK grubunda
belirgin arttig1, buna karsin GSH aktivitesinin belirgin azaldig1 goriildii. Resveratrol
ve melatoninin MDA diizeylerini belirgin azalttigi, GSH aktivitesini belirgin

arttirdig1 goriildii.
Sonug¢ olarak H/R’nun ratlarda NEK gelisiminde onemli bir risk faktori

oldugu, Resveratrol ve Melatoninin NEK’e kars1 belirgin koruyucu etkilere sahip

olduklar1 bulundu.

39



SUMMARY

Protective Effects of Resveratrol and Melatonin on Gastrointestinal
System and Oxidative Stress and Effects on Rats with Hypoxia /Reoxygenation -

Induced Intestinal Injury

Dr. Tamer OZSARI

In this study, the protective effects of resveratrol and melatonin were

investigated in rats with hypoxia/reoxygenation (H/R) induced intestinal injury.

One day old, 28 wistar-albino rat pups were randomly divided into four
groups as Control, H/R (NEC), ResveratroH+-NEC, Melatonin+NEC. Saline solution
% 0.9 for control and NEC group, resveratrol (30mg/kg/day) for Resveratrol+NEC
group, melatonin (10mg/kg/day) for Melatonin+tNEC group were admitted for three
days once daily intraperitonealy. On day four, all rats except for control group were
placed into a chamber of 100% CO; for five min, then they were reoxygenized with
100% O, for the next five min. All rats were sacrified at least four hour after the H/R.
Intestine tissue samples (ITSs) were extracted for histopathological connective tissue
score (CTS) and biochemical examination. The levels of malonyldialdehyde (MDA),

and glutathione (GSH) were measured on ITSs.

At the end of the study, the NEC group had the worst CTS. Resveratrol and
melatonin had histopathologically significant protective effect on intestinal injury
(p<0.01). The levels of MDA ITSs were significantly increased, whereas GSH and
activities of them were significantly decreased in the NEC group. Resveratrol and
Melatonin significantly decreased the levels of MDA and increased the activity of

GSH (p<0.01).

In conclusion, H/R is an important risk factors for NEC. Resveratrol and

Melatonin have protective effect on intestinal injury in NEC
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EKLER

Tablo - 8: Caligmaya alinan gruplardaki rat yavrularinin birinci giin viicut agirliklari

(gr)

Rat No Grup Grup Grup Grup
| II 11 1A%
1 5.9 6.4 5.5 5.6
2 5.2 5.2 6.3 6.0
3 6.0 6.1 6.3 5.7
4 6.0 6.1 5.4 6.0
5 5.5 6.3 5.5 5.6
6 5.8 6.3 5.5 5.6
7 6.4 5.8 5.7 5.8

Tablo - 9: Caligmaya alinan gruplardaki rat yavrularinin ikinci giin viicut agirhiklari

(gr)

Rat No Grup Grup Grup Grup

| II 11 v
1 6.1 7.5 6.7 7.4
2 6.1 6.7 7.6 6.4
3 6.7 7.2 7.5 6.5
4 7.2 6.7 6.5 6.8
5 6.4 6.6 7.6 6.7
6 6.8 6.8 6.5 6.6
7 6.6 6.4 7.0 6.7
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Tablo - 10: Caligmaya alinan gruplardaki rat yavrularin ti¢lincii giin viicut

agirliklar: (gr)
Rat No Grup Grup Grup Grup
I II 11 v
1 7.1 8.1 7.3 7.9
2 7.0 8.0 8.4 8.0
3 7.4 8.1 8.3 7.8
4 8.7 7.7 8.2 7.9
5 7.7 7.9 8.6 8.1
6 7.5 7.6 7.2 7.8
7 7.8 7.8 7.9 83

Tablo - 11: Calismaya alman gruplardaki rat yavrularmin intestinal sistem

histopatolojik degerlendirme (evre) skorlari.

Rat No Grup Grup Grup Grup
| II 11 1A%

N N 0 A W N -
ke ek e e e

W W W W A W W
N W N NN W
NN W W NN W

Kisaltmalar: Histopatolojik skorlama: Evre 1: Normal histoloji, Evre 2: (Minimal) Hidropik
dejenerasyon ve/veya yiizeyel epitel hiicrelerinin seperasyonu, Evre 3: (Hafif) Villiis epitel hiicre

nekrozu, Evre 4: (Orta) Tam villis nekrozu, Evre 5: (Siddetli) Transmural nekroz.
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Tablo - 12: Caligma gruplarindaki rat yavrularmmin barsaklarindaki (nmol/gr)

malondialdehid (MDA) diizeyleri

Rat No Grup Grup Grup Grup
I II 11} v
MDA (nmol/g) MDA (nmol/g) MDA (nmol/g) MDA(nmol/g)

1 11.3 53.4 28.1 25.1
2 14.7 46.4 314 333
3 24.4 37.7 294 313
4 21.8 42.1 28.8 27.5
5 22.0 62.2 33.7 36.3
6 211 53.2 28.7 31.1
7 11.6 49.6 30.0 32.7

Tablo - 13: Calisma gruplarindaki rat yavrularinin barsaklarindaki pmol/g rediikte

glutatyon (GSH) diizeyleri

Rat No Grup Grup Grup Grup
| II 11 v
GSH (umol/g) GSA (umol/g) GSH (umol/g) GSH(umol/g)
1 0.31 0.24 0.46 0.43
2 0.64 0.33 0.45 0.32
3 0.73 0.27 0.41 0.30
4 0.57 0.25 0.41 0.42
5 0.71 0.21 0.37 0.41
6 0.65 0.22 0.34 0.44
7 0.64 0.32 0.40 0.30
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