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GIRiS

Nekrotizan enterokolit, 6zellikle prematiire yenidoganlarda goriilen, en sik acil
cerrahi miidahale gerektiren gastrointestinal sistem hastaligidir (1-3). Bilimsel ve
teknolojik gelismeler nedeniyle prematiire bebek 6liimleri azalmistir. Giincel kant,
prematiire yenidoganlarm ana Olim nedeninin nekrotizan enterokolit olacagi
yoniindedir (4). Nekrotizan enterokolit patogenezi tam olarak aydmlatilmamistir. Bu
nedenle, nekrotizan enterokolitin benimsenmis etkin bir tedavi yontemi yoktur.
Nekrotizan enterokolitte rol alan patofizyolojik olaylarin tam anlasilmasi ve bu
hastalig1 tedavi edici stratejilerin gelistirilmesi, nekrotizan enterokolitli bebeklerin

morbidite ve mortalitesinin azaltilabilmesi agisindan biiyiik dnem tasimaktadir.

Yapilan deneysel ¢alismalarda, hipoksi-reoksijenizasyon sonucu olusan serbest
oksijen radikallerinin intestinal doku hasarlanmasina yol actig1 gosterilmistir (5-7).
Hasarlanmis mukozaya mikroorganizmanin baglanmasi sonucu tiimor nekrozis
faktor-alfa, platelet activating faktor, nitrik oksit, interlokin-6, malonildialdehit gibi
bircok proinflamatuvar mediatorler acgiga ¢ikmaktadir. Mediatorlerin etkisi ile
mukozal hasarlanma daha da artarak nekroz olusmaktadir. (8). Antioksidan sistemler,
serbest oksijen radikallerinin olusturdugu doku hasarinda serbest oksijen radikallerini
ortadan kaldwrarak koruyucu etki gostermektedir. Glutatyon metabolizmasi
antioksidatif defans sisteminin en 6nemlilerinden birisidir (9). Siiperoksit dismutaz
hiicre mitokondrisinde bulunan bir enzimdir. Siiperoksit radikallerini daha az reaktif
olan hidrojen peroksit formuna cevirir. Yine antioksidan bir enzim olan katalaz
hidrojen peroksiti suya ve oksijene parcalayarak zararh etkilerden korur. Prematiire
yenidoganlarin, antioksidan defans sistemleri yetersiz olup; oksidatif strese karsi

oldukga hassastirlar

Deferoksamin serbest oksijen radikallerinin iiretilmesinde rol alan demir,
aliminyum, bakir gibi gecis metalleri ile kompleksler olusturarak giiclii antioksidan
aktivite gosteren bir maddedir (10). Ayrica iskemi/reoksijenasyon durumunda

damarlarda dilatasyon yaparak hiicreleri hipoksinin ilerlemesinden korur.



N-asetil sistein bir thiol molekiil ve mukolitik ajandir. L-sistein ve
indirgenmis glutatyonun prekiirsoriidiir. Hidroksil gibi reaktif oksijen radikalleriyle
etkileserek serbest radikalleri temizler (11). Siiperoksit dismutaz ve katalaz
diizeylerini artirdigi, malonildialdehit ve nitrik oksit olusumunu azalttigi
gosterilmistir. Apopitozu 6nlemektedir (12). Endotelyal disfonksiyonu artirir. Lipid

peroksidasyonunu onler (13)

Bu calismada, hipoksi—reoksijenizasyon modeli ile intestinal hasar olusturulan
Wistar Albino cinsi preterm ratlarda, hipoksi/reoksijenizasyondan sonra uygulanan
N-asetil sistein ve deferoksaminin intestinal hasar olusumundaki veya
onlenmesindeki histopatolojik etkileri, apopitoz {izerine olan etkileri ile
proinflamatuvar mediatorler ve antioksidatif sistemler lizerine biyokimyasal etkileri

arastirildi.



GENEL BILGILER

NEKROTIZAN ENTEROKOLIT

Insidans ve Tarihce

Nekrotizan enterokolit (NEK), Ozellikle prematiire yenidoganlarda goriilen,
inflamasyon ve nekroz ile karakterize, en sik acil cerrahi miidahale gerektiren bir
gastrointestinal sistem (GIS) hastaligidir (1-3). NEK olgularmm %65-95’ini
prematiirler olusturmaktadir. NEK ilk olarak 19. ylizyil sonlarinda tanimlanmaya
baslanmigtir. 1960’11 yillara kadar prematiireleri etkileyen bir hastalik oldugu fark
edilmemistir (1,2,14).

Literatiirde ilk ger¢ek NEK olgusunu 1888’de Paltauf tarafindan bildirilmistir.
1939°da Thelander, bir kismi NEK sonucu olan biiyiik bir yenidogan GIS
perforasyon serisi yaymlamistir. NEK perforasyonunda ilk basarili tedavi 1943°de
Agerty tarafindan bildirilmistir. Daha 6nceleri enfeksiyoz enterit olarak bilinen bu
hastalik, 1953’de Schmid ve Quasier tarafindan ‘“nekrotizan enterokolit” olarak
adlandirilmistir. NEK gelisimi i¢in gerekli olan {i¢ ana 6ge olan barsak mukozasinda
yaralanma, bakteri ve metabolik substrat, 1975’de Santulli ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmigstir (15). 1978’de Bell ve arkadaglarinin tanimladigi hastaligin ciddiyetine

bagl siniflama giintimiizda halen kullanilmaktadir (16,17)

Yenidogan yogun bakim iinitesi (YYBU) imkanlarinm iyilestirilmesi,
teknolojik gelismeler kullanima girmesiyle birlikte cok diisilk dogum agirlikli ve
prematiire dogan bebeklerin yasam orani artmakta, buna paralel olarak NEK
insidanst da artig gostermektedir (1,2,18-20). NEK insidansi, merkezler arasinda
farklilik gostermekle birlikte %3-28 arasinda degismektedir (3). Gestasyonel yas ve
dogum agrrhigr diistiikce insidansta artis gorilmektedir. Term ve preterm
yenidoganlarda klinik ve patolojik bulgular benzer olsa da baslatici faktorler
farklidir. Term yenidoganlarda goriillen NEK, ¢ogu zaman perinatal asfiksi,
polisitemi, konjenital kalp hastaliklar1 gibi zemin hazirlayici hastaliklarla birliktedir

ve daha erken donemde ortaya ¢ikar.



Genel olarak hayatin ii¢ ile onuncu giinleri arasinda baslamakla birlikte, ilk {i¢
ay icinde de goriilebilir (1,2,21). NEK’li hastalarin %90’ mdan fazlas1 daha 6nce
enteral beslenmis bebeklerdir. Mama ile beslenmis bebeklerde risk daha fazladir.

NEK intrauterin donemde bildirilmemistir (21).

NEK ile cinsiyet ve rk arasinda iliski saptanmamistir. NEK olgular1 genellikle
sporadik goriiliir ve mevsimsel dagilimi yoktur. Bazen salginlar seklinde gelisebilir.
NEK epidemileri sirasinda tek bir etken degil, birden ¢ok enfeksiy6z etken izole

edilmistir (1,2,22).

Etyoloji ve Patogenez

NEK etyolojisi ve patogenezi yapilan ¢ok sayida deneysel ¢alismalar ve klinik
arastirmalara ragmen, etyoloji ve patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak
multifaktoriyel kompleks bir hastalik oldugu diisiiniilmektedir. NEK’li olgularin
%901 prematiire yenidoganlar oldugundan, intestinal immatiiritenin anahtar rol
oynadigi, hipoksik-iskemik hasar, enteral beslenme, patolojik bakteriyel
kolonizasyonun da buna katkida bulundugu belirtilmektedir (1-3,8,20,23). Oral
vitamin E, indometazin, teofilin gibi metil ksantin tiirevi ilaglarinda NEK
etyopatogenezinde rol aldig1 diistiniilmektedir (1). Birgok durum temel risk faktorleri

olarak kabul edilirken ortak son yol barsak nekrozudur (1-3).

Yas ve matiirite

NEK’li olgularin %65-95’1 prematiiredir (1-3,14). Gebelik yasi ve dogum
agirhig diistiikce NEK riskinde artig gozlenir (1-3). Dogum agirligi ile NEK arasinda
da ters bir iliski oldugu gosterilmistir. Dogum agirligir 750 gr’in altinda olanlarda %
14 iken, 1250 gr’in iizerinde olanlarda %3 olarak bulunmustur (24) Gebelik yas1 37
hafta ve iizerindeki term bebeklerde ise %5-10 oraninda NEK goriiliir. Bu term
bebeklerin  hemen  hepsinde  asfiksi,  intrauterin  biiyiime  geriligi,
polisitemi/hiperviskosite, kan degisimi, gobek kateteri, gastrosizis, konjenital kalp
hastaligi  veya miyelomeningosel gibi risk faktorleri bulunur (1-3,25).
Prematiirelerde, intestinal mukozanin, antioksidan sistemler ve bagisiklik sisteminin

immatiir 6zellikler tasimasi ve yetersiz dolasim dinamikleri nedeniyle, NEK gelisimi



daha kolaydir. Mide pH’sinin yiiksekligi, intestinal motilitenin azalmasi, absorbsiyon
fonksiyonunun yetersizligi, immatiir epitelyal yapinin bakteriyel translokasyonu
kolaylastirmasi, immiinglobulin A (IgA) sekresyonunun yetersizligi, koruyucu
mukus diizeylerindeki diistikliik ve rejeneratif kapasitenin azalmasi gibi bir¢ok faktor
prematiirelerdeki barsak immatiiritesinde rol oynar. Bu nedenlerle diger predispozan
ve tetikleyici faktorlerle birlikte prematiirelerde NEK gelisimi matiir olgulara gore

daha siktir (1-3,5,26,27,28).

GIS motilitesi ikinci trimestirde gelismeye baslar ve iigiincii trimestire kadar
olgunlasmaz. Intestinal motilitede iigiincii trimestirden sonra hareketlilik baslar (29).
Dig faktorler intestinal motiliteyi degistirebilir. Enteral beslenme maturasyonu
arttirirken (30), fetal hipoksi veya perinatal asfiksi motiliteyi azaltir (31). Intestinal
motilitedeki azalma ile mikroorganizma ve toksik triinlerin epitel ile temas olasilig1
artarak intestinal hasar meydana gelir. Prematiirelerde besinlerin sindirim ve emilim
yetenegi heniiz gelismediginden sindirilmemis molekiiller de intestinal hasara
katkida bulunabilir (32). Intestinal bariyer fonksiyonu yapisal ve biyokimyasal
bilesenlerden olusmustur. Eger bu bilesenler tam olarak olgunlagmamigsa

mikroorganizmalar daha derin dokulara ilerleyebilir ve inflamasyona neden olabilir.

Intestinal yapisal bariyer tight junction komplekslerinden olusmustur. Bu
kompleksler 10. gebelik haftasinda belirginlesir. Sivi  sekresyonu ve besin
absorbsiyonu i¢in bariyer fonksiyonu 26. gebelik haftasindan itibaren terme kadar
amniotik siv1 etkisi ile gelisir (32). Intestinal liimenden istenmeyen patojenleri ve
toksinleri uzaklastirmada enterositler, Cl" iyonlarin1 ve suyu kullandig1 i¢in konak
savunmasinda sivi sekresyonu yetenegi onemli bir yer tutmaktadir (33). Bu nedenle

prematiire yenidoganlar patojenleri ve toksinleri etkili bir sekilde uzaklastiramazlar.

Intestinal biyokimyasal bariyeri olusturanlar ise barsak kriptlerinde bulunan
ozellesmis enterosit olan Paneth hiicrelerinden salinan lizozim, fosfolipaz A, kiigiik
antimikrobiyal peptidlerdir. Bu antimikrobiyal peptidler antiinflamatuvar sitokinlerin
salmmasinda, bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunda ve Cl iyonlarmin salimiminda
gorev alirlar (34,35). Paneth hiicre sayis1 prematiire yenidoganlarda erigkinlere gore

daha diisiik diizeyde saptanmstir (20).



Prematiirelerde herhangi bir nedenle gelisebilecek olan intestinal mukoza
hasarlanmasinda  koruyucu  antioksidan  sistemler  yetersizdir. ~ Hipoksi-
reoksijenizasyon (H/R) sonrasi yogun olarak ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri
intestinal doku hasarindan sorumlu temel faktorlerdir (1-3,17,26). Hiicre i¢i en
onemli antioksidan defans sistemlerinden birisi glutatyon metabolizmasidir
(9,22,36). Diger bir antioksidan enzim olan CAT, yapisinda dort tane hem grubu
bulunan bir hemoproteindir. Esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve
mikrozomal fraksiyonda bulunur. Hidrojen peroksiti suya ve oksijene doniistiirerek
zararli etkilerden korur. Hayvan c¢alismalarinda, prematiirelerde barsaklarda
antioksidatif enzimlerden katalaz (CAT), sliperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu saptanmistir (37,38).

NEK, siklikla intestinal sistemin terminal ileum ve proksimal kolon bdlgesinde
gelisir. Intestinal immun direnci saglayan lenf folikiillerinin cogu (Peyer plaklar1) bu
bolgelerde yer alir. Prematiirelerde intestinal sekretuvar immunglobulin A (sIgA)
diizeyleri, T ve B lenfosit say1 ve fonksiyonlari, antikor yanitlar1 yetersizdir (1-
3,5,28,39). Prematiir yenidoganlara oral olarak immunglobulin verilemesinin NEK

siddetini azalttig1 gosterilmistir (40).

Intestinal Iskemi / Asfiksi

NEK ve prematiirite ile iligkili iskeminin etyolojisini agiklamak i¢in hiperaktif
ekstrinsik vaskiiler regililasyon (dalgi¢ veya Herring- Breur refleksi) yenidoganlarda
olan potansiyel ilintisinden dolay1 6ne ¢ikmistir. Bu refleks ciddi hipoksi siirecinde
kan akimmin 6ncelikle kalp ve beyine yonelmesini gerektirir. Bu muhtemelen dogum
siirecinde olusur. Bu teori NEK’in hayatin ikinci haftasinda olustugunu gdsteren

klinik izlemi agiklamakta yetersizdir (1).

NEK gelisiminde intestinal vaskiiler dolasim ve hipoksiye vaskiiler cevap
onemli bir faktordiir (1-3). Hipoksik stres durumunda kan akimi splanknik yataktan
beyin, kalp ve adrenal bezler gibi hayati organlara yonelir. Bunun sonucu cesitli

organlarda iskemik hasar gelisir (1-3,41). H/R sonrasi intestinal zedelenme



ortamdaki serbest oksijen radikalleri araciligiyla gelisir. Serbest radikallerin en

onemlisi oksijenden tlireyen serbest oksijen radikalidir (SOR).

Serbest radikaller disg yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmis elektrona
sahip, kisa Omiirlii, molekiil agirlig1 diisiik olan kimyasal bilesiklerdir. Eslesmemis
elektrona sahip molekiiller kararsiz bir haldedir. Baska bir molekiille etkilesime
girerek elektron alir ve verirler (42,43) (Tablo-2). Serbest radikaller kararli duruma
gecme egiliminde olduklar1 i¢in tek elektronlarmi ¢iftlemek iizere baska molekiillerle
reaksiyona girdiklerinde, onlarin yapilarini degistirebilirler (43) Serbest oksijen

radikalleri endojen ve eksojen kaynaklidir (Tablo-1)

Tablo — 1: 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 oksijen radikalleri yapisal 6zellikleri nedeniyle lipid, protein ve niikleik
asit gibi hiicre bilesenlerini okside etme kapasitesine sahiptir. Ozellikle hiicre
membran yapisinda bulunan doymamis yag asitleri oksidasyona duyarlidir. Bunlarin
oksidasyonu lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarmin baslamasma neden olur.
Lipid peroksidasyonunun en énemli iiriinii malondialdehittir (MDA). Ug ya da daha
fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda MDA meydana gelir.
Olusan MDA hiicre membranlarindan 1iyon aligverisini etkileyerek 1iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur

(43).



Tablo — 2: Serbest oksijen radikalleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit radikali Hidrojen peroksit
Hidroksil radikali Hipokbromoo6z asit
Alkoksil radikali Hipoklorik asit
Peroksil radikali Ozon

Hidroperoksil Singlet oksijen

Ksantin oksidaz (XO) barsaktaki serbest oksijen radikallerinin ana kaynagidir.
Hidrojen peroksit (H,O;), siliperoksit (O) ve hidroksil anyonu (OH’) hasardan
sorumlu en dnemli serbest oksijen radikalleri olarak bilinirler. Bu serbest oksijen
radikalleri lokal hasar gelisiminden ve sistemik bulgulardan sorumlu tutulmaktadir.
Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, ndtrofil
aktivasyonu ve deoksiribo niikleik asit (DNA) hasar1 olusturarak hiicre oliimiine

neden olurlar (1,2,5,14,28,38).

Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin bir¢gok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar
“antioksidanlar” olarak bilinirler. Hiicrelerin hem s1vi hem de membran kisimlarinda
bulunabilirler. Ornek antioksidanlar; mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi,
siiperoksid dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, ferritin,

transferindir.

Term bebeklerde konjenital kalp hastaligi, intrauterin biiyiime geriligi,
polistemi, annenin kokain kullanmasi gibi intestinal kan akimini azaltan durumlar
NEK riskini arttirmaktadir. Bunun sonucu barsaklarin da i¢inde bulundugu ¢esitli
organlarda iskemik hasar gelismektedir. Hayvan modellerinde hipoksi ile iligkili
iskemik barsak nekrozunun gelistigi gosterilmistir. NEK’te en sik (%90) goriilen
histopatolojik lezyon, iskemik olaylar sonucu meydana gelen koagiilasyon
nekrozudur (8). Bununla birlikte NEK’in siklikla damarlanmanm az oldugu iliogekal
alanda meydana gelmesi dikkat ¢ekicidir. Biitiin bu bulgular NEK patogenezinde

hipoksik-iskemik olaylarin rol oynadigmni diisiindiirmektedir.



Enteral Beslenme

NEK’li olgularin %90-95°1 enteral olarak beslenen bebeklerdir. Hiperozmolar
formula, yiiksek voliimlii ve hizli beslemenin NEK riskini arttirdig1 bildirilmektedir.
Ozellikle yiiksek voliimlii agresif beslemenin mide distansiyonu yaratarak splenik
dolasim1 bozacagi ve intestinal iskemiye yol agabilecegi belirtilmektedir (1-3).
Bersth ve arkadaslarmin ¢aligmasinda, enteral beslenme uygulanan miktar ve voliim
artis1 yavas yapilan bebeklerde, hizli voliim arttirilanlara gére NEK’in az gelistigi

bildirilmistir (44).

Yapilan caligmalarda anne siitii ile beslemenin NEK insidansini azalttig
gosterilmistir. Anne siitlinde bulunan sIgA, l6kosit, laktoferrin, lizozim, miisin,
sitokin, epidermal growth faktor, enzimler, oligosakkarid, poliansatiire yag asitleri
gibi bir¢ok madde ile antibakteriyel, antiinflamatuvar ve mukoza koruyucu etkilere
sahiptir (1-3,21). Anne siitii ile beslenen yenidoganlarda GIS floras1 probiyotik
Lactobacillus ve Bifidobacteria’dan olusurken, mama ile beslenenlerde koliform

bakteriler, entrokoklar, bakteroides gibi patojenlerden olugsmaktadir (26).

Yeni doganlarda sindirilmeyen karbonhidrat, bagirsaktaki bakteriler tarafindan
fermante edilerek yag asidi ve laktik aside doniistiiriiliir, bu sirada karbondioksit ve
hidrojen gazi iiretilir. Patojen bakterilerin varliginda yag asidi ve gaz iiretimi artarak
emilim kapasitesini asar (3). Prematiirelerde tek basina enteral beslenme ile NEK
patogenezinde dnemli rol oynayan PAF’1n plazma diizeylerinin arttig1 gosterilmistir
(45). Amer ve arkadaglarinin ¢aliymasinda prematiire ve term yenidoganlarda enteral
beslenmeden sonraki ilk mekonyum ile 14. giin diskilarinda PAF ve PAF-AH
diizeyleri ve bunlarin NEK ile iligkisi arastirilmis; sonu¢ olarak 14. giin diskisinda,
mekonyuma gore PAF diizeylerinin anlamli olarak yiiksek oldugu ve enteral
beslenmenin, intestinal dokuda lokal PAF iiretmini artirarak NEK gelisiminde etkili

olabilecegi One siiriilmiistiir (46).

Bakteriyel Kolonizasyon ve Sepsis

Steril bir barsak ortamiyla dogan babeklerde, intrauterin bir NEK olgusu

simdiye kadar tanimlanmamistir (1-3). NEK, cogunlukla yasamin ikinci haftasinda,



intestinal kolonizasyon tamamlandiktan sonra gelismektedir (1-3). Patolojik 6rnekler
intestinal nekroza neden olan diger hastaliklar dikkate almarak incelendiginde,
NEK’te bakteriyel ¢ogalmanin daha fazla oldugu bildirilmistir. Yine bakteri hiicre
duvari iiriinii olan endotoksin verilmesinden sonra NEK benzeri lezyonlarin olustugu
deneysel olarak gosterilmistir. Biitiin bu kanitlar NEK patogenezinde bakterilerin

rolii oldugunu disiindiirmektedir (1-3,8).

Prematiire bebeklerin barsak florasi maternal flora ile iliskinin azligmna, genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi ve nazokomiyal patojenlere bagli olarak term
bebeklere kiyasla belirgin farkliliklar géstermektedir. Genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 ve enteral beslemenin geciktirilmesi anormal kolonizasyona neden
olmaktadir (3,26). NEK’te en sik Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter,
Pseudomonas gibi gram negatif bakteriler saptanir (1-3,26,47). NEK’li olgularin
sadece %20-30’nun kan kiiltiirlinde iireme saptanabilirken, bakteriyemi oraninin

daha sik olabilecegi belirtilmektedir (3,19).

Lipopolisakkarit, lipoteikoik asit gibi bakteri hiicre duvar1 komponentlerinin
barsak epitelinde bulunan Toll-like reseptorlerini (TLR) aktive ettigi ve bunun da
inflamatuvar kaskadi uyararak intestinal hasarlanmada rol aldig1 belirtilmektedir
(3,26). Bakteriler ayrica endotoksinleri yoluyla da NEK patogenezinde rol oynarlar.
Calismalarda bakteriyel endotoksinlerin intestinal sistemdeki PAF, TNF ve IL-1
dretimini aktive ederek inflamatuvar kaskadi uyardiklar1 ve intestinal hasar
gelisimini sagladiklar1 gosterilmistir (48,49). Caplan ve arkadaslarmin ¢aligmasinda
enteropatojen kolonizasyonunu onleyen Bifidobacterium infantis verilen yenidogan
farelerde NEK insidansinin azaldigi gosterilmistir (50). Akisii ve arkadaslarmin
calismasinda yavru farelere oral olarak probiyotik bir ajan olan Saccharomyces
boulardi verilmis, kontrol grubuna goére bu farelerde intestinal hasarin daha az
olustugu, intestinal hasarda major rol oynayan PAF diizeylerinin daha diisiik oldugu

saptanmistir (51).

Inflamatuvar Mediatdrler
Intestinal hasarlanmis mukozaya mikroorganizmanin baglanmasi sonucu birgok

proinflamatuvar mediatorler acia ¢ikmaktadir. Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a),
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platelet activating ftaktéor (PAF), NO, interlokin-6 (IL-6) bu mediatorlerin en
onemlileridir. NEK’de bu sitokinlerin lokal ve sistemik olarak arttig1 ve doku

hasarinda 6nemli rol oynadig1 saptanmustir (1-3,5,26,28,53,54).

PAF, fosfolipaz A, araciligi ile kapiller endotel, makrofaj, nétrofil, hepatosit,
ve intestinal epitelyal hiicreler gibi bir¢ok hiicreden salinan endojen bir fosfolipiddir.
PAF, bilinen en giicli mezenterik vazokonstriiktor maddedir. PAF, bu giicli
vazokonstriiktor etkisi ile intestinal iskemi sonucu mukoza hasarma ve NEK’e neden
olabilirken; sekonder olarak serbest oksijen radikalleri, TNF-a, 16kotrien B4 (LTB4),
1okotrien C4 (LTC4) gibi inflamatuvar mediatorlerin iiretim ve salinimini arttirarak
da NEK’e neden olabilmektedir (26,53,54). PAF intestinal epitel hiicrelerinin
apopitozisini tetiklemekte, mukozal permeabiliteyi arttirarak bakterilerin girigini
kolaylastirmaktadir (26). PAF’m, NEK patogenezinde temel inflamatuvar mediator
oldugu bircok ¢alismada gdsterilmistir (1-3,55-60). PAF antagonisti verilen farelerde
ve domuzlarda intestinal nekrozun azaldig1 gosterilmistir. (61). Wang ve arkadaslar1
PAF reseptor ekspresyonunun en ¢ok ileumda oldugunu ve bu durumun intestinal
inflamasyon gelisiminde 6nemli oldugunu vurgulamiglardir (62). Prematiirelerde
PAF yikimindan sorumlu enzim PAF-AH verildiginde intestinal hasarin azaldigi
saptanmistir (63-64). Amer ve arkadaglarinin ¢alismasinda, prematiirelerde enteral
beslenme ile birlikte gaytada PAF konsantrasyonunun arttigi ve yiiksek PAF
konsantrasyonuna sahip bebeklerde NEK gelistigi gosterilmistir (46).

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) yardimiyla L-arginin ve oksijenden sentezlenir.
NOS’un ii¢ izoenzimi vardir; eNOS ve nNOS tarafindan sentezlenen NO doku
perfiizyonunu saglar. iNOS tarafindan sentezlenen NO hiicre hasarina ve intestinal
bariyer bozukluguna yol agmaktadir (65). Iskemiyi izleyen reperflizyon sonrasi
intestinal vaskiiler rezistans artmaktadir. Bu artis endotelde sentezlenen NO
iretiminin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Mikrosirkiilasyondaki bozulmanin
NEK gelisiminde 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir (66). NO, kisa o miirli reaktif
bir molekiildiir. Doku hemostazinin saglanmasi, ndérotransmisyon ve inflamasyon
gibi fizyolojik ve patolojik olaylarda gorev almaktadir. Hiicre membranlarindan
kolayca gecebilir. Yagda ve suda kolay eriyebildiginden kanala ve reseptore ihtiyag

duymazlar. Essiz, bir elektronu oldugu i¢in serbest radikal gibi degerlendirilir. Diger
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serbest radikallerin varliginda doku hasarini arttirmaktadir (4). NO siiperoksit
radikali ile reaksiyona girerek son derece toksik olan peroksinitrite doniismektedir.
Peroksinitrit, enterosit apopitozisini indiiklemekte ve proliferasyonunu inhibe
etmektedir. Peroksinitrit elektron transport zincirinde sistein rezidiilerini oksitleyerek
geri doniisiimsiiz olarak inaktive etmekte ve hiicre Olimii gergeklesmektedir.
Peroksinitrit tirozin rezidiilerini nitratlayarak nitrotirozin olusturur. Boylece enzim

aktivitesini degistirerek enterosit proliferasyonunu onlerler (4,65,67).

OH™ anyonu reaktif oksijen tiirlerinin en giicliisiidiir. Demir ve bakir gibi gegis
metallerinin varliginda hidrojen peroksitten olugsmaktadir. Serbest oksijen radikalleri
lipid peroksidasyonu, proteinlerin disiilfid baglarinda bozulma, DNA hasar1
olusturarak ve inflamatuvar hiicrelerde aktivasyona neden olarak hiicre hasarma yol
acmaktadir (21,26,68). Antioksidan bir enzim olan CAT, hidrojen peroksiti suya ve
oksijene parcalayarak zararli etkilerden korumaktadir. Hayvan modellerinde H/R
sonrasi, oksidatif strese bagli barsak doku hasarlanmasinda lipid peroksidasyonunun
onemli oldugu ve bu durumun da lipid peroksidasyonunun son iirlinii olan MDA

Olciimii ile saptanabildigi gosterilmistir (5-7,69-73).

LTB4, noétrofil kemotaksisi ve agregasyonunu saglayarak, LTC4 ise intestinal
iskemi ve sonugta intestinal inflamasyona yol agarak NEK patogenezinde etkili
olmaktadir (48). Notrofillerin aktivasyonu sonucu myeloperoxidase (MPO) gibi
enzimlerin iiretimi ve salinimi gerceklesir. Dokuda MPO aktivitesinin dlgiimii ile

notrofil aktivasyonu indirekt olarak saptanabilir (74,75).

TNF-a, NEK patogenezinde baslangic anahtar mediatér olarak bilinmektedir
(1,2,21,76,77). Cesitli hiicreler ve intestinal epitel hiicreleri tarafindan salinmaktadir
(77,78). Caplan ve arkadaslari, NEK gecirmis yenidogan bebeklerde TNF-a’y1
anlamli yiiksek saptamiglardir (79). TNF-a {retimini azaltan pentoksifilin

uygulanmasi ile NEK insidansinin ve siddetinin azaldig1 gosterilmistir (76).
Intestinal makrofajlar, endotel hiicreleri, epitel hiicreleri tarafindan salman IL-6
ve IL-10 NEK patogenezinde 6nemlidir. Goepfert ve arkadaslarinin ¢alismasinda,

umbilikal korddaki yiiksek IL-6 konsantrasyonu ile NEK arasindaki anlamli iligki
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gosterilmistir (80). Oztiirk ve arkadaslar1 tarafindan NEK olusturulmus ratlara

verilen rekombinant IL-10 ile mukozal hasarin azaldig1 gosterilmistir (6).

Klinik Bulgular

NEK, GIS semptom ve bulgular1 yaninda, sistemik semptom ve bulgularla
karsimiza ¢ikabilir. Klinik bulgular1 6zgiin degildir. Hafif karmn sisliginden,
perforasyona kadar degisen cesitli klinik tablolara neden olabilir. Hastaligin ortaya
cikis zamani gestayonel yas ile ters orantilidir. Term bebeklerde semptom ve
bulgular yasamin ilk birka¢ giiniinde ortaya c¢ikarken, prematiire bebeklerde
genellikle ikinci haftada ortaya ¢ikmaktadir. Gastrik rezidii, N/G den safrali geleni
olmasi, abdominal distansiyon, abdominal hassasiyet, kusma, karinda renk
degisikligi, gaitada gross kan saptanmasi, 1s1 diizensizligi, hipoglisemi, laterji, apne,
bradikardi, tasikardi, anemi, ndtropeni, tombositopeni, metabolik asidoz, dolasim
bozuklugu, solunum sikintist gibi bir ¢cok bulgu ile klinige yansiyabilir (1-3,21).
Siklikla en erken bulgu beslenme intoleransi ve gastrik bosalmada gecikmedir
(1,2,26). ilerlemis olgularda ise barsak halkalarinm muayenede ele gelmesi, karin
duvarinda 6dem, intestinal perforasyon, bakteriyemi, sepsis, asidoz, sok ve dissemine

intravaskiiler koagulasyon (DIC) gelisebilir.

1978 yilinda Bell ve arkadaslar1t NEK’li hastalar1 klinik ve radyolojik olarak
smiflandiran kriterler yayinlanmis, bu kriterler Walsh ve Kleigman tarafindan 1986
yilinda modifiye edilmistir (16,17). Bu smiflandirma tedavi seklinin planlanmasi ve
takip acisindan Onemlidir. Bu smiflandirmaya gore birinci evre silipheli olgulari,
ikinci evre kesin NEK tanisi alan olgulari, tiglincii evre ilerlemis olgular1

tanimlamaktadir (Tablo 3).
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Tablo-3: Nekrotizan enterokolitte Modifiye Bell evrelemesi (16)

Klinik Bulgular Radyolojik Bulgular
Siniflama
I (Stipheli NEK) Abdominal distansiyon [leus/dilatasyon
GGK pozitifligi
Kusma/gastrik rezidii
Apne/letarji
II (Kesin NEK) Evre I’e ek olarak Evre I’e ek olarak
Abdominal hassasiyet Pnomotosis intestinalis
+ Metabolik asidoz ve/veya
Trombositopeni Portal vende gaz
Sebat eden barsak loopu
III (Agir NEK) Evre II’ye ek olarak Evre II’ye ek olarak
Hipotansiyon Pnomoperitoneum

Belirgin asidoz
DIC

Notropeni

Laboratuar Bulgular:

NEK’li hastalarda laboratuvar bulgular1 sepsisi destekler niteliktedir. Lokosit
sayisinda artma ve daha siklikla da 16kopeni olabilir. Vakalarin yaklasik %37’sinde
beyaz kiire sayis1 1500’iin altindadir. Notropeni ve trombositopeni gram (-) septisemi
ve siddetli NEK’in habercisidir. Koagiilasyon bozukluklari, hipoglisemi,
hiperglisemi, metabolik asidoz, elektrolit bozukluklar1 olabilir. Gaitada gizli kan
(GGK) pozitiftir. Metabolik asidoz siklikla sokun bir bulgusudur. C-reaktif protein
diizeyinde artma goriiliir ve bu NEK’in erken bir gostergesidir (27,81) Gaitada gizli
kan (GGK) pozitiftir.

Radyolojik Bulgular
Klinik olarak NEK’ten siiphelenildiginde taniy1 kesinlestirmek ve tedaviye yol

gostermek amaciyla radyolojik inceleme yapilmalidir. Ayakta direkt karin grafisi
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(ADKG ) ve yatarak karmn grafisi incelemelerinde baslangicta barsak dilatasyonu,
ileus, pnomotosis intestinalis gibi bulgular saptanirken, ileri donemde barsak
perforasyonu sonucu pndmoperitoneum ve portal vende gaz gézlenebilir (4,82). En
sik erken bulgu intestinal ileustur. Diger erken bulgular barsak anslarinda dilatasyon,
incelme ve hava-sivi seviyesidir. Barsak duvari i¢inde gaz goriiniimii (pndmatosis
intestinalis) NEK’in patognomik radyolojik bulgusudur. Gaz subseroza ile
muskularis tabakasi arasindadir. Bu gaz patojen bakteriler tarafindan iiretilen
hidrojene bagli olarak olusur (83). Standart 6-12 saatte ¢cekilen ADKG klinik izlemde

onerilmekle birlikte ADKG siklig1 hastanin genel durumuna gore belirlenebilir.

Ultrasonografi, kontrasthh grafi ve manyetik rezonans goriintiileme
kullanilabilen diger tan1 yontemleridir. Ultrasonografide anormal barsak ekojenitesi,
barsak duvar kalinliginda artma ve ya azalma, intramural gaz, portal vende gaz,
periton i¢inde serbest gaz ve sivi goriilebilir. Kapali perforasyonda kitle saptanabilir.

Kontrasth grafiler NEK sonrasi darlik arastirilmasinda kullanilir (83).

Modifiye Bell smiflamasina gore (Tablo 3) Evre 1, siipheli NEK’de bulgular
nonspesifiktir ve klinik olarak abdominal distansiyon, kusma, gastrik rezidii, apne,
letarji ve GGK varligi; radyolojik olarak ise normal grafi bulgular1 yaninda barsak
dilatasyonu ve hafif ileus saptanir. Evre II, kesin NEK’dir. Evre I’e ek olarak
abdominal hassasiyet, metabolik asidoz, trombositopeni saptanirken, radyolojik
olarak pndmotosis intestinalis ve portal vende gaz gozlenir. Evre III, agir NEK dir;
II. evreye ek olarak hipotansiyon, belirgin asidoz, ndtropeni ve dissemine
intravaskiiler koagulasyon goriiliir. Radyolojik olarak ise evre II’ye ek olarak barsak

perforasyonu gelisirse pndmoperitoneum saptanir (1-3,16,17).

Patolojik Bulgular ve Apopitoz

Yasamakta olan hiicreler iki farkli mekanizma ile oliirler. Bu mekanizmalar
nekroz ve apopitozdur. Nekroz, travma, toksinler gibi hiicre digindan gelen fiziksel
ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik hiicre oliimiidiir. Apopitoz
organizmanin ihtiya¢ duymadigi, gorevini tamamlamis ya da hasarlanmis hiicrelerin
ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre

slimiidiir (39).
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Apopitotik hiicre Oliimiiniin agsamalar1 hiicre i¢inden veya disindan gelen
sinyallerle baslatilan ve birbirini takip eden olaylar zinciri olarak devam ederek
fagositoz ile sonuclanir. Apopitoza ugrayan hiicreler yiizeysel yapilarmi ve diger
hiicrelerle olan temas yiizeylerini kaybederler. Su kaybederek kiiciiliirler ve
biiziigiirler. Cekirdekte kromatin, c¢ekirdek membranina yakin kisimlardan

yogunlasarak ¢oker (39).

Intestinal iskemi-reperfliizyonu akut akciger hasarminin sik nedenlerinden
biridir. Iskemi sonucunda oksidatif stres tarafindan ferritin ve hemoksijenaz-1 artar
ve akciger hasarmin gostergesi olarak kullanilmaktadir (84). Yine baska bir
calismada jejunumun iskemik-reperflizyon hasar1t multipl organ yetmezligi
gelisimine neden oldugu ve intestinal mukoza ve akciger parankiminde morfolojik ve
apopitotik degismelere neden oldugu gosterilmistir. Kontrol grubuna gore apopitotik

hiicre sayis1 10 kat artmis olarak bulunmustur (85).

NEK halen patogenezi tam olarak anlasilamamis kompleks bir sendromdur.
Genel goriis, prematiirite ile birlikte hipoksik-iskemik hasar, formula ile beslenme,
beslenme voliimiiniin hizli arttirilmasi, bakteriyel kolonizasyon ve sepsis, serbest
oksijen radikalleri, aktive l6kositler, lokotrienler, PAF, TNF-a gibi inflamatuvar
mediatorler araciligi ile ortak son yol hastaligi olan NEK’in gelistigi yoniindedir

(8,69) (Sekil 1)

Bakteriyel Kolonizasyon

Intestinal iskemi /Asfiksi| |Enteral Besleme

Mukozal hasaflanma )"
|

Anti-inflamatuar mediatérler:
IL-1 RA, IL-11,12,
PAF asetilhidrolaz,
EGF, EPO, IGF, NF-kB, vb

Pro-inflamatuar mediatorler:
IL-1,6,8,18, PAF, TNF-qa,
Serbest oksijen radikalleri, vb

‘ Mikrosirkilasyon bozuklugu ‘ ‘Apopitozis‘ ‘ Mukozal permeabilite degig'ikligi‘

Sekil-1: NEK gelisimini etkiliyen faktorler. (8)
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Tedavi

NEK’te enteral beslemenin kesilmesi, N/G ile mide dekompresyonu, sivi-
elektrolit destegi, kan basincinin diizeltilmesi, asidoz, anemi ve trombositopeninin
diizeltilmesi gibi destek tedavileri uygulanir. Umbilikal kateter varsa cekilir. Viicut
18181, solunum ve kalp atim sayisi, oksijen saturasyonu takibi, aldigi-¢ikardigi ve
karin ¢evresi yakindan izlenir. Sivi elektrolit dengesi ve metabolik asidoz
diizeltilmesi 6nemlidir. Gerekirse eritrosit, trombosit, plazma destegi uygulanir.
NEK’li olgularin ancak %30’unda kan kiiltiirii pozitifligi saptanirken, intestinal
mukoza bariyer bozuklugu sonucu enterik kokenli bakteriyel translokasyon
gelisebilecegi i¢in, bu hastalara antibiyotik tedavisi Onerilmektedir. Antibiyotik
olarak genellikle ampisilin, aminoglikozit ve anaeroblara etkili metranidazol tedaviye
eklenir (1-3,14). Klinik, fizik muayene ve radyolojik agidan NEK bulgular:
kaybolduktan sonra genellikle 10-14. giin oral beslenmeye baslanir (15).

NEK’li hastalara medikal tedavi uygulanmasina ragmen hastalarin %:20-
60’mda cerrahi tedaviye ihtiya¢ duyulmaktadir (85). Cerrahi tedavinin pek ¢ok yazar
tarafindan kabul edilmis tek endikasyonu intestinal perforasyondur (20,86). Diger
goreceli operasyon endikasyonlar1 medikal tedaviye ragmen klinik bozulma olmasi,
portal vende gaz, barsak nekrozu oldugunu disiindiiren karinda kitle ve eritem gibi
klinik bulgular, ADKG’de ayn1 bolgede 24 saatten uzun siire sebat eden genislemis

barsak halkalari, karinda asit ve pozitif parasentez bulgularidir (1,2,87).

Cerrahi tedavide NEK olgularinda laparatomi, laparoskopi veya primer
peritoneal drenaj (PPD) olmak {lizere ii¢ cerrahi yOontem uygulanmaktadir.
Laparotomi ve PPD’in hangisinin tercih edilecegi tartismali olmakla birlikte, cok
merkezli, randomize, kontrollii, giincel bir ¢caligmaya gore bu cerrahi yontemler
arasinda mortalite, hastanede kalis siiresi ve total paranteral beslenme siiresi
bakimindan anlamli fark bulunmamaktadir (88,89). Bazi1 caligmalarda agik cerrahi
sonrast mortalitenin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (90). Laparotomi yapilan
hastalarda yara enfeksiyonu, karmn i¢i apse, anastomoz ayrilmasi, enterik fistiiller,
evantrasyon. intestinal yapisikliklar, yara yerinin ge¢ iyilesmesi gibi
komplikasyonlar goriilebilmekle birlikte, en ciddi komplikasyon kisa barsak

sendromudur. Iyilesen NEK’lerde ge¢ donemde iskemik nekroz bédlgelerinin
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fibrozisle iyilesmesi sonucunda %9-36 oraninda darliklar gelisir. Darlik genellikle

kolonda ve terminal ileumdadir (15,86,90)

Iyilesen NEK li bebeklerde %4-6 oraninda tekrar NEK gelisebilir (16). Tyilesen
hastalarin %9 ‘unda kisa barsak sendromu (KBS) gelisebilmektedir. Bunun nedeni

hem iskemi ve nekroz hem de cerrahi rezeksiyonla olusan barsak kaybidir.

NEK olup iyilesen olgularda norolojik ve islevsel komplikasyonlar gelisebilir.
Giincel bir calismada NEK geciren olgular 18 - 22 ay (diizeltilmis yas) arasinda
degerlendirildiginde; biiyliime-gelisme geriligi, serebral palsi, isitme ve gorme
yetersizligi, Bayley skoru diisiikliigii acisindan biiyiik risk altinda olduklar:
gosterilmistir (91). Hem erken hem de ge¢ donemde gelisen komplikasyonlar
hastanin hayatmi ciddi sekilde tehdit ederken, yiiksek maddi kayiplara da neden

olmaktadir.

DESFEROKSAMIN (DFX)

Desferoksamin (DFX) kimyasal yapis1t Streptomyces pylosus’tan iiretilen
trihydroxamic asit’tir. DFX daha ¢ok demir ve 3-degerlikli aliiminyum iyonlariyla
kompleksler olusturan bir maddedir. DFX’in 2- degerlikli Fe, Cu, Zn, Ca gibi
iyonlara ilgisi daha azdir. Selat olusturma 6zelligi nedeniyle DFX plazma ya da
hiicrelerde bulunan serbest demiri alarak ferrioksamin (FO) kompleksi olusturabilir.
Idrarda FO demir atimi plazmadaki demiri yansitr. DFX; transferindeki,
hemoglobindeki veya hem igeren diger maddelerdeki demiri uzaklastiramaz. DFX
dokuya bagl aliminyumu, aliiminoksamin (AlO) kompleksi meydana getirerek
baglayabilir ve mobilize edebilir. FO ve AlO, tamamen atildiklar1 i¢in DFX demir ve
aliminyumun idrar ve gayta ile atilmasini artirir. Boylece organlardaki patolojik
demir ve aliiminyum birikintilerini azaltir. DFX, 1960 yilindan beri transfiizyonel
demir asir1 yliklenmesi tedavisinde kullanilmaktadir. Modern efektif demir baglama
tedavisi son 20 yildir kullanilmaktadir. Giiniimiizde uzun donem DFX tedavisi
talasemi ve diger transflizyon gerektiren anemiye yaklasimm 6nemli bir parcasidir
(10). DFX’in toksik radikalleri ve demiri baglama 0zelligi nedeni ile klinikte

kullanilmaktadir
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DFX intramuskuler ve subkutan inflizyondan sonra hizla emilir. Buna karsilik
mukoza saglam oldugu taktirde gastrointestinal kanaldan emilim pek azdir. Oral

uygulanan DFX’inin mutlak biyoyararlanimi % 2’den azdir (10).

DFX ile biyotransformasyon reaksiyonlari: asit bir metabolit olusturan
transaminasyon, oksidasyon, beta-oksidasyon ve nétr metabolitlerin olusumuyla

sonuclanan dekarboksilasyon ve N-hidroksilasyondur (10)

Intrauterin intravaskiiler transfiizyonu takiben neonatal demir yiiklenmesine
sekonder gelisen ciddi karaciger hastaligi gelistigi ve hastada serum ferritini 4000
mikrogram/L iizerinde tesbit edildigi, DFX tedavisi ile KC fonksiyonlarinda
diizelmenin oldugu bildirilmistir (92). DFX yenidoganlarda selasyon tedavisinde

kullanilmaktadir.

DFX ile yapilan deneylerde renal iskemi sonucunda beyin i¢in gerekli kreatin
kinaz aktivitesinin inhibisyonunu engelledigi tesbit edilmistir (93). Serebral
damarlarda vazodilatasyon yaptigi ve hiicreleri hipoksiden korudugu goriilmiistiir.
Toksik radikalleri baglamas1 ve demir baglama 6zelliginin olmas1 DFX’1 daha etkili

hale getirmistir. Vazospazmi engellemektedir (94).

Yiiksek dozlarda DFX gorme ve isitme bozuklugu yapabilir. Bobrekler yolu ile
atildig icin bobrek yetmezliklerinde dikkatli kullanilmalidir. Yiiksek dozlarda C vit
ile birlikte kullanilmasi kalp fonksiyon bozuklugu olusturabilir. Alerjik reaksiyonlar,

enfeksiyon riskinde artig, biiylime geriligi gibi yan etkileri vardir (10)

N-ASETIL SISTEIN (NAC)

NAC, bir thiol molekiil mukolitik ajan olup L-sistein ve indirgenmis
glutatyonun prekiirsoriidiir. NAC hiicrelerde stilfidril gruplarmin kaynagi olan OH
gibi reaktif oksijen radikalleriyle etkileserek serbest radikalleri temizler. NAC’1n
kullanildig1 degisik hastaliklar arasinda kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, metal

toksisitesi ve karacigerin parasetamol toksisitesi sayilabilir (11).
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NAC apopitozu Onleyebilmekte, ¢esitli proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek
hiicre surviyini uzatmaktadir. NAC endotelyal disfonksiyonu azaltmakta,
inflamasyon, fibrosis, invazyon, kartilaj erozyonu, asetaminofen detoksifikasyonu ve
transplantasyon ihtiyacinin  geciktirilmesini saglamaktadwr (12). Mekonyum

ileusunda NAC tedavi edici 6zelligi ile kullanilmaktadir (3)

NAC asetaminofen toksisitesinde ve alkol toksisitesinde 18 saat i¢inde verildigi
taktirde karaciger hasarindan korumakta ve mortaliteyi azaltmaktadir. Antitoksik
etkisindeki muhtemel mekanizmalar arasinda karaciger kan akimini artirmasi,

glutatyon artis1 ve serbest radikalleri temizlemesi sayilabilir (95).

NAC giicli mukolitik etkisi ile de klinikte kronik obstriiktif akciger
hastaliginda kullanilmaktadir. NAC sicanlarda toksik katmiyum ile birlikte

verildiginde lipid peroksidasyonunu Onleyerek karaciger toksisitesini azaltmaktadir.

(13)
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GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢alisma i¢in Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’na bagvurularak 05.07.2006 tarih ve 08 sayili toplant1 sonucunda onayi
alindi. Bu deneysel ¢aligmada bir giinliik ratlar kullanildi. Agirliklar1 5-8 gr olan
yavru Wistar-albino ratlarda Subat-Agustos 2008 tarihinde Pamukkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Birimi’nde yapildi. Toplam 50 adet bir giinliik rat
yavrular1 randomize olarak her bir grupta 10 rat olacak sekilde toplam bes ¢alisma
grubuna ayrildi. Her bir grup parmaklikli kafeslere annelerinin yanina yerlestirildi.
Oda sicaklig1 23-24 °C’de tutularak hayvanlarin normotermik olmalar1 saglandi. Tim
rat yavrular1 NEK modeli olusturulduktan sonra annelerini emerek beslenirken, anne

ratlar standart fare yemi olan %21 protein iceren Pellet yem ile beslendi.

Calisma gruplar:

Kontrol grubu (Grup I, n:10): Herhangi bir girisim veya ilag¢ uygulanmadi.

NEK grubu (Grup II, n:10): Herhangi bir ila¢ uygulanmadi, dogumdan sonra
birinci giinde hipoksi/reoksijenizasyon (H/R) yontemi ile NEK modeli olusturuldu
(70).

N-asetil sistein + NEK grubu (Grup III, n:10): Birinci giinde NEK modeli
olusturuldu ve birinci giinden itibaren ii¢ giin siireyle 20 mg/kg/giin 2 dozda
subkutan (sc) N-asetil sistein (Asist ampul, 300 mg/ 3 ml, Hiisnii Arsan Ilaclar1 A.S.
Maslak-Istanbul - Tiirkiye) uygulandu.

Desferoksamin + NEK grubu (Grup IV, n:10): Birinci giinde NEK modeli
olusturuldu ve birinci giinden itibaren {i¢ giin siireyle 20 mg/kg/giin ve tek dozda sc
(Desferal flakon, 0,5 gr flakon, Novartis Saglik, Gida ve Tarim Uriinleri sanayi ve

Ticaret A.S.Bakirkdy-Istanbul, Novartis Pharma AG-Basel- Swetzerland) uygulandu.
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N-asetil sistein + Desferoksamin + NEK grubu (Grup V, n:10): Birinci giinde
NEK modeli olusturuldu ve birinci giinden itibaren ii¢ giin slireyle 20 mg/kg/giin 2

dozda sc N-asetil sistein ve 20 mg/kg/giin ve tek dozda sc desferoksamin uygulandi.

H/R Yontemi ile NEK Modeli Olusturma Metodu

Dogum sonrasi ilk 12-24 saat annelerinin yanindan ayrilan ratlar a¢ birakildi.
Rat yavrular1 birinci giinde hava gecirmez kapali bir ortamda 10 dakika siireyle
%100 CO; solutularak hipoksiye sokuldu; hemen ardindan 10 dakika siireyle %100
O, solutularak reoksijenizasyon uygulandi (Modifiye Okur NEK modeli) (70) (Sekil-
2). Hipoksi periyodu sonrasi tiim hayvanlarin siyanotik olduklari, hareketsizlestikleri,

gasping yaptiklar1 ve digkilamalarmin oldugu gozlendi.

B 05/06/2008 17:27

Sekil 2: Hava gecirmez kapali bir ortamda H/R yontemi uygulanisi.

Glnlik viicut agirligr takibi yapilan c¢alisma gruplarindaki tiim hayvanlar
dogum sonrasi 4. giinde (96. saat), 90 mg/kg dozunda intramuskiiler Ketamin
verilerek servikal dislokasyon ile dekapite edildi. Dekapitasyon sonrasinda birkag
dakika iginde rat yavrularinin terminal ileumundan en az iki cm olacak sekilde

rezeksiyon yapildi. Alman barsak doku orneklerinin bir kismi histopatolojik ve
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apopitoz inceleme icin, bir kismi ise biyokimyasal tetkikler i¢in ayrildi.

Degerlendime kor yapildi.

Histopatolojik Degerlendirme

Alman barsak Ornekleri %10 formalin ile fiske edilerek Aydin Adnan
Menderes Universitesi T1ip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda parafin
bloklara gomiildii. Bu bloklardan 5 mikrometrelik kesitler almarak olusturulan
preparatlar hemotoksilen-eosin (H&E) boyasi ile boyanip 151k mikroskobunda uzman
bir patolog tarafindan 1’den 5’e kadar degisen mikroskopik hasar skorlamasina gore

degerlendirildi (5 ).

Skorlama:

Grade 1: Normal histoloji

Grade 2: (Minimal) Hidropik dejenerasyon ve/veya yiizeyel epitel hiicrelerinin
seperasyonu

Grade 3: (Hafif) Villus epitel hiicre nekrozu

Grade 4: (Orta) Tam villus nekrozu

Grade 5: (Siddetli) Transmural nekroz.

Apopitoz Degerlendirilmesi
Apopitotik hiicreleri tesbit etmekte kullanilan histolojik yontemlerin ¢ogu hiicre

cekirdegi diizeyinde olusan morfolojik degisiklikleri esas alr. TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling) ise morfolojik
degisiklikler goriiniir hale gelmeden dnce olusan DNA kiriklarmi gosterir. TUNEL,
cekirdekteki DNA kiriklarmi direkt ya da spesifik isaretleyen bir yontemdir. in-situ
hiicre 6lim saptanmas1 kiti AP (Roche, Penzberg, Germany) tarafindan parafine
gomiilmiis doku protokoliine gore yapildi. BM purple AP substrati ¢oktiiriicii
kromojenik substrat (Roche, Penzberg, Germany) son basamakta alkalen fosfat
enzimi immiinoassay i¢in kullanildi. Her grup i¢in apopitotik indeks her 10 villi
basina apopitotok hiicre sayist belirlenmesiyle tanimlandi ve sayim yiiksek giiclii

biiytitmede (400X) yapildi (72).
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Biyokimyasal Degerlendirme

Terminal ileumdan alinan barsak doku 6rnekleri siv1 nitrojen ile dondurularak
saklama kabinda MDA, CAT, SOD ve NO analizi i¢cin Aydin Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuarlarinda bir biyokimya

uzmani tarafindan degerlendirilinceye kadar -85 °C’de saklandh.

Malondialdehit Ol¢iimii

Barsak doku hasarlanmasi lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA’ ’nin
doku diizeyi olgiimiiyle gosterilmektedir (70,81,71,73). Calismamizda MDA 6l¢timi
Ohkawa ve arkadaglarinin yontemine gore yapildi (96). MDA, thiobarbituric acid
varliinda 532 nm’de Olciilebilen renkli bir kompleks yapmaktadir. Bu absorbans
Shimadzu UV-160 spektrofotometresi ile 6lgiildii. Standart olarak 7,7°, 3,3° —
Tetraetoksipropan kullanildi1 ve sonuglar barsak dokusunun grami basma pmol/g

olarak verildi.

Katalaz Olciimii

Katalaz aktivitesi ol¢iimii Aebi yontemi ile yapildi (97). Doku 6rnegi 50 nM
fosfat tamponu (pH 7.0), 10 mM H,O, ve eritrosit lizat ile bir karisim hazirlandi. Oda
1s1sinda 30 sn’de 240 nm’de H,O; olusumu degerlendirildi ve katalaz aktivitesi U/g

yas doku olarak verildi.

Nitrik Oksit Ol¢iimii

NO, nitrik oksit sentaz enzimi araciligiyla argininin sitriiline doniisiim
irlintidiir. NO siiperoksit ile reaksiyona girerek potent bir oksidan olan peroksinitrite
dontistir (ONOQ"). Olusan peroksinitrit inflamatuvar yanitta NO’in sitotoksik ve
patolojik etkisinden sorumludur (67). Calismamizda NO (nitrit + nitrat) Ol¢timii
kadmiyum rediiksiyon metodunun bir modifikasyonu olan Navarro-Gonzalves
yontemi ile degerlendirildi (98). Nitrit varligi siilfaniamidin diazotizasyonu ve
naftiletilen daimine baglanmasi ile tespit edildi. 400 mikrolitre 6rnek, 80 ul %30
ZnSOy ile denatiire edildi ve 10000 devirde 4 °C’de 20 dakikada santriflij edildi.
Daha sonra glisin-NaOH tamponu i¢inde CuSOy soliisyonu kullanilarak kadmiyum

graniiller1 aktive edildi ve ardindan deproteinize 100 ul 6rnek ile standart soliisyon
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eklendi. Boylece kadmiyum kullanilarak nitratin nitrite indirgenmesi saglandi ve
ornekler spektrofotometrik olarak degerlendirilip, KNOs standartina karsi otomatik

olarak 6l¢iildii ve sonuclar uM/g yas doku olarak verildi.

Siiperoksit Dismutaz Ol¢iimii
SOD hiicre i¢inde mitokondride dogal olarak bulunan bir enzimdir. Siiperoksit

radikallerini daha az reaktif olan hidrojen peroksit formuna ¢evirirler. Doku 6rnekleri
potasyum fosfatla pH 7,4’te hemojenize edilerek santrifiij sonrasinda SOD aktivitesi,
ksantin / ksantin oksidaz sistemi ile olusturulan siiperoksit radikallerinin Nitroblue
tetrazolium’u  indirgemesinin numunede bulunan SOD enzimi tarafindan
engellenmesi prensibi ile 6l¢iildii. Nitroblue tetrazolium’un indirgenmesi ile 560 nm
dalga boyunda maksimum absorbans veren mor renkli formazan olusur ve SOD

aktivitesinin biiyiikliigii olusan formazenin absorbansi ile ters orantilidir (99).

Istatistiksel Analizler
Viicut agirliklari, histopatolojik ve biyokimyasal bulgular ortanca ve minimum-

maksimum araliklara gore verilirken, apopitozis ile ilgili sonuglar ylizde olarak
verildi. Calisma gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamliligi belirlemede non-
parametrik test (Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi) kullanildi. Saptanan
sonuglar arasindaki farklilik icin p<0.05 oldugu durumlar istatistiksel bakimdan

anlamli olarak degerlendirildi.

Anlamli bulunan sonuglar arasindaki farki yaratan hangi bulgu oldugunu
belirlemek icin diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanilarak p< 0.01 oldugu
durumlar anlamli olarak degerlendirildi. Istatistiksel verilerin bilgisayarda
hesaplanmasinda statistical packages for social sciences (SPSS) (SPSS for Windows
10.0; SPSS, Chicago, Illinois, A.B.D) yazilim programi kullanildi.
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BULGULAR

Kilo Takip Bulgulari:
Calisma siiresince annelerinin yaninda kalan ve anne siitii ile beslenen yavru
ratlarin izleminde, her bir grubun giinliik viicut agirlig: artisinin oldugu ve gruplar

arasinda viicut agirliklar1 bakimindan istatistiksel bir farklilik olmadig: saptandi (p >

0.05) (Tablo-4)

Tablo-4: Gruptaki ratlarin birinci, ikinci ve liglincii gilin ortanca viicut agirliklar: ve

dagilimi (min-max)

Gruplar (Say) 1. giin 2. giin 3. giin
(gr) (gr) (gr)
Grup I (Kontrol, n:10) 6,1 6.3 6,9

(5,6-6,5)  (5,5-69)  (6.0-7,5)

Grup II (NEK, n:10) 5.2 5,5 5,9

(4,6-6.0) (4,7-6,5)  (4,8-6,5)

Grup III (NEK+NAGC, n:10) 5.6 5,9 6,3

(53-6,3)  (5,6-64)  (5,5-7,1)

Grup IV (NEK+DFX, n:10) 5.8 6.1 6,5

(5,3-6.4)  (5.8-69)  (6.2-6,9)

Grup V (NEK+NAC+DFX, n:10) 6.1 6.2 6.5

(4.8-69) (5.1-69)  (59-7,2)

* . Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).
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Histopatolojik Degerlendirme Bulgulari:

Barsaklarin histopatolojik incelemesinde; kontrol grubundaki ratlarin hepsi
normal histopatolojik (grade 1) yapiya sahip iken (Sekil-4), NEK grubundaki tiim
ratlarin barsaklarinda makroskopik olarak belirgin renk degisikligi, hafif 6dem ve
lokalize kiiciik hemorajik alanlar, mikroskopik olarak villiis epitel hiicre nekrozu,
transmural nekroz saptandi (grade 2-5) (Sekil-6). Barsaklarin histopatolojik
incelemesi NEK+NAC grubu ve NEK+DFX grubunda ratlarda grade 1 ile grade 2,
NEK+NAC+DFX grubundaki ratlarda grade 1 histopatolojik bulgular saptandi.
(Sekil-5A, 5B). NEK grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda, NEK grubundaki
ratlarin barsak histopatolojik skoru istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptandi
(swrastyla p<0.001, p=0.001, p=0.001, p=0.001, Tablo 5). Bu bulgular 1s1§inda H/R
yontemiyle rat yavrularinin barsaklarinda histopatolojik olarak grade 2-5 hasarlanma
meydana geldigi, NAC, DFX, NAC+ DFX tedavisi uygulanan gruplarda H/R modeli
ile NEK olusturulan rat yavrularinin barsaklarinda NEK grubuna gore histopatolojik

olarak belirgin iyilesme sagladigi gorildi. (Sekil-3)

05/06/2008 17:32

Sekil-3: H/R ile NEK olusturulan ratin terminal ileumun makroskobik goriintimii
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Sekil-4: Normal histoloji, grade 1. Kontrol grubu (H&E, x1/100).

B

Sekil-5: Yiizey epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, grade 2. A: NEK+NAC, H&E, x1/200. B:
NEC+DFX, H&E, x1/200.

Sekil-6: Villus epitel hiicre nekrozu, grade 3: NEK grubu, H&E, x1/200.
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Tablo-5: Gruplara gore rat barsaklarinim histopatolojik degerlendirme (grade)

skorlar1 (median ve dagilimi).

Gruplar Histopatolojik Grade
Median (Range)

Grupl (Kontrol) 1.0 (1-1)

Grup I (NEK) 3.8 (2-5)

Grup III (NEK+NAC) 1.1(1-2)

Grup IV (NEK+DFX) 1.1(1-2)

Grup V (NEK+NAC+DFX) 1.0 (1-1)

*: Grup II ile grup I, III, IV ve V arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi
(strasiyla p<0.001, p=0.001, p=0.001, p=0.001).

Apopitoz Degerlendirme Bulgulari:

Apopitoz agisindan degerlendirildiginde NEK grubunda apopitozun yiiksek
yiizdeye sahip oldugu goriilmistiir (Sekil-8). Kontrol grubunda (Sekil-7) ve
NEK+NAC grubunda (Sekil-9) apopitoz daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubu, NEK+NAC grubu, NEK+DFX grubu ve NEK+NAC+DFX grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0,05) NEK+DFX grubunda
apopitoz yiiksek ¢ikmasina ragmen NEK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmistir (Tablo 6).
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Sekil-9: NEC+NAC grubunda apopitoz H&E, x1/400

Tablo- 6 : Gruplarda Apopitoz goriilme yiizdeleri

Gruplar Yiizde degeri
Kontrol 4.0

NEK 81,0
NEK+NAC 4.0
NEK~+DFX 24,0
NEK+NAC+DFX 4.4
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Biyokimyasal Degerlendirme Bulgulari:

Tablo—7: Gruplarin barsak doku (yas doku basina) malonildialdehit (MDA),
nitrik oksit (NO), katalaz (CAT), sliperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri (median ve

dagilimi)
Gruplar MDA NO CAT SOD
pmol/g pmol/g U/g ng/g
Grup I (Kontrol) 0.38* 0.28 141.14 4 4.67§
(0.30-0.53) (0.22-0.37) (70.5-262.4) (2.57-6.83)
Grup Il (NEK) 0.72# 0.53§ 7 82.771 2.648§
(0.56-1.05) (0.37-0,66) (57.87-126.5) (1.68-3.90)
Grup III (NEK+NAC) 0.42 %% 0.14 157 304.60999 3.588§§
(0.24-0.59) (0.10-0.21) (126.25-653.2) (1.80-7.08)
Grup IV (NEK+DFX) 0.62#xx+ 0.19 7911 192769999 2.078§8¢§
(0.34-1.07) (0.09-0.33) (87.25-360.35) (1.38-3.59)
Grup V 0.56 0.21 194.72 4.22
NEK+NAC+DFX) (0.34-1.14) (0.10-0.44) (84.07-328.52) (1.65-6.59)

* : Grup Lile grup II, IV ve V arasinda p<0.05 (sirastyla p:0.000, p:0.003, p:0.004).
Grup I ile Grup III arasinda p>0,05
** - Grup Il ile grup I, III ve V arasinda p<0.05 (sirastyla p=0.000, p=0.000, p=0.004).
Grup Il ile IV arasinda p>0,05
**% . Grup Il ile grup II arasinda p<0,05 (p:0,000)
Grup Il ile I, IV ve V arasinda p>0,05
***% .Grup IV ile grup I arasinda p<0,05 (p:0,003)
Grup 1V ile grup II, III, V arasinda p>0,05
1 : Grup L ile grup II ve III arasinda p<0.05 (p:0.000, p:0.000)
Grup lile IV ve V arasinda p>0,05
+1 : Grup Il ile grup I, III, IV ve V arasinda p<0,05 (sirasiyla p:0,000, p:0,000, p:0,000, p:0,000)
F1+: Grup Il ile I ve IT arasinda p<0,05 (sirastyla p:0,000, p :0,000)
Grup Il ile IV ve V arasinda p>0,05
F1+1: Grup 1V ile grup II arasinda p<0,05 (p:0,000)
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Grup IV ile L, III ve V arsinda p>0,05
q|: Grup I ile grup II ve III arasinda p<0,05 (sirastyla p:0,009, p:0,002)
Grup I ile grup IV ve V arsinda p>0,05
94: Grup Il ile grup LIII, IV ve V rasinda p<0,05 (sirasiyla p:0,009, p:0,000, p:0,001, p:0,000)
999: Grup III ile grup I, IT arasinda p<0,05 (sirastyla p:0,002, p:0,000)
Grup Il ile grup IV ve V arasinda p>0,05
9999 Grup IV ile grup II arsinda p<0,05 (p:0,001)
Grup 1V ile grup I, III ve V arasinda p>0,05
§ : Grup I ile grup II, IV arasinda p<0,05 (sirasiyla p:0,007, p:0,000)
Grup I ile grup III ve V arasinda p>0,05
§§ : Grup Il ile grup I arasinda p<0,05 (p:0,007)
Grup Il ile grup II, IV ve V arasinda p>0,05
§§§: Grup Il ile IV arasinda P<0,05 (p:0,004)
Grup Il ile I, IIve V arasmda p>0,05
§§§8: Grup IVile grup I, III ve V arasinda p<0,05 (sirasiyla p:0,000 , p:0,004, p:0,009)
Grup 1V ile II arasinda p>0,05

MDA Olg¢iim Bulgulari:

Doku MDA diizeyir degerlendirildiginde, kontrol grubundaki MDA degeri
diger gruplara gore diislik seviyede idi. NEK grubunda en yiiksek seviyede tesbit
edildi. Diger gruplardaki MDA degerleri kontrol grubu ile NEK grubu arasindaki
degerlere sahipti. MDA diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak kontrol grubu ile
NEK grubu, NEK+DFX grubu ve NEK+NAC+DFX grubu arasinda anlamli fark
bulundu (P<0.05) (sirasiyla p:0.000, p:0.003, p:0.004). Yine MDA acisindan NEK
grubu ile NEK+NAC ve NEK+NAC+DFX gruplar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli 1idi (P<0.005). (swrasiyla p:0.000, p:0.004) Diger gruplar
karsilastirildiginda MDA diizeyleri yoniinden NEK grubu, NEK+NAC grubu
arasinda istatistiksel olarak farklilik yoktu fakat NEK grubuna gore diistiktii. H/R
yontemi ile NEK modeli olusturulan rat yavrularinda H/R’nin NEK’te barsak dokusu
MDA diizeyini artirdi1 ve en yiiksek bu grupta oldugu goriildii. Tedavi uygulan
gruplarda degerlerde diisme oldugu bu farkin istatistiksel olarak NEK+NAC ve
NEK+NAC+DFX gruplarinda anlamli oldugu goriildii. Tedavi uygulanan gruplar
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. En diisiik degerler

kontol grubunda bulundu. (Tablo-7)
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NO Olgiim Bulgulart:

NEK’te inflamatuvar mediatér olan NO barsak doku diizeyleri incelendiginde;
en yiksek NO diizeyi NEK grubunda bulundu. NEK grubu ile diger gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). NEK grubu hari¢ diger
gruplar arasinda NO diizeyleri arasinda farkli degerler ¢iksa da istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik yoktu. Inflamatuvar bir mediatér olan NO diizeyleri, NEK® de
artmakta ve NAC, DFX ve NACH+DFX tedavisiyle belirgin olarak azalmaktadir.
(Tablo-7)

CAT Olgiim Bulgulart:

Antioksidan enzimlerden doku CAT enzim aktivesi incelendiginde, NEK
grubunda CAT enzim aktivitesi en diisiik bulundu. NEK grubu ile kontrol grubu,
NEK+NAC grubu, NEK+DFX grubu ve NEK+NAC+DFX grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptandi. (p<<0.05) ( sirasiyla p:0.009, p:0.000,
p:0.001, p:0.000). Tedavi uygulanan gruplar arasinda CAT diizeyi agisindan
degerlendirildiginde en yiiksek de§er NEK+NAC grubundaydi. NEK+DFX ve
NEK+NACH+DFX grubu birbirine ¢ok yakin degerlere sahipdi. Fakat her li¢ grup
degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0.05) Antioksidan bir
enzim olan CAT’ in doku diizeyi NEK’de azalmis olup uygulanan tedavilerle doku

diizeyinin arttig1 goriilmiistiir. (Tablo-7)

SOD Olgiim Bulgular:
SOD doku enzim diizeyi NEK grubunda diisiik bulunmustur. Kontrol grubunda

ise en yliksek degerler tesbit edilmistir. NEK grubu ile sadece kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak farklilik saptanmistir (p<0.05) NEK + DFX grubundaki degerler
NEK grubundan da diisiik bulunmustur. Bu nedenle NEC+DFX grubu, NEK+NAC
grubu ve NEK+NAC+DFX grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel farklilik
NEK+DFX grubunda goriilmiistiir (p<0.005). NEK’te SOD diizeyi diisiik olup
ozellikle NAC igeren tedavi gruplarinda artis saptanmig bu artis NAC’a DFX
eklenmesi ile potansiyelize olmus ancak bu farkhilik istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir (Tablo-7).
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TARTISMA

Nekrotizan enterokolit, 6zellikle prematiire yenidoganlar: etkileyen, en sik acil
cerrahi miidahale gerektiren GIS hastaligidir. Son dekatlarda yenidogan yogun bakim
iinitesi imkanlarmin iyilestirilmesi ve teknolojik gelismelerle birlikte prematiire
yenidoganlarin yasam oranlar1 artmakta, dolayisiyla NEK gelisme riski olan hasta
populasyonu da artmaktadir. Siirfaktanin kullanima girmesiyle birlikte respiratuvar
distres sendromundan 6liimlerin azaldig1 géz oniinde tutulursa, giincel kani, kisa bir
sire i¢inde prematiire yenidoganlarin ana Olim nedeninin NEK olabilecegi
yoniindedir (64). Hastaligin 6nlenmesi ve tedavisi konusunda benimsenmis etkin bir
yontem bulunmadigindan; mortalitesi ve morbiditesi yiiksektir (23). Son 30 yildan
beri yapilan c¢alismalara ragmen halen mortalite %10-50 arasinda degismektedir
(69,100,101). Yiiksek mortalite orani, uzun donemde ciddi komplikasyonlarin
gelismesi ve hastane masraflarinin fazla olmasi, NEK tedavisine yonelik ¢aligsmalara

ne kadar ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Nekrotizan enterokolit patogenezi, hakkinda birgok arastirma yapilmasina
ragmen halen tam olarak aydmlatilamamistir. Ancak multifaktériyel kompleks bir
hastalik oldugu diistiniilmektedir. Prematiirite, hipoksik-iskemik hasar, enteral
beslenme ve bakteriyel kolonizasyon patogenezden sorumlu tutulan baslica
etkenlerdir (20). Bu faktorler esliginde serbest oksijen radikalleri, aktive l6kositler,
PAF, TNF-a, IL-6 gibi proinflamatuvar mediatorler araciligiyla NEK’te ortak son
olan barsak nekrozu gelismektedir (1-3,8,26,77). Chen ve arkadaslarmin yaptig1 bir
baska deneysel calismada, NAC’1n; ratlarin alveoler epitelyum hiicrelerindeki TNF-
o’ nm indiikledigi niikleer faktér kappaB’nin adenoviral E1A aracili
transaktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (102). Zhang ve arkadaslar1 NEK
olusturduklar1 ratlarda kontrol grubuna gore barsak doku TNF-a diizeyinin anlamli
yiiksek oldugunu gostermislerdir (103). Caplan ve arkadaglar1i NEK’l
yenidoganlarda plazma TNF-o diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli yiiksek
oldugunu saptamis ve TNF-o’nin NEK patogenezindeki onemini vurgulamislardir

(48). Travadi ve arkadaslari NEK olusturulan preterm ratlara TNF-a {iretimini

azaltan pentoksifilin uygulamas1 ile plasebo grubuna gore NEK siddetinin ve
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insidansinin azaldigmi gostermislerdir (76). TNF-a, PAF ile birlikte NEK’e neden
olan inflamatuvar kaskadin olusumunda ana rol oynamaktadir. TNF-0, PAF’1n da
icinde bulundugu bir¢ok proinflamatuvar mediatorlerin {iretimini, PNL’den serbest
oksijen radikallerinin salmimimi, barsak epitel hiicrelerinin apopitozisini
baslatmaktadir (36). Calismamizda NEK grubunda apopitozun yiliksek ¢ikmasi bu

mekanizma ile agiklanabilmektedir.

Hipoksik-iskemik stres siiresince kan akimi splenik yataktan beyin, kalp gibi
hayati organlara gitmekte ve bunun sonucu barsaklarin da i¢inde bulundugu cesitli
organlarda iskemik hasar gelismektedir. Iskemiyi takibeden reperfiizyon sonucu
ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin barsak nekrozuna neden oldugu
gosterilmistir. Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu, proteinlerin disiilfid
baglarinda bozulma, DNA hasar1 olusturarak ve inflamatuvar hiicrelerde aktivasyona
neden olarak hiicre hasarmni gergeklestirmektedir (104,105). H/R sonrast yogun
olarak ortama saliverilen serbest oksijen radikalleri son derece reaktif iirtinler olup
hiicre hasarina neden olurlar. Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 onlemek i¢in bir¢ok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu

mekanizmalar antioksidan defans sistemleri veya antioksidanlar olarak bilinirler.

Term bebeklere gore antioksidan defans sistemleri yetersiz olan prematiire
yenidoganlar yiiksek konsantrasyonda oksijene, infeksiyon veya inflamasyon
nedeniyle daha fazla oksidatif strese maruz kalirlar. Intrauterin ortama gore nispeten
hiperoksik ekstrauterin ¢evreye adaptasyon agisindan gebeligin sonuna dogru
antioksidan kapasite artar. Antioksidan defans sistemleri gelisemeden dogan
prematiireler bu nedenle oksidatif strese karsi oldukca hassastirlar. Nitekim NEK,
prematiire retinopatisi, bronkopulmoner displazi gibi 6zellikle prematiire bebeklerde
goriilen ve serbest oksijen radikalleri ile oldukca iligkili hastaliklar bu duruma isaret
etmektedir (9,68). Rogers ve arkadaslar1 41 yenidoganda yaptiklar1 ¢calismada kord
serum total antioksidan kapasitenin gestasyonel yasla birlikte arttigimi saptamiglardir.
Ayni1 caligmada 32 haftanin altinda dogan 26 prematiire yenidogan ayri1 olarak
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada total antioksidan kapasite ile iligskili hastaliklar
arasinda anlamli farklilik saptanmamakla birlikte kord total antioksidan kapasitesi ile

gestasyonel yasin pozitif korelasyonu gosterilmistir (68). Nekrotizan enterokolit
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olgularmin %90°nin1 prematiireler olusturmaktadir (1-3,20). Deneysel ¢alismalarda
yedi giinden kiiclik rat yavrularinda ise bu gelisimin preterm bebeklere karsilik
geldigi belirtilmektedir (106). NEK bir prematiire hastaligi oldugu i¢in, ¢alismamiza

prematiire yenidogana karsilik gelen postnatal bir glinliik rat yavrulart alimmastir.

Bu caligmaya baslanmadan once farkli NEK modelleri incelenmistir. Bugiine
kadar olusturulan NEK modelleri, patogenezde en fazla suglanan prematiirite,
hipoksik-iskemik hasar, formula mama ile beslenme ve enfeksiyon temeline
dayandirilmaktadir. Bu modellerle olusturulan barsak hasarlarinda histopatolojik ve
biyokimyasal olarak NEK benzeri degisiklikler gosterilmistir (20). Okur modeli 5 dk
siirelerle uygulanan CO2 ve Oz verilerek NEK olusturulmasi temeline dayanmaktadir

(70).

Caplan ve arkadaslar1 kullandiklar1 NEK modelinde patogenezde suglanan
faktorleri arastirmiglardir. Asfiksi, formula mama ve bakteri inokulasyonu ile NEK
olusturulan ratlarda, asfiksi olmadan sadece formula mama ve bakteri inokulasyonu
ille NEK olusturulan ratlara goére mortaliteyi belirgin yiiksek saptamislardir.
Calismanin sonunda asfiksinin NEK’te kritik baslangic faktor oldugu belirtilmistir
(107). Caplan ve arkadaslar1 bir baska caligmalarinda hipoksinin hafif mukozal hasar
yaparak NEK baslangicinda kritik rol oynadigini, enfeksiyon gibi diger etkenlerin

katkistyla mukozal hasarin daha da arttigini belirtmislerdir (3).

Okur ve arkadaslar1 kendi modelleri olan deneysel ¢alismada, rat yavrularinda
5 dakika %100 CO; solutarak hipoksi, 5 dakika %100 O, solutarak reoksijenizasyon
sagladiklarini, bunun sonucunda deneklerin barsak kesitlerinde 1s1ik mikroskobunda
kolayca izlenebilen NEK’in karakteristik degisikliklerini  olusturduklarini
bildirmislerdir (70). Okur ve arkadaslarinin yontemi baska caligmalarda da
uygulanmis, histopatolojik ve biyokimyasal olarak insanlardaki NEK’e benzer barsak
doku hasarlanmasinin meydana geldigi gosterilmistir (70,98). Bizim ¢alismamizda
yaptigimiz 10 dk siirelerle uygulanan CO2 ve O2 verilerek olusturulan NEK modeli

idi. Bu model Ozkan ve arkadaslar1 tarafindan Okur modeli modifiye edilerek
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tanimlanmistir (81). Calismamizda Modifiye Okur ydntemini tercih etmemizin

nedeni sonuglarin tatminkar diizeyde olmasi ve kolay uygulanabilir olmasidir.

Caligmamizda ratlarin ilk gilinkii kilolartyla tclincti giinkii kilolar1 arasinda
istastistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. H/R ile NEK olusturulan yenidogan
ratlarda litaretiirde kilolarda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren calismaya

rastlanilmamistir (70).

Calismamaizda NEK grubundaki histopatolojik bulgular degerlendirildiginde,
aynt evreleme metodunu kullandigimiz Okur ve arkadaslarinin c¢alismasiyla
paralellik gosterdigi goriilmiis, NEK grubunda grade 2-5 gibi histopatolojik bulgular
gozlenirken tedavi gruplarinda normal histopatolojik bulgular saptanmustir.
Calismamizda H/R yontemiyle NEK modeli olusturulan ve tedavi verilmeyen ratlarin
terminal ileumundan alman doku orneklerinde makroskopik olarak belirgin renk
degisikligi, hafif 6dem ve lokalize kii¢ilk hemorajik alanlar, mikroskopik olarak
villiis epitel hiicre nekrozu, transmural nekroz saptanirken, kontrol grubu tiimiiyle
normal histolojiye sahipti. Uyguladigimiz NEK modeli, NEK grubunda
histopatolojik  degerlendirmede  bulgularimiz ile yapilan diger deneysel

calismalardaki NEK grubu barsak histopatolojik bulgular1 ile benzerdi (7,70).

Bugiline kadar yenidoganlarda NEK modellerinde apoapitoz bakilmamistir.
Varga ve arkadaglar1 2010 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada iskemi reperflizyon
modelinde barsak dokusunda apopitoz bakmiglar ve anlamhi olarak arttigini
saptamislardir (85). Bilindigi gibi NO; arjininin nitrik oksit sentez enzimi araciliiyla
sitriliine doniisiim iirlini olup, siiperoksit ile reaksiyona girerek potent bir oksidan
olan peroksinitrite doniismektedir. Inflamatuvar yanitta NO’in sitotoksik ve patolojik
etkilerinden, olusan peroksinitrit sorumludur (51). Sandoval ve arkadaslari, insan
intestinal epitel hiicrelerinin ve miirin makrofajlarin peroksinitrit ile inkiibasyon
sonucu apopitozise ugradigin1 gostermislerdir. (108). Potoka ve arkadaslar1 da,
invitro enterosit hiicre kiiltiirlerinde endotelial growth faktor ile uyarilmis enterosit
proliferasyonunun, ortama peroksinitrit ilavesi ile inhibe oldugunu gdstermisler ve

peroksinitritin barsak bariyer biitlinliigliniin bozulmasinda anahtar rol oynadigini
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belirtmislerdir (65,67). Calismamizda NEK grubunda belirgin apopitoz saptanmus,
kontrol, NAC, DFX ve NAC+DFX gruplar1 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Bu bulgular NEK patogenezinde apopitozun O6nemli rolii

olabilecegini diisiindiirmektedir.

H/R modeli ile barsak hasarlanmasi olusturulan hayvan c¢alismalarinda,
oksidatif stresin hiicre diizeyindeki zararlh etkilerinden birisinin lipid peroksidasyonu
oldugu, lipid peroksidasyonunun H/R sirasinda arttig1 ve NEK patogenezinde 6nem
kazandig1 bilinmektedir (70,71,73,81). Serbest oksijen radikallerinin hiicre
diizeyindeki zararli etkilerinden birisi hiicre ve mitokondri membranlarinda
olusturdugu lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan
MDA, serbest radikal hasar1 i¢in iyi bir belirteyici oldugundan, H/R yontemiyle NEK
modeli olusturulan ratlarda MDA diizeylerinin kontrol grubuna goére belirgin olarak
arttig1 dnceki ¢alismalarda gosterilmistir (70). Oztiirk ve arkadaslar1 ¢alismalarinda
H/R yontemiyle NEK olusturduklar1 ratlarda, recombinant human 1L-10 gibi
koruyucu ilaglarla mukoza hasarmmda ve barsak doku MDA diizeylerinde anlamli
azalma oldugunu gostermislerdir (7). Calismamizda, literatiirdeki ¢calismalara benzer
olarak NEK modeli olusturulan ve tedavi verilmeyen grupta barsak doku MDA
diizeylerini kontrol grubuna gore belirgin yiiksek oldugu saptandi. Bu ¢alisma ile
serbest oksijen radikallerinin NEK patogenezinde rol oynadigi bir kez daha

gosterilmistir.

Shaikh ve arkadaglarinin ¢calismasinda toksik kadmiyuma bagli hepatotoksisite
ve renal toksisitenin NAC ile iligkisi arastirilmistir. NAC’in sigcanlarda toksik
kadmiyum ile birlikte verildiginde lipid peroksidasyonunu Onleyerek karaciger
toksisitesini azalttig1 tespit edilmistir (13). Calismamizda da NEK patogenezinde
onemli olan lipid peroksidasyonunun son iiriini MDA degerlerinin NAC tedavi
grubunda NEK grubuna gore anlamli olarak diisik ¢ikmast NAC’m lipid
peroksidasyonunu onlemedeki etkinligi hakkinda Shaikh ve arkadaslarinin

calismalariyla paralellik gostermektedir.

NO’in sitotoksik ve hiicrede patolojik olaylardan sorumludur. Litaratiirde

NEK’te NO artisinin oldugunu gosteren bir¢ok calisma vardir. Zamora ve arkadaslari
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H/R ve formula mama ile NEK olusturulan ratlarda, kontrol grubuna gore terminal
ileumdaki iINOS ekspresyonunun ve NO metabolitlerinin dordiincii giin sonunda
anlamli olarak yiiksek oldugunu gostermislerdir (109). Zhang ve arkadaglari,
calismamizdaki gibi H/R yontemiyle NEK olusturduklar: ratlarda kontrol grubuna
gore barsak doku NO diizeyini belirgin yliksek saptamislardir (103). Calismamizda
NEK grubunda barsak doku NO diizeyini kontrol grubuna gore anlamli yiiksek
ctkmast ve c¢alismamizin sonuglar1 ve literatiir bilgileri 1518inda NO’nun NEK
gelisiminde inflamatuvar bir mediator olarak ¢ok 6nemli bir role sahip oldugunu

diistindiirmektedir.

Antioksidan defans sistemlerinin NEK olusumunda Onleyici rolii oldugu
bilinmektedir. Eger antioksidan defans sistemleri yetersiz olursa lipid peroksidasyon
iirlinlerinin artis1 ile patolojik siire¢ baslamaktadir. Nycyk ve arkadaslar1 ventilatore
bagli 57 prematiire yenidoganin solunum havasindaki lipid peroksidasyon {iriinii olan
pentan konsantrasyonu ile gestasyonel yas, prematiire retinopatisi, intraventrikiiler
hemoraji, bronkopulmoner displazi ve mortalite arasindaki iligkiyi arastirmiglardir.
Bu c¢alismanin sonucunda pentan konsantrasyonun gestasyonel yasin artisiyla
azaldigini, yiiksek pentan konsantrasyonu ile prematiire retinopatisi, intraventrikiiler
hemoraji ve mortalite arasinda anlamh iliski oldugunu goéstermislerdir (110). Bu
literatiir bilgileri altinda prematiire yenidoganlarda antioksidan kapasitenin yetersiz
olusunun NEK gelisimine katkida bulunabilecegi diisiiniilmiistiir. Calismamizda,
antioksidan  defans sistemlerinden SOD ve CAT enzim aktiviteleri
degerlendirildiginde NEK grubunda kontrol grubuna goére diisiik oldugu saptanmustir.
Antioksidatif defans sistemlerinden olan SOD ve CAT enzim aktivitesinin NEK’te

belirgin olarak azalmis oldugu gosterilmistir.

Caplan ve arkadaslari, suclanan etkenlere (hipoksi, formula ile beslenme,
bakteri) maruziyetten sonra ilk 36 saat i¢cinde NEK’in basladigini1 belirtmislerdir
(107). Calismamizda, H/R ile intestinal hasar olusturulan ratlarda, belirtilen ilaglarin
erken uygulamasmin inflamatuvar mediatorlerin ve serbest oksijen radikallerinin
hiicre hasar1 yapici etkilerini ortadan kaldirmada etkin olup olmadigi arastirilmis ve
ilaglarin ilk dozlar1 H/R’dan hemen sonra uygulandiginda NEK siddetinde azalma

oldugu gosterilmistir. NEK’te olusan intestinal hiicre harabiyeti nedeniyle, oral
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yoldan verilen ilaglarin emiliminin gerceklesmeyecegi diisiiniilerek, subkutan (sc)

olarak uygulanmistir.

NAC’mn farkli dokularda (akciger, beyin) apopitozu Onledigine yonelik
calismalar bulunmaktadir. Wang ve arkadaslarinin yaptigi calismada NAC’in
lipopolisakkaritler tarafindan uyarilan hipoksik beyin hasarini azalttigi ve bunu
caspase 3, caspas 1 aktivasyonunu inhibe ederek sagladigi bildirilmistir. NAC
korumast redoks durumun gelistirlmesi ve apopitozun inhibasyonu ile
iliskilendirilmistir (111). Foresti ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada NAC’1n
apopitozu Onleyebildigi, bunu ¢esitli proteinlerin aktivitelerinin diizenleyerek hiicre
surviyini uzatmasi sonucunda sagladigi bildirilmistir. NAC, endotel disfonksiyonunu
azaltmakta, inflamasyon, fibrozis, invazyon, kikirdak erozyonu, asetaminofen
detoksifikasyonu ve transplantasyon ihtiyacinin  geciktirilmesini  sagladigi
bildirilmistir (12). Jones AL’1n ¢alismasinda NAC’m asetaminofen toksisitesinde ve
alkol toksisitesinde 10-18 saat icinde verildigi takdirde karaciger hasarmndan
korudugu ve mortaliteyi azalttigini belirtmistir (95). Asetaminofen hepatik

hiicrelerde toksik etki ile apopitozu indiiklemektedir.

Literatiirde ulasabildigimiz kadar1 ile intestinal dokuda NAC’in apopitozu
onledigine yonelik bir calisma bulunmamaktadir. Calismamizda NEK grubunda
istatistiksel olarak yiiksek yiizdede apopitoz saptanmis olmakla birlikte NEK+NAC
grubunda apopitoz kontrol grubu ile ayni diizeyde goriilmiistir. NEK+NAC+DFX
grubunda da benzer sekilde apopitoz istatistiksel olarak NEK grubuna gore anlamli
derecede diisiik bulunmustur. NEK+DFX grubunda apopitoz NEK grubuna gore
diisiik bulunmustur. Bu bulgular NAC'in, DFX’in ve NAC+DFX’in intestinal dokuda

apopitozu onleyici etkileri oldugunu gostermektedir.

NAC’Im intestinal diiz kaslar iizerine etkinligini gosteren bir calismaya
litaratlirde rastlanilmamistir. Stephen ve arkadaslarmin yaptigi calismada ¢izgili
kaslar iizerine yapilan bir ¢caligmada nétrofil aktivasyonunu azalttigi goriilmiistiir.
Kompartman sendromu modeli olusturularak NAC’in ¢izgili kaslardaki etkinligi
arastirilmistir.  Notrofil aktivasyonunu azalttigi icin oksidan hasar1 azalttigi

gosterilmistir. (112). H/R modeli ile NEK olusturulmus deneysel calismalarda,
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onceden SOD ve CAT gibi antioksidanlarin verilmesi ile NEK siddetinin belirgin
derecede azaltilabildigi bildirilmistir (53). Bu c¢alismalar degerlendirildiginde SOD
ve CAT gibi antioksidanlarin verilmesi ya da SOD ve CAT seviyelerinde artisa
neden olan ilaglarmm verilmesi ayni etkiye neden olacagindan NEK’te NAC ve

DFX’in verilmesi NEK siddetini azaltabilecegini diistindiirmektedir.

By Katarzyna ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada tavsan ince barsaklarinda
deneysel olarak olusturulan iskemi-reperiizyon sonrasinda antioksidan olarak NAC
100 mg/kg/glin intravendz kullanilmistir. Calismada NAC’ 1n superior mezenteric
arter kan akmmini arttirdign bildirilmistir. Iskemi sonrasinda olusan patolojik
bulgular1 azalttig1 bildirilmistir. NEK patogenezinde onemli rolii olan kan akiminin
intestinal alanda azalmasmin NAC ile diizeldigi bildirilmistir (113). Bizim
calismamizda da NEK grubuna gére NAC grubundaki histopatolojik bulgular daha
iyl bulunmustur. Bunun NAC’m antioksidan etkinliginin yaninda intestinal kan

akimi tizerindeki olumlu etkisinin de rolii oldugu kanisindayiz.

Litaratiirde NAC’in NO {izerine etkilerini arastiran c¢alismalar incelenmistir.
Wang ve arkadaglarinin c¢aligmasinda ratlarda radyasyon hasar1 sonrasi gelisen
intestinal bariyer fonksiyonu iizerinde NAC’m  koruyucu etkisinin oldugu
bildirilmigtir. NAC’m bu koruyucu etkisini NO’i inhibe ederek gosterdigi
belirtilmistir (114). Calismamizda da NEK grubunda yiiksek seviyede saptanan NO
degerleri kontrol grubunda diisiik bulunmustur. NAC ile tedavi edilenlerde NO
seviyesi istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiikk oldugu goriilmiistiir. NAC ve
NAC+DFX gruplarindaki sonuglar kontrol grubundaki sonuglardan daha diisiik
saptanmistir. Bu da bize NEK’te NO seviyelerinin NAC tedavisinin 6nemli derecede

etkili oldugunu gostermektedir.

Meirelles ve arkadaslarmin yaptigi giincel bir calismada ratlarda deneysel
pankreatik iskemi-reperfiizyonu takiben pankreas ve bobrek iizerinde NAC’in
etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada L-sistein ve rediikte glutaton prekiirsorii olan
NAC biyolojik ve patolojik siirecleri etkiledigi, NAC’m hiicrelerde siilfidril
gruplarmin kaynagi ve SOR temizleyicisi oldugu; iskemi-reperflizyon hasari iizerine

koruyucu etkileri gosterilmis oldugundan yola ¢ikilarak NAC’1n renal fonksiyonlarda
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da diizelme sagladig1 bildirilmistir. Bu etkinin intraven6z NAC nedeni ile elde edilen
yiiksek kan seviyelerine bagli oldugu ve NAC’n direk olarak hidroksil radikallerini
temizleyici etkisinden kaynaklandigi belirtilmisti. NAC ayni zamanda lipid
peroksidasyonunu engelleyerek antioksidan etkisini gosterdigi bunu hiicre
membanmi SOR’dan koruyarak yaptigi, siiperoksit temizleyici gorevini eNOS
ekspresyonunu ve NO biyoyararlanimini artirarak yaptigi bildirilmistir. NAC’ 1 ayni1
zamanda iINOS’u artirarak NO metobolizmasini artirip NO’un toksik etkisinden
dokuyu korudugu ifade edilmistir (115). Calismamizda NAC kullanilanlarin NO
seviyeleri NEK grubuna gore diisiik tesbit edilmesi Meirelles ve arkadaslarinin
calismalar1 ile benzerlik gostermektedir. NEK tedavisinde NAC’Im ayni

mekanizmayla etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Mehrpour ve  arkadaglarinin  g¢alismasinda NAC’in  Asetaminofen
zehirlenmelerinde olusan karaciger hasarmi intravenoz tedavi ile ge¢c donemlerde bile
azalttig1 goriilmistiir (116). El-Sayed ve arkadaslarmin c¢alismasinda ratlarda
Karmustine bagli olusan myelotoksisiteye karst NAC’mm koruyucu etkisi
arastirilmistr. 150 mg/kg/giin dozunda bes giin siireyle NAC intraperitoneal olarak
kullanilmistir. Karmustinin indiikledigi apopitozu ve antioksidan parametreleri
belirgin olarak azaltmis oldugu tesbit edilmistir. NAC genellikle mukolitik bir ajan
olarak kullanilan sentetik bir tiol iceren bir bilesik oldugu, serbest radikalleri
konjugasyon ve rediiksiyon gibi enzimatik olmayan reaksiyonlarla detoksifiye ettigi
vurgulanmigtir. Birgok dokuda NAC sistein olusturmak i¢in deasitile edildigi ve
olusan sistein, glutatyon biyosentezinde kullanildigi, hepatik hiicrelerde glutatyon
seviyelerini normale getirerek iskemiye kars1 gii¢lii sekilde korudugu bildirilmistir.
Ayrica TNF aracili apopitozu inhibe ettigi bildirilmistir. NAC tedavisi ile
pansitopeninin belirgin bir sekilde diizeldigi, hemoglobin seviyesinin arttig1
saptanmistir. Dokuda MDA’y1 azaltirken, CAT ve SOD’1 artirdig1 ifade edilmistir.
(117). Calismamizda; NAC kullanilan grupta NEK grubuna géore MDA ve NO
seviyelerini azalttig1 ve farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir. Ayrica

CAT ve SOD diizeylerini arttirdig1 gostermistir.

NAC’m selasyon edici 6zelliginin de olmasi, agir metallerin dokuda oksidatif

strese neden olarak olusacak hasar1 Onledigini bildiren ¢alismalar mevcuttur.
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Sarikaya ve arkadaslarinin yaptigir ¢alismada NAC; akut civa zehirlenmelerinde
selasyon edici 6zelligi ile kullanilmistir. NAC; civayr sistein gruplariyla baglayarak
selasyon yaptig1 bildirilmistir (118). Bir baska calisma da Setpute ve arkadaglari
ratlardaki feokromastoma hiicrelerindeki siyaniire bagli oksidatif stres aracili hiicre
oliimiinde NAC antioksidan olarak kullanilmistir. Glutatyon ve diger antioksidanlar1
normal seviyeye getirmis, siyaniiriin oksidatif etkisini Onlemesinin yanisira lipid
peroksidasyonuna bagli MDA yiiksekligini azalmasi sagladigi bildirilmistir (119).
Calismamizda da NAC grubunda NEK grubuna gére MDA diizeyinin anlamli diisiik

cikmas1 Setpute ve arkadaslarinin sonuglariyla benzerdir.

NAC ile ilgili yapilan ¢aligmalarda NAC’in antioksidan 6zelligi nedeniyle
proflaktik olarak kullanilmasi arastirilmistir. Soghier ve Brion tarafindan yapilan bir
calismada paranteral beslenen yenidoganlarda sistein, sistin ve NAC ilavesinin
etkinligi arastirilmis ve bliylimeye belirgin bir etkisinin olmadigi bildirilmistir.
Yenidogan hastaliklarindan bronkopulmoner displazi, prematiire retinopatisi, cerrahi
gerektiren NEK ve intraventrikiiler hemoraji gibi hastaliklara bagli 6liim riskini
etkilemedigi belirtilmistir (120). Prasad ve arkadaslarinin ¢alismalarinda NAC’in

etkisiz oldugu patolojiler vurgulanmistir (121).

NAC’m NEK modellerinde intestinal mukoza hasar1 {izerine koruyucu
etkinligini gosteren litaratlir bilgileri mevcuttur. Koivusalo ve arkadaslarinin
yenidogan pigletler lizerinde intraliiminal casein modelle olusturulan NEK’de;
NAC’1in mukozal hasar ve bakteriyel translokasyonu degerlendirilmistir. NAC gibi
antioksidan ilaglarin teorik olarak avantajli oldugu ve bakteriyel translokasyonu
onledigi bildirilmistir. SOR temizleyicisi olarak gorev alan NAC’m glutatyonun
sentezini uyardig1 ve deneysel olarak olusturulmus NEK modelinde barsak hasarmin
gelismesini inhibe ettigi ve intestinal mukozanin permiabilite degisikliklerini
sinirladigr bildirilmistir. Ciddi septik sok tedavisinde antibiyotik tedavisine ilave
olarak NAC eklenmesinin daha avantajlh etkiler olusturdugu bildirilmistir (122).

Yine NAC’1n intestinal hasar {izerine etkinligini gdsteren bir ¢alismada Ocal ve

arkadaslar1 ratlarda termal hasar sonrasinda barsaktaki oksidatif stres ve bakteriyel

translokasyon tizerine NAC’1n etkinligi arastirmislardir. NAC serbest oksijen radikali
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temizleyicileri arasinda en ¢ok arastirilan farmakolojik ajan oldugu bildirilmistir. En
1yl hidroksil radikali ve hipoklorik asit ile reaksiyon verdigi, hidrojen peroksit ve
siiperoksit radikali ile zayif reaksiyon verdigi bildirilmistir. Dahast NAC’in
inflamasyon siireci iizerine yararli etkilerinin oldugu, sitokin ekspresyonunu ve
salinimi1 baskiladigi, adezyon molekiil eksplorsyonunun inhibisyonunu ve NF
kappa B’ nin inhibisyonunu sagladig1 bildirilmistir. Hepatik, renal, intestinal iskemi-
reperflizyon ve sepsis modellerinde akciger hasari1 iizerine koruyucu etkilerini
gosteren bircok deneysel calismalar yapildigi, termal yanik sonrasinda intestinal

hasarda MPO’ un arttig1 ve NAC’m MPO diizeyini diislirdiigii goriilmiistiir (123)

Wang ve arkadasglarmmin yaptigi c¢alismada NAC’m lipopolisakkaritler
tarafindan uyarilan hipoksik beyin hasarmi azalttig bildirilmistir. NAC, %78’e varan
beyin hasarini engellemesi belirgin noral koruma sagladigi bu korumanin isoproten
aktivasyonunu azaltarak, glutatyon seviyesini artirarak ve caspase 3, caspas 1
aktivasyonunu inhibe ederek sagladigi bildirilmistir. NAC korumasi redoks durumun
gelistirlmesi ve apopitozun inhibasyonu ile iligkilendirilmistir (111). Caligmamizda
da NAC verilen grupta apopitozun diisiik ¢ikmast NEK’te apopitozu ayni

mekanizmayla engelledigini desteklemektedir

Magdalan ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢alismada insan hepatosit kiiltiirlerinde
alfa-amanitin tarafindan indiiklenmis apopitozdan NAC 1 koruyucu etkinliginin
oldugu tesbit edilmistir (124). Calismamizda, NEK tedavisinde NAC’in
histopatolojik degisiklilkleri ve apopitozu belirgin sekilde onledigi saptanmis olup
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Biyokimyasal degerlendirmede
proinflamatuvar mediatorlerden NO diizeyini ve lipit peroksidasyonunun son tiriinii
olan MDA’y1 NEK grubuna gore anlamli oranda azalttig1 saptanmigtir. NAC tedavisi
CAT ve SOD diizeylerini artrmis, CAT artis1 istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur Elde ettigimiz sonuglar NAC’1n antioksidan etkinligini gostermektedir.
Biz de antioksidan etkisini Onceki caligmalarda belirtildigi gibi serbest oksijen

radikalleri ile direk etkilesime girerek gosterdigi kanisindayiz.

Litaratiirde DFX’in farkli dokularda kan akimini artiric1 ve hipksik iskemik

hasar1 Onleyici etkileri oldugu gosterilmistir. Signorini ve arkadaslari tarafindan
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yenidogan ratlarda hipoksik-iskemik ensefalopati modelinde hipoksi-iskeminin beyin
her iki korteksinde de DFX-demir baglanmasinda belirgin artisa neden oldugu
bildirilmistir. Hipoksi iskemi melatonin tedavisi alanlarla sadece hipoksi- iskemiye
maruz birakilan ratlara gére daha diisiik serbest demir diizeyleri saptanmistir. Bunun
hipoksi-iskemi sonucunda gelisen oksidatif hasar1 6nlemede melatonin ve DFX’in
noroprotektif rolii oldugunu gosterdigi bildirilmistir (125). Sorond ve arkadaslarinin
calismasinda DFX’in inflizyonu ile serebral kan akiminda artma oldugu gdsterilmis
ve bunun hipoksiye bagli indiiklenebilen faktor-1 ile olasi iliskisi arastirilmistir.
Inmeli olarak tariflenen felgli hayvan modellerinde DFX’in hipoksi ile
indiiklenebilen faktor-1’1 aktive ettigini ve bu sekilde beyin hasarini azalttigi,
fonksiyonel iyilesme sagladigi bildirilmistir. DFX’in insanlardaki serebral dolasim
iizerindeki etkileri arastirilmistir. DFX infiizyonu belirgin olarak serebral damarlarda
vazodilatasyona sebep olmustur. DFX gibi hipoksiye bagl indiiklenebilen faktor-1
aktivitesi serebral perflizyonu artirarak ve serebral damarlar1 dilate ederek noronlar1
iskemik hasara kars1 koruyabildigi bildirilmistir. DFX’in toksik radikalleri baglamas1
ve demir baglama oOzelliklerinin olmast DFX’i iskemide daha etkili hale

getirmektedir (94).

Litaratiirde DFX’in barsaklarda iskemi-reperfiisyon sonrasinda doku hasarimni
onledigini gosteren calismalar vardir. Joseph ve arkadaslarinin yaptigi bir calisma
ratlarda immatiir barsakta iskemi sonrasindaki hasar {izerine DFX etkisi
arastirilmistir. 76 rat iizerinde yaptiklar1 ¢alismada DFX’in postiskemik hasarda
etkilerini aciklamak, hasarin Onlenmesi ve surveyi arastirilmistir. 90 dk siireyle
superior mezenteric arter okliizyonu yapilip sonra reperfiizyon yapilmislardir. DFX
grubunda okliizyon sonrast DFX 15 mg/kg intravendz verilip sonra reperfiizyon
yapilmiglar. Survey kontrol grubunda %100 iken tedavi verilmeyenlerde %14, DFX
tedavisi verilenlerde %28 saptanmistir. Histopatolojik olarak tedavi grubunda
anlaml iyilesme gorildiigii bildirilmistir. Yenidogan barsak iskemisine yol agan
NEK gibi durumlarda reperflizyon hasarmi serbest demirin doku hasarinda onemli
bir rol oynadig1 ve demir baglayici bir ajanin verilmesiyle survey ve histoloji lizerine

yararl etkileri olacagi bildirilmistir (126).
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DFX tedavisinin histopatolojik olarak doku hasarmi1 koruyucu etkilerini
gosteren yayinlarin yaninda Box ve arkadaslarinin bildirdigi gibi ciddi hipoksik
ortamda insan meme epitelyum hiicrelerine DFX tedavisinin apopitoz lizerine
belirgin etkisi olmadigmni bildiren yaymlar da mevcuttur (127). Calismamizda DFX
tedavisi verilen grupta apopitoz kontrol ve diger tedavi gruplarma gore yiiksek
saptanmistir. NEK grubuna gore istatistiksel olarak diisiik saptanmis olmasina
ragmen kontrol grubu ve NAC, NAC+DFX grubu kadar diisik seviyede
saptanmamistir. Box ve arkadaslarinin sonuglar1 ile karsilastirildiginda bizim

calismamizdaki sonuglar DFX’in etkili oldugunu gdstermektedir.

DFX tedavisinin antioksidan 6zelliginin yanisira selasyon edici 6zelligin
onemli oldugu ve her yasta selasyon edici 6zelligi ile kullanilmaktadir. Litaratiirde
selasyon edici 6zelligi ile kullanimin antioksidan 6zelligini katkida bulundugunu
gosteren caligmalar mevcuttur. Park, intrauterin intravaskiiler transfiizyonu takiben
neonatal demir yiiklenmesine sekonder ciddi karaciger hastaligi gelistigi ve hastada
serum ferritini 4000 mikrogram/L iizerinde tesbit edildigi, DFX tedavisi ile KC
fonksiyonlarinda diizelmenin oldugunu bildirmistir (84). Bu DFX’in yenidoganlarda
selasyon tedavisinde kullanildigini gosteren bir caligma olarak 6nemlidir. Sadik ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada ratlarda kardiyak ve renal dokularinda
adriyomisin toksisitesine karst DFX’in etkisi arastirilmis, DFX tedavisinin kardiyak
ve renal dokular1 toksisiteden korudugu bildirilmistir. Agir metaller dokularda
oksidatif stese yol acarak lipit peroksidasyonunu artirdigindan DFX tedavisi bu
olumsuz mekanizmay1 engelledigi bildirilmistir. ki hafta siirecince her doz 50 mg/kg
olmak tizere toplam alt1 doz intraperitoneal DFX uygulanmistir. Adriyomisine bagh
her iki dokudada yliksek MDA diizeyleri saptanmistir. DFX uygulamasiyla MDA
diizeylerinin normal diizeylere dogru indigi tesbit edilmistir (128). DFX’in MDA

diizeyini azaltmas1 NEK tedavisinde kullanilmasi diisiincesini cagristirmistir.

Weitzman ve arkadaslarmin in vitro olarak yaptiklar1 bir ¢galismada asbestosun
katalize ettigi lipid peoksidasyonu ve bu peroksidasyonun DFX tarafindan inhibe
edilmesi arastirilmigtir. DFX demir, bakir gibi diger metallerlede kompleksler
olusturdugu ve lipid peroksidasyonda rol aldig1 bildirilmistir. Bu ¢alismada ana nokta

olarak in vitro sartlarda aspestos fibrillerinin degisik formlar1 peroksidasyonu
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katalizledigi ve bu aktivitede aspestosun demir igerigi sorumlu tutulmustur.

Aspestosu DFX ile yikamak lipid peroksidasyonu inhibe ettigi bildirilmistir (129)

Bresgen ve arkadaslarinin erigkin ratlar iizerinde yapmis oldugu c¢alismada
ferritinin indiikledigi hiicre 6limiine DFX’in koruyucu etkisi arastirilmigtir. 100
ng/ml ferritin dozuyla hiicre Olimiinde demir aracili stres olusturularak 100
mikrogram/ml DFX verilerek koruyucu etkinligi gosterilmistir. Demirin hiicre
fonksiyonlar1 i¢in Onemli bir roli olsa da serbest 2-degerlikli demir fenton
reaksiyonuyla reaktif oksijen iirlinleri olusmasina rol a¢tig1 ve bu friinler lipid
peroksidasyonu yoluyla hiicre hasarmi provoke ettigi bildirilmistir. DFX’in, demiri
baglamasi sonucunda lipid peroksidasyonunu onleyerek ferritinin toksik etkinligini
azalttig1 tespit edilmistir (130). Bizim calismamizda da DFX tedavisinin lipid
peroksidasyonunun son iiriinii MDA diizeyinde NEK grubuna gore azalma sagladigi
fakat bu istatistiksel olarak anlamli degildi. NO seviyesi NEK grubuna gore DFX ve
NACHDFX grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. NO diizeyini
anlaml olarak azalttig1 saptandi. CAT diizeyini NEK grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olarak artirdi. SOD diizeyi agisindan istatistiksel olarak bir farklilik

saptanmadi.

DFX’in demir baglama 6zelliginin yanisira ek mekanizmalarla demirin toksik
etkisini azalttigin1 bildiren ¢aligmalar mevcuttur. Messer ve arkadaslarmin ratlarda
yapmis oldugu calismada demir selatorii olan DFX’in demir diizenleyici genler ve
proteinleri diizenledigi tespit edilmistir ve fetal rat calvaria hiicrelerindeki osteoblast
fenotip markirlarini baskiladig: bildirilmistir. Demir diizenleyici genler ve proteinler;
TrfR, ferritin agir zincir ve ferritin hafif zincirdir. Osteoblast fenotip markirlar: ise

alkalen fosfataz, kemik sialoproteini, osteokalsindir (131).

DFX’inin damarlar {izerine vazodilatator etkiside de oldugunu gdosteren
calismalar mevcuttur. Xing ve arkadaslarmin yaptigi deneysel ¢alismada
hiperglisemili ratlarda gecici fokal serebral iskemi sonrasinda beyin hasari lizerine
DFX’in etkileri arastirilmistir. Orta serebral arteri baglayarak 24 saatlik okliizyon
sonrasinda acilarak DFX etkileri arastirilmistir. 100 mg/kg intramuskiiler DFX

uygulanmasindan sonra mortaliteyi ilk 24 saatte azalttigi bildirilmistir. Ayni
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zamanda infarkt voliimiinii azaltmis ve bazal ganglionlardaki 6demi hafiflettigi
bildirilmistir. DFX tedavisi verilen hayvanlarda okliizyondan 8 saat sonra ipsilateral
hemisferdeki hemoraji voliimii daha azalmistir; fakat, her iki taraf kan-beyin bariyeri
permeabilitesi ayn1 tespit edilmistir. Felgli hastalarda DFX’in  hemorajik
transformasyonu azaltmak icin kullanimi potansiyel bir tedavi olacagini

gostermektedir (132).

Calismamizda DFX tedavisi verilen grupta histopatolojik olarak belirgin
diizelme sagladigi goriildii. Apopitoz agisindan diizelme DFX grubunda apopitotik
hiicre oraninin kontrol grubu, NAC ve NAC+DFX grubuna gore biraz yliksek oldugu
goriildi. Fakat istatistiksel olarak NEK grubu ile arasinda anlamli farklilik saptand.
Biyokimyasal degerlendirmeler sonucunda NEK grubuna gére MDA diizeylerinde
azalma olmasia ragmen istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi. NEC+DFX grubu
ile NEK+NAC ve NEK+NAC+DFX grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi. MDA diizeyini azalttig1 fakat kontrol grubuna goére ytliksek oldugu ve bu
yiiksekligin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi. NO diizeyleri agisindan
belirgin bir diizelme sagladig1 ve istatistiksel olarak NEK grubu arasinda anlamli
farklilik saptandi. CAT aktiviteleri degerlendirildiginde belirgin artis oldugu NEK
grubu ile istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Diger gruplarla anlaml
farklilik saptanmadi. SOD diizeyleri degerlendirildiginde NEK grubu diizeylerinde
oldugu ve NEK grubu ile istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi. Diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. Sonug olarak DFX tedavisinin
histopatolojik ve apopitoz agisindan diizelme sagladigi, NO ve CAT acgisindan
istatistiksel olarak NEK grubu ile anlamli fark saptandigi goriildii. SOD agisindan
NEK grubu ile istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. MDA diizeylerini

azalttig1 fakat istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.

Omar ve arkadaglarinin yaptig1r bir ¢alismada erigkin erkek ratlarda ¢ekum
baglanip perforasyon yapilarak sepsis modeli olusturulmustur. Sonra rat beyinlerinde
serebral kortekste, hipokampiiste, sitriatum ve serebellumda solunum zincir
komplekslerinin aktivitelerinin azalmis oldugu bildirilmistir. 20 mg/kg/giin dozunda
NAC / DFX sc uygulanmasi ile bu 6zellikle solunum zinciri 1 ve 2 deki inhibasyonu

diizeltigi goriilmiistiir. Fakat solunum zinciri 3 ve 4 de etkinligi olmamistir. NAC ve
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DFX’in solunum zinciri 1 ve 2 de antioksidan etkinligini gésteren bu calisma bizim
calismamizdaki sonuclar1 desteklemektedir (133). Calismamizda da her iki ilac1 20
mg/kg/gilin dozunda ve sc olarak kullanilmistir. Bu iki ilacin birlikte kullanimi NEK”
te ilk kez tarafimizca yapilmistir. Bu calismamizda H/R yontemiyle NEK modeli
olusturulan rat yavrularina NAC 20 mg/kg/glin, DFX 20 mg/kg/giin, sc uygulanarak,
bu ilaglarin histopatolojik, apopitoz ve biyokimyasal olarak NEK’te etkinligi
arastirildi. NAC ve DFX’in birlikte kullaniminin NEK’teki etkinligini arastiran bir

calisma literatiirde bulunmamaktadir.

NAC ve DFX tedavisinin NEK disinda bagka hastaliklarda birlikte kullanilmasi1
ile ilgili litaratiir bilgileri mevcuttur. Bu c¢alismalarda NAC ve DFX’in birlikte
kullanilmasmin etkili oldugunu gosteren ¢alismalar oldugu gibi olumsuz etkilerinin
de oldugunu gosteren g¢alismalarda vardir. Priscila ve arkadaslarinin ¢alismasinda
renal iskemi sonrasinda beyin i¢in enerji ve hemostazin devami i¢in gerekli olan
kreatin kinaz aktivitesi inhibe edildigi goriilmiistiir. Bu inhibisyon NAC ve DFX ile
daha normale dondiiriildiigii tesbit edilmistir. Enzim tizerindeki etki NAC tek basma
kullanildiginda ve DFX ile birlikte kullanildiginda da olmustur. Kreatin kinazin
aktivasyonunun inhibe olmasi beyin hiicresi 6liimiiyle sonuglanir ve bu iiremik
ensefalopatiye katkida bulunur. Bu calismada NAC ve DFX kombinasyonunun ayri
ayrt kullanilanlara gore birka¢c inflamatuar hastalikta daha elektif oldugu
goriilmiistiir. NAC oksidatif stresi azattligi, bunu tiol redoks durumunu artirarak
yaptig1 ve oksidatif metobolizmay1 inhibe ederek etki ettigi gdsterilmistir. Izole NAC

kullaniminin prooksidan etkiler gdsterdigi belirtilmistir (93).

Bulucu ve arkadaslarinin yaptig1 bir deneysel calismada bir nefrotik sendrom
modelinde NAC ve DFX kombinasyonunun zararh etkileri bildirilmistir. Ratlara
Doksorubisin verilerek Nefrotik sendrom olusturulmustur. Ayri ayr1 ve birlikte
verildiginde eritrosit ve bobrek dokusundaki oksidatif stres parametreleri
Olciilmiistiir. Doksorubisin verilmesiyle rat bobrek dokusunda MDA artmis ve
glutatatyon seviyesini azalmistir. SOR olusum siklusunu bozan antioksidanlar olarak
NAC, DFX, antioksidatif enzimlerin metal ko faktorleri (selenyum, mangan, bakir,
¢inko) bildirilmistir. NAC kullanimi sonrasinda demir ile etkilesimine bagl olarak

prooksidan etkilerini dnlemek i¢in demir selatorii DFX eklenmistir. Her iki ilag 20
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mg/kg intravendz uygulanmistir. Son yayinlarda NAC ve DFX kullanmimin ciddi
sepsis ve akut karaciger yetmezligindeki ratlarda tedavisinde etkili oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alismada ayr1 ayr1 yapilan NAC ve DFX tedavilerinde SOD
seviyelerinin arttig1, selenyum seviyelerinin azaldigi bildirilmis fakat NAC+DFX
tedavisi ile SOD diizeyleri azalmis, selenyum seviyeleri arttig1 bildirilmistir. Diisiik
seviyelerde selenyum hiicre biliyiimesi ve biyolojik etkilerinin 6nemli bir
modiilatoriidiir. Yiiksek konsantrasyonda ise bu calismada gostermis olduklar1 gibi
selenit, selenyum dioksit, diselenit gibi bilesenlerin antioksidanliktan prooksidanliga
gectigi ve hiicre biiylimesi iizerine inhibe edici etki ve oksidatif strerse, apopitoza

onciiliik eden prooksidan olarak davrandigi gosterilmistir (134).

Calismamizda NAC ve DFX’in birlikte kullanilmasiyla histopatolojik ve
apopitoz acisndan belirgin diizelme goriildii. Biyokimyasal olarak MDA diizeyleri
acisindan bakildiginda NEK grubu ile NEK+NAC+DFX grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamh fark saptanmistr. MDA diizeyleri NEK grubuna gore
NEK+NACH+DFX grubunda azalmistir. Fakat degerler kontrol grubu seviyesine
kadar diismemistir. Kontrol grubu ile istatistiksel olarak fark saptanmistir.
NEK+NACHDFX grubu MDA diizeyleri agisindan NEK+NAC grubu ve NEK+DFX
grubu arasinda istatistiksel farklilik saptanmamistir. NO diizeyleri acgisindan
NEK+NACHDFX grubu ile kontrol ve NEK grubu arasinda istatistiksel olarak
farklilik saptanmistir. NEK+NAC grubu ve NEK+DFX grubu ile NEK+NAC+DFX
grubu arasinda istatistiksel fark saptanmamustir. CAT aktivitesi agisindan
NEK+NAC+DFX grubu ile NEK grubu arasinda istatistiksel fark saptanmistir. CAT
acisindan diger gruplarala karsilastirildiginda istatistiksel fark saptanmamistir. SOD
diizeyleri agisindan NEK grubuna gore NEK+NAC+DFX grubunda artis goriilmiis
fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. NEK+DFX grubuna goére
SOD diizeyleri artmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Sonug
olarak NEK+NAC+DFX grubunda MDA ve NO diizeyleri diismiis, CAT ve SOD
diizeyleri artmustir. Bu da calismamizda NAC+DFX tedavisinin NEK’te etkili

oldugunu gostermektedir.

NEK’te koruma ve tedavi amaciyla bu giine kadar bir¢ok ilag uygulanmstir.

Antenatal steroid, sivi kisitlamasi, Ig A, G, probiyotikler, poliansature yag asitleri,
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arjinin, glutamin ve oral antiyotikler ile yapilan calismalarda heniiz rutinde
kullanilacak kadar olumlu sonuglar almamamistir (135,136). Ozkan ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada yeni dogan rat ince barsaklarinda H/R hasarma kars1 Leptinin
koruyucu etkisi arastirilmis ve ince barsak hasarin1 azaltmamis, tekrarlanan
hasarlanma periyotlar1 arasinda barsakta mukozal hasarlanma periyotlarini
hizlandirmadig:  bildirilmistir (81). Oztiirk ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda H/R
yontemiyle NEK olusturduklar1 ratlarda, recombinant human 1L-10 gibi koruyucu
ilaglarla mukoza hasarinda ve barsak doku MDA diizeylerinde anlamli azalma
oldugunu gostermislerdir (7). Yurtgu ve arkadaslarmin yaptigi bir deneysel
calismada ratlarda deneysel NEK modelinde agizdan verilen saf immiinglobilin
G’nin biyokimyasal ve histopatolojik olarak intestinal hasar1 azaltmadigi ve NEK’i
onlemedigi bildirilmistir (137). Travadi ve arkadaslari NEK olusturulan preterm
ratlara pentoksifilin uygulamasi ile NEK siddetinin ve insidansinin azaldigini

gostermislerdir (76).

Sonug olarak, calismamizda yenidogan ratlarda H/R yontemiyle olusturulan
barsak hasarinda kullanilan NAC, DFX ve NAC+DFX tedavisinin histopatolojik
hasar1 Onledigi saptanmistr. NAC, DFX ve NAC+DFX tedavisinin apopitozu
azalttigir saptanmistir. MDA ve NO gibi proinflamatuvar mediatorleri azalttigi ve
CAT aktivitesini artirdigl, SOD diizeylerini NAC ve NAC+DFX tedavisinin
arttirdig1 saptanmistir. NAC ve DFX klinikte yenidoganlarda kullanilabilecek ajanlar
olmasi1 bakimindan 6nem tagimaktadir. Bu giine kadar gerek NAC gerekse DFX
yenidoganlarda bazi hastaliklarda tedavi amaciyla kullanilmis ve yenidoganlarda
kullanim1 devam etmektedir. Mekonyum ileusu tedavisinde NAC kullanimi etkin bir
tedavi yontemidir (3). Litaratiir bilgileri 1s1ginda ve bizim ¢alismanin sonuglarma
bakarak NEK tedavisinde NAC ve DFX tedavisinin ayr1 ayr1 ve birlikte kullanilmas1
ile etkin sonuclar alabilecegimizi diisiinmekteyiz. Ancak NAC ve DFX’inin
yenidogan NEK’te etkinligini arastirmak iizere kullanimi kontrollii klinik ¢aligsmalara

ihtiya¢ oldugu inancindayiz.
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SONUCLAR

1. Gruplar arasinda viicut agirliklar1 bakimindan istatistiksel farklilik saptanmadi

2. Barsaklarm histopatolojik incelemesinde kontrol grubundaki ratlarin hepsi grade
I, NEK grubundaki ratlar grade 2-5’e olarak degerlendirildi. NEK+NAC ve
NEK+DFX gruplarindaki ratlarda histopatolojik hasar skoru grade 1 ile grade 2,
NEK+ NAC+ DFX grubundaki ratlarda grade 1 idi. NAC, DFX ve NAC + DFX’in
NEK’te belirgin olarak histopatolojik 1yilesme sagladigi saptandi.

3. Apopitoz degerlendirildiginde NEK grubunda apopitozun yiiksek oldugu goriildii.
Kontrol, NAC, DFX ve NAC +DFX tedavi grubunda apopitoz degerleri diisiik
degerde oldugu saptandi. DFX grubunda diger tedavi gruplarina gore yiiksek
saptandi. Fakat NEK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi.

4. Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA diizeyi NEK grubunda en ytiksek,
kontrol grubunda en diisiik bulundu. NAC, DFX grubu ve NAC + DFX tedavisinin
barsak MDA diizeyini NEK grubuna gore belirgin azalttigi saptandi.

5. NEK patogenezinde 6nemli bir meditdor olan NO’nun barsak doku diizeyi, NEK
grubunda kontrol grubuna gore belirgin yiiksek bulundu. NAC, DFX ve NAC +
DFX tedavisinin barsak NO diizeyini NEK grubuna gore anlamli azalttig1 saptandu.

6. Antioksidan enzim olan CAT enzim aktivitesi NEK grubunda en diisiik seviye
saptandi. NAC, DFX ve NAC + DFX grubunda CAT aktivitesinin anlamli arttig1
saptandi. Bu artis kontrol grubundan daha yiiksekti.

7. SOD diizeyi NEK grubunda diisiik seviyede tesbit edildi. DFX tedavisinin SOD
diizeyini daha da diistirdiigii saptandi. NAC ve NAC +DFX tedavisi ile SOD diizeyi
yiikseldi fakat istatistiksel olarak anlamli degildi. DFX tedavi grubu ile NAC ve
NAC +DFX tedavi grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik DFX grubunda SOD

degerinin diisiik tesbit edilmesinden idi.
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8. Bu sonuglarla, NAC, DFX ve NAC + DFX tedavisinin H/R yOntemiyle
olusturulan barsak hasarinda histopatolojik ve biyokimyasal olarak etkili oldugu

saptandi.
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OZET

Desferoksamin ve N-asetil sisteinin; nekrotizan enterokolit olusturulmus
ratlarda histopatolojiye, oksidatif stres ve apopitoza etkileri.

Dr. Senol Bagc1

Nekrotizan enterokolit (NEK), patogenezi tam bilinmeyen, prematiirelerin acil
gastrointestinal bir hastaligidir. Formula ile beslenme, bakteriyel kolonizasyon,
hipoksi ve intestinal iskemi NEK i¢in risk faktorleridir. Deneysel calismalarda
hipoksi ve intestinal iskeminin NEK’te kritik baslangic faktor oldugu
belirtilmektedir. Bu calismada, yenidogan ratlarda hipoksi/reoksijenizasyon (H/RO)
yontemiyle olusturulan intestinal hasarda desferoksaminin (DFX) ve N-asetil

sisteinin (NAC), histopatolojik, biyokimyasal ve apopitoza etkileri arastirildi.

Bir giinliik, 50 adet Wistar albino cinsi rat yavrular1 randomize olarak kontrol,
NEK, NEK+NAC, NEK+DFX ve NEK+NAC+DFX olarak bes gruba ayrildi
Kontrol grubu disindaki rat yavrulari 24. saatte hava gecirmez kapali bir ortamda 10
dakika siireyle %100 CO, solutularak hipoksiye sokuldu; hemen ardindan 10 dakika
sireyle %100 O, solutularak reoksijenizasyon uygulandi. H/RO’dan sonra ii¢ giin
siireyle NAC (20 mg/kg) ve DFX (20 mg/kg) subkutan olarak uygulandi. Kontrol
ve NEK gruplarna ilag uygulanmadi. Anne siitiiyle beslenen yavru ratlar giinliik
tartildi. Dordiincii giinde (96. saat) tiim ratlar servikal dislokasyonla dekapite edildi.
Terminal ileumdan alinan barsak doku orneklerinde histopatolojik hasar skoru
(HHS), apopitoz, malonildialdehit (MDA), nitrik oksit (NO), siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri arastirildi

Gruplarin viicut agirligi bakimindan istatistiksel farklilik saptanmadi. En agir
hasarin NEK grubunda oldugu, NAC, DFX ve NAC+ DFX’in histopatolojik hasar
skorunu belirgin azalttig1 saptandi ( p<0.05). Ayrica MDA diizeyi en yiiksek NEK
grubunda oldugu tedavi gruplarindan DFX ve NAC+DFX grubunda anlamli olarak
azaldig1 saptandi. (p<0.05). NO diizeyinin en yiiksek NEK grubunda oldugu NAC,
DFX, NAC+DFX grubunda anlamli olarak azaldigi saptandi (p<0.05). CAT
aktivitesi NEK grubunda en diisiik NAC, DFX, NAC+DFX grubunda anlamli olarak
yiiksek oldugu saptandi (p<0.05). SOD aktivitesi NEK grubunda diisiik bulundu.
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Kontrol grubu ve NAC+DFX ile istatistiksel anlamlilik saptandi. Apopitoz NEK
grubunda yiiksek ve tedavi NAC, DFX ve NAC+DFX grubunda diisiik bulundu.

Sonug olarak, yenidogan ratlarda H/R yontemiyle olusturulan barsak hasarinda
NAC ve DFX’in histopatolojik hasar1 her ikisinin tek tek kullaniminda ve birlikte
kullannminda azaldig: tesbit edildi. MDA ve NO diizeylerini azalttigi, antioksidan

enzimlerden CAT ve SOD’u artirdig1 ve apopitozu azalttigi gosterildi.
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SUMMARY

The effects of Desferrioxamine and N-acetylcysteine on histopathological
alterations and oxidative stress and apopythosis of rats with necrotizing enterocolitis.

Dr. Senol Bagci

Necrotizing enterocolitis (NEC), is an emergency gastrointestinal disease of the
premature infants with unknown pathogenesis. Formula feeding, bacterial
colonization, intestinal ischemia and hypoxia are risk factors of NEC. In
experimental studies, intestinal ischemia and hypoxia are critical starting factor of
NEC. In this study, the histopathologic and biochemical effects of Desferrioxamine
(DFX), and N-acetylcysteine (NAC) were investigated in newborn rats with
hypoxia/reoxygenation (H/RO) induced intestinal injury.

One day old, 50 Wistar albino rat pups were randomly divided into five groups
as control, NEC, NEC+NAC, NEC+DFX and NEC+ NAC+DFX. All rat pups except
for control group were placed into a chamber of 100% CO; for ten minutes, then they
were reoxygenized with 100% O, for the next ten minutes at 24™ hour. After H/RO,
NAC (20 mg/kg) and DFX (20 mg/kg) were administered subcutaneously for the
next three days. Control and NEC groups were not administered any drugs. Rat pups
fed with breast milk were weighted daily. On the fourth day (at 96™ hour), all rat
pups were killed with servical dislocation after intramuscular ketamine (90 mg/kg)
enjection. Histopathologic injury scores (HIS), apopitosis, malonyldialdehyde
(MDA), nitric oxide (NO), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
activities were investigated at intestinal tissue samples extracted from terminal

ileum.

There was no statistically significant difference between groups’ body weight.
It was found that NEC group had the worst HIS, NAC and DFX reduced HIS
significantly (p<0.05). We also found that, MDA levels were highest in the NEC
group and MDA levels were found to be decreased significantly in DFX and
NACHDFX group (P<0.05). NO levels were highest in NEC group and NO levels
were recorded to be decreased significantly in NAC, DFX and NAC+DFX group
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(p<0.05). CAT activity was found to be lowest in NEC group and CAT activity was
found to be increased in NAC, DFX and NAC+DFX group (p<0.05). SOD activity
was found to be low in the NEC group, were found statistically meaningfully with
control group. Apopitosis were found high in NEC group and low in NAC, DFX and
the NAC+DFX group.

As a result, it was shown that either NAC+DFX or NAC/DFX use decreased
histopathological injury in newborn rats with H/R induced intestinal injury. It was
shown that both NAC and DFX use decreased MDA and NO levels, increased the
antioxidant enzymes CAT and SOD. It was also shown that NAC, NAC and
NAC+DFX use decreased apopythosis.
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