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GIRiS

Nekrotizan enterokolit, 6zellikle prematiire yenidoganlarda goriilen, en sik acil
cerrahi miidahale gerektiren gastrointestinal sistem hastaligidir (1). Siirfaktanin
kullanima girmesi respiratuvar distres sendromundan 6liimleri azalttigindan, giincel
kani, prematiire yenidoganlarin ana 6liim nedeninin nekrotizan enterokolit olacagi
yoniindedir (2). Patogenezinin tam olarak aydinlatilamamasi1 nedeniyle, nekrotizan
enterokolitin benimsenmis etkin bir tedavi yontemi yoktur. Nekrotizan enterokolitte
rol alan patofizyolojik olaylarin tam anlasilmasi ve bu hastaligi tedavi edici
stratejilerin  gelistirilmesi, nekrotizan enterokolitli bebeklerin morbidite ve

mortalitesinin azaltilabilmesi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Deneysel calismalarda, hipoksi-reoksijenizasyon sonucu olusan serbest oksijen
radikallerinin intestinal doku hasarlanmasina yol ac¢tig1 gosterilmistir (3-8).
Hasarlanmis mukozaya mikroorganizmanin baglanmasi sonucu tiimor nekrozis
faktor-alfa, platelet activating faktor, nitrik oksit, interlokin-6 gibi birgcok
proinflamatuvar mediatorler aciga ¢ikmakta ve mukozal hasarlanma daha da artarak
nekroz olusmaktadir. (9). Antioksidan sistemler, serbest oksijen radikalleri ile iligkili
doku hasarinda serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirarak koruyucu etki
gostermektedir. Glutatyon metabolizmas1 antioksidatif defans sisteminin en
onemlilerinden birisidir (10). Yine antioksidan bir enzim olan katalaz hidrojen
peroksiti suya ve oksijene parcalayarak zararl etkilerden korur. Term bebeklere gore
prematiire yenidoganlarin, antioksidan defans sistemleri yetersiz olup; oksidatif

strese kars1 oldukca hassastirlar

Karnozin, hidroksil ve siliperoksit radikallerini temizleyen (scavenger), singlet
molekiiler oksijeni inaktive eden (quencher) ve serbest oksijen radikallerinin
iiretilmesinde rol alan demir, bakir gibi gecis metalleri ile kompleks olusturarak

giiclii antioksidan aktivite gosteren dogal bir dipeptiddir (11-14).

Gingko alkaloidi, antioksidan ve platelet activating faktor antagonisti etkilere

sahip bitkisel bir ekstredir. Serbest oksijen radikalleri i¢in scavenger gorevi yaptigi



(15-17), stiperoksit dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimleri arttirdigi,

malonildialdehit ve nitrik oksit olusumunu azalttig1 gosterilmistir (15,18-21).

Klaritromisin, antibakteriyel etkinliginin yani sira antiinflamatuvar etkinlige de
sahip makrolid grubu bir antibiyotiktir. Caligmalarda tiimor nekrozis faktor-alfa,
nitrik oksit, interlokin-6, interlokin-8, interlokin-1p gibi proinflamatuvar sitokinlerin
yapimini baskiladigi, inflamasyon alanma nétrofil gociinii engelledigi gosterilmistir

(22,23).

Bu calismada, hipoksi—reoksijenizasyon modeli ile intestinal hasar olusturulan
Wistar Albino cinsi preterm ratlarda, hipoksi/reoksijenizasyondan sonra uygulanan
karnozin, ginkgo alkaloidi ve klaritromisinin intestinal hasar olusumundaki
histopatolojik etkileri ile proinflamatuvar, antiinflamatuvar mediatorler ve

antioksidatif sistemler lizerine biyokimyasal etkileri arastirildi.



GENEL BILGILER

NEKROTIZAN ENTEROKOLIT

Nekrotizan enterokolit (NEK), ozellikle prematiire yenidoganlarda goriilen,
mukozadan itibaren gastrointestinal sistemin tiim katmanlarini tutabilen, inflamasyon
ve nekroz ile karakterize, en sik acil cerrahi miidahale gerektiren bir gastrointestinal
sistem (GIS) hastaligidir (1). Ilk olarak yiizyil1 agkin siire dnce tanimlanmasma, ¢cok
sayida klinik ve deneysel arastrmalara ragmen NEK patogenezi tam olarak
aydmlatilamamistir. Hastaligin 6nlenmesi ve tedavisi konusunda benimsenmis etkin
bir yontem yoktur (24). Bu nedenle mortalitesi ve morbiditesi yiiksektir. Son 30
yildan beri yapilan calismalara ragmen halen mortalite orani %10-50 arasinda

degismektedir (25-27).

Son dekatlarda yenidogan yogun bakim {initesi (YYBU) imkanlarmin
tyilestirilmesi, teknolojik gelismeler ve siirfaktanin kullanima girmesiyle birlikte ¢ok
diisik dogum agirliklt ve prematiire dogan bebeklerin yasam orani artmakta, buna
paralel olarak NEK insidans1 da artis gostermektedir (28-30). NEK insidansi,
merkezler arasinda farklilik goriilmekle birlikte %3-28 arasinda degismektedir (1).
Insidans gestasyonel yas ve dogum agirligi ile ters orantilidir. Tiim NEK olgularmin
%]10’nunu term yenidoganlar, %90°m1 ise prematiireler olusturmaktadir (30). Term
ve preterm yenidoganlarda klinik ve patolojik bulgular benzer olsa da baslatici
faktorler farklidir. Term yenidoganlarda goriilen NEK, ¢ogu zaman perinatal asfiksi,
polisitemi, konjenital kalp hastaliklar1 gibi zemin hazirlayic1 hastaliklarla birliktedir

ve daha erken donemde ortaya ¢ikar.

NEK, intrauterin donemde goriilmemekte, dogumdan sonra gelismektedir.
Genel olarak hayatin 3.-10. giinleri arasinda baslamakla birlikte, ilk ii¢ ay i¢inde de
goriilebilir (31). Hi¢ beslenmemis bebeklerde daha az sikhikta gorildigi
bildirilmektedir. NEK’li hastalarin %90’indan fazlasi1 daha 6nce enteral beslenmis
bebeklerdir. Anne siitii ile beslenmenin mama ile beslenmeye gére NEK riskini tig-

on kat azalttig1 gosterilmistir (32,33)



NEK ile cinsiyet ve 1k arasinda iliski saptanmamistir. NEK olgular1 genellikle
sporadik goriiliir ve mevsimsel dagilimi yoktur. Bazen salgmlar seklinde gelisebilir
(34). NEK epidemileri sirasinda tek bir etken degil, birden cok enfeksiydz etken

1zole edilmistir.

SEMPTOMLAR VE KLINIK BULGULAR

Hastaligin ortaya ¢ikis zamani gestayonel yas ile ters orantilidir. Term
bebeklerde semptom ve bulgular yasamin ilk birka¢ giiniinde ortaya ¢ikarken,
prematiire bebeklerde genellikle ikinci haftada ortaya cikmaktadir. NEK, GIS
semptom ve bulgular1 yaninda, sistemik semptom ve bulgularla karsimiza ¢ikabilir.
Siklikla en erken bulgu beslenme intoleransi ve gastrik bosalmada gecikmedir (35).
Abdominal distansiyon, abdominal hassasiyet, abdominal duvar renk degisikligi,
hemotokezya, safrali kusma, 1s1 diizensizligi, letarji, apne ve bradikardi, tasikardi,
solunum sikintis1 ve dolagim bozuklugu, C reaktif protein yiiksekligi, ndtropeni,
trombositopeni, metabolik asidoz, hiponatremi gibi semptom ve bulgular goriilebilir
(1,31). ilerlemis olgularda ise intestinal perforasyon, bakteriyemi, sepsis, asidoz, sok
ve dissemine intravaskiiler koagulasyon geligebilir. Gaitada gizli kan (GGK)
pozitifligi, nazogastrik (N/G) tiip ile beslenen prematiire bebeklerin %60-75’inde
gortilebildigi icin NEK tanisinda yararli bir belirte¢ degildir (1). Klinik olarak
NEK’ten siiphelenildiginde taniy1 kesinlestirmek ve tedaviye yol gostermek amaciyla
radyolojik inceleme yapilmalidir. Radyolojik incelemede baslangicta barsak
dilatasyonu, ileus, pndmotosis intestinalis gibi bulgular saptanirken, ileri donemde
barsak perforasyonu sonucu pndmoperitoneum ve portal vende gaz gdzlenebilir
(36,37). Bell ve arkadaslar1 tarafindan 1978 yilinda NEK’li hastalar1 klinik ve
radyolojik olarak siniflandiran kriterler yayinlanmis, bu kriterler Walsh ve Kleigman
tarafindan 1986 yilinda modifiye edilmistir (38,39). Bu smiflandirma tedavi seklinin
planlanmas1 ve takip ag¢isindan Onemlidir. Bu simiflandirmaya goére birinci evre
stipheli olgulari, ikinci evre kesin NEK tanisi alan olgulari, tiglincii evre ilerlemis

olgular1 tanimlamaktadir (Tablo 1).



Tablo-1: Nekrotizan enterokolitte modifiye Bell evrelemesi

Klinik Bulgular Radyolojik Bulgular

Siiflama

I (Stipheli NEK) Abdominal distansiyon [leus/dilatasyon
GGK pozitifligi
Kusma/gastrik rezidii
Apne/letarji

II (Kesin NEK) Evre I’e ek olarak Pnomotosis intestinalis
Abdominal hassasiyet ve/veya
+ Metabolik asidoz Portal vende gaz
Trombositopeni

III (Agir NEK) Evre II’ye ek olarak Evre II’ye ek olarak
Hipotansiyon Pnomoperitoneum
Belirgin asidoz
Dissemine intravaskiiler
koagiilasyon
Notropeni

TEDAVi

NEK’in etyopatogenezi tam olarak aydinlatilamadigindan spesifik bir tedavi
yontemi yoktur. Enteral beslemenin kesilmesi, N/G ile mide dekompresyonu, sivi-
elektrolit destegi, kan basincmin diizeltilmesi, asidoz, anemi ve trombositopeninin
diizeltilmesi gibi destek tedavileri uygulanir. NEK’li olgularin ancak %30’unda kan
kiiltlirii pozitifligi saptanirken, intestinal mukoza bariyer bozuklugu sonucu enterik
kokenli bakteriyel translokasyon geligebilecegi igin, bu hastalara antibiyotik tedavisi
onerilmektedir. Antibiyotik olarak genellikle ampisilin ve aminoglikozit veya ti¢lincii
kusak sefalosporin Onerilmekle birlikte, intestinal perforasyon siiphesi varsa
anaerobik mikroorganizmalara etkili bir ila¢ da siklikla tedaviye eklenir (1). Yedi-on
gilinliik paranteral beslenme ve antibiyotik tedavisi Onerilmekle birlikte, giincel
yayinlar ultrasonda portal vendeki gaz kaybolduktan sonra beslenmenin

baslanabilecegini belirtmektedir (40).



NEK’li hastalara medikal tedavi uygulanmasina ragmen hastalarin %:20-
40’mnda cerrahi tedaviye ihtiya¢ duyulmaktadir (41-44). Cerrahi tedavinin pek ¢ok
yazar tarafindan kabul edilmis tek endikasyonu intestinal perforasyondur. Ancak bazi
radyolojik bulgular (sabit barsak ansi, portal vende gaz, asit, asimetrik intestinal
distansiyon) ve laboratuvar bulgular1 (siddetli trombositopeni, notropeni veya asidoz)
cerrahi tedaviye ihtiya¢ duyulacak kadar agir hastaliga isaret edebilir (30). Intestinal
perforasyonu olan NEK olgularinda laparatomi veya primer peritoneal drenaj olmak
iizere iki cerrahi yontem uygulanmaktadir. Bu yontemlerden hangisinin tercih
edilecegi tartismali olmakla birlikte, ¢cok merkezli, randomize, kontrollii, giincel bir
calismaya gore bu cerrahi yontemler arasinda mortalite, hastanede kalig siiresi ve
total paranteral beslenme siiresi bakimindan anlamli fark bulunmamaktadir (45).
Baz1 caligmalarda cerrahi gegiren hastalarda mortalitenin daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir (46). Operasyon sonrasi batin i¢i apse, intestinal yapisikliklar, yara
yerinin gec¢ iyilesmesi gibi komplikasyonlar goriilebilmekle birlikte, en ciddi

komplikasyon kisa barsak sendromudur.

NEK olup iyilesen olgularda norolojik ve islevsel komplikasyonlar gelisebilir.
Giincel bir calismada NEK geciren olgular diizeltilmis yaslar1 18-22 ay arasinda
degerlendirildiginde; biiyliime-gelisme geriligi, serebral palsi, isitme ve gorme
yetersizligi, Bayley skoru disilikliigii acgisindan biiyilk risk altinda olduklar
gosterilmistir (47). Hem erken hem de ge¢ donemde gelisen komplikasyonlar
hastanin hayatmi ciddi sekilde tehdit ederken, yiliksek maddi kayiplara da neden

olmaktadir.

PATOGENEZ

NEK patogenezi, hakkinda bir¢ok arastirma yapilmasma ragmen halen tam
olarak aydinlatilamamistir. Ancak multifaktoriyel kompleks bir hastalik oldugu
diistiniilmektedir. NEK’li olgularin %90’1 prematiire yenidoganlar oldugundan,
intestinal immatiiritenin anahtar rol oynadigi, hipoksik-iskemik hasar, enteral
beslenme, patolojik bakteriyel kolonizasyonun da buna katkida bulundugu

belirtilmektedir (1,9,24,30).



Immatiir intestinal Motilite, Sindirim ve Bariyer Fonksiyonu

Intestinal motilite liimen i¢indeki antijenik maddelerin temizlenmesinde kiritik
oneme sahiptir. GIS motilitesi ikinci trimestirde gelismeye baslamasina ragmen,
iiclincli trimestire kadar olgunlagsmaz. Gebelik yasi 34 haftaya ulagsana kadar
intestinal sistem boyunca dalgalanma olmaz (48). Dis faktorler intestinal motiliteyi
degistirebilir. Enteral beslenme maturasyonu arttirirken (49), fetal hipoksi veya
perinatal asfiksi motiliteyi azaltir (50). Intestinal sistemdeki itici etkinin azalmasi ile
mikroorganizma ve toksik Uriinlerin epitel ile temas olasilig1 artar. Bu da intestinal
hasara neden olabilir. Buna ek olarak prematiirelerde besinlerin sindirim ve
absorbsiyon yetenegi heniiz gelismemistir (51). Sindirilmemis molekiiller de

intestinal hasara katkida bulunabilir.

Intestinal bariyer fonksiyonu yapisal ve biyokimyasal bilesenlerden olusmustur.
Eger bu bilesenler tam olarak olgunlasmamigsa mikroorganizmalar daha derin

dokulara ilerleyebilir ve inflamasyona neden olabilir.

Yapisal bariyer tight junction komplekslerinden olusmustur. Bu kompleksler
10. gebelik yasinda bi¢imlenir (52). Ancak, sivi sekresyonu ve besin absorbsiyonu
icin bariyer fonksiyonunun tam gelismis olmasi gerekir. Bu fonksiyon 26. gebelik
haftasindan itibaren terme kadar amniotik sivi etkisi ile gelisir (51). Intestinal
limenden istenmeyen patojenleri ve toksinleri uzaklastrmada enterositler, CI
iyonlarint ve suyu (sekretuar daire) kullandigi i¢cin konak savunmasinda sivi
sekresyonu yetenegi Onemli bir yer tutmaktadirr (53). Bu nedenle prematiire

yenidoganlar patojenleri ve toksinleri etkili bir sekilde uzaklastiramazlar.

Goblet hiicrelerinden salinan miisin ile mukoza yiizeyinde kalin koruyucu bir
tabaka olusur. Bu tabaka mikroorganizmalarin dogrudan epitele baglanmasini ve
agregasyonunu engelleyerek ortamdan wuzaklastirilmalarini saglar. Miisin gen
ekspresyonu 23-27. gebelik haftalarinda erigskin tipe benzer. Gelismemis miisin
tabakasi intestinal permeabilite artisina ve mikroorganizmalarin baglanmasma neden

olur. Bu durum intestinal hasara zemin hazirlar.



Paneth hiicreleri ince barsak kriptlerinde bulunan 6zellesmis enterositlerdir.
Lizozim, fosfolipaz A, kiiciik antimikrobiyal peptidler salgilarlar. Bu salgilar
intestinal biyokimyasal bariyeri olusturmaktadir. Defensin (o ve B) ve cathelicidin
olmak iizere iki onemli antimikrobiyal peptid vardir. Paneth hiicreleri a defensin,
intestinal epitel hiicreleri B defensin salgilarlar. Bu antimikrobiyal peptidler
antiinflamatuvar sitokinlerin salinmasinda, bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunda ve
CI' iyonlarinin salinnminda gorev alirlar (54,55). Paneth hiicre sayisi prematiire

yenidoganlarda erigkinlere gore daha diisiik diizeyde saptanmustir (30).

Enteral Beslenme

NEK’li olgularin %90-95°1 enteral olarak beslenen ve hizli voliim artigina
maruz kalan bebeklerdir. Hiperozmolar formula, yiiksek voliimlii ve hizli beslemenin
NEK riskini arttirdigr bildirilmektedir. Enteral besleme ile NEK arasindaki iliski
bilinmesine ragmen patogenezi tam olarak acik degildir. Ozellikle yiiksek voliimlii
agreziv beslemenin mide distansiyonu yaratarak splenik dolasimi bozacagi ve
intestinal iskemiye yol acabilecegi belirtilmektedir (1). Berseth ve arkadaslarinin
calismasinda, minimal enteral beslenme uygulanan ve voliim artis1 yavas yapilan

bebeklerde, hizli voliim arttirilanlara gore daha az NEK gelistigi gosterilmistir (56).

Insan ve hayvan ¢alismalarinda ise anne siitii ile beslemenin NEK insidansini
azalttigi gosterilmistir. Anne siitli, icerdigi sekretuar immiinglobulin A, lokosit,
laktoferrin, lizozim, miisin, sitokin, epidermal growth faktor, enzimler,
oligosakkarid, poliansatiire yag asitleri ve platelet activating faktor-asetil-hidrolaz
(PAF-AH) gibi bircok madde ile antibakteriyel, antiinflamatuvar ve mukoza
koruyucu etkilere sahiptir (1,31). Anne siitii ile beslenen yenidoganlarda GIS florasi
probiyotik Lactobacillus ve Bifidobacteria’dan olusurken, mama ile beslenenlerde

koliform bakteriler, entrokoklar, bakteroides gibi patojenlerden olusmaktadir (35).

Anormal Bakteriyel Kolonizasyon

NEK, c¢ogunlukla yasamin ikinci haftasinda, intestinal kolonizasyon
tamamlandiktan sonra gelismektedir. Bugiine kadar intrauterin NEK vakasi
bildirilmemistir (25). Patolojik ornekler intestinal nekroza neden olan diger

hastaliklar dikkate alinarak incelendiginde, NEK’te bakteriyel ¢ogalmanin daha fazla



oldugu bildirilmistir. Ayrica NEK’te sikca goriilen bir bulgu olan pnomotozis
intestinalisin, bakterilerin beslenme ile alman karbonhidratlar1 hizla hidrojen,
karbondioksit ve metan gibi gazlara fermente etmesiyle olustugu bilinmektedir. Yine
bakteri hiicre duvari iriinii olan endotoksin verilmesinden sonra NEK benzeri
lezyonlarm olustugu deneysel olarak gosterilmistir. Biitiin bu kanitlar NEK

patogenezinde bakterilerin kiritik rolii oldugunu diisiindiirmektedir (9,25).

Barsaklarda kolonize olan mikroorganizmalar (kommensal bakteriler)
enterositlerle simbiyotik olarak etkilesmekte ve sindirim, anjiogenezis, bariyer
fonksiyonunda ©nemli gen ekspresyonunu regiile etmektedir (57). Invitro
calismalarda bir¢ok kommensal bakteri {iriinlerinin trankripsiyon faktorii olan ve
proinflamatuvar mediatdrlerin iiretimini arttiran nuclear factor-kappaB (NF-kB)’ y1
inhibe ederek inflamasyonu azalttig1 gosterildi (58-61). Prematiire bebeklerin barsak
floras1 maternal flora ile iligkinin azligina, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ve
nazokomiyal patojenlere bagli olarak term bebeklere kiyasla belirgin farkliliklar
gostermektedir. Genis spektrumlu antibiyotik kullaninmi ve enteral beslemenin
geciktirilmesi anormal kolonizasyona neden olmaktadir (1,35,62). GiS’de anormal
kolonizasyon veya kommensal bakterilerle patojenik bakteriler arasindaki tersine
donmiis denge NEK patogenezinde oOnemli rol oynatmaktadir. Caplan ve
arkadaslarinin c¢alismasinda, enteropatojen kolonizasyonunu onleyen ve intestinal
olarak yararlh etkileri saptanan Bifidobacterium infantis verilen yenidogan farelerde

NEK insidansinin azaldig1 gosterilmistir (63).

NEK vakalar1 siklikla sporadik oldugu i¢in neden olan spesifik bir ajan
disiiniilmemektedir. NEK’1i olgularin sadece %20-30’unun kan kiiltiiriinde iireme
saptanabilirken, bakteriyemi oranmin daha sik olabilecegi belirtilmektedir (1,35).
NEK’te en sik Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas, Salmonella
gibi gram negatif bakteriler saptanirken; Clostridium perfringens, Clostridium
difficile, Clostridium butyricum, koagiilaz negatif stafilokoklar gibi gram pozitif

bakteriler, corona viriis, rota viriis ve enteroviriisler de saptanabilir (35).

Toll-like reseptorler (TLR) barsak epitel yiizeyinde bulunur ve infeksiyon

algilayicist gibi davranirlar. Inflamasyonun baslangicinda ve immiin defansta gorev



alirlar. Hem patojenik bakteriler hem de kommensal bakteriler TLR’lere baglanan
molekiil salgilarlar. Simdiye kadar 10’un iizerinde TLR tamimlandi. TLR’in
kommensal bakteriler tarafindan aktivasyonu intestinal epitel biitiinliigiiniin
korunmasinda oOnemlidir. TLR’ler ile baglanan molekiiller arasinda spesifite
mevcuttur. Ornegin bakteri hiicre duvar1 komponenti olan lipopolisakkarit (LPS)
TLR4’e baglanirken, lipoteikoik asit TLR2’ye baglanmaktadir (62). Bu reseptorlerin
aktivasyonu NF-«B’nin translokasyonu ile sonug¢lanmakta ve proinflamatuvar
sitokinler salinmaktadir (64). Intestinal epitel hiicrelerinde TLR4 ve TLR2
ekspresyonu distiktiir. Bu diisiik diizey siirekli bakteriyel {iriinlere maruz kalan epitel
hiicrelerini inflamasyondan korumaktadir (65,66). Son yillarda TLR’in NEK
patogenezinde anahtar rol oynadig1 diistiniilmektedir. Anne siitii ile beslenen ratlarda
TLR4 ekspresyonu azalirken mama ile beslenenlerde ve asfiksiye maruz kalanlarda

arttig1 gosterilmistir (64).

Intestinal Hipoksi-iskemi

Term bebeklerde konjenital kalp hastaligi, intrauterin biiyime geriligi,
polistemi, annenin kokain kullanmasi gibi intestinal kan akimini azaltan durumlar
NEK riskini arttirmaktadir. Hipoksik-iskemik stres durumunda kan akimi splenik
yataktan beyin, kalp ve adrenal bezler gibi hayati organlara yonelmektedir (Diving
refleksi). 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 (9). Bununla
birlikte NEK’in siklikla damarlanmanin az oldugu ilio¢ekal alanda meydana gelmesi
dikkat cekicidir. Biitiin bu bulgular NEK patogenezinde hipoksik-iskemik olaylarin

rol oynadigmi diisiindiirmektedir.

Term bebeklerde olusan NEK hipoksik-iskemik stres ile iligkili olarak yasamin
ilk giinleri meydana gelirken, prematiirelerde genellikle ikinci haftada ortaya
ctkmaktadir. Bu durum “prematiirelerde olusan NEK farkli mekanizmalarla m1
meydana geliyor?” sorusunu giindeme getirmektedir. Giincel caligmalar immatiir
barsaklarda vazokonstriikksiyon ve vazodilatasyon arasindaki denge {izerine

odaklanmistir (24). Prematiire yenidoganlarda intestinal damarlarin yiiksek oranda
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kanlanmasi, endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) tarafindan iiretilen ve giiclii bir
vazodilatator olan nitrik oksit (NO)’le yakindan iliskilidir Endotel hiicre
fonksiyonundaki bozulma kan akiminda anormal degisikliklere yol agmaktadir.
Iskemiyi izleyen reperflizyon sonrasi intestinal vaskiiler rezistans artmaktadir. Bu
artiy endotelde sentezlenen NO {lretiminin ve bazal NO diizeyinin azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Vaskiiler rezistans artis1 sonucu meydana gelen diistik kan akimi
endotelin 1 gibi gli¢lii vazokonstriiktor maddelerin salinimi arttirmaktadir. Boylece
doku hipoksisi / iskemisi devam etmektedir. Mikrosirkiilasyondaki bozulmanm NEK

gelisiminde 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (67).

Hipoksi-iskemi sonrasi oksijenizasyon ile ortamda olusan serbest oksijen
radikallerinin ana kaynagi, ksantin dehidrogenaz / ksantin oksidaz enzim
kompleksidir. Hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksit (O") ve hidroksil anyonu (OH")
hasardan sorumlu en 6nemli serbest oksijen radikalleri olarak bilinirler. Hidroksil
anyonu reaktif oksijen tiirlerinin en gii¢liisiidiir. Demir ve bakir gibi gecis metallerinin
varliginda hidrojen peroksitten olusmaktadir. Serbest oksijen radikalleri lipid
peroksidasyonu, proteinlerin disiilfid baglarinda bozulma, deoksiribo niikleik asit
(DNA) hasar1 olusturarak ve inflamatuvar hiicrelerde aktivasyona neden olarak hiicre
hasarma yol agmaktadir (31,35,68). Antioksidan sistemler, serbest oksijen radikalleri
ile iligkili doku hasarinda serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirarak koruyucu
etki gostermektedir. Glutatyon metabolizmasi antioksidatif defans sisteminin en
onemlilerinden birisidir (10). Yine antioksidan bir enzim olan katalaz (CAT)
hidrojen peroksiti suya ve oksijene parcalayarak zararh etkilerden korumaktadir.
Deneysel g¢aligsmalarda serbest oksijen radikallerinin olusumunu ya da etkisini
onleyen maddeler verildiginde intestinal hasar ve NEK gelisiminin azaldigi
gosterilmistir  (69,70). Hayvan modellerinde hipoksi-reoksijenizasyon (H/RO)
sonrasi, oksidatif strese bagli barsak doku hasarlanmasinda lipid peroksidasyonunun
onemli oldugu ve bu durumun da lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan

malonildialdehit (MDA) 6l¢iimii ile saptanabildigi gosterilmistir (3,5,7).

Nekrotizan Enterokolitte inflamatuvar Mediatorler

Hasarlanmis mukozaya mikroorganizmanin baglanmast sonucu birgok

proinflamatuvar mediatorler agiga ¢ikmaktadir. Bu mediatérler NEK patogenezinde
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onemli bir yer tutmaktadir. Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), platelet activating

faktor (PAF), NO, interlokin-6 (IL-6) bu mediatorlerin en dnemlileridir.

TNF-a, NEK patogenezinde baslangic anahtar mediatér olarak bilinmektedir
(31,64,71). Makrofajlar, lenfositler, polimorfoniikleer lokositler (PNL), endotel
hiicreleri, diiz kas hiicreleri, intestinal epitel hiicreleri tarafindan salinmaktadir (72).
Interlokin-1 (IL-1) iiretimini arttrmakta, PNL aktivasyonu ve migrasyonunda,
apopitozis indiiksiyonunda, endotel adezyon molekiillerinin ekspresyonunda,
anjiogenezisde, akut faz cevabi ve atesin ortaya c¢ikmasinda gorev almaktadir
(31,72). Aym1 zamanda TNF-o’nin ekstraselliiler matriksi parcalayarak doku
yikimima neden olan matriks metalloproteinazlarin tiretimini arttirdig1 gosterilmistir

(73).

Caplan ve arkadaglari, NEK gecirmis yenidogan bebeklerde kontrol grubuna
gore TNF-o’y1 anlamli yiiksek saptarken (74), deneysel giincel bir ¢alismada da
TNF-o {iretimini azaltan pentoksifilin uygulanmasi ile NEK insidansinin ve

siddetinin azaldig1 gosterilmistir (71).

PAF, NEK gelisiminde en 6nemli inflamatuvar mediatordiir (72). Endotoksin
ve hipoksiye maruziyet sonrasi fosfolipaz A, araciligi ile kapiller endotel, makrofaj,
PNL, intestinal epitel hiicreleri gibi bir¢ok hiicreden salinan endojen bir fosfolipiddir
(31). Vazokonstriikksiyon, kapiller gegirgenli§in  artmasi, PNL-trombosit
agregasyonu, degraniilasyonu, bronkokonstriiksiyon, hipotansiyon, sok ve iskemik
barsak nekrozu gibi bir¢ok biyolojik etkilere sahiptir. PAF, giiclii vazokonstriiktor
etkisi ile intestinal iskemi sonucu mukoza hasarma neden olurken, aynt zamanda
PAF reseptorlerinin aktivasyonu TNF-a, IL-1, IL-6 gibi proinflamatuvar
mediatdrlerin iiretimini arttrmakta, intestinal epitel hiicrelerinin apopitozisini
tetiklemekte, = mukozal  permeabiliteyr  arttirarak  bakterilerin  girisini
kolaylastirmaktadir (35). Inaktif metaboliti olan lyso-PAF formuna doniisiimii PAF-
AH enzimi ile katalize edilen PAF’in, NEK patogenezinde temel inflamatuvar
mediator oldugu bircok calismada gosterilmistir (1,75-80). PAF antagonisti verilen
farelerde ve domuzlarda intestinal nekrozun azaldig1 gosterilmistir. (81). Deneysel

calismalarda oldugu gibi klinik ¢aligmalarda da PAF’1in NEK gelisiminde 6nemli rol
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oynadig1 belirtilmistir. Wang ve arkadaslar1 polimeraz zincir reaksiyonu ile sekiz
organ i¢cinde PAF reseptor ekspresyonunun en ¢ok ileumda oldugunu ve bu durumun
intestinal inflamasyon gelisiminde Onemli oldugunu vurgulamiglardir (82).
Prematiirelerde PAF yikimindan sorumlu enzim olan PAF-AH diizeylerinin diisiik
oldugu, normal diizeylerine ancak altinc1 haftada ulastig1 ve deneysel olarak PAF-
AH verildiginde intestinal hasarin azaldig1 saptanmistir (83,84). Amer ve
arkadaslarinin calismasinda, prematiirelerde enteral beslenme ile birlikte gaytada
PAF konsantrasyonunun arttig1 ve yiiksek PAF konsantrasyonuna sahip bebeklerde

NEK gelistigi gosterilmistir (85).

NO, kisa Oomiirlii reaktif bir molekiildiir. Doku hemostazinin saglanmasi,
norotransmisyon ve inflamasyon gibi fizyolojik ve patoloik olaylarda gorev
almaktadir. Hem yagda hem de suda eriyebilir olmasindan dolay1 kanal ve reseptore
ihtiya¢ duymadan hiicre membranlarindan kolayca gecebilir. Essiz, bir elektronu
oldugu i¢in serbest radikal gibi degerlendirilir. Diger serbest radikallerin varliginda

doku hasarini arttirmaktadir (2).

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) yardimiyla L-arginin ve oksijenden sentezlenir.
NOS’un ii¢ izoenzimi vardir; endotelial NOS (eNOS), noronal NOS (nNOS),
inducible NOS (iNOS). Her biri farkli bir gen tarafindan kodlanmaktadir. Normal
durumlarda sentezlenmeyen iNOS, inflamasyon siiresince yiiksek diizeylere
ulagsmaktadir. NO, invivo olarak eritrositlerdeki hemoglobin ile reaksiyona girerek

temizlenmektedir.

eNOS ve nNOS tarafindan sentezlenen NO doku perflizyonunu saglarken,
INOS tarafindan sentezlenen NO hiicre hasarmna ve intestinal bariyer bozukluguna
yol agmaktadir (86). Soyle ki, iNOS tarafindan iiretilen NO yiiksek konsantrasyonda
oldugundan ve hizli temizlenemediginden 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 etmektedir. Oksidatif fosforilasyonun inhibisyonu sonucunda hiicre 6limii

ger¢ceklesmektedir. Enterosit proliferasyonunu saglayan biiyiime faktorleri, tirozin
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kinaz rezidiilerinin fosforillenmesi ve reseptorlerine baglanmasi yoluyla etki
gostermektedirler. Peroksinitrit tirozin rezidiilerini nitratlayarak nitrotirozin
olusturur. Boylece enzim aktivitesini degistirerek enterosit proliferasyonunu onlerler

(2,86,87).

IL-6 salnimi IL-1, TNF-a., bakteri iiriinleri tarafindan uyarilmaktadir. Intestinal
makrofajlar, endotel hiicreleri, epitel hiicreleri tarafindan salinan I1L-6, B ve T hiicre
proliferasyonunu, B hiicrelerinin antikor iiretimini, akut faz proteinlerinin tiretimini
arttrmaktadir. NEK olan bebeklerin plazma ve gaytasinda IL-6 diizeylerinin arttigi
gosterilmistir (88). Goepfert ve arkadaglarnin c¢alismasinda, umblikal kordaki
yiiksek IL-6 konsantrasyonu ile NEK ve sistemik inflamatuvar cevap sendromu gibi

hastaliklar arasindaki anlamli iliski gdsterilmistir (89).

Barsak hemostazinin devami i¢in proinflamatuvar ve antiinflamatuvar
sinyallerin denge iginde olmasi gerekir. Interlokin 10 (IL-10) antiinflamatuvar
sitokinlerden en Onemlisi olup T helper 2, monosit ve B hiicrelerinden
sentezlenmektedir. Proinflamatuvar sitokinlerin {iretimini, makrofajlarm, T
hiicrelerinin ve natural killer hiicrelerinin fonksiyonlarini inhibe ettigi bildirilmistir
(31). Oztiirk ve arkadaslari tarafindan NEK olusturulmus ratlara verilen rekombinant
IL-10 ile mukozal hasarm azaldigi (7), bir bagka caliyjmada da farelerde IL-10

eksikliginin inflamatuvar kolit gelisimine zemin hazirladig1 gosterilmistir (90).

Sonug olarak, NEK halen patogenezi tam olarak aydinlatilamamis kompleks bir
hastaliktir. Prematiirite ile birlikte kisa epizodlu perinatal hipoksi veya subklinik
infeksiyon gibi travmalarin hafif mukozal hasara yol actig1 diisiiniilmektedir. Enteral
beslenme sonucu c¢ogalan bakterilerin hasarlanmis mukozaya baglanmas: ile
inflamatuvar cevap ortaya ¢ikmakta; bakteri translokasyonu ile PNL’lerin katilimi1 ve
aktivasyonu sonucu inflamatuvar cevap artmaktadir. Devam eden uygunsuz
vazokonstriiktor cevap iskemi ve reperflizyona yol agmakta; en sonunda kisir dongii

sonucunda nekroz ve perforasyon olugsmaktadir (9,25) (Sekil-1).
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Sekil-1: Nekrotizan enterokolit patogenezinin akis semasi (N9).

(Wei Hsueh’den izin alinarak kullanilmistir)

KARNOZIN (-ALANYL-L-HISTIDINE) VE ETKIiLERI

Ik kez 1900 yilinda Gulewitsch ve Amiradzibi tarafindan et ekstresinden izole
edilen karnozin, viicutta endojen olarak sentezlenen histidin tiirevi bir dipeptiddir.
Ozellikle beyin, iskelet ve kalp kasinda yiiksek konsantrasyonlarda, mide ve
bobrekte diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir (11,13). Sitozolik bir enzim olan
karnozin sentetaz enzimi tarafindan B-alanin ve L-histidin aminoasitlerinden
sentezlenmektedir. Doku karnozin diizeyleri metilasyon ve hidroliz reaksiyonlari ile

kontrol edilmektedir. Metilasyon ile anserine ve ophidine’e yikilirken, karnozinaz
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enzimi tarafindan hidrolize edilerek histidin ve B-alanine yikilmaktadir (11,91).
Karnozinle ilgili birgok ¢alisma olmasina ragmen biyolojik etkileri hakkinda bir¢ok
teori mevcuttur. Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda antioksidan, immun sistem

gii¢lendirici, tamponlama ve norotransmitter olarak gorev aldig1 gosterilmistir (11).

Karnozin, hidroksil ve sliperoksit radikallerini temizleyen (scavenger), singlet
molekiiler oksijeni inaktive eden (quencher) dogal bir dipeptiddir (11-14). Bununla
birlikte iskemi siiresince peroksidasyon gelismesinde ve serbest oksijen
radikallerinin iiretilmesinde rol alan demir, bakir gibi ge¢is metalleri ile kompleks
olusturarak antioksidan aktivite saglamaktadwr (11,13,14). Karnozin lipitlerin
peroksidasyonunu engellemekte, ayn1 zamanda peroksidasyon siiresince olusan
MDA gibi triinlerin diizeyini de azaltmaktadwr (13). Suda ¢oziinme ozelliginden
dolay1 karnozin, ge¢is metalleri ve oksijen radikalleri gibi suda ¢6ziinen oksidasyon
molekiillerinin yliksek konsantrasyonda bulundugu sitozolik ¢evrede antioksidan
ozellik gostermektedir. Oksidatif hasara karsi hiicrenin korunmasinda a-tokoferol
gibi lipitte ¢oziinen antioksidanlara karsilik, karnozinin suda ¢dzlinen antioksidan

savunma sistemini temsil ettigi diisiiniilmektedir (92).

Karnozinin, iskemik hasarlanma sonucu kardiyak yetmezlik gelisen ratlarda,
antioksidan 6zelliginin yani sira direkt Ca kanalina (RYR2) etki ederek, hiicre i¢i
kalsiyum dengesini degistirdigi ve boylece kardiyak kontraktiliteyi iyilestirdigi ve
siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) diizeyini arttirarak vazodilatator etki gosterdigi
bildirilmistir (93,94). Ayrica insanlarda yapilan bir ¢alismada IL-1B iretimini
arttirarak ve apopitozisi inhibe ederek immiin cevabi diizenleyici bir rolii oldugu

gosterilmistir (95).

GINKGO BILOBA EKSTRESI (EGb 761) VE ETKILERI

Ginkgo biloba ekstresi ayni isimli bitkinin yapraklarindan elde edilen ve
yillardir Cin’de ve batida pek cok ililkede kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler
hastaliklar i¢in kullanilan bir ajandir. EGb 761’in aktivitesinden %24 oraninda
icerdigi flavanoid ve %6 oraninda icerdigi terpenoid fraksiyonlar1 sorumlu
tutulmaktadir. Bir¢ok calismada iskemi-reperflizyon hasarinda ndroprotektif ve

kardiyoprotektif oldugu gosterilmistir (15-17).
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EGb 761’in karnozine benzer olarak serbest oksijen radikalleri i¢in temizleyici
(scavenger) gorevi yaptigi ve bu Ozelliginden dolayr lipit peroksidasyonunu
onleyerek antioksidan aktivitelerinin oldugu belirtilmistir (15-17). Bununla birlikte
deneysel ¢alismalarda siiperoksit dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimleri
arttirdig, MDA retimini azalttigi rapor edilmistir (18-21). Ayrica NEK
patogenezinde onemli yere sahip olan NO olusumunu iNOS ekspresyonunu inhibe
ederek azalttig1 gosterilmistir (15,20,21). Son zamanlarda bu etkisinin NF-kB’nin
siipresyonu sonucu da olabilecegi belirtilmektedir (96). iNOS ve TNF-a gen
ekspresyonunda primer diizenleyici olarak goriilen NF-kB’nin NEK patogenezinde
proinflamatuvar faktor olarak rol aldigi bilinmektedir. Ayrica vazodilator etkiyle
doku perfiizyonunu saglayan ve eNOS tarafindan iiretilen NO sentezini
arttirmaktadir (97). PAF antagonisti etkiye de sahip olan ginkgo bilobanin, trombosit

agregasyonunu ve kan vizkozitesini azalttigi gosterilmistir (17,98).

KLARITROMISIN VE ETKIiLERI

Klaritromisin, eritromisine bir metil grubunun eklenmesiyle elde edilen
semisentetik makrolid grubu bir antibiyotiktir. 50S ribozomal riboniikleik asite
(RNA) geridoniisiimlii baglanarak protein sentezini inhibe etmektedir. Bu sekilde
bakteriyostatik olarak antibakteriyel etkinligini gostermektedir (99). Cogunlukla
gram (+) kok ve atipik patojenlere karsi etkilidir. Makrolidler, antibakteriyel
etkinliginin yani sira immiinmodiilator ve antiinflamatuvar etkinlige de sahiptir. Bu
etkileri ilk olarak eritromisinin, kronik inflamatuvar bir hastalik olan diffiiz
panbronsiolitli hastalarda hayatta kalma oranini belirgin olarak diizeltmesiyle
gosterilmistir (100). Bundan sonra pek c¢ok insan ve hayvan caligmalarinda
klaritromisinin de immiinmodiilatér ve antiinflamatuvar etkinligi gosterilmistir

(22,23,101-106).

Toplumdan kazanilmis pnomonisi olan hastalara yedi giin siireyle oral yolla
verilen klaritromisin tedavisi ile proinflamatuvar olan IL-6 diizeyinin azaldigi,
antiinflamatuvar olan IL-10 diizeyinin arttirdigi gosterilmistir (101) Mycoplasma
pneumoniae ile infekte edilmis farelerin akciger histopatolojik ve bronkoalveolar

lavaj stvismin biyokimyasal incelemelerinde, klaritromisin tedavisi ile histopatolojik
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belirgin diizelme, TNF-a, gama interferon, IL-6 ve interlokin-8 (IL-8) diizeylerinde
belirgin azalma oldugu saptanmistir (23). Plorezi modeli olusturulan ratlarda yapilan
bir ¢alismada akut inflamasyon markirlarindan TNF-a, IL-6, IL-1p diizeyleri ve NO
iretimi klaritromisin tedavisi ile belirgin azalmistir. Bu calisma ile klaritromisinin
inflamatuvar mediator ve sitokin salinimin inhibe ettigi ve dokuya 16kosit birikimini
azalttig1 gosterilmistir (22). Tekrarlayan akut vizing atag1 geciren ¢ocuklarda yapilan
cift kor randomize plasebo kontrollii bir ¢caligmada, klaritromisin tedavisi alanlarin
nazofaringeal TNF-a, IL-1p, IL-10 diizeylerinin anlamh diisiik oldugu saptanmistir
(106).

Coklu ilag direnci olan Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ile
piyelonefrit modeli olusturulan rat ve tavsanlarda, Escherichia coli ile sepsis modeli
olusturulan tavsanlarda, klaritromisin tedavisi ile serum MDA ve TNF-a
diizeylerinde belirgin azalma oldugu gosterilerek, ilacin antioksidan ve

antiinflamatuvar 6zellikleri oldugu bildirilmistir (102,104,105,107).
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GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 01.08.2007 tarih ve
12 sayili karart ile etik kurul onay1 alinan bu deneysel calisma, Wistar-albino cinsi
ratlarda, Temmuz 2008’de, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirma Birimi’nde yapildi. Toplam 35 adet bir giinliik rat yavrular1 randomize
olarak her bir grupta yedi rat olacak sekilde toplam bes calisma grubuna ayrildi. Her
bir grup parmaklikli kafeslere annelerinin yanma yerlestirildi. Oda sicakligir 23-24
°C’de tutularak hayvanlarin normotermik olmalar1 saglandi. Calisma siiresince tiim
rat yavrular1 annelerini emerek beslenirken, anne ratlar standart fare yemi olan %21

protein igeren Pellet yem ile beslendi.

Calisma Gruplar:
Kontrol grubu (Grup 1, n:7): Herhangi bir girisim yapilmadi ve ilag

uygulanmad.

NEK grubu (Grup II, n:7): Herhangi bir ilag uygulanmadi, dogumdan sonra 24
saatini dolduran ratlarda hipoksi / reoksijenizasyon (H/RO) yontemi ile NEK modeli
olusturuldu (3).

NEK+Karnozin grubu (Grup III, n:7): Dogumdan sonra 24. saate H/RO
yontemiyle NEK modeli olusturulduktan hemen sonra ilk dozu verilmek {izere 250
mg/kg/giin, tek dozda, toplam ii¢ giin siireyle (24. saat, 48.saat, 72. saat)
intraperitoneal (ip) karnozin (L-Carnosine 5 g Flakon, 0.5 g/ml, BioChemica, Sigma-

Aldrich, Pf, D-89555 Steinheim, Swetzerland) uygulandu.

NEK+Ginkgo alkaloid (EGb 761) grubu (Grup 1V, n:7): Dogumdan sonra 24.
saate H/RO yontemiyle NEK modeli olusturulduktan hemen sonra ilk dozu verilmek
iizere 100 mg/kg/giin, tek dozda toplam {i¢ giin siireyle (24. saat, 48.saat, 72. saat) ip
ginkgo alkaloidi (Ginkgo biloba Hevert injekt, Dil. D3 2 ml, Hevert-Arzneimittel
GmbH & Co. KG Nussbaum, Deutschland) uygulandi.
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NEK+Klaritromisin grubu (Grup V, n:7): Dogumdan sonra 24. saate H/RO
yontemiyle NEK modeli olusturulduktan hemen sonra ilk dozu verilmek tlizere 40
mg/kg/giin, tek dozda toplam ii¢ giin siireyle (24. saat, 48.saat, 72. saat) ip
klaritromisin (Klacid Flakon, 50 mg/ml, Abbott Laboratuarlar1 ith. Thr. ve Tic. Ltd.
St. Istanbul-Tiirkiye) uygulandu.

Hipoksi/Reoksijenizasyon Yontemi ile NEK Modeli Olusturma

Dogumdan sonra 24. saatte rat yavrular1 hava ge¢irmez kapali bir ortamda bes
dakika stireyle %100 CO, solutularak hipoksiye sokuldu, hemen ardindan bes dakika
stireyle %100 O, solutularak reoksijenizasyon uygulandi (3) (Sekil 2). Hipoksi
periyodu sonrasit tiim hayvanlarin siyanotik olduklari, gasping yaptiklar1 ve

diskilamalarmin oldugu gozlendi (Sekil 3).

Sekil 2 : Hava gegirmez kapali bir ortamda Sekil 3: Karbondioksit uygulamasindan sonra rat

hipoksi-reoksijenizasyon yonteminin uygulanisi.  yavrularnin gériiniimii.

Glnlik viicut agirligr takibi yapilan ¢alisma gruplarindaki tiim ratlara
H/RO’dan hemen sonra ilk dozlar1 verilmek {izere toplam tii¢ giin siireyle (24., 48.,
72. saatlerde) belirtilen dozda ve sekilde ilaglar uygulandi. Dogum sonrasi dordiincii
giinde (96. saatinde) servikal dislokasyon ile dekapite edildi. Dekapitasyon sonrasi
30 dakika i¢inde tiim rat yavrularinin terminal ileumundan en az 2 cm olacak sekilde
rezeksiyon yapildi (Sekil 4). Alinan barsak doku 6rneklerinin bir kism1 histopatolojik

inceleme i¢in, bir kismi ise biyokimyasal tetkikler i¢in ayrildi.
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Sekil 4: Terminal ileumdan doku 6rnegi alinmasi (Grup II)

Histopatolojik Degerlendirme

Alman barsak ©Ornekleri Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali Laboratuvari’nda %10 formalin ile fikse edilerek parafin bloklara
gomiildii. Bu bloklardan 5 mikrometrelik kesitler alinarak olusturulan preparatlar
hemotoksilen-eosin (H&E) boyasi ile boyanip 151k mikroskobunda uzman bir patolog
tarafindan 1’den 5’¢ kadar degisen mikroskopik hasar skorlamasina gore
degerlendirildi (8).
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.

Biyokimyasal Degerlendirme

Terminal ileumdan alinan barsak doku drnekleri sivi nitrojen ile dondurularak
saklama kabinda MDA, NO, IL-6, TNF-a, IL-10, rediikte glutatyon (GSH), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) glutatyon rediiktaz (GR), CAT analizi i¢in Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvar’inda bir biyokimya

uzmani tarafindan degerlendirilinceye kadar -85 °C’de sakland:.
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Dokularin Homojenizasyonu

Dokular proteaz inhibitorii, Fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF, 100 mikrog/ml),
aprotinin (1 mikrog/ml), 0.001 EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit), 0.01 M Tris-
HCL, 0.1 M NaCl iceren lizis tamponu (PN 7.6) ile +4 derecede polytron
homogenizer (B. BRAUN, Germany) kullanilarak homogenize edildi. MDA ve GSH
hesaplamalarinda tiim doku homojenati kullanildi. Daha sonra homojenat 14.000 rpm
de +4 °C de 10 dk siireyle santriifiije edildi. Elde edilen karisim NO (nitrit+nitrat),
IL-6, TNF-a, IL-10, GSH-Px, GR, CAT 6l¢iimlerinde kullanildi

Malonildialdehit Ol¢iimii

Barsak doku hasarlanmasi, lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA’ ’nin
doku diizeyi Ol¢iimiiyle gosterilmektedir. Calismamizda MDA 6l¢iimii Ohkawa
yontemine gore yapildi (108). MDA, thiobarbituric acid (TBA) varhiginda 532
nm’de Olciilebilen renkli bir kompleks yapmaktadir. Bu absorbans Shimadzu UV-
160 spektrofotometresi ile Olgiildii. Standart olarak 7,1°, 3,3’ —Tetraetoksipropan

kullanild1 ve sonuglar pmol/g yas doku olarak belirlendi.

Nitrik Oksit Ol¢iimii

Calismamizda NO (nitrit + nitrat) 6l¢limii kadmiyum rediiksiyon metodunun
bir modifikasyonu olan Navarro-Gonzalves yontemi ile degerlendirildi (109). Nitrit
iretimi siilfanilamidin diazotizasyonu ve naftiletilen diamine baglanmasi ile saptanir.
Dortyliz mikrolitre 6rnek, 80 mikrolitre %30 ZnSO, ile denatiire edildi ve 10000
devirde 4 °C’de 20 dakikada santrifiij edildi. Daha sonra glisin-NaOH tamponu
icinde CuSOy soliisyonu kullanilarak kadmiyum graniilleri aktive edildi ve ardindan
100pul deproteinize Ornek ile standart soliisyon eklendi. Bdylece kadmiyum
kullanilarak nitratin nitrite indirgenmesi saglandi ve Ornekler spektrofotometrik
olarak degerlendirilip, KNOs standartina karsi otomatik olarak 6l¢iildii ve sonuglar

uM/g yas doku olarak verildi.
Interlokin-6 Ol¢iimii

Doku homojenatinda IL- 6 diizeylerinin &lgiimlerinde rat ELISA kiti (Bender
MedSystems GmbH, Campus Vienna Biocenter 2 A-1030 Vienna, Austria, katalog
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numarast BMS625) kullanildi. Test sonuclar1 bioelisa reader E1x800 standart egrisi

kullanilarak hesaplandi. Sonuglar pg/mg yas doku olarak belirlendi.

Tiimér Nekrozis Faktor-o Olciimii

Doku homojenatinda TNF-a diizeylerinin dlgiimlerinde rat ELISA kiti (Bender
MedSystems GmbH, Campus Vienna Biocenter 2 A-1030 Vienna, Austria, katalog
numarast BMS622) kullanildi. Test sonuclar1 bioelisa reader E1x800 standart egrisi

kullanilarak hesaplandi. Sonuglar ng/g yas doku olarak belirlendi.

Interlokin-10 Ol¢iimii

Doku homojenatinda IL-10 diizeylerinin dl¢iimlerinde human ELISA Kkiti
(Bender MedSystems GmbH, Campus Vienna Biocenter 2 A-1030 Vienna, Austria,
katalog numarast BMS215/2) kullanildi. Test sonuclar1 bioelisa reader EIx800
standart egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonuglar pg/g yas doku olarak belirlendi

Glutatyon Diizeyi, Glutatyon Peroksidaz, Glutatyon Rediiktaz,
Katalaz Aktivite Olciimii

Calismamizda doku Orneklerindeki total GSH igeriginin tespiti igin
metafosforik asit kullanilarak protein ¢okeltisi ve 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona
sokularak renk degisimi olusturuldu. Ortaya ¢ikan renk degisimi spektrofotometrik
olarak 6l¢iildii ve sonuglar mg/g yas doku olarak belirlendi (110).

GSH-Px aktivitesi i¢cin 75 mmol fosfat tamponu (pH 7.0) soliisyonundan 2.0
ml, 60 mmol GSH’den 50 mikrolitre, 30 U/ml glutatyon rediiktazdan 0.1 ml, 15
mmol EDTA’nmn disodyum tuzundan 0.1 ml, 3 mmol indirgenmis nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat (NADPH)’dan 0.1 ml ve doku Orneginden de bir miktar
alarak 3.0 ml’lik bir karisim hazirlandi. Bu karigima 7.5 mmol H,O;’den 0.1 ml
eklenerek, NADPH’m nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP")’a déniisiimii
saglandi. Bu doniisiim absorbans degisim orani olarak ii¢ dakika siireyle 340 nm’de

spektrofotometrik olarak 6lgiildii ve sonuglar mU/g yas doku olarak belirlendi (111).
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GR aktivitesi 340 nm’de 37°C’de NADPH’m oksidasyonunun izlenmesi
yoluyla Racker ve arkadaslarmin metoduna gore saptandi (112). Reaksiyon, 50 pl
ornegin, 1.0 ml deney karigimi (Tris tampon, pH 7.6, Na,EDTA, okside GSH ve
NADPH) iceren kuartz bir kiivet icine konmasi ile basladi. Ornek yerine su
kullanilarak, ayni sekilde kor ¢alisilarak elde edilen sonug, 6rneklerden elde edilen
sonuctan ¢ikartildi. Reaksiyon 37°C’de iki-ii¢ dakika izlendi. Sonuglar mU/g yas

doku agirligi olarak belirlendi.

Doku homojenatinda CAT aktivite 6lgiimiinde Aebi yontemi kullanildi (113).
Karisim 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0), 10 mM H,0, ve eritrosit lizat ile

hazirlandi. H,0,’nin indirgeme orani oda sisinda spektrofotometride 240 nm’de 30

saniyede saptandi. Sonuglar U/g yas doku olarak hesaplandi.

Istatistiksel Analizler

Viicut agirliklari, histopatolojik ve biyokimyasal bulgular ortanca ve minimum-
maksimum araliklara gore verildi. Calisma gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilig1
belirlemede non-parametrik test Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi kullanild.
Saptanan sonuclar arasindaki farklihik p<0.05 ise istatistiksel bakimdan anlamli
olarak degerlendirildi. Istatistiksel verilerin bilgisayarda hesaplanmasinda statistical
packages for social sciences (SPSS) (SPSS for Windows 10.0; SPSS, Chicago,
[llinois, A.B.D) yazilim programi kullanildi.
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BULGULAR

Calisma siiresince annelerinin yaninda kalan ve anne siitii ile beslenen yavru
ratlarin izleminde, her bir grubun giinliik viicut agirhig artisinin oldugu ve gruplar
arasinda viicut agirliklar1 bakimindan istatiksel bir farklilik olmadig:1 saptand: (p >

0.05) (Tablo 2).

Tablo-2: Gruplardaki rat yavrularmin birinci, ikinci ve li¢lincli giin ortanca viicut

agirliklar1 ve dagilimi (min-max)

Gruplar (Say) 1. giin 2. giin 3. giin
(gr) (gr) (gr)
Grup I (Kontrol, n:7) 5.9 6.9 8.1
(4.8-6.9) (5.5-8.2)  (6.0-9.5)
Grup II (NEK, n:7) 59 6.2 7.3
(5.1-6.3) (5.6-7.0)  (6.7-8.5)
Grup III (NEK+Karnozin, n:7) 5.7 6.6 7.4
(5.1-6.6) (5.5-7.0)  (6.4-8.0)
Grup IV (NEK+EGDb 761, n:7) 5.7 6.1 7.0

(4.6-6.7)  (5.2-7.0)  (6.3-7.5)

Grup V (NEK+Kklaritromisin, n:7) 6.1 6.3 6.7
(5.2-6.9) (5.7-7.8)  (6.1-8.5)

* . Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

Barsaklarin histopatolojik incelemesinde; Grup I’deki ratlarin hepsi normal
histopatolojik (grade 1) yapiya sahipken (Sekil 5,7), grup II’deki tiim ratlarin
barsaklarinda makroskopik olarak belirgin renk degisikligi, hafif 6dem ve lokalize
kii¢iik hemorajik alanlar, mikroskopik olarak villiis epitel hiicre nekrozu (grade 3)
saptand1 (Sekil 5,9-A). Barsaklarin histopatolojik incelemesi Grup III ve grup IV
ratlarda grade 1 ile grade 2, grup V ratlarda grade 1 ile grade 3 arasinda degisiyordu
(Sekil 6,8,9-B). Grup I, III, IV ve V ile karsilastirildiginda, grup II ratlarin barsak
histopatolojik skoru istatiksel olarak anlamli yiiksek saptandi (sirasiyla p<0.001,
p=0.001, p=0.001, p=0.008, Tablo 3). Bu bulgular 1s18inda H/RO yOntemiyle rat
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yavrularinin barsaklarinda histopatolojik olarak grade 3 hasarlanma meydana
geldigi, karnozin, ginkgo alkaloidi ve klaritromisinin H/RO modeli ile NEK
olusturulan rat yavrularinin barsaklarinda NEK’e kars1 histopatolojik olarak belirgin

iyilesme sagladigi gortildii.

Sekil-5: Grup I ve Grup II deki ratlarin barsaklarinin makroskobik goriiniimii

7 7
5 W normal
4
: W hidropik dejenerasyon
3
2 .-
mvilliis nekrozu
|
T T T 1 1

Grupl Grupll Gruplll Grup IV GrupV

Denek sayin
(] [ (=] [*5) 4 un [=3] ]

Sekil-6: Gruplardaki ratlarin histopatolojik skora gére dagilimi
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A
Sekil-8: Yiizey epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, grade 2. A: Grup I1I, H&E, x1/100.
B: Grup 1V, H&E, x1/100.

Sekil-9: Villus epitel hiicre nekrozu, grade 3. A: Grup II, H&E, x1/160. B: Grup V, H&E, x1/200.
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Tablo-3: Gruplara gore rat barsaklarinin histopatolojik degerlendirme (grade)

skorlar1 (median ve dagilimi).

Gruplar Histopatolojik Grade
Median (Range)

Grupl (Kontrol) 1.0 (1-1)

Grup I (NEK) 3.0 (3-3)

Grup III (NEK+Karnozin) 2.0 (1-2)

Grup IV (NEK+EGD 761) 1.0 (1-2)

Grup V (NEK+Klaritromisin) 2.0 (1-3)

*: Grup II ile grup L, III, IV ve V arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (sirasiyla
p<0.001, p=0.001, p=0.001, p=0.008).

Lipid peroksidasyonunun son iiriini olan MDA’nin barsak doku diizeyi
degerlendirildiginde, grup I’de en diisiik, grup II’de en yiiksek MDA diizeyi
saptandi. Grup II barsak doku MDA diizeyinin grup [’e gore belirgin artig gosterdigi
saptandi (p=0.003). Grup III, IV, V’deki ratlarin MDA diizeyleri grup II ile
karsilastirildiginda, MDA diizeylerinin anlamli olarak daha diisiik oldugu (sirasiyla
p=0.03, p=0.009, p=0.004), grup I ile karsilastirildiginda anlaml faklilik olmadig:
goriildi (p>0.05). H/RO yontemiyle NEK modeli olusturulan ratlarda, H/RO’nun
NEK’te barsak doku MDA diizeyini belirgin arttirdigi, karnozin, gingko alkaloidi ve
klaritromisinin barsak MDA diizeyini anlamli azalttig1 saptandi (Tablo 4).

NEK patogenezinde 6nemli bir mediator olan NO’in barsak doku diizeyleri
incelendiginde, en yiiksek NO diizeyi grup II’de saptandi. Grup II’deki ratlarin
barsak doku NO diizeyinin grup I’e gore belirgin artis gosterdigi gorildii. (p=0.004).
Grup III, IV’deki NO diizeylerinin grup II’ye gore anlamli olarak daha diisiik oldugu
(srastyla p=0.009, p=0.003), grup I ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml1
fark bulunmadigi goriildii. Grup V deki NO diizeyi hem grup I, hem grup II’ye gore
anlamh disiik saptandi.(p=0.01, p=0.002). NO’in barsak doku diizeyinin NEK’te
belirgin olarak arttig1, karnozin, gingko alkaloidi ve klaritromisinin NEK’te olusan

NO diizeyini belirgin olarak azalttig1 saptandi (Tablo 4).

28



Proinflamatuvar bir mediatdor olan IL-6’nin barsak doku diizeyleri
degerlendirildiginde, en yiiksek 1L-6 diizeyi grup II’de saptandi. Grup II’nin barsak
doku IL-6 diizeyinin grup I’e gore belirgin yliksek oldugu saptandi (p=0.01). Grup
IIL, IV, V deki IL-6 diizeylerinin, grup II ile karsilastirildiginda anlamli olarak diisiik
oldugu (swrastyla p=0.002, p=0.02, p=0.02), grup I ile karsilastirildiginda anlamli
faklilik olmadig1 goriildii (p>0.05). H/RO yontemiyle NEK modeli olusturulan rat
yavrularinda, H/RO’nun NEK’te barsak doku IL-6 diizeyini belirgin arttirdigi,
karnozin, gingko alkaloidi ve klaritromisinin barsak IL-6 diizeyini anlamli azalttig1

saptandi (Tablo 4).

NEK’te baglangic mediatéor olarak kabul edilen TNF-a diizeyleri
degerlendirildiginde, en yiiksek TNF-a diizeyi grup II’de saptandi. Grup II’nin
barsak doku TNF-a diizeyinin grup I’e gore belirgin yliksek oldugu saptandi
(p=0.03). Grup III’deki TNF-a diizeyi grup II’ye gore daha diisiik olmakla birlikte
istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05). Grup IV ve V’deki TNF-a
diizeyi, grup II ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli diisiik idi (sirasiyla
p=0.003, p=0.004). Grup I ile grup III, IV ve V’in TNF-a diizeyleri arasinda anlamli
farklilik saptanmadi (p>0.05). TNF-a’nin barsak doku diizeyinin NEK’te belirgin
olarak artt1g1, gingko alkaloidi ve klaritromisinin NEK’te barsak doku TNF-a
diizeyini belirgin olarak azalttig1 saptandi (Tablo 4).

Antiinflamatuvar  bir  mediatér olan IL-10’nun  doku  diizeyleri
karsilastirildiginda, en yiiksek IL-10 diizeyinin grup II’de oldugu, ancak gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli fark olmadig1 gorildii (p>0.05) (Tablo 5).

Antioksidatif sistem degerlendirilmesinde, en yiiksek doku GSH diizeyi grup
I’de saptandi. Grup I’deki GSH diizeyi grup II’ye gore yiiksek olmakla birlikte tiim
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 5).

Doku GSH-Px enzim aktivitesi degerlendirildiginde, doku GSH-Px enzim
aktivitesi grup I’de en yiiksek, grup III’de en disiikk saptandi. Gruplar
karsilastirildiginda, grup I’deki GSH-Px aktivitesinin grup I1I’e gore istatiksel olarak
anlaml ytiksek oldugu goriildii (p=0.01). Grup 1I’deki GSH-Px aktivitesi Grup III’e
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gore yiiksek, ancak istatiksel olarak anlamsiz bulundu (p>0.05). Grup IV ve V deki
GSH-Px enzim aktivitesi grup II’ye gore yiiksek olmakla birlikte istatiksel olarak
anlaml farklilik yoktu (p>0.05) (Tablo 5).

Tablo—4: Gruplarin barsak doku (yas doku basina) malonildialdehit (MDA), nitrik
oksit (NO), interlokin-6 (IL-6), timoér nekrozis faktor-alfa (TNF-a) diizeyleri

(median ve dagilimi)

Gruplar MDA NO IL-6 TNF- a
pmol/g pmol/g pg/mg ng/g
Grupl 0.20%* 1.1% 149.09 8.9%%
(Kontrol) (0.08-0.48) (0.6-1.9) (88.5-269.0) (2.9-14.3)
Grup II 0.65F 2.3§ 252.5%* 15.11%
(NEK) (0.33-0.82) (1.3-3.3) (197.5-436.8) (7.4-33.3)
Grup III 0.5 1.2 130.5 9.6
(NEK+Karnozin) (0.16-0.63) (0.6-1.5) (89.5-190.5) (5.1-14.1)
Grup IV 0.35 1.0 193.0 4,3
(NEK+EGDb 761) (0.14-0.41) (0.3-1.3) (110.5-251.5) (0.1-8,1)
Grup V 0.30 0.71 157.5 2,0
(NEK+Klaritromisin) (0.23-0.40) (0.4-0.9) (76.5-262.5) (0.06-9.5)

* . Grup I ile grup II arasinda p<0.05 (p=0.003).

1 : Grup Il ile grup III, IV ve V arasinda p<0.05 (sirastyla p=0.03, p=0.009, p=0.004).
1 : Grup I ile grup II arasinda p<0.05 (p=0.004)

§ : Grup II ile grup IIT ve IV arasinda p<0.05 (sirasiyla p=0.009, p=0.003).

I : Grup Vile grup I ve II arasinda p<0.05 (sirasiyla p=0.01, p=0.002).

9| : Grup L ile grup II arasinda p<0.05 (p=0.01).

** : Grup Il ile grup III, IV ve V arasmda p<0.05 (sirasiyla p=0.002, p=0.02, p=0.02).
11 : Grup I ile grup II arasinda p<0.05 (p=0.03).

11 : Grup Il ile grup IV ve V arasinda p<0.05 (sirastyla 0.003, p=0.004).

Doku GR enzim aktivitesi degerlendirildiginde, grup I’deki GR enzim

aktivitesi grup II, III, V’e gore yiiksek, grup IV’e gore diisiik olmakla birlikte
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamh fark saptanmadi (p>0.05). Grup III, IV ve

30



V¢deki GR aktivitesi grup II’ye gore yiiksek bulundu, ancak grup IV ve V ile grup 11
arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik saptandi (swrasiyla p= 0.002, p=0.001)
(Talo 5).

Antioksidan enzimlerden doku CAT enzim aktivesi incelendiginde, grup I’deki
CAT enzim aktivitesi grup II, III, IV, V’e gore yiiksek olmakla birlikte istatiksel
olarak anlaml farklilik grup I ile grup II ve III arasinda saptandi (swrasiyla p=0.03,
p=0.004). Grup III, IV ve V’deki katalaz aktivitesi grup II’ye gore diisiilk olmakla
birlikte istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05) (Tablo 5).

Tablo—5: Gruplarin barsak doku (yas doku basina) interlokin-10 (IL-10), rediikte
glutatyon (GSH) diizeyleri, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon peroksidaz
(GR), katalaz (CAT) enzim aktiviteleri (median ve dagilimzi)

Gruplar IL-10 GSH GSH-Px GR CAT
pg/g mg/g mU/g mU/g U/g
Grup 13.8 6.9 2694* 9125 37.9%
(Kontrol) (3.6-76.5)  (3.7-19.4)  (1911-4981)  (2163-13900)  (27.5-118.0)
Grup II 63.0 3.9 2096 6159t 27.6
(NEK) (24.4-194.8)  (3,5-7,1)  (1060-3403) (2871-6721)  (13,6-54.,5)
Grup ITI 26.6 3.8 1405 7382 22,4

(NEK+Karnozin)  (9.0-49.2)  (3.5-5.7)  (1060-2231)  (3767-12862)  (15.0-28.6)

Grup IV 60.4 42 2675 10183 26.6
(NEK+EGb 761)  (48.3-71.7)  (3.8-7,8)  (2059-4784)  (7993-14154)  (13.3-55.1)

Grup V 41.1 4.1 2219 8554 233
(NEK+Klaritromisin) (21.8-54.0) (3.7-5.0) (1874-3181) (7739-10081)  (13.3-55.0)

* . Grup I ile grup III arasinda p<0.05 (p=0.01).
T : Grup Il ile grup IV ve V arasinda p<0.05 (sirasiyla p=0.002, p=0.001).
1 : Grup I ile grup II ve III arasinda p<0.05 (sirasiyla p=0.03, p=0.004).
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TARTISMA

Nekrotizan enterokolit, 6zellikle prematiire yenidoganlar: etkileyen, en sik acil
cerrahi miidahale gerektiren GIS hastaligidir. Son dekatlarda yenidogan yogun
bakim {initesi imkanlarinin 1iyilestirilmesi ve teknolojik gelismelerle birlikte
prematiire yenidoganlarin yasam oranlar1 artmakta, dolayisiyla NEK gelisme riski
olan hasta populasyonu da artmaktadir. Strfaktanin kullanima girmesiyle birlikte
respiratuvar distres sendromundan 6limlerin azaldig1 goz oniinde tutulursa, giincel
kani, kisa bir siire i¢inde prematiire yenidoganlarn ana O6lim nedeninin NEK
olabilecegi yoOniindedir (2). Hastaligin Onlenmesi ve tedavisi konusunda
benimsenmis etkin bir yontem bulunmadigindan; mortalitesi ve morbiditesi yiiksektir
(24). Son 30 yildan beri yapilan ¢caligmalara ragmen halen mortalite %10-50 arasinda
degismektedir (25-27). Yiiksek mortalite orani, uzun donemde ciddi
komplikasyonlarin gelismesi ve hastane masraflarinin fazla olmasi, NEK tedavisine

yonelik caligmalara ne kadar ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Nekrotizan enterokolit olgularinin %90’nin1 prematiire yenidogan bebekler
olusturmaktadir (1,30). Deneysel caligmalarda 7-14 giinliik ratlarin santral sinir
sistemi gelisiminin term bebeklere, yedi giinden kiiciik rat yavrularinda ise bu
gelisimin preterm bebeklere karsilik geldigi belirtilmektedir (114). NEK bir
prematiire hastalig1 oldugu i¢in, ¢aligmamiza prematiire yenidogana karsilik gelen

postnatal 1-4 giinliik rat yavrular1 alind.

Nekrotizan enterokolit patogenezi, hakkinda bir¢ok arastirma yapilmasina
ragmen halen tam olarak aydmlatilamamistir. Ancak multifaktoriyel kompleks bir
hastalik oldugu diistiniilmektedir. Prematiirite, hipoksik-iskemik hasar, enteral
beslenme ve bakteriyel kolonizasyon patogenezden sorumlu tutulan baslica
etkenlerdir (30). 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 (1,9,35,64,69).

Bugiine kadar olusturulan NEK modelleri, patogenezde en fazla suglanan

prematiirite, hipoksik-iskemik hasar, formula mama ile beslenme, enfeksiyon
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temeline dayandirilmaktadir. Bu modellerle olusturulan barsak hasarlarinda

histopatolojik ve biyokimyasal olarak NEK benzeri degisiklikler gosterilmistir.

Caplan ve arkadaslar1 patogenezde suglanan faktorleri arastrmuslar; asfiksi,
formula mama ve bakteri inokulasyonu ile NEK olusturulan ratlarda, asfiksi olmadan
sadece formula mama ve bakteri inokulasyonu ile NEK olusturulan ratlara gore
mortaliteyi belirgin yiiksek saptamiglardir. Calismanm sonunda asfiksinin NEK’te

kritik baslangi¢ faktor oldugu belirtilmistir (115).

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 (69,70). Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu, proteinlerin
disiilfid baglarinda bozulma, DNA hasar1 olusturarak ve inflamatuvar hiicrelerde

aktivasyona neden olarak hiicre hasarim gerceklestirmektedir.

Okur ve arkadaslar1 rat yavrularinda yeni bir yontemle, 5 dakika %100 CO,
solutarak hipoksi, 5 dakika %100 O, solutarak reoksijenizasyon sagladiklarini, bunun
sonucunda deneklerin barsak kesitlerinde 151k mikroskobunda kolayca izlenebilen
NEK’in karakteristik degisikliklerini olusturduklarini bildirmislerdir (3). Baska pek
cok deneysel calismada Okur ve arkadaslarinin yontemi uygulanmis, histopatolojik
ve biyokimyasal olarak insanlardaki NEK’e benzer barsak doku hasarlanmasmin
meydana geldigi gosterilmistir (3-8). Calismamizda da Okur ve arkadaslarinin
yontemi uygulandi. Bu yontemi tercih etmemizin nedeni sonuglarin tatminkar
diizeyde olmasi, kolay uygulanabilir olmasi, tamamen anne bagimli yenidogan

ratlarda formula mama ile olusturulacak bir modelin uygulama gii¢liigiidiir.

Bu ¢alismada H/RO yontemiyle NEK modeli olusturulan rat yavrularina
karnozin 250 mg/kg/giin, ginkgo alkaloidi 100 mg/kg/giin, ve klaritromisin 40
mg/kg/glin, ip uygulanarak, bu ilaglarin histopatolojik ve biyokimyasal olarak
NEK’te etkinligi arastirildi. Karnozin, ginkgo alkaloidi ve klaritromisinin H/RO

sonrast NEK teki etkinligini arastiran bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.
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Caplan ve arkadaslari, suclanan etkenlere (hipoksi, formula ile beslenme,
bakteri) maruziyetten sonra ilk 36 saat icinde NEK’in bagladigini belirtmislerdir
(115). Bu ¢alismada, H/RO ile intestinal hasar olusturulan ratlarda, belirtilen ilaglarin
erken uygulamasmin inflamatuvar mediatorlerin ve serbest oksijen radikallerinin
hiicre hasar1 yapici etkilerini ortadan kaldirmada profilaktik tedavi kadar etkin olup
olmadig1 arastirildi. Bu amagla karnozin, gingko alkaloidi ve klaritromisinin ilk
dozlar1 H/RO’dan hemen sonra uygulandi ve NEK siddetinde azalma oldugu
gosterildi. NEK’te olusan intestinal hiicre harabiyeti nedeniyle, oral yoldan verilen
ilaglarin emiliminin ger¢eklesmeyecegini diisiinerek, karnozin, gingko alkaloidi ve

klaritromisin ip olarak uygulandu.

Calismamizda H/RO yontemiyle NEK modeli olusturulan ve tedavi verilmeyen
ratlarin terminal ileumundan alinan barsaklarinda makroskopik olarak belirgin renk
degisikligi, hafif 6dem ve lokalize kii¢iik hemorajik alanlar, mikroskopik olarak
villiis epitel hiicre nekrozu (grade 3) saptanirken, kontrol grubu tiimiiyle normal
histolojiye (grade 1) sahipti. Histopatolojik degerlendirmede bulgularimiz,
uyguladigimiz H/RO modeli ile yapilan onceki deneysel ¢alismalardaki NEK grubu
barsak histopatolojik bulgular1 ile benzerdi (3,7). Caplan ve arkadaslar1 hipoksinin
hafif mukozal hasar yaparak NEK baslangicinda kritik rol oynadigini, enfeksiyon
gibi diger etkenlerin katkisiyla mukozal hasarin daha da arttigin1 belirtmislerdir (9).
Calismamizda NEK modeli olusturulan ve tedavi verilmeyen grupta grade 4 ve 5
hasar elde edilememesinin, patogenezi multifaktoriyel olan NEK’te sadece H/RO
yontemini uygulamamizdan kaynaklandigin1 = diisiiniiyoruz. Bununla birlikte
calismamizda, 6nceki ¢alismalarda da belirtildigi gibi H/RO'nun NEK patogenezinde

onemli bir risk faktorii oldugu gosterildi.

Serbest oksijen radikallerinin hiicre diizeyindeki zararl etkilerinden birisi hiicre
ve mitokondri membranlarinda olusturdugu lipid peroksidasyonudur. Lipid
peroksidasyonunun son iirlinii olan MDA, serbest radikal hasar1 i¢in iyi bir
belirtegtir. H/RO yontemiyle NEK modeli olusturulan ratlarda MDA diizeylerinin
kontrol grubuna gore belirgin olarak arttig1 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (3-8).
Calismamizda, literatiirdeki ¢alismalara benzer olarak NEK modeli olusturulan ve

tedavi verilmeyen grupta barsak doku MDA diizeylerini kontrol grubuna gore
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belirgin yiiksek saptadik. Bu calisma ile serbest oksijen radikallerinin NEK

patogenezinde rol oynadigi bir kez daha gosterilmis oldu.

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) yardimiyla L-arginin ve oksijenden
sentezlenmektedir. NO diizeyi NOS’ un ii¢ izoenzimi tarafindan kontrol edilmektedir.
NO viicutta hem prooksidan hem de antioksidan etkiye sahip bir molekiildiir. Bu
etkinlik NO’in hangi izoenzim tarafindan sentezlendigi ile iligkilidir. eNOS ve nNOS
tarafindan iiretilen NO sitoprotektif etkiye sahipken, iNOS tarafindan iiretilen NO
siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek son derece toksik olan peroksinitrite

dontismektedir. (2).

Sandoval ve arkadaslari, insan intestinal epitel hiicrelerinin ve miirin
makrofajlarin peroksinitrit ile inkiibasyon sonucu apopitozise ugradigini; Potoka ve
arkadaslar1 da, invitro enterosit hiicre Kkiiltiirlerinde endotelial growth faktor ile
uyarilmis enterosit proliferasyonunun, ortama peroksinitrit ilavesi ile inhibe
oldugunu gostermisler ve peroksinitritin barsak bariyer biitiinliigliniin bozulmasinda

anahtar rol oynadigini belirtmislerdir (87,116).

Zamora ve arkadaslar1 H/RO ve formula mama ile NEK olusturulan ratlarda,
kontrol grubuna gore terminal ileumdaki iNOS ekspresyonunun ve NO
metabolitlerinin  dordiincii  giin sonunda anlamli olarak yiiksek oldugunu
gostermislerdir (117). Zhang ve arkadaslari, calismamizdaki gibi H/RO ydntemiyle
NEK olusturduklar: ratlarda kontrol grubuna gére barsak doku NO diizeyini belirgin
yiiksek saptamislardir (4). Calismamizda NEK grubunda barsak doku NO diizeyini
kontrol grubuna gore anlamli yiiksek saptadik. Calismamizin sonuglar1 ve literatiir
bilgileri 1s13inda NO’nun NEK gelisiminde inflamatuvar bir mediatér olarak c¢ok

onemli bir role sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

TNF-a, PAF ile birlikte NEK’e neden olan inflamatuvar kaskadin olusumunda
ana rol oynamaktadir. TNF-a, PAF’1in da i¢inde bulundugu bir¢ok proinflamatuvar
mediatdrlerin liretimini, PNL’den serbest oksijen radikallerinin salmimini, barsak

epitel hiicrelerinin apopitozisini baglatmaktadir (71).
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Caplan ve arkadaslar1 NEK’li yenidoganlarda plazma TNF-a diizeyinin kontrol
grubuna gore anlamh yiiksek oldugunu saptamis ve TNF-o’nin NEK
patogenezindeki Onemini vurgulamiglardir (74). Travadi ve arkadaslart NEK
olusturulan preterm ratlara TNF-a {iretimini azaltan pentoksifilin uygulamasi ile

plasebo grubuna gore NEK siddetinin ve insidansinin azaldigimi gostermislerdir (71).

Halpern ve arkadaslarinin yaptigi bir baska deneysel ¢alismada, NEK
olusturulmus preterm ratlara verilen monoklonal TNF-a antikorunun, tedavi
verilmeyen NEK grubuna gére NEK insidansimni ve siddetini anlamli azalttigi
gosterilmistir. Ayni ¢alismada tedavi verilen grupta hepatik TNF-a, hepatik ve
barsak doku interlokin-18 (IL-18) diizeylerinin belirgin azaldig1 saptanmistir (118).
Zhang ve arkadaslar1 NEK olusturduklari ratlarda kontrol grubuna gore barsak doku
TNF-a diizeyinin anlamli yiiksek oldugunu gdstermislerdir (4). Calismamizda da
NEK modeli olusturulan grupta kontrol grubuna goére TNF-o diizeyini belirgin
yiiksek saptadik. Elde ettigimiz sonugclar literatiirle uyumlu bulundu.

Bagka bir proinflamatuvar mediator olan IL-6 diizeyinin NEK’te arttig1 6nceki
calismalarda gosterildi (89,119,120). IL-6 ve onunla iligskili reseptorler barsak
endotel hiicreleri, makrofajlar ve epitel hiicreleri tarafindan salinmaktadir. Sitotoksik
T hiicrelerin farklilagsmasini ve B hiicrelerinin antikor sekresyonunu uyaran IL-6,

ayni zamanda akut faz reaktanlarin major aktivatoridiir (72).

Goepfert ve arkadaslari, 32 haftanin altinda dogan 309 prematiire bebekte
umblikal kord plazma IL-6 diizeyi ile morbidite arasindaki iliskiy1 arastirmislar ve
sistemik inflamatuvar cevap sendromu, NEK, periventrikiiler l6komalazi ve
respiratuvar distres sendromu gelisen yenidoganlarda IL-6 diizeyinin anlamli yiiksek
oldugunu gostemislerdir. Bunun sonucunda umblikal kord plazma IL-6 diizeyi artis1
ile neonatal morbidite artig1 arasinda progressif bir iliski oldugunu savunmuslardir

(89).

Dufty ve arkadaslar1 tarafindan 60 prematiire bebekte yapilan baska bir
calismada ise, evre II ve III NEK gelisen yenidoganlarin gaytasindaki IL-6 diizeyinin
NEK gelismeyenlere gére anlamli yiiksek oldugu saptanmistir (119). Romagnoli ve
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arkadaslar1 NEK, sepsis, pnodmoni nedeniyle hastaneye kabul edilen 39 prematiire
yenidoganin plazma IL-6 diizeyinin kontrol grubuna gore belirgin yiliksek oldugunu
gostermislerdir (120). Calismamizda NEK grubunda barsak dokusunda IL-6 diizeyini
kontrol grubuna goére anlamli yiiksek saptadik. Elde ettigimiz sonuclar literatiir

bilgilerini destekler nitelikte bulundu.

IL-10, proinflamatuvar sitokinlerin  {iretimini inhibe eden  giiclii
antiinflamatuvar sitokin olarak bilinmektedir. T helper 2, monosit ve B hiicrelerinden
sentezlenir. Riordian ve arkadaglar1 131 meningokoksemili ¢ocuk hastada IL-10
konsantrasyonu ile TNF-ao ve IL-6 konsantrasyonlar1 arasinda pozitif
korelasyonunun oldugunu, o6len cocuklarda IL-10 diizeyinin anlamli yiiksek

oldugunu saptamiglardir (121).

Edelson ve arkadaslarinin ¢aligmasinda evre III NEK olan yenidoganlarda IL-
10 diizeyinin belirgin yiiksek oldugu gosterilmistir (122). Romagnoli ve arkadaslari
yukarida sozii edilen ¢aligmada IL-6 ile birlikte IL-10 diizeyinin de kontrol grubuna
gore anlamli yiiksek oldugunu gostermislerdir (120). Bu bulgular hastaligin akut
fazindan sonra artan inflamatuvar cevabi azaltmak i¢in sistemik antiinflamatuvar
cevabin olustugunu ve bu yiizden IL-10 artisinin meydana geldigini

diistindiirmektedir.

Oztiirk ve arkadaslar1 ¢alismamizda uygulanan H/RO ydntemiyle NEK
olusturduklar1 ratlarda, recombinant human 1L-10 ile mukoza hasarinda ve barsak
doku MDA diizeylerinde anlamli azalma oldugunu gostermislerdir (7). Bu c¢alisma
inflamasyonu baskilamada IL-10’un 6nemini vurgulamaktadir. Calismamizda barsak
IL-10 diizeyi NEK grubunda en yiiksek saptanmakla birlikte, gruplar arasinda
anlamli farklillk bulunmadi. Inflamasyona yamt olarak arttig1 diisiiniilen IL-10
diizeyinde anlamli artigin olmamasimi ileri derecede intestinal hasarlanma elde

edememizden kaynaklandigini diisiiniiyoruz.
Hipoksi-reoksijenizasyon sonrast yogun olarak ortama saliverilen serbest

oksijen radikalleri son derece reaktif iiriinler olup hiicre hasarina neden olurlar.

Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
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Oonlemek i¢in bircok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar antioksidan

defans sistemleri veya antioksidanlar olarak bilinirler.

Hiicre i¢i en oOnemli antioksidan defans sistemlerinden birisi glutatyon
metabolizmasidir (10). Onemli bir indirgeyici ajan olan glutatyon, hiicrenin oksido-
rediiksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve ekzojen kaynakli oksidanlarin
zararl etkilerinden korumaktadir. GSH-Px, selenyum iceren ve sitozolde bulunan bir
enzimdir. GSH’yi kullanarak c¢esitli hidroperoksitlerin (ROOH ve H,0,)
indirgenmesini saglar. Boylece oksidatif hasara karsi hiicreleri korur. GR, GSH-Px
vasitastyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun
(GSSQG) tekrar GSH’ye doniistimiinii katalize eder. 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 zararh etkilerden korur.

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 oldukga iliskili hastaliklar bu duruma isaret

etmektedir (10,68).

Rogers ve arkadaslar1 41 yenidoganda yaptiklar1 ¢alismada kord serum total
antioksidan kapasitenin gestasyonel yasla birlikte arttigmi saptamuglardir. Ayni
calismada 32 haftanin altinda dogan 26 prematiire yenidogan ayr1 olarak
degerlendirildiginde de kord total antioksidan kapasite ile gestasyonel yasmn pozitif
korelasyonu gosterilmistir (68). Ancak bu calismada total antioksidan kapasite ile

serbest oksijen radikalleri ile iliskili hastaliklar arasinda anlamlilik saptanmamuistir.

38



Nycyk ve arkadaslar1 ventilatore bagli 57 prematiire yenidoganin soluk
havasindaki lipit peroksidasyon iiriinii olan pentan konsantrasyonu ile gestasyonel
yas, prematiire retinopatisi, intraventrikiiler hemoraji, bronkopulmoner displazi ve
mortalite arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Bu ¢alismanin sonucunda pentan
konsantrasyonun  gestasyonel yasm artisiyla azaldigini, yiiksek  pentan
konsantrasyonu ile prematiire retinopatisi, intraventrikiiler hemoraji ve mortalite
arasinda anlaml iliski oldugunu gostermislerdir (123). Bu literatiir bilgileri altinda
prematiire yenidoganlarda antioksidan kapasitenin yetersiz olusu NEK gelisimine
katkida bulunabilir. Calismamizda, antioksidan defans sistemlerinden GSH diizeyi,
GSH-Px, GR, CAT enzim aktiviteleri degerlendirildiginde, dort parametrenin de
NEK grubunda kontrol grubuna gore diisiik oldugu, ancak sadece CAT aktivitesi
disiikligiiniin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi. Bodylece antioksidatif
defans sistemlerinden birisi olan CAT enzim aktivitesinin NEK’te belirgin olarak

azalmis oldugu gosterildi.

Suda ¢oziinme Ozelliginden dolay1r karnozin, geg¢is metalleri ve oksijen
radikalleri gibi suda ¢oziinen oksidasyon mediatorlerinin yiiksek konsantrasyonda
bulundugu sitozolik cevrede antioksidan Ozelligi gostermektedir. Karnozin aktif
oksijen radikallerini temizleyen biyolojik fonksiyonuna bagli olarak antioksidan
ozellige sahiptir. Hidroksil ve siiperoksit radikallerini temizlemekte ve singlet
oksijen molekiiliinii ¢ok kuvvetli olarak inaktive etmektedir (11-14). Ayrica, demir
veya bakir gibi elementlerle gecici selasyonlar yapmasi da antioksidan etkisine
katkida  bulunmaktadrr. Karnozinin antioksidan  6zelligi sayesinde lipit
peroksidasyonunu engellemesinin yanisira, ayni zamanda peroksidasyon siiresince
olusan MDA gibi iiriinlerin diizeyini azalttig1 gosterilmistir (13). Onceki
calismalarda bu Ozelliklerinden yola c¢ikilarak bircok deneysel modelde etkisi
denenmistir. Calismamizda da 250 mg/kg tek dozda uygulanan karnozinin NEK’te
etkinligi arastir1ldi.

Baykara ve arkadaslar1 iskemi-reperfiizyon ile ratlarda olusturduklar1 karaciger
hasarinda iskemiden 30 dakika once ve reperflizyondan hemen sonra 250 mg/kg
dozda ip olarak uygulanan karnozinin etkisini arastirmiglardir. Bu c¢alismanin

sonucunda karnozinin, iskemi-reperflizyon grubuna gore karaciger hasarmnda
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histopatolojik olarak belirgin diizelme sagladigi, GSH diizeyini anlamli olarak
arttirdigl, oksidatif strese yanit olarak lokositlerden salinan miyeloperoksidaz

enzimini belirgin olarak azalttig1 gosterilmistir (124).

Yan ve arkadaslar1 farelerde asetaminofen ile olusturulan karaciger hasarindan
once dort hafta boyunca oral verilen karnozinin ve histidinin etkisini arastirmislardir.
Calisgmanin sonucunda karnozinin ve histidinin, belirgin olarak GSH’y1 arttirdigy,
GSSG, MDA, serbest oksijen radikallerini azalttigi, GSH-Px ve CAT aktivitelerini
arttirdigi, boylece asetaminofenin neden oldugu oksidatif stresi azalttigi
gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada karnozinin, asetaminofen tarafindan arttirilan TNF-a.,
IL-6, IL-10 ve monosit kemoatraktan proteinini anlamli olarak azalttig1 saptanmistir.
Elde edilen sonucglara gore karnozinin antioksidan ve antiinflamatuvar bir ajan

oldugu belirtilmistir (125).

Fujii ve arkadaslar1 tarafindan iskemi-reperfiizyon modeliyle akut renal
yetmezlik olusturulan ratlarda, iskemiden 5 dakika 6nce ve reperfiizyondan 5 dakika
sonra 10pg/kg dozda verilen karnozinin her iki grupta da, tedavi verilmeyen akut
renal yetmezlikli gruba gore artmis olan sempatik aktiviteyi anlamli azaltarak renal

fonksiyonlar1 diizelttigi gosterilmistir (126).

Stvolinsky ve arkadaslarinin karotid arter okliizyonu ile global beyin iskemisi
olusturduklar1 ratlarda, okliizyondan 30 dakika 6nce 150 mg/kg dozda verilen
karnozinin, yasam siiresini anlamli olarak arttirdigi tespit edilmistir. Bu etkinin
karnozinin antioksidan 6zelliginin yaninda, Na/K-ATPase ve monoaminooksidaz B
enzimini arttirarak ortaya ¢iktigi1 gosterilmistir (127). Rajanikant ve arkadaslarmin
yaptiklar1 baska bir calismada, kalic1 serebral iskemi olusturduklar1 farelere iskemi
oncesi ve sonrasi uygulanan karnozinin serbest oksijen radikallerini azalttigi, ekstra
seliiler matriksi pargalayarak doku yikimina neden olan matriks metallo proteinaz
enzim aktivitesini azalttigr gdosterilmistir (128). Hipkiss ve arkadaslarmin
calismasinda karnozinin, rat beyin endotel hiicrelerini MDA toksisisitesine karsi
korudugu gosterilmistir (129). Nicoletti ve arkadaslarinin c¢aligmasinda ise rat
astroglial hiicre kiiltiirlerinde, karnozinin NO ile direkt etkilesime girerek NO’in

zararh etkilerinden korudugu saptanmistir (130).
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Karnozinin, iskemik hasarlanma sonucu kardiyak yetmezlik gelisen ratlarda,
antioksidan 6zelliginin yani sira direkt Ca kanalina (RYR2) etki ederek, hiicre i¢i
kalsiyum dengesini degistirdigi ve boylece kardiyak kontraktiliteyi iyilestirdigi
gosterilmistir (93). Ririe ve arkadaslarinin ratlarda yaptigi baska bir ¢alismada ise

cGMP diizeyini arttirarak vazodilatator etkinligi gosterilmistir (94).

Calismamizda, karnozinin histopatolojik olarak NEK’te belirgin diizelme
sagladig1 gosterildi. Ayrica, proinflamatuvar mediatrlerden IL-6, NO diizeyini ve
lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA’y1 NEK grubuna gore anlamli oranda
azalttigi, ancak antioksidatif defans sistemlerinden GSH, GSH-Px, GR ve CAT
diizeyini etkilemedigi saptandi. Elde ettigimiz sonuglar karnozinin antioksidan
etkinligini gostermektedir. Ayrica bu calisma ile karnozinin antioksidatif enzim
aktivitelerini etkilemedigi gosterildi. Biz de antioksidan etkisini onceki ¢aligmalarda
belirtildigi gibi serbest oksijen radikalleri ile direk etkilesime girerek veya gecis
metal iyonlar1 ile selasyon olusturarak gosterdigi kamisindayiz.  Bu g¢alisma ile
literatiirde ilk kez karnozinin NEK’te antioksidatif ozellikleriyle belirgin diizelme

sagladig1 gosterildi.

Ginkgo biloba ekstresinin iskemi-reperfiizyon ile hasar olusturulmus dokular
iizerine etkisini arastiran pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Onceki ¢alismalarda EGb
761’in serbest oksijen radikalleri i¢in scavenger gorevi yaptigr ve bu 6zelliginden
dolay1 lipit peroksidasyonunu onledigi (15-17), siiperoksit dismutaz, CAT gibi
antioksidan enzimleri arttirdig, MDA {retimini azalttigi gosterilmistir (18-21).
Ayrica NEK patogenezinde oOnemli yere sahip olan NO olusumunu iNOS
ekspresyonunu inhibe ederek azalttigi saptanmustir (15,20,21). Calismamizda, EGb
761’in bu ozellikleri g6z Oniinde tutularak literatiirde ilk kez H/RO yontemiyle NEK

olusturulan ratlardaki etkinligi arastirildi.

Colak ve arkadaslar1 strongiilasyon ileusu olusturduklar1 ratlarda
reperflizyondan sonra 100 mg/kg tek dozda verdikleri EGb 761 in barsak iizerine
etkinligini arastirmiglardir. Calismani sonucunda EGb 761’°in plasebo grubuna gore

MDA diizeyini anlamh azalttigmni, CAT aktivitesini anlamli arttirdigmi rapor
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etmislerdir (19). Yenilmez ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir baska c¢aligmada ise
iskemi- reperflizyon modeli ile mesane hasari1 olusturulan ratlarda iskemiden 60
dakika 6nce ip uygulanan EGb 761’in, iskemi reperfiizyon grubuna goére mesane
kontraksiyonunu anlamli derecede arttirdigi, 16kosit infiltrasyonunu ve apopitotik
hiicre sayisin1 anlamli derecede azalttigi saptanmistir. Ayni1 ¢calismada 50 mg/kg
dozda uygulanan EGb 761°in degil, 100 mg/kg dozda verilen EGb 761’in iskemi-
reperflizyon grubuna gore mesane kontraksiyonunu arttirdigi gosterilmistir (131). Bu
literatiir bilgileri 1s18inda calismamizda EGb 761 dozunu 100 mg/kg olarak
uygulandu.

Sener ve arkadaslari, iskemi-reperflizyon yontemi ile olusturduklar1 bobrek
hasarinda, iskemiden 15 dakika dnce ve reperflizyondan hemen sonra 50 mg/kg iki
dozda ip uyguladiklar1 EGb 761’in  histopatolojik ve biyokimyasal etkilerini
aragtirmuglardir. Iskemi-reperfiizyon grubuna gére EGb 761’in histopatolojik olarak
belirgin diizelme sagladigi, bobrek fonksiyonlarini iyilestirdigi, doku TNF-a, MDA
diizeyini, miyeloperoksidaz aktivitesini, reaktif oksijen iirlinlerini anlaml azalttigi,
GSH diizeyini korudugu gosterilmistir. Calismanin  sonucunda EGb 761’°in

renoprotektif etkisinin antioksidan 6zelliginden kaynaklandig1 belirtilmistir (132).

Liu ve arkadaslarmin intestinal iskemi-reperflizyon modeli ile akciger hasari
olusturduklar1 yetiskin ratlarda, iskemi-reperfiizyon oncesi 100 mg/kg oral yolla yedi
glin uygulanan EGb 761°in akciger hasarlanmasmi belirgin olarak azalttigi
histopatolojik olarak saptanmistir. Ayni ¢alismada EGb 761’in miyeloperoksidaz
aktivitesini, MDA diizeyini ve NO iiretimini belirgin sekilde azalttigi, buna karsin
stiperoksit dismutaz aktivitesini belirgin olarak arttirdig1 gosterilmistir. NO diizeyinin
azalmas1 iINOS ekspresyonunun baskilanmasi ile agiklanmistir (21). Baska bir
calismada ise iskemi-reperfiizyon modeli ile miyokard hasari olusturulan ratlarda
EGb 761’in serbest oksijen radikallerini inhibe ederek lipit peroksidasyonunu

onledigi, NO diizeylerini etkileyerek kalp iizerine koruyucu etkisi gosterilmistir

(16).

Calapai ve arkadaslarmin iskemi-reperfiizyon modeli ile olusturduklar1 beyin

hasarinda, iskemiden 6nce 15 giin siire ile oral yoldan verdikleri EGb 761 in plasebo
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grubuna gore doz bagimh (75 mg/kg ve 150 mg/kg dozlarinda) olarak MDA
diizeyini, NO iiretimini ve beyin 6demini anlamli olarak azalttigi, néron Sliimiinii

geciktirdigi gosterilmistir (20).

Cheung ve arkadaslari, rat endotel hiicre kiiltiirleri ile inkiibe edilen EGb
761’1n, kontrol grubuna gore iNOS messenger RNA ve protein konsantrasyonu ile
birlikte iINOS aktivitesini %28 azalttigmi1 gostermislerdir. Ayni ¢alismada EGb
761’in  yapisal NOS protein konsantrasyonunda ve aktivitesinde degisiklik
olusturmadig1 saptanmis ve iNOS’u spesifik olarak inhibe ettigi sonucuna varilmigtir

(133).

Ilieva ve arkadaglari, LPS ile gézde olusturulan inflamasyonda, EGb 761 ile
prednisolonun antiinflamatuvar etkinligini karsilastirmiglardir. Calismada EGb
761’1n, tedavi verilmeyen inflamasyon grubuna gore prostoglandin E2, TNF-a, NO
diizeylerini anlamli azalttigi ve bu etkinin prednisolon grubu ile benzer oldugu
gosterilmistir. Ayni ¢alismada EGb 761’in iNOS protein ekspresyonunu anlamli
azalttigr saptanmistir (134). iINOS, TNF-a, siklookijenaz 2, NF-xB gibi
inflamasyonda  gorevli enzim ve mediatdrlerin transkripsiyon faktorleri ayni
baglanma bolgesine sahiptirler. Dolayisiyla birbirlerinin diizeylerini etkilerler. EGb
761’in antiinflamatuvar etkisini iNOS ekspresyonunu inhibe ederek gdsterdigi

diistiniilmektedir.

Calismamizda, EGb 761’in NEK’te histopatolojik olarak belirgin diizelme
sagladig1 gosterildi. Bununla birlikte proinflamatuvar mediatorlerden 1L-6, NO ve
TNF-a diizeyini ve lipit peroksidasyonunun son tiriinii olan MDA’y1 NEK grubuna
gore anlamli oranda azalttigi, antioksidatif enzimlerden GR aktivitesini anlamli
olarak arttirdig1 saptandi. Diger antioksidan enzim aktivitelerini degistirmedigi
goriildi. Elde ettigimiz sonuclara gore EGb 761°in antioksidan etkileri ile NEK’te

belirgin diizelme sagladigini diisiinmekteyiz.
Makrolid grubu antibiyotikler, antibakteriyel 6zelliklerinden bagimsiz olarak,

antiinflamatuvar amagla diffiiz panbronsiolit, kistik fibrozis gibi kronik

inflamasyonla seyreden hastaliklarda basariyla kullanilmaktadir  (99,100).
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Klaritromisin, makrolid grubu bir antibiyotik olup, c¢alismalarda mukus salinimimni
azalttigi, TNF-o, IL-6, IL-8, IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinlerin yapimini
baskiladigi, inflamasyon alanina no6trofil gogiinii  engelledigi  gosterilmistir.
Calismamizda klaritromisinin antiinflamatuvar etkisinden yola ¢ikarak inflamasyon

ve nekrozla seyreden NEK’teki etkinligi arastirildi.

Hardy ve arkadaslari, mycoplasma pneumoniae ile farelerde olusturduklari
pnomonide 25 mg/kg dozda subkutan uygulanan klaritromisinin plasebo grubuna
gore bronkoalveoler lavaj sivisindaki TNF-a, IL-6, IL-8, vy interferon diizeylerini ve
mycoplasma pneumoniae miktarint anlamli olarak azalttigini, histopatolojik olarak
belirgin diizelme sagladigini gostermislerdir. Calismanin sonucunda klaritromisinin

antibakteriyel ve antiinflamatuvar etkisi ile yarar sagladigi belirtilmistir (23).

lanora ve arkadaslarmmin ¢aligmasinda plorezi olusturulan ratlara islem Oncesi
sirasiyla 10, 20 ve 40 mg/kg dozda oral yolla klaritromisin verilmis ve ilacin
antiinflamatuvar yanit1 degerlendirilmistir. Klaritromisinin 10 mg/kg dozda histolojik
ve biyokimyasal olarak degisiklige neden olmazken; 20-40 mg/kg dozda plevral
eksuda sivisinda NO, TNF-a ve IL-6 diizeylerini belirgin olarak azalttigi; ancak
sadece 40 mg/kg dozda anlamli olarak eksuda sivisimi azalttigi, 16kosit migrasyonunu
engelledigi gosterilmistir (22). Calismada klaritromisinin antiinflamatuvar etkisinin

INOS ve siklooksijenaz 2 enzim inhibisyonu ile iliskili olabilecegi belirtilmistir.

Giamarellos-Bourboulis ve arkadaslarinin ¢oklu ilag direnci olan Pseudomonas
aeruginosa ve Escherichia coli ile olusturduklar1 sepsis modelinde 80 mg/kg dozda
intravendz uygulanan klaritromisinin, plasebo grubuna gére serum MDA ve TNF-a
diizeylerini belirgin oranda azalttig1 saptanmis ve bu etki klaritromisinin nétrofilik
oksidatif yikimi1 engellemesine ve monositlerden TNF-a salininmini azaltmasmna
baglanmistir (102,107). Ayrica baska bir calismada klaritromisinin NF-xB
inhibisyonu araciligiyla inflamasyonda gorev alan 1L-8’ in {iretimini azalttig1
gosterilmistir (103). Calismalar sonucunda klaritromisinin antinflamatuvar etkisinin

oldugu ancak etki mekanizmasinin tam olarak agiklanamadigi belirtilmektedir.
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Calismamizda 40 mg/kg dozda ip uygulanan klaritromisinin histopatolojik
olarak NEK’te belirgin diizelme sagladig1 saptandi. Bununla birlikte proinflamatuvar
mediatorlerden IL-6, NO ve TNF-a diizeyini ve lipit peroksidasyonunun son tiriinii
olan MDA’y1 NEK grubuna gore anlamli oranda azalttig1 gosterildi. Ayrica
literatiirde ilk kez antioksidatif enzimlerden GR aktivitesini anlamli olarak arttirdig:
saptandi. Bugiine kadar tek bir calismada makrolid grubu antibiyotik olan
eritromisinin NADPH oksidaz enzim aktivitesini inhibe ederek siiperoksit anyon
iiretimini azalttig1 gosterilmistir (135). Makrolid grubu antibiyotiklerin antioksidatif
etkileri agisindan daha ileri caligmalara ihtiya¢ oldugu kanisindayiz. Elde ettigimiz
sonuclara gore klaritromisinin antiinflamatuvar ve antioksidan etkisi ile NEK’te

belirgin diizelme sagladigmi diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, caliyjmamizda yenidogan ratlarda hipoksi/reoksijenizasyon
yontemiyle olusturulan barsak hasarinda ilk kez kullanilan karnozin, EGb 761 ve
klaritromisinin histopatolojik hasar1 ve proinflamatuvar mediatorleri azalttigi
gosterildi. Ancak kullanilan ajanlarin klinikte uygulanabilirligi ac¢isindan daha ¢ok

calismaya ihtiya¢ oldugu inancindayiz.
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SONUCLAR

1. Gruplar arasinda viicut agirliklar1 bakimindan istatiksel farklilik saptanmadi

2. Barsaklarm histopatolojik incelemesinde kontrol grubundaki ratlarin hepsi grade
1, NEK grubundaki ratlarin hepsi grade 3 yapiya sahipti. NEK+Karnozin ve NEK+
EGb 761 gruplarindaki ratlarda histopatolojik hasar skoru grade 1 ile grade 2,
NEK-+ klaritromisin grubundaki ratlarda grade 1 ile grade 3 arasinda degismekte idi.
Karnozin, EGb 761 ve klaritromisinin NEK’te belirgin olarak histopatolojik iyilesme
sagladig1 saptandi.

3. Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA diizeyi NEK grubunda en ytiksek,
kontrol grubunda en diisiik bulundu. Karnozin, EGb 761 ve klaritromisinin barsak

MDA diizeyini NEK grubuna gore belirgin azalttig1 saptandi.

4. NEK patogenezinde onemli bir meditor olan NO’nun barsak doku diizeyi, NEK
grubunda kontrol grubuna belirgin yiiksek bulundu. Karnozin, EGb 761 ve

klaritromisinin barsak NO diizeyini NEK grubuna gore anlamli azalttig1 saptanda.

5. Proinflamatuvar bir mediator olan IL-6’nin barsak doku diizeyi, NEK grubunda
kontrol grubuna gore belirgin yiiksek bulundu. Karnozin, EGb 761 ve klaritromisinin

barsak IL-6 diizeyini NEK grubuna gore belirgin azalttig1 saptandi

6. NEK’te baslangic mediator olarak kabul edilen TNF-a’nin barsak doku diizeyi
NEK grubunda kontrol grubuna gore belirgin yliksek bulundu. EGb 761 ve
klaritromisinin barsak TNF-o diizeyini NEK grubuna gore anlamli azalttigi,

karnozinin ise etkisinin olmadig1 gorildii.
7. Antiinflamatuvar bir mediator olan IL-10’nun barsak doku diizeylerinin, NEK

grubunda en yiiksek oldugu, ancak gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark

bulunmadig1 gorildi.
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8. Antioksidatif sistem degerlendirilmesinde, en yiiksek barsak doku GSH diizeyi
kontrol grubunda saptandi. Kontrol grubundaki GSH diizeyi NEK grubuna goére
yiiksek olmakla birlikte tiim gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark

saptanmadi.

9. Barsak doku GSH-Px enzim aktivitesi, en yiiksek kontrol grubunda, en diisiik
NEK+Karnozin grubunda saptandi. EGb 761 ve klaritromisinin NEK grubuna gore

GSH-Px enzim aktivitesini arttirmakla birlikte istatiksel farkliligin olmadig1 goriildii.

10. Barsak doku GR enzim aktivitesi, kontrol grubunda NEK, NEK-+karnozin,
NEK-+klaritromisin grubuna gore yiikksek, NEK+EGb 761 grubuna gore diisiik
saptanmakla birlikte, kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatiksel farkliligin
olmadig1 goriildii. Karnozin, EGb 761 ve klaritromisinin NEK grubuna gére GR
aktivitesini arttirdigi, ancak anlamli farkliligin EGb 761 ve klaritromisin verilen

grupta oldugu saptandi.

11. Kontrol grubunda barsak doku CAT enzim aktivitesi NEK ve NEK+Karnozin
grubuna gore anlamli yliksek saptandi. Karnozin, EGb 761 ve klaritromisin verilen
grupta, NEK grubuna gore CAT aktivitesi azalmakla birlikte istatiksel olarak

anlaml fark saptanmadi.
12. Bu sonuglarla karnozinin, EGb 761 ve klaritromisinin H/RO ydntemiyle

olusturulan barsak hasarinda histopatolojik ve biyokimyasal olarak etkili oldugu

saptandi.
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OZET

Hipoksi-reoksijenizasyon yontemiyle barsak hasar1 olusturulan ratlarda
karnozin, ginkgo alkaloidi ve klaritromisinin histopatolojik degisikliklere ve

oksidatif strese etkileri, Dr. Abdullah Karaca

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 karnozin, ginkgo alkaloidi (EGb 761) ve

klaritromisinin histopatolojik ve biyokimyasal etkileri arastirildi.

Bir giinliik, 35 adet Wistar albino cinsi rat yavrular1 randomize olarak kontrol,
NEK, NEK-+karnozin, NEK+EGb 761 ve NEK-+klaritromisin olarak bes gruba
ayrildi. Kontrol grubu disindaki rat yavrular1 24. saatte hava gec¢irmez kapali bir
ortamda bes dakika siireyle %100 CO, solutularak hipoksiye sokuldu; hemen
ardindan bes dakika siireyle %100 O, solutularak reoksijenizasyon uygulandi.
H/RO’dan sonra ii¢ giin silireyle karnozin (250 mg/kg), EGb 761 (100 mg/kg) ve
klaritromisin (40 mg/kg) intraperitoneal olarak uygulandi. Kontrol ve NEK
gruplarma ila¢ uygulanmadi. Anne siitiiyle beslenen yavru ratlar giinlik tartildi.
Dordiincii glinde (96. saat) tiim ratlar servikal dislokasyonla dekapite edildi.
Terminal ileumdan aliman barsak doku Orneklerinde histopatolojik hasar skoru
(HHS), malonildialdehit (MDA), nitrik oksit (NO), interlokin-6 (IL-6), timor
nekrozis faktor-alfa (TNF-a), interlokin-10 (IL-10), rediikte glutatyon (GSH)
diizeyleri ile glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz
(CAT) aktiviteleri arastirildi.

Gruplarin viicut agirligi bakimindan istatistiksel farklilik saptanmadi. En agir
hasarm NEK grubunda oldugu (HHS: 3), karnozin, EGb 761 ve klaritromisinin
histopatolojik hasar skorunu belirgin azalttig1 saptandi (sirastyla HHS; 2,1,2 ve
p=0.001, p=0.001, p=0.008). Ayrica EGb 761 ve klaritromisinin barsak doku MDA,
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NO, IL-6, TNF-a diizeylerini belirgin azalttig1 (sirasiyla p=0.009, p=0.004; p=0.003,
p=0.002; p=0.02, p=0.02; p=0.003, p=0.004), GR enzim aktivitesini belirgin
arttirdig1 (p= 0.002, p=0.001), karnozinin ise barsak doku MDA, NO, IL-6 diizeyini
belirgin azalttig1 (sirasiyla p=0.03, p=0.009, p=0.002) saptandi. Gruplar arasinda

diger biyokimyasal parametreler bakimindan anlamli farklilik saptanmadi.

Sonu¢ olarak, yenidogan ratlarda hipoksi/reoksijenizasyon yOntemiyle
olusturulan barsak hasarinda karnozinin, ginkgo alkaloidi (EGb 761) ve
klaritromisinin histopatolojik hasar1 ve proinflamatuvar mediatorleri azalttigi

gosterildi.
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SUMMARY

The effects of carnosine, ginkgo biloba extract and clarithromycin on
histopathological alterations and oxidative stress in rats with hypoxia/reoxygenation

induced intestinal injury. Dr. Abdullah Karaca

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 carnosine, ginkgo
biloba extract (EGb 761) and clarithromycin were investigated in newborn rats with

hypoxia/reoxygenation (H/RO) induced intestinal injury.

One day old, 35 Wistar albino rat pups were randomly divided into five groups
as control, NEC, NEC+carnosine, NEC+EGb 761 and NEC+ clarithromycin. All rat
pups except for control group were placed into a chamber of 100% CO; for five min,
then they were reoxygenized with 100% O; for the next five min at 24™ hour. After
H/RO, carnosine (250 mg/kg), EGb 761 (100 mg/kg) and clarithromycin (40 mg/kg)
were administered intraperitoneally for the next three days. Control and NEC groups
were not administered any drugs. Rat pups fed with breast milk were weighed daily.
On the fourth day (at 96" hour), all rats pups were killed with servical dislocation.
Histopathologic injury scores (HIS), malonyldialdehyde (MDA), nitric oxide (NO),
interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin-10 (IL-10)
reduced glutathione (GSH) levels, and glutathione peroxidase (GSH-Px), glutathione
reductase (GR), catalase (CAT) activities were investigated at intestinal tissue

samples extracted terminal ileum.

There was no statistically significant difference between groups’ body weight.
It was found that NEC group had the worst HIS (HIS:3), and carnosine, EGb 761 and
clarithromycin reduced HIS significantly (HIS: 2,1,2 and p=0.001, p=0.001,
p=0.008 respectively). We also found that, EGb 761 and clarithromycin decreased
intestinal tissue MDA, NO, IL-6, TNF-a levels (p=0.009, p=0.004; p=0.003,
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p=0.002; p=0.02, p=0.02; p=0.003, p=0.004, respectively), increased GR enzyme
activity significantly (p= 0.002, p=0.001 respectively) while carnosine reduced
intestinal tissue MDA, NO, IL-6 levels significantly (p=0.03, p=0.009, p=0.002
respectively). The other biochemical parameters were not statistically significant

among the groups.
As a result, it was shown that carnosine, ginkgo biloba extract (EGb 761) and

clarithromycin decreased histopathologic injury and proinflammatory mediators in

newborn rats with hypoxia/reoxygenation induced intestinal injury.
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