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OZET
Giris: Nekrotizan enterokolit (NEK) yenidogan déneminde mortalite ve morbiditeye neden
olan onemli bir gastrointestinal acildir. Bu ¢alismada amacimiz plazmide klonlanmis insan

VEGF-A geninin NEK olusturulmus yenidogan ratlardaki etkinligini arastirmaktir.

Metod: 24 vistar albino yenidogan rat 3 gruba (n=8) ayrildi. Grup 1 sham grubu, grup 2,
NEK olusturulduktan sonra sadece plasmid verilen grup, grup 3 NEK olusturulduktan sonra
VEGF geni ile tedavi edilen grup. NEK CO2 odasinda asfiksi olusturularak ve soguk stres
kullanilarak meydana getirildi. Ttiim ratlar NEK olusturulduktan sonra 4. giin sakrifiye edildi.
Barsak dokusunda oksidatif hasar ve inflamatuar parametreleri ve VEGF diizeyleri
biokimyasal olarak calisildi. Histopatolojik olarak ise nekroz, epitelizasyon, inflamasyon

parametreleri ve neovaskiilarizasyon diizeyleri incelendi.

Bulgular: Kolon dokusunda MDA ve NO diizeyleri Grup 3’te ( VEGF tedavi grubu) grup
2’ye gore (NEK grubu) anlamli olarak farkli idi (P <0.05). Histopatolojik sonuglar agisindan
da grup 3 grup 2’ye gore anlamli olarak daha iyiydi.

Sonu¢: VEGF gen tedavisi vaskiilarizasyonu artirarak kolonik oksidatif hasar1 azaltmaktadir.

Bu tedavi gelecekte NEK’ in erken déneminde etkin olarak kullanilabilir.



ABSTRACT

Background: Necrotizing enterocolitis (NEC) is the most common gastrointestinal
emergency and the leading surgical cause of death in premature infants. The aim of this study
is to apply human VEGF-A naked DNA-mediated gene therapy in order to search their effects

in the healing process of necrotizing enterocolitis.

Methods: Twenty-four Wistar albino newborn rats were divided into three equal groups
(n=8) as follows: Group-1: sham group; group-2: necrotizing enterocolitis+plasmid delivery;
Group-3: necrotizing enterocolitis+ VEGF plazmid delivery. Wistar albino newborn rats were
fed by hand and exposed to asphyxia by CO2 chamber and cold stress to develop NEC. All of
the rats were sacrificed in the postoperative 4th day. Tissue oxidative damage, inflammatory
parameters and VEGF levels were determined by using biochemical methods. Necrosis,
ephytelization, inflammatory  processes, and neovascularization were  studied

histopatologically.

Results: The intestinal tissue levels of MDA and NO were significantly different between the
VEGF therapy and control group (P <0.05). VEGF gene therapy significiantly accelerated the

healing process of histologic parameters included angiogenesis.

Conclusions: The results of the current study revealed that VEGF gene therapy improved
vascularization and reduced intestinal injury by minimizing oxidative stress. This therapy can

be effectively used in NEC in the future.
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1. GIRIS

Nekrotizan enterokolit (NEK) yenidoganlarda en sik acil cerrahi girigim
gerektiren, mukozadan baglaylp tiim katlar1 tutabilen inflamasyon ve nekroz ile
karakterize, gastrointestinal sistemin (GIS) ilerleyici bir hastaligidir (1-3). Olgularmn
%62-94’linli prematiire bebekler olusturur (1,4,5). Gebelik haftasi ve dogum agirligi
azaldikca hastaliga yakalanma oran1 artmaktadir (6). NEK siklig1 yenidogan yogun bakim
tinitelerinde %1-5 arasinda degismektedir (5,7). Hastaligin baslangi¢c zamani genellikle
postnatal 3-10. giinler arasinda olmakla birlikte, postnatal ilk 24 saatte veya 3.ayda
bildirilen NEK olgular1 bulunmaktadir (8,9).

NEK’in kesin etyolojisi ve patogenezi tam olarak anlagilmamig olmakla birlikte
multifaktoriyel bir hastalik oldugu kabul edilmektedir (10). Prematiire dogumun yani sira
hipoksik-iskemik hasar, formiil mama ile beslenme ve patolojik bakterilerle kolonizasyon
NEK olusumunda etkili faktorlerdir (1,11). Gastrointestinal sistemde ilk mukozal hasarin
intestinal iskemi sirasinda olustugu ve bunun da bakteriyel invazyonu kolaylastirdigi
bilinmektedir (5,11). Prematiire bebekler yasamlarinin ilk giinlerinde hipotansiyon,
hipotermi, hipoksi, anemi, umbilikal kateterizasyon ve beslenme gibi bir ¢ok strese maruz
kalmaktadirlar (12,13). Bu stresler esnasinda beyin ve kalp gibi yasamsal organlarn kan
akimlar1 korunabilse de diger organlarda ve mezenterik alanda iskemi meydana
gelmektedir. Prematiirelerde barsak mukozasi kan akimi ve oksijen degisimlerine oldukca
duyarli oldugundan kolayca mukozal hasar olugmaktadir. Son yillarda serbest oksijen
radikallerinin de bu mukozal hasar1 artirdig1 gosterilmistir (1,5). NEK’te barsakta hasar
basladig1 zaman beraberinde hiicresel diizeyde iyilesme de baslamaktadir. Bu donemde
yara dokusunun merkezinde gelisen hipoksi, laktik asit ve yiiksek miktarda oksidan
madde birikimi anjiyogenetik faktorlerin salinimini tetikler. Yara onarimi i¢in gerekli
olan oksijen, besin ve inflamatuar hiicrelerin ulastirilmasi i¢in yeni damarlarin olusumuna
anjiyogenez denmektedir (14). Anjiyogenezi en fazla uyaran biiyiime faktorii vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) diir (15). Insan organizmasinda anjiyogenez VEGF,
fibroblastik biiylime faktorii (FGF) ve anjiyopoetinler gibi bir takim uyarict ve
trombospondin, endostatin, anjiyostatin gibi bir takim inhibitor faktorler tarafindan

diizenlenir ve sinirlandirilir. VEGF molekiiler agirligi 45-kd olan ve endotel hiicreleri



tizerinde gii¢lii anjiyogenik mitojen etkisi gosteren, heparini baglayan bir homodimerik
glikoproteindir. Insanda geni 6. kromozomun kisa kolunda bulunmaktadir. VEGF’iin A,
B, C, D, E ve F olmak iizere 6 alt grubu vardir. VEGF A anjiyogenezin en 6nemli
molekiiler diizenleyicisidir. VEGF’in ayrica endotel hiicresi lizerinde anjiyogenezi
uyarici, permeabilite artirici, antiapoptotik ve antiinflamatuar etkileri de mevcuttur (16).

Klonlanmig biiylime faktor genlerinin ¢esitli gen tedavi teknikleri kullanilarak
hedef doku ve organlara verilmesi anjiyogenezin olusturulmasi amagh yeni bir
yaklagimdir. VEGF geni ve proteini oldukga iyi calisilmig bir anjiyogenetik faktordiir.
Cesitli hayvan modellerinde, biliylime faktorlerinin disaridan verilmesi ile olusturulan
anjiyogenez caligsmalar1 olduk¢a umut vericidir. Gen tedavi caligsmalar1 heniiz emekleme
asamasinda oldugundan uygulanabilir standart protokol ve araglar yoktur (17). Okaryotik
bir hiicrede calisacak bir plazmide hedef genin klonlanmasi ile DNA’nin hedef hiicre,
doku ve organa verilmesi gen tedavisinde kullanilan protokollerden biridir. Ancak, gen
tedavisinde asilmasi gereken alanlardan biri terapotik genin hedef doku ve organa
verilme seklidir. Plazmidler gen transfer ve tedavi c¢aligmalarinda kullanilan en basit
araclardir, toksisitelerinin diisiik olmasi, gecici ekspresyon saglamalart ve kromozomal
integrasyon 6zelliklerinin olmamasi ile tibbi ¢alismalar igin tercih edilirler (18).

Etyolojisi tam olarak aydmlatilamamig olmakla birlikte iskemik hasara ugramisg
bir barsak zemininde gelistigi diisiiniillen NEK’te uygulanacak tedavi sekli halen
tartigmalidir. Genellikle miimkiin oldugunca az girisimsel yontemlerle ve az bagirsak
kaybr ile hastanin i¢inde bulundugu durumdan kurtarilip asamali olarak tedavi edilmesi
giincel tedavinin esasini olusturmaktadir. Literatliirde bu asamali yaklasimlar sirasinda
barsakta kanlanmay1 artirmak ve inflamasyonu azaltmak amaciyla ¢ok ¢esitli etkenler
denenmis fakat bu giin i¢in kullanima giren etkin bir ajan bulunamamistir. Bu c¢alisma
deneysel olarak olusturulan NEK modelinde plazmide klonlanmis VEGF geninin
barsaktaki oksidatif hasar ve anjiogenez iizerine etkilerini arastirmak amaci ile

planlanmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1 NEKROTIZAN ENTEROKOLIT

Yenidogan doneminin 6nde gelen mortalite ve morbidite nedeni olan NEK, bu
dénemde en sik rastlanilan gastrointestinal acildir. Patogenezi hala tam olarak
aydinlatilamamustir. Medikal tedavi yetersiz kalabilir, cerrahi tedavi uygulanan olgularda
morbidite ve mortalite yiiksek olup ayrica etkili koruyucu Onlemler konusunda fikir
birligine varilamamistir(1). NEK her ne kadar mideden aniise kadar gastrointestinal
sistemi tutabilse de, daha ¢ok distal ince barsak ve proksimal kolonu tutar, sinirh
mukozal harabiyetten total nekroza kadar degisen bir spektrum gdsterir (2). Son 30 yil
icindeki bilgi birikimine ve yenidogan yogun bakim iinitelerinde (YYBU) kullanilan
tekniklerdeki ilerlemelere ragmen, NEK’in mortalitesi hala konjenital gastrointestinal
anomalilerden daha yiiksektir (3). Mortalite oran1 %10-50 arasinda degismektedir ve

pannekrozda oran daha da artmaktadir (3).

2.1.1. Epidemiyoloji

Demografik, Klinik veya her iki alanda NEK gelisimine neden olabilen risk
faktorlerini belirlemek i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen preterm dogum ve
disik dogum agirhigt NEK ile en fazla iliskili bulunanlardir. Bu hastaligi gelistiren
hastalarin %90’indan fazlasinda preterm dogum vardir ve NEK gelisme riski dogum
agirhigr ve gebelik yasi ile ters orantilidir. Dogum ve yenidogan bakimindaki ilerlemeler,
surfaktan tedavi uygulamasi ve akciger hastaliklarinin tedavi orani arttikga daha fazla
sayida ¢ok diisiik dogum agirlikli (CDDA) yenidogan hayatta kalmakta, bu da NEK riski
altinda olan toplulugun artmasina neden olmaktadir (1,4,5,19).

Nekrotizan enterokolitin gergek goriilme sikligini tahmin etmek zordur (5).
Siklig, tilkeden iilkeye, hastaneden hastaneye degismektedir . Bunun nedenleri arasinda;
bolgelere gore farkliliklar olmasi, kurumlardaki kayitlarin giivenirligi, kurumlardaki
uzmanlarin yaklasim farkliliklar1 ve hastaya bagl faktorler rol almaktadir (5,11). Tek tek
merkezlerin NEK sikliklarint rapor ettikleri bir¢ok c¢alisma olmasma ragmen, ¢ok
merkezli yapilmig NEK sikligina ait calisma sayisi sinirlidir. Bazi secilmis serilerde

YYBU’e bagvuran bebeklerde siklik %1-5 ve 1000 canli yenidoganda 0,5-5 hasta



arasinda degismektedir (7). CDDA (<1500 gr) yenidoganlarda bazi iilkelerdeki NEK
insidanslari: Japonyada % 1-2, Avusturya’da % 7, Yunanistan’da % 10, Arjantin’de % 14
ve Hong Kong’da % 28 olarak bildirilmistir (3). Ulkemizde ise ¢ok fazla sayida arastirma
olmamakla birlikte genel siklik %0.19-7,2 prematiire yenidoganlarda ise % 7,2-8,2 olarak
bildirilmistir (20).

NEK insidanst dogum agirlig1 ve gebelik yasi ile ters orantili olarak artmaktadir.
Wilson ve arkadaglarinin 148 NEK'li hastay1 degerlendirdikleri bir ¢aligmada bebeklerin
% 42’sinin 1000 gramin altinda, % 39’unun 1000-1500 gram arasinda; %38’inin 1500-
2000 gram arasinda; % 0;11’inin 2500 gramin iistiinde saptamiglardir (6). Gebelik haftasi
azaldikca artan risk postkonsepsiyonel 36 haftaya kadar devam eder. Term bebeklerde
NEK nadir goriiliir. Klinik ve patolojik bulgular preterm bebeklerdekine benzer olmakla
birlikte genellikle altta yatan ve baslatici rol oynayan bir hastalik vardir (21,22). Perinatal
asfiksi, polisitemi, solunum yetmezIligi, myelomeningosel ve konjenital kalp hastalig1 gibi
konjenital anomaliler siklikla altta yatan nedenleri olusturur (12,23)

Cinsiyet, NEK goriilme oranlarini etkilemez ancak erkek bebeklerde 6liim riski
artmistir (24). Bazi ¢alismalarda siyah irkta beyazlara gore daha fazla oranda goriildigi
bildirilmekle birlikte, 1rksal farklilik olmadigin1 gosteren ¢alismalar da vardir.
Sosyoekonomik durum ve mevsimlerle NEK gelisimi arasinda anlamli bir iliski
saptanmamustir (7,25,26).

Hastaligin baglama zamani postnatal birinci giin ile iiglincii ay arasinda
degismekte olup siklikla ikinci haftadadir. Ayrica hastalifin ortaya ¢ikis zamani, gebelik
yast ve dogum agirlig: ile ters orantilidir; prematiirelerde daha matiir bebeklere kiyasla,
daha ge¢ gorilmektedir (8,9,3,27). Stoll ve arkadaslari ¢alismalarinda hastaligin
baslangi¢ zamanini, 30 hafta veya daha kiigiik bebeklerde ortalama 20,2 giin olarak
saptarken, 31-33 gebelik haftasinda 13,8 giin, 34-36 gebelik haftasinda 5,4 giin, 36 hafta
ve lizeri bebeklerde ise 7 giin olarak saptamislardir (19).

NEK’e bagli mortalite hiz1 %15-30 arasinda degismektedir. Baz1 calismalarda
diisiik dogum tartis1 ve gebelik haftasi ile iligkili olarak daha yiiksek mortalite oranlar
bilirilmistir (24,28). NEK’li olgularin ¢ogunda medikal tedavi yeterli olmakla birlikte
vakalarin %20-40’inda cerrahi girisim gerekmektedir (21,28). Cerrahi girisim uygulanan
olgularda mortalite oranlar1 %50’ye kadar yiikselmektedir ve risk hastanin gebelik haftasi



diistiikce artmaktadir. Cerrahi tedavi gerektiren yenidoganlarin %25’inde ameliyat
sonrast uzun donemde yara dudaklarmin ayrilmasi, karmm i¢i abse ve bagirsak
yapisikliklar: gibi komplikasyonlar goriilmektedir (29). NEK nedeniyle cerrahi tedavi
olmus yenidoganlarda en ciddi ve uzun siire devam eden sorun ise “kisa bagirsak
sendromu’dur (30).

NEK olup iyilesen CDDA’1 yenidoganlar, norogelisimsel ve fonksiyonel agidan
bircok yetersizlik gelisimi agisindan risk altindadirlar (31). Arastirmalarin sonucunda,
sepsis ve NEK atlatmis yenidoganlarin diizeltilmis yas 18-22 ayda biiyiime gelisme,
geriligi, serebral palsi, gorme ve isitme bozuklugu acisindan daha biiyiik risk altinda
olduklar ortaya ¢ikmustir. Cerrahi girisime ihtiyag duyma durumu hastaligin siddetini
tahmin etmede bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Yaklasik 3000 CDDA’l1 hastay1 igeren
bir ¢alismada cerrahi tedavi gérmiis olan NEK gecirmis hastalarin, diizeltilmis yaslari 18-
22 ay oldugunda medikal olarak tedavi edilen NEK gecirmis hastalara veya NEK
gecirmemis hastalara gore daha fazla biiylime geriligine ve nérogelisimsel hasara sahip
olduklari tespit edilmistir (31).

NEK vakalar1 genellikle tek tek goriiliir, ancak nadiren salginlar seklinde
saptanabilir. Bu salginlar sirasinda yapilmig olan tetkikler sonucunda bu salgmlarin
infeksiyoz salginlar oldugu saptanmustir. Tek bir infeksiydz ajan NEK epidemileriyle
iligkilendirilememistir ancak salginlarda kan, diski ve periton sivisindan ortak enfeksiyoz
ajanlar izole edilmistir. Salginlar daha ¢ok kalabalik servislerde ve bakim veren kisilerin

GIS rahatsizliklar1 oldugu dénemlerde goriilmiistiir (32).

2.1.2. Patogenez

NEK’in kesin etyolojisi ve patogenezi tam olarak anlagilmamis olmakla birlikte
multifaktoriyel bir hastalik oldugu kabul edilmektedir (10). Prematiiritenin yani sira
hipoksik-iskemik hasar, formiil mama ile beslenme ve patolojik bakterilerle kolonizasyon
diger risk faktorleridir (1,11) (Sekil 1). Yakin donemde yapilan calismalar NEK ve
perinatal morbiditeyle genetik polimorfizmin de iligkili olabilecegini géstermistir (33).
Gastrointestinal motilitenin kaybi, intestinal mukozal biitiinliiglin bozulmasi, mukozal
enflamasyon gibi NEK’e ait 6zelliklerin olusturdugu ortak sonug intestinal apopitoz ve
nekrozdur (34) Trombosit aktive edici faktor, sitokinler, nitrik oksit(NO), endotelin-1,



prostoglandinler, Iokotrienler ve reaktif oksijen radikalleri NEK’e neden olan
enflamasyonda ortak rol oynarlar. Tetigi ¢ceken etkenden bagimsiz olarak, bu etkenlerin
tek baslarmma veya birlikte ayni yol lizerinden etki ederek NEK’e yol agtiklari
diistintilmektedir (35,36).

GIS SORUNLARI BAKTERILER
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Sekil 1. Nekrotizan enterokolit gelisiminde rol oynadig: diisiiniilen etiyolojik

faktorler (11).

2.1.2.1Preterm dogum

Epidemiyolojik caligmalar preterm dogum ile NEK arasinda siki bir iligki
oldugunu ortaya koymustur. NEK’li olgularin %90’dan fazlasi prematiiredir. Gebelik
yast ve dogum agirhigr diistiikce NEK riskinde artis gozlenir ve hastalik daha agir
seyreder (26,37,38). NEK gelisen bebeklerin %]10’unu zamaninda dogan bebekler
olusturmaktadir ve hemen hepsinde asfiksi, intrauterin biiylime geriligi (IUBG),
polisitemi/hiperviskosite, kan degisimi, gobek kateteri takilmasi, gastrosizis, konjenital
kalp hastaligi veya miyelomeningosel gibi risk faktorleri bulunur (37). Prematiirelerin

NEK agisindan yiiksek risk tagimalarmin en O6nemli nedeni gastrointestinal motilite,



sindirim dolasim, intestinal bariyer, bagisiklik sistemi gibi ana fonksiyonlarimin da
immatiir olmasidir (1).

1. Olgunlasmamis bagirsak hareketleri ve sindirimi: insan ve hayvanlardaki fetal
caligmalar gastrointestinal motilitenin ikinci trimesterde basladigini ancak tigiincii
trimesterde olgunlastigin1 gdstermektedir (39). Intestinal motilite ile ilgili ¢alismalarda
preterm yenidoganlarin gelismemis hareket kaliplarina sahip olduklar1 ancak agizdan
beslenmenin bu cevaplari olgunlastirabildigi saptanmustir. Motilin ve pankreatik
polipeptid bagirsakta iletimi saglayici motor aktiviteyi uyaran faktorlerdir. Agizdan
beslenme ile motilin seviyesinin 3 katina kadar arttig1 gosterilmistir. Dolayisiyla preterm
bebeklerin ilk gilinlerden itibaren ¢ok az da olsa agizdan beslenmelerinin bakteriyel
¢ogalma ve gocii azaltarak NEK gelisme riskini azalttig1 tespit edilmistir (35).Intestinal
motilite bagirsak liimeninde bulunan ve intestinal mukozal bariyere sunulan antijenlerin
temizlenmesinde énemli bir role sahiptir. Liimen iceriginin hizi emilim miktarin1 etkiler.
Motilitenin yetersiz olmasi bagirsaklarda anaerob bakterilerin artmasina ve
malabsorbsiyona neden olur (40).

Prematiire bebeklerin gastrik asit ve pepsin tretimi diistiktiir, amilolitik, lipolitik
ve proteolitik salgilar1 yeterli diizeyde degildir. Yutularak alinan mikroorganizmalara
kars1 onemli bir savunma sistemi olan gastrik asit ve pepsin miktarlari ancak 1.ay
civarinda eriskin diizeyine gelir. Mide asidinin diisiik diizeyde olmasi liimen i¢inde pH’1n
yiikselmesine neden olur ve sonugta bakteriyel kolonizasyon igin daha uygun bir ortam
olusur (41). Prematurelerin intestinal motilitelerinin yetersiz olmasinin yani sira sindirim
fonksiyonlarimin da yetersiz olmas1 tam olarak sindirilememis molekiiller nedeniyle
intestinal hasarin olusmasina neden olur (42).

2) Olgunlasmamis bagirsak bariyer islevi: Intestinal epitelyal bariyerin
biyokimyasal ve yapisal kisimlar1 yeterince olgunlagamazsa bakteriler daha derin
dokulara ilerleyerek enflamasyana neden olurlar. Prematurelerde oOzellikle NEK
gecirenlerde immunglobulinler (Ig), proteinler ve karbonhidratlar gibi makromolekiillerin
bagirsak gegirgenliginin yiiksek oldugu saptanmstir (40) Fetal bagirsak sekresyonu ve
absorbsiyonu prematiirelerde olgunlagmamistir, amniotik sivinin da etkisiyle 26 haftadan

40. haftaya kadar gegen zamanda ancak gelisimini tamamlar (42). Bu nedenle patojenler



ve toksinler prematiirelerde bagirsak liimeninden etkin olarak uzaklastirlamamanin yani
sira gevsek intestinal bariyer nedeniyle de kolay emilirler.

Goblet hiicreleri miisin salgilayarak intestinal mukoza {izerinde koruyucu kalin bir
tabaka olustururlar. Bu mukus tabakasi bakterilerin epitel hiicrelerine dogrudan
baglanmasina engel olur, yapisan bakterileri bir araya toplar ve uzaklastirilmalarini
artirir. Gelisim sirasinda miisin genlerinin bagirsakta ekspresyonu degisir ve eriskin tipte
ekspresyonun gebeligin  23-27. haftalari arasinda olustugu diistintilmektedir.
Olgunlagsmamisg bir miisin engeli, artmig bagirsak gegirgenligine ve bakteri baglanmasina
neden olur. Bu durumda da bagirsak epitel engelinde bir gedik olusur ve bu da patojen ve
bazen patojen olmayan uyarilar sonucu bagirsaklarin hasara daha yatkin olmasini saglar
Q).

Prematiirelerde intestinal epitelyal bariyerin yetersiz fonksiyonunun bir diger
nedeni de biyokimyasal savunma kismindaki olgunlagsma bozuklugudur. Bagirsak
kriptlerinin tabanina yerlesmis ve Ozellesmis salgilayic1 enterositler olan Paneth
hiicreleri; lizozim, fosfolipaz A2 ve kii¢iik antimikrobiyal peptidler salgilarlar. Bu salgilar
bakteriyel topluluklarin yapisini ve dagilimini etkilemektedir. Bagirsak hiicrelerince
iretilen 2 6nemli antimikrobiyal peptid sinifi vardir. Bunlar “defensin”ler (a ve B) ve
“kathelisidin”lerdir. Mikrobik uyariya yanit olarak Paneth hiicreleri “a defensin”
salgilarlar. Bagirsak epitel hiicreleri ise genel olarak “B defensin”ler salgilarlar. Bazi
hiicreler de proenflamatuar uyarilar sonras1 “defensin”lerin ekspresyonunu artirirlar. Bu
antimikrobiyal peptidler; bakteriler, virlisler, mantarlar, protozoalar ve spiroketler de
dahil olmak tizere genis bir mikroorganizma grubuna karsi biyoaktivite gosterirler.
Olgunlasmamis bagirsak bu patojenlere karsi hassastir (43).

Fare ve insanlarda yapilmis olan ¢alismalar fetusun gelisim dénemleri boyunca
Paneth hiicrelerince yapilan “o defensin” ekspresyonunun degistigini gostermistir. Paneth
hiicre sayist ve “a defensin” ekspresyonu 24 hafta ve altindaki preterm yenidoganlarin
bagirsaklarinda eriskinlere gore daha diisiik diizeyde saptanmistir (1). Ayrica NEK
nedeniyle opere olmus yenidoganlarin bagirsak doku oOrneklerinde ¢ok sayida Paneth
hiicresi ve “a defensin” kopyasi bulunmus olmasina ragmen Paneth hiicrelerindeki “o

defensin” miktar1 kontrollere gore diisiikk bulunmustur (1).



Olgunlagsmamis bagirsaklarda biiylime faktorleri veya biiylime faktorlerinin
reseptorlerinin eksikligi gosterilmistir. Epidermal biliylime faktorii (EGF) bagirsak
gelisimindeki en dnemli bitylime faktoriidiir ve enterositlerin bazolateral yiizeyinde EGF
reseptorleri tanimlanmistir (44). EGF’in in utero eksojen inflizyonunun intestinal enzim
aktivitesini ve intestinal gelisimi uyardigi gosterilmistir . Gebelik haftasi ilerledikce
amniotik sividaki EGF konsantrasyonu artar (45). EGF’in tiikriikteki diizeyi gebelik
haftasi ile direk iligkilidir (45). Yapilan ¢alismalarda 6zellikle cerrahi tedavi gerektiren
NEK hastalarinda serum ve tiikritkteki EGF diizeyleri diisiik saptanmistir (46). EGF’in
klinik kullanimiyla ilgili yapilan ¢aligmalarda epitelyal rejenerasyonda artisa yol agtigi
saptanmustir (47).

Preterm yenidoganlarin bagirsak gegirgenligi biiyiik cocuklar ve erigkinlere gore
artmigtir. Bir caligmada gebelik yasi 33 haftadan kiigiik olan yenidoganlar, term
yenidoganlarla ayni siit ile beslendiklerinde serum B-laktoglobulin konsantrasyonlarinin
daha yiiksek oldugu bulunmus, bunun da preterm yenidoganlarin bagirsak gecirgenliginin
artisina kanit olabilecegi belirtilmistir (48). Prostaglandinler, hiicreler arasi alanda siki
baglarin direncini artirarak bagirsak bariyerinin tamirinde gorev almaktadirlar.
Indometazin kullanimi ile bagirsagin kendiliginden delinmesi arasinda iliski tespit
edilmesi, prostaglandin inhibitorii olan indometazinin bagirsak bariyerini bozmasina
baglanmistir (1). Bir baska c¢alismada ise 6zellikle NEK’li olgularda NO’nun enterositler
tarafindan asir1 miktarda tretildigi, asirt NO’nun da bagirsak bariyerini bozdugu
gosterilmigtir (49). Bagirsak epitel bariyerinin olugmasi, islevsel ve biyokimyasal
diizenlemelerin olgunlasma siiregleri konusundaki ileri doniik calismalar NEK
patogenezinin anlasilmasina katkida bulunacaktir (1).

3)Bagirsagin dogal bagisikliginin olgunlasmamis olmasi: Fetus terme ulastigi
zaman bazi antijenlere karsi duyarlilagsa da, tam fonksiyon gosteren bir bagisiklik
sistemine sahip degildir ve GIS’I sterildir. Dogumdan hemen sonra baslayan
degisikliklerle yenidoganin bagisiklik sistemi olgunlasir ve gastrointestinal sistem
bakterilerle kolonize olur. (50). Dogum sirasinda ve annenin cildindeki bakterilere maruz
kalma, anne siitlindeki immiinolojik faktorler yenidoganin bagirsagindaki ve bagirsak

iliskili bagisiklik sistemini olustururlar (51)



NEK’e bagli ortaya ¢ikan 6dem, koagulasyon nekrozu ve kanama iltahabi bir
cevap sonucunda meydana gelir (48). NEK’in patogenezinde rol oynadigi diisiiniilen
iltahabi aracilar arasinda trombosit aktive edici faktdr (PAF), tiimor nekroz faktor- o
(TNF-a) ve interlokinler (IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 ve IL-18) yer almaktadir.

Amaci patojenlere kars1 savunma ve hasarli dokuda ilk cevabi olusturmak olan
iltahab, ¢ok siki kontrol edilen programlanmis bir konak cevabidir. Tehlike iletileri,
iltahabi hiicreleri ¢ekmek i¢in damarsal gecirgenligi arttiran kemotaktik ajanlarin ve
iltahabi aracilarin salmimina yol agtifinda iltahab siireci baslar (1). Iltahab bagirsagin
mikroorganizma yoniinden zengin ortaminda organizmanin hayatta kalmasi i¢in ¢ok
Oonemli bir savunma mekanizmasidir. Ancak iltahabi yanit ayn1 zamanda nétrofillerden
proteaz ve oksidan maddelerin salinip doku hasari olusturmasina da neden olur. Bu
molekiiller bagirsak epitel engelinde hasara ve olagan durumlarda bu engeli gegemeyecek
mikroorganizmalarin  savunmaytr asmasina yol acarlar. Boylece epiteli asan
mikroorganizmalar daha ileri proenflamatuar aktivasyona ve doku hasarina neden
olabilirler. Bazi in vitro g¢aligmalar sonucunda olgunlasmamis bagirsak hiicrelerinin
patojenik uyarilara asir1 iltahabi cevap gostermeye meyilli olduklar1 gosterilmistir (52).
Arastirmacilar bunun nedeninin gelisimsel olarak heniiz yeterli diizeye erismemis olan
niikleer faktor kappa B (NF-kB) inhibitorii eksikliginin daha fazla NF-xB aktivitesi
olusturmasi sonucu oldugunu 6ne stirmiislerdir. Bu modelde artmais iltahabi cevap artmis
hiicresel enflamasyona ve kontrolsiiz hiicre hasarina neden olabilir. Diger bir hipotez ise
toll like reseptor-4 (TLR-4)’iin olagandisi ekspresyonunun bagirsak hiicrelerinde agiri
artmis proenflamatuar cevaplara yol agabilecegidir. Yapilan hayvan caligmalarinda
bagirsak epitel TLR-4’lerinin hipoksi, mama ile beslenme gibi stres faktorlerinden dolay1
olagandis1 artmasi1 sonucunda var olan normal bakteriyel kolonizasyona ragmen artmis
iltahabi sinyalizasyon olustugu saptanmistir (52).

Hastaligin patofizyolojisi ile ilgili iddia edilen diger bir mekanizma ise azalmis
iltahabi sinyalizasyonun asir1  bakteriyel ¢ogalmaya neden oldugudur. Preterm
yenidoganlarda iltahabi yolaklarin aktive edilememesi sonucu hiicre 6liimiinii 6nleyen
(antiapopitotik), hiicre koruyucu (sitoprotektif) faktdrlerin arttigi disiiniilebilir . Ancak
bagirsak enterositlerindeki NF-xB aktivasyonu sifir olan farelerde gegici hipoksiye

cevabin epiteliyal apopitoz oldugu goriilmiistiir (53). Iltahabi cevabin gelismemis
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olmasindan dolay1 ¢evresel stresle karsilasan hiicrelerin apopitozise ugrama oranlari
artabilir. Bu nedenle konagin sagligi; asir1 proenflamatuar aktivasyon (doku hasarina yol
acarak klinik sonucu olusturur) ve yetersiz enflamasyon olusumu arasindaki dengeye
baghidir. Sicanlarda yapilmis bir ¢alismada erken apopitozun NEK patogenezinde bir
faktor oldugu oOne siriilmiistiir (54). Giiniimiizde NEK patogenezinde cevaplanmayi
bekleyen baslica soru artmis enflamasyonun mu yoksa tam tersi azalmis enflamasyonun
mu hastalik olusumunda daha fazla rol oynadigidir. Bu yollarin her ikisi de farkli klinik
senaryolarda, patogenezin farkli boliimlerinde rol oynayabilmektedir. Bir kez epitel
hasar1 baglamis ve ilerlemisse bu NEK olsumuna yol agmaktadir (1).

4)Bagirsagin olgunlasmamis dolasim cevabi : Olgunlasmamis bagirsak dolagimi
anormal bakteri varliginda veya beslenmeye cevap olarak bagirsakta hipoksiye ve
iskemiye neden olabilir (50). Bazi ¢alismalarda immatur hayvanlarin iskemi veya
hemorajiye cevap olarak dolagim diizenlerini degistirdikleri sOylenirken bazi ¢alismalar
boyle olmadigini gostermektedir (55,56). Endotel hiicrelerinden NO’in az retilmesi
sonucunda pretermlerde bagirsak dolasiminin dogum o6ncesi donemden, dogum sonrasi
doneme gecisinin bozuldugu ve bunun da iskemik hasara egilimi artirdigt One
stirilmiisttir (57,58).

Preterm yenidoganlarin siklikla vazokonstriksiyon, hipotansiyon ve tromboz
ataklar1 yasamalar1 GIS kan akimini azaltir ve bagirsak mukozasinin hasar gdrme
olasiligint artirir (12,13). Gobek arter kateteri de ayrica kan damari ¢apini ve kan akimini
azaltarak ya da arteryel spazm veya mikroemboli gelisimine neden olarak bagirsaklarda
iskemiye neden olabilir (59). Patent duktus arteriyosus (PDA) preterm yenidoganlarda
daha sik goriiliir ve soldan saga santa neden olarak mezenterik damar yatagina giden kan
akimimi azaltir. Preterm yenidoganlar olgunlagsmamis dolasim sisteminin yani sira

kendilerine ait komplikasyonlar nedeniyle de dolagim problemi yasarlar.

2.1.2.2 Beslenme

NEK’li olgularin %90’dan fazlasi enteral olarak beslenen bebeklerdir. Enteral
besleme ile NEK arasindaki iliski tam olarak bilinmese de; hiperosmolar formiill mama
veya yiiksek hacimli ve hizli beslemenin, prematiire bebeklerde kisa zincirli yag asitleri

ile beslemenin NEK riskini arttirdig1 bildirilmektedir (37) Ozellikle yiiksek hacimli
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agresif beslemenin mide distansiyonu yaratarak splenik veya mezenterik dolasimi
bozacag1 ve intestinal iskemiye yol agabilecegi belirtilmektedir (37). Gilinliik enteral
hacim artiglar1 makul oldugu halde enteral beslenmeye karsi en ufak bir intolerans
stiphesi gelistiginde beslenmenin kesilmesi ile NEK sikliginin azaldig1r gozlemlenmistir
(60) Beslenme miktarinin 20 ml/kg/giin’den hizli artiritlmasinin NEK sikligin1 arttirdigi
tespit edilmistir (61,62) Minimal enteral beslenme veya az miktarda besini trofik etken
olarak kullanip GIS mukozasinin gelisiminin saglanmasi preterm yenidoganlarda uygun
bir ¢oziim olarak géziikmektedir. Boylece beslenmeye tolerans artmakta, kolestaz riski
azalmakta ve bagirsak trofik hormon seviyeleri artmaktadir (63). Hayvan calismalarinda
kisa zincirli yag asitleri ile beslemenin barsaklara zarar verdigi gosterilmis ve bu
durumun 6zellikle prematiirelerde belki de laktaz ve diger bagirsak enzim aktivitelerinin
yetersizligi nedeniyle olabilecegi belirtilmistir (37).

Insan ve hayvan calsmalarinda ise anne siitii ile beslemenin NEK insidansini
azalttig1 gosterilmistir. Anne siitii, icerdigi; IgA, l6kosit, laktoferrin, lizozim, musin,
sitokin, EGF, enzimler, oligosakkarid, poliansatiire yag asitleri gibi birgok madde ile
antibakteriyel, anti-inflamatuvar ve mukoza koruyucu etkilere sahiptir (37). Glutamin ve
niikleotidler gastrointestinal hiicre metabolizmasina yardimeci olur. EGF direk olarak
gastrointestinal fonksiyonlar1 gelistirir ve bagirsak maturasyonunu saglar.

Prematiirelerde tek basina enteral beslenme ile NEK patogenezinde 6nemli rol
oynayan PAF’in plazma diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (64). Amer ve arkadaslarinin
calismasinda prematiire ve term yenidoganlarda enteral beslenmeden sonraki ilk
mekonyum ile 14. giin digkilarinda PAF ve PAF spesifik asetil-hidrolaz (PAF-AH)
diizeyleri ve bunlarin NEK ile iligkisi arastirilmig; sonug¢ olarak 14. giin diskisinda,
mekonyuma gore PAF diizeylerinin anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmistir (65).
NEK gelisen yenidoganlarin diskilarinda da PAF diizeylerinin, saglikli yenidoganlara
gore belirgin yiiksek oldugu gosterilmistir. PAF-AH diizeyleri arasinda ise gruplar
arasinda belirgin bir fark saptanmamistir. Sonug olarak; enteral beslenmenin, intestinal

dokuda lokal PAF {iretmini artirarak NEK gelisiminde etkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
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2.1.2.3 Hipoksi-iskemi

Insanlarda NEK’te goriilen patolojik degisikliklere benzer patolojik degisiklikler
hayvan NEK modellerinde hipoksik-iskemik hasar yoluyla olusturulmaktadir. GIS kan
akimiin bozulmasi, NEK’te en ¢ok suclanan etiyolojik faktorlerden biri olan mukozal
kan akiminin azalmasina yol agar. Onemli bir baslatic1 faktdr oldugu kabul edilen bu
durumun mukozanin hipoksik kalmasi, hiicrelerin hasar gérmesi ve nekroze olmasi ile
sonuclandigr diisiiniilmektedir (1). 1975’ten beri bir¢ok arastirmact NEK’in diisiik kan
akiminin sebep oldugu bagirsak mukozal hasar1 ve buna bagli ikincil bakteriyel yapisma
ile birlikte hipoksi sonucunda oldugunu ileri stirmiiglerdir (5,11).

Perinatal donemde ¢esitli nedenlerle fetusun oksijen ihtiyacinin yerine
getirilememesi perinatal asfiksi ile sonuglanir. Llyod’un “Dalma teorisi’ne gore belirli bir
stire devam eden hipoksik durumlara tolerans gosterebilen splenik dolasim, bu siirenin
uzamasi halinde yeterli kan akimini1 saglayamamakta ve bagirsak mukozasinda kalici
zedelenmeler, iskemik hasar gelismektedir (1,5). Yapilan caligmalarda hipertansif,
preeklampsili veya kokain kullanan anne bebegi gibi dogum oncesi donemde azalmis
plasental kan akimina maruz kalmis yenidoganlarda NEK sikliginin artmis oldugu tespit
edilmistir (11). PDA veya konjenital kalp hastaligi gibi dogum sonrasi azalmig sistemik
kan akimina neden olan durumlarda da NEK sikliginin artmig oldugu tespit edilmistir (5).
Uzamis membran riiptiirii, annede infeksiyon, fetal distres, dogum odasinda canlandirma
ihtiyaci gosterme ve diisiik Apgar skoruna sahip olma dogum sonrasi sistemik kan
akimini azaltan durumlardir. Dogum sonrast sorunlardan tekrarlayan apne, hipotansiyon
ataklar1, umbilikal vaskiiler kateterlerin takilmasi, kan degisimi ve PDA da sistemik kan
akimin1 ve dolayisiyla da mezenterik kan akimini azaltir. Baz1 calismalar yukaridaki
bilgilerin tersine perinatal olaylarin kontrol gruplarinda da benzer sonuglara yol actigini
ve kontrol gruplarinda NEK gelisiminin benzer oranlarda oldugunu saptamislardir (5).
NEK’in histolojik bulgularinda gastrointestinal sistemde mukozal iilserasyon, 6dem,
kanama, damarsal genisleme, ilerlemis olgularda tam kat koagiilasyon nekrozu ve
bagirsak delinmesi vardir. Tiim bu bulgular iskemi ile uyumludurlar (11,59,66,67).

Mukozal nekroz ve anatomik biitlinliiglin bozulmasi ile bakteriyel invazyon i¢in

uygun sartlar olusur (6). NEK’te iskemik nekroz en fazla ileumun distalinde ve kalin
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bagirsagin proksimalinde olusur, bu alanlarin diger bagirsak boliimlerine gore daha az
damarlanmaya sahip olmasi da dikkat ¢ekicidir (50).

Son yillarda NEK patogenezinde iskemik mukozal hasarin molekiiler diizeydeki
bulgulari yaymlanmaya baslamistir (11). Hayvan calismalarinda intestinal iskemiyi
takiben reperfiizyon sonucu barsak nekrozu gelistigi gosterilmistir (68). Hipoksi ve
reoksijenasyon sonrasi intestinal zedelenme ortamdaki serbest oksijen radikalleri ve
enflamatuar mediatorler araciligiyla gelisir. Ksantin oksidaz barsaktaki serbest oksijen
radikallerinin ana kaynagidir. Hidrojen peroksit, stiperoksit ve hidroksil anyonu hasardan
sorumlu en 6nemli serbest oksijen radikalleri olarak bilinirler. Serbest oksijen radikalleri
lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, notrofil aktivasyonu ve deoksiriboniikleikasit
(DNA) hasari olusturarak hiicre 6liimiine, bolgesel hasar gelisimine ve sistemik bulgulara
neden olurlar (68). Deneysel ¢alismalarda serbest oksijen radikallerinin olusumunu ya da
etkisini 6nleyen maddeler verildiginde intestinal hasar ve NEK gelisiminin azaldig
bircok ¢alisma ile gosterilmistir (68,69,70). Hipoksi ve reoksijenasyon sonucu gelisen
intestinal hasarlanma sonucu, epitelyal hiicreler ve aktive notrofillerden ortama cesitli
inflamatuvar mediatorler salinir. Bu inflamatuvar mediyatorlerin baslicalar1 PAF, TNF-a,
NO, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 olarak sayilabilir (37). Bir¢ok calismada NEK’te bu
sitokinlerin lokal ve sistemik olarak arttigi ve doku hasarinda birincil rol oynadiklari
saptanmistir (34). Bu mediatorlerin intestinal mukozal zedelenmeyi daha da artirarak

tilserasyon ve nekroz olusturduklari diisiiniilmektedir (34).

2.1.2.4 Anormal bakteriyel kolonizayon ve enfeksiyon

YYBU’lerinde enfeksiyon kontroliiyle ilgili onlemlerin artirilmasiyla NEK
vakalarinin insidansinda ve ciddiyetinde azalma gozlenmesi patogenezde enfeksiyonlarin
rol oynadigini diigsiindiirmektedir (10). Bunun yani sira NEK ile en ¢ok iligkili bagirsak
bolgeleri olan ileum ve proksimal kolon da asir1 bakteriyel yiikiin bulunmasi, in utero
donemde NEK vakalarimin saptanmamasi patofizyolojide bakteriyel kolonizasyonun
onemini desteklemektedir. YYBU’de NEK’in zaman zaman epidemiler seklinde ortaya
cikmasi, ayni zamanda hastalik goriilen yenidoganlarda ayni infeksiy6z ajanin etken
olarak tespit edilmesi patogenezde bakterilerin rol aldigini1 destekleyen bulgulardir (5,62).

Epidemiler sirasinda hastalardan ve hastalara bakim verenlerden alinan 6rneklerde ayni
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mikroorganizmalar liremektedir. Bilinen herhangi bir risk faktorii tasimayan bebeklerde
de NEK gelisebilmektedir. NEK herhangi bir perinatal hasardan uzun zaman (haftalar,
aylar) sonra olusabilmektedir. Ayrica uygun konaklarda Clostridium suslarinin oral
verilmesinden sonra NEK benzeri hastalik olusmaktadir (71). Deneysel olarak endotoksin
verilmesinden sonra NEK benzeri lezyonlar da olusturulmustur (72). Endotoksinler,
TNF-a ve PAF salinimina aracilik ederler. NEK’li preterm yenidoganlarin serumlarinda
TNF-a, PAF ve IL-6 seviyeleri yiiksektir (73,74). NEK’te sik¢a goriilen bir bulgu olan
pnomatosis intestinalis, %30 hidrojen gazi igerir. Bu gaz ise sadece bakteriyel
metabolizma sonucu tiretilmektedir (67).

Anne siitii ile beslenen bebeklerde barsak Bifidobacteria ve Lactobacilli ile
kolonize olurken, formiil mama ile beslenenler koliform, enterekok ve bacteriodes cinsi
bakterilerle kolonize olmaktadir. Prematiire bebeklerin barsak florasi maternal flora ile
iliskinin azlhigina, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ve nazokomiyal patojenlere
bagli olarak term bebeklere kiyasla belirgin farkliliklar gostermektedir. Genis spektrumlu
antibiyotik kullanim1 ve enteral beslemenin geciktirilmesi anormal kolonizasyona neden
olmaktadir (37).

Nekrotizan enterokolite sebep olan mikroorganizmayr tanimlamak ¢ok zordur.
Kiiltiirlerde tireyen mikroorganizmalarin patojenler mi yoksa antibiyotik tedavisine baglh
ikincil firsat¢1 bakteriler mi oldugu ayirt edilememektedir (5).

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 ve coronaviriis, rotaviriis ve enteroviriisler de saptanabilir (1,28,48). NEK’li
olgularin sadece %20-30’unun kan kiiltiriinde {ireme saptanabilirken, bakteriyemi
oraninin daha sik olabilecegi belirtilmektedir (37).

Nekrotizan enterokolit patogenezinde mantarlarin olay1 baslatici etkenler
olduguna dair kanit yoktur, NEK’li hastalarin GIS’inde ikincil olarak ortaya ¢iktiklari
distiniilmektedir. Ge¢ donemde kaybedilen birgok NEK’1i hastada neden olarak Candida
tiirlerine bagh gelisen fungal septisemi sorumlu tutulmustur (5).

Lipopolisakkarit (LPS), lipoteikoik asit ve endotoksin gibi bakteri hiicre duvari

komponentlerinin barsak epitelinde bulunan TLR aktive ettigi ve bunun da inflamatuvar
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kaskadi uyararak intestinal hasarlanmada rol aldigi belirtilmektedir (37,52). LPS’ler
giiclii PAF salgiyacilaridir ve LPS aracili intestinal hasarlanmada 6nemli rolleri vardir.
PAF antagonisleri bu hasarlanmay1 onlemektedir. TLR aktivasyonu sitokin cevabina ve
belki de PAF’1n etkinligini arttirarak NEK gelisimine katkida bulunmaktadir (52).

Bakteriler ayrica endotoksinleri yoluyla da NEK patogenezinde rol oynarlar.
Calismalarda bakteriyel endotoksinlerin intestinal sistemdeki PAF, TNF-a ve IL-1
iretimini aktive ederek inflamatuvar kaskadi uyardiklar1 ve intestinal hasar gelisimini
sagladiklar1 gosterilmistir. Enteropatojen kolonizasyonunu 6nleyen ve intestinal olarak
yararl etkileri saptanan Bifidobacterium infantis verilen yenidogan farelerde NEK
insidansinin azaldig1 gosterilmistir (75). Baska bir calismada yavru farelere oral olarak
probiyotik bir ajan olan Saccharomyces boulardi verilmis, kontrol grubuna gore bu
farelerde intestinal hasarin daha az olustugu, intestinal hasarda major rol oynayan PAF
diizeylerinin daha diisiik oldugu saptanmustir (76).

Bagirsaginn anaerobik ortaminda, bakteriler beslenme ile alinan karbonhidratlari
hizla hidrojen, karbondioksit ve metan gibi gazlara ve asetik asit, propiyonik asit ve
biitirik asit gibi kisa zincirli yag asitlerine (short chain fattycids “SCFA”) fermente eder
(77). Pnomotosis intestinalis bu gazlarin olusumu neticesinde gelismektedir. Barsaklarda
SCFA artis1 bakterilerin asir1 ¢ogalmasina ve intestinal mukoza hasarlanmasina neden
olabilir (77). Savunma mekanizmalar1 ve laktaz gibi bazi enzim sistemleri yetersiz olan
prematiirelerde, laktozlu besin alimmin SCFA iiretimine neden olabilecegi, asir1 SCFA

tiretiminin ise NEK patogenezinde anahtar bir rol oynayabilecegi belirtilmektedir (78).

2.1.2.5 ilaclar

NEK olusumunda etkili olabilecek bir¢ok ilag ve madde vardir. Prematiirelerde
retinopati profilaksisinde kullanilan oral vitamin E, hipokalsemiyi Onlemek ig¢in
kullanilan oral kalsiyum laktat, mekonyum ileusu tedavisinde verilen hiperosmolar
kontrast maddeler ile olusmus NEK olgulart bildirilmistir (79). PDA kapanmasini
hizlandirmada kullanilan indometazin, prostaglandin sentetazi bloke ederek
vazokonstrilkksiyona neden olan bir ajandir ve mezenterik kan akimini azaltarak
prematiirelerde NEK’e yol acabilecegi bildirilmistir (80). Apne tedavisinde kullanilan

metilksantin tiirevleri olan aminofilin ve teofilin barsak hareketlerini yavaslatmanin
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yaninda tirik asit metabolizmasiyla iligkili olarak toksik radikaller olusturup eritrosit

hasarina ve bakteriyel kolonizasyona yol agar (81).

2.1.2.6 Genetik

NEK i¢in genetik predispozisyon yaratabilecek faktorlerin arastirilmasi bu
hastalik acisindan risk tasiyanlar icin Onleyici stratejiler ve tedavi seceneklerinin
olusturulmasimi saglayabilir (50). Calismalar NEK iizerinde etkili mediatorlerle iliskili
genetik polimorfizmleri saptamak iizerinde yogunlagmaktadir. Genetik farkliliklar
sitokinlerin enflamasyona verdigi yanitta degisiklikler yaratabilir (33). NEK riskinin IL-
18 AA genotipinin frekansiyla iliskili artis gosterdigi saptanmistir. AA genotip frekansi
evre 3 NEK vakalarinda evre 1 ve evre 2 NEK vakalarina gore daha yiiksek saptanmistir
(33). Bir diger genetik faktor pro-inflamatuar sitokin TNF-a olabilir. Hayvan
caligmalarinda anti-TNF-a ile tedavinin NEK sikligini ve hastaligin agirligini azalttigi
gosterilmistir ancak aragtirmacilar heniiz TNF-o gen farkliliklariyla NEK arasinda bir

iligki bildirmemistir (82)

2.1.2.7 Vazoaktif ve Enflamatuar Mediatorler

Enteral beslenmeyle birlikte bakteriyel kolonizasyon olgunlasmamis
gastrointestinal mukozanin hasarlanmasina yol acarak NEK gelismesine neden olan ortak
yolu tetikler (83). Potansiyel biyolojik aktif fosfolipitlerin ve sitokinlerin salinmasi,
arasidonik asit metabolizmasmin irlinleri, vazoaktif mediatorler, norotransmitterler,
hasarl1 gastrointestinal hiicrelerden salinan reaktif oksijen radikalleri doku hasarina ve
NEK’e neden olan enflamatuar cevabi olustururlar (83). Hayvan ve insan hiicre
caligmalar1  pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar faktorler arasindaki dengenin

prematiirelerde pro-inflamatuar faktorler yoniinde olugunu gostermektedir (83)

2.1.2.7.1 PAF: NEK’te 6nemli rol oynayan proinflamatuar bir fosfolipid aracidir
(34,35). Deneysel calismalarda PAF verilmesiyle barsaklarda histolojik a¢idan NEK’e
benzer bir durum ortaya ¢ikmaktadir (3). Membran fosfolipidlerinden, endotel, makrofaj,
notrofil, hepatosit, glial hiicre, keratinosit, bagirsak epitel hiicreleri de dahil birgok

hiicreden fosfolipaz A2 araciligr ile salinir. PAF’1in NEK patogenezinde etkili temel
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iltahabi arac1 oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir (5,34,84,85). PAF bilinen en giiclii
mezenterik vazokonstriktér maddedir ve yar1 omrii ¢ok kisadir. Kapiller gegirgenligin
artmasi, pulmoner hipertansiyon, notrofil-trombosit agregasyonu, degraniilasyon,
bronkokonstriiksiyon ve iskemik bagirsak nekrozu gibi bir¢ok biyolojik etkilere de
sahiptir (34,85). PAF, bu giiclii vazokonstriktor etkisi ile intestinal iskemi sonucu
mukozal hasar ve NEK’e neden olabilirken; bu etkisini ikincil olarak iiretimini artirdigi
serbest oksijen radikalleri, TNF-a, lokotrien B4 (LTB4), lokotrien C4 (LTC4) gibi
iltahabi aracilar araciligr ile de yapar. Deneysel calismalarda PAF uygulamasi sonrasi
TNF-a, LTB4, LTC4, noradrenalin, prostaglandin ve serbest oksijen radikallerinin artisi
gosterilmistir (85). Hayvanlara PAF uygulandiktan sonra olusan sok, kapiller sizint1 ve
iskemik bagirsak nekrozu gibi sistemik etkiler yenidoganlardaki ciddi NEK klinigi ile
benzerlikler tasimaktadir (1,5). Farelere PAF antagonisti verilen ¢alismalarda da,
intestinal nekrozun azaldigi gozlenmistir (64). Bazi ¢alismalarda NEK’li hastalarda
plazma PAF diizeylerinin kontrollere gore anlaml sekilde arttigi, NEK siddeti arttikca
PAF diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir. Ayrica yenidoganin beslenmesi ile birlikte
PAF’in diizeyi plazma ve diskida artar (34,85). NEK klinik olarak ortaya cikarsa
digkidaki bu artig daha belirgin olur (34). Bu nedenle agizdan beslenmenin PAF
iizerinden etki ederek NEK’e neden olabilecegi diislinlilmiistiir. Olusturulan hipoksi ile
de plazma PAF diizeylerinin arttig1 saptanmistir. Sonucta; sepsis, hipoksemi, mama ile
kontrolsiiz beslenme, plazma PAF diizeylerini arttirarak NEK’e neden olabilir (40).
Asetilhidrolaz (AH) PAF’in yar1 omriinii sinirlandiran ve birkag dakikaya indiren bir
enzimdir. Biitliin bebeklerde diisiik miktarda bulunan bu enzim, NEK’li bebeklerde
kontrol grubuna gore daha diisiik diizeydedir. Normalde eriskinlerdeki enzim seviyesine
ancak 6. haftadan sonra ulagilmaktadir (40). Ticari mamalarda bu enzim yoktur. Anne
stitinde mevcut olan PAF-AH enzimi anne siitiiniin NEK’e kars1 olan koruyuculugunun
bir kanitidir. Ayni koruyucu 6zellik bekletilmis anne siitiinde yoktur (3). Preterm ve term
yenidoganlarin annelerinin kolostrumdaki PAF diizeylerinin term yenidoganlarin olgun
stitlerine gore diisiik oldugu saptanmustir (86). Kolostrumun NEK’ten koruyucu etkisinin

diistik diizeyde PAF igermesi ile iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (72,85).
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2.1.2.7.2 TNF-alfa, diger sitokin ve kemokinler:

Yapilan deneysel ¢alismalarla PAF’1in yanmi sira TNF-q, IL-6 ve IL-8’in de NEK
gelisiminde rol oynadifi gosterilmistir (40,72). Ozellikle TNF-a, PAF ile benzer
Ozellikler gosterir. Endotoksin iligkili sok ve ozellikle bagirsakta doku hasarina yol
acmaktadir (72). TNF-o; endotoksin, gram pozitif bakteri enterotoksini, virisler,
mantarlar ve parazitler gibi bir¢ok inflamatuar uyaranla salinir (87). Makrofajlar,
lenfositler, nétrofiller, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri ve intestinal epitelyal
hiicreler bagirsaktaki onemli TNF-o kaynaklaridir (87). TNF-o etkisini TNF
reseptorlerine baglanarak gosterir. TNF reseptorlerine baglanmak hiicre aktivasyonuyla
lokal inflamasyon cevabini baglatir . TNF-o hasar1 izleyen erken déonemde salinir ve IL-
1B, IL-6 ve IL-8 salgilatir (88). Bunun yaninda glukokortikoidlerin, TGF- 3 ve IL-10’un
salgilanmasin1 inhibe eder. NEK tedavisi uygulanan yenidoganlarin asit sivisinda IL-1,
TNF-a ve IL-6 diizeylerinde yiikseklik gozlenmistir (88). Doku diizeylerine bakildiginda,
NEK’li yenidoganlardan c¢ikarilan bagirsak oOrneklerinde IL-1 ve TNF-a mRNA
diizeylerinin yiikselmis oldugu bulunmus ve cerrahi anostomoz sonrast bu sitokin
diizeyleri belirgin olarak diislis gostermistir (34).

IL-6 yaklagik 26 kD’luk bir sitokin olup T lenfosit, B lenfosit, monosit, damar
endotel hiicreleri, fibroblastlar ve epitel hiicreleri, mast hiicreleri tarafindan sentez edilir.
Mikroorganizmalar, mikrobiyal iriinler, TNF-o,IL-1p ve IL-6 salinimim uyarir.
Makrofajlar, endotelyal hiicreler ve intestinal epitelyal hiicreler bagirsaktaki 6nemli I1L-6
kaynaklaridir (89). Akut faz proteinlerinin iiretimi, B hiicrelerinin gelisimi, antikor
olusumu, T hiicre proliferasyonu hematopoetik biiylime faktorlerinin aktivasyonu gibi
olaylarda IL-6’nin diizenleyici etkileri vardir (89). IL-6’nin anti-inflamatuar etkileri
arasinda metalloproteinlerin doku inhibitorlerinin iiretimi ve sliperoksit yapiminin inhibe
edilmesi bulunur (90). Nekrotizan enterokolitli ve/veya sepsisli yenidoganlarda plazma
ve digki IL-6 diizeyleri kontrollere gore belirgin olarak yliksektir. En yiiksek diizeyler
sepsis ve NEK’in birlikte oldugu hastalarda goriiliirken, klinik durumlardan yalnizca biri
varsa yiikseklik orta derecededir. 1L-6 diizeyleri ciddi hastaligi olanlarda ve sonradan
olenlerde belirgin olarak yiiksek bulunmustur (74,91). IL-6’nin inflamasyonda ¢ift tarafli
bir etkisi olmasi nedeniyle NEK hastalarinda artmis morbidite ve mortaliteyle ilskili

oldugu halde anti-inflamatuar diizenleyici olarak da rol oynuyor olabilir (50).
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NEK gelisiminde diger etkili sitokinler; I1L-12 ve IL-18’dir. IL-12 sentezi ve
salinimi bakterilere, bakteriyel iirlinlere ve viriislere erken cevap olarak gergeklesir (92).
Makrofajlar, nétrofiller, B hiicreleri ve dendritik hiiceler bagirsaktaki onemli IL-12
kaynaklaridir (92). IL-18 ise IL-1’le ortak fonksiyonel ve yapisal 6zellikler gosterir. IL-
18 sentezi lipopolisakkaritler tarafindan uyarilir (93). Makrofajlar, dendritik hiicreler,
intestinal epitelyal hiicreler bagirsaktaki I1L-18 kaynaklaridir (93). I1L-12 ve IL-18, T
helper-1 ve dogal oldiiriicii (natiirel killer) hiicrelerin gelisimini artirarak interferon-y
iiretimini uyarir, makrofajlari aktive eder, kompleman aracili antikorlarin tiretimini saglar
(104). Bu sitokinlerin mRNA ekspesyonu NEK gelistirilen sigan bagirsaginda ytikselmis
olup, bu artis doku hasarinin derecesiyle dogru orantili saptanmistir (34).

IL-8 sentez ve salinimui lipopolisakkaritler, TNF-o ve IL-1f gibi bir¢ok uyarana
cevap olarak tetiklenir (94). IL-8, nétrofil ve bazofillerin enflamasyon alanina gelmesi,
notrofillerin aktivasyonu ve dokuya gocii, akut faz proteinlerinin {iretiminde rol alir.
NEK’li hastalarin bagirsak 6rneklerinde, IL-8 mMRNA ekspresyonu artmistir ve bu artigin
derecesi hastaligin ciddiyeti ile dogru orantilidir. Benzer sekilde NEK’li yenidoganlarda
plazma IL-8 diizeyleri yiikselmistir ve diizeyler klinik ciddiyetle dogru orantilidir (95).
Herhangi bir iltahabi uyari ile karsilasma sonrasi fetal bagirsak epitel hiicreleri, term
yenidoganin bagirsak epitel hiicrelerine gore daha fazla IL-8 cevabi olustur (96). Bu
abartilmis cevap kismen NF-kB’nin inhibitorii olan IxkB ve TLR yolag1 gibi negatif sinyal
ileticilerinin gelisimsel azlig1 ile agiklanabilir (34).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), ¢inko bagimli endopeptidazlar olup hiicredisi
matriksi yikabilirler. MMP’lerin doku harabiyetinde baskin rol oynadigi gosterilmistir.
NEK’li hastalarin bagirsak doku 6rneklerinde kontrollere gore MMP mRNA ekspesyonu,
MMP-1, MMP-3 (stromelisin-1), MMP-7, MMP-12, MMP-24 i¢ceren MMP ailesinin
bir¢ok iiyesinde artma saptanmistir. Bundan baska NEK’de énemli aracilar olan IL-1f ve
TNF-o’nin MMP’1n iiretimini uyardigi tespit edilmistir (34).

Lokotrien B4’lin nétrofil kemotaksisi ve yapigsmasini saglayarak, LTC4’iin ise
bagirsakta iskemi ve sonugta bagirsak iltahabina yol agarak NEK patogenezinde etkili
olduklart gosterilmistir (96). LTB4 noétrofil kemotaksisi ve yapismasi igin en giiglii
iltahabi aracidir. PAF ve lipopolisakkarid ile olusturulan deneysel NEK modelinde

notrofil aktivasyonunun patogenezde oOnemli rol oynadigr gosterilmistir. Deneysel
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calismalarda PAF uygulandiktan sonra TNF-a, LTB4, LTC4, noradrenalin, prostoglandin
ve serbest oksijen radikallerinin artis1 gosterilmistir (70). Bagirsaklarda gelisen iskemi
sirasinda LTB4 ve kompleman sistemi aracilig1 ile notrofillerin hasarli bolgeye gocii ve
yapismasi gerceklesir. Ayrica bagirsaklarda iskemi sirasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerinin etkisi ile de nétrofiller aktive olur, hasarli bolgeye goc¢ etmeleri saglanir.
Cesitli nedenlerle gelisen notrofil aktivasyonu sonucu miyeloperoksidaz gibi enzimlerin

tiretimi ve salinimi da artar (85).

2.1.2.7.3 Antienflamatuar cevap ve bagirsak epitel hiicrelerinin korunmasi:
Antienflamatuar sitokinler ve lokal endojen inhibitorler konagin enflamatuar cevabini
diizenler. Eger etkisiz kalirlarsa proenflamatuar mediatorlerin artis1 kontrolden ¢ikabilir

ve doku hasariyla sonuglanir (34).

21274 PAF-AH: PAF’in yilkimindan sorumlu olan enzimdir. Hayvan
modellerinde rekombinan PAF-AH uygulanmasi iskemik bagirsak hasarina kars
koruyucu bulunmustur. PAF-AH aktivitesi deksametazon ile indiiklenir, bu da dogum
oncesi uygulanan glikokortikoidlerin NEK gelisimine kars1 koruyucu etkisinin sebebi

olabilir.

2.1.2.75 Interlokin-10 ve interlokin-11: IL-10 bagirsaktaki en Onemli
diizenleyici sitokindir ve primer olarak Th2 hiicreleri, monositler ve B hiicreleri
tarafindan sentezlenir (97). IL-10 gibi antienflamatuar aracilarin mononiikleer iiretimi
yenidoganda eriskine kiyasla azalmistir. Preterm yenidoganlarda yapimi term
yenidoganlara gore daha azdir (98). Antienflamatuar cevaptaki yetersizligin
proenflamatuar cevabin kontrolsiiz artisina neden olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu
nedenle preterm yenidoganlar akut enflamatuar durumdan sonra uzun siire doku hasarina
yatkindirlar (34,98,99).

Antienflamatuar cevap olarak IL-10 ve IL-11 artisinin bagirsak hasarina karsi
koruyucu oldugu gosterilmistir. Enflamatuar bagirsak hastaligi olan fare modellerinde,
IL-10 iireten Laktobasillus laktis’in mide i¢ine uygulanmasinin enflamatuar bagirsak

hastaligina kars1 koruyucu oldugu tespit edilmistir (99). Hipoksi ve reperfiizyon hasarina
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maruz kalan farelerde intraperitoneal IL-10 enjeksiyonunun lokal ve sistemik enflamatuar
cevabr azalttigi saptanmistir. Bagirsak doku Orneklerinde artmus IL-11 ekspresyonu,
azalmig doku hasari ile birliktedir (34).

Anne siitiiniin NEK gelisimine kars1 koruyucu etkisinin diger bir nedeni IL-10’un
varligi olabilir. Sigan siitii ile beslenen sicanlarda bunun yerine yapay inek siitiiyle
beslenenlere gore NEK sikligi ve siddeti azalmistir ve doku analizlerinde IL-10

ekspresyonu artmis olarak bildirilmistir (100).

2.1.2.7.6 Biiyiime faktorleri: Biliylime faktorleri hiicre biiylimesinin
diizenlenmesinin yaninda apopitoz olusumunu azaltir, hiicreleri hasara kars1 korur ve
onarir. “Transforme edici biiyiime faktori-p” (TGF-f) ile 6n tedavi uygulanan bagirsak
epitel hiicrelerinde IL-8 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Buna ragmen, NEK’li
yenidoganlarin bagirsak dokusunda TGF-f kontrollere gore farkli bulunmamistir (40).
Mukozal biitiinliigli korumada en 6nemli biiyiime faktoriiniin EGF oldugu gosterilmistir.
EGF’nin en 1yi kanitlanmis etkilerinden biri gastrointestinal sistemde DNA sentezini
uyarmaktir. Ayrica mukozal biitiinliigiin korunmast ve besinlerin mukozal biiylime
tizerindeki dolayli etkilerine de aract oldugu diistiniilmektedir (35). EGF intestinal
mukoza hiicreleri istiinde trofik ve gelisimi artiric1 etkiler yapar (101). Gebelik haftasi
ilerledik¢e amniotik sividaki EGF konsantrasyonu artar (45). EGF’in tiikriikteki diizeyi
gebelik haftasi ile direk iliskilidir (45). EGF mamalarda yoktur ancak kolostrumda ve
anne siitinde mevcuttur. Bu nedenle de anne siitii ile beslenmenin pretermlerde NEK’e
kars1 koruyucu olabilecegi ileri siiriilmektedir (29). Farelerde EGF reseptor inaktivasyonu
NEK’e benzeyen bagirsak lezyonlarina neden olur (102). EGF’in klinik kullanimiyla
ilgili yapilan ¢alismalarda epitelyal rejenerasyonda artis saptanmustir (47). EGF katkili
sican siitliiyle beslenen sicanlarda NEK sikligi ve siddetinde azalma goriilmiistiir. Bu
koruyucu etkinin IL-10’un artmis ve IL-18’in azalmis ekspresyonu ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir (21).

Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-I) de énemli bir biiyiime faktoriidiir. Anne
siitiinde de bulunur. Ince bagirsak disakkaridaz aktivitesini ve ileusta bulunan villuslarin

yiiksekligini artirir. NEK gelisimine karsi koruyucu etkisi oldugu diistiniilmektedir (35).
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2.1.2.7.7 NO: Nitrik oksit sentetaz (NOS)’in Kkatalizledigi argininin sitriiline
donlisme tepkimesinin iiriinii olan NO ya da endotel kaynakli gevseme faktorii; kiictlik,
stabil olmayan bir serbest radikaldir. NO {iretimi NOS’un {i¢ izoformu tarafindan
diizenlenir. NOS1 (noronal NOS-nNOS) ve NOS3 (endotelyal NOS-eNOS) kalsiyuma
bagl olarak diisiik miktarlarda tiretilir; pikomol diizeyinde NO f{iretirler. Bunun aksine,
NOS2 (indiiklenebilir NOS-iNOS), c¢ogunlukla ortamda bulunmaz, fakat inflamatuar
sitokinlerle uyarilirsa makromolar miktarlarda NO {iiretimine neden olur. Bu {i¢ izoform
da gastrointestinal sistem boyunca mevcuttur. NOS aktivitesinin iskemi-reperfiizyon,
endotoksin ve PAF tarafindan azaltildigi gosterilmistir (103). NO, bir¢ok fizyolojik
olayda 6nemli bir sinyal molekiiliidiir. GIS’te kan akimi diizenleyicisi, motilite
diizenleyici ve endotel hiicrelerin fonksiyonunda gorev yapar. Trombosit agregasyonunu
onleyici, mast hiicrelerinden mediatorlerin salinimini engelleyici ve makrofajlar {izerinde
enflamatuar ve savunma cevaplarii degistiren etkileri vardir. NO’nun mukozal
biitiinliiglin korunmas1 ve bagirsak bariyer fonksiyonunun devami acgisindan kritik bir
oneme sahip oldugu diistiniilmektedir (35,104). Ancak son zamanlarda yapilmis olan
caligmalar sonucunda NO’nun mukoza hiicrelerini koruyucu etkisinden siiphe duyulmaya
baslanmig, NEK patogenezinde eskiden diisiiniilenden daha paradoksal bir rol oynadigi
ileri stiriilmiistiir (29).

Glutamin enterositler i¢in en 6nemli besleyici aminoasittir. Biiylime faktorlerinin
etkisini artirir ve hiicrelerin biiylime ve tamir kapasitelerini olumlu yonde etkiler. Anne
stitiinde, formiil mama ve inek siitlinden daha fazla miktarda bulunur. Viicutta endojen
olarak sentezlenebildiginden esansiyel bir aminoasit olarak siniflandirilmamigsa da, stres
altindaki preterm yenidoganlarda; yetersiz depolar, artmis katabolizma, parenteral
beslenme soliisyonlarinin glutamin icermemesi nedeniyle diisiik olabilecegi tahmin
edilmektedir. Yapilan c¢alismalarda CDDA’li  yenidoganlarda enteral glutamin
uygulamasi sonucunda sepsis sikliginin azaldigi ve besinlerin daha iyi tolere edildigi
gosterilmisse de 2006 yilinda yapilmis olan Cochrane caligmasinda glutamin ilavesinin
etkisiz oldugu saptanmustir (35,105). NEK’li yenidoganlarda plazma glutamin
seviyelerini diisiik bulmus ¢alismalar yaninda, normal oldugunu gosteren ¢aligmalar da

vardir (35,106).
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Sonug olarak, NEK halen patogenezi tam olarak anlagilamamis kompleks bir
sendromdur. Genel goriis, prematiirite ile birlikte hipoksik-iskemik hasar, formiil mama
ile beslenme, beslenme hacminin hizli arttirilmasi, bakteriyel kolonizasyon ve Sepsis,
serbest oksijen radikalleri, aktive 16kositler, 16kotrienler, PAF, TNF-a gibi inflamatuvar

mediatorler araciligl ile NEK’in gelistigi yoniindedir.

2.1.3. Histopatoloji

NEK, yenidoganlarda barsagin bir veya birden ¢ok boliimiinii ya da tamamini
tutabilen, en sik koagiilasyon nekrozu ve inflamasyonla karakterize bir hastaliktir. En sik
ileum (% 86), daha sonra kolon (% 74), daha az olarak da jejenum (% 28) tutulur.
Olgularin % 44’tinde hem ince barsaklar hem kolon tutulur (3). Barsagin % 75’inden
fazlasinin tutuldugu NEK tablosu ise “PAN-NEK?”, “fulminan NEK” ya da “NEC-totalis”
olarak isimlendirilir. NEK’te perforasyonlar barsagin daha ziyade antimezenterik
yiiziinde ve c¢ogunlukla terminal ileumda olur (3). Makroskopik olarak barsak sis ve
odemli goriiniir. Serozal yiizey, fibinoz eksuda nedeniyle kirmizi-gri ya da gangren
olusmugsa siyah renktedir. Mikroskopik olarak ise en sik koagiilasyon nekrozu ve
inflamasyon, daha az olarak da iilserasyon, hemoraji ve pnémotozis intestinalis goriiliir
(5). NEK perforasyona kadar ilerlemezse 3.giinden sonra hizli bir epitelizasyonla
iyilesmeye baslar. Fibroblastik proliferasyon 8-9. giinde belirginlesir. lyilesme sirasinda
darlik ortaya cikabilir (3).

2.1.4.Tam

2.1.4.1 Klinik Bulgular:

NEK’in klinik bulgular1 karakteristik olarak postnatal 7-14 giinler arasinda
gozlenirse de bulgularin ortaya ¢ikis zamani gebelik yasi ile ters orantili olarak degisir
(6,19) Term bebeklerde yasamin ilk giinlerinde klinik bulgu verirken 30 hafta ve
altindaki bebeklerde dogumdan haftalar sonra gézlenebilir (19).

Hastaligin baslangicinda semptomlar 6zgiil olmadigi i¢in erken donemde sepsisi
diisiindiirtir. Siklikla saptanan bulgular beslenme intoleransi, mide bosalmasinda
gecikme, abdominal distansiyon veya hassasiyet, gaitada gizli veya asikar kan, letarji,

apne, solunum sikintisi, veya perfiizyon bozuklugu olarak 6zetlenebilir. Klinik tablo
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gastrointestinal ve sistemik semptomlarin kombinasyonu seklindedir, gastrointestinal
semptomlarin 6n planda oldugu benign bir hastalik seklinde seyredebilecegi gibi ani bir
sekilde dolagim yetmezligi ile baslayan solunumsal ve metabolik asidoz, yaygin damar igi
pihtilagma, kanli gaitanin gozlendigi ve multiorgan sistem yetmezligi ile karakterize bir
hastalik seklinde de seyredebilir (1). Klinigi agir seyreden olgularda intestinal
perforasyon ve peritonit sok tablosuna yol acabilir (11).

Yenidogan servislerinde hastalarin beslenme Oncesi geri gelenlerinin kontrol
edilmesi diizenli olarak yapilan bir islemdir ve beslenme intoleransinin dolayli 6l¢iim
yollarindan biridir. Mideden geri gelenin olagan miktari tanimlanmamustir. Ayrica kiiglik
pretermlerde beslenme intoleransi ve geri gelen arasinda kanitlanmis bir iligki yoktur.
Pratikte sonda az ilerletilmis olabilir ve midede var olan kalintiya ulasmiyor olabilir.
Aksine sonda ¢ok ilerletilmis ve jejunumda olabilir. Geri geleni 6l¢mek i¢in kullanilan
siringa veya sondanin yapisi nedeniyle aspire edilen hacim degisebilir. Aspirasyon
sirasinda sondanin ucu mide duvarina gelebilir ve bu da var oldugu halde mide iceriginin
allmamamasina neden olabilir (11).

Yenidoganda diskinin seklen incelenmesi NEK’in klinik smiflamasinda yer
almamaktadir, ancak klinik tartismalarda genellikle konu olur. Yapilmis olan bazi
caligmalar sonucunda NEK’li hastalarin diskilamalarinin daha ge¢ oldugu gériilmiigse de
bu hastalarin diski diizenleriyle ilgili daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag¢ vardir (11). Gaitada gizli
kan pozitifligi ise, nazogastrik tlip ile beslenen prematiire bebeklerin %60-75’inde
goriilebildigi i¢in NEK tanisinda yeri kisithidir (37).

Hastaligin siddeti degisken oldugundan baslangicta fizik muayenede sadece az
miktarda karin gerginligi ve hassasiyet tespit edilebilir (5). Karinda gaz olusumu arttik¢a
gerginlik artar ve bu da kan akimini olumsuz yonde etkiler. Karin gerginligi ve beslenme
intolerans1 baslangic doneminde NEK’in en oOnemli klinik belirtileridir. Hastalik
ilerledik¢e karin palpasyonu siddetli agriya neden olur, palpasyon sirasinda ele sabit veya
hareketli kitle, bagirsak kivrimlar1 veya karin duvarinda krepitasyon gelebilir. Hastalarin
%4 ’iinde karin duvarinda 6dem ve eriteme rastlanir. Bu bulgu daha ¢ok hastaligin gec
doneminde ortaya ¢ikan peritonite baghdir (11).

1978 yilinda Bell ve ark. NEK klinigi i¢in evreleme sistemi Onermisler ve bu

evreleme sistemi 1986 yilinda Walsh ve Kleigman (11) tarafindan yeniden
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diizenlenmistir. Bu sisteme gore yenidoganlar Evre I (slipheli), Evre II (kesin), Evre III
(ilerlemis) NEK olarak ayrilmislardir. NEK’in tedavisi ve yonetimi ile ilgili oneriler bu

klinik evrelere gore yapilmaktadir (1,85) (Tablo 1).

Siniflama Klinik Bulgular Radyolojik Bulgular
I (Siipheli NEK) Abdominal distansiyon [leus/dilatasyon
GGK+
Kusma /Gastrik rezidii
Apne/letarji
Il (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 Pnémoperitoneum
Belirgin asidoz

DIK

Notropeni

Tablo 1. Nekrotizan Enterokolitte Modifiye Bell Evrelemesi (1,85)

2.1.4.2 Laboratuvar Bulgular:

NEK tanisin1 tek bir laboratuar testi ile koymak miimkiin degildir, ancak
hematolojik ve biyokimyasal testler taniy1 desteklemek icin kullanilabilirler. Laboratuvar
incelemeler inflamatuar yanitin aktive oldugunu gosteren 6zgiil olmayan belirteglerin
yani sira metabolik ve elektrolit dengesizligini yansitir. Geng hiicrelerde artisla birlikte
16kositoz veya l6kopeni; trombositopeni; koagiilasyon bozukluklari; hipoglisemi veya
hiperglisemi; metabolik asidoz; hiponatremi ve hipopotasemi saptanabilir (1,48).

Beyaz kiire sayis1 azaldik¢a hastaligin prognozunun kotiilestigi gosterilmistir.

Notropeninin oldugu vakalar genellikle gram negatif septisemi vakalaridir. Notropeninin
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sebeplerinin; kemik iligi baskilanmasi, artmis periferik kullanim ve periton sivisina kagis
oldugu diistiniilmektedir (5,29,59,77).

Preterm yenidoganlar yasamin ilk gilinlerinde plasental yetmezlik, intrauterin
biiyiime geriligi veya infeksiyon nedenleriyle trombositopeni riski altindadirlar. Ugiincii
giinden sonra gelisen trombositopeniler ise genellikle sepsis, karaciger hastaligi, tromboz
veya NEK gelistigine isaret eder. Trombosit sayisinin hizli bir sekilde diismesi koti
prognoza isaret eder (107). NEK gelisen CDDA’l1 yenidoganlarda hastaligin gidisinin
siddetini 6ngérmede trombosit sayist yararl olabilir (107).

NEK’te metabolik asidoz ¢ok sik goriiliir. Sepsis ve hipovolemiden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bagirsak nekrozunun 6zgiin bir belirteci degildir (5).

Akut faz reaktanlarindan biri olan C-reaktif protein (CRP) seviyesi ile hastaligin
ortaya ¢ikmasi ve iyilesmesi arasinda bir bag kurulmaya calisilmigtir. Sonug olarak
CRP’nin hastaligin oldugu vakalarda pozitif oldugu ve olmadig vakalarda negatif oldugu
gosterilmistir. Stipheli NEK vakalarinda 48 saat i¢inde CRP seviyesinin pozitiflesmesinin
erken bir belirte¢ olabilecegi One siiriilmistiir (108). Seri olarak CRP 6Slgiimiiniin
hastaligin seyri ve tedavinin degerlendirilmesinde faydali olabilecegi ve yiiksek CRP
degerinin sebat etmesinin komplikasyon gelisimi veya cerrahi girisim gereksinimine
isaret ettigi bildirilmistir (108).

NEK’li hastalarda hiperglisemiye siklikla rastlanmaktadir. Kan sekeri
yiiksekligine neden olan mekanizmalar tam olarak agikliga kavusmamis olmasina
ragmen, kan sekeri yiiksekligi ile birlikte 6liim oraninda artis ve YYBU’de kalis siiresinin
uzadigr goriilmiistiir. Hastanin klinik durumunun bozulmasi nedeniyle mi kotii glisemik
kontrol olustugu, yoksa kan sekeri yiiksekliginin mi artmis hastalik ve 6liim oranina
neden oldugu acik degildir (109). NEK’li hastada kan sekeri yiikselmesinin kotii bir
prognostik isaret oldugu kabul edilir. Bu hastalarda kan sekerini normal seviyede tutmak
icin insiilin kullanilabilir. Ancak hasta yenidogani hipogliseminin zarar verici
etkilerinden korumak i¢in ¢ok dikkatli uygulama yapilmalidir (109).

Hastalarin yaklasik %10-30'unda kan veya peritoneal sivida pozitif kiiltiir tespit
edilir. Digki kiiltlirlinde iiretilen mikroorganizma, kan veya periton sivist kiiltiiriinde
tireyenle ayni oldugu zaman anlamli kabul edilmelidir. Sorumlu bakteriler yillar ve

merkezler arasinda farklilik gostermesine ragmen, en sik saptanan etkenler, Escherichia
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coli, Klebsiella spp, Enterobakter spp, koagiilaz negatif stafilokok, Clostridium spp,
Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicanstir (10,26).

Digkr ornekleri, rediiktan madde ve gizli kan agilarindan genellikle pozitiftir.
Arastirmacilar bunun sebebinin NEK sirasinda olusan mukoza hasarina ikincil olarak
gelisen karbonhidrat malabsorbsiyonu oldugunu 6ne siirmiislerdir. Bazi aragtirmacilar ise
kalin bagirsaktaki bakteriyel fermentasyonun lokal D-laktat tiretimini arttirdigini D-laktat
seviyesini NEK’li yenidoganlarin idrarlarinda 6lgerek gostermislerdir. NEK’in iyilesmesi
veya hastaya antibiyotik verilmesi ile idrar D-laktat seviyesi azalmistir. Fermentasyonun
artmasi sonucu solunumla atilan hidrojen miktar1 da artar. Solunumsal hidrojen testinin
negatif olmasi1 %99 basariyla NEK’i ekarte ettirir (5)

Nekrotizan enterokolit ile ilgili yapilmakta olan caligmalar erken evre NEK
hastalarim1  digerlerinden ayiracak ve gereksiz tetkik ve tedavilerin 6nlenmesini
saglayacak bir laboratuar testi arastirmaktadir. Klinikte halen arastirilmakta olan ancak
yaygin kullanima girmemis olan belirtegler; 1) idrar D-laktat seviyeleri 2) solukla verilen
hidrojen miktar1 3) diskida endotoksin miktarinin artmasi 4) plazma intestinal yag asidi

baglayici protein 5) mide bagirsak tonometrisidir (13,59).

2.1.4.3 Radyolojik Bulgular

NEK’in tanist klinik bulgular yaninda radyolojik bulgulara dayanir. Standard 6n-
arka ve yan veya sol yan dekiibit pozisyonda g¢ekilen grafilerin tanisal 6nemi biyiiktiir.
Tan1 koyma diginda tedaviye cevap vermeyen veya klinik olarak kotiilesen olgularin
hastalik seyrini izlemede ve klinik yaklagimi belirlemede seri karin filmlerinden
yararlanilir (1,29,62).

Erken donemde abdominal grafi normal olabilir. En sik erken bulgu ise intestinal
ileustur. Diger erken donem bulgulari barsak anslarinda dilatasyon, incelme ve hava-sivi
seviyesidir. Bagirsak genislemesinin derecesi ve bagirsak anslarinin dagilimi, hastaligin
siddeti ve ilerleme hiziyla ilgilidir. Baz1 vakalarda 6zgiin olmayan bagirsak genislemesi
birkac saat icinde NEK’1 isaret eden klinik belirtilere dnciiliikk eder (5). Eger artmis gaz
goriintiisli sadece kalin bagirsakta goriilmekte ise hastanin prognozu hem kalin hem de
ince bagirsaginda gaz goriinen vakalardan daha iyidir (62). Hastalik ilerledik¢e intestinal

dilatasyon kétiilesir ve pnOmatozis intestinalis gelisebilir. Barsak duvari icinde gaz
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goriiniimii olan pndmatozis intestinalisin goriilme siklig1 %19-98 arasinda degisir ancak
%14 oraninda ilerlemis NEK’li olgularda goriilmeyebilir. Aksine bazi yaygin
“pndmatozis intestinalis” olan vakalarin hafif klinik bulgular1 vardir ve antibiyotik
tedavisine kisa siirede cevap verirler (5). Pnomatozis intestinaliste gaz subseroza ile
muskularis tabakasi arasindadir ve patojen bakteriler tarafindan iiretilen hidrojene bagh
olarak olusur. Pnomatozisin iki radyografik paterni tanimlanmustir. Kistik patern,
submukozadaki hava kabarciklarindan kaynaklanmakta olup, kalin bagirsaktaki fekal
materyali taklit edebilir (1). Lineer patern ise hava kabarciklari tarafindan olusturulup,
kistik form ile birlikte veya onun olusumundan hemen sonra goriiliir. Kii¢iik baloncuklar
muskularis ve subseroza katmanlarinda toplanir ve bagirsagin bir segmentinin etrafini
saran bir gaz ¢izgisi olustururlar (5,62). Lineer form NEK i¢in daha 6zgiildiir (62).

Hastaligin daha da ilerlemesiyle portal vendz gaz gozlenir. Portal vendz gaz
karaciger tizerinde lineer ve dallanma gosteren bir goriintii seklindedir ve direkt grafinin
yani sira ultrasonografide de saptanir (1,62). Portal vende gazin varligi kisa siirer ve bu
da sikliginin az (%9-20) rapor edilmesi ile ilgili olabilir (5,110). Yapilmis olan birgok
caligma sonucunda portal vendz gaz bulgusu kotii prognoz ile iliskili bulunmustur. Bu
hastalarda %38 siklikla siddetli bagirsak nekrozu gelisir ve mortalite %70 civarindadir
(5,62,110). Tim bagirsak katmanlarinin tutulumu varliginda portal vende gaz %61
oraninda saptanmistir. Portal vende gaz olusmasi, bakteriyel isgal sonucunda bagirsak
duvarinda gaz birikmesi, bu gazin vendz sisteme yayilmasi ve portal venin dallarina gocti
ile aciklanir. Farkli bir goriis de bu gazin portal vendz sisteme girmis gaz lreten
bakteriler tarafindan olusturuldugu seklindedir (5,110).

Periton boslugunda serbest hava bulunmasi intestinal perforasyon gelistigini
diistindiiriir ve hastalarin %12-30’unda mevcuttur. Sol yan dekiibit veya sol yan karin
grafilerinde en iyi goriinilir. Pndmoperitoneumu belirlemek icin ayakta direk karin grafisi
cekmek gerekli degildir. Yatarak cekilen akciger grafisinde karin i¢indeki serbest hava,
falsiform ligament, umbilikal arter veya urakus kalintilarinin etrafin1 sarar. Nadiren
goriilen bu goriintii “futbol topu isareti” olarak bilinir (5,62). Pnomoperitoneum, gift
duvar isareti ile de serbest havayi gosterir. Nekrotizan enterokolitli bazi hastalarda
perforasyon ve nekrozun radyolojik bulgulari ¢ok agik olmayabilir. Ameliyat sirasinda

bagirsak delinmesi saptanan vakalarin sadece %63’linde c¢ekilmis olan grafilerde
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pnomoperitoneum goriilmiustiir ki bu da bir¢cok vakada bagirsak delinmesi oldugu halde
serbest hava goriilemeyebilecegine isaret etmektedir (5). Agir solunumsal sorunlari
nedeniyle mekanik ventilatorde takip edilmekte olan birgok hastada intestinal
perforasyon olmadigi halde pnomoperitoneum goriilebilecegi de akilda tutulmalidir. Bu
vakalarda barotravma, alveoler yirtilmaya ve karina hava yayilmasina neden olmaktadir.
Hastanin klinigi, belirti ve bulgular1 genellikle havanin sebebi ile ilgili yol gostericidir.
Eger siiphe varsa parasentez yapilip alinan sivi analiz edilebilir. Eger asit yoksa suda
¢oziinebilir olan kontrast madde ile goriintiileme yapilabilir (5). Hastanin cerrahi tedaviye
ihtiyact olduguna klinik ve radyolojik bulgularin sonucunda varilir. Pnémoperitoneum ve
peritonit varligt siklikla ameliyati gerektirir (110).

Intraperitoneal serbest sivi ve bagirsak anslarmmn karnin ortasma dogru yer
degistirmesi, genellikle bagirsak duvarinin biitiinliigiiniin bozulduguna ve olast bir
delinmeye isaret ederler (62). Periton boslugunda serbest siviyr gosteren radyolojik
bulgular; 1) gaz goriintiisii olmayan ve gergin karin, 2) karnin ortasinda, etrafi opasite ile
cevrilmis gaz dolu bagirsak anslari, 3) karinda artmis bulamiklik, sisli goriintii, 4)
bagirsak anslarinin birbirinden ayrilmasidir. Asit ve portal vende gaz goriilmesi yiiksek
oliim orani ile iliskili bulgulardir (5).

Sabit genislemis bagirsak anslart NEK’li hastalarda bir veya bir¢cok genislemis
bagirsak ansinin 24-36 saat ayni pozisyonda kalmasidir ve o bdlgenin iskemisi nedeniyle
olustugu diistiniilmektedir. Bu hastalarin biiyiik bir kisminda tam kat nekroz gelistigi
gozlenmis olmasina ragmen, bu durum her zaman bagirsak nekrozunu isaret etmeyebilir
(5,62).

Ultrasonografi, kontrast radyografi ve manyetik rezonans goriintiileme (MRG),
kullanilabilen diger tani1 yontemleridir. Abdominal ultrasonografi hasta basinda
uygulanabilmesi, noninvasiv olmasi nedeniyle tercih edilir. Abdominal ve portal hava
(sampanya belirtisi), kitle ve asit varligmi gosterir. Ayni zamanda major splanik
vaskiilaritenin degerlendirilmesi, ¢oliak ve siiperior mezenterik arterin artmis kan
akiminin, artmig pik akim hizi tanida yardimcidir (111). NEK’li yenidoganlara cerrahi
girisim Oncesi ve sonrasi yapilan MRG sonucunda hastalarda; sivi seviyeleri, genislemis
bagirsak anslari, mezenterik 6dem, bagirsak duvari kalinlagsmasi ve “kopiik benzeri

gorlintii” tespit edilmistir. Bu goriintiilerin bagirsak nekrozuna isaret ettigi diistiniilmiis ve
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ameliyatta da bu bolgelerde gercekten nekroz oldugu goriilmiistiir. Bu hastalarda MRG
sonuglar1 klinik yaklasimi degistirmemistir. Tiim YYBU‘leri MRG cihazina sahip
olmadigindan bu hastalarin MRG i¢in yogun bakim disinda uzun mesafeler gitmeleri
sakincali bulunmustur (29).

2.1.5.Tedavi

Hastaligin siddetinin  belirlenmesinde oldugu gibi uygulanacak tedavinin
seciminde de hastalarin klinik ve radyolojik bulgular1 gdz Oniline alinmakta ve tedavi
secenekleri evrelendirme sistemine paralel olarak degismektedir. NEK’in tedavisi
medikal ve cerrahi tedavi olmak iizere iki sekilde yapilir. NEK siiphesinde veya
varhiginda tedaviye erken baslanilmalidir. NEK vakalarimin ¢ogunda medikal tedavi
yeterli olmaktadir. Tibbi tedavinin temel amaci, barsaklar1 dinlendirerek hastaligin ileri
evrelere gegisini onlemek, enfeksiyonu kontrol etmek, metabolik dengeyi saglamaktir
(112).

2.1.5.1 Medikal Tedavi:

NEK siiphesi oldugunda tedaviye hizla baslanmasi durumunda olgularin ¢ogu
medikal olarak tedavi edilebilir. Tedavinin ilk adim1 hemen enteral belenmenin kesilmesi
ile bagirsak istirahati ve orogastrik tliple dekompresyondur. Umblikal kateter varsa
cekilir. Asit/baz ve elektrolit dengesinin yakin izlemi ile sivi tedavisi ve kiiltiirler
alindiktan sonra genis spektrumlu parenteral antibiyotik ve parenteral beslenme
baslanmasi1 tedavi yaklagiminin diger unsurlarini olusturur (112). Kan {iriinlerinin
transfiizyonu gerekli olabilir.

Seri abdominal muayene ve radyolojik degerlendirmelerle yakin izlem 6nemlidir.
Hastadan hangi siklikla kan tetkiklerinin ve karin grafilerinin tekrarlanacagini hastanin
klinigi belirler (48). Ancak Oneriler; hastalarda yakin izlem, sik fizik muayene, 6-8 saatlik
aralarla karin grafisi, trombosit, beyaz kiire sayimlari, kan gazi tetkikleri yapilmasi
yoniindedir (1,5,29). Bu durum hastanin durumu stabillesene veya iyilesme gozlenen
kadar devam eder. Klinik parametrelere dayanarak hangi bebeklerin agir seyredecegi
hangi bebeklerin iyilesecegi belirlenemez. Hastanin klinik durumunun bozulmasi veya
karin grafilerinde goriintiilerin kotiilesmesi  hastanin  cerrahi  miidaheleye ihtiyaci

olduguna isaret edebilir. Olgularin yaklasik ti¢te birinde cerrahi girisim gerekir (21,28).
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Medikal tedaviye ragmen hastaligin ilerlemesi veya radyolojik bulgularin kotiilesmesi ile
cerrahi girisimi gerektirir. Eger radyolojik kanit yoksa ancak hastanin klinigi
kotililesiyorsa hastaya parasentez uygulanabilir. Parasentez uygulanmasi igin kesin
gerekce yoktur (29). Parasentez sivisi safrali, digkili ise veya sivinin gram boyamasinda
mikroorganizma goriilmiigse bagirsak delinmesi agisindan %100 6zgiindiir ve cerrahi
tedaviyi gerekli kilar. Parasentez sivisi normal ise delinme olmadigini géstermez. Klinik
veya radyolojik bulgular bagirsak delinmesi veya nekrozunu isaret ediyorsa, hastaya
cerrahi girisim yapilmalidir . Destek tedaviler arasinda eger klinik gereklilik varsa kalp
damar sisteminin desteklenmesi (vazopressorler, hacim destegi) ve solunum destegi
(oksijen, ventilasyon) onerilir (1).

Nekrotizan enterokolitli yenidoganlarda antibiyotik uygulamalari; penisilin,
amioglikozid ve anaeroblara etkin bir antibiyotigin birlikte kullanilmasi seklindedir.
NEK’li yenidoganlar genellikle 1-2 haftalik olduklarindan ve GIS’leri anaerobik
mikroorganizmalar ile kolonize olmus olacagindan bu hastalara anaeroblara kars1 etkin
bir antibiyotik baglanmasi uygun goériilmektedir . Eger pndmoperitoneum tespit edilmisse
veya siipheli ise anaeroblara karsi etkin antibiyotik tedavisi (klindamisin veya
metranidazol) mutlaka baslanmalidir (1,48). Ancak bu tedavinin yararini ortaya koymus
olan kontrollii ¢calisma yoktur. Son zamanlarda yapilmis olan ¢alismalarin sonucunda
NEK’li hastalarin digski ve kan Kkiiltiirlerinden koagiilaz negatif stafilokok tretilmesi
sonucunda bazi gruplar vankomisin ve 3. kusak sefalosporin ile tedavi etmeyi Onerirler
(5). NEK’li hastalarda mantar sepsisi her zaman akilda tutulmali ve klinik bulgularinda
0zgiil olmayan degisiklikler gelisen hastalarda ampirik olarak mantarlara karsi etkin
tedavi baslanmalidir. Kiltiir sonuglar1 tarafindan desteklenmedikleri durumlarda
vankomisin ve 3. kusak sefalosporin tedavisi, ikincil mantar ¢ogalmasi ve sepsis oranini
arttirdiklari igin kesilmelidir (5).

Nekrotizan enterokolitli hastalar tekrar beslenmeye baglandiklarinda diskida gizli
kan ve rediiktan madde acilarindan takip edilmeli, bu iki 6lgiitten herhangi birinde
pozitiflesme olmas1 durumunda beslenmeye tekrar ara verilmelidir. Klinik gidis,
laboratuar ve radyolojik tetkik sonuglari siipheli NEK (Evre I) ile uyumluysa 3 giin tibbi
tedavi yapilmali ve her giin klinik durum ve radyolojik tetkik sonuclari ile NEK’in
evrelemesinin degisip degismedigi yakindan takip edilmelidir. Kesin NEK tanis1 (Evre II)
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konulmus ise tibbi tedaviye 7-14 giin devam edilmeli bu arada siddetli hastaliga (Evre
IIT) gidis acisindan hasta takip edilmelidir. Eger siddetli-agir NEK tanis1 konulmus ise
(Evre III) yogun kalp damar veya solunum destegi ihtiyaci olabilir. Ayrica olgu cerrahi
girisim ihtiyact dogabilecegi ongoriilerek ¢ocuk cerrahisi ile birlikte takip edilmelidir.
Cerrahi tedavi gormiis hastalar ameliyattan sonra 2 hafta beslenmemeli ve damardan
antibiyotik tedavisi verilmelidir. iki haftadan sonra az miktarda beslenmeye baslanmali

ve beslenme miktarlar1 yavas yavas arttirilmalidir (1,5).

2.1.5.2 Cerrahi Tedavi

Medikal tedaviye ragmen NEK vakalarinin %34—-50'sinde cerrahi tedaviye ihtiyag¢
olmaktadir (21). Cerrahi girisim genellikle medikal tedaviye ragmen hastaligin ilerlemesi
veya radyolojik kotiilesme ile gerekli olur. Ancak akut baslangichh ve agir seyreden
olgularda hastaligin baslangicinda acil operasyon gerekebilir. NEK’li olgularda
operasyon gereksiniminin goreceli endikasyonlari nonspesifik ve tartismalidir. Klinikte
bozulma, abdominal duvarda eritem, solunum yetmezligi, genislemis bagirsak anslarinin
devam etmesi, portal vendz gaz, asit, ciddi trombositopeni, notropeni veya asidoz
hastaligin ciddiyetine isaret eder ve cerrahi girisimin rdlatif endikasyonlarmi olusturur
(1). Tek kesin endikayon ise, abdominal grafide serbest intraperitoneal hava veya
parasentezde safra veya gaita varligi ile tan1 konulabilen intestinal perforasyondur (1,5)

Onceleri bagirsak rezeksiyonu ile ostomi NEK’te standart cerrahi tedavi olarak
kabul edilmisken, agir hasta CDDA’l1 bebeklerde laporatomi riskli olabileceginden bu
bebeklerde kurtarma tedavisi olarak peritoneal drenaj giindeme gelmis ve sonrasinda, her
iki operasyon da NEK tedavisinde kullaniimaya baslanmustir (29) Iki cerrahi yaklasim
karsilagtirildiginda baglangicta laparotomi lehine daha i1yi sonuglar elde edilmistir. Ancak
peritoneal drenaj yapilan bebeklerin daha kii¢iik ve daha hasta olmasinin bu sonugta rol
oynayabilecegi diislinlilmiis, gruplar karsilastirabilir oldugunda laparotomi lehine

sonuglar elde edilmistir. (113).
2.1.6. Prognoz

YYBU’lerindeki gelismelere ragmen NEK mortalitesi % 20 ile % 50 arasinda
degisir (24,28) Goriilme sikligina benzer sekilde mortalite de gebelik yas1 ve dogum
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agirhigr ile ters orantilidir (21). Cerrahi girisime gerek duyulan olgularda mortalite orani
% 50’ye cikabilir ve en yiliksek oran en kiiclik bebeklerdedir (64). Yasayanlar
norogelisimsel, sensorinoral ve fonksiyonel sorunlar agisindan risk altindadir (31).

A. Mide bagirsak sorunlari: 1. Bagirsak yapisikliklari: Medikal tedavi sonrasi
daha sik rastlanmakta ve siklig1 %9-36 arasinda degismektedir. Yapisikliklar agir iskemik
hasar gérmiis bolgenin iyilesmesi sirasinda olusurlar. Yapisikligin biiyiikligi gelismis
olan iskemik hasarli alanin biiyiikliigiine ve o bolgeye gelen kan akiminin zenginligine
baglidir (5).

Yapigikligin en sik gelistigi bolge (%70) kalin bagirsaktir. Ikinci siklikta (%15)
etkilenen bolge ise ileumun son kismidir. Hastalarda genellikle tek bir yapisiklik vardir,
cerrahi tedavi almis hastalarda birden fazla yapisiklik da olabilir (5).

Medikal tedavi ile iyilesmis bir hastada; biiylime geriligi, rektal kanama veya
bagirsak tikanikligi varsa yapisiklik akla gelmelidir. Eger baryumlu goriintiileme ile
hastada yapisiklik tespit edilirse hasta ameliyat edilmelidir (11).

2. Sindirim bozuklugu ve kisa bagirsak sendromu: Azalmis bagirsak uzunlugu ve
mukozal emilim alani, enzim eksiklikleri, bagirsak hareketlerinin artmasi, mide asit
saliniminin artmasi, bakteriyel asir1 ¢ogalma, bagirsak gecisinin hizlanmasi, vitamin B12
ve ileumu ¢ikarilan olgularda safra tuzlari eksikligi sindirim bozuklugu nedenleridir (5).

Kisa bagirsak sendromu cerrahi olarak tedavi edilmis NEK vakalarinin uzun
donemde en ciddi komplikasyonudur ve hastalarin %23 tinde goriiliir (114).

3. Kolestatik karaciger hastaligi: Direkt hiperbilirubinemi, hepatomegali ve
karaciger enzimlerinin yilikselmesi ile kendini gdsteren kolestatik karaciger hastalig
bircok faktdr sonucu ortaya ¢ikmakla birlikte en 6nemli nedeni uzun siiren parenteral
beslenmedir. Tedavisi igin oral beslenmeye miimkiin oldugunca erken baglanmalidir. Az
miktarda oral beslenme safra tuzlarinin akigini saglar ve mukozay1 koruyucu ve besleyici
etkisi vardir (5).

4. Tekrarlayan nekrotizan enterokolit: NEK cerrahi veya tibbi tedavi sonrasi %4-6
oraninda tekrarlayabilir ve bu olgularin %70°1 medikal yontemlerle tedavi edilebilir.

B. Norogelisimsel sorunlar: Hastanede kalis siiresi, ilk 1-2 y1l i¢indeki ndrolojik
gelisim ile iligkili bulunmustur. Bu durumun tibbi ve sosyal olaylarin gelismekte olan

beyine etkisi sonucu ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Siddetli NEK atagi gecirmis olan
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hastalar norogelisimsel acidan yiiksek risk altinda oldugundan, bu hastalara ilk yilda 4
ayda bir, ikinci yilda ise 6 ayda bir gelisim testi yapilmasi onerilmektedir (5). Mental ve
psikomotor gelisimin 6zellikle cerrahi olarak tedavi edilen NEK olgularinda geri kaldig
bildirilmektedir. Medikal tedavi ile iyilesen NEK’li bebekler benzer yasta ve NEK
olmayan prematiire bebeklere benzer gelisim gosterirken, cerrahi girisim gerektiren
olgularin norogelisimsel sonuglarinin daha kotli olmasi cerrahi gereksinimi olan
bebeklerin daha agir oldugunu ve cerrahi girisimin sagkalimi saglasa bile morbiditeyi

diizeltemeyecegini diisiindiirmektedir .

2.1.6.1 Koruyucu Onlemler

NEK’li hastalarin uzun siireli sonuglart degerlendirildiginde en 6nemli basamak
NEK’in o6nlenmesidir. Etyolojinin tam olarak belirli olmamasinin yanisira tedavi ve
korunma yoOntemlerinin tartismali olmasi nedeniyle aslinda en iyi korunma yontemi
prematiireligin 6nlenmesidir (115).

Koruyucu olarak tartigilan yontemler: anne siitii ile beslenme, beslenme semasinin
degistirilmesi, prenatal veya postnatal steroidle gastrointestinal maturasyonun
desteklenmesi, oral veya iv Ig kullanimi, eritropoetin verilmesi, arginin ve glutamin
destegi, antibiyotikle bakteriyel kolonizasyonun degistirilmesi, probiyotik kullanimu,
EGF, oral laktoferrin ve aktive protein C verilmesi olarak 6zetlenebilir (115).

1) Anne siitiiyle beslenme: Mama ile karsilastirildiginda anne siitiiyle beslenme
NEK riskinde 3 ile 10 kat azalmaya neden olmaktadir (50). Anne siitiiniin koruyucu etkisi
icerdigi antiinflamatuar faktorler (IL-10), bliylime faktorleri (EGF), eritropoetin, lisozim,
immiinglobulinler ve bagirsak mikroflorasint hastanin lehine diizelten pre ve
probiyotiklerden kaynaklanmaktadir (50,51). Anne siitii ayrica asidik bir ortam yaratarak,
E.coli’nin tiremesini de engellemekte, Lactobacillus bifidus’un g¢ogalmasina yardim
etmektedir. Ayrica E.coli’nin ¢ogalmasi igin gerekli olan demiri baglamaktadir (5). Anne
stitli icerdigi avantajlara ragmen NEK vakalarini tamamen ortadan kaldirmamaktadir,
sadece anne siitiiyle beslenen NEK vakalari da bildirilmektedir (50).

2) Beslenme onerileri: Kiiciik hacimli beslenmenin belirli bir siireyle artig
yapmadan siirdiiriilmesi olarak tanimlanan trofik beslenme NEK riskini azaltan 6nemli

bir beslenme stratejisidir. Trofik beslenme sindirim hormonlarinin saliimini, sindirim
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enzimlerinin etinligini, bagirsak kan akimini ve hareketlerini arttirir. Erken donemde
baslanan trofik beslenen ve beslenmeyen yenidoganlar karsilastirildiklarinda, trofik
beslenen yenidoganlarin beslenmeyi daha iyi karsiladiklari, biiylimelerinin daha iyi
oldugu ve hastanede yatis siirelerinin azaldigi saptanmistir (1,5,50). Bunun yanmi sira
erken trofik beslenme NEK gelisimine yatkinlik yaratmamaktadir. Beslenme yontemi
intermittan veya devamli gavaj besleme olarak degismektedir. Her ikisinin de potansiyel
avantajlar1 vardir. Ancak yapilan ¢alismalarda birbirlerine istiinliikleri saptanamamustir
(115). Birgok uzman beslenmenin dikkatlice diizenlenmesi ile NEK gelisiminin
Onlenebilecegini diisiinmektedir. Bazi ¢aligmalar ise beslenmenin arttirilma hizinin NEK

gelisiminde en 6nemli faktorlerden biri oldugu sonucuna varmislardir. Ancak caligsmalar
hangi beslenme yonteminin en iyisi oldugunu heniliz tam olarak ortaya koyamamistir
(1,5,50).

3) Dogum oncesi glukokortikoid verilmesi: Glukokortikoidler, inflamasyonu
baskilayarak ve makromolekiillerin mukozal alimini azaltma, aerobik bakterilerle
kolonizasyonu azaltma, bakteriyel translokasyonu onleme, laktaz, maltaz, siikraz NA/K-
ATPaz gibi enzimlerin aktivitesini artirma gibi ozellikleriyle GIS olgunlagmasini ve
fonksiyonlarmi etkileyerek tedaviye olumlu etkilerde bulunurlar. Birgok c¢aligmada
dogum oOncesi glukokortikoid verilmesini takiben NEK sikliginda azalma oldugu
gosterilmistir. (5,50). Mortalite ve cerrahi endikasyonlarda da azalma saptanmistir.
Dogum oncesi glukokortikoid tedavisi NEK’in onlenmesi agisindan basit ve etkili bir
tedavidir ve gelisim lizerine potansiyel etkilerini belirlemek agisindan daha fazla
calismaya ihtiyag¢ vardir (50).

4) Oral antibiyotik kullanimi: Profilaktik olarak verilen oral antibiyotiklerin
bakteriyel kolonizasyonu engelleyerek NEK’i Onleyebilecegi diisiiniilse de bakteriyel
diren¢ gelisimi ve dogal mikroflorayr bozmasi1 gibi zararli etkileri nedeniyle NEK’in
engellenmesinde onerilmemektedir (50).

5) Sivi kisitlamasi: Kisitli sivi verilmesinin dogum sonrasi tarti kaybini arttirip
NEK gelisme riskini azalttig1 gosterilmistir. Fizyolojik ihtiyaci karsilayip dehidratasyona
neden olmayacak dikkatli bir sivi kisitlamasi belirgin bir yan etkiye neden olmadan

NEK’i ve NEK’e bagli mortaliteyi azaltmaktadir (50).
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6) Probiyotikler: Bakteriyel ¢ogalma bir¢ok bagirsak hastaliginin gidisini
etkileyebildiginden, probiyotikler imit vadeden koruyucular olarak ortaya ¢ikmuslardir.
Probiyotikler, yeterli sayida sindirildiklerinde temel beslenmenin disinda saglik agisindan
yararlar1 da olan yasayan mikroorganizmalardir. Mamalarin ig¢inde koruyucu olarak sik
kullanilan mikroorganizmalar arasinda; Lactobacilli, Bifidobactrium, Sacchoromyces’ler
ve daha az olarak da Streptokoklar vardir. Probiyotiklerin prematiirelerde bagirsakta
saglikli kolonizasyon olusturarak NEK gelisimine karsi koruyucu rolleri olabilecegi
diisiiniilmektedir. Invitro ve invivo calismalarda probiyotiklerin mukozal Ig A
sekresyonu, inflamasyon, epitelyal hiicre proliferasyonu ve apopitoz yaninda intestinal
permeabilite gibi birgok intestinal savunma mekanizmasini regiile edebilecegi
gosterilmistir (1,50,115). Klinik deneylerde probiyotiklerin NEK sikligin1 ve siddetini
azalttiklar1 gosterilmistir. Ancak bu yararli etkinin klinikte kullanilabilmesi igin
caligmalar heniiz yeterli degildir. Baz1 hastalarin probiyotik verilmesi sonrasi yaygin
hastaliga yakalandiklari da rapor edilmistir (1,5,50,115).

7) Prebiyotikler: Diger bir koruyucu yontem ise, uzun zincirli karbonhidratlar
veya miusinler gibi sindirilemeyen besinsel maddeler olarak tanimlanan prebiyotiklerdir.
Bunlar yararl1 bakterilerin {iremesini desteklerler. Calismalar sonucunda prebiyotik iceren
mamalarla beslenmis preterm yenidoganlar, olagan mamalarla beslenmis yenidoganlarla
karsilagtirildiklarinda hastalarin diskilarinda Bifidobacterium’larin artti§i ve hastalik
olusturan bakterilerin azaldig1 gosterilmistir. Ayrica prebiyotiklerle tedavinin konak
savunma islevine de olumlu etkisi olabilir. Prebiyotikler —mikroorganizma
icermediklerinden, probiyotik tedaviye gore daha az risk tasirlar. Ancak prebiyotikler
fazla gaz ¢ikarma ve ishal gibi yan etkilerle de iliskili bulunmuslardir (1,50).

8) Postbiyotikler: Floray1 olusturan bakteriler tarafindan iiretilen metobolitlerdir.
Bir postbiyotik olan biitirat kalin bagirsaktaki yararli bakteriler tarafindan karmagsik
karbonhidratlarin parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan kisa zincirli yag asididir. Biitirat
kalin bagirsak hiicreleri i¢in 6nemli enerji kaynagidir ve bagirsak hiicrelerinin biiylime ve
farklilasmasinda, inflamasyonun baskilanmasinda ve apopitozda rolii vardir. Biitirat ve
diger kiiglik molekiillii iirlinler olagan floranin ve digsaridan alinan probiyotik ve
prebiyotiklerin bazi yararli etkilerini gosterebilirler ve gilivenli bir tedavi segenegi

olabilirler. Biitirat enflamatuar bagirsak hastalifinda sinirli bir sekilde uygulanmaktadir.
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Buna karsin heniiz bu maddeler ile yenidoganlarda yapilmis yeterli sayida ¢alisma yoktur
(1,50,115).

9) Arginin ve Glutamin destegi: Arginin ve glutaminin antiinflamatuvar aktivitesi
yaninda intestinal bariyer fonksiyonu, proliferasyon ve iyilesme iizerinde de olumlu
etkileri oldugu gosterilmistir (48). Arginin NO sentetaz enziminin substratidir ve
bagirsaklarda kan akimi, bariyer fonksiyonu ve doku iyilesmesi iizerinde faydali etkileri
bulunmaktadir. Bu etkilerinin yaninda NEK’li bebeklerde plazma arginin diizeylerinin de
diisiik bulunmasi nedeniyle arginin desteginin NEK’i Onleyebilecegi diislinlilmiis ve
hayvan modellerinde oral ve intravendz argininin koruyucu oldugu gosterilmistir
(50,58,106,115). Glutamin ise enterositler ig¢in yakit gorevi goriir ve intestinal hiicre
proliferasyonunu ve intestinal bariyerin devamliligini saglar (106). Eriskin hastalarda
bagirsak permeabilitesini azaltmak, mukozal devamlilifi saglamak ve enfeksiyoz
komplikasyonlar1 azaltmak icin kullanilmaktadir. Bu bulgular preterm bebeklerde
kullaniminin beslenme intolerans1 ve NEK insidansini azaltacagini, biiyiime ve gelisimi
diizeltecegini diisiindiirmekle birlikte bu sonuglarin daha ¢ok calisma ile desteklenmesi
gereklidir (115).

10) Antioksidanlarin kullanimi: Serbest radikaller NEK dahil olmak iizere bir¢ok
yenidogan hastalik siirecinde saptanmistir. Antioksidan olan vitamin E’nin lipit
peroksidasyonunu ve bagirsaktaki lezyonlar1 azalttigi hipoksik iskemiyle elde edilen
hayvan NEK modellerinde gosterilmistir (69). Ancak antioksidanlarin tedavi edici etkileri
ile ilgili daha fazla sayida galismaya ihtiyag vardir (50).

11) Mamalarin asitlestirilmesi: Preterm yenidoganlar genellikle hipoklorhidri
olduklar1 i¢in enterik gram negatif bakteriler midelerinde kolonize olur. Yapilmis olan
bazi ¢aligmalar sonucunda, yenidoganlara verilen mamalarin asitlestirilmesi (pH:2.5-5.5)
ile midede bakteriyel cogalmanini ve NEK sikliginin azaldig tespit edilmistir (5,50).

12) Oral immiinglobulinler: Yenidoganlarda Ig diizeyleri 6zellikle sekretuvar Ig A
diizeyleri dusiiktir (50,115). Oral 1g verilmesinin gastrointestinal mukozada
immiinoprotektif etki ile NEK insidansin1 azaltabilecegi diisliniilmiis ancak NEK’i
onlemede etkin olmadig1 gorilmistiir (50).

13) Eritropoetin (EPO): Anne siitinde EPO bulunmasi ve yenidoganlarin

intestinal villiis enterositlerinde EPO reseptorlerinin  ekspresyonu gastrointestinal
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sistemin gelisme ve olgunlasmasinda EPO’nin etkili oldugunu diisiindiirmektedir . Tam
olarak absorbe edilmese de EPO enteral veya parenteral olarak uygulandiginda fare
bagirsaginda trofik etki gostermektedir (50). Deneysel bir NEK modelinde EPO
uygulanan ratlarin intestinal doku 6rneklerinde azalmis nitrik oksit diizeyi saptanmis ve
mukozal nekrozun smirlandigir gézlenmistir (115). Az sayida ¢alisma ile desteklenmekle
birlikte bu sonuglar EPO’nin gelecekte NEK’ten koruyucu oOnlemler arasinda yer
alabilecegine dair timit vermektedir.

14) EGF: EGF etkisini EGF reseptoriine baglanarak gdsteren bir biiyiime
faktoriidiir (44). EGF, amniyotik sivi, gastrointestinal sekresyonlar, tiikriik ve anne siitii
gibi bir¢ok viicut sivisinda bulunur. EGF’in bagirsak epitelyal hiicrelerinin korunmasi,
gelisimi, hiicre proliferasyonunun arttirilmasi, mukozal enzimlerin uyarilmasi, gastrik asit
sekresyonunun baskilanmasi gibi bir¢ok etkileri vardir (47,50,115). NEK’li pretermlerde
serum ve tiikriikte EGF diizeyleri azalmistir (45,46). NEK’li preterm yenidoganlarin
bagirsak epitel hiicrelerinde immiinreaktif EGF reseptorlerinin saptanmasi NEK tedavisi
veya profilaksisi i¢in EGF kullanma ihtimalini arttirmaktadir (46,47,50). NEK’te EGF
verilmesinin NEK insidans1 ve siddetini azaltabilecegini gdsteren hayvan deneyleri
mevcuttur ancak EGF kullaniminin yaratabilecegi yan etkilerden dolay: hastalarin ¢ok
dikkatli secilmeli ve olas1 yan etkiler acisindan risk zarar orani1 dikkatli diisiiniilmelidir.
(50,115).

NEK’in engellenmesi ve/veya tedavisinde etkili ve giivenli olabilecek
yontemlerin saptanabilmesi ic¢in hastaligin ¢ok daha iyi anlasilmasi1 gerekmektedir.
Prematiirite ve diisiik dogum agirlig1 en 6nemli risk faktorleri oldugundan bu problemlere

yonelik stratejiler belki de NEK’i 6nlemede etkisi en yiiksek olacak yontemlerdir (1).

2.2. BUYUME FAKTORLERI

Gelismenin oldugu biiyiime ve farklilasma evrelerinde ¢ok sayida faktor etkili
olmakta, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi olaylarinin baslamasinda ise biiyiime faktorleri
temel rolii oynamaktadir. Biiylime faktorleri Ozellikle deneysel c¢aligsmalarda birgok
hastaligin tedavisinde denenmektedir.

Biiytime faktorlerinin biyolojik yar1 omiirleri ¢ok kisadir. Bu faktorler, enjekte

edildiklerinde hizli bir sekilde kandan uzaklastirilir ve doku bariyerlerinden 6zellikle
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kapiler duvarlardan yavas bir sekilde penetre olurlar (116). Bu nedenlerden dolayi,
sistemik uygulama sirasinda farmakolojik etkinin olusabilmesi i¢in yiiksek dozda ilag
kullanilmakta ve sonugta istenmeyen yan etkiler ortaya c¢ikmaktadir. Biiyiime
faktorlerinin in vivo etkinligini artirmanin Ve istenmeyen etkilerinin ortadan
kaldirilmasinin  bir yolu biyoaktif molekiiliin bir polimerik tasiyic1 sistem igine

hapsedilmesi ve belli bir zaman periyodu i¢inde uzun siireli salinmasinin saglanmasidir

(116).

2.2.1 Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

EGF birgok memeli tiriiniin degisik doku ve viicut sivilarinda bulunan,53
aminoasitten olugsmus mitojenik bir polipeptitdir. Subkutan yolla enjekte edildiginde 48
aminoasitli sekle dontismekte ve etken hale gelmektedir. EGF reseptorlerine baglanarak
hiicresel olaylari diizenler (101). EGF reseptorleri insan viicudunda idrar, tiikiiriik, mide,
pankreas sivisi, serebrospinal sivi, seminal sivi, prostat sivisi, siit ve kanda
bulunmaktadir. Amniotik sividaki diizeyleri gebelik haftasiyla dogru orantili olarak artar
(45). EGF ayrica bir¢ok dokuda, oOzellikle karaciger ve plasenta hiicrelerinde
bulunmaktadir ve epitelial ve mezotelial kokenli hiicrelerde mitojenik 6zellige sahiptir
(44,45). EGF, embriyogenezi, anjiyogenez, doku ve vaskiiler sistemlerin onariminda
biiyiik rol oynamaktadir, mukozal biitlinliigli korumada en 6nemli biiylime faktoriiniin
EGF oldugu gosterilmistir. (117). EGF‘in bagirsak mukozasi iizerine trofik, olgunlastirici
ve iyilestirici etkileri vardir bunu 6zellikle GIS’te DNA sentezini uyararak yaptigi
diigtiniilmektedir. (41,101,118). NEK’in patogenezinde ve 6nlenmesinde etkili oldugunu
gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttiur (46,47,119). Farelerde yapilan bir ¢alismada EGF
reseptor inaktivasyonu sonucunda NEK’e benzeyen bagirsak lezyonlari saptanmistir
(114). Insanda EGF’in tedavi edici etkisiyle ilgili bildirilen ilk calismada NEK’li bir
hastaya EGF infiizyonu uygulandiktan sonra hasarlanmis bagirsagin iyilestigi
bildirilmistir (119). NEK saptanan hastalarin tiikriik ve serumlarinda EGF diizeylerinin
aynt gebelik haftasindaki prematiirelere gore daha disiik oldugu, idrardaki EGF
diizeylerinin ise daha yiiksek oldugu bildirilmistir. (53,54). Idrarda diizeyin yiiksek
olmasinin nedeninin hasarli mukozadan emilimin fazla olmasiyla ya da EGF sentezinin

artmasi ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir.
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2.2.2 Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

PDGF yara iyilesmesinin her safhasinda rol oynar. Yaralanmay1 takiben PDGF
trombositlerden salinir ve yara sivisinda bulunur. Bu mitogenisiteyi ve notrofillerin,
makrofajlarin, fibroblastlarin ve diiz kas hiicrelerinin yara bolgesine kemotaksisini uyarir
(120). Aym1 zamanda makrofajlarda biiyiime faktorlerinin tiretimini saglar. TGF-f ve
PDGF makrofajlar tarafindan dokunun debritmanin1 ve graniilasyon dokusu olugmasini
artirir (121). PDGF’nin anjiogenez yapma etkisi organa baghdir. Kardiyak mikrovaskiiler
hiicrelerde vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve VEGF-reseptor-2 iiretimini
artirarak kardiyak anjiogenezde onemli rol oynar. Iskemik dokuda hipoksiyle sinerjik

olarak VEGF yapimin artirir. Kan damarlarinin maturasyonunda 6zellikle 6nemlidir.

2.2.3 Fibroblastik Biiyiime Faktorii (FGF)

FGF ailesi 23 iiyeden olusmaktadir. Bunlardan FGF-2, FGF-7 ve FGF-10
kutandz yara iyilesmesinde rol oynar. Keratinositler, fibroblastlar, endotelyal hiicreler,
diiz kas hiicreleri, kondrositler ve mast hiicreleri tarafindan iretilir (122). FGF’ler néron
hiicre farklilagsmasi, anjiogenez, diiz kas hiicre ¢ogalmasi, miyogenez, kikirdak dokunun
olusmasi, graniilositlerin olusum ve gelisimi, megakoryosit olusumu, spermatogenez,
kerotinosit morfogenezi gibi bir¢ok fonksiyona sahiptir (122). FGF-2 ve temel (basic)
FGF (bFGF) akut yaralanmada artar, graniilasyon dokusu olusumunda, reepitelizasyonda
ve dokunun tekrar yapilandirilmasinda rol oynar . In vitro ¢aligmalar FGF-2’in
ekstraseliiler matriks elemanlarinin sentezlenmesi, reepitelizasyon sirasinda keratinosit
motilitesinin kontrol edilmesinde rol oynadigin1 gostermektedir. FGF-2 fibroblastlarin

migrasyonunu ve kollajenaz liretimini artirir.

2.2.4 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF), 6zellikle endotel hiicreleri i¢in 6zgiil
etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biiylime faktorii ailesidir (119). Endotel
hiicresinin proliferasyonuna, migrasyonuna ve differensiasyonuna sebep olur (123).
VEGF, hem gelisim sirasinda, hem de yetiskinde vaskiilogenez ve anjiogenez i¢in 6nemli

ve gereklidir (119,15). Bu biiyiime faktorii, 6zellikle damar olusumunda kritik rol
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oynarken, endotel hiicrelerinin yaptigi bir ¢ok fonksiyonda da gerekli oldugu
gorliilmiistiir. Bunlar embriyogenez, yara iyilesmesi, timdr biiylimesi, miyokardial
iskemi, okiiler neovaskiiler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar
hastaliklar1 da kapsayan fizyolojik ve fizyopatolojik olaylardir. Bu yiizden de son yillarda
ilgi odagi haline gelmekte ve birgok arastirmaya konu olmaktadir (15,16).

Son yillarda VEGF {izerine yapilan c¢alismalar, bu ailenin PDGF siiperailesinin
onemli bir tiyesi oldugunu ortaya koymustur (124,125). VEGF ailesi VEGF-A ,VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasental biiyiime faktoriinil igerir.

Endotel hiicreleri i¢cin 6dnemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine sahip bu
faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen 6nce ovaryum follikiillerinden salgilanarak
yeni damarlarin olusumunu arttirirken, ovulasyondan sonra bu salgilama gorevini korpus
luteum istlenir. Erken implantasyon doneminde embriyo trofoblastlarinca salgilanir
(126). Embriyolojik gelisimin ilk dénemlerinin sonuna dogru VEGF biraz azalirken,
organogenez doneminde oldukga yiikselir. (127)

VEGF mRNA’sinin transkripsiyonu; PDGG-BB (PDGF-BB), keratinosit biiyiime
faktoric (FGF-7), EGF, TNF-o, transforming biliyime faktorii- Bl (TGF- Bl) ve
interlokin- B1 gibi gesitli faktorler tarafindan baglatilir. Boylece bu maddelerin mitojenik
olmadigi, VEGF salgilanmasina yol agarak mitojeniteyi arttirdiklar gosterilmistir (128).

Hipoksi, belki de, VEGF ve reseptorlerinin yapimini indiikleyerek anjiogenezi
baglatan en etkili stimuluslardan biridir. Buna 6rnek olarak biiyiiyen tiimorlerin hipoksik
merkezleri olusmasi ve bunu engellemek icin tiimor hiicrelerinden VEGF ekspresyonu ve
yeni damar yapimi gosterilebilir. Yine tikanmis kalp damarlarina bagl gelisen hipoksi
sonrasinda da VEGF ekspresyonu artmaktadir. Hipoksinin VEGF’i arttirma
mekanizmasinin sadece bir kismi ¢oziilebilmistir. VEGF yapimi hipoksi tarafindan
tetiklenirken, CO tarafindan da inhibe edilmektedir (129). Hipoksinin yaninda azalan pH
ve sitokinler ile de VEGF ekspresyonu artmaktadir (127)

2.3. GEN TERAPISI
Genler kromozomlarda taginir ve kalitimi saglayan temel fiziksel ve fonksiyonel
birimlerdir. Protein iiretiminin ydntemini kodlayan spesifik baz siralarindan olusurlar.

Genlerin tanimlanmasi1 ve genetik miihendisliginde kaydedilen Onemli gelismeler
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sonucunda hastaliklarla miicadele edebilmek ve korunmak igin hatali genetik yapiyi
degistirme On plana ¢ikmustir (130). Terapétik fayda saglamak amaciyla bireyin
hiicrelerine veya dokusuna genetik materyal (hastalikli mutant allel yerine fonksiyonel
allelin) transferine gen terapisi denmektedir (131).

Cesitli gen terapisi stratejileri gelistirilmistir ve basarili bir terapi icin gereken
ortak temel elemanlar vardir. Bunlarim en Onemlisi hastalifa neden olan genin
belirlenmesi ve klonlanmasidir. Genin tanimlanmasindan sonraki asamada, genin
hedeflenen hiicrelere nakledilmesi ve orada ekspresyonu, yani kodladigi proteinin {iretimi
gelir. Gen terapisinin diger 6nemli elemanlariysa tedavi edilmek istenilen hastaligi ve gen
nakli yapilacak hiicreleriyi tanimak ve gen naklinin olas1 yan etkilerini anlamaktir (130).

Yabanci bir DNA’nin konakg1 hiicreye tanitimi icin iki strateji gelistirilmistir.

1-DNA’nin kalic1 yerlestirilmesi

2-Gegici transformasyon ve kisa siireli tiretim igin kullanilmasi (132).

Genler in vivo veya ex vivo seklinde sunulabilir. In vivo tekniginde genler hedef
dokuya direkt ulastirilir. Ex vivo tekniginde in vitro transfeksiyon yapilan se¢ilmis

hiicreler izole edilir ve kiiltiir yapildiktan sonra konakgiya transplante edilir (133).

2.3.1. Gen Terapisi Tipleri

2.3.1.1 Germ hiicre gen terapisi

Germ hiicre gen terapisinde sperm veya yumurta gibi kok hiicrelerin genomlarina
fonksiyonel genler yerlestirilerek modifiye edilir. Bu nedenle terapiye bagli yapilan
degisiklik kalitsal olur ve sonraki jenerasyonlara aktarilir. Bu yeni yaklagim teorik olarak

genetik hastaliklar1 6nleyerek yiiksek oranda etkili olacag diisiiniilmektedir (133).

2.3.1.2 Somatik gen terapisi

Somatik gen terapisinde terapotik genler hastanin viicut hiicrelerine yerlestirilir.
Yapilan herhangi bir degisiklik kisiyi etkiler fakat kisi genetik olarak etkilenmedigi icin
kalitsal degildir (133).
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2.3.2. Terapi metodlar:

Gen terapisinde hedef genleri degistirmek veya onarmak i¢in bircok yontem
mevcuttur (133):

. Normal bir gen genomda spesifik olmayan lokalizasyona yerlestirilerek

fonksiyon gormeyen gen degistirilir (en sik kullanilan).

. Homolog rekombinasyonla normal gen anormal genle degistirilir.

. Selektif revers mutasyonla anormal gen onarilir ve gen normal

fonksiyonuna kavusur.

. Ozel bir genin diizenlenmesi degistirilir (gen acilir ya da kapanir) (133).

2.3.3. Gen Transferi Yontemleri

Hiicrelere gen eklemenin birka¢ yontemi bulunmaktadir.

1. Transfeksiyon; c¢iplak DNA molekiilleri veya lipozomlarda lipid ile
karistirilmis DNA

2. Enfeksiyon veya transdiiksiyonla; viriisler gibi istenilen geni tasiyacak ajanlar

kullanarak.

2.4. GEN TERAPISINDE VEKTORLER
Vektor terimi eklenen gen ve onu igeren DNA’ y1 ve lipozom/viriisii tanimlamak

icin kullanilan terimdir (134).

2.4.1. Viriisler

Viral vektorleri kullanarak yapilan gen transferi viriislerin kendi genlerini konak¢1
hiicreye tasiyabilme ve orda kullanabilme esasina dayanir. Gen terapisi vektorlerinin
tiretimi virlisiin genetik modifikasyonuyla baglar. Biitlin viriisler konakg¢ilarina baglanir
ve genetik materyalini konakgi hiicrenin replikasyon siklusunun bir pargasi olacak sekilde
yerlestirir. Bu genetik materyalde viriisiin daha fazla kopya iiretmesi i¢in basit bilgiler
bulunur. Bu sekilde viicudun normal iiretim mekanizmasini kendisi i¢in kullanmis olur.
Viriis iiretimi devam ettikge konakg1 daha fazla enfekte olur. Replikasyon veya kurulum

icin gerekli orijinal viral genin silinmesi sonrasinda istenilen terapdtik genin
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yerlestirilmesi izler. Rekombinant virus iiretebilme yetenegi paketleme hiicreleri adi
verilen silinmis viral genin fonksiyonunu alan 6zel hiicrelerle yerine konur (132).

Gen terapisi vektorleri degisik tip virlislerin modifikasyonuyla gelistirilir.
Retroviriisler ve lentiviriisler enfekte olan hiicrenin hiicre membranindan {iretilen non-
litik replikatorlerdir ve hiicreyi saglam birakirlar. Litik replikasyon metodunda
enfeksiyondan sonra virionlarin salinmasiyla birlikte hiicre ¢oker. insan adenoviriisleri,
adeno iliskili virlisler ve herpes simpleks litik replikatorlerin 6rnekleridir (132).
Retroviriisler (HIV) fiziksel olarak kendi genomlarini konak¢inin genomunun igine
yerlestirir. Viriis revers transkriptaz enziminide konakgiya yerlestirir; boylelikle kendi
RNA'sinm1 ana bilgi kaynagi olarak kullanir. Boylelikle konakg1 hiicrenin yasam siklusu

boyunca virlis genlerini tasirlar (132).

2.4.1.1 Retroviriisler

Retroviral vektorler gen transfer teknolojisininde standart olarak kullanilmaktadir
(135,136). Diger gen transfer sistemleriyle karsilastirildigi zaman ¢ok ¢esitli hiicre tipine
girebilme, konak¢min genomik DNA’sma etkin olarak entegre olabilme ve yiiksek
miktarda geni ¢evirebilme yetenegi gibi bircok avantaja sahiptir (137). Retroviriisiin
genetik materyalinin konakgiya yerlesebilmesi i¢in kendi RNA molekiiliiniin DNA
kopyasini yapmast gereklidir. RNA’dan DNA iiretilmesine revers transkripsiyon denir.
Revers transkriptaz (RT) tek zincirli RNA genomunu ¢ift zincirli lineer DNA’ya
kopyalar. RT RNA ve DNA bagimli DNA polimeraz ve RNA-DNA dublekslerinin RNA
zincirleri degrade eden multifonksiyonlu bir enzimdir (138). Niikleusda DNA
sentezlendikten sonra biiyiik konak¢t DNA sima yerlestirilmesi islemi integraz enzimi
tarafindan gergeklestirilir. Boylelikle konak¢i yeni bir gene sahip olur. Konakei
cogaldik¢a ortaya g¢ikan hiicrelerde ayni gene sahip olur (Sekil 2,3) (136,137,138).
Retroviriislerle yapilan gen terapisinin problemlerinden biri integraz enziminin geni
konak¢1 genomunda rastgele bir yere yerlestirmesidir. Genetik materyal orijinal genin
ortasinda bir yere yerlesirse; bu gen bozulur (insersiyonel mutagenez). Eger bu gen hiicre

boliinmesini denetleyen bir gen ise ortaya kanser gibi kontrolsiiz biiylime durumlari ¢ikar.
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Sekil 2.Retroviriis hayat siklusu (136).
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Sekil 3. Viral gag, pro, pol ve env (paketleme) genlerini ayr1 molekiiler yapi
icerisinde tutulmakta ve sadece vektor paketlenebilmektedir (137).

2.4.1.2 Lentiviral Vektorler

Lentiviral vektorler kazanilmig immun yetersizlik sendromunun etiyolojik ajani
olan insan immun yetmezlik viriisiinden (HIV-1) kaynaklanir. Bu vektorlerin diger gen
dagitim sistemlerine gore avantajlar1 mevcuttur. Belirgin klonlama kapasitesi olan (8-9
kb) ve entegre olan bir retroviriistir. Mevcut ¢alismalar dogru regiilatuar dizilerin
ozellikle kontrol bolgesi (locus control region- LCR) kullanildiginda stabil veya hiicreye

spesifik ekspresyonlar1 oldugunu gostermektedir (140).

2.4.1.3 Adenoviriisler

Adenoviral (Ad) viriisleri, 70-90 nm boyutlarinda zarfsiz dis protein kabugunun
i¢ niikleer kor yapiy1 sardig1 ikosahedral yapida partikiillerdir. Adenoviriis lineer 30-38
Kbp non-segmente ¢ifte zincirli (ds)DNA genomuna sahiptir. Teorik olarak 30-40 gen

tagiyabilir. Memeli hiicrelerinde konak¢inin ¢ogalma mekanizmasimi kullanarak
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replikasyon yapar (141). Adenoviriisler genetik materyallerini ¢ift sarmalli DNA
formunda tasirlar. Adenoviriislerin genetik materyali konak¢inin genomuyla birlesmez;
gecicidir. DNA molekiilii konake1 niikleusunda serbest dolasir ve bu molekiildeki bilgiler
diger genler gibi RNA’ ya ve sonrasinda proteine ¢evrilir. Farkli olarak hiicre boliinmesi
sirasinda bu genler ¢ogalmaz. Viral gen terapisinde en ¢ok kullanilan vektorlerdir (141).

In vivo biiyiikk ¢ogunlukla stabillerdir ve adenoviral vektdrler hiicreleri in situ
enfekte etmek icin kullanilabilir. Adenoviriislerin yiiksek miktarda iiretilebilir olmas1 ve
yiiksek seviyede heterolog gen sunulabilmesi, gen terapisinin popular vektorleri haline
getirmistir (142).

Adenoviriisler reseptdr aracili endositoz mekanizmasiyla hiire icine alinir.
Genomlar1 niikleusa tasinir ve konakg¢i genine entegre olmadan (epizomal) replike
olurlar. Bunun sonucu olarak insersiyonel mutagenez goriilmez. Diger bir kisitlama
birgok adeno virus vektoriiniin immunojenik olmasi ve gevrilen hiicreye karsi immun
yanit gelismesidir. Cevrilen hiicreler immun yanitla parcalaninca, gen liirlinlerinin
seviyesinde ani bir diisiis goriliir. Sekonder immun yanit nedeniyle adenoviral

vektorlerle tekrarlayan gen transferi basarisiz olmaktadir (143).

2.4.1.4 Adeno-iliskili Viriisler (ATV)

Parvovirus ailesinden tek sarmalli DNA'l kiigiik viriislerdir. Rekombinant ATV
viral gen tasimaz ve genoma integre olmaz; terminal zonlarindan birlesir ve sirkiiler;
epizomal form olusturur. Bunun sonucu olarak uzun dénem gen ekspresyonu goriiliir. Az
miktarda DNA igerdigi icin gen tasima kapasitesi azdir ve {dretilmesi zordur.
Adenoviriislere gore konakg¢ida immun yamit gelisimi azdir. AIV’lerin ¢ogalamayan

hiicreleri enfekte edebilmesi 6nemli bir avantajdir (144) .

2.4.1.5 Protein Zarfh Viral Vektorlerin Psodotiplendirilmesi

Virlislerin ~ etkin  olarak enfekte edebildikleri dogal konak¢i hiicreler
bulunmaktadir. Retroviriislerin adenoviriislere gore enfekte edebildikleri konakg¢1 ¢esidi
daha sinirhidir. Bazi hiicreler ise viral enfeksiyonlara direnglidir. Duyarli hiicreye tutunma
ve girig viriisiin yiizeyinde ki protein zarf sayesinde gerceklestirilir. Spesifik protein

reseptorii sayesinde viral proteinde yapisal degisiklik meydana gelir ve hiicreye giris
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saglanir. Konakg¢1 enfeksiyonun meydana gelmesi i¢in viriis yiizey proteini ile hiicre
yiizey proteinin uygun etkilesimi gerekmektedir. Gen terapisi i¢in vektoriin hedef
cesitliligi artirip azaltilmak istenebilir; bu vektoriin zarf proteininin baska viriislere ait
zarf proteinleriyle ya da simerik proteinlerle degistirilmesiyle gergeklestirilebilir. Protein

kiliflar1 degistirilen viriislere psddotip viriis denir (144).

2.4.2. Viral Olmayan Metodlar

DNA dagitiminin en basit yontemi plazmid DNA ekspresyon vektorlerinin
okaryotik promotorlar tarafindan alinmasidir.

Viral olmayan DNA dagitim vektdrleri iki ana tipte siniflanabilir.

1. Polimerik dagitim sistemleri (DNA polimer kompleksleri)

Polimerik dagitim sistemleri, pozitif yiikli kompleksin anyonik DNA ile
elektrostatik etkilesmesi sonucu hiicresel uptake’ine dayanir. Bu kompleksin negatif
yiiklii hiicre ylizeyiyle etkilesmesi manipiile edilerek DNA uptake artirilabilir.

2. Lipozomal dagitim sistemleri (DNA lipozomal kompleksler1)

Lipozomlar fosfolipid ¢ift katman ile sarilmis sivi kompartmanindan olusan
vezikiillerdir. DNA sivi kompartmanin i¢inde veya fosfolipid lamelle kompleks halde
tutulur. Lipozom dagitim sistemleri istenilen biiyiiklik, yilizey yiiki, bilesim ve
morfolojiye ulastirilabilir. Viral olmayan transfeksiyon etkinligi viral vektorlere oranla
onemli oranda azdir. Diger bir dezavantaji serum varliginda hizli inaktivasyonudur. Viral
olmayan vektorlerin ana avantaji immun yanit olusturmadigi i¢in giivenli

uygulanabilmesidir (142).

2.4.2.1. Ciplak DNA
Viral olmayan transfeksiyonun en basit metodudur. intramuskiiler plazmide bagl
ciplak DNA enjeksiyonlari denenmekte ve basarili sonuglar bildirilmektedir. Fakat diger

metodlara gore gen ekspresyonu ¢ok az olmaktadir (18).
2.4.2.2. Oligoniikleotidler

Oligoniikleotidler kisa zincirli DNA segmentleridir. Sentetik oligoniikleotidler

gen terapisinde hastaliktan sorumlu genleri inaktive etmek i¢in kullanilmaktadir.
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Hiicresel internalizasyonla selektif olarak tek bir proteinin iiretilmesini engelleye bilirler.
Bunun i¢in ¢esitli metodlar kullanilmaktadir. Hatali genin transkripsiyonunu bozmak icin
hedef gene spesifik antisens kullanmak bir stratejidir. Antisens uygulamalarinda
oligoniikleotidler mRNA veya pre-mRNA ile etkileserek dupleks yapar ve protein
translasyonu engellenir. Diger bir yontem siRNA adi verilen kiigiik RNA molekiilleri
kullanarak hiicrenin, hatali genin mRNA transkriptinde yer alan o6zel dizinlerini
ayirmasidir. Bu sayede hatali genin translasyonu ve boylelikle genin ekspresyonu durur
(18).

2.4.2.3. Lipopleksler ve polipleksler

Yeni DNA’nin hiicre igine ulasmasini saglamak igin, DNA nin hasar gérmesi
onlenmeli ve hiicre igerisine girmesi kolaylastirilmalhidir. Bu asamada DNA’nin
indirgenmesini onlemek icin yeni molekiiller lipopleksler ve polipleksler iiretilmistir.
Plazmid DNA’s1 lipidlerle kaplanarak migel veya lipozomlar gibi organize bir yapi
olusabilir. Bu organize yap1 DNA ile kompleks olusturursa lipopleks adi verilir. DNA ‘It
polimer kompleksleri polipleks olarak adlandirilir (145).

2.4.3. Plazmidler

Plazmidler spesifik proteinleri kodlayan transgenleri iceren yiiksek molekiil
agirliklt ¢ift sarmalli DNA’lardir. Molekiiler diizeyde plazmidler 6n-ilag olarak kabul
edilebilir; hiicre icerisine alinmasiyla DNA transkripsiyon ve translasyon aletlerini
terapotik proteinin  sentezlenmesinde kullanir. Gen terapisinde plazmid DNA’sim
kullanilarak, kalittimsal olarak belirli bir proteini iiretemeyen hiicre, programlanmis
transgenler araciligiyla bu proteini sentezleyebilir. Plazmidler genetik hatalar1 diizeltmek
icin kullanilabilir. Plazmid molekiiliiniin etkin olabilmesi i¢in sitoplazmaya girdikten
sonra niikleusa girmesi gerekir. Niikleusa giris niikleer porlardan saglanir ve oldukga zor
islemdir. Hastalik tedavisi yaninda plazmidler genetik immunizasyon i¢in ast olarak
kullanilabilir. Enhancer’lar plasmid DNA’sinda ilgili genin iiretimini 100 kata kadar

artirabilen bolgelerdir. Transkripsiyon etkinligi uygun enhancer ile artirilabilir (18).
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3.MATERYAL METOD

3.1.Deney Hayvanlan

Bu deneysel calisma, Yeditepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
ve Istanbul Tip Fakiiltesi Merkezi Etik kurul onayr almarak, Istanbul Universitesi
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Genetik Boliimii, Istanbul Tip Fakiiltesi Biyokimya
Ana Bilim Dali ve Okmeydan1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji laboratuarlarinda
gerceklestirildi. Calismamizda, Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisti’'nden temin edilen 10-15 gram agirliginda, saglikli, 24 adet Wistar-Albino si¢an
yavrusu kullanildi. Biitiin hayvanlar 22°C oda sicakliginda anne yaninda kafeslerde
tutuldu. Giinde 2 kez kafes bakimlar1 yapildi. Sicanlar her grupta 8 sican olacak sekilde 3
gruba randomize edildi;

Grup 1 (n=8) (Sham grubu): Herhangi bir islem yapilmayan normal yeni dogan
ratlar

Grup 2 (n=8): NEK olusturulan ve plasmid verilen grup

Grup 3 (n=8): NEK olusturulan ve plazmide bagl lokal VEGF geni verilen grup

3.2. Plazmid Hazirlanmasi

Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Genetik Béliimiinde
kiiltiir yapilmig hiicrelerden, iretici firmanin (Qiagen Co) tavsiyesiyle, total RNA
purifikasyon kiti kullanarak total RNA izole edildi. Revers transkripsiyondan sonra 5' ve
3" uglarinda kisitlama boélgesi igeren oligoniikleotidlere PCR yapildi. PCR fragmanlari
%1°lik agarose jelden keserek ayrildi. Kesilmis agarose jelden, jel ayristirma kiti ile DNA
ayristirildi. 50 ng’lik DNA vektorii ve 1 pl’lik PCR iiriinti, 1 ml (3u/ul) T4 DNA ligaz
iceren 2x T4 DNA ligaz tamponla 4°C’de bir gece inkiibe edildi. Ligasyon reaksiyonun
2ul ‘si ve DH5 alfa uyumlu hiicrelerin 100 pl’sine 1s1-sok transformasyonu uygulandi ve
100 mg/ ml ampisilin igeren agar plakalara yayildi. PCR test edildi ve ardistirma (Refgen
Co, Turkey) ile dogrulandi. Plakalar bir gece 37°C’de inkiibe edildi. Plazmidler
cogaltildi. Endofree Plazmid kit (Qiagen) kullanilarak saflastirildi. insan VEGF cDNA ‘s
tastyan plazmidler iiretildi. Kontrol amagli bos pcDNA3.1 plazmid iiretildi (Sekil 4).
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Sekil 4: VEGF plazmide klonlanma asamasinin sematik goriiniimii

3.3. Cerrahi Teknik ve Tedavi

Calismamizda 3 adet gebe Wistar Albino tiirii rat spontan olarak dogurtulduktan
sonra anne siitiiniin koruyucu etkisini engellemek {izere yavrular annelerinden hemen
ayirilarak 37°C de nemli kiivoze alindi.(Resim 1) Yavru ratlar kontrol grubu, NEK grubu
ve VEGF ile tedavi edilen NEK grubu olarak 3 gruba ayrildi. 2 ve 3 gruptaki yavru ratlar
NEK olusturmak amaci ile 0.2 mL 6zel rodent bir mama (15 g Similac 60/40 [Ross
Pediatrics, Columbus, Ohio]) ile giinde 3 kez beslendi daha sonra literatiirde belirtildigi
sekilde 10 dak %100 CO2 inhalasyonu uyguland: (Resim 2), ardindan 5 dk +4°C sogukta
birakildi ve giinde 2 kez 5 dakika %97 O2 verildi. Her giin ratlarin kilolar1 6lgiildii ve
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tart1 kayiplar1 kayit edildi. 3. gruptaki ratlara intraperitoneal Plazmide klonlanmig VEGF
geni 4 giin subkutan olarak verildi, ratlarin klinik bulgularindaki ve genel durumlarindaki
iyilesme klinik skorlama yapilarak kaydedildi. Ratlarin 4 giin sonra karinlar1 acildi, orta
hat laparatomiyi takiben terminal ileumun 2 cm'lik pargasi histopatolojik ve biyokimyasal

inceleme igin ayrildiktan sonra ratlar sakrifiye edildi (Resim 3,4).

Resim 1: Yenidogan ratlarin genel goriiniisii
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Resim 2: CO2 inhalasyonu i¢in dizayn edilmis kiivoz ve diizenek goriilmekte

Resim 3: Cerrahi islem sonrasi yenidoganin i¢ organlarinin gortiniisii

3.4. Histopatolojik inceleme

Doku pargalar1 24 saat %10’luk formaldehit soliisyonu i¢inde sabitlendikten sonra
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parafin bloklar hazirlandi. Parafinlenmis doku bloklarindan, 4 pum kalinliginda transvers
kesitler hazirlandi. Kesitler hematoksilen-eozin ile boyanip 151k mikroskobunda
(Olympus, BX51, Japan) x20, x40 ve x100 biyiitme ile degerlendirildi, 151k
mikroskobuna bagli olan Olympus marka fotograf makinesi ile kesitler fotograflandi.
Dokularin histopatolojik incelemesi, drneklerin hangi gruba ait oldugunu bilmeyen (kor)
deneyimli bir patolog tarafindan yapildi. Anastomoz hattindaki degisiklikler ve
iyilesmenin degerlendirilmesi i¢in kullanilan parametreler ve histolojik evreleme skalasi
asagida yer almaktadir;

1. Inflamatuar yanit

2. Fibroblast proliferasyonu

3. Neovaskiilarizasyon (Anjiogenez)

4. Kollajen birikimi

5. Epitelizasyon

Histolojik evrelemeleme skalast;

* 0: Degisiklik yok

* 1: Hafif derecede

* 2: Orta derece

*3: Yogun
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Resim 4: Histopatolojik ve biyokimyasal inceleme i¢in alinan ince barsagin goértiniimii,

(NEK olusturulan segment goriilmektedir)

3.5.Biyokimyasal inceleme

Biitiin biyokimyasal parametrelere Cerrahpasa Biyokimya Anabilim Dalinda bu
konuyla ilgili uzman tarafindan bakildi. Terminal ileumdan doku biopsisi alindiktan
sonra hassas terazide tartildi ve serum fizyolojik soliisyonu igerisinde Potter tipi cam
homojenizator (Heidolphy-RZR 2021, Almanya) kullanilarak % 20 homojenizata (%20 g
/ml) homojenize edildi. Homojenizatlar 1500 d /dak hizda 15 dakika santrifiije edildikten
sonra slipernatanlar 10-18 saat siiresince esit oranda hidroklorik asit eklenerek hidrolize
edildi.

VEGF o6l¢iimiinde D-diaclone antipoliclonal animal VEGF kaph plaklar
kullanildi. Bu testler otomatik Best 2000 (Biokit) mikroelisa ile yapildi. VEGF i¢in
dokudaki normal deger < 50 pg/ml/mg doku olarak alind.

Oksidatif hasar1 degerlendirmek icin alinan doku o6rnekleri kiiciik parcalara
ayrildiktan sonra 1/5 (W/V) fosfat ile tamponlanmis saline soliisyonuyla homojenize
edildi. Dokuda oksidatif hasar1 degerlendirmek amaciyla tiim gruplarda malondialdehit
dehidrogenaz (MDA) ve nitric oksit (NO) diizeylerine bakildi.
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MDA olglimii tribiitirik asid metodu ile yapildi. PH 2.0 da ve 1 mikromol/L
demirsulfat ilave edildi. Absorbsiyon 535 nm dalga boyunda 6l¢iildii. MDA nin dokudaki
normal deger aralig1 < 1,0 mikromol/L/mg doku olarak alindi.

NO 6l¢iimii i¢in kalorimetrik metod kullanildi. (Boehringer Mannheim kit) (Kat
no: 175 6281). NO i¢in dokudaki normal deger <0,5 pg/ml/mg doku olarak alindi.

Dokudaki (Homojenattaki) inflamasyonu belirlemek i¢in TNF alfa, IL-6 ve
miyeloperoksidaz (MPO) diizeyleri ELISA (Quantikine-Sensitivity-Human by RPD
Systems USA) metodu ile 6lgiildii. IL-6 i¢in dokudaki normal deger <3,0 pg/ml/mg doku
olarak alindi. TNF alfa i¢in dokudaki normal deger < 3,5 ng/ml/ mg doku olarak alindi.
Doku MPO aktivitesi, Kruidener ve arkadaslarinin kullandig1 yontem ile belirlendi ve
U/mg protein olarak rapor edildi (146). Doku apoptozis diizeylerini saptamak i¢in dokuda
caspase 3 aktivitesi calisildi. Doku caspase 3 aktivitesi Jonges ve arkadaslarinin
kullandig1 yontemle 6l¢iildii ve pmolAMC/dk/mg protein olarak rapor edildi (147)

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Olgiimlere ait tamimlayici istatistikler ortalama + standart sapma (sd) olarak
verildi. Non-parametrik testler degerlendirildi. Gruplar arasindaki fark Kruskal-Wallis ile
arastirildi. Gruplar arasinda farlilik oldugu goériilen degerlere (p<0.05) kendi aralarinda
degerlendirilmek tizere Mann-Whitney U testi uygulandi. Hesaplamalarda SPSS for
Windows siirlim 16.0 (Statistical Package for Social Sciences, inc.) kullanildi. P<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR
NEK olusturulduktan sonra deney hayvanlari igerisinde 1 adet mortalite goriildii.
Bu yavru rat yerine yenisi kondu. Grup 2 ve 3’teki ratlarin hepsinde histopatolojik olarak

NEK bulgular1 saptandi.

4.1 Doku VEGF ve VEGF Reseptor Diizeyi
Dokuda calisilan 3 farklt VEGF reseptorii mevcuttu. Reseptor diizeyleri ayr1 ayri
gruplar arasinda karsilastirildi. Yapilan karsilastirmada grup 2 ile grup 3 (VEGF tedavisi

yapilan grup) arasinda her 3 VEGF reseptorii agisindan da istatistiksel olarak anlamli fark
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tespit edildi. (p =0.001). Bu 3 reseptoriin doku diizeyleri grup 3’ te grup 1 ye gore yiiksek
olmasina yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,05). Tablo 2 ve 3 de VEGF ve

VEGF reseptor diizeylerinin istatistiksel degerlendirmesi sunulmustur .

Gruplar Grupl Grup2 Grup3
(ortalamazsd) (ortalamazsd) (ortalamazsd)

VEGF 51,4244,51 23,7045,57 94,82+4,53

(pg/ml)

VEGFRI 531,66+34,47 633,78+42,29 953,43+27,78

(pg/ml)

zgéfmﬁ?Z 400933427125 | 3315.624801,21 | 7377.96+1313.74

Tablo 2: Gruplarin VEGF diizeylerinin ortalama ve standart sapmalari

Gruplar Grup2 Grup3 )
(ortalamazsd) ortalamazsd)

VEGF

(pg/ml) 23,70+5,57 94,82+4,53 0.001
VEGFR1

(pg/ml) 633,78+42,29 953,43+27,78 0.001
VEGFR2

(pg/ml) 331562480121 | 7377,96+1313,74 | o 1o,

Tablo 3: Grup 2 ve 3’iin VEGF diizeylerinin karsilagtirilmasi

4.2 Doku Oksidatif Hasar Parametreleri

Gruplarin MDA ve NO diizeylerinin istatistiksel karsilastirilmasi tablo 4 ve 5 de
gosterilmistir. Yapilan degerlendirmede Grup 1 (sham grubu) ile diger gruplar arasinda
oksidatif hasar parametreleri acisindan istatistik olarak anlamli fark vardi. MDA
diizeyleri degerlendirildiginde Grup 2°de Grup 3’e gore anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (p=.0.001). NO diizeyleri de grup 2’de 3’¢ gore daha yiiksekti ve fark
istatistiksel olarak anlamli idi. (p=0,001). (tablo 4 ve 5)
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Grup 1 Grup 2 Grup 3
MDA
(nmol/ml) 0,87+1,26 3,6700+0,17 1,53+0,32
NO
(mmol) 93,68+2,57 286,37+19,45 144,00+20,52

Tablo 4: Gruplarin oksidatif hasar parametrelerinin ortalama ve standart sapmalari

Grup 1 Grup 2 Grup 3 P P P
Grup 1-2 | Grup 1-3 | Grup 2-3
MDA 0,87+0,26 | 3,67+0,17 1,53+0,32 0.01 0.01 0.001
(nmol/ml)
NO 93,68+2,57 | 286,37+£19,45 | 144,00+20,52 | 0.001 0.001 0.001
(mmol)

Tablo 5: Gruplarin oksidatif hasar parametrelerinin karsilagtirilmasi

4.3 Doku inflamatuar Parametreleri

TNF alfa, IL-6 ve MPO diizeyleri grup 2 ve 3’te sham grubuna gore anlamli
olarak farkl: idi. TNF alfa ve IL-6’nin grup 2°de 3’e gore daha yiiksek oldugu, MPO

diizeylerinin ise grup 3’te 2’ye gore daha yiiksek oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu tespit edildi (siras1 ile p=0,001; p=0,01). Tablo 6 ve 7’de de gruplarin

inflamasyon diizeylerinin istatistik sonuglar1 sunulmustur.

Grup 1 Grup 2 Grup 3
IL-6
(pg/ml) 0,20+0,46 0.78+0,08 0,600,079
TNF-a
(pg/ml) 0,2175,005 0,64+0,10 0,38+0,04
MPO
(U/mgprotein) 0,13+0,01 0,33+0,04 0,48+0,06

Tablo 6: Gruplarin inflamatuar parametrelerinin ortalama ve standart sapmalari
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 P P P
Grup 1-2 | Grup 1-3 | Grup 2-3

IL-6
(pg/ml) 0,20+0,04 | 0.78+0,08 | 0,60+0,07 | 0.001 0.001 0.001
TNF-a
(pg/ml) 0,21+0,05 | 0,64+0,10 | 0,38+0,04 | 0.001 0.001 0.001
MPO

(U/mgprotein) | 0,13+0,01 | 0,33+0,04 | 0,48+0,06 | 0.001 0.001 0.01

Tablo 7: Gruplarin inflamatuar parametrelerinin karsilastirilmasi

4.4 Biyokimyasal Apoptozis Diizeyi Sonuclari

Apoptozis dokuda Caspase 3 aktivitesine bakilarak degerlendirildi. Grup 3’te
caspase 3 diizeyi grup 2’ye gbre anlamh olarak farkl idi (p=0,001). Grup 2’de grup 3’e
gore daha yiiksek olan caspase aktivitesi apoptozisin grup 2 ‘de daha fazla oldugunu
gostermektedir (Tablo 8,9 ; Sekil5).

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Caspase3

11,56+1,25 50,4745,19 24,50+4,63
(pmol/ml)

Tablo 8: Gruplarin caspase3 diizeylerinin ortalama ve standart sapmalari

Grup 1 Grup 2 Grup 3 P P P
Grup 1-2 | Grup 1-3 | Grup 2-3

Caspase3
(pmol/ml) | 11,56+1,25 | 50,47+5,19 | 24,50+4,63 | 0.001 0.001 0.001

Tablo 9: Gruplarin caspase 3 diizeylerinin karsilastirilmasi
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Sekil 5 . Caspase 3 aktivitelerinin gruplara gore karsilastirilmasi

4.5 Histopatolojik Degerlendirme

Dokunun histopatolojik incelemesinde inflamasyon, epitelizayon, iskemi,
anjiogenez diizeyleri degerlendirildi (Tablo 10). Anjiogenez grup 3’te grup 2’ye gore
daha 1iyi diizeydeydi ve istatistiksel olarak amlamli fark mevcuttu.(p=0.001)
Epitelizasyonun yine grup 3’te grup 2’ye goére anlamli olarak farkli oldugu tespit edildi
(p=0.001) (Sekil 6). Inflamasyon diizeyleri agisindan yailan degerlendirmede ise grup 2
ile grup 3 arasinda fark tespit edilmedi . Gruplarin histopatolojik degerlendirmesi tablo
10 ve 11’de sunulmustur.Histopatolojik incelemede gboze carpan en Onemli bulgu
barsakta villislerde NEK sonrasi atrofinin meydana gelmesi idi. Villis boylarinda
kisalma mevcuttu. (Resim 6). Gen tedavisi grubunda ise villiis boylar1 normale yakindi ve

yapilan istatistiksel degerlendirmede villiis boylar1 grup 3’te 2’ye gore anlamli olarak
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artmist1 (Resim 7). Sham grubunun histopatolojik incelemesinde barsak villiisleri normal

yapida idi (Resim 5).
Intestinal doku Group
1,00 2,00 3,00
Atrofi 0 8 0 8
1 0 8 0
Odem 0 8 0 8
1 0 8 0
Damar 0 0 7 9
lanma
1 8 1 6
Iskemi O 8 4 5
1 0 4 3
Infilam 0O 8 5 7
asyon
1 0 2 1

Tablo 10: Gruplarin histopatolojik karsilastirma skorlamasi: 0: yok  1: var.

Grupl [Grup2 |Grup3 |P P P
Grup 1-2 | Grup 1-3 | Grup 2-3
Atrofi 8/0 0/8 8/0 ,0001 1.20 ,0001
Odem 8/0 0/8 8/0 ,0001 ,0001 ,0001
Vaskiilarizasyon | 0/8 7/1 2/6 ,0001 ,0001 ,001
Iskemi 8/0 4/4 5/3 ,0001 ,0001 0,201
Infilamasyon 8/0 6/2 7/1 ,0001 ,0001 0,5

Tablo 11: Gruplarin histopatolojik 6zelliklerinin karsilastiriimasi

62



O Damarlanma
W Atrofi
O iskemi

Grup 1 grup2 grup 3

Sekil 6: Gruplarin histopatolojik inceleme sonuglari
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Resim 6. Grup 2’de X100 biiyiitmede belirgin atrofi ve kisalma olan villus yapisi

goriilmektedir.
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Resim 7: Gen tedavisi yapilan grupta X100 biiyiitmede boyu uzamis ve normal yapi ile

ayn1 goriintiide villus yapis1 goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Nekrotizan enterokolit siklikla prematiire yenidoganlari etkileyen onemli bir
bagirsak hastaligidir (1). Son yillarda, YYBU’deki bilimsel ve teknolojik gelismelere
ragmen, NEK’de mortalite oranlarinin diizelmedigi, bu oranin %10 ile %50 arasinda
oldugu rapor edilmistir (1,2,3). NEK insidans1 %1-5 arasinda degismekte ve olgularin
%65-95’ini prematiireler olusturmaktadir (3). Bununla dogru orantili olarak NEK’e bagl
olim ve uzun donem komplikasyonlarda da artis goriilmektedir. NEK’ teki yiiksek
mortalite orani, uzun donemde ciddi komplikasyonlarin olusmasi ve hastane
masraflarinin fazla olmasi patofizyolojiye ve hastaligin tedavisine yonelik ¢aligmalara ne
kadar fazla ihtiya¢ oldugunu agiklamaktadir.

Etyopatogenezinde sorumlu tutulabilecek birgok risk faktorii bulunmasina ragmen
kesin sebep henliz ortaya konabilmis degildir. Son donemde olusturulan deneysel hayvan
modelleri, genellikle etyolojide en fazla suclanan faktdrler olan, prematiirite, hipoksi,
formiil mama ile beslenme, intestinal iskemi-reperfiizyon hasari ve enfeksiyon temeline
dayandirilmaktadir (1-5). Bu modellerde olusturulan barsak hasarlarinda histopatolojik ve
biyokimyasal olarak NEK benzeri degisiklikler ortaya konmustur. Hipoksinin NEK
olusumuna olan etkisi azalmis mukozal kan akimi ve artmis oksijen ihtiyact lizerinden
olmaktadir. Ayrica hipoksik stres PAF miktarini artirmakta ve serbest oksijen radikal
hasar1 yapmaktadir. Hipoksinin GIS motilitesi iizerine de olumsuz etkileri oldugu
bilinmektedir. Hayvanlarda hipoksi olusturularak yapilan bazi deneysel ¢alismalarda
hipoksinin intestinal intirinsik ritmi ve mide bosalmasini geciktirdigi, spontan ince barsak
ve mide kontraksiyonlarini azalttign gosterilmistir. Hipoksinin neden oldugu GIS
kontraksiyon azalmasi indirekt olarak da bakteri translokasyonu riskini artirmaktadir. Bu
motilite azalmas1 hayvan deneylerinin yani sira izole insan barsaginda da gosterilmistir.
Barlow ve ark. (148) yaptiklar1 deneysel galismada, kapali ortamda hipoksi ve soguk
strese maruz birakilan yenidogan ratlarda histopatolojik olarak NEK benzeri intestinal
hasar olusturmuslardir. Mevcut hasarin hipoksi ve soguk stresin siiresiyle dogru orantili
olarak arttigin1 ve hipoksiyle birlikte oral formiil mama ile beslenmenin hasar1 daha da
arttirdigini ortaya koymuslardir. Nadler ve ark. (149) kendileri tarafindan tanimlanan
hiperosmolar formiil mama ile beslenen yenidogan ratlarin ince barsaklarinda,

biyokimyasal ve histopatolojik kriterlerle ortaya konan NEK benzeri bulgular tespit
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etmislerdir. Bizim calismamizda da NEK olusturmak i¢in hipoksiye ilave olarak soguk
stres ve formiil mama ile beslenme uygulanmis sonucunda histopatolojik olarak NEK
benzeri bulgular goriilmiistiir.

Literatiirde tedavi ile ilgili calismalar genelde hipoksinin ya da inflamasyonun
onlendigi yeniden kanlanmanin saglandigi calismalardir. Bu c¢alismalarda genelde
hipoksiyi 6nleyen maddeler ya da yeni damar olusumuna yol agan faktorler ¢alisilmustir.
Yurdakok ve arkadaslarimin (150) yaptigt calismada hipoksi ile NEK modeli
olusturulmus, tedavide insulin kullanilmis ve sonucta hipoksik hasarin geri donmedigi
tespit edilmistir. Inflamasyonu 6nlemeye yénelik calismalarda ise bir ¢ok ajan
denenmistir. Baregamian ve ark yaptigi calismada PPAR gamma agonistlerinin
antiinflamatuar etkilerinden faydalanilmis ve tedavinin etkili oldugu vurgulanmistir
(151). Eckmann ve ark yaptig1 ¢alismada ise NF kappa B nin anti-inflamatuar ve anti-
apoptotik etkileri incelenmis sonugta doku diizeyinde olumlu etkileri saptanmustir (152).

Calismamizda denenen VEGF bir biiyiime faktoriidiir. NEK tedavisinde etkinligi
bilinmemekle beraber yeni damar olusumunu artirmasit ve kolay uygulanabilir olmasi
dolayistyla ¢alismamizda kullanilmistir. Ozellikle son yillarda biiyiimeyi artiran bilyiime
faktorlerin NEK tedavisinde kullanilmasi ile ilgili bir ¢ok calisma yiiriitiilmiistiir. Bu
faktorlerin ya parenteral olarak ya da enteral olarak kullanimmin NEK olusturulan yavru
ratlarda yararli etkileri kanitlanmistir (153). Biiyiime faktorleri ile yapilan en 6nemli
caligmalardan biri Maynard ve ark yaptigi ¢alismadir (153). Bu ¢alismada EGF’iin NEK
enterokolit modelinden koruyucu etkisi oldugu ve bu etkileri barsakta otofajiyi
engelleyerek yaptigini gostermislerdir. Sullivan ve ark.’lar1 rekombinan EGF kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada tedavi alan grupta kript aktivitesinin daha sik gelistigini
gostermisglerdir (154). Yapilan c¢alismalarda NEK gelisen prematiirelerin serum ve
tilkriikklerinde EGF diizeylerinin ayn1 gebelik haftasinda NEK olmayan prematiirelere
gore daha diisiik oldugu saptanmistir (155,156). EGF ailesinin bir diger iiyesi olan
heparin-baglayici epidermal-benzeri biiyiime faktorii (HB-EGF) ile yapilan deneysel
calismada NEK’li farelere HB-EGF verildiginde mukozal biitiinliik ve epitelyal bariyerin
saglanmasinda olumlu sonuglar elde edilmistir (157).EPO ve EPO benzeri biiyiime
faktorlerinin de mukozal hasar1 engellemede etkili olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur

(158). Hem fetal donemde hem de eriskinde endotel hiicrelerin yaptigr birgok
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fonksiyonda, vaskiilogenez ve anjiogenezde o6nemli ve gerekli bir biiyiime faktorii olan
VEGF viicutta birgok farkli hiicrede sentezlenir (123,124,129). VEGF salgilanmasini
EGF de dahil olmak iizere bir¢ok biiylime faktoriiniin baslatmasi bu faktorlerin
mitojeniteyi VEGF salgilatarak arttirdiklarini gostermistir (123,129). Calismamizda NEK
modelinde biiyiime faktorlerinden VEGF tedavisini kullandik. Literatiirde NEK’te VEGF
tedavisi ilk defa denenmistir.

Bu tedavinin etkinligini artirmak amaciyla VEGF geni plazmide klonlanarak
verildi. Plazmide klonlama (gen tedavisi) giiniimiizde iizerinde olduk¢a sik arastirma
yapilan bir konudur. Plazmide klonlanan maddeler ile saf maddeler arasinda yapilan
caligmalarda klonlamanin etkisinin hiicresel diizeyde saf maddenin iiretimini artirdigi
icin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Normalde disaridan verilen maddenin etkisini
gosterebilmesi i¢in hiicre yiizeyinde spesifik reseptorlere baglanip DNA sentezini
arttirmasi gerekir fakat plazmide bagl olarak verilen madde son iiriin oldugu i¢in etkisi
daha kuvvetli olmaktadir. Yara iyilesmesinde gen terapisi kullanmanin ana hedefi hizli
lyilesmenin saglanmasi, doku fonksiyonlarnin yerine getirilmesi ve asir1 skar dokusu
olusmasinin engellenmesidir (131). Viral vektorlere baglanmis biiytime faktor genleri ¢ok
sik ¢aligilan konulardir. Liecthly ve ark. trombosit kaynakli bitytime faktorii B ( PDGF-B)
genini adenoviral vektor ile iskemik tavsan kulagi modelindeki kronik yaralara transfer
etmislerdir. Iskemik yaralarin tek uygulamada tedavi edildigini ve epitelizasyonun
iskemik olmayan kontrol grubuna gore daha hizli oldugunu goérmiislerdir. Fakat
adenoviriis kapsid proteinlerine bagli akut inflamatuar yanit geligmistir (132,133).
Dodato ve Galeano iki ayr1 ¢alismada VEGF A geninin adeno iligkili viriis ile transferi
icin bir model gelistirmistir. Calismalarinda cerrahiden 6-10 giin sonra yara iyilesmesinin
belirgin olarak hizlandigini, 18 giin sonra iyi yapilanmis graniilasyon dokusunun
gelistigini ve vaskiilarizyonun arttigim1 bildirmislerdir (133). Viral vektorler akut
inflamatuar yanit olusturabilirler. Birgok alicinin dolasiminda viral vektdr uygulamasi
sonrast antikor olusumu ve T hiicre yanit1 gdzlenmistir. Akut inflamatuar yanit hayati
tehdit edebilecek bir duruma kadar ilerleyebilmektedir. Immiinojenik hale gelen
hiicrelerin yikilmasi sonucunda iiretilen protein miktarinda ani azalma gdzlenmektedir.

Immiin yanita bagh transdiiksiyon engellenebilir ya da enfekte hiicreler elimine edilebilir.
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Bu da vektoriin tekrarlayan uygulamalarda kullanimini engeller. Aynm1 zamanda viral
vektorlerin tiretilmesi pahali ve zaman alici1 bir yontemdir (134).

Viral olmayan yontemler degisik araglarla DNA’nin hiicrelere veya dokulara
sunulmasi ile gerceklestirilir. DNA’nin direkt enjeksiyonu tanimlandiktan sonra Erickson
ve arkadaglar1 gelistirilmis solid enjektorlerle DNA enjeksiyonu ydntemine
‘microseeding’ ismini vermislerdir (131). Enjeksiyon ile gen transferi sonrasinda genin
kodladig1 proteinlerin iiretilmeleri gegicidir ve ilk 3 giin en yiiksek diizeyde goriiliir.
Calismamizda kolay iretilebilmesi ve kolay olmast yaninda uzun siireli gen
ekspresyonuna ihtiyacimiz olmadigi i¢in plazmid araciliyla gen transferini tercih ettik.
Lokal plazmid infiltrasyonunun kullanmamizin diger bir avantaji da verilen biiyiime
faktor genlerinin lokal etki gosterip sistemik etkilerinin olmamasidir. Lord ve ark.
0zofagus ve mide adeno kanserlerinde FGF ve VEGF diizeylerinin artmakta oldugunu
bildirmis ve biiyiime faktorlerinin gastrointestinal kanserli vakalarda kullaniminin
hematolojik va lenfatik metastazlar1 artirabilecegini diistinmektedirler. Lokal kisa siireli
ekpresyonu olan biiyliime faktorleri ile bu sorunun ¢oziilebilecegini diisiinmekteyiz (153).

Gen uygulamalarinda araciya baglanan genin dokudaki katmanlar1 asip dogru
hiicrelere ulagmasi énemli bir problemdir. Ayrica verilen yabanci materyalin hiicre igine
alinmamasi, lizisi ve ya aktif olarak transkripsiyonunun yapilamamasi da sik goriiliir.
Transfer yonteminin etkinligi dokuda iretilen gen {irlinlerinin oOlgiilmesiyle tespit
edilebilir.Calismamizda doku biiylime faktor diizeylerini inceledigimizde, kullandigimiz
plasmid aracili viral olmayan gen transfer metodunun basarili olabilecegini
diigiinmekteyiz. VEGF geni verildikten 4 giin sonra dokuda bakilan VEGF diizeyleri
yaklagik 2 kat artmaktadir. Enestvedt ve ark. ¢alismalarinda VEGF165 genini plazmide
baglayip lokal enjeksiyon seklinde kullanmislardir. Calismalarinda doku VEGF diizeyleri
artmis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (159). Karpisaola ve
arkadaglarinin  yaptigi calismada ise anjiogenik gen tedavisi sonrasi kapiller
proliferasyonun ve doku vaskiilarizasyonunun arttigi fakat yan etki olarak hiicrelerin
immortal oldugu goriilmiistiir (160,161). Yine diger bir ¢calismada VEGF A ve VEGF B
genlerinin intramiiskiiler olarak uygulanmasimin parakrin etkiler ile anjiogenezi artirdig
ve bu etkilerin oldukg¢a kuvvetli oldugunu tespit etmislerdir. Bizim ¢alismada da gen

tedavisi literatiirle uyumlu olarak dokuda VEGF reseptorlerinin = diizeyini ve
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histopatolojik vaskiilarizasyonu artirmistir. Ayrica yapilan immiinohistokimyasal
analizde VEGF tedavi grubunda kontrol grubu ve sham grubuna goére VEGF diizeyi
anlamli olarak yiiksek bulunmus ayrica vaskiilarizasyonun da anlamli oldugu
gorilmiistiir.

Calismamizda karsilastigimiz diger onemli bir bulgu ise, NEK olusturulan yavru
ratlarda intestinal villislerin boylarinda kisalma ve kiintlesme oldugudur. VEGF
tedavisinin villiis boylarini artirdiglr ve normale getirdigi tespit edilmistir. VEGF bir tiir
biliyiime faktoriidiir ve villiisler tizerine trofik etkisi bizim ¢aligmamizda kanitlanmustir.
Ayrica bu etkinin gen tedavisinin yan etkisi olarak literatiirde belirtilen hiicrelerin
immortal 6zellik kazanmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmiistiir. Gen tedavisi ile ilgili diger
bir sorun bu tedavinin dokuda inflamatuar yanit1 artirmasidir. Inflamatuar yanit artis1 yara
iyilesmesini geciktirmektedir. Ozellikle viriislerle gen transferinden sonra inflamatuar
yanit artig1 goriilebilmektedir. Calismamizda kullandigimiz plazmid ve plazmide baglh
genlerin literature ters olarak inflamasyonu arttirmadigi tespit edilmistir.

NEK’te dokuda oksidatif hasarin ve apoptozisin arttigi tespit edilmistir. Gaul ve
ark yaptig1 calismada NEK sonrast dokuda oksidatif hasarin arttifi ve probiyotiklerin bu
hasar1 azalttig1 tespit etmistir (162). Shah ve ark’nin yaptig1 ¢alismada ise NEK’te arginin
tedavisinin oksidatif hasar1 geri ¢evirdigi ve doku iizerine olumlu etkileri oldugu tespit
edilmistir (163). Calismamizda literatiirle uyumlu olarak doku oksidatif hasar diizeyleri
NEK olustrulan ratlarda artmistir. Ayrica apoptozis diizeyleri incelendiginde bu
diizeylerin NEK’li ratlarda daha fazla oldugu tespit edilmistir. VEGF gen tedavisinin ise
oksidatif hasar parametrelerini ve apoptozisi iyilestirdigi tespit edilmistir. Caligmamizin
en onemli dezavantajlarindan biri apoptozis diizeyinin immunohistokimyasal olarak
calisilamamasidir. Literatiirde apoptozis diizeyinin immunohistokimyasal olarak TUNEL
metodu ile ¢alisiimasinin bizim kullandigimiz ELISA yontemine gore daha iistiin oldugu
tespit edilmistir.

Sonug olarak, NEK etyolojisi net olarak aydinlatilamayan fakat halen YYBU de
onemli bir mortalite ve morbidite nedenidir. Etyolojisi net olarak aydinlatilamadigi i¢in
tedavisinde halen deneysel anlamda bir ¢ok madde denenmektedir fakat bu giin icin
klinik pratige girmis bir madde bulunamamustir. Biiylime faktorleri tizerinde sik

arastirmalar yapilan ve deneysel anlamda etkileri kanitlanmis Onemli ajanlardir.
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Calismamizda vaskiilarizasyonu artiran 6nemli bir biiyltime faktorii olan VEGF denenmis
ve bu faktoriin etkinligini artirabilmek i¢in plazmide klonlanarak gen tedavisi seklinde
verilmistir. Gen tedavisi sonucunda dokuda vaskiilarizasyonun arttig1, oksidatif hasarin
ve inflamasyonun azaldigi tespit edilmistir. Bu sonuglar VEGF geni tedavisinin NEK’te
etkin oldugunu gostermekte olup bu etkinligin klinige yansimasini anlamak icin genis

serili ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

NEK giiniimiizde YYBU’de oldukca sik goriilen bir hastaliktir. Etyolojisi tam
aydinlatilamadig i¢in kesin bir tedavisi yoktur. Fakat gelisen komplikasyonlar1 6nlemede
bir ¢ok tedavi denenmektedir.

Gen tedavisi dokuya direk etkili genin verilmesi ile yapilan ve literatiirde son
zamanlarda oldukga fazla arastirmalar yapilan giincel bir tedavidir. Bizim ¢aligmamizda
iskemi ile olusturulan NEK modelinde , plazmide klonlanmis VEGF geninin etkileri
biokimyasal ve histopatolojik veriler 1s1@inda arastirilmistir.  Sonugta iskeminin
olusturdugu NEK modelinde vaskiilarizasyonun azaldigi, villiislerde atrofi oldugu tespit
edilmis, gen tedavisi ile vaskiilarizasyonun arttig1 ve villiis atrofisinin geriledigi tespit
edilmistir. VEGF geni tedavisinin NEK’te iskeminin erken fazinda kullanilmasi
vaskiilarizasyonu ve iskemi etkilerini geri g¢evirebilir. Bu konu ile ilgili genis vakali

klinik ve deneysel ¢alismalara ihtiyag vardir.
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