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OZET

Amag: intrauterin inflamasyon, ak madde hasari ve serebral palsi icin dnemli
risk faktorlerindendir. Proinflamatuar sitokinler inflamasyonun beyin
dokusuna iletiimesi ve beyin hasari gelisimi acisindan 6nemlidir. Bu
calismada antiinflamatuar etkileri oldugu gdsterilen etanersept ve
melatoninin  intrauterin  inflamasyon  modelinde fetls  beynindeki
proinflamatuar sitokin duzeylerine etkilerini aragtirmay1 amacladik.

Yontem: Sprague-Dawley cinsi si¢canlarda gebeligin 15. glininde intrauterin
(iU) olarak verilen lipopolisakkarit (LPS) ile intrauterin inflamasyon modeli
olusturuldu. Uygulanacak tedaviye gore siganlar 5 gruba ayrildi. Kontrol
grubuna 15. giin 1U olarak steril SF pozitif kontrole ise LPS uygulandi. Diger
3 gruba 15. Giin IU olarak LPS uygulandiktan sonra melatonin grubuna
sonraki 5 gun boyunca gunde tek doz melatonin verildi. Etanersept grubuna
2 gun arayla 2 doz olacak sekilde etanersept uygulandi.
Melatonin+etanersept grubuna ise her iki ila¢ birlikte uygulandi. Melatonin ve
etanerseptin tumor nekroz factor-alfa (TNF-a), interlokin-1beta (IL-1pB),
interlokin-6 (IL-6) ve interferon-gama (IFN-y) dizeylerine etkisini arastirmak
amaci ile LPS uygulamasindan 5 gun sonra siganlar sakrifiye edilerek fetis
beyin dokulari alindi. TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IFN-y duzeyleri doku
homojenatinda g¢aligildi.

Bulgular: Melatonin grubunda TNF-a, IL-18 ve IFN-y duzeyleri pozitif
kontrole gbére anlamli derecede dusik saptandi (p<0.01). Etanersept
grubunda, TNF-a digsindaki sitokin dizeyleri pozitif kontrole gore azalmigti
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Melatonin+etanersept
grubunda ise TNF-a, IL-1B ve IFN-y duzeyleri melatonin ve etanersept
gruplarina goére yuksek bulundu.

Sonug: iU inflamasyon modelinde melatonin ve etanerseptin proinflamatuar
sitokin duzeylerine etkilerinin arastinldigr bu calismada melatoninin, TNF-q,
IL-1B8 ve IFN-y duzeylerini pozitif kontrole gore belirgin derecede azalttigi ve
proinflamatuar sitokin diizeylerini azaltici etkisinin etanersepte gére daha iyi
oldugu gosterildi.

Anahtar kelimeler: intrauterin inflamasyon, sitokin, melatonin, etanersept, LPS



SUMMARY

Aim: Proinflammatory cytokines are important mediators for transmitting and
initiating the inflammation in the brain tissue. We aimed to investigate the
effects of melatonin and etanercept on fetal brain proinflammatory cytokine
levels in an intrauterine inflammation model.

Method: Timed-pregnant Sprague-Dawley rats subjected to intrauterine
injection of lipopolysaccharide (LPS) to induce a model of intrauterine
inflammation on day 15 of gestation. Rats were divided into 5 groups
according to the applicable treatment. Control and LPS groups were injected
by saline and LPS, respectively. After LPS injection, melatonin was
administered in consequtive 5 days in the melatonin group and etanercept
was applied in a total of 2 doses, 2 days apart in the etanercept group.
Melatonin and etanercept treatment were combined for melatonin+etanercept
group. Rats were sacrified on day 20 of gestation and samples of fetal brain
tissues were obtained. Levels of tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-
1B (IL-1B), interleukin-6 (IL-6), and interferon-y (IFN-y) were measured in
homogenates of fetal brain.

Results: After 5 days of LPS injection, cytokine levels except TNF-a were
still high in LPS group. In the melatonin group, TNF-a, IL-13 ve IFN-y levels
were significantly lower than the LPS group (p<0.01). The cytokine levels
except TNF-a were also decreased in the etanercept group but the findings
were not statistically significant. By contrast, the combined treatment with
etanercept and melatonin had an antagonist effect on TNF-a, IL-18 and IFN-
y levels and these cytokines were higher than either melatonin or etanercept
alone.

Conclusion: We have demonstrated that both melatonin and etanercept
have decreasing effects on can decrease the cytokine levels in the brain
tissue in an intrauterine infllamtion model stimulated by LPS. Results from
this study suggested that melatonin has a better antiinflammatory activity on
proinflammatory cytokines and may reduce neuronal damage more effective
than etanercept.

Keywords: intrauterine inflammmation, cytokine, melatonin, etanercept, LPS
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1. GIRIS ve AMAC

intrauterin enfeksiyonlar (IUE), tiptaki tim gelismelere ragmen halen
tum dunyada onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Antenatal donemde
gelisen enfeksiyonlar erken donemde fetlisin kaybi, organ gelisiminde
anormalliklere ve preterm dogumlara yol agabilirken uzun dénemde ise
degisik sistemlerde olusturdugu hasara gore mental retardasyon, serebral
palsi, premature retinopatisi, tiroid hormon eksikligi ve bronkopulmoner
displazi gibi ciddi problemlere yol agabilmektedir (1).

intrauterin  enfeksiyonlarin  en sik yol agtdr klinik tablo
koryoamniyonittir. Koryoamniyonit, amniyokoryonik zarlarda enfeksiyon veya
diger patolojik olaylara bagli olarak inflamasyon gelismesi olarak
tanimlanmaktadir. Koryoamniyonit, A.B.D.’deki tim dogumlarin %1-4’4nde
tespit edilmektedir (2,3). Koryoamniyonitte, genellikle bakteriler izole
edilemese de uterin bosluga asendan yol ile bakterilerin invazyonu en onemli
bulasma yolu olarak kabul edilmektedir (4,5). Koryoamniyonit ile en sik iligkili
olan mikroorganizmalar Ureaplazma spp. ve Mycoplazma spp. gibi disuk
virilansa sahip bakterilerdir (2,3,6,7). Ayrica siklikla aneroplar, gram(+) ve
gram(-) aerop bakteriler etiyolojide yer almaktadir (8).

intraamniyotik enfeksiyonlar, immiinositleri uterin bosluga ceken bir
dizi inflamatuar olayl baslatan en 6nemli etkendir. Koryoamniyonitlerde
inflamasyon sureci genellikle uzun sireli oldugu icin inflamatuar hdcreler
notrofillerle sinirli degildir (4,9). Inflamasyonun baslamasi ve devaminda
proinflamatuar sitokinler (TUmoér nekroz factor-alfa (TNF-a), interldkin-1 (IL-
1), interldkin-6 (IL-6), interferon-gama (IFN-y)) énemli gorevler ustlenir (10).
Enfeksiyonun devam etmesi sonucunda, proinflamatuar ve inhibitor
sitokinlerin karisimindan olusan maternal ve fetal inflamatuar cevap ortaya
cikar. intraamniyotik enfeksiyon, fetiiste dogrudan enfeksiyona veya sepsise
yol acabilecedi gibi enfeksiyon olmadan sitokinler araciligi ile beyinde ak
madde hasari veya diger organ gelisimlerinde anormalliklere de yol agabilir.

Koryoamniyonitte, fetal inflamasyon bulgularinin olmasi (funizit, artmis
kord kani IL-6 seviyesi), inflamasyonun fetlisu etkiledigini gosteren bir



belirtectir (11). Fetus inflamasyona ya direkt amniyon sivisi ile ya da fetal-
plasental dolagim ile maruz kalir. Koryoamniyonit ve ortaya ¢ikan
inflamasyona, ilerleyen surecte fetisin verdigi tepki fetal inflamatuar cevap
sendromu (FICS) olarak isimlendirilir (11). FiCS'in, periventrikuler I6komalazi,
serebral palsi, fetal sepsis, fetal kardiak disfonksiyon, hipotiroidi, premature
retinopatisi ve bronkopulmoner diplazi gibi fetal-neonatal morbiditelerle iligkili
oldugu gdsterilmistir (12).

Prematir membran ruptirt (PROM), dodum eylemi baglamadan
membranlarin yirtilmasi olarak tanimlanmaktadir. Preterm dogumlarin
yaklagik 1/3’'Unde PROM ve PROM’lu annelerin %13-60'inda klinik olarak
belirgin intraamniyotik enfeksiyon bulgulari mevcuttur. Preterm dogum halen
tim duanyada onemli bir saglik problemidir. Bati Ulkelerinde preterm dogum
orani tim canli dogumlarin %5-13'Unu olusturur (13). Cocuklardaki uzun
dénem norolojik hasarlarin yarisindan preterm dogumlar sorumludur (14).
Preterm dogum, hem akut hem de kronik intrauterin enfeksiyon ve
inflamasyonla iligkilidir. Bakteriyel vajinoz, asemptomatik bile olsa preterm
dogumun gucli bir prediktoradar (15). Otuz haftanin altinda dogan
bebeklerde, amniyon sivisinda proinflamatuar sitokin diuzeyi daha yuksek
saptanmigtir (16).

Beyin, antenatal ve perinatal dénemde inflamatuar aracilikli olaylar
icin 6nemli bir hedeftir. Klinik ve hayvan galismalar sayesinde glinumuzde
fetal inflamasyon ve beyin hasari veya anormal beyin gelisimi arasinda iliski
oldugu konusunda siphe kalmamistir (17-21). Antenatal inflamasyonun -
Ozellikle koryoamniyonit ve funizit- preterm dogum, ak madde hasari ve
serebral palsi i¢cin en énemli risk faktorlerinden oldugu gosterilmistir (22,23).
Bunun yaninda antenatal inflamasyonun neden oldugu preterm dogum beyin
hasari riskini artiran onemli bir faktordir. Otuziki haftanin altinda dogan
prematlire bebeklerde en sik gorilen beyin hasari yaygin veya fokal ak
madde hasari veya periventrikiler I6komalazidir (PVL) (24). Klinik ¢alismalar,
antenatal dénemde inflamasyona maruz kalan bebeklerde periventrikiler
|I6komalazi ve serebral palsi gelisme riskinin belirgin derecede arttigini

géstermistir  (25-27). intrauterin inflamasyona bagli beyin hasarinin



olusumuna dair patofizyolojik mekanizmalar halen tam olarak anlasilabilmis
degildir. Ancak son bulgular annedeki veya fetusteki immun cevaptan daha
cok fetls beynindeki lokal inflamasyonun etkili oldugunu gdstermektedir.
Hayvan deneylerinde, anneye lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu sonrasinda
fetis beyninde artmis proinflamatuar sitokin mRNA dizeylerinin tespit
edilmesi, bu sitokinlerin beyin dokusu iginde uretildigini, lokal inflamasyonun
sistemik inflamasyonun devami seklinde ortaya ciktigini ve inflamasyona
badli beyin hasari gelisiminde asil énemli faktér oldugunu gdstermistir (28-
30). Deneysel calismalar, inflamasyona bagh asiri Uretilen sitokinlerin
oligodendrosit ve onlarin onculleri Uzerine toksik etkileri oldugunu
gOstermistir (31). Ayrica intrauterin inflamasyon, astrositlerin uyariimasina ve
myelin ile iligkili genlerin down-regulasyonuna neden olmaktadir (32,33).
intrauterin inflamasyonun arastirildi§i hayvan deneylerinde, inflamasyonun
ak maddede mikroglia aktivasyonuna, astrositlerin zarar goérmesine ve
oligodendrositlerin azalmasina yol actigi, beyin yapisinda ise subkortikal ak
madde, striatum, hipokampus gibi subkortikal bolgelerde néronal hasara yol
acgtigi gosterilmistir (34).

Antenatal bakimdaki tim gelismelere ragmen intrauterin inflamasyonu
veya olusabilecek beyin hasarini engellemeye yonelik bir tedavi
bulunmamaktadir. Ancak deneysel c¢alismalar bazi antiinflamatuar ve
antioksidan  molekullerin  hasar olusumunu azaltabilecegini veya
inflamasyonu baskilayabilecegini gostermistir. Antioksidan, antiinflamatuar ve
antieksitotoksik ozelliklerinin yaninda, yenidogan bebeklerde dahi guvenle
kullanilabilecek potansiyele sahip olan melatonin, gelecekte intrauterin
inflamasyon tedavisinde kullanilabilecek ilaclardandir. Farkli hipoksik-
iskemik, eksitotoksik ve inflamasyon modellerinde hasari azalttigi ve anti
inflamatuar etkisinin oldugu gdsterilmistir (35-40).

TNF-a reseptor antagonisti olan etanersept, eriskinlerde otoimmun
hastaliklarin tedavisinde kullaniimaktadir. Degisik hayvan calismalarinda
etanerseptin antiinflamatuar etkinligi ve beyin dokusunda inflamasyonu
azalttigr gosterilmigtir (41-43). Ancak intrauterin inflamasyonda etkinligine ve

sitokin duzeylerine etkisine yonelik herhangi bir calisma bulunmamaktadir.



Bu calismada LPS ile intrauterin inflamasyon modeli olusturulmus
gebe siganlarda melatoninin ve etanerseptin, fetis beyin dokusunda ortaya
cikan lokal inflamatuar sitokin dizeyleri Uzerine olan etkisini ve beyin

dokusunda antiinflamatuar etkilerinin olup olmadigini arastirmayi amagcladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. intrauterin inflamasyon

2.1.a. intrauterin inflamasyonun tanimi

intrauterin inflamasyon (iUi), fetlisiin akut veya kronik degisik
etkenlere bagli olarak, dolayli veya dogrudan inflamatuar etkilere maruz
kalmasi olarak tanimlanabilir (44). Inflamasyon, anneden, fetiisten veya her
ikisinden kaynaklanabilir. Enfeksiyonlar, inflamasyona yol agan en énemli
etkenlerdir. Enfeksiyonun veya inflamasyonun olustugu boélgeye gore degisik
klinik tablolar tanimlanmistir. Amniyonit, amniyon sivisinin; koryoamniyonit,
fetal zarlarin (koryon ve amniyon); funizit, umblikal kordun; villit ise
plasentanin  enfeksiyonu veya inflamasyonunu tanimlamak igin
kullaniimaktadir. iUi'ye yol agan en énemli klinik tablo koryoamniyonittir.
Koryoamniyonit, plasentada amniyokoryonik zarlarin enfeksiyon veya diger
patolojik olaylara bagli olarak inflamasyon gelismesi olarak tanimlanmaktadir.
Ozellikle PROM ve spontan preterm dogumlarda koryoamniyonit siklig
belirgin derecede artmistir (45-47). Koryoamniyonite yol agan en onemli
etken enfeksiyonlardir. Ancak fetal hipoksi, mekonyum ve amniyotik sivinin
pH’sindaki degisiklikler gibi etkenler de koryoamniyonite sebep olabilirler
(48). Koryoamniyonit, ayrica etiyolojiden bagimsiz olarak anne ile bebek
arasindaki zarlarin yapisal butinligunt ve fonksiyonlarini etkileyerek fetlsu
diger etkenlere acgik hale getirir (44).

Koryoamniyonit, klasik olarak histolojik ve klinik olarak iki sekilde
siniflandinlir. ~ Histolojik  koryoamniyonit, membranlarda inflamasyon
bulgularinin (I6kosit infiltrasyonu) olmasidir (49-52). Klinik koryoamniyonit ise
lokal ve sistemik inflamasyon belirtilerinin (ates>37.5°C, uterus hassasiyeti,
karin agrisi, kotu kokulu vajinal akinti, anne ve bebekte tagikardi, toplam
|6kosit sayisi>15000) olmasi olarak tanimlanmistir (53-56). Son zamanlarda
klinik koryoamniyonit tanimi inflamatuar belirteclerdeki degisiklikler ile
desteklenmeye baslamistir (57-59).

iUnin anneden daha cok fetiis (izerine olumsuz etkileri vardir.

inflamasyondan  etkilenmis  bebeklerde; preterm  dogum, PROM,



bronkopulmoner displazi (BPD), serebral palsi, PVL, sepsis gibi

komplikasyonlar gorulebilir.

2.1.hb. Perinatal beyin hasari ve intrauterin inflamasyonun tarihcesi

Ilk kez 1970’lerde Macvigar, klinik ve histolojik koryoamniyonitin
amniyotik boglugun mikroorganizmalar ile invazyonu veya intraamniyotik
enfeksiyonlarin bir sonucu oldugunu yazmistir (60). Ancak Macvigar bu
sonuca ulasmadan c¢ok oOnce, 1930’'larda Kobak fetal bakteriyemi ile
intraamniyotik enfeksiyon ve plasentit arasindaki iliskiyi gostermigstir (61).
Daha sonra 1950’de Knox PROM’da, ruptir bdlgesinin  komsulugunda
histolojik olarak inflamasyon ve enfeksiyon bulgularinin varligini géstermistir
(62). Hawkinson, 1966’da preterm dogum ve PROM’un servisit, vajinit gibi alt
genital sistem enfeksiyonu olan hamilelerde daha sik oldugunu ve bu
enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasi ile PROM ve preterm dogumlarin
onemli oranda azaldigini gostermistir (63). 1988’de ise Romero, kommensal
vajinal floranin veya asemptomatik ve semptomatik bakteriyel enfeksiyonlarin
membranlar intakt olsa da fetal membranlardan gecip intraamniyotik
enfeksiyona yol agabilecegini belirtmistir (64,65).

Antenatal ve perinatal problemlere bagh beyin hasari gelistigi
1900’lerden 6nceki donemlerde de bilinmekteydi. Konjenital ensefalomyelit
terimi, ilk kez Virchow tarafindan 1876 yilinda yenidodan bebeklerde
postmortem tespit edilen periventrikiler ak maddedeki soluk ve yumusak
dejenerasyon alanlarini tanimlamak icin kullaniimistir (66). Mikroskobik
olarak bu alanlar, artmis glial hiperplaziye eslik eden koépukstu makrofajlar
icermekteydi ve doku nekrozunu goOsteren belirtiler vardi. Virchow, bu
hastaligin, annesi gicek veya sifiliz gibi akut enfeksiyon geciren bebeklerle
iligkili oldugunu dugsunmustur. Ancak daha sonra tum vakalarin annedeki
hastaliklarla iligkili olmadigini tespit etmigtir. Ayrica Virchow, cocukluktaki
mental retardasyon ve diplejilerin dnemli bir kisminda bu patolojilerin sorumlu
oldugunu dusunmastir. Wirchow’dan o6nce Little, spazmodik ekstremite
kontrakturleri, dipleji ve mental retardasyonun belirgin oldugu ve epilepsinin
siklikla eslik ettigi bir durum tanimlamig ve bu hastaligin prematurite ve

dogum asfiksisi ile iligkisi oldugunu ileri sirmuasttr. 1861’deki makalesinde,



perinatal donemde gelisen “asphyxia neonatorum” a baglh sinir hasarinin
serebral diplejinin sebebi oldugunu sdylemistir (67). Daha sonraki yillarda
Parrot, klinik tanimi hiperaktivite, spastisite, koma, konvulsiyonlar ve solunum
problemlerini icerecek sekilde genisletmistir (68-70). Ayrica Parrot
prematuritenin asil faktor oldugunu, infarkt ve hemorajinin lezyonlarda en sik
gorulen ozellikler oldugunu tanimlamigtir. 1930’lara gelindiginde Rydberg,
altta yatan sebep olarak etkilenen alanlarda kan akiminda azalmaya yol agan
hemodinamik sebepleri tanimlamistir (71).

PVL terimi ilk kez 1962 yillinda Banker ve Larroche tarafindan
postmortem olarak incelenen 117 yenidodanin 22’'sinde tespit ettikleri
karakteristik ak madde lezyonlarini tanimlamak i¢in kullaniimigtir. Ayrica tim
bebeklerin akcigerlerinde patolojik anormallikler tespit etmisler ve énemli bir
kisminda da apne periyodu veya resuUstasyona ihtiya¢g gosteren kardiyak
arrest gelistigini saptamislardir (72). Klinik olarak apne ve kardiyak arrest ile
iligkili norolojik anormallikler, mental retardasyon ve ekstremitelerdeki
simetrik spastisite olarak tanimlanmistir. Lezyonlar makroskobik olarak
benzer géorinumde ve asil olarak ak maddeyi etkilemekteydi, mikroskobik
olarak ise cevresi asiri derecede vaskularize likefaksiyon bdlgelerinden
olusmakta oldugu goézlenmistir.

Son 40 yila kadar enfeksiyon, kan akiminda durma, asfiksi gibi direk
etkiler sucglanirken, 1976’da Leviton ve Gilles postmortem degerlendirmede
kan kultirlerinde bakteri saptanan bebeklerde, steril olanlara gore 34 kat
daha fazla oranda histolojik ak madde hasari oldugunu gostermigler ancak ak
madde hasari olan higbir bebegdin beyninde bakteri tespit etmemiglerdir (73).
Bu gbézlem sonucunda kan dolasiminda bulunan, enfeksiyona yol agcmayan
inflamasyon Urunlerinin beyin hasarina yol acabilecegini 6ne surmuslerdir.
Arastirmacilar, degisik hayvan calismalarinda yenidogan ve fetlUslere steril
endotoksin enjekte ettiklerinde benzer sekilde ak madde hasari ve ak madde
hacminde azalma tespit etmiglerdir (74-76).

Bu calismalar destekler sekilde 1959-1966 yillari arasinda A.B.D.’de
yapillan ve 54000 hamilenin katildigi bir calismada, koryoamniyonit ile

serebral palsi arasinda iligki tespit edilmistir. Ayrica neonatal donemde 6len



bebeklerin otopsilerinde hamilelikte annede ategli idrar yolu enfeksiyonu
Oykusu olanlarda, ak madde hasarinin 400 kat fazla oldugu saptanmistir
(77,78). Son 30 yilda ¢ok sayida epidemiyolojik ve deneysel hayvan
calismasi benzer sekilde annedeki enfeksiyon veya inflamasyonun direk
beyin ile iligkili olmasa da gelisen fetis beyni Uzerine olumsuz etkileri
oldugunu ve inflamatuar proteinlerin bu hasarin iletimesinde 6nemli roller

oynadiklarini géstermislerdir (79-84).

2.1.c. intrauterin inflamasyonun etiyolojisi

[UI'nin en énemli sebebi enfeksiyonlardir. Genellikle bakteriler izole
edilemese de uterin bosluga asendan yol ile bakterilerin invazyonu en onemli
bulasma yolu olarak kabul edilmektedir (4,5). Daha seyrek gorllsede
hematojen ve iatrojenik olarak dogrudan bulagma da olabilir (Sekil 1).

Koryoamniyonit zarlarin batanligu bozulmamis olsa bile olugabilir (2).
Koryoamniyonitlerin ¢ogunda birden ¢ok sayida enfeksiyon etkeni
sorumludur. Amniyon sivisi kultlrd pozitif olan drneklerin %65’inde iki veya
daha fazla enfeksiyon etkeni tespit edilmistir (3,8). Koryoamniyonit ile en sik
iligkili olan mikroorganizmalar, kadinlarin yaklagik %70’nin genital sisteminde
bulunabilen Ureaplasma spp. ve Mycoplasma spp. gibi disuk virllansa sahip
bakterilerdir (5-7). Ureaplasma, kuiltur pozitif vakalarin %47’sinde,
Mycoplasma ise %30’'unda tespit edilmistir (8,85). Bu mikroorganizmalarin
koryoamniyonit ve fetal komplikasyon gelisimi Gzerine olan etkileri baglarda
tartismall olsa da, son donemlerdeki klinik ve hayvan galigsmalari ile 6nemli
olduklari gosterilmistir (86). En sik izole edildikleri hasta grubu prematire
dogum veya PROM’lu annelerdir (86). Kadinlarin ¢odunda alt genital
sistemde (vajina, serviks) bulunsa da, preterm dogum veya PROM yoksa Ust
genital sistemde (uterus, fallop tupleri) bulunma sikhdr %5’in altindadir (86-
88). Koryoamniyonitli kadinlarda Uretilen diger mikroorganizmalar; anaeroplar
%25-30 (Gardneralla vajinalis, Bacteroides spp) ve aeroplar %8-15 (grup B
streptokok, E. coli) olarak siralanabilir (8). Bu mikroorganizmalar genellikle
vajinal veya enterik floranin pargasidirlar. Aerobik mikroorganizmalarin

olusturdugu vajinitte asendan koryoamniyonit, PROM ve preterm dogum riski



daha fazladir (89). Asendan yola gore daha seyrek olsa da bakteriler
hematojen yol ile yayilarak koryoamniyonite sebep olabilir. Ozellikle Listeria

monositogenes hematojen yol ile plasenta ve fetuse bulagmaktadir (90).

Sekil 1: intrauterin enfeksiyonlerin bulasma yollari (2)

latrojenik

Uterus (amniyosentez)

Plasenta

Transplasental

Anne kanindaki
enfeksiyon

Yukari ¢ikis

Serviks

Vajina

Koryoamniyonit gelisiminde ve ortaya ¢ikacak problemlerde (preterm
dogum, BPD, serebral palsi) etiyolojik ajanin yaninda hem annenin hem de
fetislin immin sistemi ve immin dizenleyici genlerindeki polimorfizmler
onemlidir (91,92). Sitokinler ile ilgili polimorfizmlerin peri ve prenatal beyin
hasarini etkiledigine yonelik gun gectikge daha c¢ok delil elde edilmektedir
(93). Bu polimorfizmler, proinflamatuar veya antiinflamatuar sitokinlerin
salinimini etkileyen genetik farkhliklardir. Ornegin TNF-a geninin promotor
bdlgesinde (-308) pozisyonundaki polimorfizmin preterm dogum ile iligkili
oldugu saptanmigtir. Otuziki haftanin altinda dogan preterm bebeklerle
yapilan bir calismada ayni polimorfizme sahip bebeklerde ciddi
intraventrikller kanama sikliginin daha yuksek oldugu ve serebral palsi ile

iligkili oldugu tespit edilmistir (94,95). Serebral palsi ile olan bu iligkinin



Ozellikle 32 haftanin altinda dogan hemiplejili ve quadriplejili bebeklerde daha
belirgin oldugu gozlenmistir (96). IL-6 geninin promotor bolgesi (-174)’'ncu
pozisyondaki  polimorfizmin  yenidodanlarda monositlerin  LPS ile
aktiflesmesini kolaylastirdi§i gézlenmis ve bu polimorfizmi olan 32 haftanin
altinda dogan prematlrelerde periventrikiler kanama riskinin arttigi ve
kraniyal ultrasonografide ak madde hasarinin daha fazla oldugu saptanmigtir
(97). IL-6 sentezini artiran baska bir polimorfizmde ise kraniyal
ultrasonografilerde farklilik yokken, polimorfizmi olan bebeklerin biligsel
gelisimlerinin daha kotd oldugu goézlemlenmistir (98). Bu olumsuz etkilerin
tersine antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10’nun sentezini artiran bir
polimorfizmin pretermlerde ak madde hasari riskini belirgin sekilde azalttidi

tespit edilmistir (99).

2.1.d. intrauterin inflamasyonun patofizyolojisi

intraamniyotik enfeksiyonlar, Idkositleri uterin bosluga geken bir dizi
inflamatuar olay! baslatan en énemli etkendir. Degisik sinifta kemokinler ve
kemoatraktan proteinler bu olaylarda énemli roller oynarlar ve spesifik
gérevleri vardir. Ornegin, IL-8 nétrofiller icin kemotaktik dzellikte iken, IFN-y,
makrofajlarin aktiflesmesini, T hicre gocunu ve aktiflesmesini uyarmaktadir
(10). Iinflamasyonun erken déneminde amniyokoryonik zarlarda nétrofil
birikimi belirgindir ve ilk savunma hattini olusturur. inflamasyona yol acan
etken devam ediyorsa T hucreleri, makrofajlar ve dentritik hicrelerin sayisi
artmaya basglar. Bu hlcreler ayni zamanda inflamasyonun devam etmesi igin
gereklidir. inflamasyon, makrofajlar ile birlikte amniyokoryona bitisik olan
desiduaya yayilir (100). Koryoamniyonitlerde inflamasyon sureci genellikle
uzun sureli oldugu igin inflamatuar hucreler nétrofillerle sinirli dedgildir.
Inflamasyonun baslamasi ve devaminda proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-
1, IL-6, IFN-y) 6nemli gorevler ustlenir (10). Enfeksiyonun devam etmesi
sonucunda proinflamatuar ve inhibitdér sitokinlerin karigimindan olusan
maternal ve fetal inflamatuar cevap ortaya cikar. inflamatuar reaksiyonlarin
siddetine gore klinik koryoamniyonit tablosu veya prostaglandin saliniminda
artis ile giden lokal inflamasyon ortaya ¢ikar. Prostaglandin saliniminda artis,

serviksin incelmesine ve agillmasina, membran hasarina ve preterm
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dogumlara yol agcabilir. Intraamniyotik enfeksiyon, fetliste dogrudan
enfeksiyona veya sepsise yol agabilecegi gibi, enfeksiyon olmadan sitokinler
araciligi ile beyinde ak madde hasari veya diger organlarin gelisimlerinde
anormalliklere yol acabilir (2) (Sekil 2).

Sekil 2: Koryoamniyonitin patofizyolojisi. Maternal/ fetal yanit ve
komplikasyonlar (2)

Koryoamniyonit/Funizit

Maternal ve neonatal sepsis l
Morbidite,Oliim
Maternal Fetal Inf.lamasyon
inflamasyon FICS
Sitokinler
* » IL-1,IL-6,IL-8,TNF-a
* Prostaglandin salinimi Fetal/Neonatal beyin ve

* Servikal degisiklikler T e e

* Zayiflamis membran

Preterm dogum pPROM
eylemi

\1/ Perinatal 6liim ve serebral palsi
Preterm

8 morbiditeler
Dogum

Hayvan deneyleri gostermigstir ki, gebelikte mikrobiyal virulans igin
plasentadan gecis sart degildir. Gram negatif organizmalar LPS (endotoksin)
aciga cikararak gebe hayvanlarda sistemik inflamasyonu tetiklerler. LPS’ler
atesi indikleyen IL-1 ve TNF-a salinimini, ayrica karacigerden akut faz
proteinlerinin salinimini indukler (10). Ayni zamanda LPS’ler plasentadan IL—
1 ve IL-6 Uretimini uyararak fetlise ulasmadan plasentada inflamasyona yol

acgarlar. Bu inflamatuar cevap sonucunda IL-1, IL-6, TNF-a gibi primer
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inflamatuar aracilarin yani sira uterin kasilmalari uyarabilen ve plasental kan
akimini degistirebilen prostaglandin E2 (PGEZ2) gibi aracilar agiga ¢ikar. Bu
bulgular enfeksiyonlarin, 0zellikle gram negatif aerob enfeksiyonlarin,
sistemik maternal inflamatuar cevap ve fetal-plasental Gnitede inflamasyonu
iceren olaylar kaskadini baslatarak anormal gebelik sonuglarina vyol

acgabilecegini gostermektedir (101).

2.1.e. Epidemiyoloji

IUE’ler bati diinyasi da dahil olmak (zere tim dinyada énemli bir
saglik problemidir. Koryoamniyonit, A.B.D.’deki tim dogumlarin %1-4’Gnde
tespit edilmektedir (3). Ancak koryoamniyonit sikligi teshis yontemlerine, risk
faktorlerine ve gestasyon yasina gore ciddi farkliliklar gostermektedir (102-
105). Klinik veya histolojik koryoamniyonit sikhgi PROM veya spontan eylem
ile olan tim preterm dogumlarda %40-70 arasi degigsirken (106), term
dogumlarda %1-13 arasi degismektedir (107-109). Bati Ulkelerinde
ilerlemeyen dogum eylemi sebebi ile yapilan sezaryen dogumlarin %12’sinde
kKlinik koryoamniyonit saptanmistir (110). Yapilan calismalar sayesinde
koryoamniyonit icin birgcok risk faktéri belirlenmistir (Tablo 1). Bunlarin
arasinda membran ruptlri sdresi, uzamigs dodum eylemi, ilk bebek,
tekrarlayan vajinal muayeneler, amniyon sivisinin mekonyumlu olmasi,
sigara, alkol, vajinada Grup B streptokok ve Ureaplasma kolonizasyonu
sayilabilir (102-105,111-114). intrauterin enfeksiyon ve inflamasyon genellikle
belirti vermeden seyrettigi icin sebebi belli olmayan serebral palside
etiyolojide suglanan en 6nemli etkendir. Grether ve arkadaslarinin yaptigi
toplum tabanli bir c¢alismada, dogumda annede ates olmasi veya
klinik/histolojik koryoamniyonit varligi saglikl bebeklerde %2.9 iken, serebral
palsili cocuklarda %14.4 olarak tespit edilmigtir. Serebral palsili gocuklarin ise

%21.7’sinde etiyolojik bir sebep tespit edilememigtir (115).
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Tablo 1: Koryoamniyonit riskini artiran bazi faktorlerin rolatif riskleri (2)
Risk Faktoru Rolatif risk
Uzamigs PROM

>12 saat | 5.8 (111)
>]18saat | 6.9 (116)

Uzamis dogum eylemi
ikinci safha >2 saat | 3.7(116)
Aktif dogum >12 saat | 4.0(112)

ik gebelik 1.8(112)

GBS kolonizasyonu 1.7-7.2(112,113,117)

Bakteriyel vajinoz 1.7 (17,118)

Alkol ve sigara kullanimi 7.9 (116)

Mekonyum ile boyanmis amniyon sivisi 1.4-2.3(105,112)

Internal monitérizasyon 2.0(111)

Epidural anestezi 4.1(116)
2.2.Sitokinler

Sitokinler, hlicre fonksiyonlarinin yerine getirilebilmesi icin gerekli hicreler
arasi iletisimi saglayan ve buyume, gelisme, farkllasma ve akut cevap
olusumunda gorevli molekullerdir. Sitokinler protein yapida olup etkilerini
spesifik reseptorleri aracih@ ile gosterirler. Immin sistemde fonksiyon géren
sitokinleri inflamatuar veya inhibitér olarak ikiye ayirmak mimkuindur.
Proinflamatuar sitokinler, inflamasyona yol agan etkenin uyarisi ile ilk ortaya
cikan ve inflamasyonun artmasini, devam etmesini saglayan molekdillerdir.
En 6nemli proinflamatuar sitokinler TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y, IL-18 olarak
sayllabilir (10). intrauterin inflamasyona bagh gelisen problemlerin ve beyin
hasarinin gelisimi agisindan en ¢ok sug¢lanan ve en ¢ok arastirilan sitokinler
proinflamatuar sitokinlerdir (119). Bu sitokinler diger inflamatuar ve sitotoksik
molekullerin  salgilanmasini, adhezyon molekullerinin  ekspresyonunu
saglayarak |6kositlerin inflamasyon bdlgesine cekilmesini ve
oligodendrositlerde hasar olusumuna neden olarak yenidoganda beyin
hasarina yol agmaktadirlar (120). Proinflamatuar sitokinlerin gelisen beyin
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uzerine dogrudan toksik etkileri vardir. Yenidogan farelerde beyne direk
enjekte edilen IL-1’in néron 6limu ve gecikmis miyelinizasyona yol actigi
gOsterilmigstir (121). TNF-a’nin muhtemelen apopitoz uyarici faktér Gzerinden
matlir oligodendrosit 6limune yol actigi, immatir oligodendrositlerde

apopitozu arttirdigi1 ve miyelin yapimini azalttigi gosterilmigtir (122-124).

2.2.a. TNF-a

TNF-a, gram (-) bakteri ve diger enfeksiyon etkenlerine karsi olusan
akut inflamatuar cevabin esas mediyatoridur ve ciddi enfeksiyonlarin bir gok
sistemik komplikasyonundan sorumludur. TNF-a’nin en 6nemli kaynagi
aktive olmus makrofajlardir. Ama antijenle uyariimis T hcreleri, dogal
oldartcli (NK) hicreler ve mast hicrelerinden de salgilanir. Makrofajlardan
TNF-a salinimini uyaran en onemli etken, LPS ve diger mikrobik Grtnlerdir.
IFN-y, LPS ile uyarimis makrofajlardan TNF-a salinimini  artinr. TNF-a
etkisini hicre zarindaki reseptorine baglanarak gosterir. TNF-a’'nin en
onemli etkisi notrofil ve monositleri enfeksiyon veya inflamasyon bdlgesine
cekip, aktive ederek etkenin ortadan kaldiriimasini saglamaktir. Bu etkiyi
saglamak igin TNF-a:

- Vaskuler endotelde adhezyon molekllerini salgilatir (selektin, integrin),
- Vaskiler endotel ve makrofajlardan kemokinlerin salinimini saglar ve
|6kosit kemotaksisini artirir.
- Mononukleer fagositlerden IL-1 salinimini artirir,
- Notrofil ve makrofajlarin mikrobisidal aktivitelerini artirir.
Enfeksiyonun lokalize edilmesi igin gerekli olan TNF-a’nin, agir
enfeksiyonlarda asiri miktarda Uretimi ciddi sistemik anormalliklere yol acar
(sekil 3):
- Hipotalamusta sicaklik esigini ylkseltir ve atese neden olur.
- Karacigerden, serum amiloid A ve fibrinojen gibi akut faz proteinlerinin
salinimini artirir.
- Uzamis TNF-a Uretimi igtahi azaltir, kas ve yaglarin erimesine yol acar.
- Serum konsantrasyonu 10”7 M'nin Uizerine ¢iktiginda kalp ve damar diiz

kasi kontraktilitesini baskilar. Bunun sonucunda sok tablosu gelisir.
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- Endotelden doku faktort salinimini artirip ve trombomodulin salinimini
azaltarak damar igi pihtilasmaya yol agar (10,125).
Merkezi sinir sisteminde TNF-a’nin asil kaynagi mikrogliadir. TNF-a
mikroglia tarafindan beyin hasarina veya inflamasyona yanit olarak salinir
(126). Diger sitokinlerin ve araci molekullerin salinimini uyarmak disinda

oligodendrositler Uzerine olan direk toksik etki ile beyin hasarina yol agabilir.

Sekil 3: TNF-a’nin etkileri (10).

—{ TNF
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2.2.b.IL-1

IL-1, enfeksiyonlara ve diger immun uyarilara karsi olusan konak
immun yaniti sonucu aktive olmus mononukleer fagositler tarafindan uretilen
onemli bir sitokindir. Fonksiyonlari TNF-a ile benzerdir ve inflamasyon
olusumunda TNF-a ile birlikte calisir. Mononukleer fagositler tarafindan
uretimi LPS gibi bakteriyel Urunler veya TNF-a gibi sitokinler tarafindan

uyarilir. Makrofajlar diginda noétrofil, epitelyal hiicreler ve endotelyal hucreler
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gibi birgok hucre tarafindan Uretilebilir. IL-1’in IL-1a ve IL-18 olmak Uzere iki
formu vardir. Yapisal olarak buylk oranda farkli olsalar da ayni tip reseptore
baglanip, benzer fonksiyon gorirler. IL-1‘in etkileri TNF-a ile benzerdir ve
ayni TNF-a’da oldugu gibi Uretilen miktara bagli olarak sistemik etkileri
olusabilir. DUguk dozlarda lokal inflamasyona aracilik eder ancak yuksek
miktarlarda uUretilip kan dolagimina girerse ates, akut faz proteinlerinde artis,
IL-6 Uretiminin uyariimasi ve kemik iliginde nétrofil ve trombosit Gretiminin
artmasi gibi etkileri vardir. Ancak TNF-a gibi sok tablosuna yol agmaz
(10,125).

2.2.c.interlékin-6 (IL-6)
IL-6, hem dogal hem de edinilmis bagisiklikta gorevli bir sitokindir.

Enfeksiyon etkenleri ve IL-1, TNF-a gibi sitokinlerin uyarilari sonucu
mononukleer fagositler, endotel hicreleri ve fibroblastlardan salgilanir. Ayrica
aktive olmus T lenfositleri de IL-6 salgilayabilir. IL-6‘nin aktif formu yapi
olarak bir homodimerden olusur. IL-6'nin birgok farkh islevi vardir. Dogal
bagisiklikta, akut faz proteinlerinin ve akut faz cevabinin olusumunu uyarir.
Kemik iliginde nétrofil oncillerinin donusimund  koloni uyarici faktorler ile
birlikte c¢alisarak hizlandirir. Edinilmis bagisiklikta, B lenfositlerinin
buyumesini ve plazma hucrelerine donugumunu uyarir. Ayrica IL-6’nin hucre
aracilikh imman reaksiyonlari bazi proinflamatuar sitokinlerin (6zellikle 1L-17)
sentezini artirarak ve regulatuar T hucrelerini baskilayarak baslattigina dair
deliller vardir (10,125).

IL-6, beyinde inflamasyona cevap olarak mikroglia ve astrositlerden
salgilanir (127) ve IL-1, TNF-a ve hucreler arasi adhezyon molekuli-1
(ICAM-1) sentezinde upregulasyona neden olur (128). Ayrica inflamatuar

yanit diginda IL-6'nin normal beyin gelisiminde nemli fonksiyonlari vardir.

2.2.d.interferon-gama

IFN-y, makrofajlari aktive eden en 6nemli sitokindir. Hem dogal hem de
adaptif immunitede énemli gorevleri vardir. IFN-y, NK hcreleri, CD4+ Thl
hicreleri, CD8+ T hicreleri tarafindan salgilanir. NK hicreleri tarafindan

veya IL-12 uyarisi ile salgilandiginda dogal bagisikhdin bir aracisi olarak
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islev gorurken,

spesifik antijen

tanima olayina

reaksiyon olarak T

hucrelerinden salgilandiginda edinilmis bagisiklik iglevierinde rol alir. Hucre

ici mikroorganizmalara karsi hicre aracilikh bagisiklikta IL-12 ile birlikte

onemli rol oynar (10). IFN-y, bu fonksiyonlari yerine getirirken:

- Makrofajlarin mikrobisidal aktivitelerini artirir,

- Th1/Th2 dengesini Th1 lehine gevirir ve antimikrobiyal aktiviteyi artirir,

- B lenfositlerinden 1gG1 ve IgE Uretimini azaltip 1gG2 uretimini artirarak

opsonizasyonu ve makrofaj fonksiyonlarini artirir,

- Antijen sunan hicrelerdeki MHC | ve MHC Il molekdillerini artirarak T

hlcre aktivasyonunu uyarir (Sekil 4)

Sekil 4: IFN-y‘nin etkileri (10).
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2.3.intrauterin inflamasyonun fetiis lizerine etkileri

Koryoamniyonitlerin énemli bir bolimu antenatal donemde belirti
vermez. Ancak ciddi vakalarda ates, lokositoz, artmis CRP dizeyi gibi
sistemik veya vajinal akinti, uterus hassasiyeti gibi lokal belirtiler ortaya
citkabilmektedir. Koryoamniyonitte, fetal inflamasyon bulgularinin olmasinin
(funizit, artmis kord IL-6 seviyesi), inflamasyonun fetus agisindan daha ciddi
bir yonuna yansittigi disunidlmektedir (11). FetUs inflamasyona ya direkt
amniyon sivisi ile ya da plasental-fetal dolasim ile maruz kalr.
Koryoamniyonit ve ortaya c¢ikan inflamasyona, ilerleyen suregte fetlUsin
verdigi tepki FICS olarak isimlendirilir (11). FICS genellikle subklinik olarak
seyreden, fetliste proinflamatuar sitokinlerin salinmasina yol agan immin
sistem aktivasyonu ile karakterize bir durumdur (129). Esas olarak
kordosentezle alinan Oorneklerde fetal vendz plazma IL-6 seviyelerinin
11 pg/mlP'nin Uzerine yukselmesi olarak tanimlanmistir. Yakin zamanda
yuksek IL-6 seviyeleri ile funizit arasinda ylksek derecede anlamli iligki
oldugunun tespit ediimis olmasindan dolayi, FICS’in tanimi yiiksek IL—6
seviyeleri ve/veya funizit varligini icerecek sekilde genisletilmistir (130). FICS
preterm eylemdeki kadinlarin bir kisminda ve PROM’lu kadinlarda mevcuttur.
FICS’in tokolize cevapsizlikla ve multisistem tutulumuna ek olarak PVL,
serebral palsi, fetal sepsis, fetal kardiyak disfonksiyon, hipotiroidi, premattre
retinopatisi (ROP) ve BPD gibi fetal-neonatal morbiditelerle iligkili oldugu
gosterilmigtir (12,15,17,19) (sekil 5).

2.3.a.Prematiir membran riiptiirii ve preterm dogum

PROM, dogum eylemi baslamadan membranlarin yirtimasi olarak
tanimlanmaktadir. Bu durum 37. gebelik haftasindan sonra gergeklesirse
“term PROM?”, bundan énce gerceklesirse “preterm PROM (pPROM)” olarak
isimlendirilir. ilerleyici membran zayiflamasinin fizyolojik bir sonucu olan term
PROM, termdeki hastalarin %8’inde goérulur ve ¢cogu zaman spontan dogum
eylemi ve dogum ile sonuglanir. En 6nemli komplikasyonlari intrauterin
enfeksiyon ve umbilikal kord basisidir. Preterm dogumlarin yaklasik 1/3’Gnde
PROM mevcuttur (131). pPROM birlikte etki eden ¢ok cesitli patolojik

mekanizmalardan kaynaklanabilir. intraamniotik enfeksiyonun pPROM’la,
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Ozellikle de pPROM 30. gestasyon haftasindan 6nce gerceklesiyorsa siklikla
iligkili oldugu gosterilmigtir (22). pPROM hastalarinin %13-60'inda klinik
olarak belirgin intraamniyotik enfeksiyon bulgulari mevcuttur. Fetls igin en
onemli riskler prematuriteye bagli olarak geligenlerdir. Pulmoner ve norolojik

problemler preterm dogumlarda karsilasilan en 6nemli komplikasyonlardir.

Sekil 5: intrauterin inflamasyonun komplikasyonlari (4).

Nekrotizan enterokolit
(NEK)
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Bronko Pulmoner
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Prematiire
retinopatisi
(ROP)

Timus
hacminde Ak madde hasar
kiictilme Serebral palsi

Antenatal bakimdaki ciddi ilerlemelere ragmen, preterm dogum halen tum
dinyada 6nemli bir saglik problemidir. Bati Ulkelerinde preterm dogum orani
tim canh dogumlarin %5-13’Gna olusturur (13). Cocuklardaki uzun dénem
norolojik hasarlarin yarisindan preterm dogumlar sorumludur (14). Dogumu
baglatan fizyolojik mekanizmalar tam olarak bilinmese de amniyotik boglugun
enfeksiyonu hem term hem de preterm dogum ile iligkili Gnemli bir faktordur
(132-136). inflamasyon, preterm dogumlarda oldugu kadar spontan term

dogumlarda da 6nemlidir ve normal dogum fizyolojisinde dogum eylemini
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baslatan faktorlerden biridir. Ancak buradaki fark inflamasyonun baglama
zamanli, inflamasyona yol acan etken mikroorganizma ve amniyotik sivi
sitokin duzeyleridir (135-138). Preterm dogumlar multifaktoriyel bir dogaya
sahiptir. Preterm dogumlarla iligkili oldugu gosterilen faktorler bakteriyel
vajinoz, preterm dogum Oykusu, abortus, dusik dogum agirlikli bebek
dogurma Ooykusu, sigara, alkol, genitouriner sistem enfeksiyonlari ve
primigravid olmaktir (139). Preterm doguma ailesel yatkinligin da s6z konusu
olmasi nedeniyle etiyolojide c¢esitli genetik faktorlerin de rol alabilecegi
dugunulmektedir. Preterm dogumlar klinik prezentasyonuna gore genellikle
spontan preterm dogumlar (%50), pPROM (%30) ve iyatrojenik maternal ya
da fetal komplikasyonlar nedeniyle tibbi olarak endike preterm dogumlar
(%20) seklinde siniflandirihir (131).

Preterm dogum hem akut hem de kronik intrauterin enfeksiyon ve
inflamasyonla iligkilidir. Bakteriyel vajinoz, asemptomatik bile olsa preterm
dogumun gucll bir prediktéridir ve sistemik maternal inflamatuar cevap ile
iligkili bulunmustur (15). Koryoamniyonitli bebeklerin %80’den fazlasi 28
haftanin altinda dogmaktadir ve buylk kismi klinik olarak belirti vermez
(140,141). Bu hastalarin gogunda tani, dogumdan sonra amniyon sivi kultaru
veya histolojik inceleme ile konulur (7). Otuz haftanin altinda dogan
bebeklerde, amniyon sivisinda proinflamatuar sitokin dizeyi daha yuksek
saptanmistir (16). Ozellikle amniyon sivisinda IL-6’nin ikinci trimesterde
yuksek tespit edilmesinin preterm dogum igin 6nemli bir belirte¢ oldugu
gosterilmigtir (142). 1960’lardan itibaren yapilan hayvan calsmalarinda
gebelikte enfeksiyoz ajanlara maruziyetin fetisun gelisiminde bozulma ve
abortuslara veya preterm dogumlara neden olabilecegi gosterilmigtir
(31,63,133,143).

2.3.b.Merkezi sinir sistemine (MSS) etkileri

Antenatal ve perinatal donemde beynin, inflamatuar aracilikli olaylar
icin 6nemli bir hedef oldugu ve sitokinlerin bu olaylarda 6nemli goérevier
ustlendikleri ginumuzde artik agik bir sekilde anlasiimistir. Degisik gestasyon
haftalarinda beyin gelisiminin farkli safhalarindaki etkilenmeler hayat boyu

etkili olabilecek problemlere yol acabilir. Perinatal beyin hasari; gelisme
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geriliginin ve mental retardasyon, serebral palsi, davranig sorunlari gibi
norolojik problemlerin en dnemli sebeplerindendir (144,145). Gegmiste, PVL
ve hemorajik parankimal infarkt gibi lezyonlarin sadece hipoksik-iskemik
olaylara bagh olarak gelistigi dusuntlmekteydi. Ancak serebral kan akimi
5-10 ml/100gr/dakikaya kadar dusen bebeklerde dahi normal ndrolojik
gelisimin  oldugunun gorilmesi bagka faktorlerinde etkili olabilecegini
disundurmastir (146,147). Antenatal enfeksiyon, inflamasyon ve fetal
inflamatuar cevap ile ilgili klinik ve hayvan ¢alismalari sayesinde giinumuzde
fetal inflamasyon ve beyin hasari veya anormal beyin gelisimi arasinda iligki
oldugu konusunda siphe kalmamistir (25-30). Antenatal inflamasyonun -
Ozellikle koryoamniyonit ve funizit- preterm dogum, ak madde hasari ve
serebral palsi i¢cin en énemli risk faktorlerinden oldugu gdsterilmistir (22,23).
Bunun yaninda antenatal inflamasyonun neden oldugu preterm dogum, beyin

hasari riskini artiran 6nemli bir faktordur (Sekil 6).

Sekil 6: intrauterin enfeksiyon ve beyin hasari arasindaki iliski (148).

Al:];zc:lde Serebral
palsi
Mikrobiyal intrauterin Preterm
kolonizasyon enfeksiyon dogum
Hamilelik 6ncesi Hamilelik Perinatal/neonatal // Gocukluk

Ayrica koryoamniyonit, yenidoganin immatur beyninde hipoksik-
iskemik hasara yatkinhdi artiran 6nemli bir etkendir (149). Epidemiyolojik
calismalar, antenatal inflamasyon ve hipoksik-iskemik olaya maruz kalan
term bebeklerin, sadece hipoksik olay yasayanlara goére serebral palsi
riskinde belirgin bir artis oldugunu gostermigtir (OR 78; 95% CIl 4.8-406)
(150). Yoon ve arkadaslarinin 123 preterm bebekte yaptigi bir kohort

galismasinda, intraamniyotik inflamasyon veya FICS bulgularinin olmasinin

21



serebral palsi gelismesi igin gucliu ve bagimsiz risk faktorleri oldugu
saptanmigtir (22). Ayrica bu bebeklerde intraamniyotik proinflamatuar sitokin
(IL-6, IL-8) duzeylerinin de yukseldigi tespit edilmistir. Antenatal inflamasyon
ve sitokin duzeyleri ile ilgili yapilan bir baska c¢alismada amniyotik sivida
artmig IL-6, IL-1B ve TNF-a duzeylerinin ak madde hasari ile iligkili oldugu
gOsterilmigtir (151,152).

Otuziki haftanin altinda dodan prematire bebeklerde en sik gorilen
beyin hasari yaygin veya fokal ak madde hasari veya PVL'dir (24) (Sekil 7).
Manyetik rezonans goruntileme (MRG) cgalismalari ¢ok kuglk preterm
bebeklerin %21’nde ak madde hasari oldugunu gostermistir (154). Klinik
calismalar antenatal ddonemde inflamasyona maruz kalan bebeklerde PVL ve
serebral palsi gelisme riskinin belirgin derecede arttigini géstermistir (25,26).
Otuz haftanin altinda dogan pretermlerin postnatal ilk hafta icinde beyin
MRG’lerinin incelendigi bir calismada, bebeklerin yarisindan fazlasinda beyin
anormallikleri saptanmig, bu anormalliklerin ¢ogunun eski lezyonlar oldugu
ve kord kanindan bakilan proinflamatuar sitokin dizeylerinin beyin hasari
tespit edilen bebeklerde daha ylksek oldugu tespit edilmigtir (155).
inflamatuar cevabin ve doku hasarinin derecesi fetlisiin gestasyon yasi ile
yakin iligkilidir. Fetis 13 haftalik iken koryoamniyotik enfeksiyonlara karsi
immun cevabi cok kisithdir. Fetls 16-22. haftadan itibaren immuan yanit
olusturmaya baslar (156). iUi'ye bagh beyin hasarinin olusumuna dair
patofizyolojik mekanizmalar halen tam olarak anlagilabilmis degildir. Ancak
son bulgular annedeki veya fetusteki sistemik immun cevaptan daha ¢ok
fetls beynindeki lokal inflamasyonun daha etkili oldugunu gdstermektedir.
Sitokinlerin beyin hasarina yol agmasinda 3 dnemli faktér etkilidir. Birincisi
inflamasyonun hangi seviyede oldugudur. Lokal néroinflamasyon, sistemik
inflamasyona gére daha 6nemlidir. Ikinci olarak farkli olaylarda sitokinlerin
gorevleri ve olusturdugu néroinflamatuar etki degisebilir. Uglincusi ise
immatur beynin gelisme derecesine gore sitokinlerin etkileri degisebilmektedir
(119).
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Sekil 7: Periventrikiler I6komalazi. Ok ile isaretli bolgeler ak maddedeki kistik
alanlar1 gostermektedir (153).

A o

Literatirde annede olusan inflamasyon ve Uretilen sitokinlerin fetlise
gegisi konusundaki bilgiler ¢eligkilidir. Bazi c¢alismalarda annedeki
inflamasyon sonrasi fetis beyninde IL-1B, TNF-a ve IL-6 dizeylerinin
yukseldigini bildirilirken (157,158) bazi calismalarda ise TNF-a ve IL-1f’nin
anneden fetise gegmedigi, IL-6’'nin ise az miktarda gecebildigi bildirilmigtir
(159,160). Ancak hayvan deneylerinde anneye LPS enjeksiyonu sonrasinda
fetlis beyninde artmis proinflamatuar sitokin mRNA dizeylerinin tespit
edilmesi, bu sitokinlerin beyin dokusu iginde Uretildigini, lokal inflamasyonun
sistemik inflamasyonun devami seklinde ortaya ciktigini ve inflamasyona
badli beyin hasari gelisiminde asil énemli faktor oldugunu kanitlamistir (28-
30). inflamasyonun beyin dokusuna nasil iletildigine dair mekanizmalar halen
tam olarak anlasilabilmis degildir.

Sitokinlerin, MSS’de degisik hlcre gruplari Uzerine olan bu olumsuz
etkilerine ragmen ayni zamanda normal beyin gelisimi, rejenerasyonu ve
fonksiyonlari igin gerekli oldugu gdsterilmistir. Proinflamatuar (IL-18, IL-6,
IL-18, TNF-a, IFN-y) veya antiinflamatuar (IL-4, IL-10) sitokin reseptorleri
beyinde birgok hlcrede bulunur ve beynin gelisimi ve fonksiyonunda cok
onemli goérevleri vardir. IL-103, astrositler, mikroglia, oligodendrosit dnculleri
ve farklilagsmis oligodendrositler tarafindan salgilandiginda diger sitokinlerin
ve buyume faktorlerinin salgilanmasini uyarir ve inflamatuar olaylari baslatir
(161). TNF-a’nin inflamatuar ve norotoksik etkileri oldugu bilinir ama ayni
zamanda beyin gelisimi ve fonksiyonunda da énemli gorevleri vardir. TNF-q,

embriyonik dénemde beyinde fazla miktarda dretilir. TNF-o’'nin primer
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astrositler Uzerine proliferasyonu arttirici néronlar Uzerinde ise buyumeyi
hizlandirici etkisi vardir (162,163). Fetuste, TNF-a ve IL-1B3 kortikal plagin
gelisme safhasinda yogun sinaptogenezde glial hicreler tarafindan normal
gelisim icin salgilanir (164). Ayrica kemirgenlerde IL-18 ve TNF-a’'nin
astrositlerden noronal blyume faktord (NGF) salinimini artirarak noron
gelisimini destekledigi gosterilmistir (165). NGF’nin, perinatal doénemde

ndroproptektif ve oligodendrosit gelisimine yardimci etkileri vardir (166,167).

2.3.b.1.Beyin hasarinin patofizyolojisi

intrauterin inflamasyonda ortaya ¢ikan ak madde hasarina bagli
olarak beynin toplam agirlhiginin azaldigi saptanmistir (168). PVL’de lezyonlar
kortikospinal yol, talamokortikal lifler, superior oksipitofrontal fasikil ve
superior longitudinal fasikul gibi genig bir alani etkileyebilir (169). Deneysel
calismalar inflamasyona bagl asirn Uretilen sitokinlerin oligodendrosit ve
onlarin onciilleri Uzerine toksik etkileri oldugunu gostermistir (31). Ayrica
intrauterin inflamasyon, astrositlerin uyariimasina ve myelin ile iligkili genlerin
downregulasyonuna neden olmaktadir (32,33). Kadhim ve arkadaslari, IL-13
ve TNF-a seviyelerinde yukseklik ve makrofaj infitrasyonunun PVL’nin erken
doénemlerinde patolojik olarak tespit edilebildigini gostermistir (170,171). Tim
bu etkilerin sonucunda koryoamniyonitli bebeklerde PVL ve peri veya
intraventrikiler kanama sikhigi belirgin derecede artmistir (172). iUi'nin
arastinldigi hayvan deneylerinde, inflamasyonun ak maddede mikroglia
aktivasyonuna, astrositlerin zarar gormesine ve oligodendrositlerin
azalmasina yol acgtigl, beyin yapisinda ise subkortikal ak madde, striatum,
hipokampus gibi subkortikal bdlgelerde néronal hasara yol actigi
gosterilmigtir (34). Ayrica IL-1, TNF-a ve IL-6'nin ndronal kilturlerde dentrit
sayisi ve uzunlugunu azalttigi tespit edilmigstir (173) (Sekil 8). MSS’deki dogal
badisiklik sistemini glial hicreler (astrosit, mikroglia) olusturur. Mikroglia
beyinde dogal ve kazaniimis bagisiklik islevlerindeki en 6nemli bilesendir.
Mikroglianin, fetal donemde beyin dokusu icine yerlesen CD45+ myeloid
onclullerinden farklilagtigi ve immun sistemin bir uzantisi oldugu
dusunulmektedir (175,176). Mikroglianin gorevleri tam olarak anlagilabilmis

olmasa da glial hicrelerin beyin parankiminin korunmasi, hasarl néronlarin
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rejenerasyonu, OlU noéronlarin  uzaklastirilmasi, noéroinflamasyon ve
enfeksiyon, travma, iskemi gibi durumlarda o6nemli islevleri oldugunu
gOsterilmigstir (177). Ayrica NGF, brain-derived norotrofik faktor (BDNF), glial
cell line-derived ndrotrofik faktor (GDNF) gibi buylime faktorlerini salgilayarak
noron gelisimini duzenleyici etkileri oldugu da saptanmigtir (178-181).
Astrositlerin degisik norotransmitterlerin salgilanmasi, néronlar icin gerekli
beslenme ve buylime faktdrlerinin saglanmasi, monosit ve lenfositlerin
hareketlerinin dizenlenmesi gibi dnemli goérevileri vardir (182,183). Son
bilgiler astrositlerin MSS’de ayni zamanda 6nemli bir immudn duzenleyici
olarak iglev gordugunu gostermektedir. Astrositlerin, MHC | ve MHC Il Uretip
antijen sunan hicre gibi fonksiyonlari vardir. Ayrica endotel Uzerine direkt
etki ederek kan-beyin bariyerinin gegirgenligini degistirerek l6kosit gocunu
etkilerler (184). Astrositler, IL-1, TNF-a ve IFN’lar gibi sitokinleri de
salgilayabilirler (185). Normal beyinde, fonksiyonlari bozulmus olan
ndronlarin ortadan kaldiriimasinda glial hlcrelerin araci oldugu inflamasyon

gereklidir.
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Sekil 8: inflamasyon ve sik gériilen diger sebeplere bagli olarak olusan beyin
hasarinin patofizyolojisi (174).
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2.3.b.2.Glial aktivasyon
Glial aktivasyon, ak madde hasarinin ortaya ¢ikmasi i¢in énemli bir

basamaktir. inflamasyon ve glial aktivasyon, yenidogan ve eriskinde
demiyelinizan hastaliklar, beyin travmasi, hipoksik-iskemik, mental hastaliklar
gibi durumlarin patofizyolojisinde yer alir (186). inflamasyonun olugmasi igin
glial hicrelerin proinflamatuar sitokinler (IL-18, IL-6, TNF-a) ile aktivasyonu
gereklidir. Mikroglial aktivasyon gelisen beyinde eksitotoksik, inflamatuar ve
serbest radikal hasari i¢in gereklidir (81,187). Kuilture edilen mikroglia, IL-1,
IFN-y, TNF-a, LPS veya peptidoglikan ile uyarildiginda ndronlar ve
oligodendrositler Uzerine toksik olan reaktif oksijen urunleri ve nitrik oksit
(NO) dUretiminde artis oldugu ve proinflamatuar sitokinleri salgiladigi
gOsterilmigtir  (188,189). Hasar mekanizmalarinda, preterm beynindeki
immatur oligodendrositler ana hedef hicrelerdir (190,191).

Son dénemlerde ortaya konan bilgiler, dogal bagisikhgin ve toll-like
reseptorlerin (TLR), MSS’deki immuln reaksiyonlarin 6énemli bir bileseni
oldugunu gostermigtir. Dogal bagisiklik ve bu sistemin bir pargasi olan
TLR’ler beynin degisik patojen ve antijenlere kargi savunmasindaki en 6nemli
sistemdir. GUnUmuzde insanda 11 farkli TLR tanimlanmistir. Her TLR
bakteriyel ve fungal patojenlerin genel yapisal 6zellik gésteren spesifik bir
parcasini tanir. Ozellikle TLR4, LPS’nin mikroglia tarafindan taninmasi ve
algilanmasinda onemlidir (192,193). TLR4, tip 1 integral glikoprotein
Ozelliginde bir membran reseptorudur. Ekstraselliler pargadaki 16sinden
zengin tekrarlar (LRR) LPS ile etkilesir. Sitoplazmik pargasi toll/IL-1 reseptor
bdlgesi (TIR) olarak isimlendirilir. TLR4 sinyal iletimi TIR aracihdi ile birgok
hicre ic¢i duzenleyici proteinin, protein kinazlarin ve transkripsiyon
faktorlerinin aktiflenmesi ile olmaktadir. TLR ile iligkili 4 dizenleyici protein
saptanmistir: Myeloid farklilagsma faktérti 88 (MyD88), MyD88 benzeri/TIR ile
iligkili protein (MAL/TRAP), toll reseptort ile iliskili interferon aktivatori
(TRIF), ve toll reseptor iliskili molekul (TRAM). TLR4, LPS’nin baglanmasi,
MyD88 veya MAL/TRAP’In aktiflenmesi mitojenle aktive olmus protein
kinazlarin (ERK1/2, p38, JNK, NF-kB) ve transkripsiyon faktorlerinin (IRF-5,
AP-1) uyarilmasini saglayarak proinflamatuar sitokin salinimini artirir. Ayrica
TRAM ve TRIF yolu ile IRF-3 Uzerinden tip 1 interferonlarin (IFN-a, IFN-3)
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uretimini artinr (194,195) (Sekil 9). Proinflamatuar sitokinlerin Gretiminin
artmasinda nukleer faktor-kappa (NF-kB) yolaginin aktiflenmesi 6nemlidir
(197). Peptidoglikan ile aktiflenen TLR1 ve TLR2'nin ilk trimester
trofoblastlarinda apopitoza yol agtigi ve TLR6’nin ise NF-kB aktivasyonu ile
trofoblastlardan IL-8 ve IL-6 salinimina yol agtigi gosterilmistir (198). Ayrica
TLR’lerin  birgok otoimmuin hastaligin patofizyolojisinde inflamasyonu
baglatici veya arttirici 6zelligi tespit edilmistir (199). TLR’ler ayni zamanda
virislere kargi savunmada da o6nemlidir (200). TLR’ler beyinde bir ¢ok
hicrede tespit edilmistir ancak degisik hucre tiplerinde bulunan cgesitleri
farklidir. Immiin sistemin bir uzantisi olan mikroglialar cesitli tiplerde TLR
(TLR1-9) Uretebilirler (201,202). Astrositlerde de daha disik dizeyde TLR
tespit edilmigtir.

Sekil 9: TLR reseptorunin sinyal ileti yolu (196).
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Sekil 10: Yenidoganda perinatal beyin hasarina yol agan norotoksik ve norotrofik

etkilerin molekuler yollari.
gOstermektedir (213).
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Inflamatuar olaylar (mikroglianin ve dogal bagisikligin aktivasyonu)
inflamatuar sitokinler, glutamat, NO, oksijen radikalleri gibi toksik Grtnlerin
salinimina yol agarak hicre 6lumine neden olmaktadirlar (203-206). Yakin
dénemde yapilan bir ¢galismada, inflamasyonun uyarilabilir nitrik oksit sentaz
(INOS) ve NO arttirici etkisi oldugu tespit edilmistir (204). Yenidogan r
Sigan beynine LPS enjeksiyonu sonrasi sitokinlerin artisi ile birlikte INOS
dizeylerinin arttigi ve duretilien NO’nun noérotoksik etkilerinin  oldugu
saptanmistir (207,208). TLR’lerin NO saliniminin didzenlenmesinde énemli
etkileri vardir. LPS’nin CD14 ile etkileserek TLR4 ile birlesmesi sonrasi aktive
olan NF-kB'nin, sinyalin hiicre cekirdegine iletilip INOS Uretiminin artmasina
neden oldugu gosterilmistir (209). Ayrica aktive olmus mikroglia ¢evresine
reaktif nitrojen ve oksijen Urlnleri salgilayarak oligodendrositlerin zarar
gOérmesine neden olur (210). Bu c¢alismalar intrauterin enfeksiyon veya
inflamasyonun sadece sitokin (IL-1, TNF-a) seviyeleri veya inflamatuar
aracilari (INOS, NO) arttirarak degil, ayni zamanda iletim yollarini da (NF-kB)
aktiflestirdigini gostermektedir (28,196,204,211,212) (Sekil 10).

2.3.b.3.Noroinflamasyonun iki yuzi

MSS’de inflamatuar  sitokinlerin ~ ve  ndrotrofik  faktorlerin
salgilanmalarindaki birliktelik giderek daha ¢ok dikkat cekmeye baslamigtir.
BDNF ve GDNF sadece glial hucrelerden dedil, ayni zamanda immun
hicreler tarafindan da salgilanmaktadir (214). Bunun aksine multiple skleroz
gibi otoimmn hastaliklarin patogenezinde rol oynayan B lenfosit aktive edici
faktor, ayni zamanda astrositler tarafindan uretilmektedir (215).

TNF-a gibi norotoksik ozellikleri olan proinflamatuar sitokinlerin ayni
zamanda koruyucu etkileri oldugu saptanmistir (216). Bu sayede inflamasyon
immatlr beyinde baska tip hasarlara karsi bir direnc saglayabilir (217).
Ornegin fokal beyin iskemisi modelinde, TNF-a reseptor knockout farelerdeki
beyin hasarinin, normal farelere goére daha fazla oldugu tespit edilmistir
(216). Bagka bir calismada hipoksik-iskemik atak modelinden 24 saat 6nce
LPS uygulanmasinin hasari %78 oraninda azalttigi saptanmistir (218).
Benzer koruyucu etkiler bagka modellerde de gozlenmigtir (217,219-223). Bu

bulgular inflamasyonun kisa sureli ani etkileyen bir faktorden daha ¢ok
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dinamik ve uzun siUrede farkli etkilere sahip bir sure¢ oldugunu
desteklemektedir. Ayrica astrositlerin TNF-a uyarisi ile BDNF salgiladigi
g6zlenmistir (224).

Noéroinflamasyon, proinflamasyonun yaninda antiinflamatuar kaskadi
da baslatir (225). Ayrica negatif feedback mekanizmalari inflamasyonun
ilerlemesini yavaglatir. Glial hucrelerden TNF-a ve IL-6'nin akut olarak
salinimi ayni zamanda bir antiinflamatuar olan IL-10 salinimini da uyararak
inflamatuar cevabin azaltimasina yardimci olur (226-228). Myelin basic
proteine spesifik T lenfositlerinin ilk hasari olusturduktan sonra aktivitelerinde
azalma oldugu ve inflamasyonun kisitlandigi saptanmistir (229). TNF- a ve
IL-6 ayni zamanda BDNF ve NGF’nin salinimini uyararak ndronlar ve

astrositler tzerinde koruyucu etki yapmaktadir (230).

2.3.c.Akcigerler
intrauterin  enfeksiyon veya inflamasyon akcigerleri dogrudan

etkileyebileceg@i gibi, preterm doguma neden olarak dolayll olarak akciger
gelisimini bozabilmektedir. Birgcok postnatal faktorin (mekanik ventilasyon,
yuksek oksijen, erken enfeksiyon) akcigerlerde inflamasyona neden oldugu
bilinmektedir (231,232). Ancak bu inflamasyonun prematlire bebeklerin bir
kisminda prenatal donemde basladigi gosterilmistir.  Watterberg ve
arkadaslari  koryoamniyonitin, preterm bebeklerin postnatal trakeal
aspiratlarindan alinan orneklerdeki yuksek IL-13 dizeyi ile iligkili oldugunu
tespit etmislerdir (233). Bu calismada, hem koryoamniyonit hem de trakeal
aspiratta inflamasyon bulgularinin olmasi BPD gelisimi ile iligkili bulunmustur.
Amniyosentez yapilan 69 preterm bebekte yapilan bir ¢calismada, amniyotik
sivida yuksek IL-6, TNF-a, IL-13 ve IL-8 duzeylerinin BPD geligimi ile iligkili
oldugu saptanmistir (151). BPD ile iliskili bulunan bu inflamatuar sitokinler
doku hasari, hava yolu hicrelerinde apopitoz, mikrovaskuler gecirgenlikte
aris ve havayollarina |0kosit gocune neden olarak inflamasyonu
siddetlendirmektedirler (234). inflamasyona bagli olarak ortaya ¢ikan doku
hasari ve iyilestirme mekanizmalari uzun dénemde fibrozise yol agarak BPD
patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 11). Bununla beraber prenatal

inflamasyonun  akciger maturasyonunu  hizlandirici  etkisi  vardir.
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Intraamniyotik IL-1 uygulanan tavsanlarda, anormal akciger gelisiminin
yaninda surfaktan protein A sentezinin arttigi saptanmistir (236). Jobe ve
arkadaslarinin koyunlarda yaptigi bir calismada intraamniyotik uygulanan
LPS’nin kortizolden bagimsiz olarak akciger maturasyonunda ve surfaktan
sentezinde artisa yol agtigi gosterilmigtir (237). Daha sonra yapilan
calismalarda, akciger inflamasyonu ve maturasyonuna yol agan en 6nemli
araci molekulin IL-1 oldugunu saptamislardir (238). Bu bulgularin yansimasi
olarak klinik galigmalarda histolojik koryoamniyonit, yuksek kan IL-6 duzeyi,
bakteriyel kolonizasyon ve PROM’un, respiratuar distress sendromu (RDS)
gelisimini azalttigi gosterilmistir (233,239,240). Ancak prenatal inflamasyonun
akciger gelisimi Uzerine olan olumlu etkileri ile birlikte postnatal erken
dénemdeki faydalari, uzun dénemde BPD ve astim gelisme riski agisindan
olumlu sonuglanmamaktadir. Birgcok epidemiyolojik g¢aligma koryoamniyonit
ile BPD gelisimi arasinda belirgin bir iligki oldugunu gostermistir (233,241-
243).

Sekil 11: BPD gelisimine yol acan patolojik olaylar (235).

Koryoamniyonit Resusitasyon, O,
intrauterin sitokin maruziyeti enfeksiyon
Ardisik |

‘ akciger hasari

Pulmoner inflamatuar cevap

v

Anormal yara iyilesmesi, fibrozis

v

Alveolarizasyonun inhibisyonu ve vaskiiler gelisim

v
BPD

32



2.3.d.Diger organlar

Intrauterin inflamasyonun birgok organ sistemi tizerine hem gelisimleri
hem de postnatal komplikasyonlar acgisindan olumsuz etkileri oldugu
gosterilmistir. ROP, prematlre bebeklerde disorganize retinal damar gelisimi
ile karakterize bir hastahktir. Hafif gorme kusurlarindan korluge kadar
degisebilen problemlere yol acabilir. Patofizyolojisinde oksijen toksisitesi ve
rolatif hipoksi rol oynasa da, son dénemde yapilan bir c¢alismada
koryoamniyonitin siddetli ROP ile pozitif korele oldugu saptanmistir (244).
Gecici premature hipotiroksinemisi, premature bebeklerde en sik rastlanan
tiroid fonksiyon bozuklugudur. De Felice ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada
histolojik koryoamniyonitin gegici premature hipotiroksinemisi ile iligkili oldugu
tespit edilmistir (245). Bunlarin disinda antenatal inflamasyonun deri,
kardiyovaskuler sistem, karaciger, timus, adrenal bez gibi ¢ok ¢esitli organlar

uzerine olumsuz etkileri oldugu saptanmistir.

2.4.Hayvan deneyleri

Hayvan calismalarindan edinilen bilgiler, inflamasyon ve enfeksiyonun
gelismekte olan beyinde dogrudan hasara neden olabildigini gostermistir
(246-248). Hucresel mekanizmalar halen ¢ok anlasilabilmis olmasa da
immatur oligodendrositlerin  hipoksik-iskemik, eksitotoksik ve inflamatuar
hasara karsi daha hassas oldugu gosterilmistir (249). Deneysel olarak
intraamniyotik veya sistemik endotoksin uygulamasi fetliste myelinizasyonda
bozulmaya yol agmaktadir (250). inflamasyon tim beyni etkileyebilse de
bolgesel ve hiicresel farkhliklar belirgindir. Ornegin spinal oligodendrositlere
gore beyin ve serebellumdaki oligodendrositler daha cok etkilenmektedir
(251). Oligodendrosit 6ncullerinde olusacak hasar myelin olusumunu ve
maturasyonunu etkileyeceginden ak madde hasarina neden olmaktadir.
Bakteriyel enfeksiyon ve sistemik inflamasyonu taklit etmek igin sistemik veya
bdlgesel olarak enjekte edilen LPS ile birgok deneysel ¢alisma yapilmigtir.
1970’lerde Gilles ve arkadaslari anneye intraperitoneal (iP) enjekte edilen
LPS’nin, yavrularda preterm bebeklerdekine benzer ak madde hasari

yaptigini saptamistir (74). Benzer bir model kdpeklerde ve maymunlarda
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olusturuldugunda, ak madde hasarinin bu hayvanlarda da olustugu
gOzlenmistir (75,252,253).

Tavgan fetuslerinde intrauterin LPS enjeksiyonu yerine E. Coli ile
enfeksiyon olusturuldugunda, LPS ile benzer sekilde ak madde hasarinin
olustugu saptanmistir (254). Daha sonraki yillarda siganlar ve farelerle
yapilan intrauterin ve yenidogan galigmalarinda olusan beyin hasarinin diger
modellerle benzerlik gdsterdigi tespit edilmistir (76,255). Koyunlarda
intrauterin LPS enjeksiyonu ile yapilan galismalarda, olusan inflamasyona
bagli olarak periventrikller ak maddede fokal inflamatuar birikimler ve kistik
lezyonlar, mikroglial aktivasyon, astrosit hasari ve oligodendrositlerin azaldigi
g6zlemlenmistir (34,256). Nitsos ve arkadaslarinin 28 glin boyunca
intraamniyotik LPS inflzyonu ile olusturdugu kronik koryoamniyonit
modelinde, intraamniyotik IL-6 ve IL-8 seviyelerinin arttii, beyinde makrofaj
infiltrasyonunun oldugu, aksonal hasar ve ak maddede oligodendrosit
oncdllerinin azaldig1 saptanmistir (257). Bu model hipoksi ve hipotansiyon
gibi ek faktorler olmasa da inflamasyonun dogrudan beyin hasarina yol
acgabildigini gostermigtir. Son zamanlarda LPS’nin sadece sistemik
inflamatuar yanit ile degil, ayni zamanda TLR gibi 6zgun hucre yuzeyi
reseptorlerine baglanarak MSS’de dogal bagisikligi aktiflestirebildigi ve
hasara yol agabildigi gosterilmistir (258,259).

Hayvanlarda intrauterin enfeksiyon/inflamasyonu taklit etmek icin
degisik modeller olusturulmustur. Bu modellerde inflamatuar ajan olarak
genellikle LPS kullaniimigtir. Ancak uygulama yeri, sekli ve dozlarinda buyuk
farkhliklar vardir. Fetlise hi¢c dokunmadan maternal LPS enjeksiyonu

yapildigi gibi, dogrudan beyin igine uygulayan modeller vardir.

2.4.a.intraserebral LPS uygulanmasi

Bu modelde LPS c¢alismacilar tarafindan ya dogrudan subkortikal ak
madde i¢ine yada intrasisternal olarak uygulanmistir (207,260-262). LPS’nin
dogrudan ak madde i¢ine uygulandigi ¢alismalarda beyin dokusunda IL-6,
TNF-a ve IL-1B duzeylerinde ani ve hizli yikselmeler saptanmistir. Ak
madede, IL-1B ve INOS iretiminin mikroglia/makrofaj kaynakl oldugu

gérilmustir. inflamatuar cevap sonrasinda ise oligodendrosit énciillerinde
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azalma, myelinizasyon kaybi, astrogliozis ve bilateral ventrikullerde
genisleme tespit edilmistir (207,261). Ak maddedeki bu degisikliklere ragmen
gri maddede herhangi bir hasar gézlenmemistir (207). Sitokinlere cevabi ve
beyin hasari arasi iligkiyi arastiran bir calismada IL-1 reseptor antagonisti (IL-
1ra) verilen deneklerde ak madde hasarinin azaldigi ancak anti-TNF-a
verilenlerde herhangi bir degisiklik olmadigi gézlenmistir (262). Intrasisternal
LPS uygulamasi yapilan ¢alismalarda TNF-a dizeylerinde ylikselme disinda

sitokin dizeylerinde degisiklik ve beyin hasari saptanmamistir (260).

2.4.b .Fetiise intraven6z LPS uyqulanmasi

Koyunlarda vyapilan bu modelde LPS, gestasyonun ortasinda
intraventdz olarak fetlise uygulanmis ve preterm bebeklerdekine benzer
sekilde karakteristik ak madde lezyonlarina neden oldugu saptanmistir
(34,256,263,264). Noropatolojik hasarin periventrikiler ve subkortikal ak
maddede fokal kistik lezyonlardan inflamatuar birikimler, reaktif gliozis ve
immatur oligodendrositlerde azalma ile birlikte olan yaygin ak madde
hasarina kadar degisiklik gdstermekte oldugu tespit edilmistir. intraserebral
LPS modeline benzer sekilde, agir ak madde ve bazal gangliyon nekrozlari
olsa bile kortikal gri maddede herhangi bir hasar saptanmamistir. Bu
calismalarda serebral sitokin dlzeyleri calisiimamistir ancak fetal plazma
TNF-a ve IL-6 duzeylerinin yukseldigi gozlenmigtir (263,265). Amniyon sivisi

sitokin duzeyleri ise normal bulunmustur.

2.4.c.intrauterin LPS uygulanmasi

Degisik hayvanlarda yapilan, intrauterin LPS uygulamasi (intraservikal,
intra-amniyon/koryon) ile olusturulan intrauterin enfeksiyon/inflamasyon
modeli ile ilgili ¢alismalar gun gectikce artmaktadir (28,33,266-269).
Uygulama sekli, uygulanan LPS dozu ve hayvan cinsleri degisse de
calismalarda elde edilen fetal ve maternal sitokin cevabi benzerlik
gOstermektedir. Plasentada, IL-1, IL-6, TNF-a mRNA duzeylerinin LPS’den 6
saat sonra artti§i saptanmistir (28,33,266). Intraamniyotik LPS sonrasi

besinci saatte amniyon sivisinda ve fetal kandaki inflamatuar hiicre sayisi ile
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birlikte koryoamniyon IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-a mRNA seviyelerinin yukseldigi
gOzlenmigtir (267). Yakin donemde yapilan bir ¢alismada Elovitz ve
arkadaslar farelere intrauterin LPS uygulamasi ile olusturduklari preterm
dogum ve inflamasyon modelinde inceledikleri sitokin salinimi ile iligkili 16 T
lenfosit geninden 15’inin fetal beyinde upregulasyona ugradigini tespit
etmislerdir (33). Ancak plasentadaki sitokin cevabi ile fetal beyindeki
inflamatuar cevabin her zaman birbiri ile tam iligki iginde olmadigi da
saptanmistir. Degisik calismalar intrauterin LPS uygulamasinin beyinde
hipomiyelinizasyona yol agtigini gostermistir. Fetal donemde 15. guinde (E15)
LPS uygulanan farelerde beyinde 6. saatte myelin proteinlerinin (proteolipit
protein) Uretiminin distigu, potnatal 21. gine kadar takip edilen siganlarda
ise immatur oligodendrosit belirteclerinin ve proteolipit protein seviyelerinin
korpus kallozumda azaldigi tespit edilmistir (33,268,269). Beyin hasarini
gOsteren bu bulgulara ragmen motor hasar veya bilissel yetersizlik her

zaman gozlenmemistir (268).

2.4.d.Maternal LPS uyqulamasi

Maternal iP LPS uygulamasi ile annede olusturulan sistemik
inflamasyonun fetal inflamatuar cevaba yol agmasi ile ilgili hayvan ¢alismalari
ozellikle son 10 yildir cok artmigtir. Farelerde gestasyon ortasinda uygulanan
LPS’nin doza badimli sekilde fetis olumlerine yol acabildigi bildirilmistir
(270). Ayrica hamileligin ¢ok erken safhasinda uygulanan LPS’nin blastokist
implantasyonunu engelledigi gosterilmistir (271). Anneye P olarak uygulanan
LPS’nin ylksek dozlarda fetlise gecebildigi ve inflamasyonu siddetlendirdigi
saptanmigtir (272). Ancak LPS’nin fetise ge¢mese de inflamatuar cevaba
neden oldugu gosterilmistir. Sicanlarda, IP olarak uygulanan LPS sonrasi
anne kaninda, plasentada, amniyotik sivi koryoamniyotik zarlarda IL-13, IL-6,
TNF-a ve IL-10 seviyelerinin yukseldigi gézlenmistir (157,158,273,274). LPS
enjeksiyonundan 1 saat sonra fetlis beyninde IL-18 mRNA duzeylerinin
arttigi ve 48-72 saat sure ile belirgin seviyede yuksek kaldigi gosterilmistir
(168,208,262). Farelerde benzer sekilde anneye iP olarak enjekte edilen
LPS’nin MCP-1, IL-6, IL-1pB ve vaskuler endotelyal growth faktérde (VEGF)

upregulasyona neden oldugu, aksonal uzama ve norogenez ile ilgili genlerde
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downregulasyona yol actigi saptanmistir (30). Ancak beyinde TNF-a mRNA
dizeyi ile ilgili yayinlar celigkilidir. Bazi arastirmacilar TNF-a’nin fetus
beyninde 24. saatte yukseldigini gdsterirken, bazi ¢alismalarda ise TNF-a
dizeylerinde degisiklik goézlenmemistir (168,208,262,274). Proinflamatuar
ajanlara karsi olusan bu farkl bulgularda sitokin uyarisi ile salgilanan
antiinflamatuar (IL-10) ve norotrofik (NGF,BDNF) faktorlerin  rollndn
olabilecegi diistiniilmektedir (275,276). Sicanlarda IP olarak anneye enjekte
edilen LPS’nin neonatal Sigan beyninde IL-1, TNF-a’nin upregllasyonuna
ayrica BDNF ve NGF nin salgilanmasina neden oldugu saptanmigtir
(29,168,269,274,275). Ortaya c¢ikan fetal inflamatuar cevapla uyumlu olarak
anneye uygulanan LPS’nin ak maddede hipomyelinizasyona ve astrogliozise
yol actigi gosterilmistir (168,208,262). Ayrica LPS uygulanmasindan 2-9 gin
sonra hem gri hem de ak maddede mikroglial aktivasyon ve oligodendrosit
oncullerinde apopitoz ortaya ¢gikmistir (168,208). Bu bulgularin bir yansimasi
olarak, annesine hamilelikte LPS enjekte edilen farelerin erigkin déneminde
uzun sureli hafiza degisiklikleri ve davranis farkliliklari oldugu goézlenmistir
(276,277).

2.4.e.Antiinflamatuar tedavi

Hem hipoksi-iskemi hem de enfeksiyonlar immatir beyinde
ndroinflamatuar cevabi tetikler. inflamatuar kaskadi inhibe edecek tedaviler
olusacak beyin hasarini azaltmaya yardimci olabilmektedir. Ornegin
intraserebral LPS enjeksiyonu sonrasi uygulanan mikroglia aktivasyonunun
bir inhibitdéri olan minosiklinin beyindeki inflamasyonu ve hasari azalttigi
saptanmigtir  (278). inflamasyon ve hipoksi-iskemi ile ilgili deneysel
modellerde bir¢ok antiinflamatuar ve antioksidan molekulin hasari azaltici

veya iyilegtirici etkinligi arastinimistir.

2.4.e.1.Melatonin

Blunyesinde barindirdigi antioksidan, antiinflamatuar ve
antieksitotoksik 0zellikler melatonini preklinik calismalarda tedavi edici
molekul olarak ideal bir aday yapmaktadir (35). Ayrica melatoninin yenidogan

bebeklerde kullanildiginda herhangi bir probleme yol agmadiginin
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gosterilmesi, klinik galigmalarda kullaniilmaya aday hale getirmigtir. Birgcok
deneysel calismada profilaktik veya tedavi igin verilen melatoninin etkili bir
nodroprotektif ajan oldugu gosterilmistir. Melatonin antioksidan olarak
superoksit anyonlari ortadan kaldirirken ayni zamanda antioksidan enzim
sentezini de artirmaktadir. Calismalarin gogunda melatoninin kemirgenlerde
olusturulan beyin travmasi veya fokal iskemi Uzerine etkisi analiz edilmigtir
(36-40). Bu modellerde melatoninin olugsan hasarli bdlge boyutu, ndéron
oluma, oksidatif stres, mitokondriyal etkilenme ve DNA hasarini azalttigi,
norolojik gelisim ve davranig Uzerine olumlu etkileri oldugu saptanmistir
(39,40,279). Koyunlarda preterm beyin hasarinin taklit edildigi umblikal kord
oklizyon modelinde, intraven6z melatonin uygulanmasinin mikroglial
aktivasyon ve apopitotik hiicre dlimund azalttigi gosterilmistir (280). Ayrica
yetiskin endojen melatonin Uretemeyen farelerde hipoksi-iskemiye bagh
hasarin daha genis oldugu saptanmistir (281). Ancak yenidogan hayvanlarda
ve insanda endojen melatonin Uretiminin ¢ok az olmasi ve melatonin reseptor
antagonisti (luzindol) verilen sigan fetlslerinde hasara yonelik herhangi bir
etkisinin gorulmemesi, endojen melatonin dretiminin yenidodan beynini
korumakta yeterli olmadigini gostermistir (35). Farelerde vyapilan bir
calismada melatoninin eksitotoksik ak madde hasarini degdistirmedigini fakat
aksonal blydmeyi hizlandirdi§i gosterilmistir  (35). Ancak melatonin
tedavisinin inflamasyona bagli olusan ak madde hasarina ve myelinizasyona
olan etkileri halen iyi bilinmemektedir. Perinatal beyin hasarini inceleyen
hayvan modellerinde melatoninin  immudn  reaksiyonu duzenleyerek
antiinflamatuar etkileri oldugu gdsterilmistir (282). Bu etkilerini hem dogrudan
etkileyerek hem de reseptdr aracihgi ile gerceklestirmektedir (35). iki tip
melatonin reseptort vardir: MT1 ve MT2. Her iki reseptdor de ak maddede
bulunan tim hucrelerde (mikroglia, astrosit, oligodendrosit) eksprese
edilmektedir. Oliver ve arkadaslarinin yakin dénemde sigan fetUslerinde
yaptigi bir calismada melatonin verilen LPS ile uyarilmis sicanlarda cingulat
girusta mikroglial aktivetinin ve immatur oligodendrosit hasarinin azaldigi ve
oligodendrosit maturasyonunun arttigi tespit edilmistir (35). Melatoninin

serbest oksijen radikallerinin azalmasini, membran gegirgenliginin
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dizenlenmesini, notrofil gogunin azaltimasi, NF-kB aktivasyonunu
engelleyip proinflamatuar sitokin saliniminin azaltiimasini saglayarak immun
reaksiyonlari duizenledigi gdsterilmistir (283-287). Ayrica melatonin
astrositlerdeki antioksidan savunmayi guglendirerek astrositleri olusacak
hasarlara karsl korumaktadir (288,289).

2.4.e.2 Etanersept (TNF-a reseptor antagonisti)

Etanersept, antiinflamatuar bir molekul olarak tedaviye direncli romatoid artrit
ve psoériazis gibi hastaliklarin tedavisinde erigkinlerde basar ile
kullaniimaktadir. Ancak literatliirde etanerseptin intrauterin inflamasyon ve
perinatal beyin hasarina etkisine yonelik herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. TNF-a’'nin  proinflamatuar sitokin olarak intrauterin
donemde inflamasyonu baglatma ve artirma gibi olumsuz etkilerinin olmasi
etanerseptin potansiyel olarak olusabilecek ak madde hasarina karsi
koruyucu olabilegini akla getirmektedir. Aden ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, etanerseptin beyin hasarini %50 azalttigi gdsterilmistir (290).
Travmatik beyin hasarini etkisini inceleyen bir bagska c¢alismada ise
etanerseptin TNF-a, IL-1B ve IL-6 dizeylerini beyin dokusunda azalttigi
gOsterilmistir  (291). Ancak intrauterin inflamasyonda TNF-a’nin ayni
zamanda bazi koruyucu sistemleri aktive etmesi ve immatlr beynin
gelisiminde TNF-a ve IL-6 gibi sitokinlerin énemli fonksiyonu etanerseptin

olumsuz etkileri olabilecedini dusundurmektedir.
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3. GEREG ve YONTEM

Calismamiz prospektif, plasebo kontrolli deneysel arastirma olarak
yapildi. Yeditepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onayi alinan bu
calisma, Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuarinda
gergeklestirildi. Dokuda sitokin incelemeleri Yeditepe Universitesi Biyokimya

Anabilim Dali tarafindan gergeklestirildi.

3.1. Deney hayvanlari ve deney protokolu

Calismada kullanilan sicanlar Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuarinin hayvan yetistirme Unitesinde “outbred” yontemi ile elde
edildiler. Calismada gebeligi planlanmis ve gebelik gund belirlenmis olan
Spraque-Dawley turu siganlar kullanildi. Hamilelik olusturmak igin siganlar 2
disi, 1 erkek olacak sekilde 3’er siganlik gruplar halinde 3-5 gin sire ile ayni
kafeslerde tutuldu. Hamilelik baslangicini belirlemek i¢in gunlik vajinal smear
alindi ve sperm arastirmasi yapildi. Sperm tespit edilen gun 0. gin kabul
edildi. Sperm tespit edilen disi sigan kafesten ayrildi. Sigcanlar, 20-25 °C 1s,
%50 nem, 12 saat karanlik ve 12 saat fotoperiyotta, standart besin ve su ile
beslendi. Hamile olan siganlar 5 gruba ayrilip, her grubun kafesleri ayrildi.
Prosedurlere baglh anne ve fetus kayiplari géz dntnde bulundurularak her
grupta dorder adet gebe sigan bulundurulmasina karar verildi. Grup 1'de
bulunan siganlar kontrol, grup 2’de olanlar pozitif kontrol, grup 3’de olanlar
melatonin, grup’4 de olanlar etanersept, grup 5'de olanlar ise
melatonin+etanersept grubu olarak belirlendi. Gebelik gini 15. gin (E15)
olan gebe siganlarin cerrahi prosedur ile uteruslari aciga c¢ikarildi. Kontrol
grubuna 0.1 ml steril serum fizyolojik (SF), diger gruplara 0.1 ml SF icinde
LPS intrauterin olarak uygulandi. Cerrahi prosedir sonrasi ayri kafeslerde
derlenmeye alinan gebe siganlar standart besin ve su ile beslendi ve
sakrifikasyona kadar gruplarina goére ila¢ uygulamalari yapildi. E20’de

anestezi altinda fetal beyin dokusu oOrnekleri incelenmek Uzere alindi.
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Calismaya alinan siganlarin tuma calisma bitiminde anestezi altinda iken

dekapitasyonla sakrifiye edildi.

3.2. Deney prosediirleri ve gruplari

3.2.a. Cerrahi prosediirler

Tum gruplardaki siganlara cerrahi olarak ayni prosedurler uygulandi.
Gebelik gunl belirlenmis sicanlarda E15’de intramuUskuller kati anestetikle
(ketamin 80mg/kg, ksilazin 10mg/kg) derin anestezi saglandi. Daha once
literatirde belirtilen ve farelerde intrauterin LPS enjeksiyonu ile olusturulan
intrauterin inflamasyon modeli bu ¢alismada uygulandi (292). Bu modelde,
derin anestezi altindaki gebe siganlar operasyon masasina alindiktan sonra,
batin orta hatta 1-1,5 cm’lik kesi ile uterus agiga cikarildi (Resim 1 A,B).
Batin ici organlar steril SF ile i1slatilarak kurumalari 6nlendi. Sag uterin horn
alt u¢ 1. ve 2. amniyotik kesecikler arasindan koryonik ve amniyotik
membranlar arasina LPS enjekte edildikten sonra batin SF ile yikanip, primer
kapatma yapildi (sekil 12), (Resim 1 C,D). Siganlar, ayr kafeslerde 5 gln
daha takip edildikten sonra E20’de deney sonlandirildi.

Sekil 12: LPS enjeksiyonunun temsili sekli (293).

uterin

SERViKS Seg ment
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Resim 1: Cerrahi prosedur

A. Batinin minimal kesi ile acilmasi
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C. Sag uterin horn 1.ve 2. keseler arasina enjeksiyonun yapilmasi

D. Batinin kapatiimasi

B €
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3.2.b. ilaglarin uygulanmasi

E. coli 055:B5 (Sigma, ABD) serotipinden fenol ekstraksiyon yontemi
ile elde edilmis LPS'ler kullanildi. Tium LPS'ler aseptik kosullarda, 2 mg/ml
konsantrasyonda sulandirildilar ve kullanilana kadar -70°C de saklandilar.
Sonraki dilusyonlar steril apirojen serum fizyolojik ile yapildi. LPS dozu,
literatlrde daha once siganlarda intrauterin inflamasyon modeli olusturmak
icin uygulanan, anne ve fetls kaybinin en az oldugu gdézlenen ve toksisitesi
tolere edilebilen diizeydeki dozlara gére belirlenmistir (294). Uretici firmanin
Onerisine uygun olarak steril SF ile sulandirilan LPS, 0.1 ml SF iginde,
125 mcgr/sican dozunda, tek doz ve intrauterin olarak uygulandi. Kontrol
grubuna, LPS yerine 0.1 ml steril SF intrauterin olarak enjekte edildi.

Melatonin (Sigma, ABD), etil alkol icinde c¢o6zdurtldikten sonra
uygulanacak dozlara gore bdlunup, enjeksiyon zamanina kadar -20 °C’de
dondurularak saklandi. Uygulama oncesi dilisyonlari 1’e 9 oraninda (1 ml
melatonin, 9 ml SF) steril SF ile yapildi. Melatonin, LPS enjeksiyonundan
hemen sonra ve sonraki 4 gin boyunca gunde tek doz olmak Uzere toplam 5
doz ve 20mg/kg dozunda subkutan uygulandi.

Etanersept (Enbrel,Wyett, A.B.D.) liyofilize flakonlar seklinde temin
edildi. Flakonlar, uygulama 6ncesi firma tarafindan temin edilen hazir ¢ézucu
solUsyonlar ile sulandirilarak kullanildi. Etanersept LPS sonrasi ve E18’de

2mg/kg/dozundan toplam 2 doz olarak subkutan yol ile uygulandi (295).

3.2.c. Calisma gruplari ve ilac uygulama protokolii

Deney grubundaki siganlar 5 gruba ayrildi (sekil 12).

Grup | Kontrol grubu: Bu gruptaki siganlara E15'de cerrahi prosedur
uygulanarak intrauterin 0.1 ml SF enjekte edildi ve sakrifikasyona kadar ayri
kafeslere alindi.

Grup 2 Pozitif kontrol grubu: Bu gruptaki sicanlara E15’de cerrahi prosedur
uygulanarak intrauterin 0.1 ml SF iginde 125 mcgr LPS enjekte edildi ve
sakrifikasyona kadar ayri kafeslere alindi.

Grup 3 Melatonin grubu: Bu gruptaki sicanlara E15°de cerrahi prosedur
uygulanarak intrauterin 0.1 ml SF iginde 125 mcgr LPS enjekte edildi.
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Melatoninin ilk dozu LPS enjeksiyonundan hemen sonra yapildi. Melatonin
gunde bir kez olacak sekilde 5 glin boyunca toplam 5 doz uygulandi.

Grup 4 Etanersept grubu: Bu gruptaki sicanlara E15'de cerrahi proseduir
uygulanarak intrauterin 0.1 ml SF icinde 125 mcgr LPS enjekte edildi.
Etanerseptin ilk dozu LPS enjeksiyonundan hemen sonra yapildi.
Etanerseptin 2. dozu E18’de uygulandi.

Grup 5 Melatonin+Etanersept grubu: Bu gruptaki sicanlara E15’de cerrahi
prosedur uygulanarak intrauterin 0.1 ml SF icinde 125 mcgr LPS enjekte
edildi. Melatoninin ve etanerseptin ilk dozu LPS enjeksiyonundan hemen
sonra subkutan olarak yapildi. Melatonin, grup 3'de oldugu gibi ginde tek
doz toplam 5 doz uygulandi. Etanerseptin 2. dozu E18’de uygulandi.

3.3. Doku hazirhgi ve sitokin analizi

Tum gruplardaki gebe siganlar E20 de kati anestetik ile derin
anesteziye sokuldu. Canli fetusler dekapite edilerek beyin dokulari ayrildi ve
- 80 °C’de doku Ornekleri donduruldu. Doku homojenizasyonu igin ¢dzdurulen
dokularda proteaz inhibitor kokteyli (Complete Mini, EDTA-free-Roche)
iceren, pH’si 7.2 olan 1xfosfat tampon c¢ozelti (Phoshate Buffered
Saline(PBS)) kullanildi. Her fetlis beyni 1ml sollisyon iginde manuel
homojenizatér ile 2 dakika homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar
+4 °C'de 15 dakika 12,000Xg’de santriflj edildi. Supernatantlar ayrilip -80 C
de dondurularak bekletildi. Sitokin analizi i¢in, dondurulmus serumlar
-80 °C'den alinarak +4 °C'de co6zulmeye birakildi. Supernatantlarin total
protein icerigini belirlemek icin Bradford yontemi kullanildi. Daha sonra
supernatantlardan TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y sitokin duzeylerinin 6lgimu igin
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) (BenderMedSystem's,
Avusturya) yontemi uygulandi. Her sitokin igin belirlenen standart grafiklerden
yararlanilarak konsantrasyonlari pg/ml olarak hesaplandi. Elde edilen sitokin
duzeyleri doku homojenizatindaki total protein miktarina oranlanarak

sonuglar pg/mg protein olarak verildi.
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3.4. istatiktiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme icin SPSS 16.0 (Statistical packages for social
sciences,Chicago, IL) programi kullanildi. istatistiksel anlamliligi yansitan
deger olarak p degeri <0.05 olarak secildi. Deney gruplari sonuglarinin
ortalamalari ve standart sapmalari tanimlayici istatistik yontemleri
kullanilarak hesaplandi. Calismamizda gruplar arasi sitokin duzeylerini
kargilastirmada Kruskal-Wallis varyans analizi uygulandi. Gruplarin ikili

karsilastirmalarinda Mann-Whitney U analizi yapildi.

Sekil 13: Calismanin sematik olarak 6zeti.
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4. BULGULAR ve SONUCLAR

TUum sicanlar term gebelik suresi kabul edilen 21-22. gunden Once
sakrifiye edilerek, 20. gunde fetls beyin dokusu 6rnekleri alinmistir. Gebe
siganlarin LPS uygulamasi yapilmadan once bakilan vucut agirliklari 245-
310 gr arasinda degismekteydi ve gruplar arasinda belirgin bir fark yoktu
(Tablo 2).

Tablo 2: Gebe si¢anlarin ortalama agirliklari

Ortalama (gr)
SD Minimum(gr) | Maksimum(gr)

272422 245 305
Kontrol

260+28 247 299
Melatonin+Etanersept

275125 245 310
Melatonin

26512 249 282
Etanersept

273118 247 302
Pozitif kontrol

4.1. Sitokin duzeylerinin degerlendirilmesi
4.1.a. TNF-a

TNF-a dizeyleri, kontrol grubunda, pozitif kontrol grubuna gére daha
yuksek bulundu. En dusuk TNF-a duzeyi melatonin grubundaydi. TNF-a
dizeyinin gruplar arasi dagihminin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptandi (p=0,01). Gruplar ikili olarak karsilastirildiginda, bu farkin
melatoninden kaynaklandigi ve melatonin grubunun TNF-a duzeylerinin
kontrol grubuna, etanersept grubuna ve pozitif kontrol grubuna gére anlamli
derecede dusuk oldugu tespit edildi (p<0.05). Ortalama TNF-a dizeyleri ve

istatistik sonuglari Tablo 3 ve Sekil 14’de gosterilmigtir.
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Tablo 3: Gruplarin ortalama TNF-a duzeyleri

Ortalama Minimum Maksimum
(pg/mg) £SD (pg/mg) (pg/mg)
Kontrol 87,91+£72,23 39,3 273,4
Melatonin+Etanersept 62,1+55,49 15,5 159,6
Melatonin 25,1245,6 19,4 32,2
Etanersept 56,8+19,01 41,6 84,6
Pozitif kontrol 49,17+20,95 22,9 83,7

Sekil 14: Gruplarin TNF-a ortanca degerleri ve istatistik sonuclari
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41.b.1L-18

IL-18 dUzeyleri pozitif kontrol grubunda diger gruplara goére belirgin

derecede yuksek bulundu. En duguk IL-13 duzeyi melatonin grubundaydi.

Etanersept grubu kontrol grubu ile ayni seviyelerde bulunmasina ragmen,

melatonin + etanersept grubu kontrol ve etanersept grubuna gore belirgin

derecede yiksekti. istatistiksel degerlendirme sonucunda gruplar arasinda

anlamli fark oldugu (p=002), IL-1B dlzeyinin melatonin grubunda diger tim

gruplara gére anlamli derecede dusuk oldugu saptandi. Etanersept grubu,

pozitif kontrole gore belirgin sekilde dusik olmasina ragmen istatistiksel

olarak anlamh degildi (p=0.078). Ortalama IL-13 dlzeyleri ve istatistik

sonuglari Tablo 4 ve Sekil 15’da gdsterilmistir.

Tablo 4: Gruplarin ortalama IL-1 duzeyleri

Ortalama Minimum Maksimum
(pg/mg) +SD (pg/mg) (pg/mg)
Kontrol 45,35+14,64 28,8 79,2
Melatonin+Etanersept | 116,2+55,04 40,4 207,4
Melatonin 25,1244 .3 19,2 30,3
Etanersept 46,07+7,51 41,2 57,1
Pozitif kontrol 178,13+132,37 31,1 4443
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Sekil 15: Gruplarin IL-1B ortanca degerleri ve istatistik sonuglari
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4.1.c.IL-6

IL-6 duzeyleri, pozitif kontrol grubunda daha yiksek saptandi.

Ortalama degerlerine bakildiginda, en dustuk IL-6 dlzeyi melatonin

grubundaydi. Ancak istatistiksel analizde gruplar arasinda anlamli bir farkhlik

yoktu (p=0,11). Gruplar ikili olarak karsilastiriidiginda melatonin grubunun

kontrol grubuna gore, melatonin grubunun etanersept grubuna gore ve

etanersept+melatonin grubunun pozitif kontrol grubuna goére anlamli

derecede dusik oldugu saptandi. Ortalama IL-6 dlzeyleri ve istatistik

sonuglari Tablo 5 ve Sekil 16’da gosterilmistir.
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Tablo 5: Gruplarin ortalama IL-6 duzeyleri

Ortalama Minimum Maksimum
(pg/mg) +SD | (pg/mg) (pg/mg)
Kontrol 269,85+65,94 157,2 406,1
Melatonin+Etanersept | 178,57+156,68 51,7 464,1
Melatonin 165,41+58,38 62,2 248.6
Etanersept 273,34+65,61 2124 398,8
Pozitif kontrol 438,61+370,4 75,5 896,9

Sekil 16: Gruplarin IL-6 ortanca dederleri ve istatistik sonuclari
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4.1.d. |[EN-y
Ortalama IFN-y dizeyi, melatonin grubunda diger gruplara goére

belirgin derecede dusuktl. IFN-y dizeyi en yuksek pozitif kontrol
grubunda saptandi. Istatistiksel analizlerde IFN-y diizeylerinin gruplar
arasinda farkh oldugu saptandi (p=0.018). Ikili karsilastirmalarda
melatonin grubunun hem kontrol hem de pozitif kontrol grubuna gore
anlamli derecede dusiUk oldugu tespit edildi. Ortalama IFN-y dizeyleri ve

istatistik sonuglari Tablo 6 ve Sekil 20°de gosterilmigtir.

Tablo 6: Gruplarin ortalama IFN-y dlzeyleri

Ortalama Minimum Maksimum
(pg/mg) ¥SD | (pg/mg) (pg/mg)
Kontrol 88,67+35,16 48,07 159,78
Melatonin+Etanersept | 81,45+38,94 27,76 127,30
Melatonin 48,99+13,29 35,14 78,12
Etanersept 68,51+12,52 59,01 93,11
Pozitif kontrol 99,43+35,56 49,84 137,09
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Sekil 17: Gruplarin IFN-y ortanca degerleri ve istatistik sonuglari
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5. TARTISMA

Antenatal inflamasyonun fetlste beyin hasarina yol acabilecedi ve
proinflamatuar sitokinler gibi araci molekillerin bu hasarin olugsmasinda
dnemli pay sahibi olduklari anlagilmistir. intrauterin enfeksiyonlar, inflamatuar
hacreleri uterin bosluga c¢eken ve feto-maternal Unitede inflamasyonu
tetikleyen en onemli etkendir. Bunun sonucunda ortaya ¢ikan maternal ve
fetal immin cevap ise degisik organ hasarlarina yol agan olaylara sebep
olmaktadir (17-22).

intrauterin inflamasyon nedeni ile olusan beyin hasari kendini daha
¢ok ak madde hasari olarak gostermektedir. Bu durumun klinik yansimasi ise
bilissel ve akademik performanstaki dusuklikten serebral palsiye kadar
degisebilmektedir (17,18,21,22,25). Annedeki ve uterin bosluktaki
inflamasyonun fetls beynine iletiimesindeki aracilar ve beyin hasarinin
olusmasindaki molekuler mekanizmalar tam olarak anlasilabilmis dedgildir.
Ancak proinflamatuar sitokinlerin -6zellikle TNF-a, IL-1B, IL-6- uterin
bosluktaki inflamasyonun iletiimesi ve hasarin ortaya g¢ikmasi agisindan
onemli olduklari gosterilmistir (28,29,31,33). Son bulgular fetlste beyin
hasari olusumu icin glial aktivasyonun onemli bir basamak oldugunu
gOstermistir. Aktive olmus mikroglia tarafindan salgilanan sitokinler, hem
I6kosit migrasyonuna neden olup lokal inflamasyona sebep olarak hem de
oligodendrosit Onculleri Uzerine dogrudan ve reaktif oksijen ve nitrojen
aranlerinin  dretilmesini saglayip dolayli olarak ak madde hasarina yol
acmaktadir (185-187,190,191,211,212).

Son yillarda, deneysel olarak birgok antiinflamatuar ve immun
dizenleyici molekulun, inflamasyona bagh beyin hasarini 6nlemeye yonelik
etkileri arastinimistir (290,295-297). Bu calismalarda beyindeki patolojik
degisikliklerin yaninda inflamasyonun siddetinin bir gdstergesi olan
proinflamatuar sitokinlerin duzeylerindeki degisiklikler arastiriimistir. Biz de
calismamizda sicanlarda olusturulan intrauterin inflamasyon modelinde

insanlarda degisik hastaliklarin tedavisinde kullanilan, antiinflamatuar ve
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immuan duzenleyici etkileri olan etanersept ve melatoninin fetlis beynindeki
lokal inflamasyona olan etkilerini arastirdik.

Calismamizda intrauterine inflamasyon modelinde melatonin ve
etanerseptin proinflamatuar sitokin dizeylerine etkilerinin arastinldigi bu
calismada melatoninin, TNF-a, IL-1B8 ve IFN-y diuzeylerini pozitif kontrole
goOre belirgin derecede azalttigi ve etanersepte gore proinflamatuar sitokin
duzeylerini azaltici etkisinin daha iyi oldugu gosterildi.

Bu c¢alismada, intrauterin LPS enjeksiyonu icin kullanilan iglemler ilk
kez 2003 yilinda Elovitz ve arkadasglari tarafindan farelerde preterm dogum
modeli olarak gelistirilmigtir (293). Wang ve arkadaglari 2007 yilinda bu
modeli LPS dozunu modifiye ederek intrauterin inflamasyon modeli olarak
uygulamistir (292). Bu calismada laparatomi sonrasi uterus aciga ¢ikariimis
ve sag uterin horn 1. ve 2. amniyotik keseler arasindan, koryonik ve
amniyotik membranlar arasina LPS uygulanmistir. Sonrasinda normal
doguma birakiimis ve yasayan yavrular postnatal 14. glinde sakrifiye
edildiginde LPS uygulanan fetlslerin toplam beyin agirhiginin azaldigi ve
hipomyelinizasyon bulgularinin oldugu saptanmistir. Literatirde sicanlarda
intrauterin inflamasyon olusturmak icin simdiye kadar 2 model uygulanmigtir:
Anneye IP LPS enjekte edilerek ve anneye intraservikal olarak LPS enjekte
edilerek (28,295). Ancak her iki modelde de fetus Uzerine olan etki anne
aracilikli ve kisa sureli olmaktadir. Bell ve arkadaslarinin intraservikal LPS
uygulamasi ile yaptiklari galismada, LPS sonrasi sitokinlerin (TNF-a, IFN-y
ve IL-6) 2. saatten sonra artmaya basladiklari, 6-8 saatte zirve diuzeylere
eristigi ve 24. saatten sonra ise neredeyse normal duzeylere dondugu
saptanmistir (28). Bizim calismamizda Wang ve arkadaslarinin uyguladigi
model segilmistir. Bu sayede koryoamniyotik zarlarda dogrudan inflamasyon
olusturarak  fetise olan etkilerinin  arastinlmasi  amaclanmistir.
Calismamizdaki en dnemli problem, modeli olustururken uygulanan cerrahi
prosedur ve fetls kayiplariydi. Uygulanan cerrahi islemden 6tlrl annede de
belli oranda inflamasyon olustu. Bu sebepten dolayi kontrol grubunda bazi
sitokinlerde yuksek degerler ile karsilastik. Ayrica hem cerrahi islem hem de

LPS’nin fetisl dogrudan etkilemesi anne ve fetis kayiplarinin daha fazla
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olmasina neden olmaktadir (293). Bizim ¢aligmamizda da LPS uygulanan
gruplarda anne kaybi %50, yasayan annelerde ise fetis kaybi %30’du.
Kontrol grubunda sedece bir anne kaybettik. Fetls kaybi %10’nun altindaydi.
intrauterin  uygulamalarda LPS’nin etki slresi ile ilgili vyeterli veri
bulunmamaktadir. Newnham ve arkadaslarinin koyunlarda vyaptigi bir
calismada, intraamniyotik olarak uygulanan LPS nin yarilanma suresinin 1.7
gln oldugu ve amniyotik sivinin 15. ginden sonra LPS’den temizlendigi
saptanmistir (298). Bizim modelimizde LPS’nin sistemik dolagimdan izole bir
bolgeye yapilmasi ve koryoamniyotik zarlarin LPS’ye karsi gecirgen
olmamasi, LPS’nin koryon ve amniyon zarlarinin arasinda daha uzun sureli
bulunmasina yol acarak, fetls Uzerine olan etkisinin maternal uygulamalara
gbre daha uzun sureli olmasina yol agmaktadir (292). Calismamizdaki gibi
uzun sureli LPS ile temas, klinikte daha ¢ok karsilagilan kronik inflamasyona
daha fazla benzeyen bir model olusturmaktadir. Literatlirde intrauterin
inflamasyon ve serebral inflamasyon ile ilgili galismalarin c¢ogu beyin
dokusundaki akut inflamatuar cevabi arastiran ve genellikle ilk 24 saat
icindeki sitokin degisikliklerini gdzlemleyen calismalardir (28-30). Benzer bir
modelde 3. gunden sonra sitokin duzeylerindeki degigsikliklerle ilgili yeterli veri
bulunmamaktadir. Bu nedenle c¢alismamizin bu konudaki eksikligi
doldurmada katkisinin olacagini dugunmekteyiz.

Bu calismada, melatoninin grubundaki proinflamatuar sitokin
diizeylerinin diger gruplara gére daha diisik oldugunu tespit ettik. Istatiktiksel
analizlerde de IL-6 digindaki sitokinlerde pozitif kontrol grubuna gore anlamli
bir fark saptandi. Melatoninin etkili bir immun dizenleyici molekil oldugu ve
hipoksi-iskemi modellerinde inflamasyonu azalttigi gosterilmistir (280). Ancak
literatlrde intrauterin inflamasyonda melatoninin etkilerini arastiran ¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir. Mohan ve arkadaslarinin  melatoninin
antiinflamatuar etkilerini arastirdidi bir ¢alismada, melatoninin NF-KB
sistemini inhibe ederek sitokin salinimini azalttiy1 (286) ve dogrudan COX-2
enzimini inhibe ederek, prostaglandin E2 Uretimini azaltip inflamasyonu
baskiladigi gosterilmigtir (287). Melatoninin bu etkileri ¢alismamizda

saptanan melatonin grubundaki duguk sitokin duzeylerini agiklamaktadir.
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Ancak melatoninin sitokinler Gzerine olan bu olumlu etkisinin yliksek dozlarda
ortaya ciktigini gosteren bulgular vardir. Xu ve arkadaslarinin farelerde
yaptigi ve melatoninin maternal ve fetal sitokin salinimi Gzerine olan etkisini
arastirdigi bir calismada, LPS 6ncesi anneye 5mg/kg dozundan uygulanan
melatoninin, melatonin uygulanmayanlara gore beyindeki TNF-a ve IL-G’yi
azaltmasina ragmen, IL-1B3 duzeylerini etkilemedigi saptanmistir (296). Tyagi
ve arkadaslarinin yaptiklari calismada, LPS &ncesi 5mg/kg melatonin
uygulananlarda IL-18 ve TNF-a dizeyleri beyinde inceledikleri dort bdlgenin
birinde azalirken, 10 mg/kg uygulananlarda 4 bdlgenin tamaminda azaldigi
saptanmigtir (300). Wu ve arkadaslari ise akut bakteriyel menenijit modelinde
melatoninin mikroglial aktivasyonu ve sitokin duzeylerini ancak melatonin
25 mg/kg'in Uzerinde verilirse azalttigini tespit etmistir (301). Bizim
calismamizda melatonin 20 mg/kg dozunda uygulandi ve tum sitokin
dizeylerinde azalma tespit edildi.

Literatlirde etanerseptin beyin dokusundaki inflamasyona ve sitokin
dizeylerine olan etkilerini arastiran ¢ok az calisma vardir. Campbell ve
arkadaslarinin yaptigi calismada etanerseptin beyin dokusuna ndtrofil
gogund engelleyerek inflamasyonu azalttigi gosterilmistir (42). Etanerseptin
kan beyin bariyerini asip asmadigi yonundeki veriler de yeterli degdildir. Aden
ve arkadaslarinin yaptigi calismada, IP IL-1B uygulamasi ile olusturulan
sistemik inflamasyon modelinde etanersept IL-1B 6ncesi uygulandiginda
herhangi bir etkisi olmazken, IL-13 sonrasi uygulamada hasari %50 azalttig
gosterilmigtir. Bu bulgular etanerseptin inflamasyon ile birlikte kan beyin
bariyerini gecebildigini gdstermektedir (290). Chio ve arkadaslarinin travmatik
beyin hasari olusturulan sicanlarda yaptiklari bagka bir calismada ise
etanerseptin travmaya bagll beyin hasarini azalttigi ve TNF-a, IL-1p ve IL-6
dizeylerini dusurdugu saptanmistir (291). Bizim ¢alismamizda ise
etanerseptin  TNF-a digindaki sitokinlerin seviyelerini istatiktiksel olarak
anlamli olmasa da dugsurdugunu tespit ettik.

Etanersept ve melatoninin birlikte uygulandiginda ortaya gikacak
antiinflamatuar etkinlige dair herhangi bir bilgi literatirde bulunmamaktadir.

Calismamizda her iki ilaci birlikte uyguladigimizda TNF-a, IL-18 ve IFN-y
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duzeylerinde her iki ilacin tek uygulamasina gore artis tespit ettik. IL-13
dizeyleri etanersept+melatonin grubunda kontrol grubunun da Uzerindeydi
ve istatistiksel olarak anlamliydi. Bu sonuglar iki ilacin birlikte kullaniminda
potansiyel antagonistik etkiye sahip olabilecegini dusundurmektedir. Benzer
bir etki daha oOnce bildiriimediginden bu etkinin daha ileri ¢caligmalar ile
arastinimasi ve benzer bulgular saptanirsa patofizyolojik mekanizmalarin
incelenmesi uygun olacaktir.

Kontrol grubunda, TNF-a disindaki sitokinler pozitif kontrole goére
daha dusuk seviyede saptandi. Kontrol grubundaki TNF-a duzeyinin pozitif
kontrole gore yuksek olmasi, beklenenin aksine bir durum gibi gorunebilir.
Ancak Sheng ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, invitro olarak TNF-a ve
IL-6 ile kargilagan mikroglianin doz ile orantili bir sekilde IL-10 salgiladigi ve
IL-10 ile karsilasan mikroglianin TNF-a ve IL-6 salinimini kisitladigi
saptanmigtir (228). Hucre kultirlerinde LPS ile karsilasan mikroglianin
yuksek miktarlarda TNF-a Urettigi ve TNF-a duzeylerinin 12. saatte zirve
yaptigl ancak sonrasinda artan IL-10 duzeyi ile birlikte TNF-a saliniminin
giderek azaldigi gosterilmistir. Bu bulgular dogrultusunda akut inflamasyonda
TNF-a ve IL-6 uyarisi ile IL-10 salgilanmasinin inflamasyonun potansiyel
norotoksik etkilerini azaltmak i¢in koruyucu bir mekanizma oldugu ileri
surilmustiir (228). Xu ve arkadaslarinin yaptigi calismada anneye iP olarak
uygulanan LPS’den 90 dk sonra fetal beyin dokusunda bakilan TNF-a ve
IL-10 duzeylerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yuksek oldugu
gosterilmigtir (296). Park ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada ise
intraserebral LPS enjeksiyonu ile inflamasyon olusturulan sicanlarda TNF-a
dizeylerinin 12-24. saatte en yuksek duzeylerine ulastiktan sonra 3. glinden
itibaren belirgin sekilde azaldigi 7. gunde ise kontrol grubunun altina indigi
gosterilmigtir. Ancak bu siganlara LPS ile birlikte anti-IL-10 uygulandiginda,
3. gunden sonra bile TNF-a duzeylerinin yukselmeye devam ettigi
saptanmistir (299). Bu calismada anneye LPS uygulandiktan 5 gin sonra
fetis beyin dokulari alinmistir. Literatirdeki bu bilgiler, pozitif kontrol

grubunda saptadigimiz daha dusuk TNF-a duzeyinin, LPS uyarisi ile erken

58



donemde hizli bir sekilde yukselen TNF-a seviyelerinin, antiinflamatuar
sistemi aktive etmesine bagli olabilecegini dugindurmektedir.

IL-1B8, birgcok calismada inflamasyona bagh ak madde hasari
olusumundaki en édnemli faktoérlerden biri olarak gdsterilmistir (165,297). Cai
ve arkadaslarinin intraserebral olarak enjekte ettikleri IL-13 ve TNF-a ile
sicanlarda yaptiklari bir galismada IL-1 B’ nin, TNF-a’ya gbre daha fazla
apopitoza yol ac¢tigi ve oligodendrosit geligsimini baskiladigi tespit edilmigtir
(121). Ayrica IL-18’nin TNF-a’dan farkl olarak eksitotoksik hasara yol actigi
gOsterilmigtir. Pang ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise intraserebral
olarak uygulanan LPS sonrasi yukselen TNF-a ve IL-6 duzeyleri 24 saatte
normal dizeylere donerken, IL-18 seviyelerinin ancak 72 saatte normale
doéndugu tespit edilmistir (207). Lee ve arkadaslarinin yaptigi calismada LPS
uyarisi ile salgilanan IL-18’nin hem mikrogliadan IL-18 salinimini hem de
astrositlerden IL-6 ve TNF-a salinimini arttirdigi gosterilmistir (165). Girard
ve arkadaslarinin intrauterin inflamasyon modeli olusturarak sicanlarda
yaptiklari galismada, LPS uygulamasi sonrasi IL-1B’nin diger sitokinlere gore
hem plasenta hem de beyin dokusunda c¢ok daha yuksek oranda arttig
saptanmig ve sitokin seviyelerindeki bu ylukselmenin ciddi plasenta hasari ve
beyinde ak madde hasari ile iligkili oldugu goésterilmistir (297). Bu siganlara
LPS ile birlikte IL-1 reseptdr antagonisti uygulandiginda ise plasental hasarin,
Olen fetls sayisinin ve beyin hasarinin belirgin derecede azaldigi
saptanmigtir. Calismamizda IL-1B8 dizeyleri melatonin grubunda diger tim
gruplara goére anlamli derecede dusuktlu. Etanersept grubunda ise istatistiksel
olarak anlamli olmasa da pozitif kontrole gore belirgin dizeyde disuktl. Bu
sonuglar melatonin ve etanerseptin, IL-1 sistemi Gzerinden olusan nérolojik
hasar gelisiminin engellenmesinde etkili olabilecegini disundirmektedir.

IL-6, digerlerinden farkl olarak anneden plasenta araciligi ile fetuse
iletilebilen bir  sitokindir. Zaretsky ve arkadaslarinin insan plasentasi
kullanarak yaptigi calismada IL-1 ve TNF-a’'nin anneden fetlse iletimi
saptanmamigken, IL-6’nin kolayca gecebildigi goézlenmistir (160). Ayrica
sicanlarda anneye uygulanan IL-6'nin fetlslere gectigi saptanmistir (302).

Bundan dolayl annedeki inflamasyonun fetlse iletimesinde 6énemli bir araci
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oldugu dusunulmektedir (303). Calismamizda melatonin uygulanan gruplarda
IL-6 duzeyi diger gruplara gore daha dusuk tespit edildi. Etanersept grubunda
ise kontrol grubu ile ayni dizeydeydi. Melatoninin, IL-6 Uzerine olan bu
etkisinin annede IL-6 salinimini azaltarak olusturdugu dusunulebilir. Ancak
Xu ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada melatoninin LPS uygulamasi sonrasi
anne serumu ve amniyotik sivida TNF-a ve IL-6 seviyelerini dusurmedigi
fakat fetls beyninde TNF-a ve IL-6 dizeylerini dusurdigu goésterilmistir
(296). Bu sonu¢ melatoninin dogrudan beyin dokusuna etki ederek
inflamasyonu azalttigini diugundurmektedir. Bu sonuca benzer gekilde akut
menenjit modeli uygulanan baska bir galismada melatoninin uygulanan dozla
orantih bir sekilde IL-6 duzeylerini belirgin sekilde azalttigr gosterilmigtir
(301). Benzer modellerde etanerseptin IL-6 Uzerine etkisini inceleyen bir
calisma yoktur. Bu ¢alismada pozitif kontrole gore istatiktiksel olarak anlamli
olmasa da IL-6 seviyelerini dusurdugu gorulmustar. Ancak IL-6'nin beyin
hasari olusturmada ve diger proinflamatuar sitokin dizeyleri Uzerine tek
basina etkili olmadigi gosterilmistir. Pang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
intraserebral LPS sonrasi uygulanan IL-6 antagonistinin, TNF-a ve IL-13
dizeylerini degistirmese de noronal morfolojiyi ve inflamasyonu azalttigi
tespit edilmistir (304). intraserebral olarak sadece IL-6 uygulandijinda ise
herhangi bir inflamasyona veya néronal hasara yol agmadigi gdézlenmistir. Bu
bulgular IL-6’nin dogrudan bir etki yapmadigini, inflamasyona ve hasara yol
acan diger sitokinlerin etkisini arttirdigini gostermektedir. Calismamizda
tespit edilen melatonin ve etanersept grubundaki daha dusuk IL-6 duzeyleri
her iki molekilin de inflamasyonun artisini ve hasar olusumunu
azaltabilecegini dusundurmektedir.

Calismamizda IFN-y duzeyinin melatonin ve etanersept grubunda
pozitif kontrole gére daha disik oldugunu saptadik. istatistiksel olarak ise
melatonin grubundaki diisiiklik anlamliydi. intrauterin inflamasyonlarda beyin
dokusunda IFN-y’'nin yukseldigini ve beyin hasari ile iligkili oldugunu gosteren
calismalar vardir (212). Bell ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada anneye
uygulanan LPS sonrasi 6. saatte IFN-y’'nin yukseldigi saptanmistir (28).

Ayrica bu calismada diger sitokinlerin aksine IFN-y’nin plasental dokuda
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uretiminin olmadigi gosterilmis ve IFN-y artiginin fetal inflamasyonun spesifik
bir belirteci olabilecedi ileri suralmustir. Briscoe ve arkadagslarinin yaptigi
calismada ise intravendz olarak LPS enjekte edilen koyun fetlslerinde, beyin
dokusunda IFN-y artisi gosterilmistir (212). IFN-y makrofaj aktivasyonunu
saglayan en onemli sitokindir. Ayrica beyinde astrositlerin ve mikroglianin
MHC Il molekulleri olusturmasini ve glial hucrelerde adhezyon molekdulleri
sentezlenmesini arttirir  (305,306). Bdylece Idkosit gogcunu arttirir ve
ndroinflamasyonu siddetlendirir. Calismamizda tespit ettigimiz sonuglar hem
melatonin  hem de etanerseptin IFN-y Uzerinden inflamasyonun

siddetlenmesini dnleyebilecegini dusundurmektedir.
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6. SONUG

Melatonin ve etanerseptin, intrauterin inflamasyon modelinde beyin
dokusundaki proinflamatuar sitokin dtzeylerine etkisi arastirildi. Melatoninin
etkili bir antiinflamatuar ajan oldugu ve sitokin duzeylerini pozitif kontrole gore
anlamli derecede azalttigi gOsterildi. Etanerseptin ise melatonin kadar
olmasa da TNF-a disindaki sitokin dizeylerinde pozitif kontrole goére
azalmaya yol actigi saptandi. Etanersept ve melatoninin birlikte
kullanildiginda ise antagonistik etki ile agiklanabilecek sitokin degisikliklerine
neden oldugu goruldi. Bu sonuglar 1siginda, melatoninin intrauterin
inflamasyon modelinde etanersepte goére proinflamatuar sitokin dizeylerini
azaltmada daha iyi bir etki gosterdigi ve beyin hasarini azaltmada daha etkili
olabilecegi saptandi. Hem melatonin hem de etanersept insanlarda degisik
tedavilerde kullanilmaktadir. Her iki ilacla ilgili sonraki yillarda yapilacak etki
ve guvenirlik calismalari belki de perinatal beyin hasarini azaltmaya yonelik

yardimci bir tedavinin bulunmasina kapi acabilir.
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