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OZET
Hiperoksik akciger hasari olusturulmus yenidogan ratlarda resveratroliin akcigerdeki
histopatolojik ve biyokimyasal etkileri
Dr. Ersin GOZKESER

Bronkopulmoner displazi (BPD) prematiire bebeklerde 6nemli morbidite ve mortalite nedeni olan
kronik akciger hastaligidir. BPD patogenezinde inflamasyon ve oksidatif hasar onemli rol
oynamaktadir. Gilintimiizde etkinligi kanitlanmis bir tedavi modeli bulunmamaktadir.
Calismamizda hiperoksik akciger hasari ile BPD modeli olusturulan yenidogan ratlarda
resveratroliin biyokimyasal ve histopatolojik etkileri arastirildi. Postnatal {iglincii giinde baslayip
13. giine kadar devam eden deneyde yenidogan rat yavrular1 randomize olarak 4 gruba ayrildi:
Grup 1 (oda havasi+salin, n=10), Grup 2 (oda havasitresveratrol, n=11), Grup 3 (hiperoksi+salin,
n=6) ve Grup 4 (hiperoksi+resveratrol, n=7). Resveratrol 30 mg/kg/giin dozunda intraperitoneal
olarak uygulandi. Resveratroliin akciger dokusunda histopatolojik etkileri; alveol ylizey alant,
fibrozis ve diiz kas aktin (SMA) skoru olarak, biyokimyasal etkileri ise interlokin 1-beta (IL-1p),
IL-6, IL-10, tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-PX),
glutatyon rediikktaz (GSH-Rd), siiperoksid dismutaz (SOD), malondialdehid (MDA),
myeloperoksidaz (MPO), nitrik oksit (NO) ve niikleer faktdr kappa B (NF«kB) diizeyleri ile
degerlendirildi. Calisma sonunda, oda havasi grubu ile karsilagtirildiginda hiperoksi grubunda
alveol yiizey alani, fibrozis, SMA skoru, IL-10 ve NO diizeylerinde belirgin artis oldugu goriildi
(p<0.05). Ayrica, hiperoksi grubunda resveratrol tedavisinin SMA skoru, TNF-a, MDA ve NO
diizeylerini belirgin olarak azalttigi, GSH ve SOD diizeylerini ise belirgin olarak arttirdig1 saptandi
(p<0.05). Sonug¢ olarak, hiperoksik akciger hasarlanmasinda NO ve oksidan hasarin
etiyopatogenezde Onemli roliiniin oldugu, resveratroliin ise hem antienflamatuvar hem de

antioksidan etkileriyle hiperoksik akciger hasarini dnlemede etkili oldugu gosterildi.

Anahtar kelimeler: bronkopulmoner displazi, resveratrol, nitrik oksit
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SUMMARY
Histopathological and biochemical effects of resveratrol on hyperoxic lung injury in neonatal
rats
Dr. Ersin GOZKESER

Bronchopulmonary dysplasia (BPD) is a chronic lung disease that causes significant morbidity and
mortality in premature infants. Inflammation and oxidative injury play an important role in the
pathogenesis of BPD. At present, there is no proven effective treatment modality for BPD. In our
study, histopathological and biochemical effects of resveratrol on hyperoxic lung injury model of
BPD in neonatal rats were investigated. The experiment was performed on newborn rat-pups from
the 3" to 13™ postnatal days and they were randomly divided into four groups: Group 1 (room-
air+saline, n=10), Group 2 (room-air+resveratrol, n=11), Goup 3 (hyperoxia+saline, n=6), and
Group 4 (hyperoxia+tresveratrol, n=7). Resveratrol was administered at a dose of 30 mg/kg/day,
intraperitoneally. Histopathologic effects of resveratrol on lung tissue were assessed by alveolar
surface area, fibrosis, and smooth muscle actin (SMA) score, and its biochemical effects on lung
tissue were assessed by interleukin 1-beta (IL-1pB), IL-6, IL-10, tumor necrosis factor-alpha (TNF-
a), glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GSH-Px), glutathione reductase (GSH-Rd),
superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA), myeloperoxidase (MPQ), nitric oxide
(NO) and nucleer factor kappa B (NFkB) levels. According to the results, median alveolar surface
area, fibrosis, SMA score, IL-10, and NO levels were found to be significantly higher in the
hyperoxia group compared with the room-air group (p<0.05). In addition, it was found that
resveratrol treatment was significantly reduced SMA score, TNF-a , MDA and NO levels and
increased GSH and SOD levels in the hyperoxia group (p<0.05). In conclusion, this study showed
that NO and oxidative stress play an important role in the etiopathogenesis of hyperoxic lung
injury, and that resveratrol is effective on preventing hyperoxic lung injury due to its
antiinflammatory and antioxidant effects.

Keywords: bronchopulmonary dysplasia, resveratrol, nitric oxide
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GIRIS ve AMAC

Bronkopulmoner displazi (BPD) preterm bebeklerde goriilen, akciger
dokusunda inflamasyon, fibrozis, gelisim bozuklugu ve/veya duraklamasi sonucunda
ortaya ¢ikan kronik akciger hastaligidir. BPD prematiire bebeklerde ciddi
morbiditelere yol agabilmektedir. BPD’li bebeklerin uzun siireli izlemi bir¢ok tibbi,
ailevi, sosyal ve ekonomik faktorlerin karmasik iliskisini ve etkilesimini i¢eren bir

stirectir (1, 2).

Bronkopulmoner  displazi gelisimini  timiiyle Onleyen bir yontem
bulunmamaktadir. Prematiire dogumlarin engellenmesi, prenatal steroid tedavileri,
postnatal donemde siirfaktan, antiinflamatuvar ajanlar, antioksidan tedaviler ve yeni

mekanik ventilasyon stratejileri ile hastalik siddeti azaltilabilmektedir (3).

Klinik ve deneysel kanitlar oksijen toksisitesinin BPD patogenezinde 6nemli
bir etken oldugunu gostermektedir. Oksijen toksisitesinin hiicresel temeli net
bilinmemektedir. Esas mekanizmanin molekiiler oksijenin tek degerli oksijene
indirgenmesi ve serbest radikal ara iirlinlerin olusumu oldugu diisiiniilmektedir.
Serbest oksijen radikalleri hiicre i¢i bilesenler ve membran lipidleri ile reaksiyona
girerek doku hasarina neden olan reaksiyonlar zincirini baslatmaktadir. Oksidan
streste artis ile beraber protein, karbonhidrat ve lipid oksidasyonunun etkisiyle
hiicresel yapilarda zedelenme ve hiicre 6limii gerceklesmektedir. Oksidan stresin
akcigerdeki patolojik etkileri matriks metalloproteinazlari araciligi ile fibrozis ve

klinik sonucu BPD’dir (4).

Yenidogan akciger hasari modellerinde BPD patogenezinde ¢esitli inflamatuvar
hiicre ve aracilarin da rol oynadigi goriilmiistiir. Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a),
interlokin-1 (IL-1), IL-6, IL-8 gibi sitokinler ve Ilokotrien, tromboksan ve
kompleman gibi sitokin dis1 proinflamatuvar mediatorler BPD gelisimi ile yakindan

iligkili bulunmustur (5).

Bir fitokimyasal olan resveratrolin en 6nemli fonksiyonel 6zelligi; serbest
radikal siipiiriicii olmas1 yaninda, siklooksijenaz, lipooksijenaz, protein kinaz C gibi
birgok enzim i¢in modiilator olmasidir. Yapilan ¢alismalarda giiclii antioksidan ve

antiinflamatuvar etkileri gosterilmistir (6). Deneysel olarak akcigerde fibrozis
1



olusturulmus  ratlarda, resveratroliin  ndétrofil  infiltrasyonunu  gosteren
myeloperoksidaz (MPO) ve lipid peroksidasyon iirtinii olan malondialdehid (MDA)
diizeyinde diisiis, 6nemli bir antioksidan olan glutatyon (GSH) diizeyinde ise artis
sagladigr saptanmustir (7). IL-1B, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi proinflamatuvar
sitokinlerin ekspresyonu i¢in niikleer faktér kappa B (NFkB) aktivasyonu
gerekmektedir. NFxB kinaz1 inhibe eden resveratroliin antiinflamatuvar etkisi bu

mekanizma ile agiklanmaktadir (8, 9).

Bronkopulmoner displazi tedavisinde giiniimiizde etkinligi kanitlanmis bir
tedavi modeli bulunmamaktadir (3). Hiperoksik akciger hasari ile BPD modeli
olusturulan hayvan calismalarinda koruyucu etkileri arastirilan az sayida ilag
bulunmaktadir. Bu ilaglarin etkinligi bazi ¢aligmalarda biyokimyasal olarak, bazi
calismalarda histopatolojik diizeyde degerlendirilmistir. Literatiirde hiperoksik
akciger hasart1 olusturulmus yenidogan ratlarda resveratroliin etkinligini
degerlendiren bir caligmaya rastlayamadik. Bu amagla ¢alismamizda hiperoksik
akciger hasar1 olusturulmus yenidogan ratlarda gii¢lii antioksidan ve antiinflamatuvar
etkileri olan resveratroliin koruyucu etkisini, biyokimyasal ve histopatolojik olarak
degerlendirdik.



GENEL BIiLGILER
BRONKOPULMONER DiSPLAZI
Tanim

Bronkopulmoner displazi oksijen ve pozitif basingli ventilasyon ile tedavi
edilmis preterm bebeklerde gelisen kronik akciger hastaligidir. BPD ilk olarak
mekanik ventilatér bagimli preterm bebeklerde Kklinik, patolojik ve radyolojik

degisiklikler olarak tanimlanmustir (10).

Gilinimiizde yaygin kabul goren tanimlama ve smiflandirma sistemi ise
Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisi (NIH) tarafindan 2001 yilinda yayimlanan
Olciitlere dayanmaktadir (Tablo 1). Bu tanimlama ve smiflandirmaya goére kronik
akciger hastalig1 terimi, yenidogan donemi sonrasi akciger hastaliklarini da kapsadigi
icin yenidoganin kronik akciger hastaligini tanimlamada “BPD” teriminin tercih
edilmesi gerektigi ve tanimlamada mutlaka hafif/orta/agir seklinde siniflandirma
yapilmasi gerektigi belirtilmistir. BPD’nin ortaya cikis yast da etkili oldugu i¢in 32.
gebelik haftasinin altindaki ve tizerindeki bebeklerin ayri ayr ele alinmasi gerektigi,
postkonsepsiyonel 36. haftada oksijen bagimliliginin devam etmesi ve toplam olarak

28 giinden fazla oksijen bagimliliginin bulunmasi gerektigi vurgulanmustir (11).

Tablo 1. Bronkopulmoner displazi tanimlanmasinda kullanilan dlgiitler (11)

Gebelik haftasi < 32 hafta > 32 hafta

Degerlendirme zaman1 ~ 36. gebelik haftasi veya Postnatal yas >28 giin ve <56 giin
taburculukta * veya taburculuk*

Hafif BPD*** Oda havasinda soluma Oda havasinda soluma

Orta BPD*** <%30 oksijen gereksinimi <%30 oksijen gereksinimi

Agir BPD*** >%30 oksijen gereksinimi >9%30 oksijen gereksinimi
ve/veya PPV** gereksinimi velveya PPV** gereksinimi

*Hangisi 6nce olursa, **PPV: Pozitif basingl ventilasyon

***Bebekler en az 28 giin siire ile oksijen tedavisi almig olup, siiregen solunum sikintis1 bulgular1 gostermelidir.

3



Tarihce

Ik olarak 1967°de Northway ve arkadaslari tarafindan yapilan BPD (Klasik
BPD) tanimlamasinda 30-37 gebelik haftasinda dogmus bebeklerin respiratuvar
distres sendromu (RDS) nedeniyle yiiksek basing ve oksijen stratejileri ile ventile
edildikleri, bu seyri takiben BPD gelistigi dikkat ¢ekmektedir (10). Pusey ve
arkadaslar1 1969 yilinda RDS olmayan yenidoganlarda uzamis mekanik ventilasyon
ile iliskili yaygin intersitisyel fibroplaziyi tanimlayarak, RDS’nin BPD i¢in mutlak
prekiirsor olmadigin1 géstermistir. Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonda oksijen
kullanomi  ve bunun komplikasyonlar1 arasindaki iliski kanitlanamamis,

barotravmanin esas sorun oldugu ileri stiriilmistiir (12).

Neonatolojideki teknolojik gelismeler, antenatal steroid tedavi uygulamalari,
surfaktanin kullanima girmesi, modern ve daha az travma edici ventilasyon
tekniklerinin kullanilmasi ile BPD’nin ortaya ¢ikis sekli ve ¢ehresi degismistir.
Boylece etkilenen bebeklerin daha kiigiik (24-28 hafta) gebelik haftasinda dogdugu,
baslangigta RDS’lerinin hi¢ olmadig1 veya hafif RDS, apne ve/veya zayif solunum
cabasi gibi nedenlerle entiibe edilerek diisiik basing-oksijen stratejileri ile ventilasyon
uygulandigr goriilmistiir. Klasik BPD patogenezinde sorumlu tutulan en 6nemli iki
faktore, yani yiiksek basing ve yiiksek konsantrasyonda oksijen ile mekanik
ventilasyonla karsilasmadiklar1 halde bu bebeklerde gelisen bu tablo “yeni BPD”

=~ .9

veya “kronik akciger hastalig1” olarak isimlendirilmistir (13).

Goriilme Sikhig:

Pozitif basingl ventilasyon uygulanan RDS’li bebeklerde gebelik haftasi ve
dogum agirlig1 azaldik¢a BPD insidansi artmaktadir. BPD sikligi, NIH’1n 1997-2002
yillar1 arasinda dogum agirligi 500-1500 gr olan 18.000 bebek iizerinde yaptigi
calismada %23 olarak tespit edilmistir (14). Ehrenkranz ve arkadaslar1 ¢ok merkezli
caligmalarinda (15) yeni BPD olgiitlerine gore sikligi; 500-750 gr %52, 751-1000 gr
%34, 1001-1200 gr %15, 1201-1500 gr dogan bebekler i¢in %7 olarak
bildirmislerdir.



Patofizyoloji
Normal Akciger Geligimi

Akciger gelisimi mekanik ve humoral bir¢ok faktérden etkilenmektedir.

Mevcut bilgiler 1s18inda insanlarda akciger gelisimi bes boliime ayrilmaktadir (16).

1. Embriyonik Dénem: Konsepsiyon sonrast 26. giin ile yedinci gebelik haftasi
arasindaki donemi kapsamaktadir. Primordial Onbarsaktan koken alan ventral
divertikiiliim, proksimal trakeay1 olusturmak igin kaudale dogru uzanip, trakeadan
sonra dallanip ana bronglart olusturmaktadir. Bu donemde biiylime faktorlerinin

onemli diizenleyici etkileri bulunmaktadir.

2. Psodoglandiiller Donem: Yedi ve 16. gebelik haftasi arasindaki donemi
kapsamaktadir. Havayolunun terminal bronsiyolleri olusturmak tizere gelisimi ve
solunum epiteli ve kartilaj dokuda farklilagsma, preasiner damarlarda anjiogenik

gelisim belirgindir.

3. Kanalikiiler Donem: On alti ve 26. gebelik haftasi arasindaki donemi
kapsamaktadir. Solunumsal bronsiyoller olusmakta, 6zellikle vaskiiler endoteliyal
biiyiime faktoriiniin (VEGF) etkisi ile mezenkimal damarlanma artmaktadir. Distal

kiiboid epitelin tip I ve tip II epitel hiicrelerine farklilagmasi1 tamamlanmaktadir.

4. Sakkiiler Donem: Yirmi alti/yirmi sekiz ve 32/36. gebelik haftasi arasindaki
donemi kapsamaktadir. Pulmoner parankimin boyutlarinin arttigt bu dénemde,
alveoler gelisimin Onciileri olan sekonder yariklar silindirik sakkiillere boliinmekte

ve siirfaktan sistemi olgunlagmaktadir.

5. Alveoler Donem ve Mikrovaskiiler Matiirasyon: Otuz iki/otuz altincit gebelik
haftasi ve iki yas arasindaki donemi kapsamaktadir. Sakkiiler akcigerde mevcut olan
primer septanin lizerinde sekonder krestin belirmesiyle alveoller olusmaktadir.
Immatiir alveoler septanin cift kapiller tabakasmin tek tabakaya doniismesi
sonucunda mikrovaskiiler matiirasyon gerceklesmektedir.  Otuz ikinci gebelik
haftasinda dogum olmasi durumunda akcigerlerde olgun alveollere rastlanabilirse de,
tiim alveollerin olgunlagsmas1 36. gebelik haftasi itibariyle gerceklesmektedir (16,
17).



Eski ve Yeni Bronkopulmoner Displazi Patolojisi

Bronkopulmoner displazili hastalarin otopsilerindeki akciger patolojik bulgular
antenatal ve postnatal donemde uygulanan yeni tedaviler ile birlikte degisiklik
gostermistir (Tablo 2). Siirfaktan kullanimindan 6nceki donemlerde BPD’nin klasik
patolojik bulgular1 trakeobronsial agacin her diizeyinde (brons, bronsiol, alveol,
vaskiiler yatak) goriilmekteydi. Brons, bronsiol ve alveoler bolgede; inflamasyon,
alveoler septa yikimi, fibroproliferasyon, brons ve bronsiol etrafinda ise miiskiiler ve
submukozal bez hiperplazisi ile mukozal skuamo6z metaplazi gorilmekteydi. Arteriol
sayisinda azalma, miiskiiler hipertrofi ve endotelyal hiicre hiperplazisi vaskiiler

yatakta goriilen degisikliklerdi (2).

Giiniimiizde BPD nedeniyle 6len bebeklerde ise fibrozisin daha az oldugu ve
havalanmanin tiim akciger alanlarinda daha esit olarak dagilim gosterdigi
bildirilmektedir. Biiyilkk ve kiiglik havayollarinda epitelyal metaplazi, diiz kas
hipertrofisi ve fibrozis daha az izlenmekte, bunlarin yerine septasyonda aksama ve
akciger gelisim donemlerinden sakkiiler donemde duraklama, alveoler doneme
gecememeye isaret eden az sayida, ilkel ve biiyiik boyutta alveoller 6n plana

cikmaktadir (11).

Tablo 2. Eski ve yeni BPD patolojisindeki degisiklikler *

Patolojik bulgular Eski BPD  Yeni BPD
Yer yer atelektatik, yer yer asir1 havalanan alanlar + -
Havayolu epiteli hasarlanmasi Yogun Hafif
Havayolu diiz kas hiperplazisi Yogun Degisken
Interstisyel fibroproliferasyon Yogun Hafif
Vaskiiler hipertansif lezyonlar Yogun Hafif
Az sayida alveol + +
Alveoler hipoplazi - +

*(16)



Akciger Hasarinin Meydana Gelis Sekilleri

BPD’nin etiyolojisi multifaktériyel olup, akciger fonksiyonlarinda (siirfaktan
iretimi, vb), hasarin onarilmasinda (elastin birikimi, vb) ve akciger gelisiminde

(alveologenezis) bozulmay1 igermektedir (18).

1. inflamasyon: BPD’li bebeklerin bronkoalveoler sivi incelemesinde birgok sitokin
ve kemokin diizeyinin artmis oldugu goriilmiistiir. Matriks metalloproteinazlari,
elastaz, noétrofiller, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, transforme edici biiyiime
faktorti (TGF-B), adhezyon molekiilleri, NFkB ve endotelin-1 BPD’li bebeklerin
braonkoalveoler sivi incelemesinde artan kemokin ve sitokinlerden bazilarini

olusturmaktadir (19).

2. Yapisal Bozukluklar: Nétrofillerin salgiladiklari reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve

proteazlar akciger parankiminde hiicre hasarina yol agmaktadir (2).

3. Fibroproliferasyon: Akciger gelisiminin kanalikiiler ve sakkiiler asamalarinda
gelisen akciger hasari basit alveol yapisi, dismorfik kilcal yap1 ve fibroproliferasyon

ile sonuglanmaktadir (20) .

4. Gelisim Bozulmasi/Gecikmesi: Alveoler gelisimin duraklamasi daha az ve daha
biiyiikk alveoler yapi ile sonuglanmaktadir. Bu durum prematiire akcigerde alveol

kaybina ve gaz degisimi i¢in yiizey alaninin azalmasina neden olmaktadir (16).

5. Damarsal Gelisim Bozuklugu: Normal akciger olusumu igin distal epitel ve
kapiller ag gelisiminin birlikte ilerlemesi ¢ok 6nemlidir. Bircok BPD modelinde

damarsal gelisimin bozuldugu, VEGF ekspresyonunun azaldig: gosterilmistir (2).

Etiyoloji/Risk faktorleri

Bronkopulmoner displazi gelisimi karmasik ve bir¢ok etkene agik bir siiregtir.
Bu siirece etki eden etiyolojik ajanlarla ilgili ayrintili bilgilerin ¢oguna ulasilmasini
saglayan hayvan deneyleri sonucunda, hastalik daha ilk tanimlandiginda risk faktorii
olarak vurgulanmis olan prematiire dogum, mekanik ventilasyon tedavileri ve

oksijenin ana risk faktorleri oldugu goriilmiistiir (2).
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Prematiirite

Akcigerler 23-32. gebelik haftasinda, gelisimin sakkiiler evresi boyunca
hasarlara karsi ¢ok daha fazla duyarlidir (20). Ayrica prematiire bebeklerde fetal
biiyiime geriliginin varligi BPD i¢in bagimsiz risk faktorii olarak goriilmektedir (15).

Mekanik Ventilasyon

Barotravma ve voliitravma ile akcigerlerde olusan asir1 gerilme; endotel
hasarma, pulmoner damar direncinde artisa, bu da nétrofillerin pulmoner dolasimda
tutulmasma ve inflamatuvar mediatorlerin salgilanmasina yol agmakta, bdylece

inflamatuvar hasar olugmaktadir (11).
Oksijen

[k tamimlandig1 donemde bile oksijen toksisitesinin akcigerlerde inflamasyon,
fibrozis, amfizem nedeni oldugu hayvan deneylerinde gosterilmistir (10). Daha sonra
yapilan deneylerde de uzamis oksijen maruziyetinin eski ve yeni BPD’nin klinik ve
histopatolojik bulgularina neden oldugu gosterilmis, oksidatif stresin bu bulgularin

esas belirleyicisi oldugu 6ne siiriilmiistiir (4).
Infeksiyon

Perinatal donemde gegirilen infeksiyonlar BPD riskini arttirmaktadir.
Koryoamniyonit ile iliskili olan ureaplasma urealyticum basta olmak iizere

havayolunun infeksiyoz ajanlarla kolonizasyonu BPD riskini arttirmaktadir (21).
Genetik

Bronkopulmoner displazi etiyolojisinde genetik faktorlerin de rolii oldugu 6ne
stirilmektedir. Otuzuncu gebelik haftasi ve oncesinde dogan tek yumurta ve ¢ift
yumurta ikizlerinin karsilastirildigi bir ¢alismada BPD’li tek yumurta ikizlerinin

kardesinde BPD’ye daha yiiksek oranda rastlandigi saptanmistir (22).
Pulmoner Odem ve Patent Duktus Arteriozus (PDA)

Akcigerin  sivi  dengesindeki anormallikler BPD gelisimine katkida
bulunmaktadir. PDA’nin bu mekanizma ile BPD riskini artirdig1 diistiniilmektedir.
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Benzer sekilde fazla sivi alimi da PDA insidansini arttirmaktadir. NIH tarafindan
yapilan retrospektif bir ¢alismada yasamin ilk 10 giinii viicut agirliginda daha az
kayip ve fazla sivi aliminin, BPD gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu

gosterilmistir (13, 23).
Yetersiz Beslenme

Bahsedilen etiyolojik faktorlerin tiimii preterm bebeklerde yetersiz beslenme
nedeniyle agirlasmaktadir. Yetersiz besin alimi akcigerin gelisimini olumsuz

etkilemektedir. Yeterli besin destegi ile alveol sayisinda azalmanin Onlenebilecegi

belirtilmektedir (24).
Siirfaktan Eksikligi/Disfonksiyonu

Ventilatér bagimli prematiire bebeklerin yer aldigi bir ¢alismada bebeklerin
%75’inin trekeal aspiratinda yilizey geriliminin anormal derecede diisiik oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alismada devamli solunum destegi gereken prematiire bebeklerde
gecici siirfaktan disfonksiyonu ve eksikligi saptanmig; bu durumun bebeklerin klinik

durumlarimi etkileyebildigi sonucuna varilmistir (25).
Adrenal Yetmezlik

Preterm bebeklerde hipotalamus-hipofiz-adrenal bez aksinin immatiiritesi
inflamatuvar akciger hasarina yanitta yetersizlige neden olmakta ve BPD riskinde

artigsa yol agmaktadir (26).

Klinik Bulgular ve Prognoz

Mekanik ventilasyon o6ncesi donemde RDS’li bebekler 6lmekte veya
solunum sikintist olmaksizin iyilesmekteydi (11). Giiniimiizde BPD’li bebeklerin
yaklasik ticte ikisinin dogum agirlig1 1000 gramdan az ve dogum haftas1 28 haftanin
altindadir. Bu bebeklerin postnatal donemde solunum destegi almasinin nedeni agir
RDS degil, apne ve yetersiz solunum ¢abasidir. Bu dénemde PDA, pnémoni veya
sepsis, solunum destegi siiresini uzatan ve inflamasyonu arttiran faktorler olarak one

¢ikmaktadir (13).



Giintimiizde Northway ve arkadaslarinin tanimladig: radyolojik goriiniim nadir
olarak goriilmektedir (10). Bunun yerine akciger grafisinde atelektazi, havalanma
artisi, cizgisel interstisyel opasiteler ve Kistik alanlar goriilmektedir (27). BPD’de
yenidogan doneminde ve uzun doénemde goriilen komplikasyonlar Tablo 3’de

gosterilmistir (1,2).

Tablo 3. Bronkopulmoner displazide goriillen komplikasyonlar*

Yenidogan donemi Uzun donem

Uzamis mekanik ventilasyon Geg¢ donemde mortalite

ve oksijen destegi

Havayolu reaktivitesi Kardiyopulmoner fonksiyon bozuklugu
Pulmoner ve sistemik hipertansiyon Azalmig egzersiz toleransi
Biiylime geriligi Hastaneye tekrarlayan yatislar
Uzamus yatis stiresi Biiylime geriligi
Oliim Norogelisimsel gerilik
*(1,2)
Korunma

Bronkopulmoner displazi tanimlandiktan sonra uygulanan tedaviler genellikle
akciger hasarin1 azaltmaya ve uygun beslenme ile biiyiimeyi saglamaya
odaklanmistir. BPD siklikla RDS’nin olusturdugu erken donem akciger hasari ile
baslamaktadir. RDS’nin siddetini azaltacak veya RDS gelisimini Onleyecek
(stirfaktan tedavisi gibi) tedavilerin BPD gelisimini de dnleyecegi diistiniilmektedir.
Prematiire sorunlarindan 6zellikle persiste eden PDA’nin 6nlenmesi ve tedavisi de
BPD’yi 6nleme stratejileri arasinda yer almaktadir. Sonug olarak; direk akciger ile
iligkili olmayan problemler ve hastaliklarin tedavisi (prematiire apnesi gibi) BPD
gelisimini engelleyici etkide bulunabilmektedir (28). Yeni BPD kavraminda ¢ok
diisiik dogum agirlikli prematiire bebeklerin yeri diisiintildiiglinde, BPD gelisimini

engellemede en uygun yaklasimin erken dogumun 6nlenmesi olacagi agiktir (2).
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Prematiirenin Erken Donem Sorunlarinin Tedavisi

1. Siirfaktan Tedavisi: Siirfaktan tedavisi RDS’li preterm bebeklerin standart
tedavisi olmakla birlikte, buna bagli mortalite ve pnomotoraks insidansinda da
azalma saglamaktadir. Fakat mevcut kanitlar erken siirfaktan tedavi stratejilerinin

BPD’yi 6nledigini desteklemekte yetersiz kalmaktadir (28).

2. PDA’nin Kapatilmasi: Kanitlar PDA’nin 6nlenmesi veya tedavisinin BPD’yi

onledigini desteklememektedir (28).

3. Prematiire Apnesi Tedavisinde Kafein Kullanilmasi: Prematiire apnesi
tedavisinde kullanilan kafeinin asir1 diisiik dogum agirlikli yenidoganlarda BPD
insidansint azalttig1 gosterilmistir. Kafein verilen yenidoganlarda pozitif havayolu
basing destegi bir hafta erken kesilmekte ve muhtemelen ventilatér bagimli akciger
hasarimi azaltmaktadir (28, 29).

Antiinflamatuvar Tedaviler

1. Sistemik Kortikosteroidler: Son 25 yilda BPD’nin dnlenmesi ve tedavisinde
sistemik kortikosteroidi kullanan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu galismalarin
bircogunda akciger fonksiyonlarinda kisa dénemde iyilesme oldugu gosterilmistir
(28). Fakat hipertansiyon, hiperglisemi, hipertrofik kardiyomiyopati, adrenal bezde
baskilanma ve biiyime geriligi gibi kisa ve uzun donem yan etkileri nedeniyle
postnatal déonemde kortikosteroid kullanimi ile iligkili endiseler bulunmaktadir. Bu
nedenle yarar ve zararlar1 goz oniinde bulundurularak, postnatal donemde sistemik

deksametazon tedavisi konusunda ihtiyath olunmasi gerektigi 6nerilmektedir (30).

Amerikan Pediatri Akademisi (AAP), klinik c¢alisma disinda sistemik
kortikosteroid kullanimimm1 6nermemekle birlikte, kullanimi sirasinda tedbirli
olunmasma dikkat c¢ekmekte; yiikksek BPD riski tagiyan prematiireler igin
norogelisimsel bozukluk olmadan, sagkalim siirelerinin artmas1 gerektigi

belirtilmektedir (31).

Bronkopulmoner displazi igin yiiksek risk tasiyan hastalarda postnatal ilk
haftadan sonra diisiik doz steroid tedavisi uygulanmasini destekleyen calismalar

bulunmaktadir. Doyle ve arkadaslarinin ¢ok merkezli ¢alismasinda (32) ventilator
11



bagimli preterm bebeklerde, ilk haftadan sonra diisiik doz deksametazon tedavisinin
daha erken ekstiibasyon sagladigi gosterilmistir. Doz azaltilarak uygulanan tedavi
sonucunda (0.15 mg/kg/giin ti¢ giin, 0.10 mg/kg/giin ti¢ giin, 0.05 mg/kg/giin iki giin,
0.02 mg/kg/giin iki giin, toplam 0.89 mg/kg, 10 giin) 6énemli bir yan etkinin ortaya
cikmadigr belirtilmistir. Diger bir tedavi protokoliine gore; siddetli ve tedaviye
direncli hastalarda, kisa siireli (lig giin) ve disik doz (<0.25 mg/kg/giin)
deksametazon uygulanabilecegi belirtilmektedir. Postnatal yedinci giinden sonra
uygulanmasi 6nerilen bu tedavi igin; FiO,>0.60, ortalama havayolu basinci>12-14
cmH20 olmasi ve ailenin kisa ve uzun donem etkiler konusunda bilgilendirilmesi

onerilmektedir (30).

2. Inhale Kortikosteroidler: Erken inhale steroid (postnatal ilk iki hafta iginde)
tedavisi verilen ventilatére bagli pretermlerin yer aldigi, yedi ¢alismayi igeren bir
meta-analizde mortalite ve BPD iizerine bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (33).
Geg¢ donem inhale steroid (postnatal birinci haftadan sonra) tedavisi verilen
ventilatore bagli pretermlerin yer aldigi, sekiz calismayi igeren baska bir meta-

analizde 6liim ve BPD sikliginin azalmadig belirtilmistir (34).

3. inhale Nitrik Oksit (NO): Kanitlar inhale NO’nun BPD’yi 6nlemedeki roliiniin
acik olmadigini gostermektedir (28).

Antioksidan Tedaviler

1. Siiperoksit Dismutaz (SOD): Yapilmis randomize kontrollii ¢alismalar SOD’un
BPD’yi onledigini desteklememektedir (28).

2. GSH: Kamtlar GSH ve prekiirsorleri (N-asetil-sistein) ile tedavinin BPD’yi
onledigini desteklememektedir (28).

Diger Tedaviler

1. A Vitamini: Vitamin A o6zellikle akciger hasarindan sonra epitel hiicrelerinin

gelisimini ve farklilagsmasini diizenlemede kritik bir role sahiptir. Preterm

yenidoganlarda vitamin A diizeyi disiiktiir. Disiik vitamin A diizeyi BPD riskinin

artis1 ile iligkilidir (30). Dokuz ¢alismay1 iceren bir meta-analizde vitamin A

desteginin 1000 gr alt1 yenidoganlarda BPD gelisimini 6nledigi gosterilmistir (35) .
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2. Makrolidler: Prematiire bebeklerde solunum yolunun ureaplasma ile
kolonizasyonu BPD gelisimi i¢in bir risk faktorii olarak goriilse de, ureaplasma

kolonizasyonunun makrolid ile tedavisi BPD’yi 6nlememektedir (21, 28).

3. Bronkodilatorler: Beta agonistlerin BPD insidansinda azalma sagladigi

gosterilememistir. Ipratropium bromidin de rutin kullanimi 6nerilmemektedir (28).
Ventilator Stratejileri

1. Permisif Hiperkapni: Retrospektif calismalar incelendiginde, yiiksek pCO;
diizeylerinin daha diisik BPD insidansi ile iliskili oldugu goriilmustiir. Ancak
permisif hiperkapninin BPD’yi 0Onleme etkisini gostermede yeterli kanit

bulunmamaktadir (28).

2. Yiiksek Frekansh Ventilasyon: Yiiksek frekansl ventilasyonun; asir1 havalanma
ve voliitravmay1 azaltmasi, alveoler diizeyde basincin daha diisiik seviyelerde
olmasin1 ve daha az oksijen gereksinimi saglamasi nedeniyle akciger hasarini
azalttigr belirtilmektedir. Bu nedenle BPD insidansin1 diistirecegi ongorilmiistiir.
Fakat mevcut kanitlar yiiksek frekansli ventilasyonun BPD’den korunmada rutin

kullanimini 6nermemektedir (28).

3. nCPAP (Nazal Siirekli Pozitif Havayolu Basinci: Retrospektif caligmalar
incelendiginde dogumdan hemen sonra mekanik ventilasyon yerine veya mekanik
ventilasyondan kisa bir siire dnce dikkatle secilmis prematiirlerde NCPAP’1n uygun
kullanimi BPD gelisimini azaltiyor gibi goriinmektedir. Fakat bu metodun hangi

hasta grubu i¢in secilecegi konusu halen ag¢ik degildir (28).
Sivi ve Beslenme

1. Beslenme Destegi: Yenidogan yogun bakim iinitelerinde total parenteral niitrisyon
uygulamalar1 farklilik gostermektedir. Mevcut kanitlar nutrisyonel stratejiler
arasindaki farkliliklarin BPD gelisimini etkilemedigini gostermektedir. Bu konuda en

akilc1 yaklasimin malniitrisyondan korumak oldugu diistiniilmektedir (28).

2. Siv1 Kisitlamasi ve Diiiretik Tedavi: Dogumdan sonra meydana gelen hizli kilo

kaybi, ekstraseliiler sivi atiliminin azalmasi ile karsilastirildiginda BPD sikliginda

13



azalma saglamaktadir. Fakat kanitlar BPD gelisimini engellemek igin ekstraseliiler

stvinin azaltilmasina yonelik diiiretik kullanimini desteklememektedir (28).
Nabiz Oksimetre ile Hedef Satiirasyon

Oksijen satiirasyon diizeyi %95°den daha yiiksek olan prematiire bebeklerde,
daha diisiik satiirasyon diizeyi olan bebeklere gore BPD riski artmistir. Dogum
agirh@r 1250 gr veya 29. gebelik haftasindan kiigik bebekler i¢in SpO,:%88-92

(monitdr alarm limiti:%85-93) arasinda tutulmasi 6nerilmektedir (36).

Tedavi

Hiperoksinin neden oldugu alveologenezis duraklamasinda rol oynayan
hiicresel ve molekiiler degisiklikler, alveolarizasyonun postnatal 4 ile 20. giinler
arasinda tamamlandig1 kemirgenler iizerinde yirmi yili agkin siiredir aragtirilmaktadir
(37). BPD tedavisinde kullanilan yontemlerin bir¢ogu hastaliga bagli bulgularin
azaltilmasina yonelik olup, hastaligi tamamen ortadan kaldiramamaktadir. BPD’nin

onlenmesinde kullanilan yontemlerin ¢ogu tedavide de kullanilmaktadir (38).
Oksijen Tedavisi

Tanis1 kesinlesmis BPD’li hastalarda nabiz-oksimetre araliginin %94-97
olmasi; pulmoner hipertansiyon riskini azaltma, biylime ve gelisme ve uyku

diizenini saglamada en uygun degerler olarak kabul edilmektedir (38).
Diiiretik Tedavi

BPD tanis1 almis preterm yenidoganlarda genellikle kullanmilan diiiretikler;
tiazidler, spironolakton ve furosemiddir. Alveoler ve interstisyel 6demi azaltmak
amaciyla kullanilmaktadirlar. Agir BPD olgularinda uzun dénem kullanilabilecek ve
pulmoner &demi Onleyebilecek en giivenli diiiretik kombinasyonunun tiazid

ditiretikleri ile spironolakton oldugu belirtilmektedir (38).
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Steroid Tedavisi

Giicli antiinflamatuvar etkileri nedeniyle BPD tedavisinde kullanilan sistemik
steroidlerin uzun donemde mortalite lizerine etkisi yok iken, BPD insidansini
azaltmada etkisinin siirli oldugu belirtilmektedir (38). Geg¢ donem (>postnatal
yedinci giin) steroid tedavisi uygulanan 19 randomize kontrollii ¢alismanin yer aldigi
bir meta-analizde ekstiibasyon, BPD ve kisa donemde mortalite iizerine olumlu
etkileri oldugu belirtilmistir. Bu tedavinin kisa donemde hiperglisemi ve
hipertansiyon gibi komplikasyonlarda artisa neden oldugu, fakat gastrointestinal

sistem komplikasyonlarinda artisa neden olmadigi belirtilmistir (39).

Sistemik steroid tedavisine gore daha az yan etkisi olmasi nedeniyle kullanilan
inhale steroid tedavisinin, BPD’li olgularda faydali olabilecegi belirtilmektedir.
Ventilator bagimli preterm bebeklerin yer aldigi yedi calismayi iceren bir meta-
analizde, inhale steroid tedavisi sepsis riskinde artisa neden olmadan, daha iyi

ekstiibasyon orani ile iliskili bulunmustur (40).
Sildenafil Tedavisi

Hayvan calismalarina gore sildenafil alveoler gelisimi arttirmakta ve pulmoner
hipertansiyon gelisimini azaltmaktadir. Fakat yenidoganlarda BPD’de kullanimu ile

ilgili yeterli klinik veri bulunmamaktadir (38).
Mukolitikler

Randomize kontrollii ¢alismalar bulunmamakla birlikte, intratrakeal veya
nebiilize dornase-o kullanimi1 BPD’li hastalarda goriilen mukus tikaglarini azaltmada

basarili gériinmektedir (2).
Beslenme

BPD’li preterm yenidoganlarda nutrisyonel defisitin mortalite, kisa ve uzun
donemde goriilen morbidite iizerine etkileri oldugu; ayrica bu yenidoganlarda giinliik
enerji alimindaki artigin, biiylime, solunum ve ndrogelisim i¢in yararli olacagi
disiiniilmektedir. Fakat bu konuda kamit olusturabilecek kontrollii ¢alisma

bulunmamaktadir (38).
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Tkincil Hastaliklarin Onlenmesi

Amerikan Pediatri Akademisi, kronik akciger hastaligi olan bebeklere ve gok
kiiglik prematiire bebeklere respiratuvar sinsityal viriise (RSV) karsi gelistirilen insan
monoklonal antikorlarinin (palizivumab) uygulanmasini 6nermektedir. RSV asisi ile

hastaneye yatis sayisi ve kalis siiresinde azalma saglandigi bildirilmektedir (41).

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI ve ANTIOKSIDANLAR

Serbest radikaller en dis yoriingelerinde ¢iftlesmemis elektron igeren oldukga
reaktif molekiillerdir. Normalde serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
sistemi arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu denge bozuldugu zaman antioksidan
sistem tarafindan inaktive edilemeyen serbest radikaller; lipid, protein, polisakkarit

oksidasyonuna ve DNA (deoksiriboniikleik asit) hasarina yol agmaktadir (42).

Ozellikle prematiireler yiiksek oksijen konsantrasyonlarina maruz kalmalari,
infeksiyonla sik karsilagsmalar1 ve ayrica diisiik antioksidan savunma mekanizmasina
sahip olmalar1 nedeniyle daha fazla oksidatif strese maruz kalmaktadir (43). BPD

patogenezinde ise serbest oksijen radikal hasarinin 6nemi bilinmektedir (4).

Serbest radikallere karsi viicutta antioksidanlar olarak adlandirilan savunma
sistemleri mevcuttur. Antioksidanlar radikal olusumunun sonlandirilmasi, tetiklenen
biyokimyasal reaksiyonlarin kirilmasi ve olusan radikallerin detoksifikasyonu gibi

cesitli mekanizmalarla etkilerini gostermektedir (44) .

Hiicre i¢i Antioksidanlar

Katalaz, SOD, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve sitokrom oksidaz hiicre
icinde yer alan enzimatik antioksidanlardir. Elektron transport zincirinde oksijenin

suya indirgenmesine kadar olan ara reaksiyonlarda rol almaktadirlar (44).

16



Membranda Bulunan Antioksidanlar
E Vitamini

E vitamininin koruyucu etkisi membranlarda bulunan uzun zincirli g¢oklu
doymamis yag asitleri lizerinedir. Eksikliginde antioksidan savunmada yetersizlik

goriilmekte ve lipid peroksidasyonu daha kolay gelismektedir (45).

C Vitamini (Askorbik Asit)

Antioksidan olarak esas gorevi lipid hidroksiperoksitlerin olusumunu
engellemektir. Lipid peroksidasyonunun en gii¢lii inhibitoriidiir ve siiperoksit

hidroksil radikali gibi ¢esitli oksijen radikallerinin en etkili temizleyicisidir (46).

Hiicre Dis1 Antioksidanlar

Transferrin, laktoferrin, haptoglobiilin, hemopeksin, seriiloplazmin, askorbik
asit, biliriibin ve albiimin bilinen hiicre dis1 antioksidan maddelerdir. Genellikle

etkilerini serbest demir veya bakir iyonlarini baglayarak gostermektedirler (44).

RESVERATROL

Bir fitokimyasal olan resveratrol, ilk kez 1940 yilinda veratrum
grandiflorum’un koklerinden izole edilmistir. Resveratrol, bitkilerde infeksiyon,
sicaklik dalgalanmalari, ultraviyole, radyasyon ve ozon gibi ¢evresel etkilere maruz
kalindiginda fitoaleksin (bitki antibiyotigi) olarak sentezlenmektedir. Dogadaki en

onemli kaynagi izlim ve saraptir (47).

Aromatik grup igeren bir¢ok bilesik rezonans yapilari nedeniyle stabil
radikaller olusturarak antioksidan Ozellik tagimaktadir. Resveratrol icerdigi iki
aromatik grup nedeniyle antioksidan aktiviteye sahip olup, oksidatif stresin yol agtigi
hiicre hasarini ve hastaliklart 6nlemekte veya geciktirmektedir (44, 48). Hayvan
deneylerinde hiicre antioksidanlari olan SOD, katalaz, GSH, glutatyon rediiktaz
(GSH-Rd), GSH-Px, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
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konsantrasyonunu arttirdigi, ksantin oksidazi ve neden oldugu hiicre hasarini azalttig

ve DNA hasarini 6nledigi gosterilmistir (49).

Resveratrol NFxkB ve aktivator protein-1’'i  (AP-1) baskilayarak,
proinflamatuvar ajanlarin salinim ve sentezini inhibe etmekte ve inflamatuvar cevabi
baskilamaktadir (9). NFkB ve AP-1 hiicre transformasyonu ve ¢ogalmasi, timor
gelisim diizenlenmesi ve apoptoziste rol almaktadir. Ayrica proinflamatuvar
sitokinlerin, kemokinlerin, hiicre adhezyon molekiillerinin, biiyiime faktorlerinin,
bazi akut faz proteinlerinin ve immiin reseptorlerin esas diizenleyicisi olarak ¢ok
yonlii transkripsiyon goérevleri bulunmaktadir. NFkB ve AP-1 bagimsiz olarak veya
koordineli bir sekilde hareket ederek, inflamasyon ve hiicresel cogalma gibi cesitli

fizyolojik siireclerde yer alan bu hedef genlerin belirlenmesini diizenlemektedir (47,
50).

Resveratrol profibrotik bir sitokin olan TGF-B inhibisyonu ile antifibrotik
Ozellige de sahiptir. Resveratroliin kardiyak kas fibroblast aktivitesini proliferasyon
ve diferansiasyon basamaklarinda engelleyerek, kardiyak fibrozis ve kardiyak kas

hipertrofisini 6nledigi rapor edilmistir (51, 52).
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GEREC ve YONTEM
HAYVAN MODELI ve TEDAVILER

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onayi
(29.06.2011 tarih, 6 sayili oturum, No: PAUHDEK 2011/025) alinan bu ¢alisma,
Pamukkale Universitesi Deneysel Hayvan Laboratuari’nda gergeklestirildi. Gebeligi
planlanmis wistar albino susu ratlarin, kendiliginden dogan yavru ratlari spontan

dogumu takiben randomize olarak 4 gruba ayrildu.

Grup 1 (n=10): Oda havasinda kalan, salin verilen grup.

Grup 2 (n=11): Oda havasinda kalan, resveratrol verilen grup.
Grup 3 (n=10): Hiperoksi uygulanarak salin verilen grup.

Grup 4 (n=11): Hiperoksi uygulanarak resveratrol verilen grup olarak belirlendikten
sonra annelerinin yanina verildi. Postnatal 3. giinde baslayip 13. giine kadar devam
eden deneyde Grup 3 ve Grup 4’teki ratlar, pleksiglastan imal edilen kapali alanlarda
hiperoksiye (oksijen konsantrasyonu: %90+2) maruz birakildi (Sekil-1).

Hiperoksik akciger hasar1 modeli i¢in hiperoksinin indiikledigi BPD rat modeli
kullanildi (53). Oksijen konsantrasyonu giinde iki defa kontrol edildi (anestezik gaz
monitorii, Drager, 1996). Nem oran1 %60-80 arasinda tutuldu ve CO; soda-lime ile
uzaklastirildi. Oda havasinda tutulan ratlar ile hiperoksiye maruz birakilan ratlar
deney siiresince ayni odada (oda 1sis1, 22-25°C) bulunduruldu. Tim rat yavrulari

anne sitii ile beslenirken, anne ratlar standart rat yemi ile beslendi.

[lag uygulamasi ve bakim sirasinda tiim ratlar her giin tartildi. Anne ratlar
oksijen toksisitesinden korumak i¢in hiperoksik ortam ile oda havasi arasinda giinliik
yer degisimi yapildi. Ratlar postnatal 14. giinde intraperitoneal pentobarbital sodium
(200 mg/kg) enjeksiyonu ile oldiiriildi. Toraks boslugu torakotomi ile agilarak sol
akciger loblar1 biyokimyasal analizler i¢in kuru tiipte -80°C’de donduruldu. Sag
akciger loblar1 patolojik incelemeler i¢in ayr1 ayr1 kasetlere konarak doku isleminin

ardindan parafine gomiildii.
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Sekil 1. Deney diizenegi. Solda pleksiglastan imal edilen kapali alanda hiperoksiye
maruz birakilan deney hayvanlari, sagda oda havasinda bulunan deney hayvanlar
goriilmektedir.

lacin Uygulanmasi

Resveratrol i¢in belirlenen 30 mg/kg/giin intraperitoneal doz, daha Once
yapilmis hayvan caligmalarinda belirtilen ve toksisitesi tolere edilebilen diizeydeki
dozlara gore belirlendi (54). Plasebo olarak bir dozda %0,9’luk salin 0,01 ml/kg/giin
(resveratrol ile ayn1 miktarda) intraperitoneal olarak uygulandi. Resveratrol ve %0,9

salin 3-14. giinler arasinda giinde bir kez insiilin enjektori ile uygulandi.

HiSTOPATOLOJIK iNCELEME

Postnatal 14. giinde torakotomi ile agilan gogiis boslugundan girilerek ¢ikarilan
sag akciger 24 saat %10’luk tamponlanmis formaldehit ¢ozeltisi i¢inde bekletildi.
Rutin takip islemlerinden sonra parafine goémiilen Orneklerden histopatolojik
inceleme i¢in 5 um’lik kesitler hazirlandi. Kesitler rutin olarak Hemotoksilen&Eosin
(H&E) boyasi ve histokimyasal olarak Mason-Trikrom boyasi ile boyandi. Tek bir
patolog (Dog. Dr. Ferda BIR) tarafindan kor bir sekilde 1sik mikroskobu ile

histopatolojik inceleme yapildu.
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Alveol Yiizey Alaninin Semikantitatif Ol¢iimii

Tiim gruplarda H&E ile boyanan sag akcigerin, biliyiik damar ve biiyiik brong
iceren santral akciger alanlar1 hari¢ tutularak, periferik kisimlarindan X4’ lik
bliylitme ile rastgele 10 alan degerlendirildi. Yiizey alani genisligi semikantitatif
olarak skorlandi. Alveol ylizey alaninda azalma derecesine gore; azalma yok:0, hafif

azalma:1, orta derecede azalma:2, belirgin azalma:3 olarak derecelendirildi (55).

Fibrozisin Histolojik Degerlendirmesi

Tiim gruplarda H&E ve Mason-Trikrom ile boyanan sag akcigerin orta ve alt
loblarina ait kesitler incelemeye alindi. Biiylik damar ve biiyiik brong igeren santral
akciger alanlar1 hari¢ tutularak akciger periferinde X10’luk biiyiitme alaninda 10 alan
degerlendirildi. Her akciger kesitinde fibrozis yoklugu:0, hafif fibrozis:1, orta
derecede fibrozis:2, belirgin fibrozis:3 olarak skorlandi (56).

Immunohistokimyasal Diiz Kas Aktin (SMA) Boyamas ile Degerlendirme

Diiz kas aktin ekspresyonu avidin-biotin-peroksidaz yontemi kullanilarak
goriiniir hale getirildi. Sag akciger loblarin gomiilii dokularindan poly-L-lysin kapli
camlar {lizerine kesit alindi. Bu kesitler ksilen ile deparafinize edildikten sonra distile
suya batirilip rehidrate edildi. Endojen peroksidaz aktivitesi, hidrojen peroksidazin
phosphate-buffered saline (PBS) igindeki %0,3’liikk ¢6zeltisi kullanilarak engellendi.
Diiz kas aktinine yonelik primer antikor (6nceden sulandirilmig, Ventana Medical
Systems Inc, ABD) oda sicakliginda 30 dakika siiresince uygulandi ve PBS i¢inde
yikandi. Peroksidaz aktivitesi 5 dakika uygulanan 9%0.03 derisimde 3-3
diaminobenzidin tetrahidroklorid ile goriintilendi Deiyonize suda yikanip
hematoksilen ile boyanan kesitler dehidrate edilip kapatildi. Uygun doku Kesitleri
primer ve sekonder antikor i¢in ayrica pozitif ve negatif kontrol olarak ayni islemden
gecirildi. Immiinohistokimyasal skorlama igin X10’luk biiyiitmede birbiriyle

ortigsmeyen 10 alan rastgele secildi. Pozitif boyanmanin derecesi; yogunluk ve
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dagilim acisindan 1'den 4'e kadar olan bir gosterge ¢izelgesi kullanilarak,

semikantitatif skorlama ile degerlendirildi (57).

BiYOKIMYASAL ANALIiZLER

Akciger  doku  Ornekleri  proteaz  inhibitéri  olan 0.2 uM
phenylmethanesulphonyl fluoride, 1 mM ethylenediamin tetra acetic acid (EDTA), 1
uM leupeptin iceren 50 mM fosfat tamponunda (pH 7.4, 1/10 g/ml) 4°C’de
homojenize edildi. Homojenatlar MPO igin 6rnek ayrildiktan sonra, 10.000 rpm 5
dakika santrifiij edildi ve istteki supernatant esit olarak ayrilarak diger

parametrelerin bakilabilmesi i¢in —80°C’de donduruldu.

Glutatyon Peroksidaz Ol¢iimii

Dokuda GSH-Px aktivitesi Kakkar ve ark.’nin (58) yontemine gbre minor
modifikasyonla saptandi. GSH-Px reaksiyon karisimi; 75 mmol fosfat tamponu (pH
7.0), 60 mmol GSH, 30 U/ml GSH-Rd, 15 mmol Na;EDTA igermektedir. Kiivet
37°C’ye ayarlanan spektrofotometreye kondu. Kiivetin i¢ine reaksiyon karigimi
konarak diliie edilmis hemolizat eklendi. Reaksiyon H,0, (%30) ile baslatild1 ve
NADPH’daki absorbansin azalmasi 340 nm’de 3 dakika izlendi. Non enzimatik
reaksiyon hiz1 kor ¢alisilarak hesaplandi. Sonuglar, mU/g yas doku olarak verildi.

Nitrik Oksit Ol¢iimii

Dokuda NO diizeyi Navarro-Gonzalves ve ark.’nin yontemine (59) gore
saptandi. Doku supernatanti once proteinlerinden ayrildi. Glisin-NaOH tamponu;
glisin ve sodyum hidroksit kullanilarak hazirlandi. Glisin-NaOH tamponu i¢indeki
CuSOy c¢ozeltisi; glisin, NaOH ve bakir siilfat kullanilarak hazirlandi. Siilfanilamid
¢ozeltisi; hidroklorid asid (%37) ve siilfanilamid ile hazirlandi. NED ¢ozeltisi [N-(1-
naphtyl) ethyl-enediamine dihydrochloride] kullanilarak hazirlandi. Standartlar

NaNO; (sodyum nitrit) kullanilarak, 2-80 pg konsantrasyonlarda hazirlandi.
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Orneklerdeki NO konsantrasyonu Griess reaksiyonu sonucunda 6l¢iildii. Ornekler ve
standartlar, ELISA mikroplate okuyucuda 540 nm'de okutuldu. Konsantrasyon
hesaplar1 otomatik olarak cihaz tarafindan hesaplanmis olup, sonuglar uM/gr yas

doku olarak verildi.

Glutatyon Rediiktaz Olciimii

Dokuda GSH-Rd aktivitesi Racker ve ark.’nin yontemine (60) gore saptandi.
Reaksiyon Kkarisimi; 50 mmol/L tris tamponu (pH:7.6), 100 umol/L EDTA, 4
mmol/L oksitlenmis GSH, 120 pmol/L NADPH ile hazirlandi. Reaksiyon karigimi
kiivetlere kondu ve uygun oranda eritrositlerden hazirlanmis hemolizat konarak
reaksiyon baslatildi. 340 nm’de 37°C’de NADPH’in oksidasyonunun izlenmesi
yoluyla GSH-Rd diizeyleri saptandi. Reaksiyon 3 dakika izlendi. Sonuglar U/gr yas
doku olarak verildi.

Siiperoksit Dismutaz Ol¢iimii

Dokuda SOD olgiimii Sun ve ark.’nin yontemine (61) gore saptandi. Doku
siipernatant1 kloroform ve etanol ile iyice calkalandi. Ornekler i¢indeki SOD 12.000
g’de 1 saat santrifiijlendikten sonra ekstrakte edildi. SOD deney c¢ozeltisi; 0.3
mmol/L ksantin, 0.6 mmol/L EDTA, 150 umol//L nitroblue tetrazolium, amonyum
stilfat (NH4SOy4), 167 U/L ksantin oksidaz igermekteydi. Bu g¢alisma ¢ozeltisine
ornekler eklendikten sonra 25°C’de su banyosunda ksantin oksidaz ¢ozeltisi eklendi.
Reaksiyon Cu,Cl (bakir Kkloriir) eklenerek durduruldu. Ayrica kor ¢ozeltisi
hazirlandi. Deney sonunda olusan renk 560 nm’de spektrofotometrede dlgiildii. SOD
standard1 (Cu, ZnSOD porcine erythrocytes) ile 0-270 ng/tip ve % inhibisyon
degerleri karsilikli gelecek sekilde olusturuldu. Her 6rnek icin elde edilen inhibisyon
degeri ve grafik kullanilarak SOD degeri saptandi. SOD diizeyleri ng/gr yas doku

olarak verildi.
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Diger Biyokimyasal Analizler

Akciger dokusunda IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a, MDA, MPO, GSH ve NF«B
diizeyleri ticari ELISA kitleri (Bender Medsystems GmbH, Campus Vienna

Biocenter, Vienna, Austria) ile saptandi.

ISTATISTIKSEL YONTEM

Istatistiksel degerlendirme igin Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 10 paket programi kullanildi. Deney gruplarinin; alveol yiizey alani, fibrozis,
imiinohistokimyasal skorlar ve akciger doku biyokimyasal analiz sonuglarinin
karsilastirilmasinda nonparametrik analizlerden Kruskal-Wallis ve Mann Whitney-U
testleri kullanildi. Dort grubun agirlik acisindan degisimi tekrarlayan olglimlerde
Varyans analizi (Post-Hoc Tukey test) ile test edildi. Tanimlayici istatistik olarak ise
ortanca, minimum-maksimum (min-max) degerleri kullanild. Istatistiksel anlamlilig

yansitan p degeri <0.05 seg¢ildi.
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BULGULAR

Hiperoksiye maruz birakilan gruplarda yer alan dorder ratin deney sirasinda

Olmesi nedeni ile ¢alisma 34 rata ait akciger dokularinin incelenmesi ile tamamlandi.

KiLO ALIMI

Deney oOncesi gruplar arasinda ortanca agirlik bakimindan farklilik yoktu

(p>0.05). Deney sonunda ise hiperoksiye maruz birakilan ratlarin agirliklar1 oda

havasinda tutulanlara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde disik bulundu

(p<0.001) (Tablo 4, Sekil 2, Sekil 3).

Tablo 4. Deney gruplarinin deney Oncesi ve sonrasi ortanca agirliklart ve

karsilastirilmasi
Agirhik (gr) Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(n=10) (n=11) (n=6) (n=7)
Deney oncesi
Ortanca 10.6 11.3 10.4 10.2 >0.05
(min-max) (8.8-13.1) (9.9-13.1) (9.4-12.4) (8.7-12.8)
Deney sonrasi
Ortanca 29.1 255 12.4* 13.8** <0.001
(min-max) (23.1-32.8) (21.6-30.0) (11.8-13.9) (11.5-14.2)

* Grup 3< Grup 1 ve Grup 2 (p<0.001).

** Grup 4< Grup 1 ve Grup 2 (p<0.001).
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Sekil 3. Gruplarin deney 6ncesi ve deney sonrasi agirlik dagilimi
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HISTOPATOLOJIK BULGULAR
Alveol Yiizey Alaninin Degerlendirilmesi

Calisma gruplarinin alveol ylizey alani skorlar1 ve karsilastirilmasi: Tablo 5°de
belirtilmistir. Oda havasinda tutulanlara gore, hiperoksiye maruz birakilan ratlarda
alveol yiizey alaninda belirgin azalma saptandi (p<0.05). Hiperoksiye maruz
birakilan ve salin verilen ratlarin (Grup 3) ticte birinde alveol yiizey alaninda belirgin
azalma saptandi. Hiperoksiye maruz birakilan ve resveratrol verilen (Grup 4) ratlarin
hicbirinde alveol yiizey alaninda belirgin azalma saptanmadi. Grup 4 ile Grup 3

arasinda ise istatistiksel bir farklilik yoktu (p>0.05) (Sekil 4).

Tablo 5. Deney gruplarinin alveol yiizey alani skorlar1 ve karsilastiriimasi

Alveol yiizey alam Grupl Grup2 Grup3 Grup4 p
(n=10) (n=11) (n=6) (n=7)

Degisim yok (Skor:0) 4 4 0 0

Hafif azalma (Skor:1) 6 7 1 4

Orta derecede azalma (Skor:2) 0 0 3 3

Belirgin azalma (Skor:3) 0 0 2 0

Ortanca (min- max) 1(0-1) 1(0-1) 2(1-3)* 1(1-2** <0.05

* Grup 3> Grup 1 ve Grup 2 (p<0.05).

** Grup 4> Grup 1 ve Grup 2 (p<0.05).

Fibrozisin Degerlendirilmesi

Calisma gruplarinin  fibrozis skorlar1 ve Kkarsilagtirnllmast Tablo 6°da
belirtilmistir. Hiperoksiye maruz birakilan ratlarda fibrozis skoru oda havasinda
tutulanlara gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu. Hiperoksiye maruz
birakilan gruplar fibrozis skoru bakimindan degerlendirildiginde
hiperoksi+resveratrol verilen grubun (Grup 4) higbirinde belirgin fibrozis yokken,
hiperoksi+salin (Grup 3) verilen grubun iigte birinde belirgin fibrozis saptandi.
Ancak gruplar arasinda istatistiksel farklilik yoktu (p>0.05) (Sekil 5).
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Tablo 6. Deney gruplarinin fibrozis skorlar1 ve karsilastiriimasi

Fibrozis Grupl Grup2 Grup3 Grup 4 p
(n=10) (n=11) (n=6) (n=7)

Yok (Skor:0) 9 9 0 0

Hafif (Skor:1) 1 2 1 4

Orta (Skor:2) 0 0 3 3

Belirgin (Skor:3) 0 0 2 0

Ortanca (min-max) 0 (0-1) 0 (0-1) 2 (1-3)* 1 (1-2** <0.05

* Grup 3> Grup 1 ve Grup 2 (p<0.05).

** Grup 4> Grup 1 ve Grup 2 (p<0.05).

SMA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Calisma gruplarinin SMA skorlari ve karsilagtirilmast Tablo 7°de belirtilmistir.
SMA ile yapilan immiinohistokimyasal degerlendirme sonucunda, hiperoksiye maruz
kalan gruplarda akcigerde diiz kas igeriginin artmis oldugu goriildi. Hiperoksiye
maruz  kalan gruplar SMA  skoru  bakimindan  degerlendirildiginde,
hiperoksi+resveratrol grubunda (Grup 4) hiperoksi+salin grubuna (Grup 3) gore
ortanca SMA skoru daha diisiik ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p
<0.05) (Sekil 6).

Tablo 7. Deney gruplarinin SMA skorlar1 ve karsilastiriimasi

SMA skoru Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(n=10) (n=11) (n=6) (n=7)

Ortanca 1 1 9* 4** <0.05

(min-max) (1-2) (1-2) (4-16) (2-9)

* Grup 3> Grup 1, Grup 2 ve Grup 4 (p<0.05).

**  Grup 4> Grup 1 ve Grup 2 (p<0.05).
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Sekil 4. Caligma gruplarinda alveol ylizey alaninin degerlendirildigi akciger kesitleri:
A) Oda havasitSalin (Grup 1); B) Hiperoksi+Salin (Grup 3); C)
Hiperoksi+Resveratrol (Grup 4). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda hiperoksi
gruplarinda yogun hiicresel infiltrasyon ve alveol yiizey alanda azalma dikkat
¢ekmekte, bu azalma Grup 3’de daha belirgin gériilmektedir (X4, H&E boyama).
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Sekil 5. Calisma gruplarinda fibrozisin degerlendirildigi akciger kesitleri: A) Oda

havasi+Salin (Grup 1); B) Hiperoksi+Salin (Grup 3); C) Hiperoksi+Resveratrol
(Grup 4). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiperoksi gruplarinda fibrozis

artisinin  Grup 3’de daha belirgin oldugu goriilmektedir (X4, Mason-Trikrom

boyama).
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Sekil 6. Calisma gruplarinda SMA ekspresyonunun degerlendirildigi akciger
kesitleri: A) Oda havasi+Salin (Grup 1); B) Hiperoksi+Salin (Grup 3); C)
Hiperoksi+Resveratrol (Grup 4). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiperoksi
gruplarinda diiz kas igerigi artisinin Grup 3°de daha belirgin oldugu goriilmektedir
(X10, SMA boyama).
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BiYOKIMYASAL ANALIZ SONUCLARI
Proinflamatuvar Sitokin Diizeyleri

Calisma gruplarindaki ratlarin akciger dokusu IL-1pB, IL-6 ve TNF-a diizeyleri
ve karsilagtirilmasi Tablo 8’de belirtilmistir. Gruplar karsilastirildiginda IL-1f ve IL-
6 diizeyleri resveratrol verilen gruplarda (Grup 2 ve Grup 4) salin verilen gruplara
(Grup 1 ve Grup 3) goére daha diisiik bulundu. Ancak bu fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0.05), (Sekil 7, Sekil 8). TNF-a diizeyi bakimindan gruplar
degerlendirildiginde, hiperoksiye maruz birakilan gruplardan resveratrol verilen
grupta salin verilen gruba gore TNF-a diizeyi anlamli sekilde diisiik saptandi
(p<0.05) (Sekil 9).

Tablo 8. Deney gruplariin akciger dokusu proinflamatuvar sitokin diizeyleri ve
karsilastirilmasi

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(n=10) (n=11) (n=6) (n=7)
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
IL-1p 785.22 675.35 1075.21 815.37 >0.05
(po/gr) (600.58-976.50) (95.29-1286.11) (703.48-1613.35) (556.04-1258.20)
IL-6 3766.08 3436.78 4636.40 3856.73 >0.05
(pgl/gr) (3213.09-4341.68) (1700.09-5269.54) (3517.42-6248.62) (3080.76-5651.90)
TNF-0 443.15 475.66 510.49 408.67 * <0.05
(pglgr) (265.60-508.87) (328.11-603.75) (407.77-542.83) (312.71-468.79)

*Grup 4 < Grup 3 (p<0.05).
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Sekil-7. Gruplarin IL-1B diizeylerinin dagilimi
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Sekil-8. Gruplarin IL-6 diizeylerinin dagilim1
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Sekil-9. Gruplarin TNF-a diizeylerinin dagilimi

IL-10 Diizeyleri

Calisma gruplarindaki ratlarin  akciger dokusu IL-10 diizeyleri ve
karsilastirilmasi Tablo 9°da belirtilmistir. Oda havasinda salin verilen gruba (Grup 1)
kiyasla diger tiim gruplarda IL-10 diizeyi belirgin olarak yiiksek saptandi (p<0.01)
(Sekil 10). Hiperoksi olusturulan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda,
resveratrol verilen grupta (Grup 4) IL-10 diizeyi salin grubuna (Grup 3) gore yiiksek
olmakla birlikte farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
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Tablo 9. Deney gruplarinin akciger dokusu I1L-10 diizeyleri ve karsilagtirilmasi

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(n=10) (n=11) (n=6) (n=7)
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
IL-10 62.37* 134.23 168.11 172.82 <0.01

(pg/gr) (11.01-151.20)  (57.04—234.76) (109.11-296.91)

(129.11-303.86)

*Grup 1<Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 (p<0.01).
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*Grup 1< Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 (p<0.01).

Sekil 10. Gruplarin IL-10 diizeylerinin dagilimi

Antioksidan Enzim Diizeyleri

T
Hiperoksi+Resveratrol
Grup 4

Calisma gruplarindaki ratlarin akciger dokusu GSH, GSH-Rd, GSH-Px ve SOD

diizeyleri ve karsilastiritlmasi Tablo 10°da belirtilmistir. Hiperoksiye maruz kalan

gruplar GSH diizeyi bakimindan degerlendirildiginde, resveratrol verilen grupta
(Grup 4) salin verilen gruba (Grup 3) gore GSH diizeyi anlamli olarak yiiksek

bulundu (p<0.01) (Sekil 11, Tablo 10).
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Glutatyon rediiktaz bakimindan gruplar karsilastirildiginda, en yiiksek GSH-Rd
diizeyi hiperoksit+resveratrol grubunda (Grup 4) bulunmakla birlikte aralarindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 12, Tablo 10).

Glutatyon peroksidaz diizeyi bakimindan gruplar Kkarsilastirildiginda,
hiperoksiye maruz kalan ratlarda resveratroliin GSH-Px diizeyini salin grubuna gore
arttirdig1 goriilse de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi
(p>0.05) (Sekil 13, Tablo 10).

Stiperoksit dismutaz diizeyi bakimindan gruplar karsilastirildiginda, SOD
diizeyi resveratrol verilen gruplarda, salin verilen gruplara gore daha yiiksekti. Bu
fark oda havasinda bulunan ratlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
degilken (p>0.05), hiperoksi grubunda resveratroliin SOD diizeyini anlamli olarak

arttirdi@i bulundu (p<0.05) (Sekil 14, Tablo 10).

Tablo 10. Deney gruplarmin akciger dokusu antioksidan enzim diizeyleri ve

karsilastirilmasi
Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(n=10) (n=11) (n=6) (n=7)
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
GSH 2198.73 2207.82 2296.92 2477.10 * <0.01
(no/gr) (1656.05-2563.68) (646.39-2380.02)  (1944.59-2342.37) (2422.16-3225.90)
GSH-Rd  272.51 230.25 277.88 342.88 >0.05
(mU/gr)  (151.71-331.79) (140.86-370.64)  (95.58-364.35) (303.04-607.30)
GSH-Px 516.70 443.86 344.31 444.72 >0.05
(mUlgr)  (344.47-955.52) (122.16-1286.84)  (255.16-964.40) (334.00-733.33)
SOD 293.75 296.31 271.56 312.18 ** <0.05
(ng/gr) (280.66-307.30) (279.30-309.55)  (261.66-280.99) (261.47-377.03)

* Grup 4>Grup 3 (p<0.01).

** Grup 4>Grup 3 (p<0.05).
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Sekil 14. Gruplarin SOD diizeylerinin dagilimi
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Oksidatif Stres Belirteci Diizeyleri

Calisma gruplarindaki ratlarin akciger dokusu MDA, MPO ve NO diizeyleri ve
karsilagtirilmast Tablo 11°de belirtilmistir. MDA diizeyi hiperoksiye maruz birakilan
ratlardan resveratrol verilen grupta salin verilen gruba gére anlamli olarak daha
disik bulundu (p<0.01) (Sekil 15). MPO diizeyi
degerlendirildiginde hiperoksitresveratrol verilen grupta (Grup 4) MPO diizeyi

Gruplar bakimindan
hiperoksi+salin grubuna (Grup 3) gore daha diistiktli, ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05) (Sekil 16, Tablo 11).

Nitrik oksit diizeyi bakimindan gruplar karsilastirildiginda NO diizeyinin
hiperoksi+salin grubunda (Grup 3) diger gruplara gore en yiiksek diizeyde oldugu ve
hiperoksi grubunda resveratroliin NO diizeyini belirgin olarak azalttig1 saptandi

(p<0.01) (Sekil 17, Tablo 11).

Tablo 11. Deney gruplarmin akciger dokusu oksidan stres belirteci diizeyleri ve
karsilastirilmasi

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(n=10) (n=11) (n=6) (n=7)
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
MDA 2815.89 2948.33 2331.80 697.26 * <0.01
(pmol/gr) (2386.09-3653.38) (2135.69-3551.12) (1958.00-2908.73) (472.80-1938.95)
MPO 276.89 350.99 610.55 373.72 >0.05
(Ulgr) (49.0-480.28) (133.71-553.51) (211.79-884.08) (231.23-892.06)
NO 0.1392 0.1480 0.2463 ** 0.1649 <0.05
(mM/gr)  (0.12-0.34) (0.10-0.18) (0.17-0.89) (0.12-0.21)

* Grup 4<Grup 3, (p<0.01).

** Grup 3>Grup 1, Grup 2 ve Grup 4 (p<0.05).
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Sekil 15. Gruplarin MDA diizeylerinin dagilimi
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Sekil 16. Gruplarin MPO diizeylerinin dagilimi
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Sekil 17. Gruplarin NO diizeylerinin dagilim1

NFkB Diizeyleri

Calisma gruplarindaki ratlarin  akciger dokusu NFkB diizeyleri ve
karsilastirilmas1 Tablo 12’de belirtilmistir. Hiperoksiye maruz birakilan ve oda
havasinda bulunan gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda resveratrol verilen
gruplarda NFkB diizeyi daha diisiiktli, ancak tiim gruplar NFxB diizeyi bakimindan
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05)
(Sekil 18, Tablo 12).
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Tablo 12. Deney gruplariin akciger dokusu NFkB diizeyleri ve karsilastiriimasi

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(n=10) (n=11) (n=6) (n=7)
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
NFkB  225.16 203.75 703.89 390.69 >0.05

(pg/gr) (139.67-746.85) (87.17-1959.68)  (170.38-1457.62)

(79.97-446.95)
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Sekil 18. Gruplarin NFkB diizeylerinin dagilim1
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TARTISMA

Yenidogan yogun bakim alanindaki tiim gelismelere ragmen, BPD preterm
dogumun en sik goriilen uzun dénem komplikasyonlarindan biri olmaya devam
etmektedir. Riskli yenidoganlarin O6zellikle prematiirelerin yasatilma oranlarinin
artmast BPD sikligimin artmasina yol agmistir. Neonatolojideki modern ve giincel
uygulamalarin etkisiyle BPD’nin epidemiyolojisi, ortaya c¢ikis sekli, klinigi,
radyolojik ve patolojik bulgulart degisim gostermis, bu degisim BPD’nin
isimlendirme ve tanimlamasina da yansimistir (13). Eski ve yeni BPD arasindaki
farkliliklar, etiyolojik risk etmenleri, izlem ve tedavi protokolleri, koruyucu

onlemlerle ilgili klinik ve histopatolojik ¢alismalar devam etmektedir (11).

Bronkopulmoner displaziye neden olan birgok risk faktorii tanimlanmaktadir.
Bu risk faktorlerinin bir kismi Onlenebilir olmakla birlikte, etiyolojide immatiirite,
barotravma/voliitravma, oksidan stres, intrauterin baslangict da olabilen
infeksiyon/inflamasyon ve proteolitik zedelenme mekanizmalar1 ile bazi antenatal

faktorler yogun olarak sorumlu tutulmakta ve arastirmalar bu konulara yogunlasmis

durumdadir (2).

Mekanik ventilatér ihtiyact olmayan ve/veya RDS olmayan erken dogmus
bebeklerde de BPD’nin goriilmesi arastirmalari inflamasyona yonlendirmistir.
Koriyoamniyonit ve postnatal donemde gelisen infeksiyonlar, inflamatuvar sitokin
yanitina neden olarak BPD olusumuna katkida bulunmaktadir. BPD’de
proinflamatuvar mekanizmlar lehine inflamasyondaki dengesizligi gosteren kanitlar
artmaktadir. Ortaya cikan inflamatuvar yanit; hava yolu ve akciger dokusunda
notrofil ve makrofaj birikimi, alveolokapiller yapi ile doku biitiinliigiinii bozan
proinflamatuvar mediatorlerin birikimi ile karakterizedir (5, 19). Ancak BPD’nin
Onlenmesinde antiinflamatuvar olarak kullanilan sistemik steroidlerin, olumsuz
norogelisimsel sonuclar1 ve diger yan etkileri nedeniyle sadece yiiksek riskli hasta

gruplarinda kullanilmasi 6nerilmektedir (28).

Yiiksek konsantrasyonda ve uzun siireli oksijen kullanimi ile BPD gelisimi
arasindaki iliski bilinmektedir. Prematiire bebekler akciger immatiiritesi nedeniyle

siklikla yiiksek konsantrasyonda oksijene maruz kalmaktadir. Bu bebeklerin
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antioksidan sistemlerindeki yetersizlik, yiiksek yogunlukta ve uzun siireli oksijen
tedavisi oksidatif stres ile akciger hasarmna neden olmaktadir. Deneysel hayvan
calismalarindan elde edilen bilgiler 1s18inda; hiperoksi, hipoksi, mekanik ventilasyon
ve yetersiz beslenme gibi bir¢ok faktoriin etkisiyle, ortak son yol net olarak
bilinmese de akciger septasyonunun azaldigi bilinmektedir (4). Bu amagla
antioksidan kapasiteyi arttirmak i¢in SOD ve GSH tedavileri denenmis, ancak

sonuglar beklenildigi gibi iyi olmamustir (28).

Ozellikle yeni BPD igin etkinligi kanitlanmis bir tedavi bulunmamakta ve bu
konuda arastirmalar devam etmektedir. Bu amacla calismamizda, gelisim evresi
insanlardaki ge¢ sakkiiler ve erken alveoler donem ile uyumlu olan immatiir
akcigerlere sahip yenidogan ratlarda hiperoksik akciger hasar1 modeli olusturularak,
resveratroliin akciger dokusunda; alveol yiizey alani, fibrozis, diiz kas hiperplazisi,
oksidan stres belirtegleri ve antioksidan enzimler ile proinflamatuvar ve

antiinflamatuvar sitokin diizeyleri tizerindeki etkileri arastirildi.

Yetersiz enerji ve protein alimi, solunum is yiikii ve katabolizmanin artmasi
nedeniyle BPD’li bebeklerde biiyiime geriligi sik goriilmektedir. Ancak bu
bebeklerdeki biiylime geriliginin esas olarak malniitrisyona baglhi oldugu
diistiniilmektedir (62). Calismamizda deneyden Once gruplardaki rat agirliklari
arasinda farklilik yokken, deney sonunda hiperoksiye maruz birakilan gruplarda rat
agirliklarinin anlamh sekilde diisiik oldugu goriildii (Bkz. Tablo 4). Bu sonuglar
hiperoksik akciger hasari olusturularak yapilan diger calismalarin sonuclar ile
benzerlik gostermektedir (63). Calismamizda hiperoksiye maruz kalan ratlardan
resveratrol verilen grupta kilo alimi bir miktar daha fazla idi, ancak bu fark

istatistiksel olarak anlamli degildi.

Yeni BPD’nin histopatolojik bulgulari; basit ve az sayida alveol, alveol yiizey
alaninda azalma ile karakterize alveolarizasyonda bozulmadir. Alveoler formasyon,
sakkiiler evreden alveoler evreye gegisin goriildiigli, gebeligin otuz ikinci haftasinda
baglayan ve ge¢ postnatal donemde de devam eden bir siiregtir. Sekonder krestler
(alveollerin progenitorleri) ve alveol agzinda elastik fibrillerin birikimi nedeniyle
elastinin yeni alveol gelisiminde 6nemli rolii oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle

elastik fibrillerin birikiminde olusabilecek anormalliklerin alveolarizasyonun
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bozulmasinda oOnemli bir faktér oldugu dislinilmektedir (64). Bruce ve
arkadaglarinin galismasinda (65) hiperoksinin ratlarda elastik fibrillerin uzunlugunda
ve yapisinda degisime (daha kisa ve kivrimli fibriller) neden oldugu gosterilmistir.
Ayrica hiperoksiye maruziyetin uzamasmin kollajen yapisinda ve birikiminde,
elastik fibrillerin birikiminde bozulmaya neden oldugu belirtilmistir. Bu bozulmanin
voliitravma ve barotravmanin etkisiyle olusan serbest oksijen radikallerine ve

inflamasyona sekonder gelistigi one siiriilmektedir (64).

Benzer hiperoksik akciger hasari modeli olusturulmus diger hayvan
caligmalarindaki gibi ¢alismamizda da hiperoksiye maruz birakilan ratlarda alveol
yiizey alaninda belirgin azalma oldugu goriildii (53) (Bkz. Tablo 5). Hiperoksiye
maruz birakilan ratlardan resveratrol verilen grubun higbirinde alveol yiizey alanda
belirgin azalma gorilmezken, yarisindan azinda orta derecede azalma oldugu
saptandi. Bu anlamda hiperoksiye maruz kalan ve salin verilen gruba kiyasla
resveratrol hiperoksiye bagli akciger hasarlanmasini bir miktar azaltiyor goziikse de
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Resveratrolden alveol yiizey alan1 bakimindan
bekledigimiz faydayr goremememizin, alveoler formasyonda; platelet kokenli
biiylime faktorii (PDGF), VEGF ve benzeri baska biiyiime faktorlerinin de etkili

olmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz (37).

Stirfaktanin klinik kullanima girmesinden 6nce BPD’nin baslica histopatolojik
bulgular1 havayolunda remodeling ve parenkimal fibrozis iken, daha sonra BPD
nedeniyle Olen bebeklerin akciger incelemelerinde daha az fibrozis oldugu
belirtilmektedir. Giiniimiizde ise yeni BPD’nin 6zelliklerini daha biiyiik ve basit
yapida alveollerle karakterize septasyonda duraksama, fibroblastlara benzer hiicreler
ve kollajen igeriginin artmasi nedeniyle septalarda kalinlagsma olusturmaktadir (11,
16).

Yapilan ¢alismalarda BPD’li yenidoganlarin hava yolu sekresyonlarinda
onemli oranda TGF-f artis1 oldugu saptanmustir (19). RDS’li bebekler iizerinde
yapilan bir calismada postnatal dordiincii giinde alveoler septalarda SMA-pozitif
myofibroblastlarin varligi gosterilmistir. TGF-B’nin septalarin duvarlarinda bulunan
bu hiicrelerin proliferasyonunu arttirdigi 6ne siiriilmektedir (66, 67). Dasgupta ve

arkadaglarinin c¢alismasinda (68) hiperoksik akciger hasart olusturulmus hayvan
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modelinde, hiperoksiye bagli hasarin TGF-f aktivasyonuna neden oldugu
gosterilmistir.  Bu nedenle BPD’deki doku zedelenmesinden sorumlu tutulan en
onemli mekanizmalardan birinin, TGF-B’nin ve reseptorlerinin asir1 tiretiminden
kaynaklanan hatali tamir mekanizmalar1 ve fibrozis oldugu diisiiniilmektedir (67).
Bizim c¢alismamizda da hiperoksik akciger hasart modeli olusturularak salin verilen
ratlarm tamaminda fibrozis gelisirken, bunlarin iicte birinde belirgin fibrozis
saptanmistir (Bkz. Tablo 6). SMA skoru agisindan degerlendirildiginde, benzer
sekilde en yiiksek skor hiperoksi+salin verilen grupta goériilmiistiir (Bkz. Tablo 7).
Ayrica caligmamizda hiperoksi grubunda resveratrol verilen higbir ratta belirgin
fibrozis goriilmezken, resveratrolin SMA skorunu salin verilen gruba gore anlamli
sekilde diisiirdiigii saptanmistir. Resveratroliin TGF-B’y1 inhibe ederek akcigerlerde
fibroblastlarin myofibroblastlara doniistimiinii engelledigi Fagone ve arkadaslari (69)
tarafindan gosterilmistir. Bir bagka calismada deneysel olarak rat akcigerinde fibrozis

olusturulmus ve resveratroliin fibrozisi 6nlemesi antioksidan etkiye baglanmustir (7).

Resveratrol’tin fibrozis ve SMA ekspresyonunu azaltmadaki etkisi TGF-
inhibisyonu ve antioksidan etki disinda matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9)
inhibisyonu ile de iliskilidir (70). Matriks metalloproteinazlar ¢inko igeren genis bir
enzim ailesidir ve embriyonik gelisim, anjiyogenezis, inflamasyon, yara iyilesmesi
ve fibrozis gibi pek ¢ok patofizyolojik olayda onemli rol oynamaktadir. Sadece
matriks yikiminda degil, sitokinler, kemokinler ve biliylime faktorleri gibi matriks
dis1 elemanlarin da proteolitik aktivasyonunda ve yikiminda goérev alirlar. Matriks
metalloproteinazlart icinde gelatinazlar grubunda olan MMP-9 parenkimal
organlarda inflamasyon gelisiminde rol oynayan 6nemli bir sitokin olup, nétrofil ve
makrofajlardan salgilanmaktadir (71). Tambunting ve arkadaslarinin ¢aligmasinda
(72) ileri derecede prematiire babun akciger dokusunda MMP-9 diizeyinin artis1t BPD
riskinin artig1 ile iligkili bulunmustur. NIH tarafindan preterm bebekler iizerinde
yapilan bir ¢alismada, saglikli ve BPD’li bebeklerde 25 sitokinin kan diizeyleri
karsilastirilmis; BPD’li ve olen bebeklerde MMP-9 diizeyinin anlamli derecede
yiikksek oldugu rapor edilmistir (73). Li ve arkadaslarmin resveratrolin MMP-9
diizeyi tizerine olan etkisini arastirdiklar1 ¢alismasinda (74), resveratroliin NFxB ve

AP-1 inhibisyonu ile MMP-9 ekspresyonu ve iiretimini azalttigi gosterilmistir.
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Bronkopulmoner displazi gelisimi ile yakin iligkisi kanitlanmig bagka bir
kemokin, makrofaj inhibitér protein 1-o’dir (MIP 1-a). MIP1-a’nin hava yolu
sekresyonlarinda erken donemde artisi, sonradan gelisecek pulmoner fibrozisin
gostergesi olarak kabul edilmektedir (5). Resveratroliin bir diger antifibrotik 6zelligi
de inflamasyon sonrasi ortaya c¢ikan ve fibrozis gelisimine neden olan MIP1-a

ekspresyonunu azaltmasidir (50).

Calismamizda hiperoksiye maruz birakilan ve resveratrol verilen ratlarda
belirgin fibrozis goriilmemis olsa da gruptaki tiim ratlarda hafif veya orta diizeyde
fibrozis saptanmistir. Bu durum, fibrozis ve diiz kas hiperplazisine neden olan
konnektif doku biiylime faktorii gibi farkli sinyal yollarinin etkisinden kaynaklaniyor
olabilir (75, 76).

Bronkopulmoner displazi gelisiminde 6nemli patofizyolojik mekanizmalardan
birisi, antenatal donemde olusan inflamasyon ve/veya infeksiyondur. Bunun
histolojik veya Klinik olarak en tipik 6rnegi korioamnionittir. Erken postnatal
donemde gegirilen sistemik veya pulmoner infeksiyonlar da benzer sekilde etki
etmektedir. Korioamnionit varliginda ¢ok sayida sitokin salinmasi ile karsi karsiya
kalan akcigerlerde; postnatal resiisitasyon, mekanik ventilasyon veya oksijen
tedavisinin eklenmesi akciger zedelenmesi, pulmoner inflamatuvar cevap, anormal
yara iyilesmesi, fibrozis ve sonugta alveolarizasyon ve vaskiiler geligsimin
inhibisyonu ile karakterize BPD tablosunu olusturmaktadir. Bu siiregte; inflamatuvar
hiicrelerin kemotaksis ve endotelyal adhezyonu, plazma proteinlerinin aktivasyonu
ve alveolokapiller membranda gegirgenlik artisi, pro ve antiinflamatuvar sitokinler

arasindaki dengenin bozulmasi 6zellikle etkili olmaktadir (11, 75).

Mekanik ventilasyonun baslamasiyla beraber RDS’li bebeklerde normalde
birinci saatte izlenen periferik kanda nétrofil sayisinin azalmasi ve bronkoalveoler
sivida noétrofil ve makrofaj artisinin, BPD gelisecek prematiire bebeklerde daha
belirgin oldugu ve haftalarca devam ettigi gosterilmistir. Agir RDS’si olan ve erken
donemde Olen prematiire bebeklerin postmortem ¢aligmalarda akciger dokularinda

notrofillerde 10 kat, makrofajlarda 15 kat artig oldugu bildirilmistir (77).
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inflamatuvar cevabin baslatilmasinda nétrofillerin endotelyal hiicre adhezyon
molekiillerine baglanmasi1 anahtar olaydir. BPD gelisen bebeklerde hava yolu
sekresyonlarinda ve plazmada adhezyon molekiillerinin arttigi belirlenmistir.
Mekanik ventilasyon ve oksijen tedavisi ile plazma proteinleri aktive olmakta ve
koagiilasyon, fibrinoliz, kompleman ve Kkinin-kallikrein sistemleri harekete
gecmektedir. Bunlarin sonucunda alveolokapiller membran etkilenmekte, aktive
notrofiller ve trombositler pulmoner vaskiiler yataga gegerek inflamasyonu
tetiklemektedir. BPD gelisen yenidoganlarin hava yolu sekresyonlarinda I1L-1p, IL-6
IL-8 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinler yiiksek oranlarda saptanmstir (5, 78).

Bronkopulmoner  displazi  etiyopatogenezindeki rolii  diisliniildiigiinde
calismamizda da hiperoksinin proinflamatuvar sitokin diizeylerini arttirdigi
goriilmiistiir. Oda havast  ve hiperoksi ortaminda salin verilen ratlar
karsilastirildiginda IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeyleri hiperoksi grubunda istatistiksel
olarak anlamli olmasa da daha yiiksek bulunmustur. Hiperoksik akciger hasari
modeli olusturulan ratlarda, salin grubu ile karsilagtirildiginda resveratroliin, 1L-1§
ve IL-6’y1 istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalttig1, ancak TNF-a’y1 belirgin
olarak diigiirdiigii saptanmistir (Bkz. Tablo 8). Kronik bronsit modeli olusturulmus
farelerde resveratroliin antiinflamatuvar etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, TNF-o
diizeylerinde diisiis sagladigi gosterilmistir (79). Li ve arkadaslarinin RSV ile infekte
fareler tizerinde yaptig1 ¢calismasinda (80), infeksiyonun bronkoalveoler sivida IL-1,
IL-6 ve TNF-a diizeylerini arttirdig1 ve profilaktik olarak verilen resveratroliin iig
proinflamatuvar sitokin diizeyinde de diisiis sagladigi rapor edilmistir. IL-1f, IL-6 ve
TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonu i¢in NFkB aktivasyonu
gerekmekte, resveratrol ise NFxB kinazi inhibe ederek antiinflamatuvar etki

gostermektedir (8, 9).

Pro- ve antiinflamatuvar sitokinler arasindaki dengesizlik kronik akciger
hastalig1 gelisimindeki 6nemli etmenlerden birisidir. Proinflamatuvar sitokin aktivite
artisinin - dengelenmesinde antiinflamatuvar bir sitokin olan IL-10’un Onemli
gorevleri oldugu bildirilmistir (81). Calismamizda oda havasinda bulunan ratlarla
karsilastirildiginda, hiperoksiye maruz kalan ratlarin akciger dokusunda IL-10 diizeyi

daha yiiksek saptandi. Literatiirde BPD ve IL-10 diizeyleri iliskisi konusunda
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celiskili veriler bulunmaktadir (73, 82, 83). BPD’li hastalarda bronkoalveoler sivida
disiik IL-10 diizeyleri gosterilmis ve BPD gelisen bebeklerin plasenta 1L-10
ekspresyonunun diisiik oldugu belirtilmistir (82, 83). NIH tarafindan 1067 preterm
bebek tlizerinde yapilan c¢alismada BPD’li  bebeklerle saglikli  bebekler
karsilagtirildiginda; BPD’li bebeklerde IL-10 diizeyinin ¢alismamizda oldugu gibi
daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (73). Calismamizda hiperoksi grubunda
resveratroliin salin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da IL-10 diizeyini
bir miktar arttirdigi bulundu (Bkz. Tablo 9). Yiiksek dozlarda anti-diyabetik etkisi
oldugu diisliniilen resveratroliin diyabet olusturulmus fareler iizerindeki etkisinin

aragtirildigi bir ¢alismada IL-10 diizeylerinde artis sagladig: belirtilmistir (84).

Hiperoksik akciger hasart mekanizmalar1 {izerine yapilan arastirmalar
sonucunda BPD tedavisine yon verebilecek genis bir bilgi birikimi ortaya ¢ikmuistir.
Hiperoksiye yanit olarak, hiicre i¢ci ROS’un arttif1; proteinaz/antiproteinaz
dengesinin bozuldugu; inflamasyon ve stres yanitinin ortaya c¢iktigi; hiicresel
biiylime ve farklilasma diizeninin bozuldugu gorilmiistiir. Oksijene maruz kalma
stiresi ve yogunlugu ile orantili olarak, akciger endotel ve epitel hiicrelerinde
apopitoz ve/veya nekroz gelismektedir. Hiperoksi distal havayollarinda dallanmay1

baskilayarak, gelisimin duraklamasina neden olmaktadir (4).

Yenidoganlarda 6zellikle de prematiire bebeklerde bu faktorler oksidatif stresin
artmasina katkida bulunmaktadir. Preterm bebekler akcigerleri gelismemis
oldugundan siklikla oksijen tedavisi ve hiperoksiye maruz kalmaktadir. Hiperoksiye
yanitta antioksidan savunma kapasiteleri yetersizdir. Ayrica, preterm bebekler
siklikla ROS {iretimini aktive eden proinflamatuvar sitokin salinimina yol acan
infeksiyon ve inflamasyona maruz kalmakta ve toksik ROS iiretimini katalizleyen
serbest demir term bebeklere gore preterm bebeklerin doku ve plazmalarinda daha
yiiksek oranlarda bulunmaktadir. Tim bu faktorler géz oniline alindiginda preterm

bebeklerde oksijen tedavisi olduk¢a dikkat ve onem arz etmektedir (4, 43).

Yiiksek oksijen, ROS ve oksijen radikalleri iiretiminden dolay: toksiktir. Bu
bilesikler potansiyel olarak proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve DNA gibi temel
hiicre bilesenlerinde hasara neden olmaktadir. Viicudun bu oksidatif streslere karsi

baz1 savunma mekanizmalar1 vardir. Antioksidan sistemdeki selliiler, ekstraselliiler
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ve membrandz {irlinler otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini dnlemek igin
sebest radikallerle reaksiyona girmektedir. Oksidan ve antioksidan sistemler
arasindaki bu dengenin bozulmasi, BPD patofizyolojisindeki doku hasarinin 6nemli
nedenlerinden birisidir (43, 85).

Calismamizda hiperoksik akciger hasari modeli olusturulan ratlarda GSH,
GSH-Rd, GSH-Px ve SOD gibi antioksidan enzimleri ve lipid peroksidasyon iiriinii
MDA ile oksidatif stres belirteclerinden NO ve MPO diizeylerini ve bunlara
resveratrolin  etkilerini  inceledik. ~Oda  havasiyla  hiperoksi  gruplari
karsilagtirildiginda, hiperoksi durumunda bir miktar GSH-Px ve SOD diizeylerinde
azalma saptansa da antioksidan sistemlerde (GSH, GSH-Px, GSH-Rd ve SOD)
istatistiksel bir farklilk bulunmadigr gorildi. BPD’de SOD, GSH ve
prekiirsorleriyle tedavi maksatli yapilan ¢alismalarda da basarili  sonuglar

bildirilmemektedir (28).

Resveratrolin  dogal antioksidan 6zelligi i¢ farkli mekanizma ile
aciklanmaktadir. Bunlar; koenzim Q ile yarigsarak ROS olusum yerinde oksidatif
zincir kompleksini azaltmak, mitokondride olusan siiperoksit radikalini yakalamak
ve fenton reaksiyonu tiriinleri tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunu inhibe
etmektir. Birgok calismada resveratroliin hem siiperoksit hem de hidroksil radikalini
yakalama yeteneginin oldugu gosterilmistir. Ancak bu Ozellikleri diger giiclii
antioksidanlardan daha zayiftir. Resveratrol in vitro kosullarda ROS’un zayif
yakalayicist olmasina ragmen, in vivo olarak gii¢lii bir antioksidan islev gérmektedir.
Nitrik oksit siiperoksidini yakalama ozelligi de bulunan resveratrol, biyolojik
sistemlerde dogal olarak bulunan antioksidanlarin hiicre i¢i konsantrasyonlarinin

devamliligin1 saglamaktadir (86).

Resveratroliin hidrojen peroksit ile aktive olan insan lenfositlerinde GSH,
GSH-Px, GSH-Rd ve glutatyon-S-transferaz gibi GSH metabolizmasi ile ilgili
enzimlerin miktarin1 arttirdigi  gosterilmistir (87). Spainer ve arkadaslarinin
calismasinda (88) resveratrolin SOD ve GSH ekspresyonunu diizenleyerek
endotelyal oksidatif hasar1 oOnledigi belirtilmistir. Sener ve arkadaslarinin
calismasinda (7) bleomisin ile rat akcigerlerinde fibrozis olusturulmus, bleomisin

GSH diizeylerinde diisiise neden olurken, resveratrolin GSH diizeyini anlamli
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derecede arttirdig1 gosterilmistir. Caligmamizda ise resveratrol tedavisinin hiperoksi
grubunda GSH ve SOD diizeylerini belirgin olarak arttirdigi saptandi (Bkz. Tablo
10).

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {irlinleri olusturmaktadir.
Hiicre membraninda lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit radikallerinin olusmast,
ROS olusumuna neden olmakta bu da hiicre hasarmin 6nemli bir nedeni olarak
goriilmektedir. Lipid peroksitlerinin yikilmasiyla ¢ogu biyolojik olarak aktif olan
aldehitler olusmaktadir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilmekte ya da
yayilarak  hiicrenin  diger  boliimlerinde  hasar  olusturmaktadir.  Lipid
peroksidasyonunun, zar islevini bozmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve
diger hiicre bilesenlerine etkisi, son liriin olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi
farkli yollarla hiicre hasarina neden oldugu belirtilmektedir. MDA, oksidatif stres
sonucu gelisen lipid peroksidasyonu son iiriiniidiir ve lipid hasarinin 6nemli bir

gostergesidir (44, 89).

Bronkopulmoner displazi patogenezinde oksidatif stres sonucu MDA diizeyinin
arttigin1  gosteren caligmalar bulunmaktadir. Preterm bebeklerde idrarda MDA
diizeyinin, hastaya verilen oksijen konsantrasyonu ile korelasyon gosterdigi ve BPD
gelisimi ile iligkili oldugu belirtilmektedir (90). Calismamizda oda havasiyla
hiperoksiye maruz birakilan ratlar MDA bakimindan karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel ~ bir  farklilk ~ bulunmazken, hiperoksi  uygulanan  gruplar
karsilastirildiginda resveratrol verilen grupta salin verilen gruba gore MDA

diizeyinin anlamli derecede diisiik oldugu goriildii (Bkz. Tablo 11).

Koroner okliizyonla kardiyak iskemi reperfiizyon hasart olusturulan bir
calismada, resveratroliin koronerlerde MDA diizeyini azalttig1 rapor edilmistir (91).
Iskemi ve reperfiizyon hasari dokuda lipid peroksidasyonunu artirmakta, sonug
olarak peroksi radikaller olusmaktadir. Resveratroliin kardiyoprotektif etkisi
antioksidan 0Ozelligi ve Ozellikle de peroksi radikal siipiiriicii etkisinden
kaynaklanmaktadir (87). Biz de c¢alismamizda hiperoksi grubunda resveratroliin

MDA’ y1 belirgin olarak azalttigin1 gosterdik.
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Bronkopulmoner displazide inflamasyon ve oksidatif hasarin roli
diisiiniildiigiinde; inflamasyonun etkisiyle ortaya ¢ikan MPO’nun oksidan hasari
tetiklemesi etiyopatogenezde 6nemli rol oynamaktadir (5). Notrofil ve monositler
fagositoz i¢in hem oksijene bagimli hem de oksijenden bagimsiz mekanizmalari
kullanmaktadir. Oksijene bagimli mekanizmalar, MPO sistemini ve oksijen tiirevi
serbest radikallerin iiretimini saglayan baska bir sistemi icermektedir. MPO demir
igeren bir hem proteini olup, viicudun savunma sistemlerinde ve inflamatuvar doku
hasarinda gorev almaktadir. Cesitli uyarilarin etkisiyle fagositer hiicreler MPO igeren
graniillerini ekstraselliiler araliktaki fagositik vakuol igine bosaltmakta ve fagosit
aktivasyonu baglamaktadir. Tipik olarak fagosit aktivasyonu ve MPO sekresyonuna,
NADPH’1n yiikseltgenmesiyle beraber, siiperoksit ve hidrojen peroksitin olustugu
oksidatif bir reaksiyon eslik etmektedir. MPO, hidrojen peroksit varliginda kloriir,
iyodiir ve bromiiriin oksidasyonunu katalizleyerek, hipoklorik asit, hipoiyodik asit ve
hipobromik asit olusturmaktadir. Bu bilesikler ve bunlarin tuzlari giiglii oksidan

etkileri olan molekiilerlerdir (92).

Calismamizda hiperoksiye maruz birakilan ratlar oda havasinda bulunan
ratlarla karsilagtirildiginda hiperoksi gruplarinda MPO diizeyinin daha yiiksek
oldugu goriildii, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Hiperoksiye
maruz birakilan gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda, resveratrol tedavisinin
MPO diizeyini disiirdiigii ancak bu diisiisiin de istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goriildii (Bkz. Tablo 11). Bunun nedeni calismamizda kullandigimiz resveratrol
dozunun MPO diizeylerini etkileyebilecek konsantrasyona ulagmamasi olabilir,
clinkii resveratroliin MPO ile etkilesimi ve inhibisyonunda doza bagimli oldugu

rapor edilmistir (93).

Calismamizda yer verdigimiz oksidatif stres belirteclerinden bir digeri NO
olup, BPD’nin hem patofizyolojisinde hem tedavisinde rol oynamaktadir. NO hem
fizyolojik hem patofizyolojik siireclerde 6nemli rolii olan serbest radikallerden
biridir. Muskarinik veya histamin reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu
sonucu L-arjinin  ve oksijenden, nitrik oksit sentaz (NOS) etkisiyle
sentezlenmektedir. Noronal NOS néral iletide, endoteliyal NOS vaskiiler diiz kas

relaksasyonunda goérev almaktadir. Indiiklenebilir NOS (iNOS) ise normal sartlar
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altinda bulunmamakta, inflamasyon veya infeksiyon durumunda sitokinler veya
endotoksinlerin etkisiyle ortaya ¢cikmaktadir. Inflamasyonda iNOS etkisiyle, NO’nun
SOD enzimiyle yarismaya girmesi ve sliperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu
peroksinitrit olugsmaktadir. Boylece NO’nun fizyolojik etkisi inhibe edilmekte,
oksidatif etkisi ortaya ¢ikmaktadir. Peroksinitrit, NO toksisitesinin baglica sorumlusu
olarak kabul edilmektedir. Peroksinitritin proteinlere dogrudan zararh etkileri vardir
ve azot dioksit, hidroksil radikali, nitronyum iyonu gibi toksik iriinlere
doniismektedir (94).

Bronkopulmoner displazi gelisiminde NO sentezi ve metabolizmasinin etkisini
aciklayan yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Hayvan deneyleri ise BPD’nin erken
donemlerinde iNOS ekspresyonunun ve NO iiretiminin azaltilmasinin kritik énemi
oldugunu gostermektedir (95). Potter ve arkadaslar1 (96) ratlarda hiperoksinin iNOS
ekspresyonu ve NO aktivitesini arttirdigini ve akciger hasarma neden oldugunu
belirtmislerdir. Dawis ve arkadaslari, ¢alismalarinda (95) BPD’li bebeklerde iNOS
ekspresyonunun NO diizeyini arttirdigin1 gostermislerdir. Calismamizda da benzer
sekilde oda havasiyla karsilastirildiginda hiperoksiye maruz kalan ratlarda NO
diizeyinin anlamli sekilde arttigi bulundu. Hiperoksiye maruz kalan ratlar kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise resveratrol tedavisinin NO diizeyini belirgin olarak

azalttig1 saptandi (Bkz. Tablo 11).

Oksidatif stres siirecinde NO seviyelerindeki artis ¢ok hassas ve dinamik bir
bulgudur. NO serbest radikal olusumunda etkili bir maddedir ve bu etkisini diger
serbest  radikallerin ~ olusumuna  katkida ~ bulunarak  dolayli  yoldan
gergeklestirmektedir. Pro-oksidatif bir enzim olan NOS’un inhibisyonu NO diizeyini
azaltarak serbest radikal olusumunu engelleyebilmektedir. Resveratrolin NOS
aktivitesini inhibe ettigi ve oksidatif stres sonucu artan doku NO diizeylerini
diistirdiigiinii gosteren ¢aligmalar mevcuttur (97). Tsai ve arkadaslar1 (98) aktive
makrofajlarda, resveratroliin iNOS’un mMRNA ekspresyonunun inhibisyonuyla NO

tiretimini belirgin sekilde inhibe ettigini gdstermistir.

Bronkopulmoner displazi etiyopatogenezinde son donemlerde iizerinde durulan
diger bir faktor NFxB’dir (99). NFkB niikleer transkripsiyon faktorii olup, immiinite

ve inflamasyon ile iliskili ¢ok sayida gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde kritik
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rol oynamaktadir. Bu proinflamatuvar genler interlokinleri, kemokinleri, adhezyon
molekiillerini, reseptorleri ve enzimleri igermektedir. NFkB; TNF-a, IL-6 ve INOS
gibi  inflamatuvar  mediatorlerin  ve  ROS’larin gen  ekspresyonunun
diizenlenmesinden sorumludur (8). NF«B bu etkileri ile BPD’deki inflamasyonun
patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Mekanik ventilasyon uygulanan preterm
bebeklerde alveoler makrofajlarda NFkB ekspresyonunda artis gosterilmistir. Baska
bir calismada BPD’li preterm bebeklerde trakeal aspirat hiicrelerinde NFxB
diizeyinin artmis oldugu rapor edilmistir (99, 100). Ventilator bagimli preterm
bebeklerde deksametazonun NFkB aktivasyonunu inhibe ettigi ve NFkB etkisiyle
salinan proinflamatuvar sitokinleri azalttigi belirtilmektedir (101). Prematiire
bebeklerde steroid kullaniminin olumsuz etkileri nedeniyle BPD gelisiminde 6nemli
rolii olan NFkB’nin inhibisyonunu saglayacak diger ilacglar ilizerinde caligsmalar
devam etmektedir. Aghai ve arkadaslar1 (102) prematiire bebeklere verilen
azitromisin tedavisinin NFkB ve trakeal aspirat hiicrelerinde proinflamatuvar sitokin
(IL-6, 1L-8 ve TNF-a) diizeylerine etkisini aragtirmis ve ventile edilen prematiire
bebeklerde steroide alternatif olusturacak azitromisinin etkili olabilecegini

bildirmislerdir.

Calismamizda kullandigimiz resveratrol antiinflamatuvar ve antioksidan
etkilerini NFxB ve AP-1 inhibisyonu iizerinden gostermektedir (8, 9, 98). Tsai ve
arkadaglar1 ¢aligmalarinda (98) resveratroliin makrofajlarda NFkB aktivasyonunu
azalttigini, Manna ve arkadaslari (9) ise resveratroliin lipid peroksidasyonu ve ROS
salinimi iizerine olan etkilerinin doz ve siire bagimli olarak NFkB ve AP-1

inhibisyonu ile sagladigini bildirmislerdir.

Calismamizda hiperoksiye maruz kalan ratlarda daha yiiksek NFxB diizeyleri
saptansa da gruplar arasinda istatistiksel farklilik bulunmadi. Hiperoksiye maruz
kalan ratlarda uygulanan resveratrol tedavisiyle NFxB diizeyinde azalma goriildi,
ancak bu da istatistiksel olarak anlamli degildi (Bkz. Tablo 12). Bu sonuglarimizin
Manna ve arkadaslarinin ¢alismasinda (9) belirtildigi gibi resveratroliin doza bagh
etkilerinden  kaynaklanabilecegini  diisiinmekteyiz.  Ayrica  ¢alismamizda

proinflamatuvar sitokinler IL-1p ve IL-6 diizeylerinde bekledigimiz anlamli diisiisiin
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goriilmemesi de ayn1 nedenle olabilir, ¢linkii resveratroliin bu sitokinlere etkisi NFxB

kinaz inhibisyonuyla gerceklesmektedir (8, 9).

Sonug olarak, hiperoksik akciger hasarlanma modeli olusturarak yenidogan
ratlarda yapilan bu calismada; NO ve oksidan hasarin BPD etiyopatogenezinde
onemli bir roliiniin oldugu, resveratroliin ise TNF-a, NO ve MDA’y1 azaltarak, GSH
ve SOD diizeylerini arttirarak, hem antiinflamatuvar hem de antioksidan etkileriyle
hiperoksik akciger hasarin1 6nlemede etkili oldugu gosterildi, ancak BPD tedavisinde
resveratroliin etkinligini ve klinik kullanimin1 destekleyecek daha kapsaml

calismalara ihtiya¢ vardir.
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SONUCLAR

. Hiperoksik akciger hasar1 modeli ile BPD olusturulan ¢alismada deney
sonunda hiperoksiye maruz birakilan ratlarin agirliklart oda havasinda
tutulanlara gore daha diisiiktii (p<0.001).

. Hiperoksiye maruz birakilan gruplarda alveol yiizey alani skoru, fibrozis
skoru ve SMA skoru oda havasinda tutulanlara gore belirgin olarak daha
yiiksekti (p<0.05).

. Hiperoksiye maruz birakilan gruplarda resveratrol tedavisinin salin grubuna
gore alveol yiizey alani skoru, fibrozis skoru ve SMA skorunu diisiirdiigii
goriildii, ancak bu etki alveol yiizey alan1 ve fibrozis skoru bakimindan
anlamli degilken (her iki skor i¢in p=0.074), SMA skoru bakimindan
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05).

. Proinflamatuvar sitokinlerden IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeyleri hiperoksiye
maruz birakilan grupta daha yiiksek bulundu, ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).

. Hiperoksiye maruz birakilan gruplarda resveratrol tedavisinin salin grubuna
gore proinflamatuvar sitokin diizeylerini azalttig1 goriildii, ancak bu azalma
IL-1B ve IL-6 diizeyi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bulunmazken
(p>0.05), TNF-a diizeyi i¢in anlamli idi (p<0.05).

. Oda havasinda bulunan ratlarla karsilastirildiginda, hiperoksiye maruz kalan
ratlarin akciger dokusunda IL-10 diizeyi daha yiiksek saptandi (p<0.01).

. Salin verilen gruplarla karsilastirildiginda, resveratrol verilen gruplarda IL-10
diizeyi daha yiiksek saptandi. Bu fark hiperoksi gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli bulunmazken (p>0.05), oda havas1 gruplar1 karsilastirdiginda
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.01).

. Hiperoksi durumunda GSH-Px ve SOD diizeylerinde bir miktar azalma
saptansa da, oda havasiyla hiperoksi grubu karsilastirildiginda antioksidan
sistemlerde (GSH, GSH-Px, GSH-Rd ve SOD) istatistiksel bir farklilik
bulunmadi (p>0.05).

. Hiperoksiye maruz birakilan gruplarda resveratrol tedavisinin salin grubuna

gore antioksidan enzim diizeylerini arttirdig1 goriildii, ancak bu etki GSH-Rd
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10.

ve GSH-Px icin istatistiksel olarak anlamli degilken (p>0.05), GSH ve SOD
i¢in anlamli idi (p<0.05).

Oda havasiyla hiperoksiye maruz birakilan ratlar MDA bakimindan
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel bir farklilik bulunmazken, hiperoksi
uygulanan gruplar karsilastirildiginda, resveratroliin salin grubuna gére MDA

diizeyini anlamli oranda diisiirdiigii saptandi (p<0.01).

11. Hiperoksi gruplarinda MPO diizeyinin daha yiiksek oldugu goriildii, ancak bu

12.

13.

etki istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Hiperoksiye maruz birakilan
gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda, resveratrol tedavisinin MPO
diizeyini diigiirdiigli ancak bu diisiisiin de istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gortildi (p>0.05).

Oda havasiyla karsilagtirildiginda hiperoksiye maruz kalan ratlarda NO
diizeyinin anlamli sekilde arttigi bulundu. Hiperoksiye maruz kalan ratlar
kendi aralarinda karsilastirildiginda ise resveratrol tedavisinin NO diizeyini
belirgin olarak azalttig1 saptandi (p<0.05).

Hiperoksiye maruz kalan ratlarda daha yiiksek NF«B diizeyleri saptansa da
gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik bulunmadi. Hiperoksiye maruz kalan
ratlara uygulanan resveratrol tedavisiyle NFkB diizeyinde azalma goriildii,

ancak bu da istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.086).

14. Bu sonuglarla resveratroliin hiperoksik akciger hasarini Onlemede etkin

oldugu goriildii.
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