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OZET

Hiperoksik akciger hasari olusturulan yenidogan ratlarda bosentanmin akcigerdeki
histopatolojik ve biyokimyasal etkileri
Dr. Ozgiin TABAN

Bronkopulmoner displazi (BPD) prematiire bebeklerde 6nemli morbidite ve mortalite nedeni
olmaya devam etmektedir. Giinlimiizde etkinligi kanitlanmis bir tedavi modeli
bulunmamaktadir. Calismamizda nonspesifik bir endotelin reseptér antagonisti olan,
antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri bilinen bosentanin, hiperoksik akciger hasar1 (HAH)
olusturulan ratlarda akcigerdeki histopatolojik ve biyokimyasal etkileri arastirildi. Postnatal
iclincii glinde baslayip 13. giine kadar devam eden deneyde rat yavrular1 randomize olarak
altt gruba ayrildi. Grup 1 (oda havasi, kontrol grubu, n=6), Grup 2 (HAH, n=8), Grup 3
(bosentan, n=7), Grup 4 (HAH+salin, n=7), Grup 5 (HAH+erken bosentan, erken bosentan
tedavi grubu, n=6) ve Grup 6 (HAH+ ge¢ bosentan, ge¢ bosentan tedavi grubu, n=7). HAH
icin ratlar postnatal 3-13. giinlerde plexiglastan imal edilen kapali alanda hiperoksiye (O2
konsantrasyonu %90+2) maruz birakildi. Bosentan 30 mg/kg/giin intraperitoneal (iP) tek
dozda uygulandi. Postnatal 14. giinde tim ratlar dekapite edildi. Histopatolojik
degerlendirmede; alveol yiizey alani, fibrozis ve diiz kas aktin “SMA” skoru i¢in sag akciger
dokusu, biyokimyasal degerlendirmede interlokin-18 (IL-18), IL-6, IL-10, tiimor nekrozis
faktor alfa (TNF-a), malondialdehid (MDA), total antioksidan kapasite (TAS) ve total
oksidan kapasite (TOS) igin sol akciger dokusu kullanildi. Calisma sonunda histopatolojik
incelemede alveolar yiizey alani, fibrozis ve SMA skor diizeyi HAH gruplarinda (Grup 2 ve
4) kontrol grubuna gore anlamh yiiksek saptandi (p<0.01). HAH grubuyla karsilastirildiginda,
ge¢ bosentan tedavi grubunda bosentan tiim histopatolojik skorlar1 anlamli oranda azaltirken,
erken bosentan tedavi grubunda sadece SMA skorunu azaltt1 (p<0.01). Ilaveten HAH
grubuyla karsilagtirildiginda, bosentanin hem erken hem de ge¢ tedavi grubunda IL-6 ve
TNF-a diizeylerini belirgin azalttig1 saptandi (p<0.01). Bosentanin Grup 2 ve 4’e kiyasla
Grup 3’te TAS diizeyini anlamli arttirdig1 goriilse de erken ve/veya gec tedavi gruplarinda
anlamli bir degisiklik bulunmadi. TOS ve MDA diizeyleri bakimindan da erken ve/veya geg
bosentanin etkisi goriilmedi. Sonu¢ olarak bu deneysel calismada HAH gelistirilen ratlarda
bosentanin IL-6 ve TNF-a diizeylerini azalttigi, hiperoksik akciger hasarinda belirgin

histopatolojik diizelme sagladig1 gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Hiperoksik akciger hasari, bosentan, tedavi.
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SUMMARY
Histopathological and biochemical effects of bosentan on hyperoxia-induced lung
injury in neonatal rats
Dr. Ozgiin TABAN

Bronchopulmonary dysplasia (BPD) remains to be an important cause of morbidity and
mortality in premature infants. Currently, there is no proven effective treatment modality for
BPD. In our study, the histopathological and biochemical effects of bosentan, which is a non-
specific endothelin receptor antagonist and known antioxidant and anti-inflammatory
properties, on hyperoxia-induced lung injury (HLI) of rat-pups were invastigated. The
experiment was performed on newborn rat-pups from 3™ day to 13" postnatal days. They
were randomly divided into six groups. Group 1 (room air, control group, n=6); Group 2
(HLI, n=8); Group 3 (bosentan, n=7); Group 4 (HLI+saline, n=7); Group 5 (HLI+early
bosentan, early treatment group, n=6) and Group 6 (HLI+late bosentan, late treatment group,
n=7). For HLI, the rats were exposed to hyperoxia (O, concentration 90%=2) between the
postnatal 3" day and 13" days in a closed space produced from plexiglass. Bosentan was
administered intraperitoneally with a dose of 30 mg/kg/day. All of the rats were decapitated
on the postnatal 14™ day. On the histopathological evaluation, the right lung tissue was used
for alveolar surface area, fibrosis, and smooth muscle actin "SMA" score. On the biochemical
evaluation, the left lung tissue was used for interleukin-13 (IL-18), IL-6, IL-10, tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), malondialdehyde (MDA), total antioxidant capacity (TAC),
and total oxidant capacity (TOC). At the end of the study, the histopathological examination
revealed that the alveolar surface area, fibrosis and SMA score were significantly higher in
the HLI groups (Group 2 and 4) (p<0.01). Compared with HLI groups, bosentan, in late
treatment group, reduced all of histopathological scores, whereas bosentan, in early treatment
group, reduced only SMA score (p<0.01). In addition that bosentan was reduced the levels of
IL-6 and TNF-a in the both of treatment groups compared with the HLI group (p<0.01).
Although bosentan significantly increased TAC level in the Group 3 compared to Groups 2
and 4, no significantly differences were found in the early or/and late bosentan treatment
groups. Bosentan had no effects on TOC and MDA levels in the early and/or late treatment
groups. In conclusion, this experimental study, demonstrated that bosentan reduced IL-6 and
TNF-a levels and provided a significantly histopathological improvement in rat pups exposed
to hyperoxic induced lung injury.

Keywords: Hyperoxic lung injury, bosentan, treatment.
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GIRIS VE AMAC

Bronkopulmoner displazi (BPD), ilk kez 50 yil dnce Northway ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmis ve o donemde, respiratuar distres sendromu (RDS) nedeniyle
entiibe edilerek konvansiyonel ventilasyon destegi almig, gorece biiyiikk prematiire
bebeklerin fibrozisle karakterize kronik akciger hastaligi olarak tanimlanmistir (1).
BPD’nin epidemiyolojisi, ortaya ¢ikis sekli, klinigi, radyolojik ve patolojik bulgular
zamanla degisim gostermistir (2). Giinlimiizde ise gebelik yasi ¢ok daha diisiik
prematiire bebeklerde alveoler ve pulmoner vaskiiler gelisiminin erken dogum ve
devamindaki siireclerden olumsuz etkilenmesi sonucu ortaya cikan “yeni BPD”
olarak ele alinmaktadir (3).

Bronkopulmoner displazi etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir, ancak BPD
gelisiminde antenatal, natal ve postnatal donemde ortaya ¢ikan bir¢ok risk faktorii rol
oynamaktadir. Bu risk faktorlerinin bir kismi dnlenebilir olmakla beraber immatiirite,
baro/voliitravma,  oksidan  stres, intrauterin = baslangict da  olabilen
infeksiyon/inflamasyon ve proteolitik zedelenme mekanizmalar1 ve bazi antenatal
faktorler de BPD gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (4).

Bronkopulmoner displazi gelisimini tiimiiyle Onleyen Dbir ydntem
bulunmamakla birlikte; prematiire dogumlarin engellenmesi, prenatal steroid
uygulanmasi, postnatal donemde siirfaktan, antiinflamatuar ajanlar, antioksidan
tedaviler ve yeni non-invazif mekanik ventilasyon stratejileri ile hastalik siddeti
azaltilabilir (5).

BPD patogenezinde inflamatuar yanit olduk¢a Onemli yer tutmaktadir.
Inflamatuar yanitta en erken olusan tiimér nekrozis faktdr alfa (TNF-a), interlokin 1-
beta (IL-18) ve IL-6 salinimini uyarmaktadir. Antiinflamatuar etkili IL-10 ise
proinflamatuar sitokinlerin salinimini azaltmaktadir. Yetersiz antiinflamatuar yanitin
BPD igin risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir.

BPD’nin giiniimiizde etkinligi kanitlanmig bir tedavi modeli bulunmamaktadir.
Calismalarda nonspesifik bir endotelin reseptdr antagonisti olan, antioksidan ve
antiinflamatuar 6zellikleri bilinen bosentanin, proinflamatuar sitokinler IL-18, IL-6
ve TNF-a diizeylerini azalttigi (6) antiinflamatuar etkili IL-10 diizeyini arttirdigi (7),
oksidatif stres belirteci malondialdehid (MDA) seviyesini azalttig1 (8) gosterilmistir.



Ancak, literatiirde bosentanin hiperoksik akciger hasart olusturulan yenidogan
ratlarda etkinligini degerlendiren bir ¢aligmaya rastlayamadik.

Bu amagla, antiinflamatuar ve antioksidan etkileri bilinen bosentanin,
hiperoksik akciger hasar1 olusturulan yenidogan ratlarda erken ve ge¢ tedavi

etkilerini biyokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendirmek istedik.



GENEL BIiLGILER
BRONKOPULMONER DIiSPLAZI
TANIM

Bronkopulmoner displazi, ilk kez 50 yil 6nce Northway ve arkadaglar
tarafindan uzun siire mekanik ventilasyon ve yiiksek konsantrasyonda oksijen ile
tedavi edilmis agir RDS’li prematiire bebeklerde goriilen Klinik, radyolojik ve
patolojik degisiklikler olarak tanimlanmistir (1). BPD’nin ilk tanimlandigi yillardan
sonra, Qiniimiizde teknolojinin gelismesi ve tip alanindaki yeniliklerle birlikte
dogum agirligr ve gebelik yasi cok diisiik prematiire bebekler yasamaya baglamis ve
bunlarda goriilen kronik solunum yetmezligi “yeni BPD” olarak tanimlanmstir (9).

Giinlimiizde yaygin olarak kabul edilen tanimlama ve siniflandirma sistemi
Amerikan Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) tarafindan gelistirilen ve 2001 yilinda
yayimlanan Kriterlere dayanmaktadir (Tablo 1). Bu kriterlere gére BPD, en az 28 giin
oksijen ihtiyact olan bebeklerde 36. haftada oksijen desteginin devam etmesi olarak
tanimlanmistir. BPD, oksijen ve/veya solunum destegi diizeyine gore hafif, orta ve

agir seklinde siniflandirilmistir (9).

Tablo 1: Bronkopulmoner displazi tanimi ve siniflamasi (3)

Gebelik Yas1 Gebelik Yas1
< 32 hafta > 32 hafta
Degerlendirme Postmenstriiel (PM) 36. haftada > 28.giin - < 56. giin veya
veya taburculuk sirasinda taburculuk sirasinda
(hangisi daha erkense) (hangisi daha erkense)
Hafif BPD En az 28 giin >%21 O, En az 28 giin >%21 O,
gereksinimi + PM 36. haftada gereksinimi + postnatal 56. giin
veya taburculuk sirasinda veya taburculuk sirasinda
(hangisi daha erkense) (hangisi daha erkense)
Ek O, gereksiniminin olmamasi Ek O, gereksiniminin olmamasi
Orta BPD PM 36. hafta veya taburculuk Postnatal 56. giin veya taburculuk
sirasinda (hangisi daha erkense) sirasinda (hangisi daha erkense)
<%30 ek O, gereksiniminin <%30 ek O, gereksiniminin olmasi
olmasi
Agir BPD PM 36. hafta veya taburculuk Postnatal 56. giin veya taburculuk
sirasinda (hangisi daha erkense) sirasinda (hangisi daha erkense)
> %30 O, gereksinimi ve /veya > %30 O, gereksinimi ve/veya
pozitif basing (PBV veya nCPAP) | pozitif basin¢ (PBV veya nCPAP)
gereksinimi gereksinimi

PBV: Pozitif basingli ventilasyon, PM: Postmenstriiel, nCPAP: Nazal siirekli pozitif hava yolu basinci.



Tarihce

Klasik BPD ilk kez Northway ve arkadaslar1 (1) tarafindan 1967 yilinda,
gebelik yaslar1 30-37. hafta olan RDS nedeniyle yiiksek konsantrasyonda oksijen ve
yiiksek basingli mekanik ventilasyonla tedavi edilen prematiire bebeklerde klinik,
radyolojik ve patolojik degisiklikler olarak tanimlanmuistir.

Pusey ve arkadaslar1 (4) 1969 yilinda RDS olmayan yenidoganlarda uzamis
mekanik ventilasyon ile iliskili olarak gelisen yaygin interstisyel fibroplaziyi
tanimlayarak, RDS’nin BPD i¢in mutlak prekiirsér olmadigint gostermistir. Bununla
birlikte yiiksek konsantrasyonda oksijen kullanimi ve bunun komplikasyonlari
arasindaki iliski kanitlanamamis, barotravmanin esas sorun oldugu ileri siirilmiistir.

Bancalari ve ark. 1979 yilinda, en az {i¢ giin mekanik ventilasyon ihtiyac1 ve 28
giinden uzun siire oksijen ihtiyaci devam eden bebeklerde solunum eforunda artis ve
akcigerde radyolojik bulgularla seyreden solunum yetmezligi olarak BPD’yi yeniden
tamimlamistir (2). E. Bancalari ve A.H. Jobe tarafindan, prematiire bir bebekte
yasamin ilk haftasi ile BPD tanisinin konulacagi zaman arasinda gegen yaklasik ii¢
haftalik siiregte solunum sikintis1 ve solunum destegi gereksiniminin devam ettigi
belirtilmis ve bu siire¢ icin yeni bir tanimlama 6nerilmistir. E. Bancalari ve A.H.
Jobe, bu siiregte solunum destegi gereksiniminin sepsis, patent duktus arteriozus
(PDA), apne, hava yolu obstriiksiyonu gibi risk faktorlerine bagli olabilecegini
belirtmigler ve bu durumun “prematiirenin solunumsal instabilitesi” olarak
tanimlanmasini 6nermislerdir (10).

Neonatoloji alanindaki teknolojik gelismeler, antenatal steroid uygulamalari,
stirfaktanin kullanima girmesi, modern ve daha az travmatize edici ventilasyon

tekniklerinin kullanilmasi ile BPD’nin ortaya ¢ikis sekli degismistir.

Goriilme Sikhgi

Son yillarda daha nazik ve non-invaziv ventilator teknikleri, antenatal steroid
kullanim1 ve minimal invaziv siirfaktan verilmesi ile prematiire bebeklerde akciger
zedelenmesi riski azalmistir. Diger taraftan asiri derecede prematiire bebeklerin

yasama sansi artmistir. Bu nedenle BPD goriilme siklig1 degismemis hatta prematiire



dogumlarin en sik goriilen ge¢ morbiditesi olarak Onemini korumaya devam
etmektedir.

BPD insidans1 gebelik yasi ve dogum agirlig: ile ters orantilidir. Yenidogan
yogun bakim f{initelerinde kullanilan BPD tanimina gére BPD sikliginin da farkl
oldugu goriilmektedir.

Amerikan Ulusal Cocuk Sagligi ve Insan Gelisimi Enstitiisi (NICHD)
tarafindan  1993-1994 yillar1 arasinda prematiirelerde 36.haftada  oksijen
gereksinimine gore tanimlanan BPD siklig1 yaklasik %19 olarak rapor edilirken;
1995-1996 yilarin1 kapsayan donemde arastirmalar 1500 gr’dan daha kiigiik
prematiirelerde BPD sikligin1 %23 olarak rapor etmistir (11,12). NICHD’ye gore
BPD sikligi, dogum agirligi 501-750 gr bebeklerde %52, 751-1000 gr bebeklerde
%34, 1001-1200 gr bebeklerde %15 ve 1201-1500 gr bebeklerde %7 olarak
bildirilmistir (12).

Kanada merkezli retrospektif ¢ok merkezli bir aragtirmada, 1996 ile 1997 ve
2006 ile 2007 yillar1 arasinda dogan bebeklerde mortalitede bir azalma gdzlenirken
BPD insidansinda bir artis oldugu bildirilmektedir (13). Bunun aksine, Birlesik
Devletler ulusal veri tabanini kullanan ve 1993-2006 yillar1 arasim1 kapsayan bir
caligmada ise BPD oraninda yilda %4.3’lik bir diisiis oldugu bildirilmektedir (14).
BPD sikligindaki bu azalmanin prematiire dogumlarin Onlenmesi ile iligkili

olabilecegi diisliniilmektedir.

Patofizyoloji
Normal Akciger Geligimi

Prenatal akciger gelisimi bes evrede gerceklesir ve postnatal donemde de
devam eder (Tablo 2). Akcigerlerin fetal ve embriyonal gelisim evreleri sekil-1’de
belirtilmektedir. Akcigerler gebeligin 23-32. haftalarinda gelisimin sakkiiler evresi
boyunca hasarlara kars1 ¢cok daha fazla duyarlidir. Bu evrede prematiire akcigerinde,
havayolu destek yapilarinda zayiflik, siirfaktan eksikligi, azalmig kompliyans,

antioksidan mekanizmalar ve sivi klirensinde yetersizlik goriiliir (15).



AKCIGER GELISIM

EVRELERI Gebelik Haftasi
16
Kanalikiiler
Evre 210
ANTENATAL
Genetik Faktorler
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Inlamasyon
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Sekil 1. Akciger gelisiminin sakkiiler evresinde antenatal akciger hasarina maruz
kalma, pulmoner gelisimde durma veya gecikme "yeni" BPD, postnatal yapisal
pulmoner hasar "eski" BPD (15).

Tablo 2. Akcigerlerin fetal ve embriyonal gelisim evreleri (16)

Embriyonel evre (konsepsiyon sonrasi 26. giin ile 7. hafta)
Hava yollar1 bronkopulmoner segmentlere kadar uzanir
Psodoglandiiler evre (7. ile 16. hafta)

Asinuslara kadar 16-25 jenerasyon ikili hava yollar1 boliinmiis olur
Respiratuvar epitel ve kikirdak farklilagir

Preasiner vaskiiler yapinin damarsal gelisimi tamamlanir
Kanalikiiler evre (16. ile 26-28. hafta)
Ug epitelyum hiicreleri kiibik yap1 alir (brons epitelinden farkli)

Tip 2 epitel hiicrelerinin farklilagmas1 baglar

20. haftada distal pulmoner sirkiilasyon geligir

Interstisiyel doku azalir (gelecegin alveolar {initeleri incelir)

Sakkiiler evre (26-28 ile 32-36 hafta)

Sakkiiler duvarlarin interstisiyel bosluklari belirgin azalir

Sekonder krestler (alveollerin progenitorleri) silendirik sakkiiler boliinme

Bu krestler iki katl kapiller tabaka icerir

Alveolar evre (32-36. hafta ile postnatal 2 yas)

Asiner yap1 komplekslesir, kapillerler ile birleserek alveolleri olusturur




Eski ve Yeni Bronkopulmoner Displazi Patolojisi

Antenatal ve postnatal donemde uygulanan yeni tedaviler ile birlikte
bronkopulmoner displazili hastalarin otopsilerindeki akciger patolojik bulgulari
degisiklik gostermistir (16) (Tablo 3).

Etkili bir gaz degisimi igin, akciger yiizey alani yani alveol sayisinin, kan
damarlarinin  artmast ve alveol-kapiller bariyerin incelmesi gereklidir. Bu
degisiklikler, sekonder septasyonun ve distal pulmoner mikrovaskiiler maturasyonun
yizey alanmi arttirdigi ve aralarindaki mesafeyi en aza indirdigi evrede, yani
akcigerin sakkiiler ve alveolar gelisim evrelerinde meydana gelir (17).

Eski BPD formu, skuamdz metaplazi gibi agir hava yolu epitel lezyonlari,
belirgin hava yolu diiz kas hiperplazisi, yaygin fibroproliferasyon, genis alveoler
septal fibrozis ve pulmoner arterlerin hipertansif lezyonlari, alveol ve i¢ yiizey
alaninda azalma ile karakterizedir. Yeni BPD ise alveolar hipoplazi ve asiner
komplekste azalma, vaskiiler yatakta azalma ve dismorfizm, degisken intersitisyel
fibroproliferasyon, daha hafif arteriyel ve arteriolar vaskiiler lezyonlar ve degisken

oranlarda hava yolu diiz kas hiperplazisi ile karakterizedir (18).

Tablo 3. Eski ve yeni BPD patolojisindeki degisiklikler (16)

Eski Bronkopulmoner Displazi Patolojisi | Yeni Bronkopulmoner Displazi Patolojisi

* Degisken atelektazi ve agirt havalanma * Alveolar hipoplazi ve asiner komplekste
alanlar1 azalma, kilcal damarlarda azalma, dismorfizm

* Havayolu epitelinde siddetli hiperplazi, * Hava yolu epitel lezyonlar siddetinde azalma
skuamdz metaplazi * Degisken derecelerde hava yolu diiz kas

* Hava yolu diiz kas hiperplazisi hiperplazisi

* Asin1 fibroproliferasyon * Degisken derecede intertisyel

* Belirgin vaskiiler lezyonlar fibroproliferasyon

* Alveol sayis1 ve yiizey alaninda azalma * Daha hafif arteriyal/arteriyolar vaskiiler

lezyonlar




Akciger Hasarinin Meydana Gelis Sekilleri

BPD’nin etiyolojisi multifaktoriyel olup, gelisim siirecinde 6nemli etkisi olan
bes ana mekanizma; inflamasyon, yapisal bozukluklar, fibroproliferasyon, gelisimin

bozulmasi ve/veya gecikmesi ve damar gelisiminin bozulmasidir.

1. Inflamasyon: BPD gelisen hastalarda koryoamniyonit varliginda amniyotik sivida
ve kanda IL-1B, IL-6, IL-8 ve TNF-a’nin arttig1 gosterilmistir (19). Antiinflamatuar
etkili 1L-10, proinflamatuar etkileri olan TNF-a, IL-1p, IL-6 ve IL-8 iiretimini inhibe
eder. Proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler arasindaki dengesizlik BPD

gelisiminde 6nemli yer tutmaktadir (20).

2. Yapisal bozukluklar: Kronik akciger hasar1 gelisen bebeklerin havayolu
sekresyonlarinda inflamatuar hiicre olarak yasamin ilk haftasinda noétrofiller 6n
planda iken, sonra alveolar makrafajlar én plana gecmektedir (21). inflamasyon
slirecinde aktive hale gelen nétrofiller pulmoner vaskiiler sistem endoteline yapisir

ve hasari baglatir.

3. Fibroproliferasyon: Akciger gelisiminin kanalikiiler ve sakkiiler asamalarinda
gelisen akciger hasar1 basit alveol yapisi, dismorfik kilcal yap1 ve fibroproliferasyon

ile sonuglanmaktadir (22) .

4. Gelisimin bozulmasi/gecikmesi: Alveoler gelisimin duraklamasi daha az ve daha
bliyiik alveoler yap1 ile sonuglanmaktadir. Bu durum prematiire akcigerinde alveol

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

5. Damar gelisiminin bozulmasi: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF),
endotelyal hiicre biiyiime ve farklilasmasini uyarir. Endotelden VEGF salgilanmasin
inhibe eden herhangi bir pulmoner zedelenme pulmoner vaskiiler biiyiime ve
gelismeyi bozar. Bircok BPD modelinde damar gelisiminin bozuldugu, VEGF
ekspresyonunun azaldig: gosterilmistir (23).



Sekil 2. Bronkopulmoner Displazi Gelisim Siireci (24)
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Bronkopulmoner displazi gelisimi dogum 6ncesi donemden baglayarak, dogum

sirasinda ve dogumdan sonra ortaya ¢ikan birden fazla faktorle iliskilidir (Tablo 4).

Tablo 4. BPD gelisiminde baslica etkenler

ANTENATAL NATAL POSTNATAL
Genetik faktorler Gebelik yas1 HIperOkSl{Oks.‘ dan sFreS/yEterSIZ
antioksidan sistem
Intrauterin gelisme geriligi Dogum agirlig: Mekanik ventilasyon

(volu/barotravma)

Koryoamniyonit

Sepsis

Gebelige bagli hipertansif
hastaliklar

Patent duktus arteriosus

Maternal sigara kullanimi

Solunum yolu mikrobiyatast




Antenatal
Genetik

Bronkopulmoner displazi etiyolojisinde genetik faktorlerin de rolii oldugu 6ne
stiriilmektedir. Siirfaktan protein A geni ve siirfaktan protein B geni intron 4
bolgesindeki polimorfizm ile siirfaktan protein C geni dominant mutasyonlarinin
BPD varlig: ile iligkili oldugu saptanmistir (25). HLA-A2 ve ailede astim Oykiisii
varligi, BPD gelisimi veya siddeti ile iligkili bulunmustur. Orta ve siddetli BPD
goriilme siklhigi, tek yumurta ikizlerinde ayni Ozellige sahip olmayan ikizlerle
karsilagtirildiginda belirgin olarak daha yiiksek, buna karsin hafif BPD goriilme
siklig1 her iki grupta da benzer saptanmistir (26). Bu ¢alismalar, genetik yatkinligin

orta ve agir BPD’nin patogenezinde énemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Intrauterin Gelisme Geriligi (IUGG)

Intrauterin gelisme geriligi BPD gelisme riskini arttirmaktadir. Plasenin
fonksiyon bozuklugu, insiilin biiyiime faktori eksikligi, VEGF ve VEGF reseptor
eksikligi gibi mekanizmalarin fetal akciger biiylimesini kisitlayabilecegi

diistiniilmektedir (27).

Koriyoamniyonit

Koriyoamniyonit ile BPD gelisimi iliskilendirilmekle birlikte, tam olarak
kanitlanamamistir. Koriyoamniyonit varliginin antenatal donemde inflamatuar cevabi
baglatarak BPD gelisimine yol agabilecegi ileri siiriilmiistir (28). Ballard ve
arkadaslar1 koriyoamniyonit veya sepsis ile BPD iliskisini aragtirdiklar1 (1989-1994)
calismada yenidogan yogun bakim iinitesinde yatan gebelik yas1 <32 hafta olan 1686
cok diisiik dogum agirlikli bebegin %44’iinde (740 bebek) orta ve agir BPD
saptamislar, BPD’nin sepsis ile iliskili oldugunu ancak koriyoamniyonit ile iligkili
olmadigini gostermislerdir (29).

Ozellikle koriyoamniyonit varliginda, bol miktarda sitokin salinmasi ile
karsilasan akcigerlerde, postnatal resiisitasyon, mekanik ventilasyon veya oksijen

tedavileri de eklenirse, akciger zedelenmesi, pulmoner inflamatuar cevap, anormal
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yara iyilesmesi, fibrozis ve sonugta alveolarizasyon ve vaskiiler gelisimin
inhibisyonu ile karakterli BPD tablosu olusabilir. BPD gelisen hastalarda
koriyoamniyonit varliginda amniyotik sivida ve kanda IL-1p, IL-6, IL-8 ve TNF-alfa
gibi proinflamatuar mediatorlerin arttigi gosterilmistir (19). Koriyoamniyonit ile
iliskili olan ureaplasma urealyticum basta olmak tiizere havayolunun infeksiyoz

ajanlarla kolonizasyonun BPD riskini arttirabilecegi bildirilmektedir (30).

Gebelige Bagh Hipertansif Hastaliklar

Gestasyonel hipertansiyon, preeklampsi ve eklampsi de dahil olmak ftizere
gebelige bagl hipertansif hastaliklarda salinan proinflamatuar ve anti-anjiyojenik
mediatorlerin, pulmoner anjiyogenezisi etkileyerek akciger gelisimini kesintiye
ugratabilecegi bildirilmektedir (31). Bununla birlikte, gebe kadinlarda bu hipertansif
bozukluklar1 BPD gelisimiyle iliskilendiren kesin bir kanit bulunmamaktadir. Genis
kapsamli bir kohort ¢alismada, gebelik yas1 22-31 hafta olan 2697 prematiire bebekte
[UGG ve gebelige bagl hipertansif hastalik birlikteliginde orta ve agir BPD goriilme
siklig1, sadece gebelige bagli hipertansif hastalik varligmma gore daha fazla
bulunmustur (32). Bose ve ark.’nin ¢alismasida da (27), maternal preeklampsi ile
karsilastirildiginda, maternal preeklampsi ve IUGG birlikteliginin BPD ile iliskili
oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismalar, IUGG yoklugunda tek basma maternal

hipertansiyonun BPD gelisiminde bir risk faktorii olmayabilecegini gostermektedir.

Maternal Sigara Kullanimi

Bir¢ok arastirmaci annenin sigara igmesi ile BPD arasinda bir iliski olup
olmadigin1 aragtirmustir. italya, Almanya ve Kanada'daki niifusa dayali kohort
caligmalar, gebelik sirasinda sigara igen anneden dogan preterm bebeklerde BPD
gelisme riskinin arttigini gostermistir (33). Sigara dumanina maruziyet ile akciger
gelisiminin ve fonksiyonunun bozulmasinda epigenetik degisiklikler, alveolar tip I1

hiicre metabolizma bozuklugu ve disregiile anjiyogenez sorumlu tutulmaktadir (34).
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Natal
Prematiirite ve Dogum Agirlig1

BPD gelisiminde prematiire dogum en 6nemli etiyolojik faktordiir. Embriyonal
donemde 6n bagirsak endodermal hiicrelerinden akciger tomurcuklarinin olusmasi
“transcription factor / hepatocyte nuclear factor-34” kontroliindedir. Bu donemde
alveolar epitelyal hiicrelerden salgilanan mitojenik peptid olan VEGF vaskiiler
yapilanmay1 stimiile eder, endotelyal hiicre biliylime ve farklilagmasini uyarir.
Endotelden VEGF salgilanmasimi inhibe eden herhangi bir pulmoner zedelenme
pulmoner vaskiiler biiylime ve gelismeyi bozar. “Transforme edici biiyiime faktorii-
beta” (TGF-B) akciger morfogenezisinde inhibitér etkiye sahiptir (35). Prenatal
akciger gelisimi bes donemde gerceklesir ve postnatal donemde de devam eden bir
stirectir. Kanalikiiler donem (26-28 gebelik haftasi) kritik dnem tasimaktadir.
Kanalikiiler evre ve Oncesinde hipoksiye maruz kalmak veya bebegin dogmasi,
akcigerlerde respiratuar bronsioller ve alveoler duktuslarin gelisimini etkileyecegi
icin alveol sayis1 azalacaktir, bu da bebeklerde akciger hipoplazisi benzeri bir durum
olusturacaktir. Sakkiiler evre (terminal kese evresi) ve daha sonra olusan akciger
hasarlanmasinda ise alveol yapisi basitlesir ve alveol sayisi azalir ancak gelisen
patoloji daha hafiftir (14). Ornegin 23. gebelik haftasindan énce dogan bebeklerde
BPD insidans1 %78 olup bunlarin %58’inde agir BPD saptanirken 28. gebelik
haftasinda dogan bebeklerde BPD insidanst %23 olup %8’inde agir BPD
bulunmustur (36).

Postnatal
Oksijen

Oksidatif stres BPD gelisimde rol oynayan baslica risk faktorlerinden biridir.
Oksidatif stres hiicre metabolizmas: sirasinda olusan hidroksil radikali, siiperoksit
radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin artis1 (ROS) ile onlar
detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi
olarak tanimlanir. Prematiire bebeklerde oksidatif stres gelisme riski, antioksidan

savunmalarinin immatiir olmasi, infeksiyon ve inflamasyona duyarli olmalar1 ve
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serbest demir maruziyeti yiiziinden yiiksektir (37). Oksidatif stres, biiytime faktorii
sinyali, hiicre dis1 matriks tamiri, hiicre proliferasyonu ve anjiyogenezisi kesintiye
ugratan mekanizmalarla ve apopitozisle akciger gelisimini bozar. Hiperoksiye
maruziyetle olusan ROS, hiicre bilesenlerini dogrudan tahrip eden gii¢lii oksitleyici
ajanlardir. Membran lipidlerini, yapisal proteinleri, enzimleri ve niikleik asitleri
oksitleyerek hiicre oliimiine ve doku hasarina neden olur. Akut hiperoksiye
maruziyet sonucu baslangigta endotel hiicre hasar1 ve 6liim meydana gelir, bunu
alveol ddemine ve gaz degisiminde bozulmaya neden olan epitel hiicre hasar1 ve
alveolo-kapiller damarlarin pargalanmasi izler. Oksijen, solunum yetmezligi olan
pretermlerde hayat kurtarict bir tedavi olarak siklikla kullanilsa da asirt veya uzun
stireli yiiksek konsantrasyonla oksijen maruziyeti, ROS iiretimi ve proinflamatuar

sitokin ekspresyonunun artisi ile sonuglanir (38).

Mekanik Ventilasyon

Dogumdan sonra uygulanan solunum destegi sirasinda olusan akciger hasari,
BPD gelisiminde onemlidir. En az solunum destegi ile yeterli gaz aligverisinin
saglanmas1 BPD’nin 6nlenmesindeki temel stratejidir. Bu da en iyi invazif olmayan
solunum destegi ile gergeklestirilir.

Ventilator ile indiiklenen akciger hasarmin (VILI) nedenleri barotravma,
volutravma, atelektotravma ve biyotravmadir. Volutravma VILI'nin en Onemli
belirleyicisidir. Bu nedenle, entiibe preterm bebeklerde akciger hasarini 6nlemek i¢in
asir1 tidal hacimlerin (VT) onlenmesi 6nemlidir (39). Volu/barotravma akcigerlerde
asirt gerilmeye neden olur. Pulmoner damar direnci artar ve endotel hasari olusur.
Endotel hasart sonucu damar gegirgenligi ve ekstravaskiiler akciger sivisi artar.
Pulmoner dolasimda nétrofillerin birikimi artar, bu da inflamatuar mediyatorlerin
salgilanmasina neden olur. Akciger hasarina aday kiigiikk prematiirelerin dogum

salonundan itibaren ilk solunum destegi i¢in nCPAP rutin kullanima girmelidir (3).

Sepsis

Pulmoner ve sistemik infeksiyonlar, uygunsuz resiisitasyon, yiiksek oksijen

maruziyeti, mekanik ventilasyon, koriyoamniyonit ve ¢esitli postnatal faktorler,
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prematiirelerin immatiir hava yollarinda ve intertisyumunda inflamatuar yanita neden
olmaktadir (40). Birgok calisma postnatal sepsisin bagimsiz olarak BPD insidansini
artirdigin1 - géstermektedir (41). Calismalar, postnatal enfeksiyonun, antenatal
inflamasyona gore BPD gelisiminde daha oOnemli bir etken oldugunu ileri
stirmektedir. Koryoamniyonit preterm dogum riskini artirir, ancak BPD gelisiminde
onemli bir risk faktori olup olmadig tartigmalidir.

Onemli proinflamatuar sitokinler olan 1L-8, TNF-a, IL-1B ve IL-6 BPD gelisen
yenidoganlarin hava yolu sekresyonlarinda yiiksek oranlarda saptanmistir (42).
Proinflamatuar sitokinlerin aktivite artisi yaninda antiinflamatuar sitokin IL-10’un

yetersizliginin de BPD gelisiminde 6nemli bir yer tutabilecegi ileri siiriilmektedir

(43).

Pulmoner Odem ve Patent Duktus Arteriozus

Sivi yiiklenmesi sonucu akciger kan akimi ve interstisyel dokuda sivi artar,
akciger kompliyans1 azalir, hava yolu direnci, mekanik ventilasyon ve oksijen
ithtiyact artar. Patent DA’dan devamli soldan-saga sant akciger kanlanmasini ve
O0demini dolayisiyla alveol hasarmi arttirir ve mekanik ventilasyon gereksinimine yol
acar. PDA’dan bagimsiz olarak da hayatin ilk giinlerinde asir1 siv1 tedavisi uygulanan
ve fizyolojik dilirezi geciken RDS’li prematiirelerde BPD riski belirgin olarak
artmaktadir (44).

Yetersiz Beslenme

Beslenme akciger gelisiminde ve olgunlagsmasinda énemli bir rol oynamaktadir
ve malnutrisyonun pulmoner fonksiyon {izerinde belirgin olumsuz etkileri vardir.
Bunun nedenleri arasinda intrauterin biiylime kisithiligi, yetersiz protein ve enerji
alimi, solunum is yikiiniin fazla olmasi, enflamasyon, steroid tedavisi,
katabolizmanin artis1 ve enteral beslenme sorunlart (beslenme intoleransi,
gastroozefagial reflii) sayilabilir. BPD’li preterm bebeklerde erken beslenme destegi,
parenteral beslenmenin dikkatle ayarlanmasi ve uygun enteral beslenme se¢imi ve

ilerlemesi biiylimeyi arttirabilir ve daha iyi ndrogelisime katkida bulunabilir (45).
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Siirfaktan Eksikligi/Disfonksiyonu

Postnatal siirfaktan eksikligi veya kurtarma tedavisinin geciktirilmesi BPD’nin
patogenezinde rol oynayabilir. Gebelik yaslar1 23-30 hafta arasinda degisen
ventilatore bagimli 68 prematiire bebegin yer aldig1 bir galismada, trakeal aspiratlarin
%75'"inde ylizey geriliminin anormal derecede diisiik oldugu gosterilmistir (46). Bu
orneklerde siirfaktan protein A, B ve C’nin sirasiyla % 50, % 80 ve % 72 oraninda
azaldig1 gosterilmistir. Bu sonuglar devamli mekanik ventilatér destegine ihtiyag
duyan prematiire bebeklerde gecici siirfaktan disfonksiyonu veya eksikliginin

gelisebildigini ve bunun da klinik durumlarini etkileyebildigini gostermektedir.

Adrenal Yetmezlik

Yasamin ilk haftasinda kortizol diizeyleri diisiik olan bebeklerde PDA
insidansinda, akciger inflamasyonunda ve kronik akciger hastalig1 insidansinda artis

saptanmistir (47).

Klinik Bulgular ve Prognoz

BPD tanis1 klinik ve radyolojik bulgulara dayanmaktadir, ancak spesifik
degildir. BPD o&ykiisii olan g¢ocuklarda akciger fonksiyon testlerinde hava akimi
kisithiligt ile 6nemli anormallikler goriilmektedir. On bir yillik bir takip ¢alismasinda,
prematiire bebekler, 6zellikle BPD olanlarda, akciger fonksiyonlarinda bozulma ve
respiratuar morbiditede artisin devam ettigi saptanmistir (48). Genel olarak, birgok
calisma BPD'nin bebeklik doneminde solunum fonksiyonlarint bozmakla kalmayip,
ayni zamanda astim gelisme riskini arttirdigin1 ve ¢ocukluk caginda pulmoner
fonksiyonlar1 6nemli oranda etkiledigini gostermektedir (49).

BPD preterm bebeklerde norolojik sonuglari olumsuz etkilemekte, bas gevresi
distiklugi, serebral palsiye neden olmakta, bilissel fonksiyonlart ve dil becerisini
bozmaktadir. Uzun siire pozitif basingli ventilasyon destegi, grade III-IV
intraventrikiiler kanama ve postmenstrual 43 haftadan sonra taburculugun, bozulmus
norogelisimsel sorunlarla iliskili oldugu bulunmustur (50).

BPD'li bebekler pulmoner hipertansiyon (PH) ve kardiyak disfonksiyon
gelisimi agisindan yiiksek risk altindadir. BPD ve PH'li hastalarda, PH bulunmayan
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BPD hastalarina kiyasla morbidite ve mortalite belirgin yiiksektir. PH gelisen BPD'li
bebeklerde 6liim orani %50'ye kadar ¢ikmaktadir (51). BPD'li bebeklerde uzun
donem kalp fonksiyonlarim1 degerlendiren az sayida ¢alisma vardir. Postmenstrual
yas1 36 haftalik olan orta/agir BPD’li bebeklerin ekokardiyografik muayenesinde,
%50’sine yakininda hafif BPD’lilere gore, sag ventrikiiler fonksiyonlarinin daha
diisiik oldugu bildirilmektedir (52).

Korunma

BPD tanisi postmenstriiel 36. haftada konulmaktadir. Tedavi ancak bir
hastaligin tanist konulduktan sonra kullanilabilecek bir kavramdir. Bu nedenle
tedaviden cok korunma 6n plana ¢ikmaktadir (3). Bronkopulmoner displazi gelisimi

dogum o6ncesi donem, dogum sirasinda ve dogumdan sonra ortaya ¢ikan birden ¢ok

faktorle iliskilidir.

Dogum Oncesi Donem

- Prematiireligin 6nlenmesi

- Koryoamniyotin tedavi edilmesi

- Annelerin gebelikte sigara igmemeleri ve tiitiin kullanmamalar1 konusunda

bilgilendirilmesi

Dogum Odasinda Yaklasim

- Dogum salonu stabilizasyonunda erken nCPAP kullaniimasi

Dogum Sonrasi Donem

- Noninvaziv solunum destegi saglanmasi

- Siirfaktan tedavisi

- Oksijen destegi ve uygun oksijen saturasyon hedefleri
- Patent duktus arteriyozusunun iyi yonetimi

- Uygun s1v1 tedavisi ve beslenme

- Pulmoner hipertansiyonun iyi yonetimi
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Solunum Destegi

Dogum odasinda erken NCPAP uygulamalar1 veya hizli ektiibasyonla nCPAP
uygulamasina gec¢is BPD riskini azaltmaktadir. Baz1 ¢alismalar, miimkiin oldugunca
dogum odasinda rutin CPAP veya non-invaziv intermittan pozitif basingh
ventilasyon (IPPV) yontemlerini kullanmak, zamaninda surfaktan uygulamak,
minimal invaziv uygulama modlar1 kullanarak endotrakeal entiibasyondan kaginmak,
daha nazik ventilasyon stratejileri ile 6liim veya BPD insidansinda belirgin bir diisiis
oldugunu ortaya koymaktadir (53). Endotrakeal tiip ile mekanik ventilasyona ihtiyag
duyulursa, miimkiin olan en kisa siirede ekstiibe etmek, en diigiik ventilator ayarlarini
kullanmak, uygun durumlarda permissif hiperkapniyi uygulamak ve agresif
ventilator desteginden kaginmak akillica olacaktir (54).

Son yillardaki veriler, dogum salonunda nazal IPPV uygulanmasimi takiben
entlibasyon oraninin azaldigin1 diisiindiirse de (55), nazal IPPV'yi nazal CPAP ile
karsilastiran daha Onceki bir ¢alismada BPD insidansinda herhangi bir farklilik
gozlenmemistir (56). Mekanik ventilasyonda voliim hedefli modlarin tercih edilmesi

BPD sikligin1 azaltmaktadir (57).

Siirfaktan Tedavisi

Erken siirfaktan tedavisi, kisa siireli konvansiyonel ventilasyon ve CPAP ile
solunum desteginin devam etmesinin BPD’yi onledigine veya azalttigina dair
sonuglar tartigmalidir. Randomize kontrollii bir ¢alismada gebelik yas1 < 28 hafta
olan, 7- 14 giinde mekanik ventilasyon ihtiyaci devam eden inhale nitrik oksit
tedavisi alan bebeklere entiibasyon sirasinda toplam 5 doza kadar siirfaktan tedavisi
(calfactant/infasurf) verilmis. Bu tedavinin postmenstriiel 36-40. haftalarda BPD’yi

azaltamadigi gosterilmistir (58).

Oksijen Destegi ve Oksijen Satiirasyon Hedefleri

Ventilasyon-perfiizyon dengesizligine bagl gelisen alveolar hipoksemi BPD
gelisimine katki saglamaktadir. Akcigerin perivaskiiler alanlarindaki oksijen

seviyesinin azalmasi, akciger damar direncinde geri doniisiimsiiz hasara ve akciger
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vaskiiler gelisiminin bozulmasina neden olmaktadir. Komplikasyonlar tedavi
edilmezse, pulmoner hipertansiyon ve kor pulmonale ile sonuglanmaktadir (59).

Gebelik yas1 28 haftadan kiigiik bebeklerde dogumdan sonra en uygun SpO,
hedefini aciklifa kavusturmayr amaglayan bes biiyilk ¢alismanin meta analizi
SpO2'nin %85-89 arasinda tutulmasinin tedavi gerektiren ROP sikligin1 azaltmasina
ragmen, mortaliteyi ve nekrotizan enterokolit sikligin1 belirgin olarak arttirdigini
gOstermistir. Bununla birlikte, diisiik ve yiiksek (%91-95) oksijen satiirasyon hedef
gruplar1 arasinda Olim veya sakatlik agisindan 6nemli bir farklilik saptanmamigtir
(60).

Ek oksijen gereksinimi olan prematiire bebeklerde hedef oksijen satiirasyon
araliginin = %90-95 olmasi, hedef araliginda kalabilmek igin monitor alarm

limitlerinin %89-95 olarak ayarlanmasi onerilmektedir (3).

Patent Duktus Arteriyozus (PDA) Yonetimi

Cok diisiik dogum agirlikl bebeklerin yaklasik %65’ inde haPDA saptanmakta,
postnatal birinci haftadan sonra haPDA’nin BPD riskini arttirdigi bilinmektedir. BPD
riskinin artmasi, pulmoner 6dem ve sistemik yataktan pulmoner yataga kan akiminin
artmasina bagli mekanik ventilasyon siiresinin uzamasi ile agiklanabilir (44). Buna
ragmen haPDA’y1 etkili sekilde ve erken tedavi etme g¢abalar1 BPD sikliginda

azalmaya neden olmamuistir (61).

St Tedavisi ve Beslenme

Malniitrisyon, akciger biliylimesini, matiirasyonunu ve tamir mekanizmalarini
olumsuz etkilemektedir. Bunun nedenleri arasinda intrauterin biiylime kisitliligi,
yetersiz protein ve enerji alimi, solunum is yiikiiniin fazla olmasi, inflamasyon,
steroid tedavisi, katabolizmanin artmasi ve beslenme intoleransi, gastrodzofagial
reflii gibi enteral beslenme sorunlari sayilabilir (45).

Cok diistik dogum agirlikli bebeklerde yasamin ilk haftalarinda sivi dengesi
cok onemlidir ve bu donemde dehidratasyona veya sivi yiiklenmesine yol agmayacak
bir s1vi dengesinin saglanmasi gerekir. Prematiire bebeklerde en uygun sivi aliminin

dehidratasyona yol agmadan fizyolojik gereksinimleri karsilayacak sekilde dikkatli
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bir sivi ayarlamasi Onerilmektedir ve bu yaklasimla PDA ile beraber nekrotizan

enterokolit riskinde de azalma olacag belirtilmektedir (62).

Ila¢ Tedavileri

1. Metilksantinler (Kafein): Metilksantinler adenozin reseptorleri A1 ve A2’yi non-
spesifik olarak inhibe ederek etki gostermektedir. Aminofilin, teofilin ve kafein gibi
metilksantinler uzun siiredir prematiire apnesi tedavisinde kullanilmaktadir (63).
Prematiire bebeklerde kafein sitrat tedavisinin BPD sikligin1 azalttigina dair bir meta-
analiz bulunmasa da BPD’nin &nlenmesinde etkili olabilir denilmekte ancak

mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

2. Postnatal Sistemik Steroid Tedavisi: BPD’nin etiyopatogenezinde en onemli
unsur inflamasyondur. Kortikosteroidler, giiclii antiinflamatuar etkileri nedeniyle
bronkopulmoner displazinin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in uzun yillar kullanilmis ve

halen belli sartlarda kullanilmas1 6nerilmektedir.

a)_Erken (ilk 7 giin i¢inde) sistemik steroid tedavisi: Yasamin ilk yedi giinii iginde

sistemik deksametazon ve hidrokortizon kullanimiyla ilgili randomize kontrolli
caligmalar1 degerlendiren bir Cochrane meta-analizi bulunmaktadir (64). Erken
sistemik  deksametazon tedavisi ekstiilbasyonu kolaylagtirmakta, mekanik
ventilatordeki kalis siiresini kisaltmakta ve BPD’yi azaltmaktadir. Fakat kisa
donemde gastrointestinal perforasyon, uzun dénemde serebral palsi gibi olumsuz
yan etkileri nedeniyle kullanimi Onerilmemektedir (65). Parenteral uygulanan
sistemik hidrokortizonun 6nemli bir akut yan etki olusturmaksizin PM 36. haftada
BPD’yi ve BPD/mortaliteyi azaltmasi ve diizeltilmis 22. ayda norogelisimsel
sonuglar1 olumlu etkilemesi nedeniyle, erken diisiik doz sistemik hidrokortizon
kullanim1 konusunda umut dogmustur. Ancak Onerilmesi i¢in daha fazla sayida
klinik calismaya gereksinim vardir. Su anki bilgiler 1s518inda BPD’yi 6nlemek i¢in

erken sistemik kortikosteroid tedavisi onerilmemektedir.
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b ) _Ge¢ ( >7 giin) sistemik steroid tedavisi: Geg sistemik kortikosteroid tedavisi ile

ilgili randomize kontrollii ¢alismalarda deksametazon kullanilmistir. Geg sistemik
deksametazon tedavisi PM 36. haftada BPD, BPD/mortalite sikligi ve PDA tedavi
gereksinimini  azaltirken,  hiperglisemi,  hipertansiyon ~ ve hipertrofik
kardiyomiyopatiye neden olmaktadir (66). Uzun donem norogelisimsel yan etkileri
erken tedavideki kadar olumsuz degildir (65). Geg¢ sistemik deksametazon
tedavisinin, akut ciddi yan etkileri géz oniine alinarak, en az iki hafta siireyle >%40
FiO; ile ventilatorde izlenen ge¢ neonatal sepsis, PDA, intraventrikiiler kanama
olmadig1 gosterilen ekstiibasyon olasiligi ¢ok diisik olan ve “agir” BPD
prematiirelerde, ekstiibasyon i¢in miimkiin olan en diisiik kiimiilatif dozda ve en kisa

slireyle uygulanabilecegi bildirilmektedir (3).

3. inhale Kortikosteroid Tedavisi:

a)_Erken inhale Kkortikosteroid tedavisi: Bassler ve arkadaslarinin ¢alismasinda,
gebelik yag1 23-27 hafta olan 863 prematiire bebekte, inhale yolla verilen budesonid
BPD ve BPD/mortaliteyi anlamli olarak azalttig1 bildirilmistir. Entiibe olmayan ve
non-invazif solunum destegi alan hastalarin {igte birinde BPD/mortalitede anlamli
azalma oldugu; uygulama sirasinda komplikasyonlar agisindan calisma ve kontrol
grubu arasinda fark bulunmadig1 goriilmiistiir (67). Inhale kortikosteroidlerin uzun
donem giivenilirliligi konusunda c¢ok yeterli kanit bulunmamasina karsin, erken
inhale budesonidin, gebelik yas1 <28 hafta olan prematiire bebeklerde BPD’yi
azaltmak i¢in kullanilabilecegi belirtilmektedir.

b)_Ge¢ inhale kortikosteroid tedavisi: Geg¢ inhale kortikosteroidlerin BPD ve

BPD/mortalite siklig1 iizerinde olumlu herhangi bir etkisi saptanmadigi icin

kullanimi1 6nerilmemektedir (3).

4. Vitamin A: Vitamin A normal akciger biiyiimesi, tamiri ve solunum yolu
epitelinin biitiinligiiniin saglanmas1 igin gereklidir. Ayni zamanda gii¢li bir
antioksidandir. Prematiire bebeklerde vitamin A depolar1 ve vitamin A transport

tasiyic1 protein, “retinol-binding protein” (RBP) diizeyleri disiiktiir ve bu durum
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BPD gelisme riski ile iliskili bulunmustur. Son Cochrane meta-analizinde erken ve
ge¢ yan etki yaratmaksizin BPD’yi az da olsa azaltabildigi gosterilmistir (68).
Vitamin A intramuskiiler uygulandigi i¢in zordur. Oral vitamin A, emilimi zayif ve
disik RBP diizeyleri nedeniyle onerilmemektedir. Uygun enteral uygulama
caligmalar1 devam etmektedir (69). Vitamin A’nin dogum agirligit <1000 g olan
prematiire bebeklerde, dogumdan itibaren 4 hafta siireyle, haftada 3 giin, 5000 IU,

intramiiskiiler uygulanmasi 6nerilmektedir.

5. Inhale Nitrik Oksit: Nitrik oksit (NO) damar tonusunu gevsetici dzelligi ile
sistemik kan basincin1 diisiirmeyen potent segici pulmoner vazodilatatordiir.
Cochrane sistematik derlemesinde, iNO tedavisinin BPD’nin dnlenmesinde etkili
olmadig1 gosterilmistir (70). BPD ile iliskili kanitlanmis pulmoner hipertansiyon

disinda, BPD’yi 6nlemek i¢in iNO tedavisi 6nerilmemektedir (3).

6. Makrolid Antibiyotikler: Makrolid antibiyotikler hem antimikrobiyal hem de
anti-inflamatuar etkiler i¢in, yani IL-6 ekspresyonunun ve NF-kB aktivasyonunun
inhibisyonu i¢in denenmistir. Daha onceki ¢alismalarda azitromisin tedavisi verilen
diisik dogum agirlikli bebeklerde mekanik ventilasyon siiresinin kisaldigi ancak
BPD/6lim insidansinda azitromisin ve plasebo grubuna goére belirgin bir fark
olmadig1 saptanmistir. Bununla birlikte, azitromisin alan ureaplasma pozitif grupta
BPD insidans1 diisiik bulunmustur (71). Solunum yolunda “ureaplasma” varligi
mikrobiyolojik yontemlerle gosterilmis olan BPD adayi prematiire bebeklerde,

makrolid antibiyotik (azitromisin) tedavisi 6nerilebilir.

7. Diiiretikler: BPD tanis1 almis preterm yenidoganlarda genellikle bobreklerin
distal tiibiiliine etkili olan tiazidler, potasyum tutan spironolakton gibi diiiretikler ve
loop diiiretik furosemid kullanilmaktadir. Bu diiiretikler pulmoner intertisyel sivi
olusumunu ve pulmoner vaskiiler direnci azaltir, pulmoner fonksiyonlar1 gelistirir ve
mekanik ventilasyonla oksijenden ayrilmay1 kolaylastirir. Fakat uzun siireli ditiretik
kullaniminin hiponatremi, hipokalemi, alkaloz, azotemi, hipokalsemi, hiperkalsiiiri,

kolelitiazis, renal tas, nefrokalsinozis ve ototoksisite gibi yan etkileri vardir. Agir
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BPD'li preterm bebeklerde pulmoner 6demin kontrolii igin, cogunlukla spironolakton
ile birlikte klortiazid tedavisi, uzun siireli kullanim igin en giivenli diiiretik
kombinasyonu olarak diisiiniilmektedir. Ditiretik tedavinin pulmoner fonksiyonlarda
kisa vadede iyilesme sagladigi, ancak ventilatér desteginde veya tedavi siiresinde
Oonemli bir azalmaya yol agmadigi gosterilmis; 6lim oranindaki azalma, pozitif
basingli ventilasyon siiresinde, oksijen tedavisi siiresi veya hastanede kalma
stiresinde azalma gibi uzun vadeli faydalar1 gosterilememistir (72). Yaygin olarak
kullanilan diiiretiklerin prematiire bebeklerde BPD’yi 6nlemek igin rutin kullanimi

onerilmemektedir (3).

8. Bronkodilator Tedavi: Bronkodilatatorler, bronsial diiz kas hiicrelerinde
gevseme saglayarak havayolu direncini azaltirlar. Salbutamol ile profilaksi, mortalite
veya kronik akciger hastaliginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermemis
ve salbutamol nedeniyle yan etki goriilmemistir. BPD’nin 6nlemesinde salbutamol
tedavisinin  giivenilirligini degerlendirmek i¢in yeterli veri yoktur. BPD
profilaksisinde veya tedavisinde salbutamol veya diger bronkodilatér ajanlarin

roliinii degerlendirmek i¢in baska Klinik arastirmalar gereklidir (73).

9. Gelecek icin Umut Veren Tedaviler

a) Inositol: Inositolun BPD dahil bircok erken donem neonatal morbiditenin

sikligini azalttig1 ve umut verici bir ilag oldugu bildirilmistir (74).

b) Clara Hiicre Proteini (rHCC10): “Clara Hiicre Proteini” solunum yolu kirpiksiz
epiteli tarafindan salgilanan immiinomodiilatuar ve antiinflamatuvar 6zellikleri olan
bir protein molekiilidiir. Cok sayida hayvan ¢alismasi ve kiiglik bir pilot ¢aligma ile
olumlu etkisi gosterilmis (75), etkinlik ve giivenliligi i¢in biiylik bir randomize

kontrollii klinik ¢calisma devam etmektedir.

c) Kok Hiicre Tedavisi: BPD’nin Onlenmesi i¢in mezangimal kok hiicre

uygulamalarina iliskin on yildan uzun siiredir devam eden preklinik ¢aligmalarin
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sonuglart umut vericidir. Kok hiicreler, gelecekte BPD igin tek korunma ve tedavi

araci olacak gibi goriinmektedir (76).

d) Siirfaktan’a Adsorbe Edilen Budesonidin Intratrakeal Uygulanmasi: FiO;
gereksinimi %50°den fazla olan RDS’li 265 ¢ok diisiik dogum agirlikli prematiirede
ilk 4 saat icinde 100 mg/kg dozda siirfaktana adsorbe edilmis 0.25 mg/kg dozda
budesonidin, FiO, gereksinimi <%30 olana dek 8 saat aralarla intratrakeal
uygulanmasina iliskin randomize kontrollii bir klinik ¢aligma bulunmaktadir (77).
Calismanin sonuglart BPD agisindan olumlu olsa da uzun donem sonuglari

yayilanmamuistir.

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI VE ANTIOKSIDANLAR

Serbest oksijen radikalleri, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis
elektron igceren molekiiler yapilar olarak tanimlanirlar. Oksijenin belirli kosullarda
kismen indirgenmesi sonucu olusan c¢ok kisa omiirlii ve gii¢lii oksidan nitelikli
oksijen metabolitleridir. Oksidatif stres, hiicre metabolizmasi sirasinda olusan
hidroksil radikali, sliperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi ROS artis1 ile onlar
detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi
olarak tanimlanir (37).

Oksidatif stres ile antioksidan savunma arasinda hassas bir denge vardir. Bu
denge, oksidatif radikallerin asir1 iiretimi veya antioksidan savunmanin yetersiz
olmast ile bozulabilir. Prematiire bebeklerde hem hipoksi, inflamasyon nedeniyle
artan oksidatif stres hem de yetersiz antioksidan savunma sistemi, bu bebeklerde
goriilen oksidatif degisikliklerin temelini olusturmaktadir (78).

Oksidatif stres etkisi ile serbest oksijen radikallerine maruz kalan hiicrelerin
membran yapisinda bozulmalar meydana gelmektedir. Hiperoksi maruziyeti sonucu
alveolar ve intertisyel makrofajlardan sitokin sentezi, akciger endotel hiicreleri, epitel
hiicreleri ve fibroblastlardan kemokin sentezi ve akcigere nétrofil migrasyonu olusur.
[laveten hiperoksi ile indiiklenen ROS artigtyla gelismekte olan akcigerde onarim
sireci bozulur ve sonucgta BPD gelisimine yol acar (79). Ayrica gebeligin geg

doneminde gelistiginden antioksidan savunma sistemi prematiirlerde yetersizdir;
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dolayistyla bu bebekler hiperoksi ile indiiklenen akciger hasarina ¢ok daha fazla

hassastirlar (80).

Hiicre Ici Antioksidanlar

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

suya indirgenmesine kadar olan ara reaksiyonlarda rol almaktadirlar (81).

Membranda Bulunan Antioksidanlar

E Vitamini

E vitamini hiicre membranini oksidatif hasardan koruyan bir antioksidandir. E
vitamininin koruyucu etkisi membranlarda bulunan uzun zincirli ¢oklu doymamis
yag asitleri tizerinedir. E vitamininin antioksidan olarak baslica fonksiyonu, lipid

peroksidlerini etkisizlestirerek peroksidasyonu sonlandirmaktir (82).

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 (83).

Hiicre Dis1 Antioksidanlar

Albiimin, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, haptoglobin, hemopeksin,
bilirubin, askorbik asit bilinen hiicre dis1 antioksidan maddelerdir. Genellikle

etkilerini serbest demir veya bakir iyonlarini baglayarak gostermektedirler (82).
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BOSENTAN

Bosentan non-spesifik bir endotelin (ET) reseptor antagonisti olup, pulmoner
hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir (84,85). Endotelin viicutta dogal olarak
olusan bir peptiddir. Ilk defa 1985 yilinda Hickey ve ark. (84) tarafindan,
“endotensin veya endothelial contracting factor” olarak tanimlandilar. Yanagisaka ve
arkadaglar1 1988 yilinda endotelinin farkli kromozomlardaki ii¢ farkli endotelin geni
ET-1, ET-2 ve ET-3 tarafindan kodlandigini bildirdi. Endotelde, beyin, bobrek ve
baz1 diger hiicrelerde sentez edilen endotelin, hidrofilik yapisi nedeniyle plazma
membranini gecemez ve etkisini spesifik reseptorleri vasitasi ile gosterir. ET-A ve
ET-B olmak iizere iki ayri reseptorii vardir. Diiz kas hiicreleri ve kalp kasi
hiicrelerinde bulunan ET-A reseptorii vazokonstriksiyon ve hiicre ¢ogalmasindan
sorumludur. ET-B reseptorii ise diiz kas hiicrelerinde vazokonstriksiyon ve hiicre
cogalmasii uyarirken, endotel hiicrelerinde NO ve prostasiklin salinimini arttirip,
ET yikimina neden olur.

Bosentan pulmoner hipertansiyon tedavisinde kullanilan nonspesifik bir
endotelin tip A ve tip B reseptér antagonistidir. Bosentanin hem baglanma
caligmalarinda hem de fonksiyonel caligmalarda ET-A reseptorleri lizerine daha etkili
oldugu bildirilmistir (85).

Endotelin antagonistlerinin giiclii vazodilator etkisi vardir ve yakin zamanda
antioksidan ozellige sahip oldugu gosterilmistir (86). Endotelin antagonistlerinin
iskemi modellerinde tespit edilen koruyucu ozellikleri antioksidan etkileriyle de
iligkili olabilir.

Serafim ve arkadaslarinin galismasinda, bir siiperoksit anyon vericisi olan
potasyum siiperoksit tarafindan uyarilan inflamasyon ve agri modelinde, bosentanin
IL-10 tiretimini arttirirken, 1L-16 ve TNF-a tiretimini inhibe ettigi gosterilmistir (7).

Afyouni ve arkadaslarinin calismasinda, endotelin antagonisti bosentanin
ratlarda bobrek iskemisinde koruyucu rolii arastirilmistir. Iskemiye ugratilip bosentan
verilen grupta MDA diizeyinin sadece iskemi olusturulan gruba gore daha disiik
oldugu saptanmis ve bosentanin renal vaskiiler sistemdeki etkisi nedeni ile bobrek
iskemisinin tedavisinde kullanilabilecegi gosterilmistir (8). Sengiil ve arkadaslarinin
caligmasinda, bosentanin over iskemi/reperfiizyon (IR) hasarinda rolii arastirilmas.

IR’nin yumurtalik dokusunda SOD aktivitesini ve GSH diizeyini azalttigi, MDA
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diizeyini arttirdig1 gosterilmistir. Iskemden 6nce 30 ve 60 mg/kg dozda uygulanan
bosentanin MDA diizeyini diisiirdiigii, SOD ve GSH diizeyini arttirdigi Saptanmis.
Serum IL- 1B, IL-6 ve TNF-a diizeyleri IR grubunda, bosentan grubuna gore anlamli
derecede yiiksek bulunmus. Bosentanin overlerde oksidatif hasara ve I/R’ye bagh
hasara kars1 koruyucu oldugu bildirilmis (6).

Biz de caligmamizda; ET-1 reseptdr antagonisti olan bosentanin, hiperoksik
akciger hasar1 olusturulan yenidogan ratlarda akciger dokusunda histopatolojik,
inflamatuar ve oksidatif stres {lzerine etkilerini hem biyokimyasal hem de

histopatolojik olarak incelemek istedik.
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GEREC VE YONTEM

HAYVAN MODELI VE TEDAVILER

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onay1
(03.04.2017 tarih, 5 sayili oturum, No: PAUHDEK 2017/11) alinan bu ¢alisma,
Pamukkale Universitesi Deneysel Hayvan Laboratuari’nda gerceklestirildi. Gebeligi
planlanmis Wistar albino susu ratlarin, kendiliginden dogan yavru ratlar1 spontan
dogumu takiben randomize olarak alt1 gruba ayrildi.

Grup 1 (n=6) : Oda havasinda birakilan grup.

Grup 2 (n=8) : Hiperoksi akciger hasari (HAH) olusturulan grup.

Grup 3 (n=7) : Oda havasinda olup, intraperitoneal (IP) bosentan verilen grup.

Grup 4 (n=7) : HAH olusturulan ve IP salin verilen grup.

Grup 5 (n=6) : HAH olusturulan ve erken IP bosentan verilen grup, erken bosentan
tedavi grubu,

Grup 6 (n=7): HAH olusturulan ve ge¢ IP bosentan verilen grup, gec¢ bosentan tedavi
grubu olarak belirlendikten sonra annelerinin yanina verildi. Postnatal {igiincii giin
baslayip 13. giine kadar devam eden deneyde Grup 2, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’daki
ratlar, pleksiglastan imal edilen kapali alanlarda hiperoksiye (oksijen
konsantrasyonu: %904+2) maruz birakilarak (Sekil 3), HAH modeli igin hiperoksinin
indiikledigi BPD rat modeli kullanildi (87). 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
pleksiglastan imal edilen kapali alanda hiperoksiye maruz birakilan ratlar deney
stiresince ayni odada (oda 1s1s1, 22-25°C) bulunduruldu. Tim rat yavrulart anne siitii
ile, anne ratlar standart rat yemi ile beslendi. Ilag uygulamasi ve bakim sirasinda tiim
ratlar her giin tartildi. Anne ratlar oksijen toksisitesinden korumak i¢in, giin
igerisinde hiperoksik ortam ile oda havasi arasinda periyodik yer degisimleri yapildi.
Tim ratlara 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg xylazin intraperitoneal uygulanarak
postnatal 14. giinde dekapite edildi. Toraks boslugu torakotomi ile agilarak sol
akciger dokusu biyokimyasal analizler i¢in ii¢ eppendorf tiipe bdliinerek -80°C’de
dondurularak saklandi. Sag akciger dokusu patolojik incelemeler igin ayri ayri

kasetlere konarak doku isleminin ardindan parafine gomiildii.
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Sekil 3. Deney diizenegi. Pleksiglastan imal edilen kapali alanda hiperoksiye maruz
birakilan deney hayvanlar (altta) ve {istte oda havasinda bulunan deney hayvanlari
goriilmektedir.

Sekil 4. Dekapitasyon sonrasi, torakotomi ve akciger dokusunun ¢ikarilmas.
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flac Uygulamasi

Bosentan dozu (30 mg/kg/giin intraperitoneal doz) daha 6nce yapilmis hayvan
calismalarinda belirtilen ve toksisitesi tolere edilebilen dozlar g6z Oniinde
bulundurularak belirlendi (6). Grup 4’te ratlara IP bosentan yerine ayni hacimde
%0,9’luk salin uygulandi. Bosentan ge¢ tedavi grubuna 30 mg/kg/giin 7-13. giin
arasinda giinde bir kez ve erken tedavi grubuna ayni dozda 3-9. giin arasinda giinde

bir kez insiilin enjektorii ile IP uyguland.

HiSTOPATOLOJIK iNCELEME

Postnatal 14. giinde torakotomi ile agilan gogilis boslugundan ¢ikarilan sag
akciger 24 saat %10’luk tamponlanmig formaldehit ¢ozeltisi i¢inde bekletildi. Rutin
takip islemlerinden sonra parafine gomiilen 6rneklerden histopatolojik inceleme i¢in
5 um’lik kesitler hazirlandi.  Kesitler rutin olarak Hemotoksilen&Eosin (H&E)
boyasi, histokimyasal olarak Mason-Trikrom boyasi, immiinohistokimyasal kas
spesifik aktin boyasi ile boyandi. Konusunda uzman ve deneyimli bir patolog
tarafindan asagida belirtilen sekilde 1s1k mikroskobu ile histopatolojik inceleme

yapildi.

Alveol Yiizey Alaninin Semikantitatif Ol¢iimii

Tiim gruplarda H&E ile boyanan sag akcigerin, biiylik damar ve biiyilik brons
iceren santral akciger alanlari hari¢ tutularak, periferik kisimlarindan rastgele 10 alan
X100’1ik biiyiitme ile degerlendirildi. Yiizey alanmi genisligi semikantitatif olarak
skorlandi. Alveol yiizey alaninda azalma derecesine gore; azalma yok:0, hafif

azalma:1, orta derecede azalma:2, belirgin azalma:3 olarak derecelendirildi (88).

Fibrozisin Histolojik Degerlendirilmesi

Tiim gruplarda H&E ve Mason-Trikrom ile boyanan sag akcigerin orta ve alt

loblarina ait kesitler incelemeye alindi. Biiyiik damar ve biiyiik brons igeren santral
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akciger alanlar1 hari¢ tutularak, akciger periferinde X100’liik biiyiitme alaninda 10
alan degerlendirildi. Her akciger kesitinde fibrozis yoklugu:0, hafif fibrozis:1, orta

derecede fibrozis:2, belirgin fibrozis:3 olarak skorlandi (89).

Immiinohistokimyasal Diiz Kas Aktin (SMA) Boyamasi ile Degerlendirme

Immiinohistokimyasal boyamalar igin segilen formalinde tespit edilmis
parafine gomiilii dokulardan elektrostatik yiiklii lamlara 3 um kalinliginda kesitler
alind1 ve etiivde 60°C’de en az iki saat kurutuldu. Deparafinizasyon ve antijen aciga
¢ikarma islemleri de dahil olmak {izere, tiim boyama siireci Ventana, BenchMark XT
tam otomatik immiinohistokimya boyama cihazinda gercgeklestirildi. Zit boyama,
Hematoksilen ve mavilestirici soliisyon ile cihazda tamamlandi. Kesitlerin
dehidratasyonu, ksilen ile seffaflandirilmalar1 ve lamel ile kapatilma asamalar1 elde
yapilarak immiinohistokimya protokolii tamamlandi. Diiz kas aktine (Clone 1A4)
yonelik 1/500 oraninda diliie edilen primer antikor damlatilarak 20 dakika inkiibe
edildi. Uygun doku kesitleri primer ve sekonder antikor i¢in ayrica pozitif ve negatif
kontrol olarak ayni islemden gegirildi. Immiinohistokimyasal skorlama igin X100’liik
biiyiitmede birbiriyle ortiismeyen 10 periferik akciger alani rastgele segildi. Pozitif
boyanmanin derecesi, yogunluk ve dagilim agisindan 1'den 4'e kadar olan bir

gosterge cizelgesi kullanilarak, semikantitatif skorlama ile degerlendirildi (90).

BIYOKIMYASAL ANALIZLER
Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

Gruplarin  sol akciger doku oOrnekleri ii¢ eppendorf tiipiine boliinerek
biyokimyasal analiz i¢in -80°C’de dondurularak saklandi. Biyokimyasal analizler
i¢in li¢ eppendorf tiipiine ayrilan akciger dokular1 yedi parametreyi (IL-1f, IL-6, IL-
10, TNF-a, TAS, TOS ve MDA) ELISA yontemi ile ¢alisiimak iizere kitlerin icinde
gecen uygun doku tamponlar1 eklenerek homojenizator cihazi ile homojenize edildi.
Doku homojenizyonunda phosphate-buffered saline (PBS) kullanildi. Hassas terazi
ile tartilan akciger dokularinin bir gramdan az oldugu saptand1 ve bir gram dokuya 1

ml PBS olacak sekilde homojenizasyon yapildi. Homojenizasyondan sonra 5000 X ¢

30



‘de 5 dakika +4°C’de santrifiigasyon yapildi. Santriflij edilen dokular bir gece
(overnight,16 saat) -20°C’de bekletildi. Ertesi giin dokular tekrar santrifiij edilerek

supernatant kisimlar1 pellet kisimlarindan ayrilarak ¢calismada kullanildi.

IL-1B, IL-6, IL-10 ve TNF-a Analizleri

Akciger dokusunda IL-1p, IL-6, IL-10 ve TNF-a diizeyleri ticari ELISA Kitleri
(MyBioSource) ile saptandi. Sonuglar pg/ml seklinde ifade edildi.

1) ELISA plaklarina standart ve érnek kuyucuklarma 100 ul olacak sekilde standart
ve ornek eklendi.

2) Plagin iizeri kapatilarak 37°C’de 90 dakika inkiibasyon saglandi.

3) Plaklar yikanmadan sadece igerisindeki standart ve ornekler ¢ikarilarak 100 pl
biotin konjugat eklendi.

4) Plaklarin iizeri tekrar kapatilarak 37°C inkiibe edildi. U¢ kez wash buffer ile
yikama yapildi.

5) Her bir kuyucuga 100 ul Avidin-Biotin-Peroxidase (ABC) working soliisyonu
eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Bes kez wash buffer ile yikama yapildi.
6) Her bir kuyucuga 100 pl (IL-1p igin 90 pl) Tetrametilbenzidin (TMB) substrati
eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

7) Her bir kuyucuga 100 pl stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

8) 450 nm’de ELISA reader cihazi ile absorbanslar &l¢iildii. Uygun formiil ile grafik

cizdirilerek konsantrasyonlar hesaplandi.

Total Antioksidan Kapasite (TAS)

Total antioksidan kapasite diizeyleri ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik
6l¢iim yapildi (Rel Assay Diagnostics). Daha kararli bir durumda ve koyu mavi-yesil
renkli ABTS radikalinin ortamda bulunan antioksidanlarla orantili olarak renginin
kaybolmasi temeline dayanan bu yontemde, ortamdaki antioksidanlar arttik¢a renk
kaybi1 da artmaktadir. Hesaplamalar hazir standart kite gore yapildi ve sonuglar mmol
Trolox Eq/L seklinde ifade edildi (91).

1) ELISA plaklarma 30 mikrolitre standart 30 mikrolitre 6rnek olacak sekilde
yiikleme yapildi.
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2) Kitin iginden ¢ikan 500 mikrolitre reagent 1 eklendi ve 30 saniye sonra elde edilen
karisim 660 nm’de 37°C’de 1. okuma yapilda.

3) Ardindan 75 mikrolitre reagent 2 konularak 5 dakika sonra yine 660 nm’de 37
°C’de 2. okuma yapildi.

Total Oksidan Kapasite (TOS)

Total oksidan diizeyleri ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik 6lgtim
yapildi (Rel Assay Diagnostics). Bu yeni yontem, numunelerdeki oksidan bilesiklerin
ferrdz iyon-odianisidin kompleksini ferrik iyona oksitlemesi temeline dayanir.
Olusan rengin koyuluguna gore spektrofotometrik dl¢iim yapilir. Bu 6l¢iim ortamda

bulunan oksidan molekiillerin toplamini yansitir. Sonuglar umol H,O, Eg/L olarak
ifade edildi (92).

1) ELISA plaklarma 75 mikrolitre standart 75 mikrolitre drnek olacak sekilde
yiikleme yapildi.

2) Kitin iginden ¢ikan 500 mikrolitre reagent 1 eklendi ve 30 saniye sonra elde edilen
karisim 530 nm’de 37°C’de 1. okuma yapilda.

3) Ardindan 25 mikrolitre reagent 2 konularak 5 dakika sonra yine 530 nm’de 37
°C’de 2. okuma yapildi.

Oksidatif Stres Indeksi (OST) Hesaplanmasi

Oksidatif stres indeksi, mmol H,O, Eg/L cinsinden TOS degerinin mmol
Trolox Eq/L cinsinden TAS degerine oranidir (93).

Lipid Peroksidasyon Olciimii

Akciger dokusunda MDA diizeyi ticari ELISA kiti (YLBiont) ile saptandi.
MDA, lipid peroksidasyonunun son {irlinii oldugundan, oksidatif stresin gostergesi
olarak cok sik kullanilmaktadir. MDA tayini, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile MDA nin
reaksiyon vererek 532 nm dalga boyunda olgiilebilen renkli bir bilesik vermesi

esasina dayanmaktadir. Sonuglar nmol/ml olarak tanimlandi. Bu yontemde

32



tiyobarbitiirik asitle reaksiyon veren maddeler olgiiliir ve literatiirde TBARS olarak
adlandirilir (94).

1) Standart kuyucuguna 50 mikrolitre standart ve streptavidin- HRP eklendi.

2) Omek kuyucuguna 40 mikrolitre 6rnek 10 mikrolitre MDA antibody ve 50
mikrolitre streptavidin- HRP eklendi.

3) Plaklarin tizeri kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi. Bes kez wash buffer
ile yikama yapildu.

4) Her bir kuyucuga 50 mikrolitre kromogen soliisyon A ardindan 50 mikrolitre
kromogen soliisyon B eklendi.

5) 10 dakika 37°C’lik karanlik ortamda kuyucuklarin renklenmesi saglandi.

6) 50 mikrolitre stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

7) 450 nm’de ELISA cihaz ile kuyucuklarmn absorbanslari okundu.

8) Okunan absorbanslar1 hesaplamak i¢in uygun formiil ile grafik ¢izdirilerek

hesaplama yapildi.

ISTATISTIKSEL YONTEM

Istatistiksel degerlendirme igin Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 21 paket programi kullanildi. Deney gruplarinin; alveol yiizey alani, fibrozis,
imiinohistokimyasal SMA skoru ve akciger doku biyokimyasal analiz sonug¢larinin
karsilastirilmasinda gruplar arasi farklilik i¢in Kruskal Wallis Varyans Analizi, iki
grup karsilastirilmasi i¢in Mann-Whitney U testi, grup i¢i degisimlerde Wilcoxon
eslestirilmis iki Ornek testi kullanildi. Tanimlayici istatistik olarak ise ortanca,
minimum-maksimum (min-max) degerleri kullanildi ve p degeri <0.05 ise

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calisma 41 rata ait akciger dokularinin incelenmesi ile tamamlandi.

KiLO ALIMI

Calisma gruplarinin deney Oncesi ve deney sonrasi ortanca agirliklar1 ve
karsilastirilmas1 Tablo 5°te belirtilmistir. Deney Oncesi gruplar arasinda ortanca
agirlik bakimidan anlaml farklilik saptandi (p<0.05). Deney sonunda gruplar arasi
karsilagtirmada gruplar arasinda anlamli farklilik saptandi (p<0.05). Hiperoksiye
maruz birakilan ratlarin agirliklart oda havasinda tutulanlara gore diisiik bulundu bu

fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Tablo 5, Sekil 5).

Tablo 5. Deney gruplarinin deney oncesi ve sonrasi ortanca agirhklar1 ve

karsilastirilmasi
Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 P

Agirlik (gr) Kontrol HAH Bosentan ~ HAH+Salin  Erken Tedavi Geg Tedavi

(n=6) (n=8) (n=7) (n=7) (n=6) (n=7)
Deney oncesi
Ortanca 7* 8 9 8 8 8 <0.05
(min-max) (7-8) (6-8) (8-9) (7-9) (7-8) (7-8)
Deney sonrasi
Ortanca 19 15** 21 17 18 18 <0.05
(min-max) (16-22) (11-20) (18-26) (11-20) (17 -21) (15- 18)

HAH: Hiperoksik akciger hasari.
*Grup 1 < Grup 3 (p <0.05).
** Grup 2 < Grup 3 (p< 0.05).
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Sekil 5. Gruplarin deney sonrasi agirlik dagilimi

HISTOPATOLOJIK BULGULAR
Alveol Yiizey Alaninin Degerlendirilmesi

Calisma gruplarmin alveol yiizey alani skorlari ve karsilastirilmasi Tablo 6°da
belirtilmistir. Oda havasinda birakilan ratlara gore, hiperoksiye maruz birakilan
ratlarda alveol yiizey alaninda belirgin azalma saptand: (p<0.01). Hiperoksiye maruz
birakilan ratlarin (grup 2) %25’inde alveol yiizey alaninda orta derece azalma,
%62.5’sinde belirgin azalma, hiperoksiye maruz birakilan salin verilen ratlarin (Grup
4) %71.4inde orta derece azalma, % 28.6’sinda belirgin azalma saptanirken
hiperoksiye maruz birakilan ve ge¢ bosentan verilen (Grup 6) ratlarin higbirinde
belirgin bir azalma saptanmadi. Grup 2 ile Grup 6 arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik saptandi (p<0.01). Erken bosentan tedavi grubunda (Grup 5) %16.7
belirgin azalma saptanirken; Grup 2 ile Grup 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik yoktu (p>0.05) (Tablo 6). Bosentanin ge¢ tedavi grubunda HAH grubuna
gore alveol ylizey alanini belirgin olarak diizelttigi gosterildi (Sekil 6).
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Tablo 6. Deney gruplarimin alveol yiizey alami skorlari ve karsilastirilmasi

Alveol Yiizey Alam Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 p
Kontrol HAH Bosentan HAH+Salin Erken_ Gee .
Tedavi Tedavi
(n=6) (n=8) (n=7) (n=7) (n=6) (n=7)
Degisim yok (Skor:0) (%) 3 (%50) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%16.7) 2 (%28.6)
Hafif azalma (Skor:1) (%) 3(%50) 1(%125) 6 (%87.7) 0 (%0) 2 (%33.3) 4 (%57.1)
g&zr"ge&‘;e azalma 0(%0)  2(%25)  0(%0)  5(%TL4)  2(%333)  1(%14.3)
Belirgin azalma 0 o 0 o o o
(Skor-3) (%) 0 (%0) 5(%62.5) 1(%13.3) 2 (%28.6) 1 (%16.7) 0 (%0)
Ortanca (min-max) 0(0-1) 3 (1-3)* 1(1-3) 2 (2-3)* 1(0-3) 1(0-3) <0.01

HAH: Hiperoksik akciger hasari.
*Grup 2 ve Grup 4 > Grup 1 ve Grup 6 (p<0.01).

Fibrozisin Degerlendirilmesi

Calisma gruplarinin  fibrozis skorlar1 ve karsilagtirilmasi Tablo 7’de
belirtilmistir. Hiperoksiye maruz birakilan ratlarda, fibrozis skoru oda havasinda
tutulanlara gore istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek bulundu. Hiperoksiye maruz
birakilan gruplar fibrozis skoru agisindan degerlendirildiginde, HAH grubunun
%75’inde hafif %25’inde orta, HAH+salin grubunun %100’tinde hafif fibrozis
saptandi. HAH+ge¢ bosentan tedavi grubunun (Grup 6) hicbirinde belirgin fibrozis
yokken, HAH+erken bosentan tedavi grubunun (Grup 5) %50’sinde hafif fibrozis
saptandi. Gruplarin higbirinde belirgin fibrozis yoktu. Grup 2 ve Grup 4’te fibrozis
skoru Grup 1, Grup 3 ve Grup 6’ya gore belirgin yiiksek saptandi (p<0.01) (Tablo7).
Bosentanin ge¢ tedavi grubunda HAH grubuna gore fibrozisi belirgin sekilde
azalttig1 gosterildi (Sekil 7).
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Tablo 7. Deney gruplarmin akciger fibrozis skorlar1 ve karsilastirilmasi

Fibrozis Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 p
Kontrol HAH Bosentan HAH+Salin  Erken Tedavi Geg Tedavi
(n=6) (n=8) (n=7) (n=7) (n=6) (n=7)
Yok (Skor0) (%)  6(%100) O (%0)  7(%100) O (%0) 3 (%50) 7 (%100)
Hafif (Skor:l) (%)  0(%0) 6 (%75)  0(%0) 7 (%100) 3 (%50) 0 (%0)
Orta (Skor:2) (%)  0(%0)  2(%25) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
'(?,Z')"gi” (Skor3)  g(0)  0®0)  0®%0)  0(%0) 0 (%0) 0 (%0)
3:3;“ (min- 0(0:0) 1(1-2*  0(0-0) 1(1-1)* 0(0-1) 0(0-0) <0.01

HAH: Hiperoksik akciger hasari.
*Grup 2 ve Grup 4 > Grup 1, Grup 3 ve Grup 6 (p <0.01).

SMA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Calisma gruplarinin SMA skorlar1 ve karsilagtirilmasi Tablo 8 belirtilmistir.
SMA ile yapilan immiinhistokimyasal degerlendirme sonucunda, HAH’a maruz
kalan gruplarda akcigerde diiz kas iceriginin artmis oldugu goriildii. Hiperoksiye
maruz kalan gruplar SMA skoru agisindan degerlendirildiginde, HAH+erken
bosentan tedavi grubunda (grup 5) ve HAH+ge¢ bosentan tedavi grubunda (grup 6)
hiperoksi gruplarina gore ortanca SMA skoru daha diisiik ve istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.01) (Tablo 8). Hem erken tedavi hem de ge¢ tedavi grubunda
bosentanin SMA skorunu HAH grubuna gore belirgin azalttig1 gosterildi (Sekil 8).

Tablo 8. Deney gruplarinmin akciger SMA skorlari ve karsilastirilmasi

SMA skoru Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup 5 Grup 6 P
Kontrol HAH Bosentan HAH+Salin  Erken Tedavi  Ge¢ Tedavi
(n=6) (n=8) (n=7) (n=7) (n=6) (n=7)
Ortanca 1 3* 1 2 1 1
(min-max) (1-2) (2-4) (1-2) (1-4) (1-2) (1-2) <0.01

HAH: Hiperoksik akciger hasari.
*Grup 2> Grup 1, Grup 3, Grup 5 ve Grup 6 (p < 0.01).
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Sekil 6 C

Sekil 6. Calisma gruplarinda alveol ylizey alaninin degerlendirildigi akciger kesitleri: A) Oda havast,
kontrol grubu (Grup 1) B) HAH olusturulan grup (Grup 2) C) Geg bosentan tedavi grubu (Grup 6).
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiperoksi gruplarinda yogun hiicre infiltrasyonu ve alveol yiizey
alaninda azalma dikkat c¢ekmekte, alveol yiizey alaninda azalma Grup 2’de daha belirgin

goriilmektedir (X4, H&E boyama).
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Sekil 7. Calisma gruplarinda fibrozisin degerlendirildigi akciger kesitleri: A) Oda havasi, kontrol
grubu (Grup 1) B) HAH olusturulan grup (Grup 2) C) Geg bosentan tedavi grubu (Grup 6). Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda hiperoksi gruplarinda fibrozis artisinin Grup 2’de daha belirgin oldugu

goriilmektedir (X4, Mason-Trikrom boyama).
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Sekil 8. Calisma gruplarinda SMA ekspresyonunun degerlendirildigi akciger kesitleri: A) Oda
havasi, kontrol grubu (Grup 1) B) HAH olusturulan grup (Grup 2) C) Geg¢ bosentan tedavi grubu
(Grup 6). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiperoksi gruplarinda diiz kas aktin igerigi artiginin
Grup 2’de daha belirgin goriilmektedir (X10, SMA boyama).
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BiYOKIMYASAL ANALIZ SONUCLARI

Proinflamatuar Sitokin Diizeyleri

Calisma gruplardaki ratlarin akciger dokusu IL-1p, IL-6 ve TNF-a diizeyleri ve
karsilastirilmas1 Tablo 9 belirtilmistir. HAH olusturulan gruplarda (Grup 2 ve 4)
TNF-a diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek saptansa da bu fark istatistiksel olarak
anlamlr degildi (p>0.05). Erken ve ge¢ bosentan tedavi gruplarinda HAH gruplarina
gore TNF-a diizeylerini belirgin azaltti§i, bu azalmanin her ikisinde de HAH
grubuna gore anlamli oldugu saptandi (p<0.01) (Sekil 9).

HAH grubunda (Grup 2) IL-6 diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek saptansa
da bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Ancak bosentanin TNF-a’ da
oldugu gibi IL-6 diizeylerini ister erken tedavi ister ge¢ tedavi grubunda HAH
grubuna goére belirgin azalttigi gorilldii (p<0.01). Ayrica bosentan geg¢ tedavi
grubunda IL-6 diizeylerini HAH+salin grubuna gore de belirgin azaltti (p<0.01)
(Sekil 10). IL-1p diizeyleri degerlendirildiginde en yiiksek diizeylerin HAH
uygulanan gruplarda (Grup 2 ve 4) oldugu, bosentanin erken ve ge¢ olarak
uygulanmasi ile IL-18’nin HAH gruplarina gore diizeyinin azaldig1 saptansa da bu

farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p>0.05) (Sekil 11).

Tablo 9. Deney gruplarinin akciger dokusu proinflamatuar sitokin diizeyleri ve
karsilastirilmasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 p
Kontrol HAH Bosentan HAH+Salin Erken Tedavi  Geg Tedavi
(n=6) (n=8) (n=7) (n=7) (n=6) (n=7)
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
TNF-a 137.77 196.47* 137.77 181.18 111.63 115.09 <0.01

(pg/ml) (121.30-279.83)  (169.34-313.37) (72.67-197.95) (139.75-283.78)  (102.54-134.53)  (98.32-180.19)

IL-6 154.63 168.27** 91.78 145 29%** 59.88 67.11 <0.01
(pg/mil) (112.62-286.79) (88.77-291.27)  (20.93-141.02)  (104.95-323.62)  (44.33-184.09)  (31.94-148.63)

IL-1p 66.81 93.32 79.22 92.97 69.44 73.81 >0.05
(pg/mil) (44.69-96.75) (51.07-210.56)  (67.59-106.50)  (79.22-111.71)  (48.68-115.42)  (47.88-127.16)

HAH: Hiperoksik akciger hasari, TNF-a: Tiimor nekrozis faktor alfa, I1L-6: Interlokin-6, IL-18:
Interlskin 1 beta.

* Grup 2 > Grup 5 ve Grup 6 (< 0.01).

** Grup 2 > Grup 5 ve Grup 6 (< 0.01).

*** Grup 4 > Grup 6 (< 0.01).
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Sekil 9. Gruplarin akciger dokusu TNF-a diizeylerinin dagilim

40000+
300,00 —
*%*
**x*
200,007 @ ———
onge- — é =
0,00 T T T T T T
Kontrol HAH Bosentan HAH+Salin Erken Tedavi Geg Tedavi
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6

Sekil 10. Gruplarin akciger dokusu IL-6 diizeylerinin dagilim
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Sekil 11. Gruplarin akciger dokusu IL-1§ diizeylerinin dagilimi

IL-10 Diizeyleri

Calisma gruplarindaki ratlarin  akciger dokusu IL-10 diizeyleri ve
karsilastirilmas1 Tablo 10°da belirtilmistir. IL-10 diizeyleri bakimindan gruplar
arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik saptanmadi (p> 0.05) (Sekil 12).

Tablo 10. Deney gruplarinin akciger dokusu IL-10 diizeyleri ve karsilastirilmasi

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup5 Grup 6 P
Kontrol HAH Bosentan HAH+Salin Erken Tedavi Geg Tedavi
(n=6) (n=8) (n=7) (n=7) (n=6) (n=7)
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
IL-10 27.41 36.09 44.95 39.8 40.4 33.78
(pg/ml) (22.9-62.23)  (26.95-54.95)  (24.7-91.38)  (34.7-76.6)  (20.23-81.65) (28.76-46.84)  >0.05

HAH: Hiperoksik akciger hasari, IL-10: Interlokin-10.
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Sekil 12. Gruplarin akciger dokusu IL-10 diizeylerinin dagilimi

Oksidatif Stres Belirteci Diizeyleri

Calisma gruplarindaki ratlarin akciger dokusu TAS, TOS, OSI ve MDA
diizeyleri ve karsilastirilmasi Tablo 11°de belirtilmistir.

TAS degeri agisindan gruplar karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptandi (p<0.05). En yiiksek TAS degeri Grup 3’te olup,
HAH olusturulan gruplara (Grup 2 ve 4) gore bu farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugu saptandi (p<0.05). TOS degeri agisindan gruplar karsilastirildiginda sadece
Grup 3 ve Grup 6 arasinda anlaml farklilik goriildii ( p<0.05). Gruplar arasinda OSI
ve MDA bakimindan ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05)

(Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15).
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TAS (mmol Trolox Eq/L)

Tablo 11. Deney gruplarinin akciger dokusu oksidatif stres belirteci diizeyleri ve

MDA Kkarsilastiriimasi

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 P

Kontrol HAH Bosentan HAH+Salin  Erken Tedavi Geg Tedavi

(n=6) (n=8) (n=7) (n=7) (n=6) (n=7)
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max)

TAS 1.84 1.66 1.91* 1.79 1.62 1.81 <0.05
(mmol Trolox Eq/L)  (1.72-2.35) (0.86-2.03) (1.87-2.33) (1.42-1.86) (1.07 -2.17) (1.55-2.01)
TOS 6.1 4.93 5.75** 4.8 4.66 4.25 <0.05
(umol H,0, Eq/L) (48-836) (4.38-753) (4.8-12.74) (3.97-507) (3.97-7.26) (3.84-5.21)
osi 0.3 0.31 0.29 0.26 0.26 0.23 >0.05
(Arbitrary Unit) (0.26-0.48) (0.22-0.63) (0.23-0.54)  (0.24-0.34) (0.22-0.67) (0.22-0.32)
MDA 1.13 1.2 1.24 1.18 1.34 1.32 > 0.05
(nmol/ml) (0.97-1.41) (099-1.32) (0.98-1.31) (1.09-1.34) (1.18-1.43) (1.15-1.39)

HAH: Hiperoksik akciger hasar1, TAS: Total antioksidan kapasite, TOS: Total oksidan kapasite, OSI:
Oksidan stres indeksi, MDA: Malondialdehid.

* Grup 3 > Grup 2 ve Grup 4 (p< 0.05).
** Grup 3> Grup 6 (p< 0.05).
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Kontrol HAH Bosentan HAH+Salin Erken Tedavi Geg Tedavi
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Sekil 13. Gruplarin akciger dokusu TAS diizeylerinin dagilimi
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Sekil 15. Gruplarin akciger dokusu MDA diizeylerinin dagihhm
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TARTISMA

Northway ve ark.(1)’nin BPD’yi tanimindan yaklasik 50 yil gegmesine ragmen
BPD hala yenidogan yogun bakim {initesinde izlenen prematiire bebeklerin en sik
goriilen komplikasyonlarindan biri olmaya devam etmektedir (1,36). Son 50 yilda,
neonatoloji alanindaki teknolojik gelismeler, daha az hasar verici ventilasyon
yontemlerinin kullanilmasi, yenidogan bakim kalitesinin artmasi, prenatal steroid ve
postnatal siirfaktan uygulamasi gibi pek cok yenilikler sonucu daha kiiciik ve
immatiir bebeklerin (25-28 hafta) yasama sansi artmis; bununla birlikte bu
bebeklerde “yeni BPD” olarak tanimlanan klinik, radyolojik ve histopatolojik
bulgular1 daha hafif seyirli olan BPD goriilmeye devam etmistir.

Bronkopulmoner displazi etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir, ancak BPD
gelisiminde dogum Oncesi dénemden baslayarak, dogum sirasinda ve dogumdan
sonra ¢ikan bircok risk faktorii rol oynamaktadir. Bu risk faktorlerinin bir kismi
Onlenebilir olmakla birlikte immatiirite, baro/voliitravma, oksidan stres, intrauterin
baslangici olabilen infeksiyon/inflamasyon ve proteolitik zedelenme mekanizmalari
ve bazi antenatal faktorler yogun olarak BPD’den sorumlu tutulmaktadir (95).

Akciger inflamasyonu BPD patogenezi lizerinde belirgin Oneme sahiptir.
Koryoamniyonit ve ortaya ¢ikan inflamasyona, ilerleyen siiregte fetiisiin verdigi
tepki, fetal inflamatuar cevap sendromu (FICS) olarak isimlendirilir. Genellikle fetal
inflamatuar yanit ile baglayan akciger inflamasyonu, mekanik ventilasyon ve oksijen
tedavisi ile siddetlenir. Inflamatuar yaralanma ile iliskili doku hasar1 siklikla
proinflamatuar sitokinlerin araciligi ile ger¢ceklesmektedir. Bu sitokinler havayolu ve
alveol epitel hiicreleri, endoteliyum ve fibroblastlar gibi akciger parankiminin ¢esitli
hiicrelerine ek olarak havayolu ile intertisyumdaki nétrofiller ve diger inflamatuar
hiicreler tarafindan sentezlenmektedirler (20).

Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile antioksidan sistemler arasindaki
dengenin bozulmasi, asirt serbest radikal olusumu ve antioksidan sisteminin
yetersizligi BPD patogenezinde &nemli diger mekanizmalardan biridir. Ozellikle
prematiireler oksidatif strese karst olduk¢a duyarlidirlar. Bunun baslica sebepleri

arasinda yiiksek konsantrasyonda oksijene maruziyet, enfeksiyon ve inflamasyon,

47



antioksidan savunma sisteminin zayif olmasi ve serbest demir diizeylerinin
yiiksekligi sayilabilir (96).

Halen BPD i¢in etkinligi kanitlanmis bir tedavi bulunmamakta ve bu konuda
arastirmalar devam etmektedir. Bronkopulmoner displazi patogenezindeki ana
nedenlerden biri olan oksijen toksisitesi, hayvan calismalarinda BPD modeli
olusturmak amaciyla kullanilmis ve hiperoksinin immatiir akcigerlerde
alveolizasyonu engelledigi, daha genis ve basit alveollerin olustugu gosterilmistir
(97). Bu amagla ¢alismamizda, akciger gelisim evresi insanlardaki ge¢ sakkiiler ve
erken alveolar donem ile uyumlu olan yenidogan ratlar BPD i¢in 6nemli risk faktorii
olan hiperoksik akciger hasar1 modeli olusturuldu ve bosentanin akciger dokusunda
alveol yilizey alani, fibrozis, diiz kas hiperplazisi, oksidan stres belirtegleri ve
antioksidan enzimler ile proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokin diizeyleri
tizerindeki etkileri arastirildi.

BPD gelisen prematiire bebeklerde postnatal biiyiime ve gelisme geriligi sik
goriiliir. Malnutrisyon akciger biiylimesini, matiirasyonunu ve tamir mekanizmalarin
olumsuz etkiler. Bunun nedenleri arasinda TUGG, yetersiz protein ve enerji alimi,
solunum is yiikiiniin fazla olmasi, inflamasyon, steroid tedavisi, katabolizmanin
artmas1 ve enteral beslenme sorunlar1 (beslenme intoleransi, gastrodsefageal reflii)
sayilabilir (45). Calismamizda deney sonunda hiperoksik akciger hasarina maruz
birakilan ratlarin agirliklarmin disiik oldugu goriildii (Bkz.Tablo 5). Bu sonuglar
hiperoksik akciger hasari olusturularak yapilan diger c¢aligmalarin sonuglari ile
benzerlik gostermektedir (98). Calismamizda hiperoksik akciger hasarina maruz
kalan ratlara kiyasla, bosentan verilen grupta kilo artis1 daha fazla olmakla birlikte
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Etkili bir gaz aligverisi icin akciger yiizey alaninin artmasi, yani alveol sayisi
ve kan damarlarinin artmast ve ince bir alveol-kapiller bariyeri gereklidir. Bu
degisiklikler yani sekonder septasyon, distal pulmoner mikrovaskiiler maturasyonun
yiizey alanmi arttirmasi ve intertisyel araliklarin daralmasi, sirasiyla akciger
gelisiminin ileri evrelerinde, sakkiiler ve alveolar donemde gergeklesir (17). Sakkiiler
evre ve daha sonra olusan akciger hasarlanmasinda alveol yapisi basitlesir ve alveol
sayis1 azalir ancak gelisen patoloji daha hafiftir (16). Eski BPD, skuamoz metaplazi,

belirgin hava yolu diiz kaslarmin belirgin hiperplazisi, genis alveoler septal fibrozis
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ve pulmoner arterlerin hipertansif yeniden modellenmesi gibi siddetli hava yolu
epitel lezyonlari ile karakterizedir (1). Yeni BPD ise, genis basitlesmis alveolar yapi,
azalmis ve dismorfik vaskiiler yatak, nadir epitel lezyonlar1 ve hafif havayolu diiz kas
kalinlagsmasi ile karakterizedir (16,18).

Alveol ylizey alani, alveolizasyon ile dogru orantili olup ve alveol gelisimi igin
yaygin olarak kullanilan bir parametredir. Benzer hiperoksik akciger hasari modeli
olusturulmus diger hayvan caligmalarindaki gibi ¢alismamizda da hiperoksiye maruz
birakilan ratlarda alveol yiizey alaninda belirgin azalma oldugu gorildii (99).
Ratlarda hiperoksik akciger hasarinda resveratroliin etkilerini arastiran Ozdemir ve
ark.’nin ¢alismasinda da hiperoksiye maruz birakilan ratlarin alveol ylizey alaninda
belirgin azalma saptanirken, giiclii antioksidan ve antiinflamatuar etkisi olan
resveratroliin hiperoksiye maruz birakilan akcigerde alveol yiizey alaninda azalmayi
engelledigi saptanmistir (100). Bizim ¢alismamizda da hiperoksiye maruz birakilarak
gec bosentan verilen grubun higbirinde alveol yiizey alaninda belirgin azalma
saptanmamistir. Bosentanin ge¢ tedavi grubunda hiperoksik akciger hasari
olusturulan gruba gore alveolar yiizey alanimi belirgin diizelttigi gosterilmistir.
Bulgularimiz, yenidogan ratlarda ge¢ bosentan tedavisinin erken bosentan tedavisine
gore alveolarizasyon siirecte daha olumlu bir etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Olen BPD’li hastalarin otopsi bulgular1 antenatal ve postnatal dénemde
uygulanan yeni tedavi yontemlerine bagli olarak farklilik gostermektedir. Siirfaktan
kullanimindan 6nceki dénemlerde BPD’de en belirgin patolojik bulgu hava yolu
hasari, inflamasyon ve parankimal fibrozisken, yakin zamanda BPD nedeni ile 6len
bebeklerin otopsilerinde akcigerlerde fibrozisin daha az goriildiigii bildirilmektedir
(101). Giiniimiizde BPD’nin yeni histopatolojik bulgulari, daha az sayida genis,
basitlesmis alveol yapisi, hafif vaskiiller lezyonlar ve degisken oranda
fibroproliferasyon ile karakterizedir (16,18).

Prematiire bebekler yiiksek konsantrasyonda oksijene, dolayisiyla reaktif
oksijen metabolitlerine maruz kalmaktadir. Oksidan stresin artisiyla birlikte hiicresel
yapilarda zedelenme ve hiicre 6liimii gerceklesmekte, daha sonra fibrozis geliserek
BPD klinigi ortaya ¢ikmaktadir (102). BPD’deki doku zedelenmesinden sorumlu
onemli mekanizmalardan biri, TGF-f’nin ve reseptorlerinin asirt {iretiminden

kaynaklanan hatali tamir mekanizmalar1 ve fibrozistir. TGF-f normalde inflamatuar
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reaksiyonu smirlamakta ve doku tamirinde 6nemli rol oynamaktadir. Fibroblastik
aktivitenin temel indiikleyici faktorlerinden birisi olan TGF-f proteini, latent TGF-p
baglama proteinlerine (LTBP) baglanarak aktif olmayan ekstraselliller matriks
(ECM) salgilanmasma neden olur. Inflamatuar hiicrelerden salgilanan TGF-B
ECM’in yeniden sekillenmesini de saglar. TGF-B yolaginin aktivasyonu sonucu hem
ligand reseptor kompleksi, SMAD proteinlerinin fosforilasyonu hem de kollagen
doku biiytime faktorii (CTFG) gibi pro-fibrotik sitokinlerin iiretimi arttirmaktadir
(103).

Oncel ve arkadaslarinin calismasinda (99) hiperoksik akciger hasar
olusturulmus hayvan modelinde, hiperoksi grubunda TGF-B diizeyi yiiksek
saptanmigtir. Farkli hayvan BPD modellerinde yapilan c¢alismalarda, normal akciger
gelisimi  i¢in  Onemli role sahip olan TGF-B yapimi artisinin  hastalik
patofizyolojisinde dnemli bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (104).

Fibrozis, aktif (myo)fibroblastlarin asir1 biiyiimesi ve normal dokunun kalici
skar dokusu ile yer degistirmesi olarak tanimlanir. Miyofibroblastlar ET-1 de dahil
olmak tizere gesitli uyaranlarla aktive edilir. ET-1, fibrozis patogenezinde temel rol
oynar. ET-1 ekspresyonunu tetikleyen, otokrin etki olusturan TGF-f1, diger ajanlarin
profibrotik etkileri i¢in araci olabilir. ET-1, fibroblast hiicreleri i¢in kemotaktiktir ve
fibroblast proliferasyonuna ve her iki ET-1 reseptoriiniin (ETA ve ETB) aracilik
ettigi ECM birikimine ve biiziilmesine neden olur (105). Yakin zamanlarda yapilan
caligmalar, fibroblastlarin, SMAD 2/3 fosforilasyonundan bagimsiz c-abl kinaz
aktivitesini stimiile ederek TGF-B'y1 etkiledigini ve c-abl kinazin fibroblastlarin
miyofibroblastlara doniistimiinii stimiile ettigini ileri siirmektedir (106). Bosentanin
etkisinin hem ET-1 hem de c-abl sinyal yollarinin bloke edilmesine bagli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Sonug olarak endotelin reseptor antagonisti olan bosentan, fibrozis
gelisimini  Onlemede terapotik bir potansiyele sahiptir. Bizim c¢alismamizda
hiperoksik akciger hasar1 olusturulan ratlarin tamaminda fibrozis gelisirken
(%75’inde hafif %25’inde orta fibrozis), hiperoksi+ salin grubunun %100’{inde hafif
fibrozis saptanmistir. Ayrica ¢alismamizda ge¢ bosentan tedavi grubundaki ratlarin
hi¢birinde belirgin fibrozis goriilmemistir. Erken bosentan tedavi grubunda ise

belirgin fibrozis goriilmezken, %50 hafif fibrozis saptanmistir. Bu ¢alismada
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bosentanin hiperoksik akciger hasari olusturulan ratlarda akciger fibrozisini belirgin
azalttigin1 gosterdik.

Chilakapati ve ark.’nin (107) ¢alismasinda bleomisin ile indiiklenen pulmoner
fibrozis  modelinde  matriks  metalloproteinaz =~ (MMP)-9’un  azalmasi,
metalloproteinazlarin doku inhibitérii (TIMP)-1’in artmasi, MMP ve TIMP
arasindaki dengesizligin akciger fibrozisine, Kkollajen birikimine ve ECM
bozulmasina yol ac¢tifi gosterilmis olup; bosentanin MMP-9 diizeylerinde artis ve
TIMP-1 diizeylerinde azalmaya sebep oldugu bildirilmistir. Deneysel hayvan
modellerinin histopatolojisi, insanlardaki pulmoner fibrozis ile benzerlik gosterdigi
icin, bosentanin pulmoner fibrozis tedavisi i¢in yeni bir ilag olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, bosentan tedavisinin inflamasyonu ve fibroz
hiperplazi diizeyini azaltarak, MMP-9 diizeyini arttirarak ve TIMP-1 diizeyini
azaltarak akcigeri korudugu diisiiniilebilir. Bu ¢alismada a-SMA ekspresyonu ile
karakterize interstisyel —miyofibroblastlar immiinhistokimyasal olarak da
incelenmistir. Bleomisin uygulanarak pulmoner fibrozis olusturulan ratlarda, kontrol
grubuna kiyasla a-SMA ekspresyonu anlamli olarak artmistir. Bosentanin a-SMA
ekspresyonunu belirgin olarak diisiirdiigli saptanmistir. Bizim ¢alismamizda da SMA
skoru agisindan degerlendirildiginde, hem erken hem de gec¢ tedavi grubunda,
bosentanin SMA skorunu hiperoksik akciger hasari olusturulan gruba gére anlaml
sekilde disiirdiigi saptanmistir. ET-1'in ETA-JNK-AP-1 yolu ile insan akciger
fibroblastlarinda a-diiz kas aktin ekspresyonunu ve miyofibroblastlart indiikledigi
gosterilmistir (108). Endotelin resept6ér antagonisti olan bosentanin da akciger SMA
ekspresyonunu azalttigini diisiiniiyoruz.

Caligmamizda hiperoksik akciger hasarina maruz birakilan ve bosentan 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 biiyiime faktorii gibi farkli sinyal yolaklarinin etkisinden
kaynaklaniyor olabilir (109).

Bronkopulmoner displazi gelisiminde 6nemli patofizyolojik mekanizmalardan
birisi de antenatal dsnemde olusan inflamasyon ve/veya infeksiyondur. Inflamatuar
hasarla iligkili doku hasar1 proinflamatuar sitokinler araciligiyla olusmaktadir. Bu

sitokinler havayolu ve alveol epitel hiicreleri, endotelyum ve fibroblastlar gibi
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akciger parankiminin cesitli hiicrelerine ek olarak havayolu ile interstisyumdaki
notrofiller ve diger inflamatuar hiicreler tarafindan sentezlenmektedirler (20).

Genel proinflamatuar sitokinler TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8 bu kategoride en
cok caligilan sitokinler ve preterm bebeklerde kétii pulmoner sonuglarin tahmininde
onemli biyolojik belirteglerdir (109,110). Bu sitokinlerin diizeyleri, ek oksijen ve
mekanik ventilasyon siiresiyle iligkili olup; BPD gelisen bebeklerde ayni gestasyonel
haftadaki BPD gelismeyen bebeklere kiyasla artmaktadir (109). Yapilan bir
calisgmada BPD gelisen bebeklerin alveolar hiicrelerinde ve hava yolu
sekresyonlarinda proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1B, IL-6, CXCL8 gibi)
yiiksek bulunmustur (42). Inflamatuar yanitin erken evrelerinde goriilen TNF-q,
ventilatér bagimli preterm bebeklerin trakeal aspirat 6rneklerinde yiiksek saptanmis
ve yenidogan mortalitesi ile iligkili bulunmustur (110). Trakeal aspirat sivisinda IL-
1B diizeylerinin artig1 ile mekanik ventilasyon ve oksijen destek ihtiyaci arasinda
anlamli iliski oldugu gosterilmistir (111). Artan IL-1B diizeyleri ve ILIB/IL6
oranlariin BPD gelisimi i¢in 6nemli risk faktorleri oldugu 6zellikle Ureaplasma
urealyticum ile kolonizasyon ile de BPD’nin iliskili oldugu bildirilmektedir (112).

Bronkopulmoner displazi etiyopatogenezi diisiiniildiigiinde ¢alismamizda da
hiperoksik akciger hasarinin ratlarda akciger dokusunda proinflamatuar sitokin
diizeylerini belirgin olarak arttirdigi goriilmiistiir. Oda havas1 ve HAH grubu ratlar
karsilastirildiginda IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeyleri HAH grubunda istatistiksel
olarak anlamli olmasa da daha yiiksek diizeylerde bulunmustur. Hiperoksik akciger
hasar1 olusturulan ratlarda bosentanin hem erken hem geg tedavi grubunda TNF-a,
IL-6 diizeyini istatistiksel olarak anlamli oranda azalttigi ve IL-18 diizeyini
istatistiksel olarak anlamli olmasa da diistirdiigii saptanmistir (Tablo 9).

Birgok ¢aligmada ET-1'in vaskiiler duvardaki inflamatuar siirecin gelisimine
katkida bulundugu gosterilmistir. ET-1 NF-«B transkripsiyon faktoriinii aktive
ederek ve TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimini uyarir
(113). Bellisai ve ark. (114), ET-1'in makrofajlar ve monositlerdeki TNF-a sentezini
arttirdigin1 ~ bildirmistir.  TNF-o, makrofajlarin, monositlerin ve ndétrofillerin
kemotaksisi ve fagositozunu uyararak inflamatuvar cevabi arttirir. Chen ve ark.’nin

(115) calismasinda, endotelin reseptor antagonisti bosentanin, intraperitoneal olarak
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uygulanan sigara dumani ekstrasi ile indiikklenen oksidatif stres modelinde si¢an
akcigerlerinde TNF-a ve IL-1B ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.

Proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler arasindaki dengesizlik BPD
gelisimindeki Onemli etmenlerden biridir. Proinflamatuar sitokinlerin aktivite
artisinin dengelenmesinde en 6nemli rolii oynayan antiinflamatuar sitokinlerden
birisi IL-10’dur. IL-10’un yetersiz liretimi proinflamatuar ve antiinflamatuar dengede
bozulmaya, dolayisiyla BPD gelisimine katki saglamaktadir (43). Calismamizda oda
havasinda bulunan ratlarla karsilastirildiginda, hiperoksik akciger hasar1 olusturulan
ratlarin akciger dokusunda IL-10 diizeyi istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha
yiiksek bulunmustur. Literatiirde IL-10’un preterm bebeklerde BPD gelisimindeki
rolii ile ilgili sinirh sayida ¢alisma olup, sonuglari ¢eliskilidir (28). Bazi ¢alismalarda
yasamin ilk giliniinde kan ve trakeal aspirat 6rneklerinde 1L-10 diizeylerinin yiiksek
(116), bazilarinda ise diisik oldugu bildirilmistir (117). IL-10, term bebeklerin
solunum yolu sekresyonlarinda bulunmasina ragmen, preterm bebeklerin
sekresyonlarinda saptanamamis ve bu durum preterm bebeklerde akciger
makrofajlarinin IL-10 {iretme yetersizligiyle agiklanmistir (118). Baska bir ¢alismada
ise, ventile edilen prematiire bebeklerin trakeal aspirat drneklerinde erken donemde
IL-10 oldugu tespit edilsede, BPD ile iligkisi tam olarak ortaya c¢ikarilamamistir
(119). Calismamizda IL-10 diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanamamustir.

Iki yiizy1l boyunca, oksijenin 6zellikle akciger dokusu igin toksik bir bilesik
oldugu bildirilmis olup, yakin tarihli ¢alismalarda yenidogan siganlarda %50 veya
daha fazla oksijene maruziyetin, pulmoner gelisimi ve DNA sentezini geri
dontisimsiiz olarak inhibe ettigi gosterilmistir (120). BPD gelisiminde yiiksek
oksijen konsantrasyonu ve serbest oksijen radikallerinin énemli bir yeri vardir (24).
Yiiksek oksijen, oksijen radikalleri veya reaktif oksijen tiirleri nedeniyle toksiktir.
Hiperoksi durumunda agiga ¢ikan serbest oksijen radikalleri 6zellikle O,- (sliperoksit
anyon), H,O,- (hidrojen peroksit) ve OH- (hidroksil radikali), proteinler, lipidler ve
DNA gibi molekiilleri etkileyerek protein oksidasyonuna, lipid peroksidasyonuna ve
DNA hasarina yol a¢maktadir. Hiperoksik hasarlanma distal hava yollarindaki

dallanmay1 baskilayarak, gelisimin duraklamasina neden olmaktadir (102).
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Yenidoganlarda  o6zellikle  prematiire  bebeklerde  yiliksek  oksijen
konsantrasyonuna maruz kalma sonucunda reaktif oksijen/reaktif nitrojen tiriinleri
artmakta ve oksidan streste artis olmaktadir (9). Term bebeklere gére prematiire
bebeklerin hiicre i¢i antioksidan savunma mekanizmalar1 da yetersiz olup term
bebeklerde oksidatif stres sonrasi antioksidan enzimler indiiklenebildigi halde
prematiire bebeklerde bu uyarilma da yetersiz kalmaktadir.

Oksidatif stresin gesitli yenidogan hastaliklarinin patogenezinde 6nemli oldugu
bilinmektedir ve yenidoganlarda oksidatif stresin belirtileri ve teshisi hakkinda daha
fazla bilgiye ve arastirmaya ihtiya¢ vardir. Giuffre ve ark. (121) yenidoganlarda
glutatyon, lipid hidroperoksitleri ve 1s1 sok proteini saperon 60'in oksidatif stres igin
islevsel ve tanisal 6nemi olabilecegini belirtmistir. EI-Mazary ve ark. (122) hipoksik
iskemik ensefalopatili yenidoganlarda glutatyon peroksidaz iiriinii ve antioksidan
savunmada onem tastyan selenyumun normal saglikli yenidoganlara gore daha diisiik
oldugunu gostermistir. Mukhopadhyay ve ark. (123) konjenital malformasyonlu ve
saglikli yenidoganlar1 karsilastirdigi  ¢alismada, konjenital malformasyonlu
yenidoganlarda C vitamini ve glutatyon gibi antioksidanlarinin diizeylerinin
azaldigim1 ve serum MDA ve protein karbonil diizeylerinin arttigini bildirmistir.
Kumar ve ark. (124) plazma ve beyin omurilik sivist MDA diizeylerinin artmasinin
perinatal asfiksi ile iligkili oldugunu iddia etmistir. Yenidoganlardaki oksidatif stres
belirtecleri ile IUGG arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alismada antioksidan enzim
(SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz) aktiviteleri ve antioksidanlarin seviyeleri
olgiilmiis ve TUGG grubunda enzim aktivitesi diizeylerinin kontrol grubuna gore
onemli oOlgiide diisik oldugu bulunmustur (125). Marseglia ve ark. (126) hem
proinflamatuar hem de antiinflamatuvar sitokinlerin {iretimini uyaran, inflamasyon
ve oksidatif stres ile ilgili 6nemli bir adipositokin olan visfatinin preterm
yenidoganlarda oksidatif stresin yeni bir markir1 olabilecegini gostermistir.

Biz de ¢alismamizda hiperoksik akciger hasar1 modeli olusturulan ratlarda lipid
peroksidasyon iiriinii MDA ve oksidatif stres belirteci TAS, TOS ve OSI diizeyleri ve
bunlara bosentanin etkisini inceledik.

Lipidler, biyolojik yapilar i¢inde reaktif oksijen iiriinlerinin toksik etkilerine en
duyarli yapilardir. Ozelikle hiicre membraninda bulunan c¢oklu doymamis yag

asitleri, serbest oksijen radikalleri ile kolayca reaksiyona girer ve lipid
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peroksidasyonu meydana gelir. Membran akigkanligini saglayan bu doymamis yag
asitlerinin hasar1 sonucu akiskanlikta azalma olur. MDA, oksidatif stres sonucu
gelisen lipid peroksidasyonunun son {irtiniidiir ve lipid hasarinin 6nemli bir
gostergesidir (97).

Dogumda saglikli yenidoganlarda serum lipidlerinin peroksidasyon potansiyeli
yiiksektir. BPD'nin serbest radikal iiretimi ve lipid peroksidasyonunun bir sonucu
oldugu 6ne siriilmiistiir (127). Yiiksek oksijen konsantrasyonunun RDS ve BPD gibi
hastaliklarda lipid peroksit liretimine etkisi bilinmemektedir.

Bronkupulmoner displazi patogenezinde oksidatif stres sonucu MDA
diizeyinin arttigimi gosteren pek ¢ok calisma yaninda Falciglia ve ark.’nin (128)
caligmasinda oldugu gibi lipid peroksidasyonu ile BPD arasinda iligki
bulamadiklarini ve lipid peroksidasyonun BPD gelisiminde rol oynadigina dair bir
kanit tespit edemediklerini belirten calismalarda bulunmaktadir. Bu c¢alismanin
kisitliliklart PUFA (poliunsature yag asitleri) gibi lipid peroksidasyon reaksiyonunun
tim bilesenlerinin Olgiilmemesi ayrica lipid peroksidasyonunu onleyen diger
antioksidanlarin (seruloplasmin gibi) da degerlendirilmemesidir. Ek olarak yayinlar
idrarda Olgiillen MDA’nin lipid peroksidasyonunu 6lgmek igin yeterince duyarh
olmayabilecegini belirtmektedirler. Bizim ¢alismamizda da MDA diizeyi bakimindan
HAH olusturulan gruplarla diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamustir.

Sengiil ve ark.’nin (6) ¢alismasinda iskemi/reperfiizyon (IR) grubunda MDA
diizeyi kontrol grubuna gore belirgin yiiksek saptanmis. Ovaryumda artmis MDA
seviyeleri, lipid peroksidasyonu artisinin, doku hasarin1i ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin asir1 serbest radikal olusumunu Onlemede yetersizligini isaret
etmektedir. Bu calismada, MDA diizeyinin bosentan uygulanan grupta anlaml
sekilde dustiigii gosterilmis ve bosentanin lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres
tizerinde faydali bir etkiye sahip oldugu distinilmistir. /R hasarmin lipid
peroksidasyonunu ve MDA'y1 arttirdigin1 bildiren baska calismalar da mevcuttur
(129). Baska bir calismada, parasetamol ile indiiklenen akut karaciger hasarinda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda karaciger hasart olusturulan grupta MDA
diizeyinin belirgin sekilde arttigi; bosentan verilen gruplarda ise MDA diizeyinin

belirgin olarak azaldigi saptanmistir. Bu etkinin bosentanin potansiyel antioksidan
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etkisine bagli olabilecegi diistiniilmektedir. Bosentanin organ hasarina karsi bir¢ok
koruyucu oOzelligi oldugu baska c¢alismalarda da gosterilmistir (130). Bizim
calismamizda ise bosentan verilen gruplarda MDA diizeylerinde herhangi bir azalma
saptanmamuistir.

BPD'nin etiyolojisi net bilinmemekle birlikte, patogenezde oksidan/antioksidan
sistemin onemi giderek artmaktadir (102). BPD patofizyolojisinde oksidatif stresin
rolliniin anlasilmasi, uygun Onleme stratejilerinin ve yeni tedavi yaklasimlarinin
tasarlanmasi i¢in onem tasimaktadir. Fetiisiin dogum esnasinda nispeten hipoksik
ortamdan hiperoksik bir ortama hizli bir sekilde gecisi oksidatif strese neden
olmaktadir. Bununla birlikte, oksidan savunma mekanizmalar1 gebeligin son
donemlerinde artmakta (80), prematiire bebekler bu oksidatif strese karsi daha
savunmasiz kalmaktadir. Antioksidan savunma sisteminleri iyi gelismemis olan
preterm bebeklerde, diisiik oksijen konsantrasyonlari bile onemli oksidan strese
neden olmaktadir.

Erel tarafindan gelistirilen bir 6l¢lim yontemi olan TAS, serumdaki enzimatik
olan ve olmayan tiim antioksidanlarin durumunu gosterebilmektedir. Bu yontemle
ozellikle protein, lipid, DNA gibi biyomolekiillerin oksidatif hasarina neden olan
serbest radikal reaksiyonlarina karsi olan TAS seviyesi Olciilmektedir. Farkli
oksidanlarin ve antioksidanlarin ayri ayr1 Olglimleri pratik olmadigindan
calismamizda Erel tarafindan gelistirilen ve glinlimiizde en popiiler metotlar olarak
kabul edilen yontemlerle total antioksidan ve total oksidan kapasite ¢alisildi (91,92).

Ozdemir ve ark.’min calismasinda hiperoksik akciger hasari olusturulan
yenidogan ratlarda oksidatif stres ve inflamasyonu azaltan dekspantenol tedavisi
uygulanmis gruplar arasinda TAS diizeyleri agisindan anlamhi farklilik
saptanmamustir. TOS diizeyi hiperoksi grubunda anlamli sekilde yiiksek, hiperoksi
uygulanarak dekspantenol verilen grupta diisiik saptanmustir (131).

Dizdar ve ark.’nin ¢alismasinda RDS’li bebeklerde siirfaktan Oncesi ve
sirfaktan sonrasit TAS veya TOS diizeyleri karsilastirilmistir. Bu ¢alismada 28
haftadan kiigiik dogan bebekler 28 hafta ve daha biiyik bebeklerle
karsilagtirildiginda TAS seviyeleri <28 hafta bebeklerde diisiik bulunmus olup,
antioksidan savunma sisteminin bu preterm bebeklerde olgunlagmadigi ileri

striilmiistiir. TOS diizeyleri bakimindan ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik
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saptanmamistir. TAS veya TOS diizeyleri ile bronkopulmoner displazi veya
aragtirma doneminde belirlenen diger komplikasyonlarin gelisimi arasinda bir iligki
saptanmamustir (132).

Doise ve ark.’nin ¢alismasinda (133) sepsisli hastalarda plazma TAS diizeyinin
hastaligin baslangicinda saglikli kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu, hayatta
kalan sepsisli hastalarda plazma antioksidan diizeyinin normal diizeylere veya
normalin {izerine ¢iktig1, fakat Olen hastalarda TAS diizeyinin diisiik seyrettigi
gosterilmistir.

Literatiirde bosentanin oksidatif stres markiri olarak TAS ve TOS iizerine
etkisini arastiran bir c¢alismaya rastlayamadik. Bizim g¢alismamizda antioksidan
kapasiteyi yansitan TAS diizeyi, gruplar arasinda en yiiksek oda havasi+bosentan
grubunda saptanmis olup, hiperoksik akciger hasari olusturulan gruplarda anlamli
diisiik bulunmustur. Oksidatif stres belirteci olan TOS diizeylerinde ise gruplar
arasinda anlaml bir farklilik saptandi, ancak farklilik sadece oda havasinda bosentan
verilen grupta, ge¢ bosentan tedavisi verilen gruba gore yiiksekti. Diger gruplar
arasmnda anlaml bir farklilik yoktu. OSI diizeyleri bakimindan ise gruplar arasinda
anlamli bir farklilik saptanmadi.

Sonug olarak, bu ¢alismada hiperoksik akciger hasari olusturulan yenidogan
ratlarda; BPD etiyopatogenezinde proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinlerin
onemli roliiniin oldugu, bosentanin proinflamatuar sitokin IL-6 ve TNF-a’y1 azalttigi,
antiinflamatuar etkisiyle hiperoksik akciger hasarmmi Onlemede etkili oldugu
histopatolojik olarak gosterildi. Ancak BPD tedavisinde bosentanin etkinligini ve

kKlinik kullanimini1 destekleyecek daha genis kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.
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SONUCLAR

1. Hiperoksik akciger hasar1 modeli ile BPD olusturulan ¢alismada deney sonunda
hiperoksiye maruz birakilan ratlarin agirliklar1 oda havasinda tutulanlara gore daha

diisiiktii. (p<0.05).

2. Hiperoksiye maruz birakilan gruplarda alveol yiizey alani skoru, fibrozis skoru ve

SMA skoru oda havasinda tutulanlara gore belirgin olarak daha yiiksekti (p<<0.01).

3. Hiperoksiye maruz birakilan gruplarda bosentan tedavisinin kontrol grubuna gére
alveol yiizey alani skoru, fibrozis skoru ve SMA skorunu diisiirdiigii (p<0.01), erken
bosentan tedavisinin sadece SMA skorunu azalttig1 gortildi ( p <0.01).

4. Proinflamatuar sitokin IL-1p diizeyleri hiperoksiye maruz birakilan grupta daha
yiiksek bulundu, ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu
(p>0.05). IL-6 ve TNF- a diizeyleri hiperoksiye maruz birakilan grupta istatistiksel
olarak anlaml1 yiiksek saptandi (p< 0.01).

5. Hiperoksiye maruz birakilan gruplarda bosentanin hem erken hem ge¢ tedavi
grubunda proinflamatuar sitokin diizeylerini azalttig1 goriildii, ancak bu azalma TNF-
a ve IL-6 diizeyi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0.01), IL-1§

diizeyi i¢in anlamli saptanmadi (p>0.05).

6. IL-10 diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik saptanmadi
(p>0.05).

7. TAS diizeyi, gruplar arasinda en yiiksek oda havasit+bosentan grubunda saptanmis
olup, hiperoksik akciger hasart olusturulan gruplarda anlamli diisiik bulundu

(p<0.05).

8. TOS diizeyi sadece oda havasinda bosentan verilen grupta, ge¢ bosentan tedavisi

verilen gruba gore yiiksekti. Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu.
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9. OSI ve MDA diizeyleri bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik
saptanmadi (p> 0.05).

10. Bu sonuglarla bosentanin hiperoksik akciger hasar1 modeli ile BPD olusturulan
ratlarda IL-6 ve TNF-a’y1 azaltarak, antiinflamatuar etkisiyle histopatolojik diizelme

sagladig1 goriildii.
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