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OZET
Nekrotizan enterokolit modeli olusturulan yenidogan ratlarda kafeinin etkisi
Dr. Savas SALDIRAY
Kafein, yenidogan yogun bakim {initelerinde gebelik yas1 28 haftanin altinda ve bronkopulmoner
displazi riski tagiyan prematiirelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda kafeinin
gastrointestinal sistemle ilgili olumsuz yan etkileri bildirilmeye baglanmistir. Bu hayvan
calismasinda hipoksi-reoksijenizasyon (H/R) modeliyle intestinal hasar [nekrotizan enterokolit
(NEK) modeli] olusturulan ratlarda kafeinin intestinal hasara histopatolojik ve biyokimyasal

etkileri arastirildi.

Bir giinlik 32 adet Wistar-albino cinsi ratlar randomize olarak: Kontrol (higbir islem
uygulanmayan), Kafein [Sadece intraperitoneal (ip) kafein verilen], H/R (ip salin + H/R
uygulanan) ve Kafein+H/R (ip kafein + H/R uygulanan) olmak tizere dort gruba ayrildi. Kafein
ve Kafein+H/R gruplarina kafein ilk giin 20 mg/kg yiikleme, ii¢ giin 5 mg/kg, tek dozda ip idame
uygulandi. Dordiincii giin, H/R ve Kafein+tH/R grubundaki ratlar, hava gecirmez kapali bir
ortamda, dnce 5 dk %100 CO,, hemen ardindan 5 dk %100 O, solutularak H/R yontemiyle NEK
modeli olusturuldu. H/R’den en az 4 saat sonra tiim ratlar dekapite edildi. Histopatolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal incelemeler i¢in bagirsak doku 6rnekleri alindi. Bagirsak
doku orneklerinde, biyokimyasal olarak tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), interlokin-6 (I1L-6),
total oksidan status (TOS), total antioksidan status (TAS) ve TOS/TAS orani olarak oksidatif stres
indeksi (OSI) diizeyleri, immunohistokimyasal olarak toll-like reseptor-4 (TLR4) ve

histopatolojik inceleme yapildi.

Histopatolojik olarak en agir hasarlanma sirasiyla KafeintH/R ve H/R gruplarinda goriildii.
Kafein grubunda histopatolojik hasarlanma skorunun kontrol grubuna gore arttig1, ancak istatiksel
olarak anlamli olmadig1 saptandi. TNF-a, IL-6 ve OSI bagirsak doku diizeyleri kontrol grubuna
gore diger ii¢ grupta belirgin yiiksekti (p<0.05). Bu parametreler, H/R ve Kafeint+H/R gruplarinda
kafein grubuna gore de belirgin yiiksekti (p<0.05). Bagirsak doku TLR4 incelemesinde kontrol
grubuna gore diger iic grupta yiikseklik goriilse de istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmada.

Sonug olarak, bu deneysel calismada kafeinin TNF-a, IL-6 ve OSI bagirsak doku diizeylerini
belirgin  arttirdigr gosterilmis olup,  intestinal hasarlanmada bir roliinlin olabilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kafein, intestinal hasar, rat.
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SUMMARY

The effects of caffeine on newborn rats with hypoxia/reoxygenation-induced
intestinal injury

Dr. Savas SALDIRAY

Caffeine is widely used in neonatal intensive care units in premature infants with a gestational age
below 28 weeks and at risk of bronchopulmonary dysplasia. Recently, the adverse effects of caffeine
on the gastrointestinal system have begun to be reported. In this animal study, histopathological and
biochemical effects of caffeine on intestinal injury were investigated in rats with intestinal damage

induced by hypoxia-reoxygenation (H/R) model [necrotizing enterocolitis (NEC) model].

One day 32 Wistar-albino rats were randomly divided into 4 groups: Control (untreated and un-
exposed to H/R), Caffeine [given intraperitoneal (ip) caffeine and un-exposed to H/R], H/R (given ip
saline and exposed to H/R) and Caffein+H/R (given ip caffeine and exposed to H/R). Caffeine and
Caffeine+H/R groups were treated with caffeine, 20 mg/kg for loading dose on the first day and
afterward 5 mg/kg per day ip administration on a single dose for 3 days. On the fourth day, the rats in
the H/R and Caffeine+H/R groups were exposed to H/R procedure for NEC model in an airtight closed
environment with 5 minutes 100% CO, followed by 5 minutes 100% O,. All rats were decapitated at
least 4 hours after H/R procedure. Intestinal tissue samples were taken for histopathologic,
immunohistochemically and biochemical examinations. In the intestinal tissue samples biochemically,
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin-6 (IL-6), total oxidant status (TOS), total antioxidant
status (TAS) and oxidative stress index (OSI ) levels; immunohistochemically toll-like receptor-4

(TLR4) and histopathological examination were performed.

Histopathological, the most severe damage was seen in Caffeine+H/R and H/R groups, respectively.
The histopathological damage score in the caffeine group was found to be higher than the control
group, but it was not statistically significant. The intestinal tissue levels of TNF-a, IL-6 and OSI were
significantly higher in the other three groups than the control group (p<0.05). These parameters were
also significantly higher in the H/R and Caffeine+H/R groups compared to the caffeine group
(p<0.05). While the intestinal tissue TLR4 was seen to be higher in the other three groups compared to

the Control group, there was no statistically significance.

In conclusion, this experimental study showed that caffeine increased intestinal tissue levels of TNF-a,

IL-6 and OSI significantly. So, it is thought that caffein may play a role in intestinal injury.

Keywords: Caffein, intestinal injury, rats.
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GIRIS

Ilk olarak 1964 yilinda tanimlanan nekrotizan enterokolit (NEK),
bagirsaklarin kismi veya tam iskemisi ile karakterize, tiim gastrointestinal sistemi
(GIS) tutabilen siklikla prematiirelerde goriilen acil bir GIS hastaligidir. Giiniimiizde
prematiire ve diisik dogum agirlikli bebeklerin yasama sanslarindaki artisa paralel
olarak NEK goriilme siklig1 da artmaktadir. Etiyopatogenezi net olmamakla birlikte
multifaktoriyel olup, spesifik tedavi stratejilerinin net olmamasi nedeniyle morbidite
ve mortalitesi halen yiiksek bir hastaliktir. NEK olan bebeklerin %90-95’1 prematiire
bebeklerdir. Term bebeklerde de asfiksi, umblikal kateterizasyon, konjenital kalp
hastaliklar1 gibi predispozan faktorler nedeniyle goriilebilmektedir (1,2).

Patofizyolojisi net olarak belirlenemese de prematiire dogum, mikrobiyal
cogalma, enteral beslenme, immatiir mukozal defans, bagirsak dolasim instabilitesi,
mukozal hasar ve mikrobiyal asir1 ¢gogalma 6nemli risk faktorleridir (3). Bakteriyel
asirt ¢ogalma term bebeklere gore prematiire bebeklerde farklidir. Prematiirelerde
enteral beslenmenin ¢esitli sebeplerle gecikmesi sonucu intestinal flora geg
olusmakta ve daha ¢ok patojenik olan gram negatif bakterilerden meydana
gelmektedir (4). Gram negatif bakteriler lipopolisakkarit yapilari ile bagirsak duvari
epitel yiizeyinde bulunan Toll-like reseptor-4’¢ (TLR4) baglanarak inflamatuar
stirece katki saglamaktadir. NEK c¢alismalarinda intestinal floranin gram negatif
bakteri agirlikli olusuyla TLR4 geni ve protein ekspresyonunun ince bagirsakta
saglikli kontrol gruplara gore arttign gosterilmistir (5). Inflamatuar bir hastalik olmasi
nedeni ile artan sitokin ve oksidatif stres sonucu mukozal hasar artmaktadir. Ayrica
yapilan ¢alismalarda tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) gibi
proinflamatuar sitokinlerin de NEK’te arttigi gosterilmistir (6). Oksidatif stresin,
NEK patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi, NEK siddeti ile oksidatif stres arasinda

giiclii bir iliski oldugu bilinmektedir (7).

Kafein ise non-spesifik adenozin reseptor antagonistidir (8). Prematiire apnesi
tedavisinde kullanilan kafeinin, bronkopulmoner displazi (BPD) riskini, mekanik
ventilatorde kalis siiresini, reentiibasyon sikligini, prematiire retinopatisi siddetini ve
patent duktus arteriozus (PDA) tedavi ihtiyacini azalttigi ve noroprotektif oldugu
bildirilmektedir. Dogum agirligi 1250 gr, gebelik yast 28 haftanin altinda dogan ve



BPD riski tasiyan prematiirelerde, dogumdan sonraki ilk giin baslanarak 36. haftaya
kadar rutin olarak kafein sitrat kullanimi 6nerilmektedir (9-11).

Adenozin reseptorleri Aj, Aza, Azve Az olmak ilizere dort tanedir. Ay
reseptorii ve mRNA ekspresyonu en fazla kolon, mesane, retina, endotel, diiz kas
hiicresi ve fibroblastta bulunup, doku tamirinde gorev alir. Ayrica T hiicre ve natural
killer hiicre tizerinden antiinflamatuar etki gostererek ve endoplazmik retikulumda
bulunan riyanodin reseptorlerine etki ederek, hiicre igine kalsiyum salimiminda ve

dolayisiyla kontraksiyonda gorev alir (12-14).

Prematiire apnesi tedavisinde rutin kullanilmasi dnerilen adenozin reseptor
antagonisti kafeinin pek ¢ok olumlu etkileri yaninda gastrointestinal sistemle,

ozellikle de NEK gelisimi ile ilgili yan etkileri baz1 kaygilara neden olmustur.

Her ne kadar 2015 (15) tarihli bir metaanalizde kafein ile NEK gelisimi
arasinda bir iligki olmadig: bildirilse de hemen ardindan ayni tarihli bir bagka genis

kapsamli ¢alismada NEK ile iligkili oldugu belirtilmektedir (16).

Yapilan hayvan calismalarinda kafeinin alt 6zefagus sfinkter tonusu ile
gastrointestinal sistem motilitesini azalttig1, bu etkinin yastan bagimsiz ve riyanodin
reseptorleri araciligiyla oldugu belirtilmektedir (14). Prematiire bebeklerde kafein
sitrat kullaniminin, 6zellikle yiikkleme dozu sonrasi siiperiyor mezenterik arter kan

akimini belirgin azalttig1 bildirilmektedir (17).

Prematiire bebeklerde (<32 gestasyonel hafta veya <1250 gr) apne ve diger
potansiyel yararlart i¢in rutin kullanilmasi 6nerilen kafeinin, su ana kadar NEK
lizerine etkisini gOsteren bir hayvan g¢alismasina literatiirde rastlanilmamistir. Bu
nedenle ¢aligmamizda hipoksi-reoksijenizasyon yontemiyle NEK modeli olusturulan
yenidogan rat yavrularinda kafein sitratin NEK {izerine etkisinin arastirilmasi

planlanmistir.



GENEL BILGILER
NEKROTIZAN ENTEROKOLIT
Nekrotizan enterokolit tiim GIS’i tutabilen o6zellikle terminal ileum ve
kolonun fokal iilserasyonu ve nekrozuyla karakterize siklikla prematiirelerde goriilen
onemli bir GIS hastaligidir. Etiyopatogenezi multifaktoriyel olup, o6zellikle
prematiire bebeklerin hastalig1 olarak bilinse de asfiktik, polisitemik, kan degisimi
uygulanan ve siyanotik konjenital kalp hastali§1 sonucu bagirsak perfiizyonu bozulan

term bebeklerde de goriilebilmektedir (2).

EPIDEMIYOLOJI

NEK siklig1 cografi farkliliklar gostermekle birlikte, ayn1 bolgede yenidogan
yogun bakim iiniteleri arasinda bile farklilik gostermektedir. Prematiire bebeklerde
NEK sikligi %2.6-28’dir (18). Prematiirite nedeni ile yogun bakim iinitelerine
yatirilip izlenenlerin %1-7.7°sinde NEK gelistigi ve tan1 konulanlarin %90’min
prematiire oldugu gosterilmistir (18).

Yapilan bir ¢alismada dogum agirligt 1500 gram altinda olan prematiire
bebeklerin  %10’unda NEK gelistigi saptanmigtir  (19). Tiirkiye’de yapilan
caligmalarda ise NEK sikligin1 Erdem ve arkadaslar1 %6 (20), Giilcan ve arkadaslar
%3 (21), Kavuncuoglu ve arkadaslar1 (2013) ise %3.8 olarak rapor etmislerdir (22).
NEK prematiire ve diisiik dogum agirlikli bebeklerin hastalig olarak bilinir. Obstetri
ve yenidogan yogun bakim alanindaki teknolojik ilerlemeler ve yeni tedavi
stratejileri ¢ok kiiciik prematiire ve ¢ok diisiik dogum agirlikli bebeklerin sag
kalimin1 arttirmis, bu da NEK sikliginda artisa yol agmustir (23). Prematiirelerde
mortalite %20-30'dur (24). Term ve prematiire bebeklerde klinik ve patolojik
bulgular benzer olsa da term bebeklerde, genellikle konjenital kalp hastaklari,
solunum sistemi hastaliklar1 ya da hipoksik durumlar gibi predispozan faktorler
vardir (25). Cok merkezli 2001-2006 yillarinda yapilan bir ¢alismada termlerin
%0.5’inde evre 2 ve lizerinde NEK gelistigi bildirilmistir (25).

NEK prematiirelerde jejunum ve ileumu tutarken, termlerde tipik olarak
kolon tutulumu ile seyreder (26). Nekrotizan enterokolit ilk ii¢ ay igerisinde
geligebilmekle birlikte en sik postnatal 3-10. giinlerde goriilmektedir. NEK term ya
da sinirda term bebeklerde ilk haftada gelisirken, gestasyonel yasi daha kiigiik
olanlarda ise siklikla 7-14 giin ve sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir (26).



NEK’li vakalarin ¢ogunun tedavisi medikal olsa da %20-40 oraninda cerrahi
tedavi gerekir (27). Cerrahi uygulananlarda mortalite oran1 %50’ye kadar
yiikselmektedir. Dogum agirligt ve gestasyonel yas azaldikca mortalite orani
artmaktadir (28). Cerrahi tedavi gereksinimi olan hastalarin %25’inde yara
iyilesmesinin uzamasi, anastomoz Yeri ile ilgili sorunlar, intraabdominal apse ve
bagirsaklarda adezyon gibi komplikasyonlar gelisebilmekle birlikte, bunlar arasinda
en 6nemli ve uzun donem komplikasyonu ‘‘kisa bagirsak sendromu’’ dur (28).

NEK olan ¢ok diisiik dogum agirlikli bebeklerin uzun donem takibinde
norogelisimsel ve fonksiyonel bozukluklarin gelisme riskinin yiiksek oldugu
bildirilmistir (29).

PATOGENEZ

NEK'in patogenezi net bilinmemekle birlikte multifaktoriyel olup, mukozal
hasarlanma ile baslamaktadir (2). NEK patogenezinde prematiirite, bagirsakta asirt
bakteri ¢ogalmasi, hiperozmolar beslenme, mukozal defansin bozulmasi, bagirsak
dolagiminin instabilitesi ve bagirsak mukoza hasari sorumlu tutulmakla birlikte
proinflamatuar sitokin salinimi ile olusan bagirsak inflamasyonu olduk¢a 6nemlidir
(2). NEK’li hastalarin %901 prematiire bebekler olsa da %10’u term bebeklerdir.
Term bebeklerde NEK gelismesinin dogum afiksisi, polisitemi, kan degisimi,
intrauterin gelisme geriligi veya siyanotik konjenital kalp hastaligi gibi bagirsak
perflizyonunu olumsuz etkileyen durumlarla iliskili oldugu gosterilmistir. Term
bebeklerde NEK klinigi siklikla prematiirelerden farkli olarak ilk giinlerde ortaya
cikmaktadir (19). Ayrica pretermlerde en sik tutulum yeri jejunum ve ileum olarak
bildirilirken, termlerde ise en sik kolonun etkilendigi ileri siiriilmektedir (26).
lleogekal bolgenin sik etkilenmesinin nedeni proksimal bagirsagin dolasimini
saglayan siiperiyor mezenterik arterin ileokolik dallarinin bu bdlgeye olan uzakligina
baglanmustir (30).

Hipoksi ve hipotansiyon durumlarinda, kanin kalp ve beyin gibi hayati
organlara yonlendirilmesi “dalis refleksi” olarak adlandirilir. NEK patogenezinde
sorumlu olabilecegi diistiniilen bu durumun, hayvanlarda birgok deneysel ¢alismayla
rolii oldugu gosterilmesine ragmen, bilgiler yeterli degildir (30). Hipoksi veya

enfeksiyona sekonder olusan hasarin NEK olusumunu baslatip, bagirsaklarin



mikroorganizmalar ile kolonizasyonundan sonra bakterilerin hasarli mukozaya
yapigsarak bir inflamatuvar reaksiyon olusturdugu diisiiniilmektedir. Savunma
sistemlerinin yetersiz, mukoza hiicrelerinin geg¢irgenliginin artmis olmasi nedeniyle
de bakteriyel translokasyonun kolay oldugu ve inflamasyonun ilerledigi
diistiniilmektedir. Bolgeye gelen nétrofiller, ikincil haberciler ve salinan serbest
oksijen radikalleri hasar1 daha da arttirirlar, sonugta bagirsagin kismi veya tam
nekrozu ve perforasyonuna kadar giden klinik durumlar goriilebilmektedir (Sekil 1,
31).

GIiS SORUNLARI BAKTERILER
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ENTERAL BESLENME

Sekil 1. Nekrotizan enterokolit gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen etiyolojik
faktorler (32).

1. Prematiirite: NEK gelisen bebeklerin biiylik ¢ogunlugunu prematiire
bebekler olusturur. Sindirim sistemi immatiir olan bu bebeklerde gestasyonel hafta ve
dogum agirligi azaldikca NEK gelisme riski artmaktadadir. NEK gelisme riski
gestasyonel yas 35-36 hafta olana kadar yiiksek kalir. Gebelik yas1 28 haftadan daha
kiiciik bebeklerde, NEK riski digerlerine gore daha sik ve ge¢ donemde
goriilmektedir. NEK gelismesinde gestasyonel yasin dogum agirligina kiyasla daha
onemli oldugunu savunan goriisler de mevcuttur. Gestasyonel yasi1 30-32 hafta ve
altinda olanlarda bu risk en fazla iken, 35-36 haftay1 geg¢enlerde NEK sikliginda
onemli bir azalma oldugu rapor edilmistir (31). Bu da islevsel ve yapisal olarak

bagirsagin matiirasyonunun NEK gelisiminde 6nemli rol oynadigin1 géstermektedir.



Liimen i¢indeki patojenlerin atilmasinda ¢ok dnemli olan bagirsak hareketleri,
termlere gore prematiire bebeklerde tam gelismemistir. Calismalarda ikinci
trimesterde gelismeye baslayan GIS motilitesinin, ancak {iciincii trimesterde
olgunlasabildigi gosterilmistir (33). Bagirsak peristaltizminin gelisiminde, fetal
hipoksi ya da perinatal asfiksinin peristaltizmi azalttig1, enteral beslenmenin ise
artirdigi gosterilmistir. Motilin ve pankreatik polipeptidler prokinetik faktorlerdir.
Enteral beslenmeyle motilin diizeyinin 6nemli derecede arttifi ve prematiire
bebeklerde ilk giinlerden itibaren az da olsa enteral beslemeyle NEK riskinin azaldig1
bildirilmistir (23). Ozellikle prematiirelerde sik goriilen apne gibi sorunlar, zaten
azalmig olan peristaltizmi daha da azaltip, stazi arttiracagindan daha ¢ok bakteri
tiremesi ve dolayisiyla bakteriyel translokasyonuna neden olmaktadir. Bu da NEK
gelisimine katki saglamaktadir (Sekil 2) (34).

Azalms proteolitik enzimler
Artmug gastrik pH Degismis bakteriyel flora

Azalmis peristaltizm
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Sekil 2. NEK'de prematiire bebeklerin duyarlilig: (34).

Yapilan hayvan ¢alismalarinda immatiir sindirim sisteminin hipoksiye cevabi
uzamis vazokonstiiksiyon olarak  bildirilmektedir. Prematiirelerde  siklikla
hipotansiyon ve tromboz olmasi, bagirsak kan akimini azaltip mukozanin hasar
gorme olasiligini arttirmaktadir (35). Uygulanan gobek arter kateterizasyonunun
damar ¢apini azaltigi, arteriyel spazm veya mikroemboli riskini arttirdigi ve boylece
mezenter kan akimini azaltarak intestinal iskemiye yol acabildigi bunun da yine NEK
riskini arttirdig1 belirtilmektedir (36).

Prematiirelerde gastrik asit miktari ve mukus iiretimi de azdir. Gastrik asidite

ve GIS peristaltizminin azalmasi bakteri yiikiinii arttirmakta, azalmis mukus tabakasi



nedeniyle bagirsak epiteline gegis daha kolay olmaktadir (4).  Prematiirelerin
immiinitesi de immatiirdiir. Antibakteriyel triinler (salgisal immunglobulin A ve
defensin), mukozal enzimler (pepsin, proteaz), laktoferrin gibi koruyucu diger
faktorler prematiirelerde daha distiktiir (37).

Bagirsak epitelinin, yapisal ya da biyokimyasal igeriklerinin yeterince
olgunlasmamasi nedeniyle, mikroorganizmalar daha derin dokulara invaze olarak
enfeksiyona yol agmaktadir. Bagirsak epitelindeki siki baglanti kompleksleri 10.
gebelik haftasinda olusmaya baslamaktadir (38). Zamanla bagirsak epitelinin kii¢iik
iyonlara kars1 secici gecirgenlik 6zelligi artmakta, besinlerin emilimi baslamakta ve
stvi gecisi ¢ift yonli hal almaktadir. Secici gegirgenlik 6zelligi kazanan enterositler,
patojenlerin  ve toksinlerin uzaklastirilmasinda CI°” iyonunu ve suyu
kullanmaktadirlar. Enterositlerin bu islevi 26. gebelik haftasinda baglamakta ve
doguma kadar olgunlasma devam etmektedir (39). Ozellesmis enterositler olan
goblet hiicrelerinden salgilanan miisin, bagirsak mukozasin1  kaplayarak;
mikroorganizmalarin  epitele baglanmasini, adherasyonu ve agregasyonunu
engellemekte ve mikroorganizmalarin temizlenmesinde rol oynamaktadir. Miisin gen
ekspresyonunun 23-27. gebelik haftalar1 arasinda basladigi bilinmektedir (40).

Ince bagirsak kriptleri tabaninda yerlesen Paneth hiicreleri, &zellesmis
sekretuvar enterositler olup, lizozim, fosfolipaz A, ve antimikrobiyal peptidler
salgilayarak bakteriyel flora {izerinde etki gostermektedir. Enterositler tarafindan
retilen, ‘‘Defensin’® ve ‘‘Kathelisidin’> adli iki ana antimikrobiyal peptid
bulunmaktadir (41). Enterositler genelde “‘B-defensin’’ salgilarken, Paneth hiicreleri
“‘a-defensin’’ salgilamaktadir. Antimikrobiyal peptidler bakteri, viriis, fungus,
protazoa ve spiroketlere karsi etkilidir (42). Antimikrobiyal peptidlerin, CI" iyon
sekresyonuyla birlikte istenmeyen patojen ve toksinlerin liimenden atilmasinda rol
oynadig1 ve proinflamatuvar yeteneklerinin oldugu bildirilmistir (43). Paneth hiicre
sayis1 ve a-defensin ekspresyonu, prematiirelerde eriskinlere gore daha diisiik
saptanmugtir (44).

Prostaglandinlerin, bagirsak epiteli siki baglantilarinda paraselliiler direnci
artirdiint ve bariyerin yeniden yapilandirilmasinda rolii oldugunu gdosteren

caligmalar mevcuttur. Bu 0zellik sayesinde, bir prostaglandin inhibitérii olan



indometazin  kullanimma bagli spontan bagirsak perforasyonlart1  kismen
aciklanabilmistir (45).

Bagirsaklarin bariyer, sindirim ve anjiogenez genlerinin ekspresyonunun
diizenlenmesinde kommensal mikroorganizmalar ile etkilesim iginde oldugu
bilinmektedir. Kommensal mikroorganizmalar inflamatuvar yolaklari inhibe edebilir
ve homeostazin devamliliginda rol oynayabilir (46). Kommensal bakterilerin,
bagirsak epitelinde niikleer faktor kappa B (NF-kB) sinyal yolaginin inhibisyonuyla
iltihap onleyici bir etkisi oldugunu goésteren invitro ¢alismalar mevcuttur (47). NF-xB
yolaginda patojenik bakteri uyarisin1 ‘‘microbial-associated molecular patterns’’
(MAMPs)’lardan alan “‘pattern recognation receptors’’(PRRs)’ler, bu sinyalin
iletimini saglamaktadir. Sinyali aldiktan sonra NF-kB, inhibitoriinden (i-xB) ayrilir
ve sitoplazmadan cekirdek icine girer. Proinflamatuvar ve antiapoptotik genlerin
transkripsiyonunu indiikler. Yenidoganlarin bagirsagindaki MAMPs’lar, ancak
dogumla birlikte normal flora yerlesmeye basladikca gelismektedir. Intrauterin
donemde NEK gelismemesi, Ozellikle anormal bakteriyel kolonizasyonun NEK
patogenezinde o6nemli rol oynadigimi distindiirmektedir. Rat modelinde, stres
kaynakli ‘‘platelet aktive edici faktor’” (PAF) iiretimine cevaben olusan TLR4 diye
adlandirilan bir PRRs’in ekspresyonunda yeniden diizenlenme oldugu gosterilmis ve
deneysel modelde NEK gelisiminden, bu yeniden diizenlenmenin sorumlu oldugu
ileri stirilmistiir (48).

2. Term infantlar: Termlerde NEK genellikle konjenital kalp hastaligi,
perinatal asfiksi, polisitemi, sepsis ve solunum hastaliklar1 gibi altta yatan bir
hastaliga veya predispozan nedenlere baglidir (2,25).

3. Bakteriyel kolonizasyon: Intrauterin donemde NEK gelismemesi nedeni
ile patogenezde temel rol oynadigi diisiiniilmektedir. Dogumla birlikte annenin
rektovajinal florasinda bulunan bagirsakta hizlica kolonize olan kommensal
bakteriler, postnatal matiirasyon ve bagirsak fonksiyonunu (mukozal bariyer,
sindirim, anjiogenezis, IgA {iretimi) iceren genlerin ekspresyonunu diizenleyen toll-
like reseptorleri ile ayni1 ortamdadirlar ve patojen bakterilere karsi koruyucudurlar
(23,34,49). Patojen mikroorganizmalar, bagirsak hiicrelerindeki proinflamatuar ve
proapoptotik yanitlari (NF-kB yolu gibi sinyal yolagi) uyarirlar (50). Prenatal ve

postnatal bagirsak gelisiminde bu mikroorganizmalarin rollerine bakildiginda,



bagirsak nonkommensal bakterilerin asir1 cogalmasi ve 6zellikle de koagiilaz negatif
stafilokoklarin NEK ile iliskili oldugu goriilmektedir (51). Patojen bakterilerin
cogalmasi, mukozay1 hasarlandirip bagirsak maturasyonunu etkiler, inflamasyon ve
apoptozisin artmasimma neden olur. NEK’li vakalarin c¢ogunda enfeksiyoz
mikroorganizmalar, hastaligin ilerlemesinde sekonder rol oynarlar (34).

NEK gelismis hastalarin feges, kan ve periton sivisindan Escherichia coli,
Enterobacter, Klebsiella, Koagiilaz negatif stafilokok gibi birgok bakteri izole
edilmistir (52). Diger izole edilen mikroorganizmalar streptokok ve laktobasillustur.
Formiila ile beslenenlerde ise enterokok, koliform bakteriler ve klostridyum gibi
anaerop mikroorganizmalar saptanmaktadir (53). NEK’ten korunmada probiyotik
profilaksisinin etkili olduguna dair bir¢ok c¢alisma yapilmistir. Caplan ve arkadaslari,
oral yoldan probiyotik (Bifidobacterium infantis ve Lactobacillus gibi fakiiltatif
anaerop bakterilerden olusan) verdikleri yenidogan farelerde NEK sikliginin
azaldigin1 gostermislerdir (54). Akisu ve arkadaglarinin deneysel ¢alismasinda, yavru
farelere oral olarak probiyotik bir ajan olan Saccharomyces boulardii verilmis,
kontrol grubuna goére bu farelerde intestinal hasarin daha az olustugu ve hasarda
onemli rolii olan PAF diizeylerinin daha diisiik oldugu gosterilmis, ancak halen
uygun kombinasyon ve doz belli degildir (55).

Probiyotik kullanimi, invaziv bakteriler yerine kommensal bakterileri
arttirdig1 icin onerilmektedir; bu da inflamatuar yolag: inhibe eder ve boylece NEK
riski azalir. Enteral probiyotik kullanimi prematiirelerde agir NEK (> grade II)
gelisimini ve mortaliteyi azaltmaktadir, ancak baslama zamani, siiresi ve uygun
kullanimiyla ilgili veriler net degildir (56). Bes giinden fazla kullanilan ampirik
antibiyotik tedavisi, NEK riskini ve Oliim riskini artirmaktadir. Ampirik olarak
baglanan antibiyoterapinin uzun siire kullanilmasi, gastrointestinal sistemin
bakteriyel kolonizasyonunda degisiklige neden olmaktadir (34,57).

4. Primer enfeksiyon: NEK patogenezinde bakteriyel translokasyon ve
invazyon onemli yer tutmaktadir. NEK hastalarinin kiiltiirlerinde tireyen bakteriler,
distal gastrointestinal kanalda da bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalar Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas ve Clostridium difficile dir (58). Sporadik
NEK vakalarinin bir kisminda diger bakteriyel ajanlar, viral ve fungal patojenler de

izole edilmektedir. NEK’li bebeklerin ve bu bebeklere bakan anne, hemsire ve



bakicilarin digkilarinda viral ajanlar izole edilmistir. Bakteriyel ajanlarin neden
oldugu hasar, inflamatuar mediyatorlerin salinimini arttirabilir (59). Prospektif bir
calismada 34 haftadan kiigliik 12 bebekten yasaminin ilk 2 haftasi boyunca alinan
gaita ornekleri polimeraz zincir reaksiyonu ve jel elektroforez ile analiz edilmis;
Clostridium perfringes saptanan 12 bebegin ii¢iinde sonradan NEK gelismis,
dokuzunda ise NEK gelismemistir (60).

5. Beslenme: Intrauterin dénemde bagirsaklar1 steril olan prematiirelerin
dogumla vajinal kanaldan gecinceye kadar veya enteral beslenme baslayincaya kadar
bagirsaklari steril kalir. Anne siitii, bagirsak matiirasyonunu ve lokal koruyucu
mekanizmalart arttirir. Ayn1 zamanda anne siitii, immunglobulinlerin ana kaynagidir.
Anne siitlindeki lizozimler, prematiirenin immiinitesini olgunlastirir (61). Anne siiti,
epitelyal biiyiime faktorii (EGF) gibi bagirsak matiirasyonunda rol alan trofik
faktorleri ve IL-10 gibi NEK gelisimine engel olan antiinflamatuar sitokinleri de
igerir (62). Anne siitinde kommensal probiyotik mikroorganizmalar fazla, gram
negatif patojen bakteriler az miktarda bulunur (63). Prematiire bebeklerin biiyiik bir
kismi anne siitii yerine formiila ile beslenmekte ve bu nedenle yogun bakim
tinitesinin florasina maruz kalmaktadir. NEK’li 125 hastasinin incelendigi ¢alismada,
enterobacter en sik izole edilen bakteri olup kiir saglananlarin %29’unda izole
edilmistir (64). Anne siitii ile beslenme arttikga NEK siklig1 da azalir (65-66). NEK
hi¢ enteral beslenmeyenlerde de goriilmekle birlikte, hastalarinin %90 nindan fazlasi
enteral beslenen bebeklerdir (67). Enteral beslenmenin bagirsakta bakteriyel
proliferasyona katkisi olabilir. Ozellikle prematiirelerde tam bir sindirim ve emilim
olmadigindan, sindirilmemis ya da emilememis besin riinleri bakterilerce fermente
edilerek olusan triinler mukozal hasara neden olabilmektedir (68). Yetersiz motilite
nedeni ile transit zamaninin artmasi, sindirilmemis besinlerin hasarlandirici etkisini
daha da arttirabilir. Hayvan g¢alismalarinda kazein, organik asitler ve diisiik pH'mn,
vazoaktif bilesenlerin infiltrasyonu ile mukozal hasara neden oldugu gosterilmistir.
NEK’in enteral beslenme ile iligkisi bilinmesine ragmen bu kesin degildir; ancak
beslenme ile iligkili faktorler NEK gelismesinde katki saglayabilmektedir.

Bunlar:

-Beslenmenin artis hizi: Yakin tarihli bir derlemede beslenmenin yavas

arttirtlmasi ile NEK riskinin azalmasi arasinda iliski bulunmamistir. Beslenmenin
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yavag arttirtlmasi, total enteral beslenmeye gegiste gecikme ile iligkili bulunmustur
(69).

-Beslenmeye baslanma zamani: Enteral beslenmeye baslamada gecikme (4
giinden sonra), azalmis NEK riski ile iligkili bulunmamustir, ancak total enteral
beslenmeye ulagma siiresini uzattig1 belirlenmistir (70).

-Minimal enteral beslenme veya trofik beslenme: NEK insidansinda artisa
neden olmaz (71).

Anne siitiindeki koruyucu faktorler PAF asetilhidrolaz, sekretuar IgA,
sitokinler (IL-10, IL-11), EGF, niikleotidler, glutamin ve antioksidanlardir (vitamin
E, karoten, glutatyon). Anne siitindeki bu yararli faktorler, formiila ile
karsilastirildiginda anne siitii prematiire bebeklerde NEK riskini azaltmaktadir (72).

6. inflamasyon: iskemi, enfeksiyon ve toksik durumlar ile inflamatuvar siireg
olusturularak mukozal hasara neden olabilmektedir (23). TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, IL-18 gibi interlokinler, PAF gibi ¢oziinebilen inflamatuar sitokinler
damar gecirgenligini arttirir ve inflamasyonu sekillendirir. NEK’li prematiire
bebeklerde bu sitokinlerin degerleri yliksektir ve hastaligin siddeti ile iligkili olarak
artarlar (6,23). TNF-o aktive olmus makrofajlar ve diger inflamatuar hiicreler
tarafindan salgilanan ve TNF reseptorlerine baglandiktan sonra bir¢ok etkileri olan
proinflamatuar bir sitokindir. TNF-a apoptoz indiiksiyonu, nétrofil aktivasyonu,
endotel adezyon molekiillerinin ekspresyonu, ates ve akut faz proteinlerinin,
proinflamatuar sitokinlerin, NO’nun, prostoglandin E2’nin (PGE2), matriks
metalloproteazlarinin, PAF’in ve tromboksan A2’nin sentez ve saliniminda rol
almaktadir. Hayvan modellerindeki TNF-o infiizyonu ile ilgili ilk raporlar,
yenidogan NEK’ine benzer olan sok ve doku hasarinin olustu§unu gostermistir.
TNF-a diizeylerinin NEK’li yenidoganlarda kontrollerle karsilagtirildiginda belirgin
arttigi  saptanmistir. Eriskin sicanlardaki bagirsak hasarinin iskemi-reperfiizyon
modelinde TNF-a iiretimini baskilayan pentoksifilinin, bagirsak nekrozunu azalttigi
gosterilmistir (73).

TLR4 ile indiiklenen enflamasyon ve apopitozun NEK patogenezindeki
kritik rolii diisiiniilerek, TLR4 inhibisyonu yapilan farelerde, NEK morbidite ve
mortalitesinin anlamli dlgiide azaldiginin gosterilmesi, TLR4 inhibisyonunun NEK

icin potansiyel etkili bir tedavi yontemi olarak diisiiniilebilecegini gostermistir (74).
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Umblikal korddan alinan kan orneklerinde, yiiksek IL-6 diizeyleri, NEK ve
sistemik inflamatuar yanit sendromu ile iligskilendirilmistir. NEK tanililarin gaita ve
plazmasinda arttig1 gosterilen IL-6, inflamasyonda iki gorevi olmasi nedeni ile NEK
hastalarinda artmis morbidite ve mortalite ile iliskili olmanin yani sira
antiinflamatuvar medyator gibi de davranabilmektedir (5). Benzer sekilde NEK
hastalarinin plazmasinda IL-8 diizeyleri de klinigin agirhigr ile orantili olarak
artmustir (73). Sitokinler, serbest oksijen radikallerini arttiran medikal tedaviler ve
durumlar, NEK’in gelismesine katkida bulunabilirler (75). Antioksidan vitamin E ile
tedavi edilen ve serum tokoferol diizeyi diisiik olan bebeklerde NEK sikliginin ¢ok
daha az olmasi, serbest oksijen radikallerinin NEK patofizyolojisindeki &nemini
gostermektedir (76).

7. Eritrosit transfiizyonu: Postnatal ilk 7 giinden sonra yapilan kan
transfiizyonunun, artmis NEK riski ile iligkili oldugu gosterilmistir (77). NEK'in
olusumunda transfiizyonunun rolii tam olarak acik olmasa da NEK i¢in tehlike
olusturabilecegi diisiiniilmektedir (77,78). Genis kapsamli bir derlemede transfiizyon
ile NEK arasindaki iliski net olarak agiklanmasa da gegici bir iliskinin oldugu, NEK
gelisenlerin daha prematiire, daha diisitk dogum agirlikli, PDA’l1 ve daha uzun siire
mekanik ventilator destegi alanlarda daha ge¢ donemde goriildiigli ve mortalitenin
daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (79).

Kanada'da NEK olan 927 prematiire bebek ve NEK olmayan 2781 bebegi
iceren genis vaka-kontrollii ¢alismada da benzer sonuglar bulunmustur. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda NEK tanisi alanlarin iki giin 6ncesine kadar daha fazla
kan transfiizyonu yapildigr saptanmistir. Ancak transfiizyon ile iligkili NEK’li
olgularin dogum agirligi, dogum haftas1 daha diisiik ve hastaliklar1 daha ciddi
bulunmustur (80).

NEK ile kan transfiizyonu iliskisinin fizyopatolojisi: Kan transfiizyonu ile
iliskili akut akciger hasarlanmasina benzer sekilde bagirsakta immiinolojik bir hasar
olabilecegi bildirilmektedir. Transfiizyon sonrasi tromboz ve vazokonstriiksiyondan
dolay1 kan dolasiminda bozulma olabilmekte ve bu da bagirsak hasarina neden
olabilmektedir. Bazi ¢alismalarda ise NEK’li hastalarda agir anemi oldugu ve bu
bebeklerin klinik olarak stabil olmadigi yani hipoksik oldugu, oksijen sunumunu

arttirmas1 nedeniyle bagirsak hasarina neden olabilecegi yoniindedir. Transfiizyon
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gerektirecek anemi de oksijen sunumunu bozmasi nedeniyle bagirsak hasarina neden
olur. NEK ve kan transfiizyonu arasindaki iliski i¢in prospektif calismalara ihtiyag
vardir (81).

8. Medikal tedaviler: Hiperosmolar medikasyon veya mamalar direkt olarak
bagirsak mukoza hasarina neden olup, NEK gelisimine katki saglayabilir (82).
Teofilin, multivitamin, fenobarbital gibi oral uygulamalar, hipertonik olup bagirsak
mukozasi irrite edebilir. Hiperosmolar kontrast madde uygulamalari, mukozal
hasara neden olabilmektedir. Bagirsaklara sivi gegisine, bagirsak distansiyonuna ve
bagirsakta iskemiye neden olarak mukoza hasarina neden olabilmektedir. Dogumdan
sonraki ilk bir hafta i¢cinde hiperosmolar uygulamalardan kac¢inilmalidir.

Simetidin, ranitidin, famotidin gibi histamin-2 reseptor antagonistleri, NEK
acisindan yiiksek risklidir (83). 1998-2001 yillar1 arasinda yapilan ve 11072
yenidoganin alindigi ¢alismada NEK sikligi 7,1 kat fazla bulunmustur. NEK olan
bebeklerin daha fazla histamin-2 reseptér antagonisti aldigi saptanmistir. Mide
asiditesi, NEK’i baglatan bakterilerin proliferasyon ve gelisimini azaltabilmektedir.
Bu ¢alismada NEK sikligindaki artis, histamin-2 reseptor antagonistine bagli ile mide
asiditesinin azalmasi ile agiklanmistir (84). Caffein for Apnea of Prematurity (CAP)
calismasindan sonra rutin kullanimi ve siklig1 artan kafein sitrat i¢in 2015 meta-
analizinde NEK’le iliskisi yok denilse de hemen ardindan yapilan caligmalarda

kafein ile NEK arasinda bir iliski olabilecegi belirtilmektedir (15-17,85).

TANI

Klinik Bulgular

Nekrotizan enterokolitin belirti ve bulgular1 patognomik olmayip, tan1 klinik
olarak konulmaktadir. NEK hematokezya, kusma, gastrik rezidii artisi, abdominal
distansiyon, hipotoni, apne, bradikardi, nétropeni, trombositopeni, metabolik asidoz,
tagikardi, abdominal hassasiyet, batin cilt renginde degisiklik, solunum yetmezligi
gibi ¢esitli belirtiler ve bulgularla ortaya ¢ikabilir. Gaitada gizli kan ise nazogastrik
tiip ile beslenen preterm yenidoganlarda yanlis pozitif (%60-75) sonuglanabilmesi
nedeniyle 6nem arz eden bir bulgu degildir. Beslenme intoleransi, preterm yenidogan
popiilasyonunda siklikla goriilmekle birlikte, c¢alismalar intoleransin bagirsak

hasarinin gelisimi igin giivenilir bir belirteg olmadigini ortaya koymaktadir (2).

13



NEK’te gastrointestinal bulgular yaninda sistemik bulgular da goriiliir.
Baslangict sinsi veya ¢ok giriiltiili olabilir. Erken bulgular tim prematiire
bebeklerde goriilebilecek 1s1 diizensizligi, beslenme intoleransi, karin distansiyonu
ve/veya hassasiyeti, yavaslamis bagirsak hareketleri, apne, letarji ya da hipotansiyon
gibi spesifik olmayan bulgular olabilir (86).

NEK’in en erken belirtisi beslenme intolerans1 ve gastrik retansiyon
gelismesidir. NEK semptomlarinin baslangici gestasyonel yasa baghdir. Hastalarin
%25’inde semptomlar postnatal 30 giin sonra baglar. Gebelik yas1 26 haftadan kiigiik
prematiire bebeklerde semptomlarin baglangic yasi ortalama 23 giin; 31 haftadan
biiyiik prematiire bebeklerde semptomlarin baslangi¢ yasi ise ortalama 11 giindiir
(87).

NEK’in klinik bulgular1 spesifik degildir. NEK, sepsis, ileus, intestinal
perforasyon, tikanmis mekonyum sendromu, enterokolit ile seyreden Hirschprung
hastaligi, viral gastroenterit, volvulus, beslenme intoleransi, inek siitii protein alerjisi
ve metabolik hastaliklardan ayirt edilmelidir (88). Herhangi bir nedenle intestinal
perforasyon olanlar da NEK c¢alismalarina alinmaktadir. Bu hastalarin klinik bulgusu
pnémoperitonyum oldugundan Evre 3 NEK’ten ayirt edilmesi zordur. Spontan
intestinal perforasyon (SIP) denen bir tablo da ayni klinigi olusturmakla birlikte
NEK ’ten farkli bir hastaliktir. NEK ile SiP ayiric1 tanis1 histopatolojik incelemeyle
yapilabilir. NEK’li bebeklerle karsilastirildiginda SIP’li bebeklerin daha prematiire
ve ilk giinlerde indometazin, postnatal steroid veya her iki ilacin birlikte kullanilmis
oldugu goriiliir. SIP’in ortaya ¢ikist anidir, pnomotosis bulgusu olmaksizin
pndmoperitonyum ilk radyolojik bulgu olabilir. SIP olan bebeklerin prognozu daha
iyidir ve ameliyata giden NEK olgularina gére mortalite daha diistiktiir (87,88).

Bell ve ark. 1978’de NEK klinigi i¢in evreleme sistemi Onermisler ve bu
evreleme sistemi 1986 yilinda Walsh ve Kleigman tarafindan yeniden diizenlenmistir
(89). Bu sisteme gore yenidoganlar Evre IA-IB (siipheli), Evre IIA-11B (kesin), Evre
IHIA-IIIB (ilerlemis) NEK olarak ayrilmislardir (Tablo 1) (90).

Evre I, stipheli NEK olup bulgular1 6zgiin degildir. Klinik olarak abdominal
distansiyon, kusma, gastrik rezidii, apne, letarji ve gaitada gizli kan varligi,
radyolojik olarak ise normal grafi bulgular1 yaninda bagirsak dilatasyonu ve hafif

ileus saptanabilir. Evre II, kesin NEK’dir, evre I’e ek olarak abdominal hassasiyet,
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metabolik asidoz, trombositopeni saptanirken, radyolojik olarak pnomotosis
intestinalis ve/veya portal vende gaz saptanabilir. Evre Il agir NEK’te evre II'ye ek
olarak hipotansiyon, belirgin asidoz, notropeni ve dissemine intravaskiiler
koagiilasyon goriiliir. Radyolojik olarak ise evre II’ye ek olarak bagirsak
perforasyonu gelisirse pndmoperitoneum saptanabilir (2,89,90).

Tablo 1: Nekrotizan enterokolitte Modifiye Bell Evrelemesi (90).

Evre Klinik Bulgular Radyolojik Bulgular

I (Siipheli NEK) Abdominal distansiyon ileus/dilatasyon
Gaitada gizli kan +

Kusma/Gastrik rezidi

Apne/letarji
Il (Kesin NEK) Evre I’e ek olarak Pndmotosis intestinalis
Abdominal hassasiyet ve/veya
Metabolik asidoz Portal vende gaz

Trombositopeni
111 (Agir NEK) Evre II’ye ek olarak Evre II’ye ek olarak
Hipotansiyon Pnomoperitoneum
Belirgin asidoz
DIiK

Notropeni

NEK: Nekrotizan enterokolit, DIK: Dissemine intravaskiiler koagiilasyon

Laboratuar Bulgular:

NEK diisiiniilen bebeklerde yapilmasi gereken ilk laboratuvar tahlilleri
hemogram, periferik yayma, C-reaktif protein (CRP), kan gazi, elektrolitler, ayakta
direkt karin grafisidir. Kan tablosunda siklikla nétropeni, bazen lokositoz,
trombositopeni, hiponatremi ve metabolik asidoz goriiliir. NEK’li olgularin
%37’sinde 16kosit sayisi 15000/mm®iin altindadir. Bazi calismalarda 16kopeni
gelisen NEK’li hastalarda, gram negatif etkenlerin daha sik oldugu gosterilmistir
(91,92). Trombositopeni; NEK ya da bagirsaklardaki dolasim bozukluguyla ilgili
olmaktan ¢ok gram negatif etkenlere ve lipopolisakkarid, PAF, TNF-a, ve IL-6 gibi

inflamasyona sekonder sitokinlere baghdir (93). Koagiilasyon bozukluklari,
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hipoglisemi, hiperglisemi, metabolik asidoz ve elektrolit bozukluklar1 da goriilebilir.
Metabolik asidoz siklikla sokun bir bulgusudur. Bazi hastalarda CRP diizeyinde
artma goriliir. Tekrarlayan apneler ve karin distansiyonuna bagli diyafragmanin
yukar1 dogru itilmesi sonucu hipoksi ve hiperkarbi gelisebilir (94).

NEK diisiiniilen bebeklerden kan, diski, idrar ve BOS kiiltiirii alinmalidir.
Bebeklerin  %35’inin  kan kiiltiirinde ireme olur (93). Diski kiltiiriindeki
mikroorganizma, kan veya periton sivis1 kiiltiiriinde iireyenle ayni oldugu zaman
anlamli kabul edilmelidir (94). En sik sorumlu etkenler E. Coli, Klebsiella spp,
Enterobacter spp, Koagiilaz negatif stafilokok, Clostridium spp, Pseudomonas
aeroginoza ve Candida albicans 'tir (95,96).

Radyoloji

Tanida radyolojik bulgular giivenilir yontemlerden olup izlemde ve tedaviyi
belirlemede seri batin goriintiilemelerinden yararlanilir (97,98). Radyolojik olarak en
fazla kullanilan ayakta diiz batin ve sol lateral dekiibitis grafileridir (88). NEK’in
radyolojik bulgular1 genellikle hastaliga spesifik degildir ve gorecelidir. Batin
grafilerinde ileus, sabit dilate bagirsak ansi, lineer veya kistik “pndmatosis
intestinalis” (intramiiral gaz), portal vende gaz, pndmoperitoneum ve intraperitoneal
stvi NEK ile iligkili radyolojik bulgulardir. NEK’e spesifik olmayip ancak siiphe
duyulan bulgular, dilate bagirsak anslari, bagirsak duvarinin kalinlagsmasi ve artmis
peritoneal sividir (3,98). NEK’i ayirt ettiren en 6nemli bulgu ve radyolojik gosterge
“pndmatosis intestinalis”tir. Pndmatosis intestinalis bakteriyel fermentasyonda ortaya
c¢ikan gaz yapisindaki yan Triinlerin intramiiral birikimini gosteren tablodur.
“PnOmatosis intestinalis” gecicidir, klinik bulgulardan Once ortaya ¢ikabilir ve
siklikla erken bulgudur. Pnomatosis intestinalis NEK’e spesifik degildir,
Hirschsprung hastaliginin enterokoliti, pilor stenozu, siddetli ishal, siit tikaci
sendromu ve karbonhidrat intoleransinda goriilebilir (97). Bakteriyel fermentasyonla
ortaya ¢ikan gazin vendz sisteme acilmasi, intramural hava sayesinde portal vendz
toplayict sistemin dagilimmin ana hatlarinin belirginlesmesi, radyolojik olarak
karaciger lojunda lineer dansiteler olarak agiga ¢ikar ve bu portal vendz hava olarak
adlandirilir. Yapilan calismalarda portal vende gaz varhiginin kotii prognoz
gostergesi oldugu tespit edilmistir (3,10). Pnémoperitoneum, periton boslugunda

serbest hava bulunmasidir ve bagirsaklarin perforasyonunu gosterir. En iyi sol yan
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karin grafileri ve sol lateral dekiibitis grafilerinde goriiniir (10). Klinik ve radyolojik
bulgularin sonucunda hastanin cerrahi tedaviye gereksinimi olup olmadigina karar
verilir. Pnémoperitonyum ve peritonit varligi siklikla cerrahi tedavi gerektirir (99).
Ultrasonografi ve manyetik rezonans goriintiileme, kullanilabilen diger tani
yontemleridir. Abdominal ultrasonografi hasta basinda uygulanabilmesi, noninvazif
olmasi nedeniyle tercih edilir. Abdominal ve portal hava, kitle ve asit varligim

degerlendirir (88).

TEDAVI

Nekrotizan enterokolitte taninin erken dénemde konulmasi ve tedavinin erken
baslanmas1 yasam sansini etkileyen en Onemli faktordiir. Bu nedenle NEK’ten
siiphelenilir siiphelenilmez enteral beslenme kesilmeli, nazogastrik dekompresyona
baslanmalidir. Siv1 resiisitasyonu vital bulgularin stabilizasyonu ile muhtemel enterik
patojenlere yonelik antibiyotikler baslanarak 7-10 giin devam edilmelidir (2). Tedavi
stiresi ile ilgili ¢eligkiler bulunmakla birlikte, portal vende havasi bulunan hastalarin
bile radyolojik bulgular1 giderildikten sonra beslenmesi dnerilmistir (100). Kullanilan
antibiyotik kombinasyonu, bir penisilin tiirevi, bir aminoglikozid ve anaerobik
mikroorganizmalara kars1 etkili bir preperattan olusmalidir. Bebegin kalori
gereksiniminin  karsilanabilmesi igin parenteral beslenmeye baslanmalidir.
Trombositopeni ve anemi NEK'in degismez bulgular1 oldugundan trombosit ve
eritrosit siispansiyonlarinin transfiizyonuna siklikla gereksinim duyulur. Kan
biyokimyasi, koagiilasyon testleri, kan gaz1 ve direkt karin grafileri hastanin
durumuna gore sik araliklarla tekrarlanmalidir.

Cerrahi Tedavi

Vakalarin %30-50'sine cerrahi miidahale gerekmektedir. Ancak yaklasgim ve
zamanlamas1 tartismalidir. NEK'te evrensel olarak kabul edilmis kesin cerrahi
endikasyon bagirsak perforasyonu olmakla birlikte, perfore olup perndz dren ile
tedavi edilen agir prematiire hastalarin, 6lim oranlart ve kisa donem bagirsak
fonksiyonlar1 laparotomi uygulananlarla benzer oldugu rapor edilmistir (28,101).
Bagirsak nekrozu ile gangren olusumunu gosteren ve cerrahi girisim endikasyonu
olarak degerlendirilen kriterler arasinda 1) klinik bozulma 2) peritonit 3) karinda

eritem 4) karinda kitle 5) portal vende gaz 6) pnomoperitoneum 7) direk grafide sabit
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dilate bagirsak ans1 8) radyolojik olarak asit varligi 9) siddetli trombositopeni 10)
pozitif parasentez 11) siddetli pnomatosis intestinalis sayilabilmektedir (102,103).

Komplikasyonlar

Cerrahi ya da medikal tedavi yapilan NEK'li hastalar uzun dénemdeki olasi
komplikasyonlar a¢isindan dikkatle izlenmelidir. Dogrudan NEK’in kendisine veya
cerrahi isleme bagli komplikasyonlar goriilebilir. Stoma stenozu, bagirsak striktiiri,
enterik fistiiller, total parenteral niitrisyona bagli kolestaz veya sepsis, intraabdominal
apse, laparatomi ile ilgili sorunlar (apse, evantrasyon), kisa bagirsak sendromu ve
pulmoner komplikasyon goriilebilir. Uzun donemde en sik bagirsak striktiirii goriiliir.
Bagirsaktaki iskemik nekroz alanlarinin fibrozisle iyilegsmesi sonucu olusur. Goriilme
sikhigt %9-36 arasindadir (104). Ik NEK epizodundan ortalama 37 giin sonra
bebeklerin %4-6’sinda ikinci bir NEK atagi olabilecegi rapor edilmistir (105). Bu
ataklar beslenmeye, tedavinin medikal veya cerrahi olmasina ve tutulan bagirsagin
tipine baglh degildir ve ¢ogu (%70) medikal tedaviye yanit verir. Cerrahi geciren
NEK olgularinin %23’iinde, ge¢ donem komplikasyonlarinin en énemli ve en agirt

olan kisa bagirsak sendromu goriilebilmektedir.
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KAFEIN ve ETKILERI

Neonataloji pratiginde sik kullanimi olmasi nedeni ile popiiler arastirma
konularindan biri olan kafein besinlerle sik alinmaktadir. Bir¢ok etkisi olan kafein
dogal olarak pek c¢ok bitkinin meyvesinde, tohumunda ve yapraginda bulunur.
Bununla beraber en bilinen kaynaklar1 ¢ay yapraklari, kahve ve kakao ¢ekirdekleri
ile kola tohumlaridir. Kafein tiiketimine iliskin ilk verilere milattan 6nce 2700’li
yillarda rastlanmaktadir. Cinde yapraklari kaynatilarak icilen cay bu dénemde
kullanilan kafein kaynagidir. Ancak, kafeinin yaygin kullanima girisi Etiyopya’li bir
¢oban olan Kaldi’nin kahve bitkisini kesfetmesi ile olmustur.

Medikal kullanimi1 olarak kafein oOzellikle prematiire apnesi ve
preekstiibasyon doneminde kullanilmaktadir. Prematiire apnesinde 40 yildir
kullanilmakla birlikte aktif maddesi kafein bazi olup, kafein sitrat iiriinlerinin yarisi
kafein bazidir. Intravendz ve oral alindiktan iki saat sonra kanda pik diizeye erisen
kafeinin, asil eliminasyonu ¢ogunlukla bobreklerden olmakla birlikte, karacigerde de
metabolize edilir. Bu nedenle kolestaz, karaciger yetmezligi ve bobrek yetmezliginde
ilacin yar1 6mrii uzar (106).

Nonspesifik adenozin antagonisti olan kafein, prematiire apnesinin
tedavisinde kullanilmakta, ayrica potansiyel yarar olarak BPD riskini, ventilatorde
kalis siiresini, reentiibasyon ve kranial kanama sikligin1 azalttig1 bildirilmektedir.
Dogum agirligr 1250 gr, gebelik yas1 28 haftanin altinda dogan ve BPD riski tagiyan
prematiirelerde dogumdan sonraki ilk giinde baslanarak, 36. haftaya kadar rutin
kafein sitrat kullanimi 6nerilmektedir (9-11). Ksantinler solunum merkezini uyararak
dakikadaki solunum sayisini, CO; sensivitesini ve diyafragmanin islevligini
arttirirlar, hipoksi ve periyodik solunum nedeni ile olusan solunum depresyonunu

azaltirlar (107).

Respiratuvar distres sendromu (RDS) yonetiminde Avrupa Konsensus
Rehberi - 2016 giincellemesinde mekanik ventilatérden ayrilmanin kolaylastirilmasi
icin kafein kullanimi giiglii kanit diizeyi ile onerilmektedir. Non-invaziv solunum
destegi alanlarda kafein kullanilmasi ise diisiik kanit diizeyi ile Onerilmektedir.
Mekanik ventilasyon destek tedavisi alan tiim <1250 gr dogum agirligi olan

yenidogan bebeklere erken kafein tedavisi diistiniilmelidir (11).
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Adenozin riboz ve adenin grubunun birlesiminden olusur. Tim hiicrelerde
bulunan adenozin, niikleik asitler ve enerji tastyan molekiillerin bir bilesenidir. ki
mekanizma ile dokulardan uzaklastirilir: Pirinerjik sinir ucundan re-uptake ve
enzimatik yikimladir. Yikim hiicre i¢inde adenozin kinaz, hiicre i¢i ve disinda
adenozin deaminaz ile olur (108). Adenozin seviyeleri iskemi, hipoksi ve
inflamasyon ile artar. En 6nemli adenozin kaynagi hiicre i¢inde devamli kullanilan
ATP ve siklik adenozin monofosfattir. Diger 6nemli bir adenozin kaynag1 S-adenozil
homosisteindir. Adenozin reseptorleri Py piirin reseptorii ailesinden olup Ay, Aza, Az
ve Az olmak iizere dort adet reseptor tanimlanmistir. Aj ve Ag reseptorlerle adenilat
siklaz inhibisyonu yaparken, A; reseptorleri ise adenilat siklaz aktivasyonuna neden
olur. Az, adenozin reseptorlerinin MRNA ekspresyonu en fazla basta kolon olmak
lizere mesane, retina, endotel, diiz kas hiicresi ve fibroblastta bulunup doku tamirinde
gorev alir (12). T hiicre ve natural Killer hiicre tizerinden antiinflamatuvar etkilidir
(13). Ayrica endoplazmik retikulumda bulunan riyanodin reseptorlerine etki ederek

hiicre igine kalsiyum salinimina ve dolayisiyla kontraksiyona neden olur (14).

Yapilan ¢alismalarda kafeinin alt 6zefagus sfinkter tonusu ile gastrointestinal
sistem motilitesini azalttigi gosterilmistir. Kafein kaynakli bu miyorelaksan etkinin
yastan bagimsiz ve riyanodin reseptorleri araciligiyla oldugu belirtilmektedir (14).
Ay, adenozin resptorii endotelyal ve diiz kas hiicreleri iizerinde bulunup
vaskiilarizasyon ve vazodilatasyondan sorumludur (109). Calismalarda kafeinin
adenozin reseptor antagonisti etkisiyle gastrointestinal sistem kanlanmasini azalttig
belirtilmektedir (110). Yapilan baska bir deneysel ¢aligmada da 6zellikle siiperiyor
mezenterik arterde kan akimini azaltarak intestinal iskemiye yol acabildigi rapor
edilmistir (17).

Hipoksi-reoksijenizasyon modeliyle BPD olusturulan fare c¢alismasinda,
kafeinin alveolar hipoplazi, apoptozis ve inflamasyonu arttirip tip 2 pndmosit sayisini
da azalttig1 belirtilmektedir. Ayn1 ¢alismada kafein kesilince pulmoner histolojik
diizelmenin oldugu, kafein kullanimi ile Ay, adenozin reseptdr ekspresyonunun
azaldig1 ifade edilmektedir (8). Kafeinin antiinflamatuar etkilerinin arastirildigi bir
diger calismada gebelere uygulanan kafeinin yenidogan bebeklerin kord kam

monositlerinde TNF-o’y1 azalttig1 gosterilmistir (108).
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Kafeinin terapotik plazma konsantrasyonu 8-20 pg/ml’dir. Terapotik etkiyi
elde edebilmek i¢in yapilan yiikleme dozu 20-40 mg/kg, idame dozu ise 5 mg/kg’dur.
Eger 5 mg/kg dozunda yeterli yanit alinamazsa, idame dozu 20 mg/kg’a kadar
yiikseltilebilir (111). Kafeinin yar1 6mrii 100 saat olmasi1 nedeni ile giinliikk plazma
konsantrasyonunda degisiklik olmaz. Dolayis1 ile kan diizeyine bakmak gerekmez
(112). Bebegin agirhigr degistikge doz da ayarlanmalidir. Kafein kesildikten sonra
apne olabileceginden ilag kesildikten sonra yar1 6mrii kadar bir siirede apne agisindan
takip edilmelidir. Diger yan etkileri nadir olmakla birlikte bunlarin arasinda tasikardi,
takipne, tremor, opistotonus, tonik-klonik konviilziyonlar, kusma, beslenme
entoleransi, gastrik bosalmada gecikme, hiperglisemi, hipokalemi ve sarilik gibi yan
etkiler gozlenebilir. Bu tiir yan etkiler ilag dozu kanda 50-100 microgram/ml’i

astiginda gozlenir (111).

Prematiire bebeklerde gebelik yas1 azaldikca apne sikligi artar. Prematiire
apnesi 1000 gr’dan diisiik dogan bebeklerin neredeyse tamaminda gozlenir.
Genellikle 36-40. gebelik haftasindan sonra goriilmez; ancak ¢ok prematiire
bebeklerde postkonsepsiyonel 43-44. haftaya dek semptomlar gozlenebilir. Kafeinin
bir diger kullanim alan1 da preekstiibasyon donemidir. Preterm bebeklerde yapilan
bir calismada, planli ekstiibasyondan 24 saat once kafein sitratin 20 mg/kg’lik
yiiksek doz ve 5 mg/kg’lik diisiik doz rejimleri incelenmis ve yiiksek doz rejiminin
bebeklerde mortalite ve morbiditeyi etkilemeden ekstiibasyon basarisizligini azalttigi
gosterilmistir (113). Prematiire bebeklerde kullanilan kafein sitratin yiiksek doz
rejiminin (40 mg/kg/doz yiikleme, 20 mg/kg/doz idame), diisik doz rejimine (20
mg/kg/doz yiikleme, 10 mg/kg/doz idame) kiyasla preterm bebeklerde ekstiibasyon
basarisizliginda onemli azalma sagladigi ve bebeklerin daha az apne epizodlarina

girdigi gosterilmistir (111).

Kafeinin antiinflamatuar etkilerinin arastirildigi bir calismada, prematiire
apnesinde kullanilan kafeinin, yenidogan rat akcigerinde TLR2, TLR4 ve TLR9
diizeylerine etkisi incelenmis. Kafein alan grupta, TLR2 ve TLR4 diizeyleri
azalirken, TLR9 diizeyinin yiiksek oldugu saptanmistir (114). Deliktas ve
arkadaslarinin yaptig1 yakin tarihli ¢alismada yenidogan rat astrosit kiiltiiriinde,

kafeinin TLR4’l azaltip TLR9’u arttirdig: gosterilmistir (115). Kafeinin yenidogan
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intestinal sistemdeki TLR diizeylerini gosteren bir calismaya ise literatiirde

rastlanilmamustir.

Adenozin reseptor antagonisti olan kafeinin, adenozinin antiinflamatuar ve
prokinetik etkilerini engelleyerek, stiperiyor mezenterik arter kan akimini azaltarak

intestinal hasara neden olabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak prematiire bebeklerde apne tedavisi i¢in rutin kullanilmasi
Onerilen kafeinin, su ana kadar NEK iizerine etkisini gosteren bir hayvan ¢alismasina
literatiirde rastlanilmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda hipoksi-reoksijenizasyon
(H/R) yontemiyle NEK modeli olusturulan yenidogan ratlarda kafein sitratin

intestinal hasarlanmada histopatolojik ve biyokimyasal etkilerini incelemek istedik.
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Biriminde yapildi, Hayvan Deneyleri Etik Kurulu [07/06/2017 tarih ve 2017/07 sayili
toplant1] tarafindan onaylandi ve {iniversitemiz Bilimsel Arastirmalar Projesi Birimi
(02/08/2017 tarih ve 2017/12 sayili toplant1) tarafinca desteklendi. Bir giinlik
Wistar-albino rat yavrusu insanda 22-24. gebelik haftasina, ti¢ giinliik oldugunda ise
28-32. gebelik haftasina denk geldiginden, bir giinliik ve agirliklar1 6-8 gr olan rat
yavrular1 kullanildi (116). Toplam 32 adet olan bir giinliik rat yavrulari randomize
olarak her bir grupta 8 rat olacak sekilde toplam dort gruba ayrildi. Her bir grup
parmaklikli kafeslerde annelerinin yanma Yerlestirildi. Oda sicakligi 23-24°C’de
tutularak hayvanlarin normotermik olmalari saglandi. Tiim rat yavrulari annelerini
emerek beslenirken, anne ratlar %21 protein igeren standart fare yemi olan Pellet
yem ile beslendi.

Calisma Gruplar:

Kontrol grubu (Grup 1, n:8): Herhangi bir girisim veya ilag uygulanmadi.

Kafein grubu (Grup Il, n:8): ilk 3 giinde intraperitoneal (IP) olarak 20 mg/kg
doz ile yiiklemenin 24 saat ardindan 5 mg/kg/giin doz ile kafein sitrat (Peyona 20
mg/ml flakon, Chiesi, istanbul) uygulandi. Ek bir islem uygulanmadi.

H/R (Hipoksi/Reoksijenizasyon) grubu (Grup 11, n:8): Kafein rejimine uygun
sekilde aym hacimde IP salin verildi. Dogum sonras1 dordiincii giinde H/R ydntemi
ile NEK modeli olusturuldu (117).

Kafein + H/R grubu (Grup IV, n:8): Ilk 3 giinde IP olarak 20 mg/kg doz ile
yiklemenin 24 saat ardindan 5 mg/kg/glin doz ile kafein sitrat uygulandi ve
dordiincii giinde H/R yontemi ile NEK modeli olusturuldu.

Hipoksi/Reoksijenizasyon Yontemi ile NEK Modeli Olusturma Metodu

Dogumdan sonra ilk {i¢ giin annelerinin yaninda anne siitii ile beslenen ve
yukarida tanimlanan ilaglarin uygulandigi rat yavrulari, dordiincii giinde hava
gecirmez kapali bir ortamda bes dakika stireyle %100 CO, solutularak hipoksiye
sokuldu; hemen ardindan bes dakika siireyle %100 O, solutularak reoksijenizasyon
uygulandi (Sekil 3,4) (117). Hipoksi periyodundan sonra tiim hayvanlarin siyanotik
olduklari, gasping yaptiklar1 ve digskilamalarinin oldugu gozlendi. Giinlik viicut

agirhig takibi yapilan ¢alisma gruplarindaki tiim hayvanlar dogumdan sonra 4. giinde
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(96 saatlikken), NEK modeli olusturulanlar islemden en az dort saat sonra servikal
dislokasyon ile dekapite edildi. Dekapitasyondan sonra 30 dakika iginde tiim rat
yavrularinin terminal ileumundan en az iki cm olacak sekilde rezeksiyon yapildi
(Sekil 5,6). Alinan bagirsak doku 6rneklerinin bir kismi histopatolojik inceleme igin,

bir kismi ise biyokimyasal tetkikler i¢in ayrildi.

Sekil 3, 4: Hava gegirmez kapal1 bir ortamda H/R yontemi uygulanisi.

Histopatolojik Degerlendirme

Alinan bagirsak drnekleri Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda %10’luk tamponlu formalin ile fikse edildi ve
parafine gomiilerek bloklandi. Histolojik degerlendirme igin parafin bloklardan 5
mikrometrelik (um) kesitler alinarak Hemotoksilen-Eosin (H&E) boyasi ile boyandi.
Bagirsaktaki histopatolojik degisiklikler, 151k mikroskobunda uzman bir patolog
tarafindan rat gruplari bilinmeden kor olarak degerlendirildi ve asagidaki gibi
semikantitatif olarak Grade 1: Normal histoloji, Grade 2: (Minimal) Hidropik
dejenerasyon ve/veya ylizeyel epitel hiicrelerinin seperasyonu, Grade 3: (Hafif)
Villus epitel hiicre nekrozu, Grade 4: (Orta) Tam villus nekrozu, Grade 5: (Siddetli)

Transmural nekroz seklinde derecelendirildi (118).

Immunohistokimyasal Analiz
Immiinohistokimyasal (IHK) degerlendirme icin parafin bloklardan poly-L-

lizinli elektrostatik yiiklii lamlara 4-5 pm kalinhiginda kesitler alinarak
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deparafinizasyon i¢in etiivde 60°C’de en az iki saat kurutuldu. Deparafinizasyon ve
antijen agiga c¢ikarma islemleri de dahil olmak iizere, tiim boyama siireci Ventana,
BechMark LT tam otomatik immiinohistokimya boyama cihazinda gergeklestirildi.
Primer antikor olarak anti-TLR4 monoklonal antikoru (Diliisyon: 1/75, Inkiibasyon
stiresi: 60 dakika, Klon:76B357.1, Abcam, England) kullanildi. Kesitlerin
dehidratasyonu, ksilen ile seffaflandirilmalar1 ve lamel ile kapatilma agamalar1 elde
yapilarak immiinohistokimya boyama protokolii tamamlandi. Pozitif kontrol olarak
rat ince barsag kullanildi. Ayn1 doku &rneklerine ait kesitler, ayn1 THK yéntemle
primer antikor ilave edilmeksizin boyanarak negatif kontrol olarak degerlendirildi.
Anti-TLR4 monoklonal antikoru boyanmas: degerlendirilirken her rat igin kesitin
tamami 151k mikroskopunun (NIKON ECLIPSE Ci-L) X4, X10, X20, X40
biiylitmesinde taranarak membrandz boyanmanin en yogun ve kesitin en ince oldugu
alanlar secildi. Anti-TLR4 monoklonal antikoru boyanmasini degerlendirirken
membrandéz boyanma yogunlugu i¢in 0: boyanma yok, 1: zayif boyanma, 2: orta
boyanma ve 3: giiclii boyanma olarak derecelendirildi. Pozitif boyanan alanlar i¢in O:
pozitif boyanan hiicre oran1 %10 veya alt1, 1: pozitif boyanan hiicre oran1 %11-25,
2: pozitif boyanan hiicre orant %26- 50, 3: pozitif boyanan hiicre oran1 %51-75, 4:
pozitif boyanan hiicre oran1 %76 ve tizeri olarak derecelendirildi. Bundan sonra final
boyanma skorunu hesaplamak igin bu iki farkli derecelendirmenin skorlar1 garpildi.
Elde edilen say1 ile final skora ulasildi. Buna gore final skorlari, 0-2: negatif, 3-4:
zayif pozitif, 6-8: orta pozitif, 9-12: siddetli pozitif olarak degerlendirildi (119,120).

Biyokimyasal Degerlendirme

Terminal ileumdan alinan bagirsak doku Ornekleri sivi  nitrojen ile
dondurularak saklama kabinda TNF-o, IL-6, TAS, TOS analizi i¢cin Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlarinda bir

biyokimya uzmani tarafindan degerlendirilinceye kadar -80 °C’de saklandi.
TNF-a Diizeyi Ol¢iimii

Calisilacak preparatlar oda 1sisinda ¢oziildii. Rat TNF alpha ELISA Kit
(ELISA; Invitrogen, Thermo Fisher, Camirillo, CA, USA) kullanildi. ELISA
plagindaki kuyucuklara 100 pl standart ve 100 pl 6rnek eklendi. Plaklarin tizeri
kapatilarak iki saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plaklar
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yikama soliisyonu (Wash buffer) ile dort kez yikandi. 100 pul TNF-a biotin konjugat
hem standartlara hem de orneklere eklenerek, plaklarin tizeri kapali sekilde bir saat
oda sicakliginda inkiibasyonu saglandi. Inkiibasyondan sonra plaklar yikama
soliisyonu ile dort kez yikandi. 100 ul horseradish peroksidaz (HRP) eklenip 30
dakika 1s1ktan korunarak plaklar inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plaklar yitkama
soliisyonu ile dort kez yikandi. 100 pl kromojen eklenip renklenme saglandi. 100 pl
stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durdurulup plaklarin 450 nm’de ELISA reader
cihazinda okumasi yapildi. Okunan absorbans degerleri, bilgisayar programinda

yerine konularak TNF-a (pg/ml) saptandi.
IL-6 Diizeyi Ol¢iimii

Calisilacak preparatlar oda 1s1sinda ¢oziildii. interlokin-6 diizeyi dl¢iimii igin
Rat IL-6 ELISA Kit (ELISA; Invitrogen, Thermo Fisher, Camirillo, CA, USA) kitleri
kullanilarak protokoller uygulandi. ELISA plagindaki kuyucuklara 100 pl standart ve
100 pl 6rnek eklendi. Plaklarin iizeri kapatilarak 2 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra plaklar yikama soliisyonu (Wash buffer) ile 4 kez
yikandi. 100 ul IL-6 biotin konjugat hem standartlara hem de 6rneklere eklenerek,
plaklarin tizeri kapali sekilde bir saat oda sicakliginda inkiibasyonu saglandi.
Inkiibasyondan sonra plaklar yikama soliisyonu ile dort kez yikandi. 100 pl HRP
eklenip, 30 dakika 1siktan korunarak plaklar inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
plaklar yikama soliisyonu ile dort kez yikandi. 100 pl kromojen eklenip renklenme
sagland1 100 pl stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durdurulup plaklarin 450 nm’de
ELISA reader cihazinda okumasi yapildi. Okunan absorbans degerleri, bilgisayar

programinda yerine konularak |L-6 diizeyleri (pg/ml) saptandu.

Total Antioksidan Status, Total Oksidan Status diizeyi ve OSI

hesaplanmasi

Calisilacak preparatlar oda 1sisinda eritildi. TOS ve TAS kitleri (Rel Assay
Diagnostics) Synergy HT, Biotek biyokimya otoanalizdriine uyarlanarak calisildi.
Standarttan ve 6rneklerden 30 ul eklendi. Reagent 1 den 500 pl biitiin kuyucuklara
eklendi ve 30 saniye sonra 660 nm’de ilk okuma yapildi. 5 pl reagent 2 eklenip ve

660 nm’de ikinci okuma yapilarak sonuglar hesaplandi.
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TAS 6l¢iimii Ozcan Erel tarafindan tanimlanan total antioksidan aktivite
metodu kullanilarak yapildi (121). Olgiimiin sonuglart pmol Trolox equivalent/l
olarak birimlendirildi. TOS 6lgiimii Ozcan Erel tarafindan tanmimlanan yontemle
yapildi (122). Olgiimiin sonuglart mmol H,O, Equiv./L olarak birimlendirildi. OSI
degeri TOS/TAS oram olarak kabul edildi. Oncelikle TAS degerleri mmol/L ye
cevrildi. OSI degeri Formula ydntemine gére hesapland1 (123). OSi (Arbitrary
Unit)=TOS (mmol H,O, Equiv./L)/TAS (mmol Trolox Equiv./L).

Sekil 5, 6: H/R modeli olusturulan rat yavrusu bagirsaklarinin makroskopik
goriinimii. Belirgin renk degisikligi, kanama odaklar1 ve nekrotik alanlar dikkati
cekiyor.
Istatistiksel Analizler

Viicut agirliklari, histopatolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal
bulgular ortanca ve minimum-maksimum araliklara gére verildi. Calisma gruplari
arasindaki istatistiksel anlamlilig1 belirlemede non-parametrik test (Kruskal Wallis ve
Mann-Whitney U testi) kullanildi. Saptanan sonuglar arasindaki farklilik i¢in p<0.05
istatistiksel olarak anlamli degerlendirildi. Istatistiksel verilerin bilgisayarda
hesaplanmasinda Statistical packages for social sciences (SPSS) (SPSS for Windows
22; SPSS, Chicago, Illinois, A.B.D) yazilim programi kullanildu.
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BULGULAR
Deney boyunca annelerinin yaninda kalan ve anne siitli ile beslenen yavru
ratlarin Ui¢ giinliik izleminde, her bir grubun giinliik viicut agirligr artisinin oldugu ve
gruplar arasinda viicut agirliklar1 bakimindan istatistiksel bir farklilik olmadig
saptand1 (p > 0.05, Tablo 2).

Tablo 2: Gruplardaki rat yavrularmin 1., 2. ve 3. giin viicut agirliklart (gr) ve

dagilimu.
1. giin 2. giin 3. giin
Gruplar (Ort£SS) (Ort+SS) (Ort+SS)
(min-maks) (min-maks) (min-maks)
(Egm gl) 725+ 0.46 8.25 + 0.46 9.38 +0.52
8) (7 - 8) (8- 9) (9 - 10)
(?(;‘;g rf) 7.75+0.71 8.75+0.71 9.88 + 0.64
n:8) (7-9) (8 - 10) (9 - 11)
%‘;g)?’ 7.63+0.52 8.63+0.52 9.63+0.52
:5) (7-8) (8-9) 9-10)
Grup 4
. 8+0.93 9+0.93 10.25+0.71
Kafein+H/R
( o) ) (7-9) (8 - 10) ©-11)
p 0.237 0.237 0.064

Ort£SS:Ortalamatstandart sapma, min: minimum, maks: maksimum, H/R: Hipoksi/Reoksijenizasyon.

Bagirsaklarin histopatolojik degerlendirilmesinde kontrol grubunun tiimii
normal histopatolojik (grade 1) yapiya sahipken, kafein uygulanan ancak NEK
modeli olusturulmayan rat yavrularinin bagirsaklarinda makroskopik olarak hafif
renk degisikligi, mikroskopik olarak ise hepsinde hidropik dejenerasyon (grade 2)
oldugu saptandi. H/R modeli ile NEK olusturulan yavru ratlarin bagirsaklarinda
makroskopik olarak belirgin renk degisikligi, hafif 6dem ve lokalize kiigiik
hemorajik alanlar ile mikroskopik olarak hepsinde villiis epitel hiicre nekrozu (grade
3) oldugu saptandi. Kafein uygulanan ve H/R modeli ile NEK modeli olusturulan

yavru ratlarin bagirsaklarinda makroskopik olarak belirgin renk degisikligi, belirgin
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o6dem ve lokalize hemorajik alanlar ile mikroskopik olarak villiis epitel hiicre
nekrozu (grade 3) ve tam villiis nekrozu (grade 4) oldugu saptandi (Sekil 7-10).
Kafein+H/R grubu ile kontrol ve kafein gruplar1 arasinda, H/R ile kontrol gruplari
arasinda histopatolojik incelemede istatiksel anlamli farklilik bulundu (p=0.001,
Tablo 3). Kafein verilip NEK olmayan grup ile kontrol, H/R grubu ile kafein grubu,
kafein+H/R grubu ile H/R grubu arasinda ise bagirsak histopatolojisi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05, Tablo 3). Bu bulgular ile
H/R yontemiyle rat yavrularinin bagirsaklarinda histopatolojik olarak grade 3
hasarlanma meydana geldigi goriildi. Kafeinin, kafein grubundaki bagirsak doku
orneklerinde, hidropik dejenarasyona neden olarak NEK olusumunu kolaylastirdigi
goriildii. Ancak kafein+H/R grubu histopatolojik skorlar1 H/R grubu skorlari ile
karsilastirildiginda, kafeinin intestinal hasarlanmay1 belirgin olarak arttirmadigi
saptandi.

Tablo 3: Calisma gruplarindaki rat yavrularinin bagirsak histopatolojik

degerlendirme skorlari.

Gruplar Histopatolojik Grade
Ort (min-maks)
Kontrol 1.0(1-1)°
Kafein 20(1-2)°
H/R 3.0(2-3)°
Kafein+H/R 3.0(2-4)

Ort: Ortalama, min: minimum, maks: maksimum, H/R: Hipoksi/Reoksijenizasyon.

a : Kafein+H/R ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi ( p=0.001).
b : Kafeint+H/R ile Kafein gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik saptandi ( p=0.001).
¢ : H/R ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik saptandi ( p=0.001).
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Sekil 7. Kontrol grubu (Rat no: 8). Sekil 8. Kafein grubu (Rat no: 3).

Normal histoloji, grade 1 (H&E, Yiizey epitel hiicrelerinde hidropik
X1/200). dejenerasyon, grade 2 (H&E,
X1/200).

Sekil 9. H/R grubu (Rat no: 4). Hafif Sekil 10. Kafein+H/R grubu (Rat no:1).
villus epitel hiicre nekrozu, grade 3 Tam villus epitel hiicre nekrozu, grade 4
(H&E, X1/200). (H&E, X1/200).

Immunohistokimyasal yontemle galigilan ve artmasi durumunda NEK’le
iliskili oldugu bilinen TLR4’iin bagirsak doku yogunlugu degerlendirildiginde, H/R
ve kafein+H/R grubunda en yiiksek, kontrol ve kafein grubunda ise en diisiik oldugu
saptanmakla birlikte gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik saptanmadi (p>0.05).
TLR4’lin yiizdesi tim gruplarda esit olarak degerlendirildi (Tablo 4). TLR4
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yogunluk ve yiizde skorlarinin ¢arpimi ile elde edilen final skoru arasinda istatiksel

olarak anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 11-14).

Tablo 4: Calisma gruplarindaki rat yavrularmin bagirsak immunohistokimyasal

olarak TLR4 boyamas1 yogunlugu, yiizdeleri ve final skor sonuglari.

Gruplar TLR4 TLR4 Final
(Yogunluk) (%) Skoru
Ort (min-maks)  Ort (min-maks)  Ort (min-maks)
Grup 1
(Kontrol) 2 (1-3) 4 (2-4) 2,5 (1-4)
(n:8)

Grup 2

Kafein 2 (1-3) 4 (3-4) 3,1(2-4)
(n:8)

Grup 3 >0,05
H/R 2,5(1-3) 4 (3-4) 3,1(2-4)
(n:8)

Grup4

Kafein+H/R 3(1-3) 4 (3-4) 3,3 (2-4)
(n:8)

TLR4:Toll-like reseptéor 4, Ort: Ortalama, min: minimum, maks: maksimum, H/R:

Hipoksi/Reoksijenizasyon.

NEK ’te inflamatuvar mediator olarak belirtilen TNF-a ve IL-6 bagirsak doku
diizeyleri incelendiginde, en yiiksek diizeylerin sirasiyla H/R ve kafein+H/R
gruplarinda oldugu gorildi (Sekil 15,16). Gruplar Karsilagtirildiginda, H/R,
kafein+H/R ve kafein gruplarinin bagirsak doku TNF-a ve IL-6 diizeylerinin kontrol
grubuna gore belirgin artis gosterdigi saptandi (p<0.05). Ayrica H/R ve kafein+H/R
gruplarinin, kafein grubuna gére TNF-a ve IL-6 bagirsak doku diizeylerinin anlamli
oranda artis oldugu goriildi (p<0.05). H/R grubunun TNF-a ve IL-6 bagirsak doku
diizeylerinin, kafein+tH/R grubuna goére yiiksek oldugu ancak istatiksel olarak

anlaml1 farklilik olmadig1 saptandi (p>0.05, Tablo 5).
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Sekil 11. Kontrol grubu (Rat no: 1). Sekil 12. H/R grubu (Rat no: 8). TLR
TLR ekspresyonu (X1/100). ekspresyonu ( X1/100).

Sekil 14. Kafein+H/R (Rat no: 8).
TLR ekspresyonu (X1/100).

Sekil 13. Kafein grubu (Rat no: 8).
TLR ekspresyonu ( X1/100).
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Sekil 15: Calisma gruplarindaki rat yavrularmin bagirsak TNF-o diizeyleri.
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Sekil 16: Calisma gruplarindaki rat yavrulariin bagirsak IL-6 diizeyleri.
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Sekil 17 : Calisma gruplarindaki rat yavrulariimn OSI degerleri.
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Sekil 18: Calisma gruplarindaki rat yavrularinin bagirsak TOS diizeyleri.
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Sekil 19: Caligsma gruplarindaki rat yavrularinin bagirsaklarindaki TAS diizeyleri.
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NEK’te oksidatif durumu gosteren TOS bagirsak doku diizeyleri
incelendiginde; en yiiksek diizeylerin sirasiyla kafein+tH/R ve H/R gruplarinda
oldugu goriildi (Sekil 18). Gruplar Karsilastirildiginda, kafein+H/R, H/R ve kafein
gruplarinin kontrol grubuna gore belirgin bagirsak TOS diizeyinde artig gosterdigi
saptand1 (p<0.05). Ayrica kafeintH/R ve H/R gruplarinin, kafein grubuna goére
bagirsak TOS diizeylerinin anlamli oranda artis oldugu gorildii (p<0.05).
KafeintH/R grubunun TOS doku diizeylerinin H/R grubuna gore yiiksek oldugu,
ancak istatiksel olarak anlamli farklilik olmadigi bulundu (p>0.05, Tablo 5).

NEK ’te anti-oksidan durumu gosteren TAS’1n bagirsak doku diizeyleri (Sekil
19) incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik goriilmedi
(p>0.05, Tablo 5).

Hesaplanan OSI degerleri incelendiginde, en yiiksek diizeylerin sirasiyla
kafeintH/R ve H/R gruplarinda oldugu gorildi (Sekil 17). Gruplar
karsilastirildiginda, kafein+H/R, H/R ve kafein gruplarinin kontrol grubuna gore
bagirsak OSI diizeyinin belirgin artis gdsterdigi saptandi (p<0.05). Ayrica
kafein+H/R ve H/R gruplarmin, kafein grubuna gore bagirsak doku OSI diizeylerinin
anlaml1 oranda artis gosterdigi goriildii (p<0.05). Kafein+H/R grubunun OSI degeri
H/R grubuna gore yliksek oldugu, ancak istatiksel olarak anlamli farklilik olmadigi
bulundu (p>0.05, Tablo 5).
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Tablo 5: Calisma gruplarindaki rat yavrulariin bagirsak TNF-a, IL-6, TOS, TAS,

OSI diizeyleri ve bunlarin istatistiksel degerlendirilmesi.

Gruplar TNF-a IL-6 TOS TAS OSi
pg/ml pg/ml mmolH,0, Mmol (Ort£SS)
(Ort£SS) (Ort£SS) Equiv./L Trolox
(Ort£SS) Equiv./L
(Ort£SS)
Kontrol 10,71+4,28 59,63+8,62 6,38+1,37 0,38+0,23 20,08+6,51
Kafein 30,20+5,49" 89,77+31,09" 9,20+1,71° 0,30:£0,09 32,90+13,07"
H/R 43,63+10,74"  133,67+43,84™ 19,02+5,86"  0,31+£0,08  63,94+25,52""
KafeintH/R  38,98+10,527  129,62+49,35%  3522+21,78""  0,49+021  76,81+£37,04"
0,000 >0,05 0,000

Y 0,000 0,000

TNF-a: Timor nekrozis faktor alfa, IL-6: Interlokin-6, TOS: Total oksidan status, TAS: Total

antioksidan status, OSI: Oksidatif stres indeksi, Ort+SS: Ortalamatstandart sapma,

Hipoksi/Reoksijenizasyon.

* : Kafein>kontrol (p:0,001).

**. H/R ve kafein+H/R>kontrol (p: 0,000) ve kafein (p<0,05).
* : Kafein> kontrol (p:0,007) .

% HIR ve kafein+H/R>kontrol (p:0,000) ve kafein (p<0,05).
P : Kafein>kontrol (p:0,001).

PP - Kafein+H/R ve H/R> kontrol (p:0,000) ve kafein (p<0,01)
¥ . Kafein>kontrol (p:0,028).

" Kafein+H/R ve H/R>kontrol (p<0,005) ve kafein (p<0,01)
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TARTISMA

Nekrotizan enterokolit tiim gelismelere ragmen Ozellikle prematiire
yenidoganlar1 etkileyen, patofizyolojisi tam olarak anlasilmayan Onemli bir
gastrointestinal problem olup, prematiirelerin 6nemli morbidite ve mortalite
nedenidir (2). NEK goriilme sikligi cografi farkliliklar gostermekle birlikte ayni
bolgedeki yenidogan yogun bakim iiniteleri arasinda bile farklilik gostermektedir
(124).

Diinyada prematiire bebeklerde NEK goriilme sikliginin %2,6-28 oraninda
oldugu bildirilmektedir (18). Prematiirite nedeni ile yogun bakim {initelerine yatirilip
izlenenlerin %1-7,7’sinde NEK gelistigi ve tani almis hastalarin da %90’ inin
prematiire bebeklerden olustugu bildirilmektedir (18). Yapilan bir ¢alismada 1500
gramin altinda dogan prematiire bebeklerin %10’unun NEK’ten etkilendigi rapor
edilmektedir (19).

Tirkiye’de yapilan c¢alisgmalarda NEK insidansinin %3 ile %6 oranlar
arasinda degistigi belirtilmektedir (20-22).

Gliniimiizde yenidogan yogun bakim initelerinin yayginlasmasit ve
teknolojik gelismelerle prematiire ve diisik dogum agirliklt bebeklerin yasama
sanslarinin artmasina paralel olarak, NEK goriilme sikligi da artmustir. Etiyolojinin
tam anlasilamamasi, spesifik tedavi stratejilerinin net belirlenememesi nedeniyle
morbidite ve mortalitesi halen yiiksek bir hastaliktir.

NEK patogenezi net olmamakla birlikte etiyopatogenezde prematiire dogum,
hipoksik-iskemik hasar, enteral ve formula ile besleme, beslenme voliimiiniin hizli
arttirllmasi, medikal tedaviler, eritrosit transfiizyonu, bakteri kolonizasyonu ve sepsis
gibi bir¢ok predispozan faktor sorumlu tutulmaktadir. Bu faktorler esliginde serbest
oksijen radikalleri, aktive lokositler, 16kotrienler, PAF, TNF-a, interlokinler, TLR
gibi inflamatuvar mediatorler araciligiyla, NEK’te ortak son yol olan bagirsak
nekrozu gelismektedir (2,6,18,23,47,48,73-75,82,86).

Hiicrenin apopitozis denilen programlanmis Glimii, proapoptotik ve
antiapoptotik sinyal yolaklar1 arasindaki dengeye baglidir. Memeli hiicrelerinde,
apopitozise neden olan ve normalde inaktif olarak bulunan kaspazlarin aktivasyonu,
hiicre 6liimiinde Kritik rol istlenir. Kaspazlar ekstrensek ve intrensek yollarla aktive

olabilir (125). TNF-o, fas ligand ve TLR ligandlar ekstrensek yolun aktivatorleri
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iken, intrensek yolun aktivasyonu DNA hasar1 ya da yiiksek pH gibi toksik oksidatif
strese yanitla olusur.

NEK olan bebeklerin %90-95’i prematiire bebeklerdir. Term bebeklerde de
predispozan faktorler varliginda NEK goriilebilmektedir (2). Deneysel ¢alismalarda
yedi giinliik ve daha biiyiik rat yavrularinin santral sinir sistemi matiirasyonunun,
term insan yavrularinin beyin gelisimine denk geldigi, yedi giinden kiigliik rat
yavrularinin preterm bebeklere denk geldigi, hatta bir giinliik rat yavrusunun insanda
22-24. gebelik haftasi, li¢ giinliikk rat yavrusunun ise 28-32. gebelik haftasina denk
geldigi belirtilmektedir (116). NEK bir prematiire hastalig1 oldugu i¢in, ¢alismamiza
prematiire doneme denk gelen postnatal 1-4 giinliik rat yavrulari alind .

NEK'in patofizyolojisi ile ilgili ilk gozlemler, bagirsak iskemisinin bagirsak
nekrozuna yol agtigini gostermistir (126). Sudaki memelilerde gézlemlenen “dalig
refleksi” ne benzer sekilde, stres donemlerinde kan akiminin splanknik bolgeden
vital organlara dogru yoneldigi ve bu nedenle bagirsak hasarinin olustugu one
stiriilmiistiir. Erken epidemiyolojik gézlemler, asfiksiyi dnemli bir risk faktorii olarak
tanimlasa da, sonraki ¢aligmalar NEK vakalariin ¢ogunun bagirsak perfiizyonunda
ciddi bir bozulma ile iliskili olmadigin1 gostermistir. Hayvan modellerinde,
calismalar bagirsak nekrozunun baglatilmasinda intestinal iskemi sonrasi
reperfiizyonun gerekli oldugunu géstermistir (2).

Okur ve arkadaslari tarafindan 1995 yilinda yeni bir yontem ile hipoksi-
reoksijenizasyon uygulanarak rat yavrularinda NEK modeli olusturulmustur (117).
Baska pek cok deneysel calismada Okur ve arkadaslarinin yontemi uygulanip
histopatolojik ve biyokimyasal olarak insanlardaki NEK’e benzer intestinal
hasarlanmanin meydana geldigi gosterilmistir (55,116,127-129). Caligmamizda da
ayn1 yontem ile rat yavrularinda NEK modeli olusturulmustur.

Non-spesifik adenozin reseptor antagonisti olan kafein, hem 2016 RDS
yonetimi Avrupa konsensiis raporu, hem de 2018 Tiirk Neonataloji Dernegi BPD
izlem rehberinde dogum agirligr 1250 gr, dogumda gebelik yasi 28 haftanin altinda
olan ve BPD riski tasiyan prematiirelerde postnatal ilk giin 20 mg/kg yiikleme, 24
saat sonra 5 mg/kg idame doz ile onerilmektedir (9, 11). Bizim ¢alismamizda da rat
yavrularina ayni prematiire apnesinde Onerilen kafein dozlar verilerek NEK ile

iliskisi incelendi.
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Dort adet oldugu belirtilen adenozin reseptorlerinden Ay, en fazla basta kolon
olmak {izere, retina, mesane ve fibroblastta bulunup, doku tamirinde gorev
almaktadir. Ayrica T hiicre ve natiirel killer hiicre tizerinden antiinflamatuar etkinligi
oldugu, riyanodin reseptorleri tizerinden hiicre i¢i kalsiyum salimminda ve
dolayisiyla kontraksiyonda gorev aldigi bilinmektedir (12-14). Ayni zamanda
endotelyal ve diiz kas hiicrelerinde bulunan Aj, reseptoriiniin vaskiilarizasyon ve
vazodilatasyondan da sorumlu olabilecegi bildirilmektedir (109).

Yapilan kisith sayidaki klinik ve deneysel caligmalarda, adenozin reseptor
antagonisti kafeinin, gastrointestinal sistemde motilitede ve siiperiyor mezenterik
arter kan akiminda belirgin azalmaya neden oldugu ve bunun da NEK riskini
arttirabilecegi belirtilmektedir (14,17,110).

Calismamizda, Okur ve arkadaslarinin modeli kullanilarak H/R yontemiyle
intestinal hasarlanma (NEK modeli) olusturulan ratlarin terminal ileumundan alinan
bagirsak orneklerinde; makroskopik olarak belirgin renk degisikligi, hafif 6dem ve
lokalize kiigiik hemorajik alanlar, mikroskopik olarak hidropik dejenarasyondan
(grade 2) tam villiis epitel hiicre nekrozuna (grade 4) kadar histopatolojik hasarlanma
saptanirken, kontrol grubu tiimiiyle normal (grade 1) olarak degerlendirildi. Deneysel
calisma boyunca IP olarak 20 mg/kg/giin dozda yiikleme, 24 saat sonra 5 mg/kg/giin
idame dozda kafein uygulanan rat yavrularinin oldugu kafein grubunda belirgin
hidropik dejenerasyon (grade 2) goriildii. Kafein verildikten sonra H/R modeli ile
NEK olusturulan rat yavrularinin oldugu kafein+H/R grubunda ise tam villiis epitel
hiicre nekrozu (grade 4) saptandi. Kafein grubunda kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli olmasa da villiis epitel hiicrelerinde belirgin hidropik dejenerasyon
saptanmasi, kafeinin NEK patofizyolojisinde rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.
Kafein hacmine esdeger izotonik sodyum kloriir soliisyonu IP verildikten sonra
dordiincii giinde H/R yontemi ile NEK olusturulan H/R grubunda histopatolojik
olarak saptanan hafif villiis epitel hiicre nekrozu skorunun, kontrol grubuna goére
belirgin farklilik olusturdugu goriildii. Kafein+H/R grubunun histopatolojik
degerlendirme median skoru H/R grubunun median skoru ile ayn1 olmasina ragmen,
H/R grubunda kafein+H/R grubunda goriilen tam villiis epitel hiicre nekrozunun
goriilmemesi, kafeinin NEK patofizyolojisinde predispozan rolii olabilecegini akla

getirmektedir. Caligmamizda uygulanan H/R modeli daha 6nce yapilan bir¢ok
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deneysel caligmadaki H/R grubu bagirsak histopatolojik bulgulari ile benzerlik
gostermektedir  (117,128). Daha onceki c¢alismalarda da Dbelirtildigi  gibi
hipoksi/reoksijenizasyonun NEK patogenezinde onemli bir risk faktorii oldugu bu

calisma ile de bir kez daha gosterildi.

TLR'ler bagirsakta bagisiklik hiicreleri ve epitel hiicrelerinde bulunur (130).
Nekrotizan enterokolitte TLR'ler hakkindaki bilgilerimizin ¢ogu hayvan
deneylerinden elde edilmekle birlikte, hayvan verileri ile insan verilerinin her zaman
uyumlu olmayacagi unutulmamalidir. TLR’lerin islevi, intrauterin steril olan
bagirsaklarin dogumdan sonra kolonizasyonu sirasinda, komensal ve patojen
mikroorganizmalar arasindaki dengenin saglanmasidir (5). TLR'ler arasinda TLR4,
NEK i¢in en fazla dikkati ¢ekendir. TLR4, enflamasyonun bir tetikleyicisi olan
gram-negatif bakteriyel hiicre duvari bileseni lipopolisakkarit tarafindan aktive edilir.
TLR4 geni ve protein ekspresyonu, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda NEK’li
insan ve fare ince bagirsaklarinda daha yiiksektir (130-132). TLR4 ayni zamanda,
¢coziinlir CD14, laktadherin, laktoferrin ve 2p-fukosillaktoz gibi anne siitiindeki
aracilarin da hedefidir (133). Anne siitii ile beslenen farelerin ileumlarinin
incelendigi bir ¢alismada, fare anne siitiiniin TLR4 ekspresyonunu azaltarak, NEK’i
azalttigr gosterilmistir (134). Calismamizda tiim gruplarda TLR4 yogunlugu ve
yiizde oranlar1 arasinda anlamli farklilik gozlenmedi. TLR4 reseptor yogunlugu ve
yiizdesinin carpimi ile elde edilen final skoru puanlamasinda, final skoru sirasiyla
kafeintH/R grubunda sonra H/R grubu, ardindan kafein grubunda en yiiksekti.
Ancak gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi. Kafeinin antiinflamatuar
etkilerinin arastirildigi bir calismada, prematiire apnesinde kullanilan kafeinin
yenidogan rat akcigerinde TLR2, TLR4 ve TLR9 diizeylerine etkisi incelenmis.
Kafein alan grupta, TLR 2 ve TLR4 diizeyleri azalirken, TLRY diizeyinin yliksek
oldugu saptanmustir (114). Literatiirde NEK’te kafeinin TLR4 iizerinden etkilerini
aragtiran bir ¢aligmaya rastlayamadik. Antiinflamatuvar etkisi oldugu belirtilen
kafeinin, TLR4 diizeyleri iizerine etkisinin diger risk faktorleri ile birlikte

degerlendirilecegi daha genis kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

TNF-a, her hiicre tipinde NF-kB gibi inflamatuar mediatorleri aktive eden bir

anahtar sitokindir. NEK olmayan kontrollerle kiyaslandiginda, TNF-a’nin NEK’te
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sistemik (135) ve intestinal dokuda (136) diizeylerinin arttigi, ancak hastalik
siddetinin gostergesi olarak kabul edilmedigi bildirilmektedir (137). NEK modeli
uygulanmuis ratlarda ilk beslemeden kisa bir zaman sonra bile, doku ve sistemik TNF-
a diizeyleri anlamli  olarak artmaktadir (138,139) TNF-a’'nin NEK
patofizyolojisindeki rolii diisiiniilerek yapilan bir deneysel calismada, TNF-o
blokorii oldugu bilinen pentoksifilinin, NEK sagaltiminda anlamli bir azalma
yapmadig1 rapor edilmistir (140). Ancak, monoklonal anti-TNF antikoru olan
etanersept veya infliksimab ile NEK modeli olusturulmus yenidogan rat
yavrularinda, bagirsak inflamasyonu ve doku hasarint 6nemli olgiide azaldigi
gosterilmistir (141,142). Calismamizda TNF-a H/R gruplarinda kontrol grubuna
gore belirgin yiiksek saptanmistir. Ayni zamanda kafein grubunda TNF-a diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli yiiksek iken, H/R grubuna goére anlamli diisiik

bulunmustur.

IL-6’nin hem kendisi, hem de hepatositleri uyararak salgilattigit CRP 6nemli
biyokimyasal belirteclerdir (143). IL-6 geninde tek niikleotid polimorfizminin oldugu
bilinen 32 hafta ve altindaki Kafkasya’li bebeklerde yapilan bir ¢alismada, 1L-6
diizeyi ile korele NEK saptanmasi, IL-6’'nin NEK patogenezinde 6nemli bir rol
aldigim  digiindirmektedir (144). Yapilan baska bir c¢aligmada, IL-6 gen
polimorfizmi saptanan 32 haftadan kiiciik bebeklerde NEK gelisme riski alt1 kat ve
evre III hastaliga ilerlemenin yedi kat daha fazla oldugu gosterilmistir (145).
Kontrollerle karsilastirildiginda, evre III NEK hastalarinda rezeke edilen bagirsak
dokusunda, yiiksek IL-6 diizeyi ve mRNA ekspresyonunu saptayan calismalar da
mevcuttur (131,146,147). IL-6’nin H/R’de (NEK) yiiksek oldugunu gosteren pek ¢ok
calisma bulunmaktadir (131,143-145,147). Calismamizda IL-6 diizeyleri H/R
gruplarinda kontrol grubuna gore belirgin yliksek saptandi. IL-6 diizeyleri, kafein
grubunda, kontrol grubuna gore belirgin yiiksek, H/R grubuna gore belirgin diigiiktii.

Hipoksi/reperfiizyon nedeniyle olusan intestinal hasarin, ortamdaki hidrojen
peroksit (H20,), siiperoksit (O) ve hidroksil anyonu (OH") gibi serbest oksijen
radikalleri araciligiyla gelistigi, bu radikallere bagl olarak nétrofil aktivasyonu, lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasar1 meydana geldigi ve hiicre

olimiiniin gergeklestigi belirtilmektedir (117,148). Serbest oksijen radikallerinin
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kronik akciger hastaligi, NEK, prematiirite retinopatisi ve intrakraniyal kanama dahil
olmak ftizere prematiirelerde bir¢ok durumda suglu oldugu bilinmektedir. Hipoksi ve
benzeri durumla tetiklenen PAF gibi proinflamatuar mediyatorlerden sonra
inflamatuar ~ sitokinler (TNF-q,IL-6) salimir. Bu durum, aktive edilmis
polimorfoniikleer 16kositlerin migrasyonu sonucunda, reaktif oksijen ve reaktif
nitrojen tiirlerinin asir1 artis1 ile sonuglanir (135,149). Normal fizyolojik kosullar
altinda, reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin zararli etkileri antioksidan
enzimlerin diizeyi ile sinirlandirilabilmektedir. Bununla birlikte, asir1 reaktif oksijen
ve reaktif nitrojenlerin {iretimi ya da antioksidan kapasitedeki sinirlamalardan
kaynaklanan dengesizlik, mukozal hasara neden olup, ardindan hiicresel membran
lipidlerinin peroksidasyonu ve hiicresel proteinlerin oksidasyonu nedeniyle nekroz
meydana gelir (150). Calismamizda oksidatif stresi degerlendirmek iizere Ozcan

Erel’in tammladig1 yéntemle, TOS, TAS ve OSI degerlendirilmeleri yapild: (122).

Calismamiza benzer H/R modeli yapilan hayvan c¢alismalarinda, antioksidan
kapasitenin (glutatyon ve glutatyon peroksidaz) azaldigi, lipid peroksidasyonu ve
nitrik oksit gibi oksidatif strese baglh firiinlerin arttigi bildirilmektedir (128). Bu
deneysel calismada TOS degeri H/R gruplarinda kontrol ve kafein grubuna gore
belirgin artmis ayn1 zamanda kafein grubunda kontrol grubuna goére de belirgin
yiiksek saptandi. Ancak TAS bakimindan gruplar arasinda farklilik yoktu. TOS/TAS
orani olarak degerlendirilen OSI bakimindan gruplar degerlendirildiginde; H/R
gruplarinda OSI belirgin yiiksek bulundu. Ayrica OSI’nin kafein grubunda kontrol
grubuna gore belirgin yiiksek, ancak H/R grubuna gore belirgin diisiik oldugu
goriildii. Hatta en yiiksek OSI degeri kafein+H/R grubunda bulundu. Kafeinin OSI’yi
kontrol grubuna goére arttirmasit H/R uygulanan rat yavrularinda intestinal
hasarlanmada predispozan bir roliiniin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Prematiirelerde hipoksi reoksijenizasyon sonrast yogun olarak ortama
saliverilen serbest oksijen radikallerine karsi koruyucu olan antioksidan defans
sistemleri yetersizdir (2). Ciinkii antioksidan enzimleri i¢eren hiicre i¢i antioksidan
savunma mekanizmalari, gebeligin son zamanlarinda artar. Bu nedenle daha diigiik
seviyelerde plazma radikal toplayicilari, metal baglayici proteinler (transferrin ve

seruloplazmin), katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesi
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azdir (151). Antioksidan enzim kapasitesindeki eksiklik NEK'de doku hasarina
yatkinlig1 gosteren bir faktordiir (30).

Neonataloji ve teknolojideki ilerlemelere ragmen, NEK'in spesifik erken
Klinik belirtisi ve laboratuvar bulgusu yoktur. Tani konulmasinda gecikilmesi
morbidite ve mortaliteyi arttirdigindan, erken tani konulabilmesini saglayacak
belirtegler gerekmektedir. Kordon kanindaki oksidatif stres belirteglerinin NEK riski
olan bebeklerin erken tanimlanmasina izin verdigine dair kanitlar vardir. Ozellikle
prematiire bebeklerde goriilen bu agir hastalik i¢in yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesinde bu belirtecler kullanilabilir (152).

Prematiire bebeklerde apne tedavisi igin rutin kullanilmasi 6nerilen (9-11),
antioksidan, noroprotektif etkileri oldugu belirtilen kafeinin gastrointestinal sistem ve
hiicre diizeyindeki etkilerinin gosterildigi karisik ve ¢eligkili ¢aligmalar vardir (15,
16).

Hoecker ve arkadaslarinin (110) 2002 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada, ortalama
gebelik yaslar1 31£1,2 hafta ve ortalama viicut agirliklart 1400+380 gr olan 16
preterm yenidogana 24. ve 72. saatlerde 25 mg/kg/giin kafein verilerek, kafeinden
sonra 1. ve 2. saatlerde doppler sonografi ile siiperiyor mezenterik ve ¢Olyak
arterlerindeki kan akim hizlar1 Slglilmiis. Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu, kan
basinct ve kalp hizinda higbir degisiklik gozlenmezken, siiperiyor mezenterik
arterdeki ortalama kan akim hizinin kafein uygulamasindan 1 ve 2 saat sonra anlamli
derecede azaldig saptanmis. Colyak arterindeki ortalama kan akim hiz1 da istatiksel
olarak anlamli (%14) azalma gostermis ve bu durumun intestinal hasarlanma ile
iligkili olabilecegi diistiniilmiis (110).

Park ve arkadaslarmm 2015 yilinda yaptigi bir derlemede erken kafein
kullaniminin, NEK riskini arttirmadan, mortalite ve bronkopulmoner displazi de
dahil olmak fizere, yenidoganlarin ciddi sorunlari iizerine yararl etkilerinin oldugu
rapor edilmistir (15). Hemen arkasindan Cox ve arkadaslarimin 2015 (16) yilinda
yaptiklar retrospektif bir ¢caligmada, 18 aylik donemde {igiincii diizey yogun bakim
tinitelerinde izlenen 615 prematiire bebekte nekrotizan enterokolit ve kafein
uygulamas: arasindaki iliski degerlendirilmistir. Bunlarin %7,3’iinde NEK gelistigi,
kafein uygulamasi ile NEK gelisimi arasinda bir iliski oldugu vurgulanmistir.

Prematiire bebeklerde kafein uygulamasi ile nekrotizan enterokolit gelisimi arasinda
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potansiyel bir iligki oldugu belirtilmekle birlikte, doz bagiml etkilerin ve yiikkleme
dozlarinin arastirilmast gerektigi ifade edilmistir. Calismamizda prematiire apnesi
tedavisinde rutin kullanim1 6nerilen kafeinin, H/R modeli gelistirilen ratlarda kontrol
grubuna gore TNF-o, IL-6 ve OSI’yi belirgin arttirdig1 bu nedenle NEK gelisiminde
predispozan bir risk faktorii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Non-spesifik adenozin reseptdr antagonisti kafeinin bronkopulmoner dsiplazi
olusturulmus yenidogan ratlardaki etkisini arastiran bir ¢alismada kafein tedavisinin
enflamasyonu arttirdigi ve hiperoksiye maruz kalan yenidogan ratlarda alveoler
hipoplaziyi kotiilestirdigi belirtilmis. Bu degisikliklerin alveolar tip II hiicre sayisinin
azalmasi, hiicre apoptozunun artmasi Ve Ay, reseptdrlerinin ekspresyonunun azalmasi
ile iliskili oldugu vurgulanmigtir. Kafein ve hiperoksinin kesilmesinin ardindan
akciger bulgularmin geriledigi belirtilmektedir (8). Adenozinin bilinen bir diger
ozelligi ise endoplazmik retikulumda bulunan riyanodin reseptorlerine etki ederek
hiicre i¢ine kalsiyum salinimi, dolayisiyla kontraksiyonda rolii olmasidir. Deneysel
calismalarda kafeinin alt Ozefagus sfinkter tonusu ile gastrointestinal sistem
motilitesini azalttigi gosterilmistir. Bu Kafein kaynakli miyorelaksan etkinin yastan
bagimsiz ve riyanodin reseptorleri araciligiyla oldugu belirtilmektedir (14).

Kolonda adenozin Ay, reseptorlerinin fazlaca bulundugu belirtilmektedir (12).
Kafein adenozin reseptor blokaji yaparak adenozinin antiinflamatuvar (13),
antiapoptotik (8) ve prokinetik (14) etkilerini engellemektedir. Kafeinin
vazokontritksiyon yaparak intestinal kanlanmay1 azalttigi da belirtilmektedir (17,
110).

Yakin tarihli bir ¢alismada, 28-32 hafta arasindaki prematiirelerde, kafeinin
20 mg/kg yiikkleme dozundan sonra iki saat sonra siiperiyor mezenterik arter kan
akiminin belirgin azaldigi, alt1 saat sonra diizeldigi, idame (5-10 mg/kg) dozundan
sonra bu etkinin goriilmedigi belirtilmektedir. Arastirmacilar siiperiyor mezenterik
arter kan akimindaki belirgin azalmanin gastrointestinal sistemde hasara yol
acabilecegini, dolayisiyla en azindan bu 2 saatlik siiregte enteral beslenmenin
kesilmesinin daha iyi olabilecegini belirtmektedir (17).

Sonug olarak, bu deneysel ¢alismayla kafeinin, yenidogan ratlarda TNF-a, IL-
6 ve OSI’yi arttirarak NEK gelisimini kolaylastirict bir roliiniin olabilecegi

diistiniilmektedir. Kafeinin NEK gelisimindeki kolaylastirici rolii muhtemelen,
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riyanodin reseptdrleri araciligiyla gastrointestinal motiliteyi azaltmasi, stiperiyor
mezenterik arter kan akimimi azaltmas: ve belki de intestinal adenozin Ay
reseptorleri iizerinden antiinflamatuar etkiyi azaltmasiyla iliskili olabilir. Bu konuda

genis kapsamli, kontrollii ve randomize ¢aligsmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
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SONUCLAR
1. Deney boyunca annelerinin yaninda kalan ve anne siitli ile beslenen yavru
ratlarin ti¢ glinliikk izleminde, her bir grubun giinliik viicut agirligi artisinin oldugu ve

gruplar arasinda viicut agirliklart bakimindan istatistiksel bir farklilik olmadig

goriildii (p > 0.05).

2. Histopatolojik incelemede kontrol grubundaki orneklerin hepsi normal
olarak degerlendirilirken, en agir hasarlanma kafeintH/R ve H/R gruplarinda
saptand1. KafeintH/R ve H/R gruplarindaki histopatolojik hasarlanma kontrol
grubuna gore ve kafein+H/R grubundaki histopatolojik hasarlanma kafein grubuna

gore belirgin ytiksekti (p:0,001).

3. Kafein grubunun histopatolojik incelemesinde 6rneklerin hepsinda hidropik
dejenerasyon saptanmakla birlikte, kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli bir
farklilik saptanmadi (p>0,05).

4. Immunohistokimyasal incelemede, TLR4 yogunluk ve yiizdesi degerlerinin
carpimi ile elde edilen final skorlar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi. TLR4 final skoru kafein+H/R ve H/R gruplarinda en
yiiksekti (p>0,05).

5. Bagirsak dokusu TNF-a diizeyi sirastyla H/R ve kafein+H/R gruplarinda en
yiiksek saptandi. Kafein, H/R, kafeintH/R gruplarinda bagirsak doku TNF-a
diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksekken (p<0,001),
kafein grubu bagirsak TNF-a diizeyi H/R ve kafeintH/R gruplarina gore anlaml
diisiiktii (p<0,05).

6. Bagirsak dokusu IL-6 diizeyi sirasiyla H/R ve kafein+H/R gruplarinda en
yiikksek saptandi. Kafein, H/R, kafeintH/R gruplarinda bagirsak dokusu IL-6
diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak anlamli oranda yiiksekken
(p<0,001), kafein grubu bagirsak IL-6 diizeyi H/R ve kafein+H/R gruplarma goére
anlaml disiiktii (p<0,05).

7. Bagirsak dokusu TOS diizeyleri sirasiyla kafein+H/R ve H/R gruplarinda en
yiiksek saptandi. Kafein, H/R, kafein+H/R bagirsak dokusu TOS diizeyleri kontrol
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grubuna gore belirgin yiiksekken (p<0,001), kafein grubu bagirsak TOS diizeyi H/R
ve kafein+H/R grubuna gore anlaml diisiiktii (p<0,01).

8. Bagirsak dokusu TAS diizeyleri sirasiyla kafein+H/R ve kontrol grubunda
en yliksek saptanmakla birlikte istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmadi. (p>0,05)

9. Bagirsak OSI diizeyleri sirasiyla kafein+H/R ve H/R gruplarinda en yiiksek
saptand1. Kafein, H/R, kafein+H/R bagirsak dokusu OSI diizeyleri kontrol grubuna
gdre anlamli artmigsken (p<0,05), kafein grubu bagirsak OSI diizeyi H/R ve
kafein+H/R gruplarina gore belirgin diisiiktii (p<0,01).
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