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OZET

Nitrofen verilerek konjenital diyafragma hernisi olusturulan ratlarda NAC ve D
vitamini’nin pumoner hipoplaziye etkisi
Dr.Seniha Esin ODABAS

Konjenital diyafragma hernisi (KDH) yenidogan yogun bakimdaki ilerlemelere
ragmen mortalitesi hala yiiksek bir anomalidir. KDH’de o6liimlerin en 6nemli sebebi,
pulmoner hipoplazidir. Pulmoner hipoplazinin sebebi heniiz tam aydinlatilmamis olmakla
beraber multifaktoriyel oldugu diistiniilmektedir.

Bu c¢alismada, nitrofen ile KDH olusturulan ratlarda, N-asetil sistein (NAC), D
vitamini ve NAC ile beraber D vitamininin pulmoner hipoplaziye etkisi arastirilda.

Calismada Sprague Dawley cinsi gebe ratlar kullanildi. Ratlar, grup 1 (sham grubu),
grup 2 (kontrol/nitrofen grubu), grup 3 (nitrofen+NAC grubu), grup 4 ( nitrofen+ D vitamini
grubu), grup 5 (nitrofen+NAC+D vitamini grubu) olarak 5 gruba ayrildi. Grup 2, 3, 4 ve grup
5’e gebeligin 9,5’ uncu giiniinde 200 mg nitrofen bir ml zeytinyagi iginde, orogastrik yol ile
verildi. Grup 3’e 16. giinden itibaren 4 giin siire ile subkutan yol ile 800 mg/kg’dan NAC
verildi. Grup 4’e 16. giinden itibaren 4 giin siire ile subkutan yol ile 1 mcg/kg’dan D vitamini
ve grup 5’e¢ 16. gilinden itibaren 4 giin siire ile subkutan yol ile 800 mcg/kg’dan NAC ve
Imcg/kg’dan D vitamini verildi.

Gebeligin 21-22. giinlinde dogan yavru ratlara laparotomi yapildi. Grup 1(n=8),grup
2(n=6)" den rastgele se¢ilen ve sol diyafragma hernisisaptanan ve grup 3(n=29), 4(n=11) ve
5(n=11)’den sol diyafragma hernisi tespit edilen yavru ratlarin akcigerleri ¢ikarildu.
Akcigerler morfolojik (viicut agirhigl, sag akciger ve sol akciger agirlhigi, akciger / viicut
agirh@r orani), histopatolojik (Alveolar septal kalinlik, interstisyum, epitelyal hiicreler) ve
immunohistokimyasal (TGF-B1 ve Siirfaktan Protein A) olarak incelendi.

Akcigerlerin morfolojik incelenmesinde istatiksel olarak viicut agirhig, sag akciger
agirlignt yoniinden anlamli fark bulunmadi(p>0,05).Sol akciger, akciger / viicut agirlig
oranina bakildiginda grup 2’de diger gruplara oranla istatiksel olarak anlamli disiiklik
goriildii (p<0,05).

Akcigerlerin histopatolojik incelenmesinde, gruplar arasinda epitel tipi, septal kalinlik
ve interstisyum miktart agisindan anlaml farklilik mevcuttu (p<0,05). Grup 2’de epitel tipi
diger gruplara nazaran daha immatiir idi. Septal kalinlik grup 2’de diger gruplara oranla
anlaml1 olarak artmist1 (p<0,05). Interstisyum miktar1 grup 2’de diger gruplara goére anlamli

azalmisti (p<0,05).



TGF-B1(transforming growth factor-f1) antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal
incelemede grup 1°de hi¢ boyanma izlenmedi. Grup 2’ de diger gruplara oranla artmis
boyanma izlendi. Grup 4 ‘te ise grup 3 ve 5 ‘e oranla artmis boyanma izlendi(p<0.05).Grup 3
ve 5 arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

Akcigerlerin  SP-A  (slirfaktan protein A) ile yapilan immiinohistokimyasal
incelenmesinde grup 1’ de artmis boyanma izlendi. Grup 2’de boyanma izlenmedi ya da zayif
boyanma tespit edildi. Grup 3, 4 ve 5’te ise grup 2’ye gore boyanma daha fazla idi (p<0,05).
Grup 3 ve 4 arasinda anlaml farklilik yok idi. Grup 5°te grup 3 ve 4’e¢ oranla boyanma
artmisti.

Nitrofen ile KDH olusturulan ratlarda, prenatal donemde verilen D vitamininin
pulmoner hipoplaziyi azalttigi, ancak tek basina kullaniminin, etkinligi daha 6nce yapilan
caligmalarla da gosterilmis olan NAC’a bir ustiinliigiiniin olmadigi goriilmiistiir. D vitamini
ve NAC’m birlikte kullanimiminayr1 ayr1 kullamimlarina gore istiinliigli, histopatolojik
veTGF-B1 diizeyleri sonuglarinda goriilmemis olmakla birlikte SP-A diizeylerindeki artis
birlikte kullanimin daha etkili oldugu yoniindedir. Bu sonuglardaki farklilik nedeniyle her iki
ajanin birlikte kullaniminin daha etkili oldugu sdylenememekle birlikte SP-A diizeylerindeki

bu artisin anlamli olup olmadigi baska calismalarla desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler:

Konjenital diyafragma hernisi, rat, nitrofen, N-asetil-sistein, D vitamini
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ABSTRACT

Effects of NAC and vitamin D to pulmoner hypoplasia of nitrofen-induced
diaphragmatic hernia rat model
Dr.Seniha Esin ODABAS

Congenital diaphragmatic hernia (CDH) is an anomaly, the mortality of which is still
high despite the advancements in the neonatal/newborn intensive care unit. The most
important cause of deaths in CDH is the pulmonary hypoplasia. The cause of pulmonary
hypoplasia, although not yet totally clarified, is thought to be multifactorial.

In this study, the effect of N- acetil (NAC),Vitamin D and also the effect of Vitamin D
with NAC onpulmonary hypoplasia was studied in the rats with nitrofen induced CDH.

In this study, pregnant rats of Sprague Dawley were used. Rats were divided into 5
groups as group 1 (group sham), group 2 (control: group nitrofen), group 3 (group
nitrofen+NAC), group 4 (group nitrofen+ Vitamin D) and group 5 (group nitrofen+NAC+
Vitamin D). Groups 2, 3, 4 and 5 were given 200 mg of nitrofenin 1 ml olive oil through the
orogastric administration on the gestational day 9,5. Starting from the 16th day, group 3 was
given 800 mg/kg NAC through the subcutaneous injection for 4 days. Group 4, on the other
hand, was given 1 mcg/kg Vitamin D through the subcutaneous injection for 4 days, starting
from the 16th day, while group 5 was given 800 mcg/kg NAC and Vitamin Dthrough the
subcutaneous injectionfor 4 days, starting from the 16th day. Laparotomy was performed on
the rats born on the 21st-22nd gestational days. The lungs of the newborn rats which were
randomly selected from group 1 (n=8) and group 2 (n=6) and in which left diaphragmatic
hernia was determined were excised along with the lungs of the newborn ones selected from
group 3 (n=29), Group 4 (n= 11) and group 5 (n=11) in which left diaphragmatic hernia was
determined, as well.The lungs were morphologically (body weight, weights of right and left
lungs, lung / body weight ratio), histopathologically (Alveolar septal thickness,
interstitium,epithelial cells ) and immunohistochemically (TGF-p1 and surfactant Protein
A)examined.

In the morphological examination of the lungs, no statistically significant difference was
found in terms of body weight, and the weight right lungs. (p>0,05). Considering the left lung
weight, lung weight/ body weight ratio, group 2 was seen to be statistically significant lower

when compared to other groups. (p<0,05).
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In the histopathological analysis of the lungs, the difference among the groups in terms
of alveolar thickness, pulmonary epithelial type and interstitium was found to be
significant(p<0,05). Epithelialin group 2 were immature than the other groups. Septal
thickness in group 2 were significantly highercompared to other groups(p <0.05). The amount

of interstitium in group 2 was significantly decreased compared to other groups(p <0.05).

In the immunohistochemical analysis performed through the TGF-B1 antibody, no
staining was observed in group 1 at all. In group 2, however, an increased staining was
observed in comparison to the other groups. In group 4, on the other hand, an increased
staining was observed when compared with groups 3 and 5 (p<0.05). No significant
difference was determined between groups 3 and 5.

In the immunohistochemical analysis of the lungs that was performed through the
surfactant Protein A, an increased staining was observed in group 1. In group2, however, no
staining was observed or a slight staining was identified. On the other hand, staining in groups
3, 4 and 5 was more than that in Group 2 (p<0,05). There was no significant difference
between groups 3 and 4. The staining had increased in group 5 when compared to groups 3
and 4.

In the rats with CDH inducedby nitrofen, it was seen that Vitamin D given during the
prenatal period had reduced the pulmonary hypoplasia, yet, its application alone was not superior
to NAC, the efficiency of which was put forth through the previous studies conducted. Even
though the superiority of the use of Vitamin D and NAC together to their separate applications
was not seen in the histopathological results and the results of the TGF-B1 levels, the increase in
the surfactant A levels suggests that their combined administration is more efficient. Due to the
difference in these results, it cannot be said that the combined use of both of the agents is more
efficient; yet, whether this increase in the surfactant A levels is significant or not should be
supported by some other studies.

Key Words: Kongenital diyafragmatic hernia, rat, nitrofen, N-asetil-sistein, vitamine D
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GIRIS VE AMAC

Konjenital Diyafragma Hernisi (KDH) , 2000 -5000 canli dogumda bir goriilen ve
mortalitesi yiiksek olan bir anomalidir (1). Cogunlukla diger konjenital anomalilerle
birliktelik gosterir. KDH ile dogan yenidoganlarda genellikle akciger hipoplazisi ve persistant
pulmoner hipertansiyon nedeniyle ciddi respiratuvar distress sendromu goriiliir (1). KDH’li
yenidoganlarda o6liimlerin en 6nemli sebebi, herni gelisen tarafta daha belirgin olmak iizere iki
tarafli pulmoner hipoplazi ve pulmoner hipertansiyondur. Pulmoner hipoplazinin patogenezi
ise halen tam olarak bilinmemektedir (2).

Yapilan arastirmalarda gebe ratlara nitrofen verilerek KDH olusturulmus yavru ratlarda
akciger hipoplazisi ve immatiiritesinin, insan modellerine benzerlik gosterdigi ortaya
konmustur (1). KDH olusturulmus ratlarin akcigerlerlerinde brongial dallanmada ve
pulmoner damarlanmada azalma, az differansiye pulmoner epitel ve alveolar gelisimde gerilik
tespit edilmistir (3). KDH’da goriilen yetersiz akciger gelisimin biiyiikk Ol¢iide diizensiz
damarlanma ve goriilen siirfaktan direncinin de biiyiikk Ol¢lide az differansiye pulmoner
epitelle ilgili oldugu gosterilmistir (4). Bu siirecte ¢esitli biiylime ve anjiogenetik faktorlerin
etkili oldugu kanitlanmistir. Ayrica azalan siirfaktan protein A diizeylerinin az differansiye
pulmoner epitelle iligkisi belirtilmistir.

Gilintimiizde KDH prenatal olarak saptanabilmektedir. Bu da arastirmalart prenatal
tedavi sekilleri lizerine yogunlastirmistir. Bu konuda yapilan deneysel calismalarda gesitli
yontemlerle KDH olusturulmaya calisilmistir. Deneysel olarak KDH olusturmak amaciyla en
cok nitrofen ile olusturulan yontem kullanilmaktadir (9). Nitrofen ile KDH olusturulan
hayvan modellerinde ¢esitli ajanlar prenatal donemde verilerek akciger maturasyonu, biiylime
faktorlerine etkileri ve genetik caligmalar yapilmistir (6,7).

NAC mukolitik bir ajandir. Etkisini balgam igerisindeki disiilflir yapisindaki
mukoproteini  parcalayarak, endotel ve brongsial epitelyum hiicrelerinde adezyon
molekiillerinin ve sitokinlerin {iretimini regiile ederek gosterir. NAC’1in pulmoner fibrozis,
akciger yaralanmasi, kronik obstruktif akiger hastaligi, kistik fibrozis gibi bazi hastaliklarda
klinik faydalar1 gosterilmistir (7,8).

1.25-dihidroksi D vitamini solunum fonksiyonlar1 tizerine etkilidir. Matriks
metalloproteinazlarin1 ve fibroblast ¢cogalmasini engelleyerek kollajen sentezini etkiler ve
akciger dokusunun yeniden modellenmesini saglar (9).

TGF-B1; TGF-B siiper ailesinin bir tiyesidir. TGF-f ailesinin 3 subgrubu bulunur. TGF-
B1, TGF-B2, TGF-B3. TGF-B1; 309 aminoasit igerir. TGF-B1’in bagisiklik sistemi ve hiicre

1



remodilazasyonunda 6nemli bir rolii vardir. TGF-f1 apoptozisi saglar ve gelismekte olan bir
hiicrede hiicre farklilasmasina yol acar. Ayrica bagisiklik sisteminde de rol oynar (10).

SP-A alveoler tip 2 hiicreleri tarafindan salgilanan bir lipoproteindir ve dort adet
surfaktan proteini iginde en sik goriilendir. Molekiil agirligit 28-36 kDa arasinda degisir.
Alveolar hava boslugunda yiizey gerilimini azaltarak akciger periferinde ventilasyonun
rahatlamasini saglar. Alveolar makrofajlarda oksijen radikallerinin {iretimini uyararak distal
hava yollarinda bakterilerinin temizlenmesine katkida bulunur ve ayni zamanda makrofaj
gociinii de arttirir. Glukokortikoidler, epidermal biiylime faktorleri ve tiroid hormonlar1 da SP-
A diizeyini arttirir (11).

Calismamizda prenatal NAC ve D vitaminin ayr1 ayr1 ve birlikte kullaniminin akciger
hipoplazisini azaltmaya yonelik etkisi degerlendirilmistir. Akcigerler, morfolojik (viicut
agirlig, sag akciger ve sol akciger agirligi, akciger / viicut agirligi orani), histopatolojik
(Alveolar septal kalinlik, interstisyum, epitelyal hiicreler) ve immunohistokimyasal (TGF-B1

ve SP-A) olarak incelenmistir.



GENEL BILGILER

1.EMBRIYOLOJI

1.1.Diyafragma

Diyafragmanin embriyolojik gelisimi iki asamada gergeklesir. ilk olarak diyafragmatik
primordium olusur. ikinci olarak pleuroperitoneal kanalin kapanmast ile plevral kavite olusur
(12).

Diyafragmatik premordiumun gelismesi embriyogenezisin ilk dort haftast i¢inde
gergeklesir. Primitif diyafragma ii¢ kistmdan olusur. Bu kisimlar; transvers septumun ventral

kismi, pleuroperitoneal kanalin kaudal kism1 ve posthepatik mesensimal plaktir (13).

1.2.Akcigerler

Akcigerlerin gelisimi bes evreye ayrilir. Bunlar; embriyonik, pseudoglanduler,
kanalikiiler, sakkiiler ve alveolar evrelerdir (14).

Embriyonik evre; gestasyonun iigiincli haftasinda baslar. Akcigerler foreguttan
gelismeye baslar. Gestasyonun dordiincii haftasinda trakeal tiiberkiiliin sefalokaudal yonde
biliylimesi ile trakea ve her iki akciger tomurcugu gelismeye baglar. Altinci haftadan itibaren
akciger tomurcuklarinda lober yapilar goriiliir (14).

Psodoglandiiler evre; gestasyonun 7-16’inct haftalar arasindaki donemdir ve bu
donemde akciger hava yollar1 farklilasir.

Kanalikiiler evre; gestasyonun 16-24’lncii haftalar1 arasinda meydana gelir. Bu
donemde alveoller kabaca sekillenmeye baglar. Tip 1 pndmositler farklilagmaya baslar.
Stirfaktan tiretimine yanit olarak tip 2 pndmositlerin onciileri goriiliir (14,15).

Sakkiiler donem; gestasyonun 24. haftasindan doguma kadar olan siireyi kapsar ve bu
donemde alveolar maturasyon devam eder. Bu dénem boyunca hava yollarmin farklilagmasi
yaninda, siirfaktan sentez yetenegi de gelismeye devam eder.

Alveolar evre; dogumdan 8 yasina kadar devam eder. Matiir alveoller dogumdan kisa
bir siire sonra goriilmeye baglar. Alveollerin gelisimi ve ¢ogalmalar1 dogumdan sonra da
devam ederek sekiz yasina kadar siirer. Alveolleri birbirine baglayan Kohn gozenekleri 1
yasinda ve alveolleri biiyiilk hava yollarina baglayan Lambert kanallar1 5 yasinda olugsmaya
baglar (15).

Akcigerler basiya ugrarsa gelisimi engellenir. KDH’ I1 hastalardaki en 6nemli patoloji
ve mortalitedeki en 6nemli neden, pulmoner hipoplazi ve sonrasinda gelisen pulmoner
hipertansiyondur (14). Gelisen persistant pulmoner hipertansiyonun fizyopatolojisinde,

pulmoner arter ve akcigerin periferik arterlerinin muskuler tabakalarinda meydana gelen
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kalinlasmanin rol oynadig1 gosterilmistir (16).Bununla beraber mevcut damarsal anomalilerin

nedeni heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.

2.ANATOMI

2.1.Gogiis Boslugu

Toraks, kemik ve kikirdaktan olusan, solunum ve dolasim organlarini koruyan, tepesi
koni seklinde dnden arkaya biraz basik bir yapidir (17).

Gogiis kafesinin 6n boliimiinii, sternum ve kaburgalarin 6n yarilar1 ve kikirdak kisimlari
olustururken arka bolimiinii ise tlim torakal vertebralar ve kaburgalarin arka yarilar
olusturur. Kaburgalarin arasinda kalan bdlgeye interkostal araliklar denir ve buralarda
interkostal damarlar, kaslar ve membranlar bulunur. Gogiis kafesinin girisine ‘apertura
torasika siliperior’ , ¢ikisina ise ‘apertura torasika inferior’ denir. Diyafragma, apertura
torasika inferioru sinirlayan yapilara tutunur. Diyafragma sag tarafta 5. kikirdak kaburgaya sol
tarafta ise 6. kikirdak kaburgaya kadar uzanir. Gogiis boslugunun biiylik kismini akcigerler

doldurur. Iki akciger arasindaki yere mediastinum denir ve burada kalp bulunur (17,18).

2.2. Diyafragma

Diyafram karin ve goglis bosluklarmi birbirinden ayiran kubbe seklinde kas ve
tendonlardan olugsmus anatomik bir yapidir. Yapisinda yer yer fibroz ve yer yer de miiskuler
dokular igerir. Diyafragmanin muskiiler kismi, ‘pars sternalis diyafragmatis’, ‘pars kostalis
diyafragmatis’ ve ‘pars lumbalis diyafragmatis’ olmak iizere ii¢ boliime ayrilir (18,19).

Sternal kisim, ksifoidin arka yliziinden iki muskiiler bant seklinde baslar. Kostal kisim,
son altt kaburganin kikirdaklar1 ve yakin kemik boliimlerinden baglayarak transversus
abdominis adelesiyle birleserek sonlanir. Lumbal kisim, tendinéz yapilardan olusur ve bu
yapilar sag ve sol krus olarak adlandirilir. iki krus hiatus aortikusu gevreler. Diyafragmanin iig
boliimii de ortada bulunan sentrum tendineumda sonlanir. Sentrum tendineum, diyafragma

kubbesinin ortasinda ince fakat kuvvetli liflerin birlesmesi sonucu olusan bir yapidir (19).

Diyafragmadaki Gegitler
Diyafragmada {i¢ adet damar ve organlarin gectigi agiklik bulunur. Hiatus aortikus, bu
ii¢c deligin en arkada ve altta olamidir. Birinci lumbal vertebra ile diyafragma kruslar

arasindadir. Igerisinden aorta, vena (v.)azigos ve duktus torasikus gecer (17,18).



Hiatus 6zofagus ise 10. torakal vertebra hizasinda ve diyafragmanin muskiiler kismi
icindedir. Icerisinden 6zofagus, sag ve sol nervus (n.) vagus, a. ve v.gastrika sinistra’nin
0zofajial dallar1 ve 6zofagusun alt 1/3’1linili drene eden lenf damarlar1 geger(17,18).

Foramen v. cava, en yukarida bulunan deliktirve9. -10. torakal vertebralar arasindaki
hizada bulunur. Bu delikten v. cava inferior ve diyafragmanin innervasyonunu saglayan sag n.
frenikus gecer(17,18,19).

2.3.Akcigerler

Akcigerler mediastunumun her iki yaninda yer alirlar ve gogiis boslugunda en biiylik
yeri iggal ederler.

Akcigerler siingerimsi elastik bir yapiya sahiptir. Yenidoganda akcigerlerin rengi
pembemsi beyazdir. Yas ilerledik¢e gri renk alir. Akcigerlerin agirligi, erkeklerde viicut
agirliginin yaklasik 1/37°si, kadinlarda ise 1/43’i kadardi(17).

Akcigerlerin sekli koniye benzer. Akcigerlerin 4 yiizii vardir. Bu yiizler kostalar,
mediastinum, diyafragma ve loblar arasindadir. Akcigerlerin tabanina ‘fasies diyafragmatika’
denir ve diyafragma kubbesine uygun olacak sekilde konkavdir (18).

Akcigerler loblardan olugmustur. Sag akciger iic lobdan olusmustur ve bu loblari
birbirinden oblik ve horizantal fissiirler ayirir. Sol akciger ise oblik fissiir ile birbirinden
ayrilan iki lobdan olugmustur (18).

Radiks pulmonalis igerisinde, akcigere giren ve ¢ikan yapilar olan bronkuslar, a. ve
v.pulmonalis, lenf damarlari, a. bronsiyalis ve sinirler bulunur. Akcigerler segmental
bronglarla, fonksiyonel birimler olan segmentlere ayrilir (17).

Akcigerler distan ice dogru ii¢ yapidan olusur. Seroza, subseroza ve parankimadan
olusur. Akcigerleri saran serozaya visseral plevrada denir (17).

Akciger parankiminde fonksiyonel birimler, respiratuvar bronsiyol, duktus alveolaris,
kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirlerden olusur. Respiratuvar bronsiyollerin dallanmas: ile
duktus alveolarisler olusur ve bunlar ‘alveolis pulmonalis’ denilen keselerle sarilmistir.
Komgsu alveollerde ‘septum interalveolaris’ denilen boéliimlerle birbirlerinden ayrilirlar.

Alveollerde gaz aligverisi yapilir (17,18).

Damar ve Sinir Yapilart
Akcigerin iki grup damari vardir. Birinci grup olan a. ve v. Pulmonalis’ler fonksiyonel

damarlari, ikinci grup olan a. ve v. Brongiyalisler ise besleyici damarlar1 olusturur (18).



Akcigerler sempatik ve parasempatik liflerin olusturdugu sinir agindan innerve olur.
Sempatik ve parasempatik lifler icinde duyular merkeze iletilir. Visseral plevrada, bronslarda,
bronsiyollerde ve alveoller arasinda uyarilari alan reseptorler bulunur. Sempatik etki bronglari

genisletip damarlar1 daraltirken parasempatik etki tam tersini yapar (18).

3.KONJENITAL DiYAFRAMA HERNISI

3.1.Tarihce

KDH ile ilgili ilk tanimlamalara 1754 tarihinde McCauley’in “Procedings of the Royal
Colege of Physicians™ dergisinde rastlanmaktadir. Coopel ve Laennec klinik tanimlamalarla
beraber patolojiyi 1834°de tarif etmislerdir. Bowditch 1847°de hasta basinda ilk kez tani
koyarak bu konudaki kriterleri tartismistir. Bochdalek, hastaligin toraks ile batini ayiran
membranin posterolateral kismindaki riiptiire baglh gelistigini belirtmistir. Basarisiz olsa da
ilk tedavi girisimleri 1888’de Nauman ve O’Dwyer tarafindan denenmistir. ilk basarili
onarim, 1901°de Aue tarafindan bir erigkinde, Heidenhain tarafindan ise 1905°de bir ¢ocukta
yapilmistir. Hedblom 1925°de, hastaligin kendi serisinde %75 oraninda 6liimciil seyrettigini

belirtmistir. Ilk basarili tedavi 1946°da Gross tarafindan kiiciik bir bebekte uygulanmistir (20).

3.2. Sikhik

KDH yaklagik 2000-5000 canli dogumda bir goriiliir. Bebeklerin yaklagik1/3’1
prematiir dogarlar ve agir dogumsal anomaliler sebebiyle dliirler. Diyafragmadaki defekt %80
oraninda solda, %20 oraninda sagda goriiliir. Bilateral KDH ise olduk¢a nadirdir. %2 oraninda

KDH’11 ailesel vakalar bildirilmesine ragmen sporadik oldugu disiiniiliir (22).

3.3. Etiyoloji

KDH’nin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Baz1 genetik ve ¢evresel etkenlerin rolii
oldugu disiiniilmektedir. Aneuploidiler, genetik sendromlar ve kromozomal yapisal
anomaliler (delesyon, duplikasyon, inversiyon, translokasyon) su¢lanan genetik etkenlerdir.
En sik, aneuploidilerden trizomi 13, 18, 21 ve 45X0, genetik sendromlardan Fryns sendromu
gosterilmistir. Transkripsiyon faktorii COUP-TF2 ve Friend of Gata2 (FOG2) genindeki
mutasyonlar anormal diyafragma gelisimine ve pulmoner hipoplaziye neden olur. Hayvan
deneyleriyle ispatlanmis ¢evresel faktdrlerden biri, embriyonik gelisimde anahtar rol oynayan
vitamin A tlirevi olan retinoik asittir. Ayrica insektisitler, fenmetrazin, talidomide, Kinin,

kadmiyum, kursun ve nitrofen etyolojide suclananajanlar arasindadir (12,22).



3.4. Eslik Eden Anomaliler

KDH’li  yenidoganlarda eslik eden anomali insidanst %10-50 arasinda
degismektedir.KDH Sendromu’nun komponentlerini (pulmoner hipoplazi, patent duktus
arteriozus, patent foramen ovale ve malrotasyon) cikartirsak KDH’l1 canli dogan hastalarin
yaklasik %40’1inda bir ya da daha fazla eslik eden anomali vardir. Hastalarin yaklasik
%60’1nda kardiyak (kardiyak hipoplazi, ventrikiiler septal defekt, Fallot tetralojisi, biiyiik
damar transpozisyonu, vaskiiler ring, aort koarktasyonu), %23’iindegenitotiriner, %17’sinde
gastrointestinal (6zofagus atrezisi, omfalosel, malrotasyon, yarik damak), %18’inde solunum
sistemi (trakeal stenoz), %14’linde santral sinir sistemi (myelomeningosel, anensefali,
hidrosefali ve ensefalosel gibi noraltiip defektler) ve %10’unda kromozomal anomalilere
(trizomi 13, 18, 21 ve45-XO0) rastlanir(24,26).Canli dogup ameliyata hazirlik doneminde
kaybedilen bebeklerin yaklasik %25-60’1nda ek major anomali varlig: bildirilmistir. Major ek

anomali siklig1 sag taraftaki hernilerde sola nazaran {i¢ kat daha fazladir (27,31).

3.5. Embriyopatogenez

KDH, gestasyonun 8. haftasinda karin ve go6giis boslugunun birbirinden ayrilip
gelismesini saglayan posterolateral ploroperitoneal kanallarin kapanmamasi sonucunda
olusur. Midgut’un karin ig¢ine geri dondiigii 9.-10. haftalarda ploroperitoneal kanallar halen
kapanmadiysa, barsaklar gogiis bosluguna fitiklasir. Bu durumda da barsaklar normalde
yapmalar1 gereken rotasyon ve fiksasyon islemlerini yapamaz. Kas yapisinin olmadigi,
paryetal plevra ve peritondan olusan bir membran %10-38 olguda fitik kesesini olusturur
(20,34).

KDH’nin en klasik formu, sol tarafta posterolateral bolgede defekt olarak karsimiza
cikar. Bu defektten, karaciger sol lobu, dalak ve hemen tiim gastrointestinal sistem gogiis
bosluguna ge¢mistir. Sag taraftaki hernilerde ise, karaciger sag lobu ve diger karin i¢i organlar
gbgiis bosluguna geger. Bu olgularda hepatik venler ektopik olarak sag atriyuma acilabilir, bu
da cerrahi onarimu giiglestirebilir (35).

Bazi arastirmacilar gogiis bosluguna gecen organlarin o taraf akcigerine basi yaparak
parankimin gelismesine engel oldugunu, bunun da akciger hipoplazisi ile sonuglandigini
belirtmislerdir. Diger taraftan akciger hipoplazisinin aslinda primer olay oldugu ve
diyafragma defektinin ise buna sekonder olarak gelistigi de ileri siiriilmektedir. Akciger
hipoplazisine, defektin oldugu tarafta daha agir olmakla birlikte, kars1 tarafta da rastlanilmasi
bu goriisii desteklemektedir. Fitiklasma brongiyal bolinme asamasinda oldugu ic¢in akciger

gelisimi de bu donemde etkilenir. Akcigerin hem hacmi hem de agirlig1 azalmistir. Ana brons
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tomurcuklar1 olmasina ragmen brongiyal dallarin sayisi bariz olarak azalmistir. Bu bulguya
hem diyafragma defektli tarafta hem de kars: taraf akcigerinde rastlanir. Alveoler gelisim de
onemli Olglide etkilenmistir ve dogumda ¢ok az normal yapida alveole rastlanir. Alveoller
immatir yapidadir ve artmis glikojen igeren kalinlasmis alveoler septumlar bulunur. Terminal
sakkuluslar ve alveoler birimlerdeki anormal septasyonlar gaz aligverisini zorlastirir.
Stirfaktan azalmistir. Akciger parankimi arterlerinin sayisinda azalma vardir. Hem preasiner
hem de asiner arteriollerde uygun olmayan asir1 mediyal kas hiperplazisi bulunur. Normalde
respiratuar bronsiyollerden sonraki yapilarin arteriollerinde kas tabakasi yok iken KDH’da bu
damarlarda da kas bulunur (35,36,37).

Bu degisiklikler hem defekt tarafi hem de karsi tarafta bulunur. Arter yapilarinda bu
anormal kas yapilagmasinin sonucu ise pulmoner hipertansiyon gelisimine agir1 yatkinlik
olusur. Fotal yasam sirasinda pulmoner vaskiiler rezistans yiiksektir ve pulmoner kan akimu,
kardiyak output’un sadece %7 sini olusturur. Plasentadan gelen oksijenize kan foramen ovale
ve duktus arteriyozus kanaliyla sagdan sola gecerek sistemik dolasima katilir. Dogumla
birlikte bu dolagim seklini tiimiiyle degistirecek olaylar gelisir. Bebegin ilk soluk alis verisi ile
birlikte pulmoner arter basinci yani sira pulmoner vaskiiler direng diiser ve bu da pulmoner
kan akiminin artmasina yol agar. Sol atrium basinci ile birlikte sistemik vaskiiler direncin de
artmasi foramen ovalenin kapanmasina neden olur. Artmis arteriyel oksijen basinci da duktus
arteriyozusun kapanmasini saglar. Bu sekilde fotal tipten eriskin tipi dolasim sekline gecilir.
Bu siire¢ kesintiye ugrarsa “persistan fotal dolasim™ gelisir. Plesanta dolagimi kesildigi an
devam eden artmis pulmoner vaskiiler direng pulmoner kan akiminda azalmaya yol acar.
Atrium ve duktal seviyelerde sag-sol sant gelisir ve desatiire kan sistemik dolasima geger.
Hipoksi pulmoner damar direncini, dolayisiyla da sag-sol santi1 artirir. Agir ve ilerleyici bir
solunum yetmezligi ortaya ¢ikar (38).

KDH’da pulmoner damar direncinin yiiksek olma egiliminin nedeni olarak, etkilenen
akcigerde toplam arterioler kesit yiizey alaninda azalma ve arteriyel yapilarin duvarindaki kas
yapisinda kalinlasmanin etkili oldugu belirtilmistir. Bu yapisal arteriyel degisikliklerin
zemininde hipoksi, asidoz, hipotermi, hiperkapni ve stres gibi faktorlerin de uyarisi ile
pulmoner hipertansiyon kolaylikla gelisir. Bu siiregte rol alan mediyatorler ise

prostaglandinler, 16kotrienler, katekolaminler ve renin-anjiyotensin sistemidir (16,38).

3.6. Tam

Prenatal tani



KDH’nin tanis1 genellikle %40-90 dogrulukla prenatal ultrasonografi ile yapilabilir.
Diyafragma gelisimi en ge¢ 12. haftada tamamlandigindan teorik olarak diyafragma hernisi
tanis1 antenatal ultrason (USG) ile 12. haftada tespit edilebilir olmas1 gerekirken insanda en
erken 15. haftada tespit edilebilir. Bu haftada fetusun toraks boslugunda kistik ve heterojen bir
gorilintii olacagindan bu haftada goriilebilen kistik adenomatéz malformasyon, sekestrasyon
veya 6zofagus duplikasyonu ile de karistirilabilir (40,41).

Prenatal ultrasonografi tani kriterleri, polihidroamnios, karin i¢i organlarin kalp ile ayni
kesit yiizeyinde goriintiilenmesi, karin i¢inde sivi dolu midenin goriilememesi, karaciger ve
diger solid organlarin toraksta saptanmasidir (40,41). Sag taraftaki hernilerde diyafragmadaki
aciklik  karaciger tarafindan kapatilirsa toraks boslugunda i¢i bos organlar
goriintiilenemeyebilinir.

Fotal akciger ve karacigerin ekojeniteleri birbirine yakin oldugu icin siliphelenilen
durumda karacigerin kan akimina bakmak i¢in Doppler USG’den yararlanilabilir(41).

KDH’ni diger torasik patolojilerden ayirt edebilmek icin fotal manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) kullanilabilir. Kromozom ¢alismalarinda 13, 18, 21 gibi ¢esitli trizomilere

ve 12p tetrazomisine rastlanmistir.

Postnatal tani

Dogumdan sonra bebegin semptomlarinin derecesini akcigerlerin hipoplazisi ve
pulmoner hipertansiyon belirler. Cok agir olgularda dogumdan hemen sonra bulgular
gozlenirken ¢ogu olguda ilk 24 saat icinde belirti verir. En belirgin semptom, solunum
sikintist ve siyanozdur. Fizik muayenede, ¢okiik karin ve asimetrik, huni bi¢imli bir gdgiis
yapist vardir. Toraks boslugunda barsak sesleri duyulabilir. Mediyastinal kayma venoz
doniisli bozar. Sonugta hipotansiyon ve periferik perfiizyon bozuklugu gelisir.

Direkt grafide, toraksta mide ve barsaklaraait gaz golgelerinin goriilmesi tani
koydurucudur. Ayrica nazogastrik sondanin ucunun da goglis boslugunda goriilmesi taniyi
destekler. Mediastenin agilanmasi ve kardiyak siliietin karsi tarafa yer degistirmesi ek
bulgulardir. Ek anomalileri arastirmak i¢in renal ve kranial ultrasonografi, ekokardiyografi ve

karyotipleme yapilabilir (44).

3.7. Prognostik Faktorler

Anatomik Faktorler



Prenatal tani: KDH’nin intrauterin 24. haftadan once tanimmmasmin koti prognozu
isaret ettigi One siirlilse de bazi arastirmacilar ek anomalilerin eslik etmedigi
durumlarda sadece bunun bir gosterge olamayacagimni belirtmektedir (42).

Ek anomaliler: Ko6tii prognozu gosterir.

Polihidroamnios: Polihidroamnios genellikle izole KDH’da az olup daha c¢ok
beraberinde ek anomaliler varsa belirgin oldugundan kotii prognoza isaret ettigi
goriisli yaygin olmakla birlikte, bazi ¢alismalarda prognoza higbir etkisinin olmadig
gosterilmistir (42).

Midenin pozisyonu: Midenin gogiis boslugunda oldugu hastalarda sag kalimin %0-
30’a distiigi bildirilse de bazi ¢alismalarda bu durum gosterilememistir. Sag taraf
KDH’larinda prognozun sola gore daha kotii oldugunu ileri siiren goriislerin yaninda
herni tarafinin prognozu etkilemedigine dair yayinlar da mevcuttur (40,43).

Karaciger herniasyonu: Prognozun kotii oldugunu gosterir (43).

Akciger Bas Oranmi1 (Lung-to-head ratio: LHR): Ultrasonografik 6l¢iimde LHR1’in
altinda ise kotli prognozu gosterir.) (45).

Fotal akciger hacim Ol¢iimii: Fotal MR ile akciger hacim olgiimiinde rolatif akciger
hacminin %40’1n altinda olmasi kotii prognozu gosterir (45,46).

Kardiyoventrikiiler indeks (sol ventrikiil/sag ventrikiil), kardiyovaskiiler indeks,
Modifiye McGoon indeks (hiler pulmoner arter ¢aplari/inen aorta).Modifiye McGoon

indeksinin 1,3’e esit ya da daha kiiciik olmas1 kétii prognozu gosterir.

Fizyolojik parametreler
Kan gazi analizi: PaO2, PaCO2 ve pH bugiin i¢in prognozu belirlemek icin en
gercekci parametrelerdir. Diisiik PaCO2 ve normal ya da tedavi ile normale yaklasan
PaO2 degeri olan hastalarda prognozun iyi oldugu bildirilmistir. Ayrica bu Slgiimler
hem preduktal hem de postduktal kanda yapilmali ve bu sekilde sag-sol santin
derecesi de degerlendirilmeye calisiimalidir. Kan pH’1nin 7,2 nin tizerinde iyi, 6,8 nin
altinda kotii prognozu gosterdigi bildirilmistir.
Alveoler-arteriyel oksijen gradiyenti (AaDO2):
AaDO2 = [((713 x FiO2) — PaCO2) / 0,8] - PaO2
Bu formiile gére AaDO2, 500’iin iizerindeyse mortalite artmaktadir.
Ventilasyon indeksi (VI1):

VI = Solunum sayis1 x ortalama hava yolu basinci x PaCO2
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e Modifiye ventilasyon indeksi (MV1):
MVI = (Solunum sayis1 x maksimum inspiratuvar basing x PaC0O2) + 1000
MVI 40’1n altinda olan hastalar yasarken, 80’in {istiinde tiim hastalarin kaybedildigi
bildirilmistir.
e  Oksijenizasyon indeksi (Ol):
OI = Ortalama havayolu basinci x Fi02 / PaO2

Pulmoner fonksiyon testleri
e Fonksiyonel rezidiiel kapasite Ol¢iimii: Pulmoner hipoplazinin  Onceden
degerlendirilmesine olanak saglar.

e Total pulmoner kompliyans dl¢iimleri

Bugiine kadar tek parametrenin prognozu gostermekte yeterli olabilecegi
kanitlanamamasina karsin, ¢ok merkezli calismalarda prenatal tani, dogum kilosu, diisiik 1. ve
5. dakika APGAR skoru ve sag tarafli hernilerin mortaliteyi tahmin etmekte herbirinin ayr1

Ooneminin oldugu gosterilmistir (47).

3.8. Tedavi

Prenatal Bakim

KDH prenatal olarak tanindiginda fetus ozellikle ek kardiyovaskiiler ve norolojik
anomaliler acisindan da incelenmelidir. Fotal karyotip, amniyosentez, koryonik villiis veya
fotal kan orneklemesi yapilarak arastirilmalidir. Normal dogum zamanina miimkiin oldugunca
yakin dogumun yapilmasi saglanmalidir. Prenatal taninin yarar1 bebek i¢in gerekli hazirliklar
zamaninda yapmak ve ebeveynleri tedavi segenekleri ve prognoz agisindan bilgilendirmektir.
Dogumun bebek icin solunum desteginin tam olarak yapilabilecegi merkezlerde olmasi

saglanmalidir.

Pre-operatif Bakim

KDH’nin cerrahi degil, fizyolojik bir acil hastalik oldugu unutulmamali ve operasyon
oncesi kalp ve solunum fonksiyonlar1 stabil hale getirilmelidir. Diizeltilemeyen akciger
hipoplazisi ve geri donebilen pulmoner hipertansiyon arasindaki denge, tedaviye yaniti1 ve
dolayisiyla da prognozu belirler. Her iki durumun da klinik sonuglari; pulmoner vaskiiler

direncte artma, pulmoner arter basinglarinda yilikselme, sag-sol sant ve ilerleyici hipoksidir.
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Akciger gelisimini saglayacak bir yontem olmadigi igin tiim tedavi secenekleri pulmoner
damar tonusunu diizeltmeye yoneliktir (40,41).

Pre-operatifbakimda kardiyopulmoner destek ©nemlidir. Hasta entiibe edilir ve
nazogastrik sonda yerlestirilir. GOgiis boslugundaki mide ve barsaklar1 hava ile sisirip
akcigere olan basiy1 arttirmamak icin kesinlikle balon ve maske ile ventilasyon yapilmaz.
Arteriyel ve vendz kateterler yerlestirilir. Arteriyel oksijen satiirasyonu hem preduktal hem de
postduktal olarak Olgiiliir. Stres yaratabilecek her tiirlii uyart pulmoner arter basinglarini,
dolayisiyla da sag-sol santi arttirip hipoksiyi derinlestirecegi i¢in hasta sedatize edilmelidir
(47).

Hipotansiyon ve doku perfiizyonunu diizeltmek amaciyla sivi resiisitasyonu
yapilmalidir. Dopamin ve dobutamin gibi (+) inotropik ilaglar verilebilir. Metabolik asit-baz
dengesizlikleri genellikle hipoperfiizyon sebebiyle gelisir. Sivi tedavisi ve bikarbonat
uygulamalar1 ile diizeltilebilir. Agir hiperkapni, ventilator parametreleri degistirilerek
engellenebilir (48).

KDH’da pulmoner hipertansiyonu diizeltmek amaciyla farmakolojik ajanlar
kullanilabilir. Bu ilaglar arasinda en etkilisi a-reseptor blokaji yapan tolazolindir. Giiglii bir
vazodilatator olan nitrik oksitin (NO), persistan pulmoner hipertansiyona bagli solunum
yetmezliginde oksijen satiirasyonunu yiikseltmede etkili oldugu gosterilmistir. Kalsiyum
kanal blokorleri, prostasiklin deriveleri, endotelin reseptdr antagonistleri ve sildenafil gibi
fosfodiesteraz-5 inhibitorlerinin etkinligi arastirllmaktadir. Prenatal tanili hastalarda

surfaktanin profilaktik kullantminin etkili oldugu diistiniilmektedir (49,50).

Oksijenizasyonu arttirmak, pulmoner hipertansiyonu azaltmak ve konvansiyonel
ventilasyonun neden oldugu barotravmay1 en aza indirgemek icin belirli bir siire hastaya
oksijen saglayan kardiyopulmoner bypass uygulanabilir. Bu isleme ekstra korporalmembran
oksijenizasyonu (ECMO) denir. ECMO veno-arteriyel ya da vend-vendz sant ile
uygulanabilir. Sant islemi siklikla internal juguler ven ile sag karotis arter arasinda uygulanir.
ECMO reversibl persistan pulmoner hipertansiyon tedavisinde faydalidir. ECMO ile tedavi
edilen KDH’da sagkalim %60°tir (51).

Ventilasyon se¢enekleri;
» Konvansiyonel mekanik ventilasyon:
1. Hiperkapniye izin veren ‘hafif’ ventilasyon

2. Yiiksek frekansli pozitif basingli ventilasyon (HFPPV)
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* Yiiksek frekansh osilatuar ventilasyon’dur (HFOV).

Hipokapni ve alkaloz olusturularak duktal santi1 azaltmak ve persistan fotal dolasima
engel olabilmek amaciyla hiperventilasyon uygulanabilir. Ancak hiperventilasyonun zaten
hasarli olan akciger parankiminde barotravma yapma riski cok yliksektir. Bu nedenle
hiperkapniye izin verilmekte ve ventilatore bagli akciger hasar1 gelisimine engel

olunabilmektedir.

Cerrahi Tedavi

Cerrahi onarimin tam olarak ne zaman yapilmasi gerektigi kesin degildir. Ameliyat
edilmemis hastalarda zamanla pulmoner arter basinglarinin diistiigli gosterilmistir. Bu nedenle
pulmoner arter basinci diisene kadar beklenmesi gerektigi savunulmustur. Son yillarda gegerli
olan goriis hastanin klinik olarak stabilizasyonu saglandiktan sonra cerrahi onarim yapilmasi
yoniindedir. Bu stabilizasyon siiresi birka¢ giin ilebirka¢ hafta arasinda degismektedir.
KDH’da cerrahi tedavinin temeli, diyafragmadaki defektin primer olarak onarilmasina
dayanir. Defekt cok genigse, onarimda perirenal fasia, torasik ya da abdominal kas flepleri
gibi ¢evre dokular veya sentetik prostetik materyaller kullanilabilir. Giinlimiizde diyafragma

hernisinin hem torakoskopik hem laparoskopik cerrahi ile onarimi miimkiindiir (53,53).

Post-operatif Bakim

Ameliyat sonras1 donemde preduktal PaO2 seviyesi 80mmHg’ nin {izerinde, PaCO2
seviyesi ise 30-35mmHg’nin altinda olacak sekilde ventilatér parametreleri ayarlanir.
Ventilator desteginin kesilmesi yavas ve uygun parametreler dogrultusunda olmalidir.
Pulmoner hipertansiyon, sant ve ventrikiiler performanst degerlendirmek amaciyla

ekokardiyografi yapilmalidir (55).

3.9. Gelecekteki Tedavi Se¢enekleri

KDH, tedavide gelinen daha iyi sonuglara ragmen, karmasik ve yeni tedavi
yontemlerine agik bir hastaliktir. KDH’ni 6nleme ve mortaliteyi azaltmaya yonelik ¢alismalar
devam etmektedir.

Fotal Cerrahi:Bu girisimler ¢ok az sayida merkezde insanlarda uygulanmaktadir. Asil
sorun fotal cerrahi icin hasta se¢iminin kolay olmamasidir (54).

Fotal cerrahi yontemler;

* Acik KDH onarimi
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* Acik PLUG teknigi (Open plug the lung until it grows procedure)

* Acik klips teknigi (Open clip procedure )

* FETENDO klips teknigi (Fetoscopic temporary tracheal occlusion clip

procedure)

* FETENDO balon teknigi (Fetoscopic temporary tracheal occlusion balloon procedure)

Akciger transplantasyonu:Dondr bulma zorlugu nedeniyle uygulanmasi sikintilidir.

Parsiyel likit ventilasyonu:Bazi1 yenidoganlarda solunum sikintisindan kurtarmak igin
1yi bir segenektir.

Farmakolojik ajanlar: Akciger gelisimini saglamak amaciyla tirotropin salgilayici
hormon ve glukokortikoidlerin deneysel KDH modelinde akciger gelisimini hizlandirdigt
gosterilmistir. Biiytime faktorlerinin de bu gelismede etkili olabilecegi diisiiniilmiis ve yapilan
deneysel caligmalarda, endotelyal biiylime faktorii (EGF) kullaniminin akciger gelisimini ve
tip 2 pnomosit farklilagmasini arttirdigi ve bu yolla akciger hipoplazisine bagli olumsuz

etkileri azalttigi gosterilmistir (56,57).

4. NiTROFEN

Nitrofen, giiclii bir pestisid ve herbisiddir. Kimyasal olarak 2,4-dichlorophenyl-4-
nitrophenyl ether olarak bilinmektedir. Molekiiler formiilii, C12H7CI2NO3’diir (Sekil
1)(58,59).

Nitrofen, toksik, kanserojen ve teratojen bir maddedir. Ratlarda oral yoldan verilen
nitrofen, maternal toksitenin yoklugunda, indiiklenen malformasyonlardan dolay1 yenidogan
Oliimlerine yol agmaktadir (59).

Hayvan calismalarinda basta KDH olmak {izere ¢esitli dogumsal malformasyonlara
neden olmaktadir. Ratlarda nitrofenin teratojenik etkileri sonucu diyafragma hernisi en az 50
mg/kg dozunda goriilmekle birlikte galigmalarda 100 ila 200 mg/kgdozunda kullanilmistir
(58).
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Sekil 1:Nitrofenin molekiiler yapisi

Cl
5. N- ASETIL SISTEIN (NAC)

NAC, L- sistein aminoasidinin N-asetil tirevidir. Ilk olarak 1960’larda mukolitik bir
ajan  olarak tammmlanmistir. NAC’m  biyolojik  aktivitesi  siilfidril  grubundan
kaynaklanmaktadir. Amino grubuna bagl asetil, oksidasyona karsi bu molekiiliin daha stabil
olmasini saglar. Yapisindaki siilfidril grubuna bagli olarak, glutatyon-S- transferaz aktivitesini
ve glutatyon sentezini artirarak serbest oksijen radikallerine etki eder (8,60).

NAC sadece bir glutatyon prekiirsori degildir, ayn1 zamanda serbest oksijen
radikallerini temizleme yetenegine de sahip bir ajandir. NAC’ i farmakolojik etkileri,
bosalmis olan indirgenmis glutatyon depolarini tekrar doldurarak hiicrelerin potansiyelini
yenilemeyi de igerir (61,62).

NAC mukolitik bir ajandir. Etkisini balgam igerisindeki disiilfiir yapisindaki
mukoproteinleri  parcalayarak, endotel ve brongsiyal epitel hiicrelerinde adezyon
molekiillerinin ve sitokinlerin {iretimini regiile ederek gosterir. NAC’1in pulmoner fibrozis,
akut akciger yaralanmasi, kronik obstriiktif akciger hastaligi, kistik fibrozis gibi bazi

hastaliklarda klinik faydasi goriilmiistiir (63).

6.D VITAMINI

Insanlarda vitamin D’nin iki sekli bulunur. Bunlar vitamin D2 (ergokalsiferol) ve
vitamin D3’diir (kolekalsiferol). Vitamin D3 deride giines 1sinlar1 ile 7-dehidrokolesterol’den
elde edilir. 290-315 dalga boyundaki ultraviyole giines 1sinlar1 ile 7-dehidrokolesterol dnce
previtamin D3’e doniistiiriiliir. Daha sonra izomerizasyon ile previtamin D3’den vitamin D3
olusur. Vitamin D3 disaridan diyetle 6zellikle yagli baliklarla da alinir. Ozellikle ringa balig
ve uskumru vitamin D3 ac¢isindan zengindir. Vitamin D2 ise bitkilerin giines 1sinlart ile
karsilagsmas1 sonucu olusur. Giines 1sinlari ile olusan vitamin D3, D vitamini gereksiniminin

% 90-95’ini karsilar. Deriden sentez edilen ve besinlerle alinan D3 ve D2 vitaminleri
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karacigerde 25-hidroksi vitamin D3 (25(OH)D3) ve 25-hidroksi vitamin D2’ye (25(0OH)D2)
dontistirtlir. 25(OH)D (kalsitriol) hem 25(OH)D3 hem de 25(OH)D2’yi tanimlamak i¢in
kullanilir. Karacigerde sentez edilen 25(OH)D vitamini, D vitamini baglayan proteine (DBP)
baglanarak bobrek dokusuna taginir. DBP-25(OH)D vitamin kompleksi renal tiibiil
hiicrelerine girer ve burada serbest kalan 25(OH)D vitamini mitokondride sitokrom P450
enzim sistemi birlikteliginde 1-o-hidroksilaz enzimi ile aktif D vitamini olan 1,25(0OH)2D’ye
dontistirilir. Eger 1,25(OH)2D yeterli ise 25(OH)D’nin bir kismi 24-25(OH)D’ye
dontstiiriiliir. Bu daha az aktiftir ve katabolize edilir. D vitamini baglayan protein25(OH)D,
1,25(0OH)2D ve 24-25(0OH)D metabolitlerine yiiksek afinite ile baglanir ve aminoasit yapisi
olarak albiimine benzer.

D Vitamini, kalsiyum hemostazindaki rolii uzun zamandir bilinen 6nemli bir steroid
hormondur. Kemik metabolizmas1 yaninda viicuttaki bir¢ok dokuda hiicre farklilanmas1 ve
proliferasyonunda 6nemli rolii vardir. Viicutta ¢ogu doku ve hicreleri D vitaminin aktif formu
olan 1,25(0OH)2D bulundurur. 1.25-dihidroksi D vitamini solunum fonksiyonlari izerine etkir.
Matriks metalloproteinazlarini, fibroblast Gremesini engelleyerek kollajen sentezini etkiler ve

akciger dokusunun yeniden modellenmesini saglar (64).

7. TGF-B1

TGF-Blesas olarak negatif bir blylime faktéridir. Multifonksiyonel dizenleyici
peptidler ailesinden olup, inflamasyonda, yara iyilesmesinde, karsinogenezde islevleri vardir.
122 aminoasitten olusan identik 2 peptid zincirinin olusturdugu 25 kDa agirhgindaki
homodimerik peptid ana yapisini olusturur. TGF-B ailesinin 3 subgrubu bulunur. TGF-B1, TGF-
B2, TGF-B3. TGF-B1 309 aminoasit icerir. TGF-Bl’'in bagisikhk sistemi ve hicre
remodilazasyonunda énemli bir rolt vardir. TGF-B1 apoptozisi saglar ve gelismekte olan bir
hiicrede hiicrefarklilasmasina yol acar. Genelde salindiginda biyolojik olarak aktif degildir.
Latent haldeki TGF-B1baglayici proteinle birleserek blylk latent bir kompleks olusturur.
Daha sonra gesitli sinyal ileti yollari ile aktif hale gelir(65, 66). Blylime faktorleri hicreler
aras! bosluga salinip, koken aldiklari hiicre tipine gore otokrin fonksiyon gorebildikleri gibi,
benzer veya farkli tipteki komsu hiicrelere parakrin etkide bulunabilirler (10, 67, 68, 69).
Mikrocevredeki fizyolojik kokteylde yer alan pozitif ve negatif bliyiime faktorlerinin dengesi
ve epitel hiicrelerine gdnderdikleri sinyaller ortaya gikacak etkileri belirler. TGF-f'nin bifazik

bir etki profili vardir.
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eOrganizmadaki saglikh dokularda otokrin negativite hipotezinden yola cikilarak inhibitor
blyime faktori yolunu takip eden timor baskilayici rold izlenir.
e Karsinogenezin erken donemindeki timor baskilayici rol, timor gelistikce potansiyel
protoonkogen role donisir. Hastaligin ilerlemesiyle anjiogenez, stroma formasyonu ve

immunsupresyon ile birlikte timor bliylimesine yol agarlar.

8. SURFAKTAN PROTEIN A

Surfaktan, tip Il hiicreler tarafindan sentezlenen, fiziksel olarak deterjan 6zelliginde
olan bir lipoproteindir (70,71).

Surfaktan sentezi 20. haftada baslar, 24. haftadan sonra hizla artar. Surfaktanin yapisi
%90 lipidlerden, %10 proteinden olusur. Lipidlerin %70-80’ini fosfolipidler,%10’unu ise ¢ogu
kolesterol olan nétral lipidler olusturmaktadir. Fosfolipidlerin %80’i fosfatidilkolin(PTC), %8-
12’si ise fosfatidilgliserol (PTG),fosfatidilinositol (PTI) ve fosfatidiletanolamin (PTE)'dir (70,
72).

Fosfatidilkolinin %50-55’i iki yag asidi zinciri ile satiire olarak surfaktanin en aktif ylizey
komponenti olandipalmitoilfosfatidilkolini (DPPC) olusturur. Bilinen siirfaktan proteinleri
dort cesittir. Bunlar; SP-A, SP-B, SP-C ve SP-D.SP-A, tip Il hiicrelerde sentezlenip lameller

cisimciklerdeki fosfolipidler ile birlikte sekrete edilir (69,70).

Sirfaktanlarin bilinen fonksiyonlari;

e alveol duvarini uygun bir nemlilikte tutmak

e pasif ekspirasyon esnasinda daha kolay elastik bliziilme icin sabit esansiyel bir
faktor olarak rol oynamak

e hava-sivi tabakasinda yiizey gerilimini azaltarak alveollerin stabilizasyonunu
saglamak ya da ekspirasyon esnasinda kii¢lik alveollerin kollapsin1 ve daha
biiyiik alveollere yapismasini dnlemek

e kapiller ve interstisyel sivilarin alveoller igerisine infiltrasyonuna karst direng

olusturmak
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¢ inhalasyon sonucu alveollere kadar ulasabilecek kiiciik partikiillerin emiilsifiye

edilmesini  saglayarak bunlarin  makrofajlar tarafindan  fagositozunu
kolaylagtirmaktir.

Siirfaktan yetersizligi ya da kompozisyonundaki farkliliklarin prenatal ve neonatal

dénemde yetersiz akciger gelisimi ve yetiskinlerin birgok pulmoner hastalig: ile ilgili oldugu

bildirilmektedir.

GEREC VE YONTEM

HAYVANLARIN HAZIRLANMASI

Calisma Oncesi ratlar standart besinler ile beslendi ve ciftlesmeye birakildi. Giinliik
vaginal stirlintiiler alinarak gebelik tayin edildi. Vaginal siiriintiide spermin goriildiigl giin
gebeligin sifirinct giinii olarak kabul edildi. Gebe ratlar rastgele segilerek gruplara ayrildi. Her
gruba 4 gebe rat secildi.

Grup 1 (Sham Grubu) : Gebe ratlara gestasyonun 9,5. giiniinde Iml zeytinyagi
orogastrik yol ile verildi. 36 tane yavru rat dogdu ve bunlardan rastgele 10 tanesi segildi.
Secilen yavru ratlardan 2 tanesinin akcigerleri alim esnasinda zedelenince 8 yavru rat
oldiiriilerek akciger doku drnekleri alindi.

Grup 2 (Nitrofen Grubu): Gebe ratlara hamileligin 9,5. giiniinde 1ml zeytinyag1 i¢inde
200 mg nitrofen orogastrik yol ile verildi. 34 yavru rat dogdu ve KDH gelisen 14 yavru rattan
akciger doku 6rnekleri alindi.

Grup 3 (NitrofentNAC Grubu): Gebe ratlara hamileligin 9,5. giinde Iml zeytinyagi
icinde 200 mg nitrofen orogastrik yol ile verildikten sonra 16. giinden itibaren 4 giin siire ile
subkutan yol ile 800mg/kg'dan NACuverildi. 56 yavru rat dogdu ve KDH gelisen 37 yavru
rattan akciger doku 6rnekleri alindi.

Grup 4 (Nitrofen+D Vitamini Grubu): Gebe ratlara hamileligin 9,5. giiniinde 1ml
zeytinyagi iginde 200 mg nitrofen orogastrik yol ile verildikten sonra 16. giinden itibaren 4
giin siire ile subkutan yol ile 1 mcg/kg'dan D vitamini verildi. 31 yavru rat dogdu ve KDH
gelisen 17 yavru rattan akciger doku 6rnekleri alindu.

Grup 5 (Nitrofen+tNAC+D Vitamini Grubu): Gebe ratlara hamileliginin 9,5. giiniinde 1
ml zeytinyagi iginde 200 mg nitrofen orogastrik yol ile verildikten sonra 16. giinden itibaren 4
giin siire ile subkutan yol ile 800mg/kg'dan NAC ve 1 mcg/kg'dan D vitamini verildi. 33

yavru rat dogdu ve KDH gelisen16 yavru rattan akciger doku drnekleri alindi.

18



ORNEKLERIN ALINMASI

Gebe ratlar yakindan takip edildi. Gebeligin 21-22.giiniinde dogan yavru ratlarin 6lii ya
da canli olup olmadig1 kaydedildi. Ardindan ratlar 90mg/kg’dan ketamin + 10mg/kg xylazine
intramuskuler uygulanarak anestezize edildikten sonra dekapitasyon yontemi ile oldiirtildii.
Grup 3, grup 4 ve grup 5’ten tiim yavru ratlara Grup 1 ve Grup 2 ‘den ise belirlenen sayida,
rastgele secilen yavru ratlara laparotomi yapildi.

Barsaklarin batin i¢inde olup olmadigi kontrol edildi. Diyafragmalarinda defekt olup
olmadigi arastirildi. Ardindan diyafragma hernisi tespit edilen ratlara sternotomi yapilarak
torakal bosluk acildi. Diyafragma hernisinin oldugu taraf not edildi. Akcigerler diseke
edilerek ¢ikarildi.(Bkz.Sekil 2) Akcigerler + 4 derecede formaldehitte 48 saat fiske edildi.
Sonra loblardan 2-3 mm’lik kesitler alinip parafine gomiildii. Parafine gomiilen embriyolar
transvers olarak 5u olacak sekilde mikrotomla kesildi. Hazirlanan kesitlerin bir bolimii,

hematoksilen eozin (HE) ile diger bir kism1 da TGF-B1 ve SP-A antikoru ile boyandi.

Sekil 2: Diyafragma hernisi gelisen rat yavrusu

Toraksta izlenen Barsaklar

Gelismemis Diyafragma

HiSTOPATOLOJIK iNCELEME

Alinan dokular tespit i¢in %10’luk formaldehit soliisyonunda bekletildi. Tespit edilen
dokular 72 saat sonunda rutin 1s1k mikroskopi altinda takibe alindilar. Hazirlanan parafin
bloklardan, Leica RM-2125 rotary mikrotom kullanilarak 5 p kalinliginda kesitler alindi.
Kesitlere, hematoksilen eozin boyama ve TGF-f1 ve SP-A ifadelerini belirlemek amaciyla
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immunohistokimyasal boyama islemi yapildi. Kesitler daha sonra Olympus BX51 marka 151k
mikroskobu (Olympus, Japonya) ve Olympus DP72 dijital kamera (Olympus, Japonya) ile

resimlendi.

Reaktiflerin Hazirlanmasi
Fiksatif Soliisyonu Hazirlama: %37’lik formaldehitden 10 ml, distile sudan 90 ml
alinarak %10’ luk fiksatif soliisyonu hazirlanmistir.
Doku takip yontemi
Alinan dokular formaldehitde 72 saat bekletildi.
Musluk suyunda 30 dakika yikandi.
%70’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
%80’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
%90’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
%100’ liik etil alkolde 1 saat bekletildi.
Ksilende 2 saat bekletildi. Bir saat sonra ksilen yenilendi.

T &

o o

> Q@ = o

Parafinde 2 saat bekletildi. Bir saat sonra parafin yenilendi.

Dokulara parafine gomme ve etiketlenme islemi yapildi.

Immunohistokimyasal boyama
Doku takip yontemi tamamlanan akciger bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5 p’ luk
kesitler alinarak, benmaride bekletildi. Ardindan uygulanan protokol sirasi asagidaki
gibidir (Reaktifler icin Invitrogen, MD 21704, USA, Lot: 948867A Histostain-Plus kit
kullanilmastir).
a. Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tagima sepetine yerlestirildi.
b. Lam tasima sepeti etiivde 60 OC’de 1 saat bekletildi.
Ksilende, deparafinizasyon islemi icin 1 saat bekletildi.

d. Kesitler sirasiyla %100, %96, %70, %50’lik etil alkol serilerinde ikiser dakika
bekletildi.

e. Alkolden ¢ikan preparatlar musluk suyunda yikanarak 10 dakika Phosphate-
buffered saline (PBS)’de birakildi. Bu asamada kesitler PAP pen kullanilarak
isaretlendi.

f. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, %30’ luk H,O,: Metanol (1: 9) karigimi
ile 30 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirildi.
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g. PBS ile yikanan kesitler, lizerlerine ilave edilen serum bloklama soliisyonu ile 10
dakika oda sicakliginda bekletildi.

h. Kesitler tizerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece over night yapildi.
Bu c¢alismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklar1 diliisyonlar su
sekildedir. TGF beta (diliie ve firma adilot: A10210 Isiirfaktan(diliie ve firma
adiLot: a12011) Biitiin primer antikorlar PBS ile diliie edildi.

I. Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,
biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele edildi.

J. Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan Kkesitlere, biotinlenmis sekonder antikorlara
kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-SA) 10
dakika kadar muamele edildi.

k. Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyast DAB ile 3- 10 dakika
kadar muamele edildi.

I. Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gozlenmesi i¢in kesitlere hematoksilen (Merk
Harris’s hematoksilen) ile zit boyama yapilmistir.

m. Kesitler musluk suyunda yikanip sirasiyla %50, %70, %96, %100’ lik etil alkol
serilerinde ikiser dakika bekletildi.

n. Dokularin {izeri entellan ile kapatildi.

H&E boyama: Alveolar septal kalinlik, interstisyum, epitelyal hiicreler incelenerek
degerlendirildi. Alveolar septa kalinligi; azalmis kalinlik, normal kalinlik ve artmig kalinlik
olarak derecelendirildi. Interstisyum miktar;; azalmis, normal ve artmis olarak
derecelendirildi. Epitelyal hiicrelerin degerlendirilmesinde; matiir epitelyal hiicre (kiiboideal

hiicre) ve immatiir epitelyal hiicre (kolumnar hiicre) ayrimi yapildi.

TGF-p1:TGF-B1 antikoru ile boyanma; artmis boyanma(grade 2), azalmis boyanma
(grade 1) ve boyanma yok (grade 0) olarak derecelendirildi.

Surfaktan Protein A: SP-A antikoru ile boyanma; artmis boyanma(grade 2), azalmis

boyanma (grade 1) ve boyanma yok (grade 0)olarakdlgeklendirildi.

ISTATISTIK DEGERLENDIRME
Bulgularin istatistiksel degerlendirmesi, bilgisayarda SPSS 16 programiyla yapildi.

Nicelveriler(sag ve sol akciger agirliklari, viicut agirliklari, akciger/viicut agirhigi oranlarn)
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Mann Whitney U Testi ile ve nitel veriler(epitel tipleri, interstisyum miktari, septal kalinlik ve
TGF-B1 ve SP-A ile boyanma oranlari) ki-kare testi ile degerlendirildi. p< 0,05 anlamli kabul
edildi.

4. BULGULAR

Sham grubundaki (grup 1) dort gebe rattan, 36 yavru dogdu. Yavru ratlarin hepsi canlt
idi. Rastgele secilen ve laparatomi yapilan 10 yavru rattan higbirinde diyafragma hernisi tespit
edilmedi. Ancak 2 tanesinin akcigeri alim esnasinda zedelendi ve ¢alisma dig1 birakildi.

Nitrofen grubundaki (grup 2) dort gebe rattan 34 yavru dogdu. Rastgele secilen ve
laparatomi yapilan 14 yavru rattan 6 (%43) tanesinde diyafragma hernisi tespit edilmedi. 8
(%57) tanesinde diyafragma hernisi tespit edildi. Diyafragma hernisi ratlarin 1’inde (%12,5)
sag, 1’inde bilateral (%12,5) ve 6’sinda (%75) sol tarafta idi.

Nitrofen + NAC grubundaki (grup 3) dort gebe rattan 56 yavru dogdu. Hepsine
laparatomi yapildi. Laparatomi yapilan yavru ratlardan 19 (%34) tanesinde diafragma hernisi
saptanmadi. 37 (%66) tanesinde diafragma hernisi tespit edildi. Diyafragma hernisi ratlarin
5’inde (%14) sag, 3’linde bilateral (%8) ve 29’unda (% 78) sol tarafta idi.

Nitrofen + D vitamini grubundaki (grup 4) dort gebe rattan 31 yavru dogdu. Hepsine
laparatomi yapildi. Laparatomi yapilan yavru ratlardan 14 (%45) tanesinde diyafragma
hernisi tespit edilmedi. 17 (%55) tanesinde diyafragma hernisi tespit edildi. Diyafragma
hernisi ratlarin 4’tinde (%24) sag, 2’sinde bilateral (%12) ve 11’inde (%64) sol tarafta idi.

Nitrofen + NAC+ D vitamini grubundaki (grup 5) dort gebe rattan 33 yavru dogdu.
Hepsine laparatomi yapildi. Laparatomi yapilan yavru ratlardan 17 (%52) tanesinde
diyafragma hernisi tespit edilmedi. 16 (%48) tanesinde diyafragma hernisi tespit edildi.
Diyafragma hernisi ratlarin 2’sinde (%12,5) sag, 3’sinde bilateral (%18,75) ve 11’inde
(%68,75) sol tarafta idi.

Diyafragma hernisi goriilme oranit grup 1 ve diger gruplar arasinda istatiksel olarak
anlamli (p<0,05) iken grup 1 haricindeki gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmedi (p>0,05).
Diyafragma hernisi tespit edilen gruplarda diyafragma hernisi tarafi agisindan farklilik yok
idi.
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MORFOLOJIK INCELEME SONUCLARI

Morfolojik olarak viicut agirliklari, sag ve sol akciger agirliklart ve sol akciger
agirhigmin viicut agirligina orani degerlendirildi. Grup 1°de ortalama viicut agirlign Sgr,sag
akciger agirligr 0,156 gr, sol akciger agirligi 0,151 gr. ve akciger agirhiginin viicut agirligina
orani0,03 idi. Grup 2’de ortalama viicut agirhg 5,2 gr, sag akciger agirhgr 0,175 gr,
solakciger agirlign 0,125 gr ve akciger agirliginin viicut agirligma orani 0,01 idi. Grup
3’deortalama viicut agirligi 4,889 gr, sag akciger agirligi 0,184 gr, sol akciger agirligi 0,168 gr
veakciger agirliginin viicut agirligina orant 0,035 idi. Grup 4’de ortalama viicut agirligi
4,958gr, sag akciger agirligi 0,191 gr, sol akciger agirligi 0,183 gr ve akciger agirhiginin viicut
agirligia orani 0,036 gr.idi. Grup 5’de ortalama viicut agirhigi 4,968 gr, sag akciger agirhig
0,192 gr, sol akciger agirligi 0,186 gr. ve akciger agirliginin viicut agirligina orani 0,037 idi.
Istatistiksel olarak sag akciger agirhiklari ve viicut agirhiklari ortalamalari arasinda
gruplararasinda anlamli farklilik bulunmadi(p>0,05).Grup 2 (nitrofen grubu)’ninsol akciger
agirhigr ortalamasi ve sol akcigerin viicut agirligina orani diger gruplardan anlamli olarak

diisiik bulundu (p<0,05) (Bkz. Tablo 1)

Tablo 1:Gruplarin morfolojik 6l¢iim degerleri

GRUPLAR
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD
Sag Ake. | 0.156+0.1 0.175+0.09 0.184 0.191+0.1 0.192+0.11

Agirhig

Sol Akc. | 0.151+0.08 0.125*+0.1 0.168+0.09 0.183+0.1 0.186+0.12
Agirhig

Vicut agirlign | 5+1 5.240.9 4.889+1.2 4.958+1 4.968+1.1

Akc./VAoran | 0.03+0.001 0.01+0.002** | 0.035+0.001 | 0.036+0.002 | 0.037+0.001

*Grup 2 ile diger gruplar arasinda anlamli farklilik meveut(p<0.05)

**Grup 2 ile diger gruplar arasinda anlamli farklilik meveut(p<0.05)
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HISTOPATOLOJIK INCELEME SONUCLARI

Sham grubundaki (grup 1) deneklerin (n=8) hepsinde her iki akciger septal kalinliklar
normal, epitel hiicreleri matiir ve interstisyum sadece bir denegin sol akcigerinde azalmis,
digerlerinde normal bulundu.

Nitrofen grubu (grup 2) deneklerin (n=6) 2 (%33,3) tanesinde sag akcigerlerde epitel
matiir karakter gosteriyordu. Matiir akciger izlenen deneklerin ikisinde de septal kalinlik
normal iken interstisyum birinde normal, digerinde artmisti. Sag akcigerlerinde 4 (%66,7)
denekte immatiir epitelyum, azalmis interstisyum ve artmis septal kalinlik mevcuttu. Tim
deneklerin sol taraftaki akcigerlerinde izlenen epitel tipi immatiir karakterde olup septal
kalinliklar artmis, interstisyum ise azalmisti.

NAC grubunda (grup 3) deneklerin (n=29) sag akcigerlerinde 21 denckte (%72,4)
matiirepitel izlenmis olup septal kalinliklar1 ve interstisyum normaldir. 8 denekte (%27,6)
immaturepitel goriilmiistiir. Immatiir epitel goriilen 8 denekten 1’inde septal kalinlik ve
interstisyum normal digerlerinde septal kalinlik artmus, interstisyum azalmistir. Deneklerin
%75,9 (n=22)’unun sol akcigerinde matiir, %24,1 (n=7)’inde immatiir epitel izlendi. Matiir
epitelyum izlenen tiim deneklerde septal kalinlik normal, interstisyum birinde azalmig
digerlerinde normaldir. immatiir epitelyum izlenen deneklerin 1° inde septal kalinlik azalmus,
2’ sinde normal ve 4’{inde artmist1. Interstisyum hepsinde azalmusti.

D vitamini grubundaki (grup 4) 9 denekte sag taraftaki akcigerlerde (%81,8) matiir ve
2 denekte (%27,2) immatiir epitel izlendi. Matiir epitelyum izlenen deneklerde septal kalinlik
ve interstisyum normal iken immatur epitel izlenen deneklerde septal kalinlik artarken
interstisyum azalmist1. Sol akcigerlerinde 8 ( %27,8) denekte immatiir epitelyum izlenirken
bunlarm yarisinda septal kalinlik artmus, yarisinda normaldi. Interstisyum 6’sinda azalirken
ikisinde normaldi. Matiir epitelyum (n=3)(%27,3) izlenen deneklerde septal kalinlik ve
interstisyum normaldi.

NAC+D vitamini grubundaki (grup 5) sag taraftaki akcigerlerinde 8 denekte (%72,7)
matiir epitelyum izlenmis olup bunlarin hepisinde interstisyum normal, septal kalinlik birinde
artmis olup digerlerinde normaldir.3 denekte (%27,3) immatiir epitelyum izlenmis olup
hepsinde septal kalinlik artmis ve interstisyum azalmistir. Sol taraftaki akcigerlerinde 5’inde
(%45,5) matiir epitelyum izlenmis olup matiir epitelyum izlenen tiim deneklerde interstisyum
ve septal kalinlik normaldir. Immatiir epitelyum izlenen 6 (%54,5) denekten 2’sinde normal
septal kalinlik ve interstisyum izlenirken 4 denekte artmis septal kalinlik ve azalmis

interstisyum izlendi.
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Istatiktiksel olarak incelendiginde gruplar arasinda epitel tipi, septal kalinlik ve
interstisyum miktar1 agisindan anlamli farklilik mevcuttu (p<0,05). Grup 2’de epitel tipi diger
gruplara nazaran daha immatiir idi. Septal kalinlik grup 2’de diger gruplara oranla anlamli
olarak artmist1 (p<0,05). Interstisyum miktar1 grup 2’de diger gruplara gore anlamli azalmisti
(p<0,05) (Tablo 2, 3 ve 4). Tedavi gruplarinda (grup 3,4 ve 5) ise histopatolojik sonuglarda
anlamli farklilik gézlenmedi.(Bkz. Tablo 2, 3, 4) (Bkz. Sekil 3).

Tablo 2:Sol akcigerlerde epitel tipleri

Epitel tipi
GRUPLAR
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Matiir 8 (%100)* 0 (%0) 22 (%75,9) 8 (%72,7) 5 (%45,5)
Immatiir 0 (%0) 6 (%100)** 7 (%24,1) 3 (%27,3) 6 (%54,5)
Toplam 8 (%100) 6 (%100) 29 (%100) 11 (%100) 11 (%100)

*Grup 1’de akciger maturasyonu diger gruplara oranla istatiksel anlamli olarak matiir
lehine (p<0,05)

**Grup 2’de akciger maturasyonu diger gruplara oranla istatiksel anlamli olarak
immatiir lehine (p<0,05)

Tablo 3: Sol akcigerlerde alveolar septal kalinliklar

Alveolar

Septal GRUPLAR

Kalinlk Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Normal 8 (%100) 0 (%0) 24 (%82,8) 7 (%63,6) 7 (%63,6)

Artmig 0 (%0) 6 (%100)* 4 (%13,8) 4 (%36,4) 4 (%36,4)

Azalmis 0 (%0) 0 (%0) 1(%3,4) 0 (%) 0 (%)

Toplam 8 (%100) 6 (%100) 29 (%100) 11 (%100) 11 (%100)

*Grup 2 ‘de diger gruplara oranla artmis alveolar kalinlik izlendi(p<0,05).
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Tablo 4: Sol akcigerlerde interstisyum miktarlari

Interstisyum
GRUPLAR

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Normal 7 (%87,5) 0 (%0) 21 (%72,4) 5 (45,5)** 7 (%63,6)
Artmig 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Azalmig 1 (%12,5) 6 (%100)* 8 (%27,6) 6 (%54,5) 4 (%36,4)
Toplam 8 (%100) 6 (%100) 29 (%100) 11 (%100) 11 (%100)

*Grup 2°de interstisyum miktari diger gruplara oranla anlamli olarak azalmis (p<0,05)
**Grup 4’de interstisyum oran1 Grup 2’ye oranla yiiksek iken grup 1, 3, 5 ‘e oranla
azalmis (p<0,05)

Sekil 3:Hematoksilen-eozin ile boyali akciger dokusugoriintiileri: A)Sham grubu;

B)Nitrofen Grubu; C)NAC Grubu; D)D Vitamini Grubu; E)]NAC+D Vitamini Grubu

A-Grup 1’de matiir epitel, normal septal kalinlik ve interstisyum(H&EX200)
B-Grup 2’de immatiir epitel, interstisyum azalmis (H&Ex200)

C-Grup 3’de matiir epitel, artmig interstisyum (H&Ex200)

D-Grup 4’de artmis interstisyum, azalmis septal kalinlik (H&Ex200)
E-Grup 5’de matiir epitel, artmis interstisyum (H&Ex200)
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Immunohistokimya

TGF-B1 degerleri

Sham grubundaki (grup 1) deneklerin hepsinde (n=8) boyanma sag ve sol akcigerde
grade O idi.

Nitrofen grubundaki ( grup 2) deneklerin (n=6) 5’ inde sol akcigerinde grade 2 boyanma
(%83,3) ve 1’inde grade 1 (%16,7) boyanma mevcuttu. Sag taraftaki akcigerlerinde 4 denekte
grade 2 (%66,7) ve 2 denekte grade 1 (%33,3) boyanma mevcuttu.

NAC grubundaki ( grup 3) deneklerin (n=29) sag taraftaki akcigerlerinde 5 denekte
grade 2 boyanma (%17,3), 6 denekte grade 1 (%20,7) ve 18 (%62) denekte grade 0 boyanma
mevcut. Sol taraftaki akcigerlerinde 7 denekte (%24,2) grade 2, 6 denekte (%20,6) grade 1 ve
16 denekte (%55,2) grade 0 boyanma mevcuttu.

D-vitamini grubundaki (grup 4) deneklerin (n=11) sag taraftaki akcigerlerinde 2 denekte
(%18,2) grade 2, 3 denekte (%27,3) grade 1 ve 6 denekte (%54,5) grade 0 boyanma
mevcut.Sol taraftaki akcigerlerinde 5 denekte (%45,5) grade 2, 1 denekte (%9) grade 1 ve 5
denekte (% 45,5) grade 0 boyanma mevcuttu.

NACHD vitamini grubundaki (grup 5) deneklerin (n=11) sag taraftaki akcigerlerinde 2
denekte (%18,2) grade 2, 1 denekte (%9) grade 1 ve 8 denekte (%77,8) grade 0 boyanma
mevcuttu. Sol taraftaki akcigerlerinde 3 denekte (%27,3) grade 2, 1 denekte (% 9) grade 1 ve
7 denekte (% 63,7 ) grade 0 boyanma mevcuttu.

TGF-B1 ile boyanmis sag akcigerde boyanma yogunlugu degerlendirildiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark anlamli idi ( p<0,05). Grup 2 ‘de diger gruplara oranla
belirgin boyanma izlendi (p<0,05).

TGF-Blile boyanmis sol akcigerlerde boyanma yogunlugu degerlendirildiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark anlamli idi(p<0,05).Grup 2’de diger gruplara oranla artmis
boyanma izlendi (p<005). Grup 4’te grup 3 ve 5’e¢ oranla artmis boyanma izlendi

(p<0,05)(Bkz. Tablo 5) (Bkz. Sekil 4)
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Tablo 5: Sol akcigerlerde TGF-B1 ile boyanma diizeyleri

TGF-B1 GRUPLAR

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Grade 0 8(%100)* 0(%0) 16 (%55,2) 5 (%45,5)** 7 (%63,7)
Grade 1 0 (%0) 1 (%16,7) 6 (%20,6) 1 (%09) 1 (%9)
Grade 2 0 (%0) 5 (%83,3)* 7 (%24,2) 5 (%45,5) 3 (%27,3)
Toplam 8 (%100) 6 (%100) 29 (%100) 11 (%100) 11 (%100)

*Grup 1°de boyanma hig¢ izlenmemis.
**Grup 2’de diger gruplara oranla boyanma anlamli olarak artmus.
*#*Grup 4’te boyanma grup 3 ve 5 ile karsilastirilinca istatiksel olarak anlamli artmis boyanma orani

gosteriyor.

Sekil 4:TGF-B1 ile boyanma: A)Sham grubu; B)Nitrofen Grubu; C)NAC Grubu; D)D
Vitamini Grubu; E)NAC+D Vitamini Grubu

A-Grup 1°de grade 0 boyanma (Immiinohistokimya X 200)
B-Grup 2’degrade 2 boyanma (Immiinohistokimya X 200)
C-Grup 3’de grade 1 boyanma (Immiinohistokimya X 200)
D-Grup 4’de grade 2 boyanma (Immiinohistokimya X 200)
E-Grup 5’te grade 1 boyanma(immiinohistokimya X 200)
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Surfaktan Protein A

Sham grubundaki (grup 1) deneklerin hepsinde (n=8) boyanma sag ve sol akcigerde
grade 2 boyanma mevcuttu.

Nitrofen grubundaki (grup 2) deneklerin (n=6) 4’iinde sag taraftaki akcigerlerinde grade
0 boyanma (%66,7) ve 2’sinde grade 1 (%33,3) boyanma mevcuttu. Sol taraftaki
akcigerlerinde 5 denekte grade 0 (%83,3) ve 1 denekte grade 1 (%16,7) boyanma mevcuttu.

NAC grubundaki (grup 3) deneklerin (n=29) sag taraftaki akcigerlerinde 8 denckte
grade 0 boyanma (%27,6), 8 denekte (%27,6) grade 1 ve 13 denekte grade 2 (%4,8) boyanma
mevcuttu. Sol taraftaki akcigerlerinde 15 denekte (%51,7) grade 0, 8 denekte (%27,6) grade 1
ve 6 denekte (%20,7) grade 2 boyanma mevcuttu.

D-vitamini grubundaki (grup 4) deneklerin (n=11) sag taraftaki akcigerlerinde 2 denekte
(%18,2) grade 0, 3 denekte (%27,3) grade 1 ve 6 denekte (%54,5) grade 2 boyanma mevcuttu.
Sol taraftaki akcigerlerinde 4 denekte (%36,4) grade 0, 3 denekte (%27,3) grade 1 ve 4
denekte (%36,4) grade 3 boyanma mevcuttu.

NAC+D vitamini grubundaki (grup 5) deneklerin (n=11) sag taraftaki akcigerlerinde 2
denekte (%18,2) grade 0,2 denekte (%18,3) grade 1 ve 7 denekte (%63,6) grade 2 boyanma
mevcut. Sol taraftaki akcigerlerinde 2 denekte (%18,2) grade 0, 3 denekte (%27,3) grade 1 ve
6 denekte (%63,6) grade 3 boyanma mevcuttu.

Surfaktan ile boyanmis sol akcigerlerde boyanma yogunlugudegerlendirildigindegruplar
arasinda istatistiksel olarak fark anlamli idi ( p<0,05). Her iki akcigerde de grup 2’de
surfaktan ile boyanma belirgin azalmistt (p<0,05). Grup 3 ve 4’de grup 1 ve 5S¢
oranlasurfaktan ile boyanma istatiksel olarak anlamli az bulundu (p<0,05)(Bkz.Tablo 6)
(Bkz.Sekil 5)

Tablo 6: Sol akcigerlerde SP-Aile boyanma diizeyleri

SP-A
GRUPLAR
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Grade 0 0(%0) 5 (%83,3) 15 (%51,7) 4 (%36,4) 2 (%18,2)
Grade 1 0( %0) 1(%16,7) 8 (%27,6) 3(% 27,3) 3 (%27,3)
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Grade 2 8 (%100)** 0 (%)* 6 (%20,7) 4(%36,4) | 6 (%63,6)**

Toplam 8 (%100) 6 (%100) 29 (%100) 11 (%100) 11 (%100)

*Grup 2°de diger gruplara oranla anlamli azalmis boyanma

**Grup 1 ve 5’te grup 3 ve 4’e oranla artmis boyanma

Sekil 5:Siirfaktan ile boyanma: A)Sham grubu; B)Nitrofen Grubu; C)NAC Grubu; D)D
Vitamini Grubu; E)NAC+D Vitamini Grubu

B-Grup 2’de grade 0 boyanma (Immiinohistokimya X 200)
C-Grup 3’de grade 1 boyanma (Immiinohistokimya X 200)
D-Grup 4’de grade 2 boyanma (Immiinohistokimya X 200)
E-Grup 5°de grade 1 boyanma(immiinohistokimya X 200)
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5. TARTISMA

Konjenital diyafragma hernisi (KDH), akciger gelisiminin erken dénemlerinde karin i¢i
organlarin fotal goglis bosluguna girmesine neden olan, diyafragmada anatomik defektle
karakterize dogumsal bir anomalidir (1, 3, 4).Canli dogan yenidoganlarda mortalite %10-35
arasinda degismektedir. Ger¢cek mortalite ise antenatal oliimler ve gebeligin terminasyonu
nedeniyle daha yiiksektir. Oliimlerin en &nemli sebebi, herni gelisen tarafta daha belirgin
olmak {izere iki tarafli pulmoner hipoplazi ve pulmoner hipertansiyondur. Surfaktan eksikligi,
sol ventrikiil disfonksiyonu, eslik eden anomaliler ve agresif mekanik ventilasyona bagl
iatrojenik akciger zedelenmesi de mortalitede rol oynar(69).

Onemli deneysel ve klinik arastirmalara ragmen KDH patogenezi tam agiklanamamustir
(72). Pulmoner hipoplazinin patogenezinde en ¢ok kabul edilen goriis, embriyonik dénemde
karin i¢i organlarin toraksa gegmesi sonucu akcigerlerin basi altinda kalmasidir. Harrison ve
DeLorimer, koyunlarda yaptiklar: ¢alismalarda, bu goriisii destekleyici verileri sunmuslardir
(72). Iritani ise hipoplazinin sebebinin akcigerlerin karin i¢i organlar tarafindan basiya
ugramasi degil, akcigerlerde zaten var olan patolojiden kaynaklandigini, diyafragmadaki
defektin de bu patoloji sebebiyle gelistigini ileri stirmiistiir (12).

Giliniimlizde yenidogan yogun bakim {nitelerinin gelismesi, yiiksek frekansl
ventilasyon ve EKMO’nun kullanilabilmesi, nitrik oksit ve surfaktan tedavilerine ragmen
KDH’da mortalite hala oldukga yiiksektir(36).Cesitli farmakolojik ajanlar, intrauterin cerrahi
girisim, neonatal akciger transplantasyonu gibi girisimler gelecek i¢in umut verici olmakla
birlikte tedavideki vyerleri smirlidir. KDH’nin en O6nemli mortalite sebebi akciger
hipoplazisidir. Bu patolojinin sebebini aydinlatmak, gelisimini 6nlemek, dogum Oncesi ve
dogumdan sonra tedavi etmek i¢in pek cok deneysel ve klinik aragtirma yapilmis olmasina

ragmen etkin bir tedavi yontemi heniiz bulunanamistir. KDH’l1 yenidoganlarin tedavileri igin
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mevcut tiim yontemler degerlendirildiginde, bunlarin ¢ok pahali olmasi ve sonuglarinin yiiz

giildiiriicii olmamas1 sebebiyle yeni tedavi metotlari arayisi i¢ine girilmistir (74,75).

KDH’nin tanis1 prenatal donemde konulabilmektedir. Prenatal tanilama oranlar1 giderek
artmakta ve yontemler giderek gelismektedir. Prenatal KDH tanisi, 12. haftaya kadar batin
duvari ve diyafragmanin kapanmis olmasi gerekmekte oldugundan, en erken gestasyonun 12.
haftasinin sonunda konulabilmektedir. Avrupa’da ¢ok merkezli bir ¢alismada KDH’nin
ortalama prenatal tanilama haftasi 24,2 ve tanilama orani %60’1ara ulasmaktadir.

Baz1 farmakolojik ajanlarin gebelik doneminde anneye uygulanmasi yoluyla akciger
matiirasyonunun prenatal dénemde hizlandirilmasi iizerinde yogunlagilmig ve bu konuda
deneysel ¢alismalar yapilmistir. Bunun i¢in kullanilan ilaglar plasentadan gecebilmektedir.
Glukokortikoidler ve tiroid hormonlart gibi bir kisim hormonlarin akciger matiirasyonunda
etkisi oldugu gosterilmistir. Bunlardan baska, EGF, glutatyon, vitamin A, C, E ve NAC ile de
calismalar yapilmistir (74, 75, 76, 79, 84). Bu deneysel ¢alisma ile NAC ve D vitamininin
antenatal verilmesinin pulmoner hipoplaziyi azaltma yoniindeki etkinliginin degerlendirilmesi
ve pulmoner hipoplazide D vitamini ile NAC’m sinerjik etkisi olup olmadigini arastirmak
amaclanmustir.

Deneysel olarak KDH olusturmak igin gesitli yontemler bildirilmistir. Bunlardan
nitrofen kullanilarak diyafragma hernisi olusturulan modelde insan modellerine benzerlik ¢ok
yakindir. Nitrofenin hayvanlarda KDH olusturabildigi ilk defa 1981 yilinda Nakao ve
arkadaglar1 tarafindan bildirilmistir. KDH ve akciger hipoplazisi ile ilgili deneysel
caligmalarbundan sonra artmaya baslamistir. Nitrofenin teratojenitesinin mekanizmasina ait
one siiriilen en yaygin goriis; nitrofenin ya tiroid baglayan globulin ile yarisarak serbest tiroid
hormon seviyesinin ylikselmesine neden olmasi ya da direkt olarak embriyodaki tiroid
hormon reseptorlerini stimiile etmesidir (74,75,76).

Yavru ratlarda KDH olusturmak ic¢in anne rata hamileliginin kaginci giinii ve ne kadar
nitrofen verilmesi gerektigi konularinda Kluth ve arkadaglarinin yaptigi g¢aligmalar yol
gosterici olmustur. Bu konuda yapilan deneysel caligsmalarin ¢ogunda, c¢alismamizda da
uygulandigr gibi gebe ratlara hamileligin 9,5’uncu giinii 200 mg nitrofenin gavaj yoluyla
verilmesi ile yiiksek oranda sol posterolateral diafragma hernisi olusmustur. Iritani ve
arkadaslarinin yaptig1 deneysel ¢alismada ise ratlara gebeliginin 5-15’inci giinleri arasinda
devamli olarak nitrofen verilmis ve yavru ratlarin %80’inde KDH gelismistir. Kluth ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada gebeliginin 10’uncu ya da 11’inci giini nitrofen verilmesi

ile sag KDH olusturulabilecegi bildirilmektedir (13). insanlarda sol posterolateral diyafragma
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hernisinin en sik goriilen KDH tipi olmasi sebebiyle bu ¢alismada, Kluth ve arkadaglarinin
tarif ettigi ve ¢cogunlukla sol diyafragma hernisi olusturulan deney modeli tercih edildi ve sol
diyafragma hernisi disindaki diyafragma hernisi olusan denekler calisma dis1 birakildi.
Nitrofen kullanilarak yapilan deneysel calismalarda bildirilen KDH olusma orani, %20-80
arasinda degismektedir. Calismamizda bu oran literatiirle uyumlu olarak %58.20 idi. Olusan
KDH, yavru ratlarin %73.07’sinde solda,% 17.94’linde sagda %8.97 sinde ise bilateral idi. Bu
sonuglar Kluth ve arkadaslarinin tarif ettigi yontemin yiiksek oranda KDH olusturmak i¢in
uygun oldugunu bir kez daha gostermektedir (74).

Yapilan caligmalardan bir kisminda pulmoner hipoplaziyi diizeltmek amacli kullanilan
farmokolojik ajanlarin kullanimi sonrasi akciger agirliklarinda artig bulunmus, bir kisminda
ise degisim izlenmemistir. Calismalarda akciger /viicut agirligi oraninda artis oldugu da
gosterilmistir (5,6). Calismamizda herni tarafi akciger agirliklarinin ve akciger /viicut agirhig
oranlarinin tedavi gruplarinda anlamli olarak arttigi goriilmiistiir. Bu bulgular NAC ve D
vitamininin pulmoner hipoplaziyi azalttigin1 morfolojik olarak gdstermistir.

KDH’da goriilen immatiir akcigerlerde, bronsiyal dallanmada azalma, pulmoner
arteriollerin diiz kas hiicrelerinde artis, alveolar gelisiminde gerilik yaninda akciger
damarlanmasinda da anormallik oldugu bilinmektedir. Ozellikle pulmoner arteriyollerin
adventisya ve media tabakalarinda diiz kas hiicrelerindeki artis dikkat ¢ekicidir (78). Normal
bir akciger gelisimi i¢in, normal bir akciger damarlanmasinin olmasi gerekmektedir. Guilbert
ve arkadaslari, nitrofen kullanarak KDH olusturduklar: ratlarda, hipoplazik akcigerleri,
histopatolojik olarak degerlendirmisler ve kontrol grubuyla karsilagtirmiglardir (71). Nitrofen
verilen grupta alveolar septalarin kalinliginin, kontrol grubuna goére belirgin derecede arttigini
ve kontrol grubunda epitel tipinin, ¢ogunlukla matiir yapidaki kiiboidal epitel, nitrofen
grubunda ise immatiir yapidaki kolumnar epitel oldugunu ve interstisyumun nitrofen
grubunda azaldigin1 géstermislerdir (75). Bu ¢alismada, grup 2’deki ratlarin akciger kesitleri
histopatolojik olarak degerlendirildiginde, her iki akcigerde de, alveolar septalarda belirgin
kalinlagma tespit edildi. Ayn1 zamanda pulmoner epitelin siklikla immatiir yapidaki kolumnar
epitel, olmas: dikkat c¢ekiciydi. Ayrica interstisyum  belirgin  artmisti.  Grup
2’dekihistopatolojik  degisiklikler, ratlarda nitrofen modeli ile KDH olusturulmus
caligmalardaki, hipoplazik akcigerlerin histopatolojik degisikliklerine uymakta idi.

Calismamizda grup 3, 4 ve 5’de ise alveolar septalardaki kalinlik grup 2’ye kiyasla
belirgin olarak azalmist1 ve epitel ¢ogunlukla kiiboidal yapida, interstisyum genellikle normal
idi. Grup 1’de alveolar septalar normal kalinlikta, epitel siklikla kiiboidal yapida idi. Gruplar
arasindaki fark anlamli idi. Grup 3, grup 4 ve grup 5 karsilastirildiginda istatiksel olarak
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anlaml farklilik bulunmamistir. Yapilan farkli ¢alismalarda da nitrofen ile KDH olusturulan
ratlarda NAC’1n alveoler epitel maturasyonunu olumlu yonde etkiledigi ve septal kalinliklarda
azalma sagladig gosterilmistir(76). Histopatolojik degerlendirme sonuglarimiz NAC’1in ve D
vitamininin nitrofen etkisiyle KDH olusturulmus ratlarda akciger matiirasyonunu
histopatolojik olarak olumlu yonde etkiledigini géstermistir. Bu sonuglara gére D vitamini ve
NAC’m birlikte verilmesinin ayr1 ayr1 verilmesine gore bir iistiinliigii goriinmemektedir.

Fisher ve arkadaglar1 ratlarda yaptiklart in vitro c¢alismada, nitrofen ile KDH
olusturduklar1 ve 13,5. giinde aldiklar1 embriyo ratlarin akcigerlerini, iki gruba ayirarak organ
kiiltiirlerine yerlestirmisler, bir gruba dort giin boyunca NAC vermislerdir. Dordiincti giin
sonunda fetal akcigerleri morfolojik ve biyokimyasal olarak degerlendirmislerdir. NAC’1n, in
vitro olarak hipoplastik fetal akciger gelisimini uyardigini ve ozellikle fetal akciger organ
kiiltiirlerinde NAC’1n hava yolu alanini, ¢evresini, akciger tomurcuk sayisin1 ve indirgenmis
glutatyon seviyelerini belirgin olarak arttirdigini bildirmislerdir (7).

NAC kullanimu ile ilgili deneysel arastirmalarda, NAC’in degisik doz ve verilis yollari
bildirilmistir. Kluth ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada, gebe ratlara nitrofen verdikten sonra,
13. giinden baglayarak 21’inci giine kadar toplam 480 rat embriyosunu diyafragma ve akciger
gelisimi yoniinden incelemisler ve sonugta 14 giinlik embriyo ratta diyafragmada defekt
oldugunu, akcigerlerde hipoplazi bulgularmin ise 17’inci gilinden itibaren goriilmeye
basladigin1 bildirmiglerdir (59, 60, 62, 81). Bu bilgilere dayanarak bu g¢alismada NAC,
nitrofenin verildigi gebeligin 9,5. giinlinden itibaren, intraperitoneal yolla, 40mg/kg dozunda
ve dortglin siire ile verilmis ve hipoplaziye olumlu etkileri gosterilmistir (7,78).

D Vitamini, kalsiyum hemostazindaki rolii uzun zamandir bilinen 6nemli bir steroid
hormondur. Fonksiyonlarinin c¢ogu niikleer vitamin D reseptérii (VDR) {izerinden
gerceklestirilir. Kemik disinda hemen her hiicrede (beyin, kalp, mide, pankreas, deri, meme,
gonadlar, T ve B lenfositleri, monositler, akcigerler vs.) VDR tespit edilmesi ile D vitamininin
kemik metabolizmasi disindaki diger dokularin fonksiyonlarinda da énemli roli oldugu ve
astim basta olmak (izere pek ¢ok hastalikla iligkili olabilecegi disinilmektedir. Yapilan
calismalarda D vitamininin; astim gelisimi, astim alevlenme nedeni olan solunum yolu
enfeksiyonlari, akciger fonksiyonlari, astim ciddiyeti, total IgE ve eozinofil sayisi,
antienflamatuar tedavi ihtiyaci gibi bircok faktorle olan iliskisi arastirilmistir. D vitaminin
astim patogenezine; immun fonksiyonlari iyilestirerek, antienflamatuar etki gostererek,

steroid direncini azaltarak, glukokortikoidlerin etkilerini gliclendirerek, hiicre donglsini
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yavaslatarak ve remodelingi azaltarak katkida bulundugu distnilmektedir (64, 65 ,66, 79,
80).

D vitaminin epitel hiicreleri ve fetal akciger gelisiminde onemli etkisi oldugu, fetal
akciger gelisiminde anahtar rolii olantip 2 alveolar hiicrelerin maturasyonunu ve pulmoner
siirfaktan sentezini indiikledigi gosterilmistir (80). Yapilan bir calismada vitamin D
eksikliginde disi farelerde azalmis akciger hacmi, azalmis akciger parankimi ve incelmis
alveolar septa saptanmistir (80,81). Yapilan galismalardal,25(OH)2D vitaminin 1 mcg/kg
dozunda erigkin ratlara uygulanmasiyla pulmoner degisimi olumlu yonde etkiledigi
gosterilmistir (80). Calismamizda, 1 mcg/kg/giin dozunda 4 giin siire ile gebe ratlara
hamileligin son trimesterinde verilen D vitamini ile KDH’li dogan yavru ratlarda histolojik
olarak alveolar matiirasyonun arttig1, septal kalinligin azaldigi ve interstisyum miktariin
artig1 gozlenmistir. Ayrica, TGF-B1 ekspresyonunun azaldigi ve SP-A diizeyinin arttig1

gosterilmistir. Bu sonuglara gore D vitamini KDH’de pulmoner hipoplaziyi azaltmaktadir.

TGF-B1 proteini TGF beta siiperfamilyasinin tiyesidir. TGF-f1 ekstraselliiler matriksin
yeniden diizenlenmesinde, epitelyum olusumda ve fibrozis ile yeniden modellenmede rol
oynar. TGF-B1 ekspresyonunun embriyogenezis sirasinda olustugunu gosteren caligmalar
vardir. Leinwand ve arkadaslar1 nitrofen ile konjenital diyafragma hernisi olusturulan ratlarda
TGF-B stimulasyonunun etkilenmedigini diisiinseler de Chang Xu ve arkadaslar1 tetrandrine
uygulamasinin TGF-Bdegerlerini degistirdigini gostermislerdir (10). Bircok calisma TGF-
B1’in akciger hipoplazisinde rol oynadigini gostermistir. Disaridan eksojen olarak akciger
kiiltiirlerine TGF-B1 verilmesinin akciger hipoplazisine yol actigi gosterilmistir. TGF-f1,
negatif etki ilebrongial dallanmay1 azaltmaktadir (79,82).

Calismamizda TGF-B1 ile boyanma oranlarina bakildiginda sol akcigerlerde Grup 1’de
hi¢ boyanma izlenmedi. Grup 2’ de diger gruplara oranla artmis boyanma izlendi. Grup 4’te
ise grup 3 ve 5’¢ oranla anlamli olarak artmis boyanma izlendi. Bu sonuglara gére TGF-
Bldiizeyleri nitrofen ile artarken D vitamini ve NAC kullanimiyla azalmaktadir. TGF-
Bldiizeyleri iizerine en belirgin etki ise NAC ve NAC+D vitamini kullaniminda gézlenmistir.
Daha once yapilan farkli ¢calismalarda TGF-f1’in anormal proliferasyonu ile bronkodisplazi
olustugu gosterilmistir. Nitrofen ile KDH olusturulan ratlarda estrojenin akciger hipoplazisini
azalttiginin gosterildigi bir calismada TGF-B1 diizeylerinin azaldigr da gosterilmistir(82).
Calismamiz ile daha oOnce akciger hipoplazisini azaltmada farkli belirteclere gore fayda

sagladigr gosterilmis NAC’ InTGF-B1 diizeylerinin azaldigi gosterilmistir. Calismamizda D
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vitamini ile de TGF-Bldiizeyleri nitrofen grubuna gore azalmakla birlikte NAC ve NAC+D
vitamini grubu kadar etkili olmamasi dikkat ¢ekicidir.

Bazi arastirmacilar, TGF-B1’in normal akciger gelisimi ile iliskili oldugunu ancak fazla
ekspresyonunun da pulmoner hipoplaziye neden olabilecegini sdylerken bazilarida pulmoner
hipoplazide olusan sorunu ortadan kaldirmak ve remodilasyonu saglamak amag¢li TGF-$1’in
arttigini sdyler. TGF-B1epitelyal hiicre proliferasyonunu inhibe eder(82). Bizim ¢alismamizda
da nitrofen ile KDH olusturulmus, dolayisiyla pulmoner hipoplazi izlenen ratlarda TGF-B1
diizey artmis bulunurken pulmoner hipoplaziyi azaltmak i¢in kullandigimiz ajanlarla bu oran
azalmastir.

Akcigerlerin farklilagsma ve olgunlagmasinda surfaktan 6nemlidir. Yapilmis ¢aligsmalar,
surfaktan yetersizliginin KDH fizyopatolojisinde 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymustur.
Koyun ve fare modellerinde KDH’de surfaktan fosfolipidlerine karsi direng gosterilmistir.
Mekanizmasi ¢ok acik bilinmemekle birlikte surfaktan iiretimi ve akciger matiirasyonunun bir
takim endojen faktorler tarafindan baslatildigi distiniilmektedir. Surfaktan sisteminin
gelisimi, katalaz, glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin
artist ile ayni zamanlara uymaktadir (77,78). Bu durum antioksidan enzimlerin akciger
gelisimi iledolayl: iligkisini diislindiirmektedir. Arastirmacilar bu diisiince ile bir kisim
antioksidan ajanlarin akciger gelisimi lizerine etkilerini incelemislerdir. Thebaub ve Tibboel
ratlarda yaptiklar1 deneysel ¢alismada, A vitamininin, nitrofene bagli KDH sikligini ve
siddetini azalttiZin1 gostermislerdir. Ayni arastirmacilar, ratlarda yaptiklar1 daha sonraki bir
calismada, A vitamininin, nitrofene bagli KDH’da surfaktan sentezi iizerinde onarici etkisi
oldugunu bildirmislerdir. Yine glutatyon, vitamin C ve E’nin fetal akciger biiylimesini
hizlandirdig: yapilan in vitro calismalarda gosterilmistir (83,84).

Hayvan modellerinden ve klinik raporlardan elde edilen bilgiler KDH ile dogan
yenidoganlarda azalmis akciger kompliansi, hyalin membran formasyonu ve surfaktan direnci
gozlendigini ortaya koymustur. Surfaktan Tip 2 pndmositlerden salgilanan ve akciger
gelisimini artiran bir proteindir. Surfaktan sentezi ge¢ gestasyonda olur. Insan fetuslarida 20-
22. haftada teminal keslerde tip-2 epitelyal hiicreler goriilsede, amniyotik sivida surfaktan
sekresyonu 30-32. gestasyonel haftada goriiliir. SP-A’nin KDH’l1 bebek bekleyen gebelerdeki
amniyotik konsantrasyonu ile prognoz arasinda iligki vardir. Asabe ve arkadaslart KDH’li
bebeklerde azalmis surfaktan salinimi oldugunu belirtmislerdir(11,84). Bizim ¢alismamizda,
SP-Adiizeyi grup 1°de beklenilecegi gibi artmis boyanma (%100) olarak gozlenmis, grup 2’de
ise bliylik oranda hi¢ boyanma goézlenmemistir (%83). Grup 3’de %20, grup 4’de % 36 ve

grup 5’de %63 oraninda artmig boyanma izlenmistir. Grup 3 ve 4’deki artmis boyanma grup
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2’ye gore, Grup 5°deki artmig boyanma da grup 3 ve 4’e¢ gore anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur. Yapilan caligmalarda fetal okliizyon yapilan ratlarda surfaktan diizeylerinin
arttig1 gosterilmistir. Yapilan bir baska ¢alismada da TET verilerek akciger hipoplazisi azalan
ratlarda surfaktan salgilanmasinin arttifi gosterilmistir(85). Bizim ¢alismamizda da NAC ve
D vitamininin ayr1 ayr1 kullannminin surfaktan A diizeyini arttirdigi, her ikisinin birlikte
kullaniminin ise siirfaktan diizeyinin artis1 iizerine daha etkili oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda, nitrofen ile KDH olusturulan ratlarda, prenatal donemde verilen D
vitamininin pulmoner hipoplaziyi azaltma yoniinde olumlu etkisi oldugu, ancak etkinligi daha
once yapilan galismalarla da gosterilmis NAC’a bir dstiinliigii olmadigr goriilmistiir. D
vitamini ve NAC’mn birlikte kullanimi ile SP-A diizeylerinde ayr1 ayr1 kullanimlara goére
anlamli artis gézlenmis ancak bu olumlu etki histopatolojik olarak ve TGF-B1 diizeylerinde
gozlenmemistir. Bu nedenle her ne kadar bu iki ajanin birlikte kullaniminin daha etkili oldugu
bu calismayla sdylenememekle birlikte siirfaktan diizeylerindeki bu anlamli artisin daha ileri

caligmalarla degerlendirilmesi gerektigi diisiincesindeyiz.
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SONUCLAR

1.Nitrofen ile diyafragma hernisi olusturulan model insan fizyolojisine benzerlik
gostermesi nedeniyle uygun bir se¢imdir.

2.Nitrofen eriskin ratlara yiiksek toksisite gdstermemekle birlikte, gebe ratlarda
teratojenik ozelliktedir.

3.KDH’da olusan pulmoner hipoplaziye bagli morfolojik, histopatolojik ve
immunohistokiyasal degisikler izlenir.

4 NAC diyafragma hernisinde olusan pulmoner hipoplaziyi azaltmada etkili bir ajandir.

5.D vitamini pulmoner hipoplaziyi azaltmada etkili bir ajandur.

6.NAC ve NAC+D vitamini grubunda TGF-B1 ile D vitamini grubuna gore daha aza
boyanma izlenmistir. Fakat diger bulgular agisindan D vitamini ve NAC grubunda farklilik
yoktur. Bu sonuglara goreNAC ve D vitaminin pulmoner hipoplaziyi azaltmada birbirine
iistiinliikleri ¢alismamizda net olarak goriilmemistir.

7.NAC+D vitamini kullanimi1 ile NAC ve D vitaiminin ayr1 ayr1 kullanimina gore
morfolojik, histopatolojik ve TGF-B1 ile boyanma agisindan istiinlikk goriillmemis,sadece SP-
A ile boyanmada artis izlenmistir. NAC ve D vitaminin birlikte kulanimin ayr1 ayr
kullanimlarina bir iistlinliigli olup olmadig1 ¢alismamizdaki geliskili sonuglar nedeniyle net
olarak degerlendirilememis olup ek ¢aligmalara gerek vardir.

8.TGF-p1 hiicre diizenlenmesinde negatif bir ajandir ve fibrozisi artirir. KDH’de olusan
pulmoner hipoplaziye bagli nitrofen grubunda TGF-B1 artarken, NAC ve D vitamini
kullanimi bu artis1 sinirlar.

9.SP-A tip 2 pndmositlerden salinan surfaktanin bir tipi olup, hastanin pumoner

gelisiminin iyi oldugunun gostergesi olan bir belirteg olarak kulanilabilinir.
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EKLER

Tablo 7:Sag akcigerlerde epitel tipleri

Sag

akc. GRUPLAR
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epitel tipi Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup5

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Matiir 8 (% 0)* 2 (%33,3)** | 21(%72,4) 9 (%81,8) 8 (%72,7)
Immatiir 0 (%0) 4 (%66,7) 8 (%24,1) 2 (%27,2) 3 (%27,3)
Toplam 8 (%100) 6 (%100) 29(%100) 11(%100) 11(%100)

*Grup 1’de akciger maturasyonu diger gruplara oranla istatiksel anlamli olarak matiir

lehine.(p<0,05)

**Grup 2’de akciger maturasyonu diger gruplara oranla istatiksel anlamli olarak

immatiir lehine (p<0,05).

Tablo 8: Sag akcigerlerde alveolar septal kalinliklar

Alveolar
Septal GRUPLAR
Kalinlik Grupl Grup 2 Grup3 Grup 4 Grup 5

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Normal 8 (%100) 2 (%33,3) 22 (%75,9) 9(% 81,8) 7(%63,6)
Artmig 0 (%0) 4(%66,7)* 7 (%24,1) 2(%11,2) 4(%36,4)
Azalmis 0 (%0) 0 (%) 0 (%0) 0 (%) 0 (%)
Toplam 8 6 29 11 11

*Grup 2’de diger gruplara oranla artmig alveolar kalinlik izlendi (p<0,05).

Tablo 9: Sag akcigerlerde interstisyum miktarlar

Interstisyum
GRUPLAR
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Normal 8 (%100) 1 (%16,6) 21(%72,4) 9(%81,8) 8(%72,7)
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Artmig 0 (%0) 1 (% 16,6) 0(%0) 0 (%0) 0 (%0)
Azalmig 0(%0) 4 %66,8)* 8 (% 27,6) 2(%11,2) 3(%57,3)
Toplam 8 6 29 11 11

*Grup 2’de interstisyum diger gruplara oranla istatiksel anlamli olarak azalmis

(p<0,05).

Tablo 10: Sag akcigerlerde TGF- B1 ile boyanma diizeyleri

TGF-B1
GRUPLAR

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Grade 0 8 (%100) 0 (% 0) 18 (%62) 6 (%54,5) 8 (%77,8)
Grade 1 0 (%0) 2 (%33,3) 6 (%20,6) 3 (%27,3) 1(%9)
Grade 2 0 (%0)* 4 (%6,7) 5(% 17,3) 2 (%18,2) 2 (%18,2)

**

Toplam 8 6 29 11 11

*Grup 1’de boyanma yok.

**Grup 2’de diger gruplara oranla artmis boyanma izlendi.

Tablo 11: Sag akcigerlerde Surfaktan protein A ile boyanma diizeyleri
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SP-A

GRUPLAR
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Grade 0 0(%0) 4 %66,7) | 8 (%27,6) 2(%18,2) 2 (%18,2)
Grade 1 0( %0) 2 %33,3) | 8 (%27,6) 3 (%27,3) 2 (%18,2)
Grade 2 8(%100)** 0 (%0)* 13(%44,8) 6 (%54,5) 7(%63,6)**
Toplam 8 6 29 11 11

*Grup 2’de diger gruplara oranla anlamli azalmis boyanma

**Grup 1 ve 5’te grup 3 ve 4’e oranla artmis boyanma
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