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OZET

Yenidogan ratlarda hiperoksiyle indiiklenmis akciger hasarinda subkutan anne
siitii eksozomunun etkileri

Dr. Fethi BASTAN

Prematiire bebekleri etkileyen en 6nemli morbidite ve mortalite nedenlerinden
birisi olan bronkopulmoner displazi (BPD) i¢in, etkinligi kanitlanmis kesin bir tedavi
veya Onleyici strateji henliz mevcut degildir. Biz bu c¢alismada subkutan anne siitii
eksozomunun, hiperoksik akciger hasar1 (HAH) yontemiyle BPD modeli
olusturdugumuz yenidogan ratlarin akcigerlerinde meydana getirdigi histopatolojik ve
biyokimyasal etkilerini arastirmay1 planladik. HAH olusturulacak Sprague-Dawley rat
yavrular1 postnatal birinci giinden yedinci giine kadar, pleksiglastan imal edilen kapali
bir alanda hiperoksiye (oksijen konsantrasyonu %85) maruz birakildi. Oksijen
konsantrasyonu giinde iki defa kontrol edildi (anestezik gaz monitorii, Drager, 1996)
ve nem orani %60-80 arasinda tutulmaya g¢alisildi. Olusan karbondioksitin soda-lime

ile ortamdan uzaklastirilmasi saglandi.

Rat yavrulari her birinde sekiz adet olmak iizere alt1 gruba ayrildi. Grup I (oda
havasi, kontrol grubu, n=8), Grup I (HAH modeli, n=8), Grup Il (profilaksi plasebo
grubu, HAH+1.-6. giinler subkutan salin uygulandi, n=8), Grup IV (profilaksi tedavi
grubu, HAH+1.-6. giinler subkutan anne siitii eksozomu uygulandi, n=8), Grup V
(plasebo tedavi grubu, HAH+7.-11. giinler subkutan salin uygulandi, n=8), Grup VI
(tedavi grubu, HAH+7.-11. giinler anne siitii eksozomu uygulandi, n=8). Grup L, 11, III
ve grup IV postnatal 7. giinde, grup V ve VI ise 11. giinde &tenazi edildi. Otenazi
sonrasi ratlarin sag akciger doku orneklerinde alveolar yiizey alan1 skoru, fibrozis ve
diiz kas aktin skoru degerlendirmesi yapildi. Sol akciger doku ornekleri total
antioksidan kapasite (TAS) ve total oksidan kapasite (TOS) diizeyleri i¢in ticari
ELISA kitleri ile ve kardiyak girisimle alinan kanda ticari ELISA kitleri ile TAS ve
TOS diizeyleri antijen antikor reaksiyonuna dayali sandvi¢ immiin dl¢lim yontemi ile

Tibbi Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda analize edildi.

HAH modelinde hem akciger alveolar yiizey alani skoru hem de diiz kas aktin
skoru kontrol grubuna gore belirgin yiikksek saptanmis (p<0,05), ancak fibrozis
bakimindan farklilik gdsterilememistir (p>0,05). TOS diizeyleri hem akciger dokusu
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hem de kanda HAH grubunda kontrol grubuna gore yine yiiksek ancak istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Anne siitii eksozomunun profilaktik uygulanmasi hem
akciger alveolar yiizey alan1 skorunu hem de diiz kas aktin skorunu Grup II, III, V ve
VI’ya gore belirgin olarak disiirmiis (p<0,05) ve kontrol grubuyla aralarinda
istatistiksel bir farklilik saptanmamustir. Ayrica profilaktik anne siitii eksozom
uygulamasinin akciger dokusu TOS diizeylerini de hem HAH grubu hem de plasebo
grubuna gore belirgin diisiirdiigli goriilmiistiir (p<0,05).

Sonug olarak, hiperoksik akciger hasari ile BPD modeli olusturulan bu
deneysel ¢alismada profilaktik anne siitii eksozomu uygulamasinin hem histopatolojik
hem de biyokimyasal olarak akciger hasarini 6nleyici etkisinin oldugu gosterilmistir.
Son yillarda ozellikle erken tani ve Onleyici stratejiler lizerinde durulmaktadir, bu
yonilyle onleyici bir tedavi yontemi olarak anne siitii eksozumunun BPD gelisme
ihtimali yliksek olan bebeklere profilaktik olarak uygulanmasi bakimindan
calismamizin 6nemli oldugunu, ancak bu alanda daha kapsamli ve ileri ¢alismalara

ihtiya¢ duyuldugunu diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Anne siitii eksozomu, hiperoksik akciger hasari, tedavi
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SUMMARY

The effects of subcutaneous breast milk exosome on hyperoxia-induced lung
injury in neonatal rats

Dr. Fethi BASTAN

Bronchopulmonary dysplasia (BPD), which is one of the most important causes
of morbidity and mortality affecting premature infants, has no proven treatment or
preventive strategy. In this study, we planned to investigate the histopathologic and
biochemical effects of subcutaneous breast milk exosome in the lungs of neonatal rats
in which BPD was induced by hyperoxic lung injury (HLI). Sprague-Dawley rat pups
in which HLI was induced were exposed to hyperoxia (oxygen concentration 85%) in
a closed space made of plexiglass from postnatal day one to postnatal day seven.
Oxygen concentration was checked twice a day (anesthetic gas monitor, Drager, 1996)
and humidity was kept between 60-80%. Carbon dioxide was removed from the

environment with soda-lime.

Rat pups were divided into six groups of eight in each. Group I (room air, control
group, n=8), Group Il (HLI model, n=8), Group Ill (prophylaxis placebo group,
HLI+1.-6. days subcutaneous saline administered, n=8), Group IV (prophylaxis
treatment group, HLI+1.-6. days, subcutaneous breast milk exosome administered
n=8), Group V (placebo treatment group, HLI+7.-11. days, subcutaneous saline
administered, n=8), Group VI (treatment group, HLI1+7.-11. days, subcutaneous breast
milk exosome administered, n=8). Groups I, 11, 11l and IV were euthanized on postnatal
day 7, and groups V and VI on postnatal day 11. After euthanasia, alveolar surface
area score, fibrosis and smooth muscle actin score were evaluated in the right lung
tissue samples of the rats. Left lung tissue samples were analyzed for total antioxidant
capacity (TAC) and total oxidant capacity (TOC) levels with commercial ELISA Kits,
and TAC and TOC levels in blood obtained by cardiac intervention with commercial
ELISA kits were analyzed by antigen antibody reaction based sandwich immunoassay

method in the Medical Biochemistry Research Laboratory.

Both lung alveolar surface area score and smooth muscle actin score were
significantly higher in the HLI model compared to the control group (p<0.05), but no

difference was found in terms of fibrosis (p>0.05). TOC levels in both lung tissue and
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blood were found to be higher in the HLI group compared to the control group, but not
statistically significant. Prophylactic administration of breast milk exosome
significantly decreased both lung alveolar surface area score and smooth muscle actin
score compared to groups Il, 111, V and VI (p<0.05) and no statistical difference was
found between the prophylactic treatment group and the control group. In addition,
prophylactic breast milk exosome administration significantly decreased lung tissue
TOS levels compared to both HLI group and placebo group (p<0.05).

In conclusion, in this experimental study in which hyperoxic lung injury and BPD
model were established, it was shown that prophylactic breast milk exosome
administration has a preventive effect on lung injury both histopathologically and
biochemically. In recent years, especially early diagnosis and preventive strategies
have been emphasized. In this respect, we think that our study is important in terms of
prophylactic administration of breast milk exosome as a preventive treatment method
to infants with a high probability of developing BPD, but more comprehensive and

further studies are needed in this field.

Keywords: Breast milk exosome, hyperoxia-induced lung injury, treatment
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GIRIS VE AMAC

Bronkopulmoner displazi (BPD), uzun siire yiiksek oksijen konsantrasyonu ve
yiiksek basingli mekanik ventilasyon uygulanan yenidoganlarda goriilen kronik bir
akciger hastaligidir. Yardimci iireme tekniklerinin yayginlasmasi ve addlesan
gebelikler ile birlikte prematiire dogumlar artmis, buna karsin teknolojik ve bilimsel
geligme ile birlikte bebeklerin sagkalim oranlar1 artmig, ancak BPD daha sik goriilen
bir hastalik haline gelmistir. BPD gelisen infantlarda hipoksi, hiperkapni, takipne,
yardimer solunum kaslarinin kullanimi, kilo almada azalma, apne, kalp yetmezligi
bulgulart (hepatomegali, 6dem) izlenmekte, hastalik kroniklestikge pulmoner
hipertansiyon gelismektedir. Bronkopulmoner displazi gelismesinin dniine gegilmesi,
hastalik gelisti ise uygun bir bicimde tedavi edilmesi; mortaliteyi azaltmakta, bebegin
yasam kalitesinde iyilesme saglayarak hem tibbi a¢idan hem de ekonomik agidan

fayda saglamaktadir (1).

BPD insidansini azaltmak igin ¢esitli korunma ve tedavi stratejileri mevcuttur.
Fakat kiigiik prematiirelerde akcigerler cok immatiirdiir ve hasara agiktir. Bu nedenle

BPD gelisimi tamamen dnlenememekte ve kesin bir tedavisi bulunmamaktadir.

Kok hiicre (KH) ve KH-kaynakli tedaviler plastisite ve rejenerasyon yetenegi
yilksek organlar disiliniildiigiinde {imit verici bir tedavi secenegi olarak
degerlendirilebilir. Kok hiicrelerin 6zellikleri arasinda koken aldig: hiicreye ya da
baska Ozellesmis hiicrelere dontisebilmek, yliksek rejenerasyon kapasitesine sahip
olmak, wuygulandigi dokuya fonksiyonel destek saglayabilmek, sinirsizca
boliinebilmek sayilabilir. Bazi neonatal hastaliklar i¢in (intraventrikiiler kanama
“IVK”, bronkopulmoner displazi, nekrotizan enterokolit “NEK”, vb) yapilan deneysel
bazi hayvan modellerinde KH'lerin yararli olabilecegi daha onceki g¢alismalarla

gosterilmistir (2).

Bir nevi kok hiicre gorevi goren ekstraseliiler vezikiiller (EV) prokaryotik ve
okaryotik hiicrelerden hiicre dis1 ortama salinirlar. Bu salinma fizyolojik ve patolojik
kosullarda olabilmektedir. EV'lerin ¢aplart 20-10.000 nm arasinda degismektedir.
EV'er tim viicut sivilarinda (anne siitli, idrar, kan ve beyin omurilik sivisi)
bulunabilmektedir. Gorevleri arasinda hiicreler arasi iletisim saglamak, hiicresel

homeostazin devami, fonksiyonel biyomolekiillerin transfer edilmesi yer almaktadir.
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EV'lerin ii¢ ¢esit biyotipi vardir, bunlar eksozomlar, mikro vezikiiller ve apoptotik
cisimlerdir. EV'ler insan anne siitiinde ilk defa 1980'lerde elektron mikroskobu
yardimiyla saptanmustir. Siit EV'leri izole etme yontemleri arasinda ultrasantrifiijleme,
yogunluk gradyanli santrifiijleme, ticari ¢okeltme kitleri ve boyut dislama
kromatografisi gibi yontemler vardir. Siit kaynakli EV'ler koagiilasyonda, bagirsak
epitel fonksiyon diizenlenmesinde, anti-viral aktivitede ve bagirsak mikrobiyomu

tizerinde rol oynar (3).

Tibbi alanda son zamanlarda saglanan teknolojik ve bilimsel gelismeler, diisiik
dogum agirlikli bebeklerin yasam sanslarini arttirmig, ancak bununla birlikte bu
bebeklerde uzun dénemde, IVK, NEK, BPD ve prematiire retinopatisi (ROP) gibi
morbiditelerin de goriilme siklig1 artmistir. BPD, 6zellikle 1000 gram ve altinda dogan
prematiire bebeklerde daha sik goriilen multifaktoriyel bir kronik akciger hastaligidir.
BPD gelisiminin énlenmesi ya da BPD olmus bebeklerin optimal tedavisi konusunda
onemli gelismeler olmakla birlikte hastaligin patogenezinin tam olarak anlasilmasi,
onlenmesi ve tedavi modalitelerinin gelistirilmesi i¢in daha fazla sayida ¢aligmaya

ihtiya¢ vardir.

Biz de bu c¢alismamizda, insan anne siiti eksozomlarinin, prematiireleri
etkileyen 6nemli bir hastalik olan BPD'yi 6nlemede ya da bu hastaligin tedavisinde
etkili olup olmadigini rat yavrularinda olusturulan BPD modeli ile parenteral olarak
uyguladigimiz anne siiti ekzozomunun histopatolojik ve biyokimyasal etkilerine

bakarak aragtirmayir amagladik.



GENEL BiLGILER

Bronkopulmoner displazi, uzun siire yiiksek oksijen konsantrasyonu ve yiiksek
basingli mekanik ventilasyon uygulanan yenidoganlarda goriilen kronik bir akciger
hastaligidir (4). Dogum salonunda baslayan ve yenidogan yogun bakim iinitesinde
(YYBU) devam eden, prematiire bebek bakimi ve tedavi siireglerini ilgilendiren ve
giinimiizde oldukga yaygin uygulamalara doniisen birgok yenilik sayesinde ROP,
NEK ve IVK gibi prematiire bebeklerde goriilen hastaliklarin sikliklarinda ve
tedavilerinde 6nemli degisiklikler goriilmeye baslamistir. Buna karsin, bu gruptan
BPD sikliginda bir azalma saglanamamistir. Yardimecr {ireme tekniklerinin
yayginlagmasi ve addlesan gebelikler ile birlikte giderek daha da azalan gebelik
haftalarinda dogan prematiire dogumlarin artmasi, yenidogan yogun bakim alaninda
son yillarda yasanan gelismeler ile bebeklerin sagkalim oraninin artmasi ile birlikte
BPD daha sik goriilen bir hastalik haline gelmistir. BPD gelisen infantlarda hipoksi,
hiperkapni, takipne, yardimci solunum kaslarinin kullanima, kilo almada azalma, apne,
kalp yetmezligi bulgular1 (hepatomegali, 6dem) izlenmekte, hastalik kroniklestikce
pulmoner hipertansiyon gelismektedir. Bu hastalarda akciger enfeksiyonlari,
gastroozefageal reflii sik goriilmektedir. Hastalarda inflamasyon nedeni ile artan hava
yolu direnci, brongiyal hiperreaktivite ve sik tekrarlayan akciger enfeksiyonlar1 agir
pulmoner morbiditeye yol agmaktadir (5). BPD hastanede yatis siirecinde ve
taburculuk sonrasinda ciddi bir morbidite ve mortalite nedenidir. Bronkopulmoner
displazi gelismesinin Oniine geg¢ilmesi, hastalik gelisti ise zamaninda ve uygun sekilde
tedavisi; mortaliteyi azaltmakta, bebegin yasam kalitesini artirmakta, tibbi ve

ekonomik yiikii azaltmaktadir.
TANIM

Bronkopulmoner displazi, ilk kez 1967 yilinda Northway ve arkadaslar
tarafindan ¢ogunlukla respiratuar distres sendromu (RDS) nedeniyle entiibe edilmis
prematiire bebeklerin fibrozisle karakterize kronik akciger hastaligi olarak
tanimlanmistir (6). Daha sonralari ise ¢ok daha diisiik gebelik haftasindaki prematiire
bebeklerin yasam orani artmis ve BPD bu bebeklerde alveoler ve pulmoner vaskiiler
gelisiminin erken dogum ve devamindaki siireclerden olumsuz etkilenmesi sonucu

ortaya ¢ikan "yeni" bir hastalik olarak ele alinmaya baglanmistir. Giiniimiizde, Jobe ve
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Bancalari'nin 2001 Ulusal Saglik Enstitiileri (National Institutes of Health, "NIH")
Calistayi'nda onerdikleri BPD tanim ve siiflamasi hastaligin taniminda yaygin olarak
kullanilmakta, bu tanim ve siniflama Tiirk Neonatoloji Dernegi Bronkopulmoner

Displazi Korunma ve izlem Rehberi 2018 giincellemesinde de aymi sekilde yer

almaktadir (1, 7, Tablo 1)

Tablo 1. BPD smiflandirmasi (1)

Gebelik Yas1 <32 hafta Gebelik Yas1 >32 hafta

Degerlendirme Postmenstriiel (PM) 36. haftada >28. giin - <56. giin veya taburculuk
veya taburculuk sirasinda (hangisi sirasinda (hangisi daha erkense)
daha erkense)

Hafif BPD En az 28 giin >%21 O2gereksinimi En az 28 giin >%21 O2gereksinimi
+ PM 36. haftada veya taburculuk + postnatal 56. giin veya taburculuk
sirasinda (hangisi daha erkense) sirasinda (hangisi daha erkense)

Ek O2 gereksinimi olmamasi Ek O2 gereksinimi olmamasi

Orta BPD PM 36. hafta veya taburculuk Postanatal 56. giin veya taburculuk
sirasinda (hangisi daha erkense) sirasinda (hangisi daha erkense)
<%30 ek Oz gereksiniminin olmast <%30 ek Oz gereksiniminin olmast

Agir BPD PM 36. hafta veya taburculuk Postnatal 56. giin veya taburculuk
sirasinda (hangisi daha erkense) sirasinda (hangisi daha erkense)
>%30 O2 gereksinimi ve/veya >%30 O2 gereksinimi ve/veya
pozitif basing (PBV veya nCPAP pozitif basing (PBV veya nCPAP
gereksinimi) gereksinimi)

PBV: pozitif basingli ventilasyon, nCPAP: nazal siirekli pozitif hava yolu basinci
TARIHCE

Klasik BPD tanimi 1967°de ilk olarak Northway ve arkadaslar1 (6) tarafindan
yapilmustir. 1969°da Pusey ve arkadaslar1 yenidoganlarda RDS olmamasina ragmen
uzun siiren mekanik ventilasyon nedeniyle gelisen yaygin interstisyel fibroplaziyi
tanimlamiglardir ve BPD i¢in mutlaka RDS olmasi gerekmedigini gostermislerdir (8).
BPD, oksijen gereksinimi 28 giinden fazla sliren ve minimum ii¢ giin mekanik
ventilasyona gereksinim duyan yenidoganlarda radyolojik olarak akciger bulgular
olan ve artmis solunum eforu ile giden solunum yetmezligi olarak Bancalari ve
arkadaslar1 tarafindan 1979°da tekrar tanimlanmistir (9). Prematiire bir yenidoganin
postnatal birinci haftasindan BPD tanis1 aldig1 zamana kadarki yaklasik yirmi bir

giinliik siirede, solunum destegi ihtiyacinin devam ettigini belirten Bancalari ve Jobe
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tarafindan BPD i¢in yeni bir tanimlama Onerilmistir. Bahsedilen solunum destegi
ihtiyacinin ¢esitli risk faktorlerine (obstriiksiyon, apne, patent duktus arteriozus
“PDA”, sepsis gibi) bagli olabilecegi belirtilmis ve bu durum “prematiirenin

solunumsal instabilitesi” terimiyle tanimlanmistir (10).
GORULME SIKLIGI

Son zamanlarda prematiire dogumlarin ve prematiire bebeklerin sagkalim
oraninin artmast ile birlikte BPD daha sik goriilen bir hastalik haline gelmistir. Gebelik
haftas1 ve dogumdaki viicut agirligi ile BPD siklig1 arasinda ters oranti mevcuttur.
Farkli yenidogan tinitelerinde farklt BPD tanimlarinin kullanilmast da BPD sikliginda
degisikliklere neden olabilmektedir. 1993-1994 senelerinde Amerikan Ulusal Cocuk
Saghgt ve Insan Gelisimi Enstitiisii'niin (NICHD) raporuna gore; prematiire
yenidoganlarda 36. postmentstriiel haftada oksijen ihtiyact tanimima goére BPD
sikliginin yaklasik %19 oldugu belirtilmektedir. 1995-1996’da yapilan ¢aligmalarda
ise 1500 gramdan daha kiigiik prematiire yenidoganlarda BPD siklig1 %23 tiir (11,12).
NICHD’nin ¢aligmasina gore dogum agirligi 501-750 gram olan prematiirelerde BPD
siklig1 %52, dogum agirligr 751-1000 gram olanlarda %34, dogum agirlig1 1001-1200
gram olanlara %15, dogum agirligi 1201-1500 gram olanlarda ise %7 olarak
bildirilmistir (12).

PATOFIiZYOLOJIi

Normal Akciger Gelisimi

Akcigerlerin gelisim basmaklari bes evreden olusmaktadir. Postnatal donemde
bu gelisim evreleri devam etmektedir (Tablo 2) (13). Sekil-1’de fetal ve embriyonel
donemde akciger gelisim evreleri gosterilmektedir (13). Akcigerlerin hasara en duyarh
oldugu donem siirfaktan azligi, kompliyans ve antioksidan mekanizmalarin zayi1fligi,
destekleyici yapilarda zayiflik ve sivi klirensinde azlik goriilen sakkiiler evredir (23-
32.hafta) (14).



AKCIGER GELISIM
EVRELERI  Gebelik Haftasi

ANTENATAL
Genetik Faktorler
Infeksiyon
Inlamasyon
Antenatal steroid uygulamas
POSTNATAL
Mekanik ventilasyon
Oksijen toksitesi
Surfaktan eksikligi
Beslenme eksikligi
Pulmoner asirt stvi

Prematiir bebekler
icin BPD risk
faktori

YENI BPD

ESKi BPD

Sekil 1. Akciger gelisim evreleri, eski-yeni BPD (13, 14).



Tablo 2. Akcigerlerin fetal ve embriyonal gelisim evreleri (13, 15)

Embriyonel Evre (konsepsiyon sonrasi 26.giin-7.hafta)

Hava yollar1 bronkopulmoner segmentlere kadar uzanir

Psodoglandiiler Evre (7.-16.hafta)

Asinuslara kadar ikili hava yollar1 16-25 dallanma olugturur

Solunum epiteli ve kikirdak farklilasir

Preasiner vaskiiler yapinin damarsal gelisimi tamamlanir

Kanalikiiler Evre (16. haftadan 26-28.haftaya kadar)

Terminal epiteller kiibik yap1 alir

Tip 2 epitel hiicrelerinin farklilagsmasi baglar

20. hafta civarinda distal pulmoner sirkulasyon gelisir

Intersitisyel doku azalir (potansiyel alveol yapilari incelir)

Sakkiiler Evre (26-28. haftadan 32-36.haftaya kadar)

Sakkiiler duvarlarin intersitisyel bosluklar1 belirgin azalir

Sonraki alveolarizasyona hazirlik

Alveoler Evre (32-36. haftadan postnatal 2 yasa kadar)

Asiner yap1 komplekslesir, kapillerlerle birlesir, alveoller olusur

Eski ve Yeni Bronkopulmoner Displazi Patolojisi

BPD hastalarinin otopsi bulgular1 yeni tedaviler sonrasinda degismistir (15).
Akciger ylizey alaninin, damarlanmanin artisi, alveolo-kapiller bariyerde incelme,
akcigerlerde gaz degisiminin etkili olmasi i¢in gereklidir. Bu degisimler akcigerin
sakkiiler ve alveolar evresinde olusur (16). Eski BPD’de hava yollarinin diiz kaslarinda
hiperplazi, skuamdz metaplazi, alveollerde fibrozis, fibroproliferasyon, pulmoner arter
hipertansyonuna bagli bulgular ve alveol yiizey alaninda azalma mevcuttur. Yeni BPD
ise alveollerde hipoplazi, asiner kompleks ve vaskiiler yatak azalmasi, dismorfizm,
degisen miktarlarda hava yollarinin diiz kaslarinda hiperplazi ve intersitisyel
fibroproliferasyon ile eski BPD’yle karsilagtirildiginda daha hafif arteriyel ve
arteriolar lezyonlar ile karakterizedir (17).



RiSK FAKTORLERI

BPD gelisimi acisindan risk faktorleri olarak oncelikle prematiirite/immatiirite,
mekanik ventilasyon, oksijen toksititesi ilizerinde durulmakla birlikte, prenatal
enfeksiyon, bazi maternal faktorler (gebelikte sigara i¢ilmesi, annede hipertansiyon ve
intrauterin biiylime kisitlilig1), siddetli RDS, patent duktus arteriyozus (PDA), akciger
O6demi, erkek cinsiyet ve genetik gibi bagka risk faktorleri de mevcuttur (18). Bu
faktorler akcigerde akut hasara neden olmakta ve bunun sonucunda akcigerde yapisal

ve fizyolojik degisiklikler meydana gelmektedir (19).
PATOGENEZ

Cok diisik dogum agirliklt bebeklerin %65 kadarinda hemodinamik anlaml
PDA (haPDA) saptanmakta ve soldan saga sant yoluyla akciger kanlanmasini ve
O0demini arttiracagl, bu durumun da akciger hasarmi arttirarak mekanik ventilator

(MV) gereksinimine yol agabilecegi bildirilmektedir (1).

Hiicresel diizeyde serbest oksijen radikalleri ile antioksidan defans arasinda ince
bir denge bulunmaktadir. Serbest radikaller en dig halkalarinda ekstra elektronlari olan
ve canli dokulara zarar veren molekiillerdir. Yapilan caligmalar serbest oksijen
radikallerinin BPD patogenezinde rol aldigini1 géstermektedir (20,21). Hiperoksi,
reperfiizyon veya inflamasyon durumlarinda serbest radikal iiretimi artmaktadir.
Antioksidan defans sistemlerinin yetersiz kaldig1 durumlarda da serbest radikal iiretimi
artar. Prematiireler serbest radikal hasarina 6zellikle duyarlidir, ¢linkii antioksidan
konsantrasyonlart dogum aninda yeterli degildir. Insan ve deney hayvanlarinda
yapilan caligmalar, oksijen tedavisinin BPD gelisiminde 6nemli bir rol oynadigimi
gostermistir. Yiiksek oksijen satiirasyon degerlerinin higbir avantaji olmadigi gibi
yiiksek oksijen konsantrasyonu serbest radikaller yoluyla akciger hasarina sebep
olabilmektedir. Akut ya da kronik solunum yetmezIligi olan yenidoganlarda optimum

arteriyal oksijen satlirasyon aralifinin ne olmasi gerektigi heniiz net olarak

bilinmemektedir (22, 23).

Beslenme akciger gelisimi ve matiirasyonunda ¢ok énemli bir rol oynamaktadir.
BPD'li hastalarda malniitrisyon (%30-65) siktir. BPD'li hastanin kalori ihtiyaci

normalden %20-25 daha fazladir. Malniitrisyonun akciger fonksiyonlari {izerine



olumsuz birgok etkisi vardir. Prematiire bebeklerin enerji rezervlerinin ¢ok diisiik
olmasiin yaninda gastrointestinal problemler, sepsis, kullanilan ilaglarin yan etkileri
(metilksantinler veya steroidler) solunum durumlarindaki her bir bozulma beslenme

rejimlerinin sekteye ugramasina sebep olmaktadir (24).

BPD gelisiminde siirfaktan protein genlerindeki bazi polimorfizm ve
mutasyonlarin da etkili olabilecegi belirtilmektedir (25). Genetik yatkinlik BPD
patogenezinde rol oynayabilmektedir.

Vaskiiler endotelyal growth faktdr (VEGF) ve biiylime faktorii eksikligi gibi
nedenlerle fetal akcigerlerde biiylime kisitlanmasi olmasi nedeniyle intrauterin

gelisme geriliginin BPD olusmasinda risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir (26).

Gebeligin hipertansif hastaliklarinda (preeklampsi, eklampsi vb) salinan bazi
mediatdrler nedeniyle pulmoner damar gelisiminin olumsuz etkilenmesi ve bunun
akciger gelisiminde olumsuz etkileri olabilecegi bildirilmistir (27). Fakat bu konuda

kesin bir kanit saptanmamustir.

Maternal sigara kullaniminin BPD gelisimine etkisini aragtiran c¢aligmalarda
maternal sigara kullaniminin preterm bebeklerde BPD riskini artirdigi gosterilmistir
(28).

Prematiirelik ise BPD i¢in en Onemli risk faktoriidiir. Embriyonal akciger
tomurcuklari “transcription factor / hepatocyte nuclear factor-3f” aktivitesiyle
kontrol edilmektedir. Alveol epitelyum hiicrelerinden salinan VEGF damar
yapilanmasini uyarir. Endotel hiicrelerinin  biiylimesinin ve farklilasmasinin
stimiilasyonunu saglar. VEGF inhibisyonuna neden olan herhangi bir etki akciger
damarlanmasini sekteye ugratir. Transforme edici biiylime faktorii-beta’nin (TGF-p)
pulmoner gelisimde inhibitdr etkisi mevcuttur (29). Prenatal pulmoner gelisimin 26-
28. gebelik haftalarina denk gelen kanalikiiler sathasinda veya bu sathadan daha 6nce
hipoksiye maruziyet, ya da dogumun gergeklesmesi pulmoner gelisimi olumsuz etkiler
ve pulmoner hipoplaziye benzer durum meydana getirir. Pulmoner gelisimin sakkiiler
evresinde ya da bu evrenin sonrasinda meydana gelen pulmoner hasarlarda olumsuz

etkiler daha hafif olmaktadir (30).



Postnatal ventilator ile solunum destegi, BPD gelisimine neden olabilecek
akciger hasarindan sorumlu olabilen Onemli faktorlerden birisidir. BPD’nin
Onlenmesinde en 6nemli strateji yeterli gaz degisimini saglayacak minimum solunum
desteginin verilmesidir. Invazif ventilasyonun neden oldugu volutravma, BPD
gelisiminde olduk¢a 6nemlidir. Bu yiizden invazif mekanik ventilasyon uygulanan
prematiirelerde asir1 tidal voliimden kaginilmalidir (31). Akciger hasar agisindan riskli
prematiire bebeklerde solunum destegi baslangici i¢in en az invazif yontem olan nazal

continue positive airway pressure (nCPAP) kullanilmalidir.

BPD insidansinda artisa sebep olan bir diger neden de sepsistir (32). Postnatal
enfeksiyonlar BPD i¢in Onemli etkenlerdir. Antenatal inflamasyonlarin BPD
gelisimine etkisi daha azdir. interlokin-6 (IL-6), IL-8, IL-1pB ve tumour necrosis factor-
alpha (TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinlerin aktivitelerinde artis ve antiinflamatuar
bir sitokin olan IL-10 aktivitesinin az olmasinin da BPD agisindan 6nemli olabilecegi
diistiniilmektedir (33).

Postnatal donemde siirfaktan yetersizligi de BPD gelisiminde etki gosterebilir.
Solunum destegi alan ventilatore bagli 68 prematiire yenidoganla yapilan bir
calismada, trakeal aspirat oOrneklerinin %75'inde ylizey geriliminde diistiklik
saptamistir ve bu Orneklerde siirfaktan proteinlerinin de degisik oranlarda azaldig:
gosterilmistir (34). Bu bulgular uzun siire mekanik ventilatére bagli prematiire
yenidoganlarda siirfaktan fonksiyonlarinda bozulma ya da siirfaktan eksikligi

olabildigini ve BPD gelisiminde rol oynayabildigini gostermektedir.

Adrenal yetmezlikli yenidoganlarda da PDA ve akciger hasari insidansinda

artma oldugu bildirilmektedir (35).

Sonug itibariyla prematiire bebeklerde, sepsis, mekanik ventilatér, PDA,
hiperoksi, beslenme ve genetik yatkinlik da dahil olmak iizere BPD gelisiminde pek
cok faktoriin etkili oldugu goriilmektedir.

Klinik Bulgular ve Prognoz

Prematiire dogan bir bebekte postnatal birkag hafta gegmesine ragmen solunum
sikintis1  bulgulari, oksijen ve solunum destegi devam ediyorsa mutlaka BPD

olabilecegi diisiiniilmelidir. Tiirk Neonatoloji Dernegi BPD Korunma ve Izlem
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Rehberi 2018 giincellemesi tani kriterlerine gore degerlendirilerek tanisal yaklasim

saglanmalidir (1).

BPD geciren g¢ocuklarin  pulmoner fonksiyonlarinda anormallikler
saptanabilmektedir. Bir ¢alismada, BPD ge¢iren prematiire bebeklerde solunum
morbiditedesinde artisin devam ettigi gosterilmistir (36). BPD’nin ayrica astim

riskinde artisa neden oldugu da bildirilmektedir(37).

BPD gelisimi, bu bebeklerde ndérolojik olarak da olumsuz etkilere neden
olmaktadir. Mikrosefali, serebral palsi gibi etkileri olmakta ve kognitif fonksiyonlar
ve dil gelisiminde geriliklere neden olabilmektedir (38).

BPD geciren ayni zamanda pulmoner hipertansiyon ve kardiyak bozukluklara
da yatkin olmaktadir. BPD’ye pulmoner hipertansiyonun da eklenmesi durumunda

morbidite ve mortalitede belirgin artis meydana gelmektedir (39).
KORUNMA VE TEDAVI

BPD insidansini azaltmak igin ¢esitli korunma ve tedavi stratejileri mevcuttur.
Fakat kiiclik prematiirelerde akcigerler cok immatiirdiir ve hasara agiktir. Bu nedenle
BPD gelisimi tamamen oOnlenememekte ve kesin bir tedavisi bulunmamaktadir.
Dogum sonras1 solunum destegi ile akciger hasari, BPD gelisiminde ¢ok 6nemli bir
role sahiptir. Prematiire bebeklerde BPD riskinin azaltilabilmesi ig¢in bebegin
miimkiinse hi¢ entiibe edilmemesi ve mekanik ventilatdre hi¢ baglanmamasi gerekir.
Kiigiik prematiirelerde dogum salonunda spontan solunum varsa, diisik O:2
konsantrasyonu (%21-30) ile baslanan ve dlgiilebilen "positive end expiratory pressure
(PEEP)" (5-8 cmH20) ile erken nCPAP uygulanmasi onerilir (40, 41). Bu sekilde
fizyolojik bir fonksiyonel rezidiiel kapasite ve oksijenasyon saglanmaya ¢aligilirken,
surfaktan inaktivasyonunun en aza indirilmesi mimkiin olabilir. Ancak bazi
bebeklerde solunum ¢abasi invazif olmayan solunum destegine karsin yetersiz kalir ve
entiibe edilerek mekanik ventilasyonda izlenmesi gerekebilir. Invazif mekanik
ventilasyon ise endotravma, barotravma, voliitravma ve atelektotravmaya bagl olarak

akciger hasarini arttirir.

Bir caligmada gebelik yas1 <28 hafta ve postnatal 7-14. giinleri arasinda, invazif

MYV destegi yaninda, inhale nitrik oksit (iNO) tedavisi de alan prematiire bebeklerde,
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toplam bes doza kadar coklu surfaktan tedavisi verilmis, bu tedavinin 36-40.

haftalarinda BPD'nin azalmadig1 gosterilmistir (42).

Prematiire apnesinde kullanilan metilksantinler, Ozellikle kafeinin erken
donemde ve proflaktik kullanimimin prematiire bebeklerde hafif/forta BPD sikligini
azaltabilecegine dair yayinlar bulunmaktadir, ancak uzun donem sonuglariyla ilgili ek

caligmalara ihtiyag vardir (43-45).

Inflamasyonun BPD patogenezinde onemli bir rolii vardir. Steroidler anti-
inflamatuar etkilerine ilave olarak, siirfaktan tliretimini arttirmakta, hava yolu 6demini
azaltmaktadir. Steroidler ayrica kapiller kagagi stabilize edip, beta-adrenerjik
aktiviteyi arttirmakta ve total akciger fibrozisini azaltmaktadirlar. Bu etkileri
sayesinde pulmoner fonksiyonlari ve gaz degisimini diizelterek ekstiibasyonu
kolaylagtirmakta ve sonu¢ olarak BPD gelisimini engelleyebilmektedirler (46).
Steroidin etkisi; tedaviye baslama zamani (¢ok erken, erken, geg), steroid kullanma
stiresi, total doz ve kullanilan steroid tipine (deksametazon veya hidrokortizon)
baglidir. BPD tedavisinde steroidlerin bir¢ok merkezde farkli sekilde kullanilmasina
ragmen kisa donemdeki etkileri tartismalidir. Inhale steroidlerin mortalite, BPD,
ventilator veya Oz tedavi siiresi tlizerine etkisi saptanamamistir (47). Postnatal
steroidlerin serebral palsiyi arttirict etkilerinden dolay1r ¢ok erken (ilk 96 saat)
donemde kullanilmamasi onerilmektedir. BPD veya uzun siire mekanik ventilator
tedavisi de serebral palsi i¢in artmis bir risk olusturmaktadir. Steroid kullanimi
sirasinda  hiperglisemi, gastrointestinal perforasyon, hipertansiyon, enfeksiyon,
steroide bagli kardiyomiyopati ve biliylime geriligi gibi komplikasyonlarin gelistigi
bildirilen diger yan etkilerdir. Steroidlerin kisa ve uzun siireli yan etkileri dikkate
alindiginda her hastaya rutin uygulanabilecek kadar masum olmadiklarini sdylemek

dogru olacaktir (47).

Vitamin A hem gii¢lii bir antioksidan olmasit hem de solunum yolu epiteli
biitiinliigli iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle kullanilmaktadir. Fakat prematiire
bebeklerde vitamin A depolar1 ve vitamin A transport tasiyici protein, "retinol-binding
protein" (RBP) diizeyleri diisiiktiir ve bu durum BPD gelisme riski ile iligkili
bulunmustur (48).
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Nitrik oksitin alveoler ve vaskiiler gelisimde rol oynamasi ve eksikliginin
BPD'ye neden olabilmesi sebebiyle BPD'nin 6nlenebilmesi i¢in iNO kullanilmasi
arastiritlmig, fakat bu calismalarin sonuglar1 da tutarsiz olarak degerlendirilmistir.
Cochrane sistematik derlemesinde iNO tedavisinin BPD'yi 6nleme etkisinin olmadigi

bildirilmistir (49).
KOK HUCRE (KH) VE KH-KAYNAKLI TEDAVILER

Kok hiicre ve KH-kaynakli tedaviler plastisite ve rejenerasyon yetenegi yiiksek
organlar distliniildiigiinde timit verici bir tedavi secenegi olarak degerlendirilebilir.
Kok hiicrelerin 6zellikleri arasinda koken aldigi hiicreye ya da baska ozellesmis
hiicrelere doniisebilmek, yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip olmak, uygulandigi
dokuya fonksiyonel destek saglayabilmek, sinirsizca boliinebilmek sayilabilir (2, 50).
Bazi neonatal hastalik (IVK, BPD, NEK, vb.) modelleri ile yapilan deneysel hayvan
calismalarinda KH'lerin yararli olabilecegi gosterilmistir (2, 51). KH'lerin etki
mekanizmalar1 engraftman ve ekstraseliiler vezikiil (EV) (eksozom sekretom) aracili

parakrin mekanizmalardir (2, 50).

Ekstraseliiler vezikiiller prokaryotik ve okaryotik hiicrelerden hiicre dis1 ortama
salmirlar (52, 53). Bu salinma fizyolojik ve patolojik kosullarda olabilmektedir.
EV'lerin ¢aplar1 20-10.000 nm arasinda degismektedir (54). EV'ler tim viicut
sivilarinda (anne siitli, idrar, kan ve beyin omurilik sivisi) bulunabilmektedir.
Gorevleri arasinda hiicreler arasi iletisim saglamak, hiicresel homeostazin devama,
fonksiyonel biyomolekiillerin transfer edilmesi yer almaktadir (52-58). EV'lerin ii¢
cesit biyotipi vardir ve bunlar eksozomlar, mikro vezikiiller ve apoptotik cisimlerdir
(54). Ekstraseliiler proteinler, niikleik asitler, lipitler, kiiciik molekiiller ve iyonlar
hiicre zariin invajinasyonu yoluyla intraseliiler alana girer. Boylece erken endozom
meydana gelir ya da endoplazmik retikulum, trans-golgi ag1 ve mitokondri bilesenleri
tarafindan olusturulan erken endozomlarla flizyon yapabilir. Erken endozomlar
intraseliiler etkilesmeyle ge¢ endozomlar1 meydana getirir (59-64). Endozomal zarin
ice dogru invaginasyonuyla multivezikiiler cisim (MVC) meydana gelir. MVC
intraliiminal vezikiiller (ILV) igerir ve multivezikiiler endozom diye de bilinir. MVC
icerikleri lizozomlar ve otofagozomlarla fiizyon yaparak intraseliiler alana salmabilir

veya hiicre membraniyla fiizyon yoluyla ILV'ler eksozomlar halinde ekstraseliiler
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alana salinabilir (60, 65). EV'lerin hiicreler arasi iletisim ve sinyal iletimi,
koagiilasyon, hastaliklara kars1 immiinite, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz engellenmesi,
endotelyal hiicrelerde angiyogenez indiiklenmesi, doku yenilenmesi, hiicre
diferansiyasyonunun diizenlenmesi gibi etkileri vardir (59, 66-70). Bu ve benzeri
sebeplerle EV'lerin bir¢cok hastaligin tani ve tedavi siireclerinde kullanilmasi yaygindir
(59, 70-73). Olgun dentritik hiicrelerden salinan EV'ler, dogrudan CD4+ veya CD8+
T hiicrelerini hedefleyip bu hiicreleri aktive veya inhibe eden peptid-MHC
kompleksleri sunar (71-74). Endotel progenitor hiicrelerden (EPC) olusan eksozomlar,
mikrovaskiiler endotel hiicrelerince kullanilarak vaskiiler onarima fayda saglar.
EPC'den tiiretilen EV'ler, insan mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin ¢ogalma ve gog
etme yetenegini onemli dlcilide artirarak, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), IL-8,
anjiyopoietin-1, E-selektin, VEGF faktoriic A, VEGFR-2, hipoksi ile indiiklenebilir
faktor-1o (HIF-1a), kemokin (C-X-C motifi), ligand-16 (CXCL16), trombosit tiirevli
biiylime faktorii-a polipeptidi (PDGFA) gibi bir dizi pro-anjiyogenik sitokinin
seviyesini yiikseltir (75).

Anne siitii yenidoganlarin ideal beslenmesini saglamakla birlikte sekretuar
immiinoglobulinler, beyaz kan hiicreleri ve antimikrobiyal faktorlere (lizozimler,
oligosakkaritler ve antimikrobiyal peptitler gibi) de sahiptir. Yenidoganin immiin
sistemini ve gastrointestinal sistem (GIS) gelisimini destekler (76-79). Lactobacillus
ve Bifidobacterium bakterileri igerir, bebek mikrobiyotasina etki ederek bagirsagin
bariyer biitlinliigline olumlu etki yapar, bazi antiinflamatuar sitokinlerin iiretimini
indiikleyen oligosakkaritler igerir (78-81). Anne siitii ani bebek 6liimii sendromu, NEK
ve ROP insidansini azaltir (82-84). Hastane yatis oranini azaltir ve norogelisimsel
gelisime de katki saglar (85, 86). Metabolik sendrom ve insiilin direnci de anne siitiiyle
beslenen bebeklerde daha az goriiliir (85-87). Anne siitii EV'lerde bulunan doku
faktorii koagiilasyonu tetikler, meme basinda emmeye bagli hasar1 tamir eder (3, 88).
Siit EV'lerinin intestinal epitel proliferasyonu arttirarak apoptozu azalttigi, hasar ve
inflamasyonu azalttigi, kok hiicre etkinligini arttirdigir gosterilmistir (89-94). Siit
EV'leri, immiin aktiviteyi diizenler ve human immundeficiency viriis (HIV),
cytomegalo viriis (CMV) gibi viriislere karst korur (95-98). EV'ler bu terapotik
etkilerini yiizeylerine bagli veya vezikiiliin iginde bulunan molekiiller (DNA, RNA,

proteinler, enzimler ve miRNA'lar gibi) ile gerceklestirir ve artrit, kanser ve
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osteoporoz gibi hastaliklarda da yararli etkileri oldugu gosterilmistir (99-103). Mevcut
bilgilerimiz 1s18inda, anne siitiinden elde edilen EV ile deneysel BPD modeli
olusturulan ratlara anne siitii EV'lerinin intragastrik olarak verildigi tek bir ¢alismada;
BPD profilaksisi veya tedavisinde EV'lerin olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir

(104). Bu calisma disinda literatiirde baska bir calisma su ana kadar yayimlanmamustir.

Tip alanindaki teknolojik ve bilimsel gelismeler diisik dogum agirlikli
bebeklerin yasama oranlarini arttirmistir, ancak bu bebeklerde uzun dénemde ciddi
morbiditeler sik goriilmektedir ve bunlarin en 6nemlilerinden birisi BPD'dir. BPD
ozellikle <1000 gram dogan prematiire bebeklerde daha sik goriilen multifaktoriyel bir
kronik akciger hastaligidir. BPD gelisiminin 6nlenmesi ya da BPD olmus bebeklerin
optimal tedavisi konusunda Onemli gelismeler olmakla birlikte hastaligin
patogenezinin anlasilmasi, 6nlenmesi ve tedavi modalitelerinin gelistirilmesi i¢in daha
fazla sayida calismaya ihtiyac vardir. Bu maksatla ¢alismamizda, anne siitiinden elde
edilen eksozomlarin, prematiire bebeklerde onemli bir saglik sorunu olan BPD
hastaligimin 6nlenmesinde veya tedavisinde etkili olup olmadigim1 BPD modeli
olusturulan rat yavrularinda parenteral uygulayarak histopatolojik ve biyomikyasal

etkilerini aragtirmay1 amacladik.
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MATERYAL VE METOD

DENEY HAYVANLARI

Deney igin vahsi tip Sprague-Dawley rat yavrusu kullanilmasi planlandi.
Hayvanlar hijyenik makrolon kafesler igerisinde klimal1 odalarda 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik ortamda muhafaza edildi. Adlibitum olarak beslenen 48 adet rat yavrusu

kullanildi.
BPD MODELININ OLUSTURULMASI

BPD modeli i¢in Zhou Y ve arkadaslar1 (104) tarafindan tanimlanan hiperoksi
kaynakli akciger hasar1 modeli kullanildi. BPD modeli i¢in rat yavrulari postnatal 1.
giinden 7. giine kadar pleksiglastan imal edilen kapali alanlarda hiperoksiye (oksijen
konsantrasyonu %85) maruz birakildi. Oksijen konsantrasyonu giinde iki defa kontrol
edildi (anestezik gaz monitdrii, Drager, 1996) ve nem oran1 %60-80 arasinda tutulacak

sekilde ayarlandi, ayrica ortamdaki karbondioksit soda-lime ile uzaklastirildi.

Rat yavrulart her birinde 8 adet olmak {izere 6 gruba ayrildi. Grup | (kontrol ya
da saglikli grup), saglikli rat yavrular (ilag veya salin verilmeyen ve BPD modeli
olusturulmayan, kontrol grubu); Grup Il (BPD grubu), BPD modeli olusturulan ama
bagka herhangi bir islem uygulanmayan grup; Grup Il (Profilaktik Plasebo grubu),
BPD modeli olusturulan ve 1. giinden 6. giine kadar subkutan 0,1 ml salin uygulanan
grup; Grup IV (Profilaktik Tedavi grubu), BPD modeli olusturulan ve 1. giinden 6.
giine kadar 0,1 ml/100 ul subkutan anne siitii eksozomu (1x10° eksozom) uygulanan;
Grup V (Plasebo Tedavi grubu), BPD modeli olusturulan ve postnatal 7. giinden 11.
giine kadar subkutan 0,1 ml salin uygulanan ve Grup VI (Tedavi grubu), BPD modeli
olusturulan ve postnatal 7. giinden 11. giine kadar 0,1 ml/100 pl subkutan anne siitii
eksozomu (1x10° eksozom) uygulanan gruplar olarak olusturuldu. Deney sonras1 Grup
I-IV postnatal 7. giinde, Grup V ve Vlise 11. giinde son dozdan 4-6 saat sonra dtenazi
edildi.
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Sekil 3. Deneyde kullanilan Sprague-Dawley cinsi rat yavrulari
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ANNE SUTU ORNEGI VE EKSOZOM iZOLASYONU

Gonillii ve onam veren annelerden mature siit Ornegi alinarak eksozom
izolasyonu yapildi. Annelerden siit 6rnegi alinma ve saklanma kosullar1 literatiirde
belirtildigi sekilde uygulandi (95). Insan anne siitii 6rneklerinden eksozomlar izole
etmek ile ilgili uluslararasi kabul goren standart bir protokoliin olmamasi nedeniyle,
literatiirde sinirli sayida bulunan kaynaklarda belirtilen giincel protokol olan
ultrasantrifiigasyon yontemiyle eksozom elde edildi (95). Anne siitii 6rneklerinden
eksozom izolasyonundan sonra, MISEV2018 kriterleri kapsaminda eksozom
karakterizasyonu yapildi (105). Nanopartikiil izleme Analizi (NTA) ile siit-kokenli
eksozomlarin biiyilikliik dagilim1 ve konsantrasyonlar1 belirlendi. Bu analiz Hacettepe
Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden hizmet alimu ile
yapild1. Izole edilen eksozom 6rneklerinden lizatlar hazirlandi. Bu amagla, asagida
belirtildigi sekilde hazirlanmis olan lizis ¢alisma tamponu kullanilarak protokol

uygulandi:

l. Ix lizis tamponuna (Cell Signalling Tech.), 1ul proteaz inhibitdr kokteyli
(100x) (Cell Signalling Tech.) ve 1 pl EDTA (0.5 M) eklenerek toplamda 100 pl

calisma lizis tamponu elde edildi.

Il. 100 pl caligma lizis tamponuna 100 pl eksozom 6rnegi eklenerek homojenize
edildi. Ornekler 15 dk buzda inkiibe edildikten sonra, tekrar homojenize edilerek
eksozomal protein lizatlar1 hazirlandi1 (Bu lizatlar, eksozomlarin protein miktarlarinin

belirlenmesinde ve Western Blot analizlerinde kullanildi).

Eksozomlarin protein miktarlar1 Bradford yontemi ile belirlendi. Bu amacla
ticari bir kit (DC Protein Assay, BioRad) ve ticari protein standardi (Protein Standard
IT, BSA, BioRad) kullanildi. Eksozomal belirteglerin se¢ciminde MISEV2018 kriterleri
degerlendirmeye alind1 (105). Western Blot analizleri, anti-CD9, anti-CD63, anti-
TSG101, anti-kalneksin, anti-p aktin primer antikorlart ve HRP-konjuge sekonder
antikoru kullanilarak tamamlandi. Anne siitii-kokenli eksozom ornekleri ticari kit
yardim ile iiretici firmanin belirttigi protokole uyularak PKH26 boyasi (fluoresan
boya)ile isaretlendi (Sigma Aldrich).
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AKCIGER DOKU ORNEGINDE EKSOZOMLARIN VARLIGININ
BELIiRLENMESI

Fluoresan boya ile isaretlenmis eksozom ornekleri uygulandiktan sonra rat
yavrulari, gruplarma gore dogum sonrasi 7. veya 11. giinde intraperitoneal
pentobarbital sodyum (200 mg/kg) uygulanarak oOtenazi edildi ve her bir rat
yavrusundan alinan akciger doku 6rnekleri ayrildi. Ayrilan akciger doku 6rneklerinin
frozen kesitleri (10 um kalinlikta) alind1 ve kesitler fluoresan mikroskopi yardimi ile

analize edildi.

Sekil 4A Sekil 4B

Sekil 4. Akciger doku oOrneklerinde eksozom varli§inin gosterilmesi (Floresan
mikroskop ile x100 biiyiitmede bakilan akciger dokusu frozen kesitlerindeki yesil

alanlar eksozom gecisini gostermektedir)

HiSTOPATOLOJIK ANALIZLER

Otenazi edilen rat yavrularmim torakotomi ile acgilan gdgiis boslugundan
cikarilan sag akciger dokusu 24 saat %10'luk tamponlanmis formaldehit ¢ozeltisi
icinde bekletildi. Rutin takip islemlerinden sonra parafine gomiilen Orneklerden
histopatolojik inceleme i¢in 5 pm kalinlikta kesitler hazirlandi. Kesitler rutin olarak
Hematoksilen&Eozin (H&E) boyasi, histokimyasal olarak Mason-Trikrom boyasi,

immiinohistokimyasal kas spesifik aktin boyasi ile boyandi. Akciger doku
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orneklerinde alveolar yiizey alant skoru, fibrozis ve diiz kas aktin skoru

degerlendirmesi patoloji uzmani tarafindan yapildu.

Alveol yiizey alan1 semikantitatif 6l¢limii icin H&E ile boyanan sag akcigerkerin
periferik kisimlarindan segilen rastgele 10 alan X100 biiyiitme ile degerlendirildi.

Alveol yiizey alan1 azalmasina gore derecelenme su sekilde belirlendi(106):
Azalma yok: 0

Hafif azalma: 1

Orta azalma: 2

Belirgin azalma: 3

Fibrozis degerlendirmesi i¢cin H&E ve Mason-Trikrom ile boyanan sag
akcigerlerin orta-alt loblarinin periferinde rastgele 10 alan X100 biiyiitme ile incelendi.

Fibrozis dereceleri su sekilde belirlendi (107):
Fibrozis yok: 0

Hafif fibrozis: 1

Orta fibrozis: 2

Agir fibrozis: 3

Diiz kas aktin (SMA) boyamasi i¢in formalinde tespit edilmis parafine gomiilii
dokulardan alinan kesitler (3 pm kalinlikta) elektrostatik yiiklii lamlarda hazirland1 ve
60 santigrat derecede etiivde minimum 2 saat kurutma islemi uygulandi. Ventana,
BenchMark XT tam otomatik immiinohistokimya boyama cihazinda biitiin boyama
islemleri, antijen agiga c¢ikarma ve deparafinizasyon islemleri gerceklestirildi.
Hematoksilen ve mavilestirici soliisyon kullanilarak zit boyama cihazda tamamlandi.
Kesitlere dehidratasyon, ksilen ile seffaflandirma ve lamel ile kapatma islemleri elde
yapilmak suretiyle immiinohistokimya protokoliiniin tamamlanmasi saglandi. Diiz kas
aktine (Clone 1A4) yonelik primer antikor 1/500 oraninda diliiasyonla damlatildi. 20
dakika stiresinde inkiibasyon yapildi. Primer ve sekonder antikor i¢in uygun olan
kesitlere pozitif ve negatif kontrol olarak ayni islem uygulandi. Rastgele 10 adet

periferik akciger alan1 X100 biiyiitmede immiinohistokimyasal skorlama amaciyla
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secildi. Dagilim ve yogunluk a¢isindan 0’dan 3’e kadar diizenlenen bir gosterge
cizelgesiyle semikantitatif skorlama yapilarak pozitif boyanma derecesi

degerlendirildi (108).
BiYOKIMYASAL ANALIZLER

Alinan sol akciger doku ornekleri fosfat tampon salin soliisyonu igine alinarak,
Tibbi Biyokimya Laboratuvarina gonderilerek dokularin  soguk ortamda
homojenizasyonu gerceklestirildikten sonra en az 10 dk 3000 devirde santrifiij islemi
uygulandi. Daha sonra bu doku 6rneklerinden TAS ve TOS diizeyleri ticari ELISA
kitleri ile biyokimya uzmani tarafindan analiz edildi. Sol akciger dokular1 alindiktan
sonra s1vi nitrojen ile dondurularak hassas tarti ile tartildi ve her 1 gr dokuya 9 ml %60
etanol olacak sekilde etanol soliisyonuna koyuldu. Biyokimyasal analizler i¢in -80
derecede dondurularak saklandi. TAS ve TOS calisilmasi i¢in kitlerin i¢indeki uygun
doku tamponlar1 eklendi ve homojenitér ile homojenize edildi. Doku
homojenizasyonu igin fosfat tampon salin soliisyonu kullanildi. Dokular hassas terazi
ile tartildi ve her 1 miligram dokuya 9 mikrolitre %10 fosfat tampon salin soliisyonu

eklendi. Homojenizasyondan sonra 1500 g’de 60 dakika santrifiije edildi.

TAS ol¢limleri i¢in yapilan spektrofotometrik 6l¢iimde ticari kitler kullanildi
(Elabscience). ELISA plaklarma 10 mikrolitre standart 10 mikrolitre 6rnek yiiklendi.
Kitin i¢inden ¢ikan reagent 1 her 6rnege 200 mikrolitre eklendi. Elde edilen karisim
660 nm’de 37 santigrat derecede birinci okuma yapildi. Sonra 20 mirolitre reagent 2
konuldu. 5 dakika sonra 660 nm’de 37 santigrat derecede ikinci okuma yapildi. Hazir

standart kite gore yapilan hesaplama sonuglart mmol Trolox Eq/L birimiyle ifade
edildi (109).

TOS olgiimleri i¢in yapilan spektrofotometrik Olgiimde ticari kitler
kullanildi(Elabscience). ELISA plaklarina 20 mikrolitre standart 20 mikrolitre 6rnek
yiiklendi. Kitin i¢inden ¢ikan reagent 1 her 6rnege 200 mikrolitre eklendi. Elde edilen
karistm 590 nm’de 37 santigrat derecede birinci okuma yapildi. Sonra 50 mirolitre
reagent 2 konuldu. 5 dakika sonra 590 nm’de 37 santigrat derecede ikinci okuma
yapildi. Hazir standart kite gore yapilan hesaplama sonuglar1 mikromol H20. Eq/L
birimiyle ifade edildi (110).
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Otenaziden hemen sonra rat yavrularidan serum ayirict tiipe alman kardiyak
kan santrifiije edildi. Santrifiij sonras1 ependorf tiiplere ayrilan serum 6rnekleri -20
derece ve daha altindaki sicakliklarda buzdolabinda saklandi ve sonrasinda oda
1s1sinda toplu olarak alinan serumlardan ticari ELISA kitleri ile TAS ve TOS diizeyleri

antijen antikor reaksiyonuna dayali sandvi¢ immiin Ol¢iim yontemi ile Tibbi

Biyokimya Arastirma Laboratuvari’nda analiz edildi. Ayrica oksidatif stres indeksi

(OSI, “TOS/TAS”) degerleri de degerlendirildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Caligma gruplarinin biyokimyasal verileri aritmetik ortalama + standart sapma,
median ve minimum-maksimum degerler olarak verilirken, histopatolojik degerler
niimerik say1 olarak verildi. Calisma gruplarinin sayisal biyokimyasal parametreleri
dagilimi normal aralikta saptanmis olup, gruplar arasindaki farklilig belirlemede One-
way ANOVA testi ve Tukeypost-hoc testi kullanilirken, histopatolojik degerlendirmede
non-parametrik test (Kruskal Wallis ve Benferoni diizeltmeli Mann-Whitney U testi)
kullanildi. Saptanan sonuglar arasindaki farklilik i¢in P<0.05 oldugu durumlar
istatistiksel bakimdan anlamli olarak degerlendirilidi. Istatistiksel analizlerde SPSS

(version 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yazilim programi kullanildi.
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BULGULAR

Deney sonlandirildiginda Grup I ve II’de 8 adet, Grup III ve IV’de 7 adet, Grup
V ve VI’da ise 6 adet, toplamda 42 adet rat yavrusuyla ¢alisma tamamlandi. Toplam 6

rat deney siirecinde kaybedildi.
BiYOKIMYASAL BULGULAR

Akciger dokularinda TOS degerleri incelendiginde 6 grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmistir. Arasinda anlamli fark bulunan gruplara
bakildiginda, hiperoksik akciger hasari (BPD modeli) olusturulan grubun Profilaktik
Tedavi, Plasebo Tedavi ve Tedavi gruplarina gore anlamli sekilde yiiksek TOS
degerlerine sahip oldugu, ayrica Profilaktik Plasebo grubunun da Profilaktik Tedavi
ve Plasebo Tedavi gruplarina gore anlamli sekilde yiiksek TOS degerlerine sahip
oldugu goriilmiistiir (Tablo 3). Akciger dokusu TAS degerleri bakimindan 6 grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemis, onun i¢in ikili

kiyaslamalar yapilmamigtir (Tablo 3).

Tablo 3. Akciger dokularinda TOS ve TAS degerleri

Gruplar TOS AC TAS AC

] AO=S.S 17,71 +3,39 0,06 + 0,04

(C'r‘]rzusp)' ~ Saghkh Med (IQR) 17,58 (14,43 - 20,22) 0,06 (0,03 - 0,09)
min - maks 13,19 - 23,35 -0,01-0,12
AO=S.S 23,06+ 4,31 0,07 + 0,05

(C'r‘]r:“g) II-BPD Med (IQR) 22,56 (19,44 - 26,77) 0,06 (0,03 - 0,12)
min - maks 17,82 - 30,4 -0,01-0,14
Grup 111 — Profilaktik A.O £S.S 18,93 +4,78 0,06 + 0,09

Plasebo Med (IQR) 18,61 (14,85 - 23,48) 0,06 (0,02 - 0,13)
(n:7) min - maks 12,12 - 26,15 -0,08 - 0,18
o ~ AO4SS 12,2 + 3,66 0,04 £ 0,05

g‘]r:“% IV - Profilaktik Tedavi ;04 (10R) 11,67 (9,58 - 16,17) 0,05 (0,01 - 0,07)
min - maks 6,45 - 16,17 -0,05 - 0,09
~ AO=SS 12,52 232 0,01 % 0,02

(C'r‘]r:“g)v —Plasebo Tedavi 04 (10R) 11,95 (10,67 - 14,98) 0,02 (-0,01 - 0,03)
min - maks 9,65 - 15,86 -0,01- 0,03
_ A.0+S.S 13,06 42,2 0,02 = 0,03

(Gnr:”g)v' — Tedavi Med (IOR) 13,59 (11,27 - 14,72) 0,01 (0,01 - 0,05)
min - maks 9,29 - 15,53 -0,01 - 0,06

0,0001 (F=10,418) >0,05

Gruplar aras1 p

*(2-4, 2-5, 2-6, 3-4, 3-5)

0,254 (F=1,383)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart sapma; Med (IQR): Ortanca
(25.-75. Yiizdelikler); min — maks: en kii¢iik — en bityiik degerler; F: Tek yonlil varyans analizi



Kanda bakilan TOS ve TAS degerleri bakimindan 6 grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (Tablo 4).

Tablo 4. Kan orneklerinde TOS ve TAS degerleri

Gruplar TOS KAN TAS KAN
A0 1SS 15,06 + 1,81 1,52+ 0,53
Grup | — Saglikl 1,68 (1,18 -
Med (IQR) 14,81 (13,53 - 17,08)
(n: 8) 1,81)
min - maks 12,52 - 17,2 0,46 - 2,12
A0 1SS 16,58 + 5,63 1,47 +0,15
Grup Il - BPD
() Med (IQR) 18,14 (9,85 - 21,14) 1,5 (1,28 - 1,6)
n:
min - maks 7,68 - 21,99 1,23-1,61
A0 1SS 15,08 £ 0,57 1,31+0,4
Grup 111 — Profilaktik
1,28 (1,02 -
Plasebo Med (IQR) 15,23 (14,5 - 15,58) 162)
(n:7) ’
min - maks 14,41 - 15,79 0,85-1,95
o A.O 1S.S 17,66 + 3,28 1,63 £ 0,67
Grup IV - Profilaktik
. 1,52 (1,12 -
Tedavi Med (IQR) 18,67 (14,32 - 20,23) 2.29)
(n: 7) _ ’
min - maks 12,61-21,25 0,71-257
A.0O1S.S 15,46 £ 0,64 1,85+ 04
Grup V — Plasebo Tedavi 1,95 (1,43 -
Med (IQR) 15,59 (14,88 - 16,02)
(n: 6) 2,09)
min - maks 14,45 - 16,13 1,29-2,42
A.O 4SS 18,31 4,32 2+0,27
Grup VI — Tedavi 2,03 (1,75 -
Med (IQR) 17,22 (14,94 - 21,07)
(n: 6) 2,21)
min - maks 14,72 - 26,44 1,62-2,38
>0,05 >0,05

Gruplar arasi p

0,403 (F=1,055)

0,107 (F=1,993)

A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart sapma; Med (IQR): Ortanca (25.-75. Yiizdelikler); min — maks: en kiigiik

— en biiyiik degerler; F: Tek yonlii varyans analizi

Ayrica TOS degerinin TAS degerine orani olarak degerlendirilen OSI degerleri

incelendiginde gruplar arasindaki istatistiksel bir farklilik saptanmamaistir (Tablo5).
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Tablo 5. Kan ve akciger drneklerinde OSI degerleri

Gruplar OSI_AC OSI_KAN
A.O<£S.S 122,38 +£ 903,23 12,11 £7,57
Grup | — Saglikl Med 9,14 (8,13 -
348,66 (175,83 - 455,23)
(n: 8) (IQR) 15,05)
A.O=£S.S 64,93 +£729,47 11,47 £4,13
Grup Il - BPD Med 13,59 (6,16 -
243,05 (132,25 - 433,93)
(n: 8) (IQR) 13,95)
A.O£S.S 322,06 £477,91 12,39 + 3,75
Grup Il —
. Med 12,36 (9,34 -
ProfilaktikPlasebo 216,86 (108,23 - 463,7)
(IQR) 15,45)
(n: 7)
o A.O=£S.S 475,13 +£ 864,25 12,68 + 5,48
Grup IV - Profilaktik
. Med 12,3 (8,51 -
Tedavi IOR 215,62 (94,67 - 414,85) 1715
) (IQR) 15)
A.O=£S.S 55,56 + 936,09 8,76 2,12
Grup V —PlaseboTedavi  Med 8,04 (7,47 -
439,2 (-888,13 - 746,83)
(n: 6) (IQR) 11,08)
A.OxS.S -2437,61 +4961,84 9,13 +1,48
Grup VI — Tedavi Med
-329,2 (-4952,23 - 377,37) 9,35 (7,8 - 10,29)
(n: 6) (IQR)
Gruplar arasi p >0,05 >0,05

A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart sapma; Med (IQR): Ortanca (25.-75. Yiizdelikler);

HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Akciger dokularindaki alveolar yilizey alani, fibrozis ve diiz kas aktin skoru
incelemeleri Tablo 6°da gosterilmistir.

Alveolar yilizey alani durumlar1 incelendiginde 6 grup arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Saglikli, kontrol grubuna
gore Grup IV hari¢ tim gruplarda belirgin etkilenmenin oldugu, Profilaktik Tedavi
(Grup IV) grubunun alveolar yiizey alani etkilenmesini Grup II, III, V ve VI'ya gore
belirgin azalttig1 gériilmektedir (p<0,05, Tablo 6 ve 7).
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Fibrozis durumlari incelendiginde 6 grup arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir

farklilik tespit edilmemistir (p>0,05).

Diiz kas aktin skoru durumlari incelendiginde 6 grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Saglikli, kontrol grubuna gore
Grup IV harig tiim gruplarda belirgin etkilenmenin oldugu, Profilaktik Tedavi (Grup
IV) grubunun diiz kas aktin skorlarinin Grup II, III, V ve VI’ya gore belirgin azaldig1
goriilmektedir (p<0,05, Tablo 6 ve 7).

Tablo 6. Akciger dokularinda alveolar yiizey alani, fibrozis ve diiz kas aktin skoru

Gruplar
Gruplar Arasi P
Grup it GrupIV- GrupV
csa“f'fl'd‘ Gé‘é%” Profilaktik  Profilaktik Plasebo GTre“ga?/’i'
?r% 18)1 (n: 8) Plasebo Tedavi Tedavi (n: 6)
' ' (n: 7) (n: 7) (n: 6) '
Q)Zlflma 2(%25) 0(%0)  0(%0) 1(%14,3) 0(%0) 0 (%0)
Hafif 3 . . . . .
é:ivze;oylar Azalma (%375 060 0(%0) 4 (%57.0) 0(%0) O(%0) i
Orta 3 o 0 0 1 5 (kk=40,596)
Alam e ars) O (679) 3(6429) 2(%28O) (416 (wien3)
Belirgin 0 o 0 0 5 1
Agaima 0(H0) 2(%25) 4(HST1)  O(%0) o g6
Fibrozis o 3 0 0 1 4
L yok 4(050) (9375 1(0143) 40651D)  (oi167) (we67) 0,246
FIbrozis - fif 5 5 2 (kk=6,669)
0 0 0 %
Fibrozis 4 ("%0) (9625 6 (%857)  3(%429) 455 31 (94333)
00 0(%0) 0(%0) 0(%0) 1(%143) 0(%0) 0 (%0)
) 7
Diiz kas 1,00 %s75) 0060  0(%0)  6(%857) 0(%0) O(%0) oo
Aktin 1 6 (kk=54,702)
0 0 0 0 )
Skoru 2,00 i25) BT 5(ETLA)  0(%0)  3(%50) 4 00
3,00 0(%0) 2(%25) 2(%28,6) 0(%0) 3 (%50) 0 (%0)

*p<0,0001 istatistiksel olarak anlamli farklilik; frekans ve yiizde (%) degerleri gosterilmistir. kk: Ki-
kare testi

Alveolar ylizey alani skorlar1 bakimindan gruplar arasinda ikili incelemeler
yapildiginda; hiperoksik akciger hasari ile BPD modeli olusturulan (Grup II) ratlarda
alveolar yiizey alaninin kontrol grubuna (Grup I) gore belirgin olarak etkilendigi
(p<0,01), buna karsin profilaktik olarak uygulanan anne siitii eksozomunun (Grup IV)
alveolar yiizey alani etkilenmesini Grup III (Profilaktik Plasebo), Grup V (Plasebo
Tedavi) ve Grup VI (Tedavi)’ya gore belirin sekilde azalttig1 (p<0.05), ayrica saglikli
kontrol grubuyla aralarinda istatistiksel bir farkliligin olmadigi saptandi. Anne siitii

eksozomunun tedavi (Grup VI) edici 6zelligi degerlendirildiginde; alveolar yiizey
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alan1 bakimindan etkinliginin sadece plaseboya kiyasla etkin oldugu (p<0.05),
proflaktik tedavi karsisinda etkisiz (p<0.05) ve BPD grubuyla istatistiksel bir
farkliligin olmadigi goriilmiistiir (Tablo 6). Bu sonuglarla, hiperoksik akciger
hasarlanmasimin (BPD modeli) alveolar yiizey alanini belirgin olarak etkiledigi,
profilaktik anne siitii eksozomu uygulamasinin ise belirgin olarak bu etkilenmeyi

azalttig1 saptanmastir.

Diiz kas aktin skorlari bakimindan gruplar arasinda ikili incelemeler
yapildiginda; Grup II (BPD)’nin saglikli gruba (Grup I) gore belirgin etkilendigi
(p<0.01), yine kontrol grubuna gore Grup IV disinda diger tiim gruplarla aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin oldugu (p<0.01), buna karsin profilaktik anne
stitii uygulanan grubun (Grup 1V) ise Grup II (BPD), Grup III (Profilaktik Plasebo),
Grup V (Plasebo Tedavi) ve Grup VI (Tedavi)’ya gore diiz kas aktin skorlarini belirgin
diizelttigi (p<0.01), ancak kontrol grubuyla (Grup I) aralarinda istatistiksel bir
farkliligin olmadig1 saptandi (Tablo 6). Bu durum hiperoksi uygulanan gruplarda
akciger diiz kas aktin igeriginin belirgin olarak arttigini, ancak proflaktik anne siitii
eksozom uygulamasinin akciger diiz kas aktin skorlarini1 belirgin olarak diizelttigini

ortaya koymaktadir.

Tablo 7. Akciger dokularinda alveolar yiizey alani ve diiz kas aktin skoru degerleri,
ikili karsilastirmalar

Gruplar Alveolar yiizey alani Diiz kas aktin skoru
AO«£SS 1,13 £0,83 1,13+£0,35
Grup | — Saglikli (n: 8) Med (IQR) 1(0,25-2) 1(1-1)
min - maks 0-2 1-2
AO=£SS 2,25 +0,46 2,25+0,46
Grup Il — BPD (n: 8) Med (IQR) 2(2-2,75) 2(2-2,75)
min - maks 2-3 2-3
. AO=<£S.S 2,57 +0,53 2,29 +£0,49
(73)rup 111 —Proflaktik Plasebo(n: Med (IQR) 3(2-3) 2(2-3)
min - maks 2-3 2-3
o . AO=S.S 1,14 £0,69 0,86 + 0,38
(73)rup IV - Profilaktik Tedavi(n: Med (IQR) 1(1-2) 1(1-1)
min - maks 0-2 0-1
AO«£SS 2,83 +£0,41 2,5+0,55
Grup V —Plasebo Tedavi (n: 6)  Med (IQR) 3(2,75-3) 25(2-3)
min - maks 2-3 2-3
AO+S.S 2,17 +£0,41 2+0
Grup VI — Tedavi (n: 6) Med (IQR) 2(2-2,25) 2(2-2)
min - maks 2-3 2-2

Gruplar arasi p

0,0001 (kw=25,235)

0,0001 (kw=31,814)

ikili karstlastirmalar

*1-2,1-3,1-5,1-6, 2-4, 2-
5,3-4, 4-5, 4-6, 5-6

*1-2, 1-3, 1-5, 1-6, 2-4, 3-4,

4-5,4-6

*p<0,05 istatistiksel olarak anlaml farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart sapma; Med (IQR): Ortanca
(25.-75. Yiizdelikler); min — maks: en kiigiik — en biiyiik degerler; kw: Kruskal Wallis Varyans Analizi
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Sekil 6E (Grup 5) Sekil 6F (Grup 6)

Sekil 6. Akciger dokularinda fibrozisin degerlendirilmesi (x10, Mason-Trikrom
boyama).
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Sekil 7A (Grup 1) Sekil 7B (Grup 2)

Sekil 7C (Grup 3) ‘ Sekil 7D (Grup 4)

Sekil 7E (Grup 5) Sekil 7F (Grup 6)
Sekil 7. Akciger dokularinda diiz kas aktin (SMA) boyama degerlendirilmesi(x10,
SMA boyama).
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! T 4 g 9 . y » :
Sekil 8E (Grup 5) Sekil 8F (Grup 6)

Sekil 8. Akciger dokusu alveol yiizey alan1 degerlendirmesi (x10, H&E boyama)
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SekiloB (Grup 4)

Sekil 9. X4 biiylitmede H&E boyamada grup 2 ve 4

Profilaktik anne siitii eksozomunun (Grup 4) hiperoksik akciger hasarina (HAH) gore

akciger alveol yiizey alan1 skorunu belirgin diizeltmesi goriilmekte.
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TARTISMA

BPD, prematiire bebeklerde sik goriilen bir komplikasyondur. Son yillarda
yenidogan yogunbakim iinitelerinde ventilasyon imkan ve yontemlerinin gelismesi,
gebelikte steroid uygulamasi, dogum sonrasi siirfaktan uygulamasi gibi gelismelerle
25-28 hafta gibi daha kiiciik haftada dogan bebeklerin yasam sansi artmistir. Bu
bebeklerde daha hafif bulgularla seyreden “yeni BPD” goriilmektedir.

BPD gelisiminde etiyoloji tam olarak net olmasa da bagsta
prematiirite/immatiirite, mekanik ventilasyon ve oksijen toksititesi olmak {izere
prenatal enfeksiyon, gebelikte sigara i¢ilmesi, annede hipertansiyon ve intrauterin
biiyiime kisithligi, siddetli RDS, PDA, akciger 6demi, erkek cinsiyet ve genetik
gibibaz1 risk faktorleri tanimlanmaktadir (18). Bu faktorlerin sebep oldugu akut
akciger hasari nedeniyle akcigerde yapisal ve fizyolojik degisiklikler meydana

gelmektedir (19).

Prematiire bebeklerin oksidatif strese daha duyarli olmalar1 nedeniyle oksidatif
stres BPD olusumunda Onemli bir mekanizmadir. Patogenezde serbest radikal
olusumu ve antioksidan sistem dengelerinin bozulmasi etkilidir. Oksijen toksisitesi,
BPD gelisimindeki en 6nemli nedenlerden biridir. Bizim ¢alismamizda da yenidogan
ratlarda BPD modeli olusturmak amaciyla daha 6nceki calismalarda da kullanildig:

gibi (104) hiperoksi modeli kullanilmstir.

Akciger gelisimi sirasinda sakkiiler ve alveoler evrelerde akciger yiizey alani
ve alveol sayisinda artig, kan damar say1 ve maturasyon artisi gergeklesir ve interstisyel
araliklarin daralmasiyla alveol ve kapiller arasinda ince bir bariyer olusarak etkili gaz
aligverisi saglanir (16). Eski BPD, hava yolu diiz kaslarinda hiperplazi, skuamoz
metaplazi, alveollerde fibrozis, fibroproliferasyon, pulmoner arter hipertansyonuna
bagli bulgular ve alveol yiizey alaninda azalma ile karakterizedir. Yeni BPD’de ise
alveollerde hipoplazi, asiner kompleks ve vaskiiler yatak azalmasi, dismorfizm,
degisen miktarlarda hava yollarinin diiz kaslarinda hiperplazi ve intersitisyel
fibroproliferasyon ile eski BPD’yle karsilastirildiginda daha hafif arteriyel ve
arteriolar lezyonlar mevcuttur (17). Calismamizda alveolar yilizey alani skorlar
bakimindan gruplar degerlendirildiginde; hiperoksik akciger hasari ile BPD modeli

olusturulan ratlarda alveolar ylizey alaninin kontrol grubuna gore belirgin olarak
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etkilendigi, buna karsin profilaktik olarak uygulanan anne siitii eksozomunun alveolar
yiizey alani etkilenmesini hem hiperoksik akciger hasarlanmasi grubu hem de diger
tiim gruplara gore belirin sekilde azalttig1, ayrica saglikli kontrol grubuyla aralarinda
istatistiksel bir farkliligin olmadig1 saptandi. Anne siitii eksozomunun tedavi edici
ozelligi degerlendirildiginde ise alveolar yiizey alan1 skorunu sadece plaseboya kiyasla
azalttig1, ancak profilaktik anne siitii eksozomu uygulamasina karsin etkisiz oldugu ve
BPD grubuyla da istatistiksel bir farkliligin olmadig1 goriildii. Boylece hiperoksik
akciger hasarlanmasinin alveolar yiizey alanimi belirgin etkiledigi, profilaktik anne
stitii eksozomu uygulamasinin ise belirgin olarak bu etkilenmeyi azalttig1 saptanmistir.
Daha once yapilan ve hiperoksik akciger hasarinda Bosentan etkilerini arastiran bir
calismada da hiperoksiye maruz birakilan ratlarda alveol ylizey alaninda belirgin
azalma saptandig1 gosterilmistir (13). Elde etti§imiz bulgular hiperoksik akciger
hasarinda erken anne siitii eksozom uygulamasinin ge¢ uygulamaya, ya da tedavi
grubuna gore alveol yiizey alani agisindan ¢ok daha olumlu sonuglar sagladigini

gostermektedir.

Oksidatif stres nedeniyle gerceklesen hiicresel hasar ve hiicre 6liimii fibrozise
neden olarak BPD gelisimine sebebiyet vermektedir (111). Fibrozis siirecinde aktif
miyofibroblastlarda biiyiime ve skar dokusu olusumu meydana gelmektedir.
Calismamizda akciger dokularinda fibrozis durumlari incelendiginde 6 grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilememistir. Bu durumun fibrozis
olugmasi igin yeterli siire gegmemis olabilecegi ve vaka sayisinin azligina baglh
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Daha 6nce yapilan ve bizim ¢alismamizdan daha uzun siire
hiperoksi uygulanan bir calismada hiperoksi uygulanan ratlarda fibrozis gelisimi

gosterilmistir (13).

Daha oOnceki benzer calismalarda hiperoksi maruziyetiyle BPD modeli
olusturulan yenidogan ratlarin akciger dokularinda diiz kas aktin skorunun arttigi,
Bosentan (13) ve Resveratrol (112) uygulamalarinin diiz kas aktin skorunu azaltici
yonde etkilerinin oldugu gosterilmistir. Calismamizda diiz kas aktin skorlari
bakimindan gruplar degerlendirildiginde; hiperoksik akciger hasari olusturulan
ratlarda saglikli kontrol grubuna gore belirgin etkilenme oldugu, yine kontrol grubuna
gore Grup IV (Profilaktik Tedavi) disinda diger tiim gruplarla aralarinda istatistiksel

olarak anlamli bir farkliligin oldugu, buna karsin profilaktik anne siitii uygulamasinin
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ise Grup Il (BPD), Grup Il (Profilaktik Plasebo), Grup V (Plasebo Tedavi) ve Grup
VI (Tedavi)’ya gore diiz kas aktin skorlarini belirgin diizelttigi, ancak kontrol grubuyla
aralarinda istatistiksel bir farkliligin olmadigir saptanmistir. Bu durum hiperoksi
uygulanan gruplarda akciger diiz kas aktin iceriginin belirgin olarak arttigini, ancak
profilaktik anne siitii eksozom uygulamasinin akciger diiz kas aktin skorlarin1 belirgin

olarak diizelttigini ortaya koymaktadir.

Akciger icin oksijenin toksik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Neonatal
ratlarda %50 ve istliinde oksijene maruziyetin akciger hasarina neden oldugu bazi
calismalarda gosterilmistir (113). Yiiksek oksijenin akcigerler itizerindeki toksik
etkileri serbest oksijen radikallerinin cesitli molekiilleri (DNA, protein, lipit vb)
etkileyerek hasar olusturmasi nedeniyle meydana gelmektedir. Boylece hiperoksi,
distal hava yollarinda gelismede duraklamaya sebep olacak etkiler olusturmaktadir
(111). Hiperoksi maruziyeti nedeniyle reaktif oksijen tirtinlerinin artis1 ve oksidan stres
meydana gelmektedir (7). Bu etkiler 6zellikle prematiire bebeklerde belirgindir. Bunun
nedeni prematiire bebeklerde intraseliiler antioksidan mekanizmalarin term bebeklere
gore yetersiz olmast ve oksidatif stresten sonra term bebeklerde antioksidan
mekanizmalarin  enzimleri yeterince indiikleyebilmesine ragmen prematiire

bebeklerde bu indiiklenmenin yeteri kadar olamamasidir.

Oksidatif stres birgcok neonatal donem hastaliginda ¢ok ©Onemli rol
oynamaktadir. Calismalarda prematiire yenidoganlarda oksidatif stres ile intrauterin
bliylime geriligi, nekrotizan enterokolit, BPD, intraventrikiiler kanama, fetal
inflamatuar yanit sendromu, erken neonatal sepsis, prematiire retinopatisi arasinda
pozitif asosiyasyon oldugu gosterilmistir (114). Baska bir caligmada oksidatif stresin,
pulmoner damarlarin yogunlugunda azalma ve pulmoner arteriyoler duvarlarin
kalinlagmasi ile sonuglanan vaskiiler tonusun ve pulmoner vazodilatorlere verilen
yanitin modiilasyonu yoluyla yenidoganlarda pulmoner hipertansiyon patogenezinde
de rol oynadig1 gosterilmistir (115). Calismamizda BPD modeli olusturulan yenidogan
ratlarda oksidatif stres belirteci olarak TOS ve TAS diizeyleri ile erken ve ge¢ subkutan
anne siitii eksozomu uygulamasinin bunlar {izerindeki etkileri incelenmis, ayrica

TOS/TAS oran1 olarak adlandirilan oksidatif stres indeksi (OSI) de degerlendirilmistir.

Erel tarafindan gelistirilmis bir Ol¢iim yontemi olan TAS, serumdaki
antioksidanlarin durumunu gosterir. Bizim g¢alismamiza benzer bir calisma olan
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neonatal ratlarda hiperoksiyle indiiklenmis pulmoner hasar sonrasi dekspantenol
uygulamas1 yapilan Ozdemir ve ark.’nin ¢alismasinda, TAS diizeyleri bakimindan
gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmaz iken, TOS diizeyi hiperoksi uygulanan
gruplarda yiiksek, dekspantenol uygulanan gruplarda ise diisiik saptanmistir (116).
Calismamiza benzer baska bir ¢alisma olan Taban’in ¢alismasinda yenidogan ratlarda
hiperoksik akciger hasari sonrasi bosentan uygulamasi yapilmistir. Bu ¢calismada TAS
diizeyi hiperoksi grubunda anlamli derecede diisiik saptanmistir. TOS diizeyinde
anlaml farklilik ge¢ bosentan tedavisi verilen gruba goére oda havasinda bosentan
verilen grupta saptanmis, diger gruplar arasinda ise anlamli farklilik saptanmamuistir
(13). Zhou ve ark.’nin hiperoksik akciger hasari olusturulan yenidogan ratlarda anne
stiti eksozomu uygulamasi yapilan g¢alismasinda anne siitii eksozomunun tip 1l
alveoler epitel hiicrelerinin proliferasyonunu indiikleyerek ve IL-17 sinyal yolu
tizerinden apoptozlarim1 inhibe ederek BPD {izerinde koruyucu etki yaptigi
gosterilmistir  (104). Hiperoksik akciger hasari ile BPD modeli olusturulan
calismamizda, hiperoksik hasar grubunda (Grup II) TOS degerlerini Profilaktik
Tedavi, Plasebo Tedavi ve Tedavi gruplarina gére anlamli sekilde yiiksek, ayrica
Profilaktik Plasebo grubunun da Profilaktik Tedavi ve Plasebo Tedavi gruplarina gore
anlaml sekilde yliksek TOS degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak, akciger
dokusu TAS ve kandan bakilan TOS ve TAS degerlerindeve ayrica hem akciger doku
hem de kan OSI degerlerindeistatistiksel olarak gruplar arasinda anlaml bir farklilik
saptanamamustir. Bu sonuglar hiperoksik akciger hasarlanmasinda TOS degerlerinin
belirgin arttigini, buna karsin proflaktik grupta daha belirgin olsa daanne siitii

eksozomu uygulanmasinin TOS degerlerini belirgin azalttigin1 gostermistir.

Literatiirde su ana kadar hiperoksik akciger hasar1 modeli ve subkutan anne
siitli eksozomuyla ilgili baska bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Calismamiz bu yoniiyle

literatiirde ilk olma 6zelligi tagimaktadir.
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SONUCLAR

Hiperoksik akciger hasar1 uygulamasiyla BPD modeli olusturulan bu deneysel

calismada;

A) Alveol yiizey alanlar1 incelendiginde hiperoksiyle BPD modeli olusan ratlarda

kontrol grubuna goére belirgin etkilenme oldugu,

B) Profilaktik olarak uygulanan anne siitii eksozomunun alveolar yiizey alani

etkilenmesini Grup I11 (Profilaktik Plasebo), Grup V (Plasebo Tedavi) ve Grup
VI (Tedavi)’ya gore belirin sekilde azalttig1, ancak kontrol grubuyla aralarinda

anlamli bir farkliligin olmadig,

C) Anne siitii eksozomu tedavisinin sadece plaseboya kiyasla etkili oldugu,

hiperoksik grupla aralarinda istatistiksel bir farkliligin olmadigi, profilaktik

anne slti eksozomu uygulamasinin ise tedaviye iistiin oldugu,

D) Diiz kas aktin skorlar1 degerlendirildiginde; hiperoksik grubun (BPD) saglikli

gruba gore belirgin etkilendigi,

E) Kontrol grubuna gore Grup IV disinda diiz kas aktin skorlarmin diger tiim

F)

gruplarda belirgin yiiksek oldugu,

Profilaktik anne siitii eksozomu uygulamasmnin Grup II (BPD), Grup III
(Profilaktik Plasebo), Grup V (Plasebo Tedavi) ve Grup VI (Tedavi)’e gore
diiz kas aktin skorlarimi belirgin diizelttigi, ancak kontrol grubuyla aralarinda

istatistiksel bir farkliligin olmadigy,

G) Akciger fibrozisi degerlendirmesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farkliligin olmadig,

H) Hiperoksik akciger hasar1 ile BPD modeli olusturulan grupta (Grup II) TOS

)

J)

degerlerinin Profilaktik Tedavi, Plasebo Tedavi ve Tedavi gruplarina gore
anlaml sekilde yiiksek oldugu,

Profilaktik Plasebo grubunun da Profilaktik Tedavi ve Plasebo Tedavi
gruplaria gore anlamli sekilde yiiksek TOS degerlerine sahip oldugu,
Akciger dokusu TAS ve kandan bakilan TOS ve TAS degerlerinde istatistiksel

olarak gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigi,

K) Gruplar arasinda OSI bakimindan da istatstiksel bir farklilik olmadig

saptanmistir.
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Hiperoksik akciger hasarlanmasi yontemiyle ratlarda olusturulan BPD
modelinin akciger alveolar skor degerinin kontrol grubuna gore belirgin yiiksek
saptanmasi, diiz kas aktin degerlendirmesinde kontrol grubuna gore belirgin
etkilenmenin gosterilmesiyle hiperoksik akciger hasarlanmasinin histopatolojik olarak
olustugunu gostermektedir. Akciger fibrozisi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
bir farklilik olmasa da BPD ve plasebo gruplarinda hasar riskinin daha yiiksek oldugu
gorilmektedir. Akciger ve kan TOS degerlerinin yine BPD grubunda yiiksek oldugu
ancak kontrol grubuyla aralarinda istatistiksel anlamli bir farkin olmadig1 saptanmustir.
Akciger ve kan TAS degerleri bakimindan da anlamli bir farklilik gosterilememistir.
Anne siitii eksozomu uygulamasi bakimindan degerlendirildiginde ise Ozellikle
profilaktik anne siitii eksozomu uygulamasimin hem akciger alveolar yiizey alani
skorunu 1iyilestirmesi hem de diiz kas aktin skorunu belirgin diislirmesi ve ayrica
akciger doku TOS degerlerini de belirgin diistirmesi nedeniyle hiperoksik akciger
hasarinda belirgin histopatolojik ve biyokimyasal diizelme yaptigini, yani belirgin
koruyucu roliiniin oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica yine profilaktik anne siitii
eksozomu uygulamasi total oksidan etkilenmeyi de plasebo grubuna gore de belirgin
azaltmaktadir.

Sonug olarak, hiperoksik akciger hasari ile BPD modeli olusturulan bu
deneysel ¢alismada proflaktik anne siitii eksozomu uygulamasinin hem histopatolojik
hem de biyokimyasal olarak akciger hasarini 6nleyici etkisinin oldugu gosterilmistir.
BPD yenidogan yogun bakim iinitelerinin 6nemli bir saglik sorunu olarak goriilmeye
devam etmekte ve su an icin de kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Son yillarda
ozellikle erken tan1 ve dnleyici stratejiler iizerinde durulmaktadir, bu yoniiyle dnleyici
bir tedavi yontemi olarak anne siitii eksozumunun BPD geligsme ihtimali yiiksek olan
bebeklere profilaktik olarak uygulanmasi bakimindan bu g¢alismamizin Onemli
oldugunu, ancak bu alanda daha kapsamli ve ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugunu

diistinliyoruz.
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