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ÖZET 
 

Yenidoğan ratlarda hiperoksiyle indüklenmiş akciğer hasarında subkutan anne 

sütü eksozomunun etkileri 

 

Dr. Fethi BAŞTAN 

 

Prematüre bebekleri etkileyen en önemli morbidite ve mortalite nedenlerinden 

birisi olan bronkopulmoner displazi (BPD) için, etkinliği kanıtlanmış kesin bir tedavi 

veya önleyici strateji henüz mevcut değildir. Biz bu çalışmada subkutan anne sütü 

eksozomunun, hiperoksik akciğer hasarı (HAH) yöntemiyle BPD modeli 

oluşturduğumuz yenidoğan ratların akciğerlerinde meydana getirdiği histopatolojik ve 

biyokimyasal etkilerini araştırmayı planladık. HAH oluşturulacak Sprague-Dawley rat 

yavruları postnatal birinci günden yedinci güne kadar, pleksiglastan imal edilen kapalı 

bir alanda hiperoksiye (oksijen konsantrasyonu %85) maruz bırakıldı. Oksijen 

konsantrasyonu günde iki defa kontrol edildi (anestezik gaz monitörü, Drager, 1996) 

ve nem oranı %60-80 arasında tutulmaya çalışıldı. Oluşan karbondioksitin soda-lime 

ile ortamdan uzaklaştırılması sağlandı.  

Rat yavruları her birinde sekiz adet olmak üzere altı gruba ayrıldı. Grup I (oda 

havası, kontrol grubu, n=8), Grup II (HAH modeli, n=8), Grup III (profilaksi plasebo 

grubu, HAH+1.-6. günler subkutan salin uygulandı, n=8), Grup IV (profilaksi tedavi 

grubu, HAH+1.-6. günler subkutan anne sütü eksozomu uygulandı, n=8), Grup V 

(plasebo tedavi grubu, HAH+7.-11. günler subkutan salin uygulandı, n=8), Grup VI 

(tedavi grubu, HAH+7.-11. günler anne sütü eksozomu uygulandı, n=8). Grup I, II, III 

ve grup IV postnatal 7. günde, grup V ve VI ise 11. günde ötenazi edildi. Ötenazi 

sonrası ratların sağ akciğer doku örneklerinde alveolar yüzey alanı skoru, fibrozis ve 

düz kas aktin skoru değerlendirmesi yapıldı. Sol akciğer doku örnekleri total 

antioksidan kapasite (TAS) ve total oksidan kapasite (TOS) düzeyleri için ticari 

ELISA kitleri ile ve kardiyak girişimle alınan kanda ticari ELISA kitleri ile TAS ve 

TOS düzeyleri antijen antikor reaksiyonuna dayalı sandviç immün ölçüm yöntemi ile 

Tıbbi Biyokimya Araştırma Laboratuvarında analize edildi.  

 HAH modelinde hem akciğer alveolar yüzey alanı skoru hem de düz kas aktin 

skoru kontrol grubuna göre belirgin yüksek saptanmış (p<0,05), ancak fibrozis 

bakımından farklılık gösterilememiştir (p>0,05). TOS düzeyleri hem akciğer dokusu 
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hem de kanda HAH grubunda kontrol grubuna göre yine yüksek ancak istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmamıştır. Anne sütü eksozomunun profilaktik uygulanması hem 

akciğer alveolar yüzey alanı skorunu hem de düz kas aktin skorunu Grup II, III, V ve 

VI’ya göre belirgin olarak düşürmüş (p<0,05) ve kontrol grubuyla aralarında 

istatistiksel bir farklılık saptanmamıştır. Ayrıca profilaktik anne sütü eksozom 

uygulamasının akciğer dokusu TOS düzeylerini de hem HAH grubu hem de plasebo 

grubuna göre belirgin düşürdüğü görülmüştür (p<0,05).   

Sonuç olarak, hiperoksik akciğer hasarı ile BPD modeli oluşturulan bu 

deneysel çalışmada profilaktik anne sütü eksozomu uygulamasının hem histopatolojik 

hem de biyokimyasal olarak akciğer hasarını önleyici etkisinin olduğu gösterilmiştir. 

Son yıllarda özellikle erken tanı ve önleyici stratejiler üzerinde durulmaktadır, bu 

yönüyle önleyici bir tedavi yöntemi olarak anne sütü eksozumunun BPD gelişme 

ihtimali yüksek olan bebeklere profilaktik olarak uygulanması bakımından 

çalışmamızın önemli olduğunu, ancak bu alanda daha kapsamlı ve ileri çalışmalara 

ihtiyaç duyulduğunu düşünüyoruz. 

 

Anahtar Kelimeler: Anne sütü eksozomu, hiperoksik akciğer hasarı, tedavi 
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SUMMARY 

 

The effects of subcutaneous breast milk exosome on hyperoxia-induced lung 

injury in neonatal rats 

 

Dr. Fethi BAŞTAN 
 

 

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 II (HLI model, n=8), Group III (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, HLI+7.-11. days, subcutaneous breast 

milk exosome administered, n=8). Groups I, II, III 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 II, III, 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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GİRİŞ VE AMAÇ 

Bronkopulmoner displazi (BPD), uzun süre yüksek oksijen konsantrasyonu ve 

yüksek basınçlı mekanik ventilasyon uygulanan yenidoğanlarda görülen kronik bir 

akciğer hastalığıdır. Yardımcı üreme tekniklerinin yaygınlaşması ve adölesan 

gebelikler ile birlikte prematüre doğumlar artmış, buna karşın teknolojik ve bilimsel 

gelişme ile birlikte bebeklerin sağkalım oranları artmış, ancak BPD daha sık görülen 

bir hastalık haline gelmiştir. BPD gelişen infantlarda hipoksi, hiperkapni, takipne, 

yardımcı solunum kaslarının kullanımı, kilo almada azalma, apne, kalp yetmezliği 

bulguları (hepatomegali, ödem) izlenmekte, hastalık kronikleştikçe pulmoner 

hipertansiyon gelişmektedir. Bronkopulmoner displazi gelişmesinin önüne geçilmesi, 

hastalık gelişti ise uygun bir biçimde tedavi edilmesi; mortaliteyi azaltmakta, bebeğin 

yaşam kalitesinde iyileşme sağlayarak hem tıbbi açıdan hem de ekonomik açıdan 

fayda sağlamaktadır (1). 

BPD insidansını azaltmak için çeşitli korunma ve tedavi stratejileri mevcuttur. 

Fakat küçük prematürelerde akciğerler çok immatürdür ve hasara açıktır. Bu nedenle 

BPD gelişimi tamamen önlenememekte ve kesin bir tedavisi bulunmamaktadır.  

Kök hücre (KH) ve KH-kaynaklı tedaviler plastisite ve rejenerasyon yeteneği 

yüksek organlar düşünüldüğünde ümit verici bir tedavi seçeneği olarak 

değerlendirilebilir. Kök hücrelerin özellikleri arasında köken aldığı hücreye ya da 

başka özelleşmiş hücrelere dönüşebilmek, yüksek rejenerasyon kapasitesine sahip 

olmak, uygulandığı dokuya fonksiyonel destek sağlayabilmek, sınırsızca 

bölünebilmek sayılabilir. Bazı neonatal hastalıklar için (intraventriküler kanama 

“İVK”, bronkopulmoner displazi, nekrotizan enterokolit “NEK”, vb) yapılan deneysel 

bazı hayvan modellerinde KH'lerin yararlı olabileceği daha önceki çalışmalarla 

gösterilmiştir (2). 

Bir nevi kök hücre görevi gören ekstraselüler veziküller (EV) prokaryotik ve 

ökaryotik hücrelerden hücre dışı ortama salınırlar. Bu salınma fizyolojik ve patolojik 

koşullarda olabilmektedir. EV'lerin çapları 20-10.000 nm arasında değişmektedir. 

EV'ler tüm vücut sıvılarında (anne sütü, idrar, kan ve beyin omurilik sıvısı) 

bulunabilmektedir. Görevleri arasında hücreler arası iletişim sağlamak, hücresel 

homeostazın devamı, fonksiyonel biyomoleküllerin transfer edilmesi yer almaktadır. 
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EV'lerin üç çeşit biyotipi vardır, bunlar eksozomlar, mikro veziküller ve apoptotik 

cisimlerdir. EV'ler insan anne sütünde ilk defa 1980'lerde elektron mikroskobu 

yardımıyla saptanmıştır. Süt EV'leri izole etme yöntemleri arasında ultrasantrifüjleme, 

yoğunluk gradyanlı santrifüjleme, ticari çökeltme kitleri ve boyut dışlama 

kromatografisi gibi yöntemler vardır. Süt kaynaklı EV'ler koagülasyonda, bağırsak 

epitel fonksiyon düzenlenmesinde, anti-viral aktivitede ve bağırsak mikrobiyomu 

üzerinde rol oynar (3). 

Tıbbi alanda son zamanlarda sağlanan teknolojik ve bilimsel gelişmeler, düşük 

doğum ağırlıklı bebeklerin yaşam şanslarını arttırmış, ancak bununla birlikte bu 

bebeklerde uzun dönemde, İVK, NEK, BPD ve prematüre retinopatisi (ROP) gibi 

morbiditelerin de görülme sıklığı artmıştır. BPD, özellikle 1000 gram ve altında doğan 

prematüre bebeklerde daha sık görülen multifaktöriyel bir kronik akciğer hastalığıdır. 

BPD gelişiminin önlenmesi ya da BPD olmuş bebeklerin optimal tedavisi konusunda 

önemli gelişmeler olmakla birlikte hastalığın patogenezinin tam olarak anlaşılması, 

önlenmesi ve tedavi modalitelerinin geliştirilmesi için daha fazla sayıda çalışmaya 

ihtiyaç vardır.  

Biz de bu çalışmamızda, insan anne sütü eksozomlarının, prematüreleri 

etkileyen önemli bir hastalık olan BPD'yi önlemede ya da bu hastalığın tedavisinde 

etkili olup olmadığını rat yavrularında oluşturulan BPD modeli ile parenteral olarak 

uyguladığımız anne sütü ekzozomunun histopatolojik ve biyokimyasal etkilerine 

bakarak araştırmayı amaçladık. 
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GENEL BİLGİLER 

Bronkopulmoner displazi, uzun süre yüksek oksijen konsantrasyonu ve yüksek 

basınçlı mekanik ventilasyon uygulanan yenidoğanlarda görülen kronik bir akciğer 

hastalığıdır (4). Doğum salonunda başlayan ve yenidoğan yoğun bakım ünitesinde 

(YYBÜ) devam eden, prematüre bebek bakımı ve tedavi süreçlerini ilgilendiren ve 

günümüzde oldukça yaygın uygulamalara dönüşen birçok yenilik sayesinde ROP, 

NEK ve İVK gibi prematüre bebeklerde görülen hastalıkların sıklıklarında ve 

tedavilerinde önemli değişiklikler görülmeye başlamıştır. Buna karşın, bu gruptan 

BPD sıklığında bir azalma sağlanamamıştır. Yardımcı üreme tekniklerinin 

yaygınlaşması ve adölesan gebelikler ile birlikte giderek daha da azalan gebelik 

haftalarında doğan prematüre doğumların artması, yenidoğan yoğun bakım alanında 

son yıllarda yaşanan gelişmeler ile bebeklerin sağkalım oranının artması ile birlikte 

BPD daha sık görülen bir hastalık haline gelmiştir. BPD gelişen infantlarda hipoksi, 

hiperkapni, takipne, yardımcı solunum kaslarının kullanımı, kilo almada azalma, apne, 

kalp yetmezliği bulguları (hepatomegali, ödem) izlenmekte, hastalık kronikleştikçe 

pulmoner hipertansiyon gelişmektedir. Bu hastalarda akciğer enfeksiyonları, 

gastroözefageal reflü sık görülmektedir. Hastalarda inflamasyon nedeni ile artan hava 

yolu direnci, bronşiyal hiperreaktivite ve sık tekrarlayan akciğer enfeksiyonları ağır 

pulmoner morbiditeye yol açmaktadır (5). BPD hastanede yatış sürecinde ve 

taburculuk sonrasında ciddi bir morbidite ve mortalite nedenidir. Bronkopulmoner 

displazi gelişmesinin önüne geçilmesi, hastalık gelişti ise zamanında ve uygun şekilde 

tedavisi; mortaliteyi azaltmakta, bebeğin yaşam kalitesini artırmakta, tıbbi ve 

ekonomik yükü azaltmaktadır. 

TANIM 

Bronkopulmoner displazi, ilk kez 1967 yılında Northway ve arkadaşları 

tarafından çoğunlukla respiratuar distres sendromu (RDS) nedeniyle entübe edilmiş 

prematüre bebeklerin fibrozisle karakterize kronik akciğer hastalığı olarak 

tanımlanmıştır (6). Daha sonraları ise çok daha düşük gebelik haftasındaki prematüre 

bebeklerin yaşam oranı artmış ve BPD bu bebeklerde alveoler ve pulmoner vasküler 

gelişiminin erken doğum ve devamındaki süreçlerden olumsuz etkilenmesi sonucu 

ortaya çıkan "yeni" bir hastalık olarak ele alınmaya başlanmıştır. Günümüzde, Jobe ve 
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Bancalari'nin 2001 Ulusal Sağlık Enstitüleri (National Institutes of Health, "NIH") 

Çalıştayı'nda önerdikleri BPD tanım ve sınıflaması hastalığın tanımında yaygın olarak 

kullanılmakta, bu tanım ve sınıflama Türk Neonatoloji Derneği Bronkopulmoner 

Displazi Korunma ve İzlem Rehberi 2018 güncellemesinde de aynı şekilde yer 

almaktadır (1, 7, Tablo 1) 

Tablo 1. BPD sınıflandırması (1) 
 

 Gebelik Yaşı <32 hafta Gebelik Yaşı ≥32 hafta 

Değerlendirme Postmenstrüel (PM) 36. haftada 

veya taburculuk sırasında (hangisi 

daha erkense)  

>28. gün - <56. gün veya taburculuk 

sırasında (hangisi daha erkense) 

Hafif BPD En az 28 gün ≥%21 O2 gereksinimi 

+ PM 36. haftada veya taburculuk 

sırasında (hangisi daha erkense) 

Ek O2 gereksinimi olmaması 

En az 28 gün ≥%21 O2 gereksinimi 

+ postnatal 56. gün veya taburculuk 

sırasında (hangisi daha erkense) 

Ek O2 gereksinimi olmaması 

Orta BPD PM 36. hafta veya taburculuk 

sırasında (hangisi daha erkense) 

<%30 ek O2 gereksiniminin olması 

Postanatal 56. gün veya taburculuk 

sırasında (hangisi daha erkense) 

<%30 ek O2 gereksiniminin olması 

Ağır BPD PM 36. hafta veya taburculuk 

sırasında (hangisi daha erkense) 

≥%30 O2 gereksinimi ve/veya 

pozitif basınç (PBV veya nCPAP 

gereksinimi) 

Postnatal 56. gün veya taburculuk 

sırasında (hangisi daha erkense) 

≥%30 O2 gereksinimi ve/veya 

pozitif basınç (PBV veya nCPAP 

gereksinimi) 

PBV: pozitif basınçlı ventilasyon, nCPAP: nazal sürekli pozitif hava yolu basıncı 

TARİHÇE  

Klasik BPD tanımı 1967’de ilk olarak Northway ve arkadaşları (6) tarafından 

yapılmıştır. 1969’da Pusey ve arkadaşları yenidoğanlarda RDS olmamasına rağmen 

uzun süren mekanik ventilasyon nedeniyle gelişen yaygın interstisyel fibroplaziyi 

tanımlamışlardır ve BPD için mutlaka RDS olması gerekmediğini göstermişlerdir (8). 

BPD, oksijen gereksinimi 28 günden fazla süren ve minimum üç gün mekanik 

ventilasyona gereksinim duyan yenidoğanlarda radyolojik olarak akciğer bulguları 

olan ve artmış solunum eforu ile giden solunum yetmezliği olarak Bancalari ve 

arkadaşları tarafından 1979’da tekrar tanımlanmıştır (9). Prematüre bir yenidoğanın 

postnatal birinci haftasından BPD tanısı aldığı zamana kadarki yaklaşık yirmi bir 

günlük sürede, solunum desteği ihtiyacının devam ettiğini belirten Bancalari ve Jobe 
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tarafından BPD için yeni bir tanımlama önerilmiştir. Bahsedilen solunum desteği 

ihtiyacının çeşitli risk faktörlerine (obstrüksiyon, apne, patent duktus arteriozus 

“PDA”, sepsis gibi) bağlı olabileceği belirtilmiş ve bu durum “prematürenin 

solunumsal instabilitesi” terimiyle tanımlanmıştır (10). 

GÖRÜLME SIKLIĞI 

Son zamanlarda prematüre doğumların ve prematüre bebeklerin sağkalım 

oranının artması ile birlikte BPD daha sık görülen bir hastalık haline gelmiştir. Gebelik 

haftası ve doğumdaki vücut ağırlığı ile BPD sıklığı arasında ters orantı mevcuttur. 

Farklı yenidoğan ünitelerinde farklı BPD tanımlarının kullanılması da BPD sıklığında 

değişikliklere neden olabilmektedir. 1993-1994 senelerinde Amerikan Ulusal Çocuk 

Sağlığı ve İnsan Gelişimi Enstitüsü’nün (NICHD) raporuna göre; prematüre 

yenidoğanlarda 36. postmentstrüel haftada oksijen ihtiyacı tanımına göre BPD 

sıklığının yaklaşık %19 olduğu belirtilmektedir. 1995-1996’da yapılan çalışmalarda 

ise 1500 gramdan daha küçük prematüre yenidoğanlarda BPD sıklığı %23’tür (11,12). 

NICHD’nin çalışmasına göre doğum ağırlığı 501-750 gram olan prematürelerde BPD 

sıklığı %52, doğum ağırlığı 751-1000 gram olanlarda %34, doğum ağırlığı 1001-1200 

gram olanlara %15, doğum ağırlığı 1201-1500 gram olanlarda ise %7 olarak 

bildirilmiştir (12). 

PATOFİZYOLOJİ 

Normal Akciğer Gelişimi  

Akciğerlerin gelişim basmakları beş evreden oluşmaktadır. Postnatal dönemde 

bu gelişim evreleri devam etmektedir (Tablo 2) (13). Şekil-1’de fetal ve embriyonel 

dönemde akciğer gelişim evreleri gösterilmektedir (13). Akciğerlerin hasara en duyarlı 

olduğu dönem sürfaktan azlığı, kompliyans ve antioksidan mekanizmaların zayıflığı, 

destekleyici yapılarda zayıflık ve sıvı klirensinde azlık görülen sakküler evredir (23-

32.hafta) (14). 
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Şekil 1. Akciğer gelişim evreleri, eski-yeni BPD (13, 14). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



7 
 

Tablo 2. Akciğerlerin fetal ve embriyonal gelişim evreleri (13, 15) 

 
Embriyonel Evre (konsepsiyon sonrası 26.gün-7.hafta) 

Hava yolları bronkopulmoner segmentlere kadar uzanır 

Psödoglandüler Evre (7.-16.hafta) 

Asinuslara kadar ikili hava yolları 16-25 dallanma oluşturur 

Solunum epiteli ve kıkırdak farklılaşır 

Preasiner vasküler yapının damarsal gelişimi tamamlanır 

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

Terminal epiteller kübik yapı alır 

Tip 2 epitel hücrelerinin farklılaşması başlar 

20. hafta civarında distal pulmoner sirkulasyon gelişir 

İntersitisyel doku azalır (potansiyel alveol yapıları incelir) 

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

Sakküler duvarların intersitisyel boşlukları belirgin azalır  

Sonraki alveolarizasyona hazırlık 

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

Asiner yapı kompleksleşir, kapillerlerle birleşir, alveoller oluşur 

 

 

Eski ve Yeni Bronkopulmoner Displazi Patolojisi  

BPD hastalarının otopsi bulguları yeni tedaviler sonrasında değişmiştir (15). 

Akciğer yüzey alanının, damarlanmanın artışı, alveolo-kapiller bariyerde incelme, 

akciğerlerde gaz değişiminin etkili olması için gereklidir. Bu değişimler akciğerin 

sakküler ve alveolar evresinde oluşur (16). Eski BPD’de hava yollarının düz kaslarında 

hiperplazi, skuamöz metaplazi, alveollerde fibrozis, fibroproliferasyon, pulmoner arter 

hipertansyonuna bağlı bulgular ve alveol yüzey alanında azalma mevcuttur. Yeni BPD 

ise alveollerde hipoplazi, asiner kompleks ve vasküler yatak azalması, dismorfizm, 

değişen miktarlarda hava yollarının düz kaslarında hiperplazi ve intersitisyel 

fibroproliferasyon ile eski BPD’yle karşılaştırıldığında daha hafif arteriyel ve 

arteriolar lezyonlar ile karakterizedir (17). 
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RİSK FAKTÖRLERİ 

BPD gelişimi açısından risk faktörleri olarak öncelikle prematürite/immatürite, 

mekanik ventilasyon, oksijen toksititesi üzerinde durulmakla birlikte, prenatal 

enfeksiyon, bazı maternal faktörler (gebelikte sigara içilmesi, annede hipertansiyon ve 

intrauterin büyüme kısıtlılığı), şiddetli RDS, patent duktus arteriyozus (PDA), akciğer 

ödemi, erkek cinsiyet ve genetik gibi başka risk faktörleri de mevcuttur (18). Bu 

faktörler akciğerde akut hasara neden olmakta ve bunun sonucunda akciğerde yapısal 

ve fizyolojik değişiklikler meydana gelmektedir (19). 

PATOGENEZ 

Çok düşük doğum ağırlıklı bebeklerin %65 kadarında hemodinamik anlamlı 

PDA (haPDA) saptanmakta ve soldan sağa şant yoluyla akciğer kanlanmasını ve 

ödemini arttıracağı, bu durumun da akciğer hasarını arttırarak mekanik ventilatör 

(MV) gereksinimine yol açabileceği bildirilmektedir (1). 

Hücresel düzeyde serbest oksijen radikalleri ile antioksidan defans arasında ince 

bir denge bulunmaktadır. Serbest radikaller en dış halkalarında ekstra elektronları olan 

ve canlı dokulara zarar veren moleküllerdir. Yapılan çalışmalar serbest oksijen 

radikallerinin BPD patogenezinde rol aldığını göstermektedir (20,21). Hiperoksi, 

reperfüzyon veya inflamasyon durumlarında serbest radikal üretimi artmaktadır. 

Antioksidan defans sistemlerinin yetersiz kaldığı durumlarda da serbest radikal üretimi 

artar. Prematüreler serbest radikal hasarına özellikle duyarlıdır, çünkü antioksidan 

konsantrasyonları doğum anında yeterli değildir. İnsan ve deney hayvanlarında 

yapılan çalışmalar, oksijen tedavisinin BPD gelişiminde önemli bir rol oynadığını 

göstermiştir. Yüksek oksijen satürasyon değerlerinin hiçbir avantajı olmadığı gibi 

yüksek oksijen konsantrasyonu serbest radikaller yoluyla akciğer hasarına sebep 

olabilmektedir. Akut ya da kronik solunum yetmezliği olan yenidoğanlarda optimum 

arteriyal oksijen satürasyon aralığının ne olması gerektiği henüz net olarak 

bilinmemektedir (22, 23). 

Beslenme akciğer gelişimi ve matürasyonunda çok önemli bir rol oynamaktadır. 

BPD'li hastalarda malnütrisyon (%30-65) sıktır. BPD'li hastanın kalori ihtiyacı 

normalden %20-25 daha fazladır. Malnütrisyonun akciğer fonksiyonları üzerine 
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olumsuz birçok etkisi vardır. Prematüre bebeklerin enerji rezervlerinin çok düşük 

olmasının yanında gastrointestinal problemler, sepsis, kullanılan ilaçların yan etkileri 

(metilksantinler veya steroidler) solunum durumlarındaki her bir bozulma beslenme 

rejimlerinin sekteye uğramasına sebep olmaktadır (24). 

BPD gelişiminde sürfaktan protein genlerindeki bazı polimorfizm ve 

mutasyonların da etkili olabileceği belirtilmektedir (25). Genetik yatkınlık BPD 

patogenezinde rol oynayabilmektedir. 

Vasküler endotelyal growth faktör (VEGF) ve büyüme faktörü eksikliği gibi 

nedenlerle fetal akciğerlerde büyüme kısıtlanması olması nedeniyle intrauterin 

gelişme geriliğinin BPD oluşmasında risk faktörü olduğu düşünülmektedir (26). 

Gebeliğin hipertansif hastalıklarında (preeklampsi, eklampsi vb) salınan bazı 

mediatörler nedeniyle pulmoner damar gelişiminin olumsuz etkilenmesi ve bunun 

akciğer gelişiminde olumsuz etkileri olabileceği bildirilmiştir (27). Fakat bu konuda 

kesin bir kanıt saptanmamıştır. 

Maternal sigara kullanımının BPD gelişimine etkisini araştıran çalışmalarda 

maternal sigara kullanımının preterm bebeklerde BPD riskini artırdığı gösterilmiştir 

(28). 

Prematürelik ise BPD için en önemli risk faktörüdür. Embriyonal akciğer 

tomurcukları “transcription factor / hepatocyte nuclear factor-3β” aktivitesiyle 

kontrol edilmektedir. Alveol epitelyum hücrelerinden salınan VEGF damar 

yapılanmasını uyarır. Endotel hücrelerinin büyümesinin ve farklılaşmasının 

stimülasyonunu sağlar. VEGF inhibisyonuna neden olan herhangi bir etki akciğer 

damarlanmasını sekteye uğratır. Transforme edici büyüme faktörü-beta’nın (TGF-β) 

pulmoner gelişimde inhibitör etkisi mevcuttur (29). Prenatal pulmoner gelişimin 26-

28. gebelik haftalarına denk gelen kanaliküler safhasında veya bu safhadan daha önce 

hipoksiye maruziyet, ya da doğumun gerçekleşmesi pulmoner gelişimi olumsuz etkiler 

ve pulmoner hipoplaziye benzer durum meydana getirir. Pulmoner gelişimin sakküler 

evresinde ya da bu evrenin sonrasında meydana gelen pulmoner hasarlarda olumsuz 

etkiler daha hafif olmaktadır (30). 
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Postnatal ventilatör ile solunum desteği, BPD gelişimine neden olabilecek 

akciğer hasarından sorumlu olabilen önemli faktörlerden birisidir. BPD’nin 

önlenmesinde en önemli strateji yeterli gaz değişimini sağlayacak minimum solunum 

desteğinin verilmesidir. İnvazif ventilasyonun neden olduğu volutravma, BPD 

gelişiminde oldukça önemlidir. Bu yüzden invazif mekanik ventilasyon uygulanan 

prematürelerde aşırı tidal volümden kaçınılmalıdır (31). Akciğer hasarı açısından riskli 

prematüre bebeklerde solunum desteği başlangıcı için en az invazif yöntem olan nazal 

continue positive airway pressure (nCPAP) kullanılmalıdır. 

BPD insidansında artışa sebep olan bir diğer neden de sepsistir (32). Postnatal 

enfeksiyonlar BPD için önemli etkenlerdir. Antenatal inflamasyonların BPD 

gelişimine etkisi daha azdır. İnterlökin-6 (IL-6), IL-8, IL-1β ve tumour necrosis factor-

alpha (TNF-α) gibi proinflamatuar sitokinlerin aktivitelerinde artış ve antiinflamatuar 

bir sitokin olan IL-10 aktivitesinin az olmasının da BPD açısından önemli olabileceği 

düşünülmektedir (33). 

Postnatal dönemde sürfaktan yetersizliği de BPD gelişiminde etki gösterebilir. 

Solunum desteği alan ventilatöre bağlı 68 prematüre yenidoğanla yapılan bir 

çalışmada, trakeal aspirat örneklerinin %75'inde yüzey geriliminde düşüklük 

saptamıştır ve bu örneklerde sürfaktan proteinlerinin de değişik oranlarda azaldığı 

gösterilmiştir (34). Bu bulgular uzun süre mekanik ventilatöre bağlı prematüre 

yenidoğanlarda sürfaktan fonksiyonlarında bozulma ya da sürfaktan eksikliği 

olabildiğini ve BPD gelişiminde rol oynayabildiğini göstermektedir. 

Adrenal yetmezlikli yenidoğanlarda da PDA ve akciğer hasarı insidansında 

artma olduğu bildirilmektedir (35). 

Sonuç itibarıyla prematüre bebeklerde, sepsis, mekanik ventilatör, PDA, 

hiperoksi, beslenme ve genetik yatkınlık da dahil olmak üzere BPD gelişiminde pek 

çok faktörün etkili olduğu görülmektedir.  

Klinik Bulgular ve Prognoz   

Prematüre doğan bir bebekte postnatal birkaç hafta geçmesine rağmen solunum 

sıkıntısı bulguları, oksijen ve solunum desteği devam ediyorsa mutlaka BPD 

olabileceği düşünülmelidir. Türk Neonatoloji Derneği BPD Korunma ve İzlem 
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Rehberi 2018 güncellemesi tanı kriterlerine göre değerlendirilerek tanısal yaklaşım 

sağlanmalıdır (1). 

 BPD geçiren çocukların pulmoner fonksiyonlarında anormallikler 

saptanabilmektedir. Bir çalışmada, BPD geçiren prematüre bebeklerde solunum 

morbiditedesinde artışın devam ettiği gösterilmiştir (36). BPD’nin ayrıca astım 

riskinde artışa neden olduğu da bildirilmektedir(37). 

BPD gelişimi, bu bebeklerde nörolojik olarak da olumsuz etkilere neden 

olmaktadır.  Mikrosefali, serebral palsi gibi etkileri olmakta ve kognitif fonksiyonlar 

ve dil gelişiminde geriliklere neden olabilmektedir (38). 

 BPD geçiren aynı zamanda pulmoner hipertansiyon ve kardiyak bozukluklara 

da yatkın olmaktadır. BPD’ye pulmoner hipertansiyonun da eklenmesi durumunda 

morbidite ve mortalitede belirgin artış meydana gelmektedir (39).  

KORUNMA VE TEDAVİ 

BPD insidansını azaltmak için çeşitli korunma ve tedavi stratejileri mevcuttur. 

Fakat küçük prematürelerde akciğerler çok immatürdür ve hasara açıktır. Bu nedenle 

BPD gelişimi tamamen önlenememekte ve kesin bir tedavisi bulunmamaktadır. 

Doğum sonrası solunum desteği ile akciğer hasarı, BPD gelişiminde çok önemli bir 

role sahiptir. Prematüre bebeklerde BPD riskinin azaltılabilmesi için bebeğin 

mümkünse hiç entübe edilmemesi ve mekanik ventilatöre hiç bağlanmaması gerekir. 

Küçük prematürelerde doğum salonunda spontan solunum varsa, düşük O2 

konsantrasyonu (%21-30) ile başlanan ve ölçülebilen "positive end expiratory pressure 

(PEEP)" (5-8 cmH2O) ile erken nCPAP uygulanması önerilir (40, 41). Bu şekilde 

fizyolojik bir fonksiyonel rezidüel kapasite ve oksijenasyon sağlanmaya çalışılırken, 

surfaktan inaktivasyonunun en aza indirilmesi mümkün olabilir.  Ancak bazı 

bebeklerde solunum çabası invazif olmayan solunum desteğine karşın yetersiz kalır ve 

entübe edilerek mekanik ventilasyonda izlenmesi gerekebilir. İnvazif mekanik 

ventilasyon ise endotravma, barotravma, volütravma ve atelektotravmaya bağlı olarak 

akciğer hasarını arttırır.  

Bir çalışmada gebelik yaşı ≤28 hafta ve postnatal 7-14. günleri arasında, invazif 

MV desteği yanında, inhale nitrik oksit (iNO) tedavisi de alan prematüre bebeklerde, 
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toplam beş doza kadar çoklu surfaktan tedavisi verilmiş, bu tedavinin 36-40. 

haftalarında BPD'nin azalmadığı gösterilmiştir (42). 

Prematüre apnesinde kullanılan metilksantinler, özellikle kafeinin erken 

dönemde ve proflaktik kullanımının prematüre bebeklerde hafif/orta BPD sıklığını 

azaltabileceğine dair yayınlar bulunmaktadır, ancak uzun dönem sonuçlarıyla ilgili ek 

çalışmalara ihtiyaç vardır (43-45). 

İnflamasyonun BPD patogenezinde önemli bir rolü vardır. Steroidler anti-

inflamatuar etkilerine ilave olarak, sürfaktan üretimini arttırmakta, hava yolu ödemini 

azaltmaktadır. Steroidler ayrıca kapiller kaçağı stabilize edip, beta-adrenerjik 

aktiviteyi arttırmakta ve total akciğer fibrozisini azaltmaktadırlar. Bu etkileri 

sayesinde pulmoner fonksiyonları ve gaz değişimini düzelterek ekstübasyonu 

kolaylaştırmakta ve sonuç olarak BPD gelişimini engelleyebilmektedirler (46). 

Steroidin etkisi; tedaviye başlama zamanı (çok erken, erken, geç), steroid kullanma 

süresi, total doz ve kullanılan steroid tipine (deksametazon veya hidrokortizon) 

bağlıdır. BPD tedavisinde steroidlerin birçok merkezde farklı şekilde kullanılmasına 

rağmen kısa dönemdeki etkileri tartışmalıdır. İnhale steroidlerin mortalite, BPD, 

ventilatör veya O2 tedavi süresi üzerine etkisi saptanamamıştır (47). Postnatal 

steroidlerin serebral palsiyi arttırıcı etkilerinden dolayı çok erken (ilk 96 saat) 

dönemde kullanılmaması önerilmektedir. BPD veya uzun süre mekanik ventilatör 

tedavisi de serebral palsi için artmış bir risk oluşturmaktadır. Steroid kullanımı 

sırasında hiperglisemi, gastrointestinal perforasyon, hipertansiyon, enfeksiyon, 

steroide bağlı kardiyomiyopati ve büyüme geriliği gibi komplikasyonların geliştiği 

bildirilen diğer yan etkilerdir. Steroidlerin kısa ve uzun süreli yan etkileri dikkate 

alındığında her hastaya rutin uygulanabilecek kadar masum olmadıklarını söylemek 

doğru olacaktır (47).  

Vitamin A hem güçlü bir antioksidan olması hem de solunum yolu epiteli 

bütünlüğü üzerindeki olumlu etkileri nedeniyle kullanılmaktadır. Fakat prematüre 

bebeklerde vitamin A depoları ve vitamin A transport taşıyıcı protein, "retinol-binding 

protein" (RBP) düzeyleri düşüktür ve bu durum BPD gelişme riski ile ilişkili 

bulunmuştur (48).  



13 
 

Nitrik oksitin alveoler ve vasküler gelişimde rol oynaması ve eksikliğinin 

BPD'ye neden olabilmesi sebebiyle BPD'nin önlenebilmesi için iNO kullanılması 

araştırılmış, fakat bu çalışmaların sonuçları da tutarsız olarak değerlendirilmiştir. 

Cochrane sistematik derlemesinde iNO tedavisinin BPD'yi önleme etkisinin olmadığı 

bildirilmiştir (49). 

KÖK HÜCRE (KH) VE KH-KAYNAKLI TEDAVİLER 

Kök hücre ve KH-kaynaklı tedaviler plastisite ve rejenerasyon yeteneği yüksek 

organlar düşünüldüğünde ümit verici bir tedavi seçeneği olarak değerlendirilebilir. 

Kök hücrelerin özellikleri arasında köken aldığı hücreye ya da başka özelleşmiş 

hücrelere dönüşebilmek, yüksek rejenerasyon kapasitesine sahip olmak, uygulandığı 

dokuya fonksiyonel destek sağlayabilmek, sınırsızca bölünebilmek sayılabilir (2, 50). 

Bazı neonatal hastalık (İVK, BPD, NEK, vb.) modelleri ile yapılan deneysel hayvan 

çalışmalarında KH'lerin yararlı olabileceği gösterilmiştir (2, 51). KH'lerin etki 

mekanizmaları engraftman ve ekstraselüler vezikül (EV) (eksozom sekretom) aracılı 

parakrin mekanizmalardır (2, 50).  

Ekstraselüler veziküller prokaryotik ve ökaryotik hücrelerden hücre dışı ortama 

salınırlar (52, 53). Bu salınma fizyolojik ve patolojik koşullarda olabilmektedir. 

EV'lerin çapları 20-10.000 nm arasında değişmektedir (54). EV'ler tüm vücut 

sıvılarında (anne sütü, idrar, kan ve beyin omurilik sıvısı) bulunabilmektedir. 

Görevleri arasında hücreler arası iletişim sağlamak, hücresel homeostazın devamı, 

fonksiyonel biyomoleküllerin transfer edilmesi yer almaktadır (52-58). EV'lerin üç 

çeşit biyotipi vardır ve bunlar eksozomlar, mikro veziküller ve apoptotik cisimlerdir 

(54). Ekstraselüler proteinler, nükleik asitler, lipitler, küçük moleküller ve iyonlar 

hücre zarının invajinasyonu yoluyla intraselüler alana girer. Böylece erken endozom 

meydana gelir ya da endoplazmik retikulum, trans-golgi ağı ve mitokondri bileşenleri 

tarafından oluşturulan erken endozomlarla füzyon yapabilir. Erken endozomlar 

intraselüler etkileşmeyle geç endozomları meydana getirir (59-64). Endozomal zarın 

içe doğru invaginasyonuyla multiveziküler cisim (MVC) meydana gelir. MVC 

intralüminal veziküller (ILV) içerir ve multiveziküler endozom diye de bilinir. MVC 

içerikleri lizozomlar ve otofagozomlarla füzyon yaparak intraselüler alana salınabilir 

veya hücre membranıyla füzyon yoluyla ILV'ler eksozomlar halinde ekstraselüler 
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alana salınabilir (60, 65). EV'lerin hücreler arası iletişim ve sinyal iletimi, 

koagülasyon, hastalıklara karşı immünite, hücre çoğalması, apoptoz engellenmesi, 

endotelyal hücrelerde angiyogenez indüklenmesi, doku yenilenmesi, hücre 

diferansiyasyonunun düzenlenmesi gibi etkileri vardır (59, 66-70). Bu ve benzeri 

sebeplerle EV'lerin birçok hastalığın tanı ve tedavi süreçlerinde kullanılması yaygındır 

(59, 70-73). Olgun dentritik hücrelerden salınan EV'ler, doğrudan CD4+ veya CD8+ 

T hücrelerini hedefleyip bu hücreleri aktive veya inhibe eden peptid-MHC 

kompleksleri sunar (71-74). Endotel progenitör hücrelerden (EPC) oluşan eksozomlar, 

mikrovasküler endotel hücrelerince kullanılarak vasküler onarıma fayda sağlar. 

EPC'den türetilen EV'ler, insan mikrovasküler endotel hücrelerinin çoğalma ve göç 

etme yeteneğini önemli ölçüde artırarak, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), IL-8, 

anjiyopoietin-1, E-selektin, VEGF faktörü A, VEGFR-2, hipoksi ile indüklenebilir 

faktör-1α (HIF-1α), kemokin (C-X-C motifi), ligand-16 (CXCL16), trombosit türevli 

büyüme faktörü-a polipeptidi (PDGFA) gibi bir dizi pro-anjiyogenik sitokinin 

seviyesini yükseltir (75). 

Anne sütü yenidoğanların ideal beslenmesini sağlamakla birlikte sekretuar 

immünoglobulinler, beyaz kan hücreleri ve antimikrobiyal faktörlere (lizozimler, 

oligosakkaritler ve antimikrobiyal peptitler gibi) de sahiptir. Yenidoğanın immün 

sistemini ve gastrointestinal sistem (GİS) gelişimini destekler (76-79). Lactobacillus 

ve Bifidobacterium bakterileri içerir, bebek mikrobiyotasına etki ederek bağırsağın 

bariyer bütünlüğüne olumlu etki yapar, bazı antiinflamatuar sitokinlerin üretimini 

indükleyen oligosakkaritler içerir (78-81). Anne sütü ani bebek ölümü sendromu, NEK 

ve ROP insidansını azaltır (82-84). Hastane yatış oranını azaltır ve nörogelişimsel 

gelişime de katkı sağlar (85, 86). Metabolik sendrom ve insülin direnci de anne sütüyle 

beslenen bebeklerde daha az görülür (85-87). Anne sütü EV'lerde bulunan doku 

faktörü koagülasyonu tetikler, meme başında emmeye bağlı hasarı tamir eder (3, 88). 

Süt EV'lerinin intestinal epitel proliferasyonu arttırarak apoptozu azalttığı, hasar ve 

inflamasyonu azalttığı, kök hücre etkinliğini arttırdığı gösterilmiştir (89-94). Süt 

EV'leri, immün aktiviteyi düzenler ve human immundeficiency virüs (HIV), 

cytomegalo virüs (CMV) gibi virüslere karşı korur (95-98). EV'ler bu terapötik 

etkilerini yüzeylerine bağlı veya vezikülün içinde bulunan moleküller (DNA, RNA, 

proteinler, enzimler ve miRNA'lar gibi) ile gerçekleştirir ve artrit, kanser ve 
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osteoporoz gibi hastalıklarda da yararlı etkileri olduğu gösterilmiştir (99-103). Mevcut 

bilgilerimiz ışığında, anne sütünden elde edilen EV ile deneysel BPD modeli 

oluşturulan ratlara anne sütü EV'lerinin intragastrik olarak verildiği tek bir çalışmada; 

BPD profilaksisi veya tedavisinde EV'lerin olumlu etkilerinin olduğu gösterilmiştir 

(104). Bu çalışma dışında literatürde başka bir çalışma şu ana kadar yayımlanmamıştır. 

Tıp alanındaki teknolojik ve bilimsel gelişmeler düşük doğum ağırlıklı 

bebeklerin yaşama oranlarını arttırmıştır, ancak bu bebeklerde uzun dönemde ciddi 

morbiditeler sık görülmektedir ve bunların en önemlilerinden birisi BPD'dir. BPD 

özellikle ≤1000 gram doğan prematüre bebeklerde daha sık görülen multifaktöriyel bir 

kronik akciğer hastalığıdır. BPD gelişiminin önlenmesi ya da BPD olmuş bebeklerin 

optimal tedavisi konusunda önemli gelişmeler olmakla birlikte hastalığın 

patogenezinin anlaşılması, önlenmesi ve tedavi modalitelerinin geliştirilmesi için daha 

fazla sayıda çalışmaya ihtiyaç vardır. Bu maksatla çalışmamızda, anne sütünden elde 

edilen eksozomların, prematüre bebeklerde önemli bir sağlık sorunu olan BPD 

hastalığının önlenmesinde veya tedavisinde etkili olup olmadığını BPD modeli 

oluşturulan rat yavrularında parenteral uygulayarak histopatolojik ve biyomikyasal 

etkilerini araştırmayı amaçladık. 
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MATERYAL VE METOD 

DENEY HAYVANLARI 

Deney için vahşi tip Sprague-Dawley rat yavrusu kullanılması planlandı. 

Hayvanlar hijyenik makrolon kafesler içerisinde klimalı odalarda 12 saat aydınlık, 12 

saat karanlık ortamda muhafaza edildi. Adlibitum olarak beslenen 48 adet rat yavrusu 

kullanıldı. 

BPD MODELİNİN OLUŞTURULMASI  

BPD modeli için Zhou Y ve arkadaşları (104) tarafından tanımlanan hiperoksi 

kaynaklı akciğer hasarı modeli kullanıldı. BPD modeli için rat yavruları postnatal 1. 

günden 7. güne kadar pleksiglastan imal edilen kapalı alanlarda hiperoksiye (oksijen 

konsantrasyonu %85) maruz bırakıldı. Oksijen konsantrasyonu günde iki defa kontrol 

edildi (anestezik gaz monitörü, Drager, 1996) ve nem oranı %60-80 arasında tutulacak 

şekilde ayarlandı, ayrıca ortamdaki karbondioksit soda-lime ile uzaklaştırıldı. 

Rat yavruları her birinde 8 adet olmak üzere 6 gruba ayrıldı. Grup I (kontrol ya 

da sağlıklı grup), sağlıklı rat yavruları (ilaç veya salin verilmeyen ve BPD modeli 

oluşturulmayan, kontrol grubu); Grup II (BPD grubu), BPD modeli oluşturulan ama 

başka herhangi bir işlem uygulanmayan grup; Grup III (Profilaktik Plasebo grubu), 

BPD modeli oluşturulan ve 1. günden 6. güne kadar subkutan 0,1 ml salin uygulanan 

grup; Grup IV (Profilaktik Tedavi grubu), BPD modeli oluşturulan ve 1. günden 6. 

güne kadar 0,1 ml/100 µl subkutan anne sütü eksozomu (1x105 eksozom) uygulanan; 

Grup V (Plasebo Tedavi grubu), BPD modeli oluşturulan ve postnatal 7. günden 11. 

güne kadar subkutan 0,1 ml salin uygulanan ve Grup VI (Tedavi grubu), BPD modeli 

oluşturulan ve postnatal 7. günden 11. güne kadar 0,1 ml/100 µl subkutan anne sütü 

eksozomu (1x105 eksozom) uygulanan gruplar olarak oluşturuldu. Deney sonrası Grup 

I-IV postnatal 7. günde, Grup V ve VI ise 11. günde son dozdan 4-6 saat sonra ötenazi 

edildi.  
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Şekil 2. Pleksiglastan imal edilen kapalı alanda deney düzeneği 

 

 

 

 
Şekil 3. Deneyde kullanılan Sprague-Dawley cinsi rat yavruları 
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ANNE SÜTÜ ÖRNEĞİ VE EKSOZOM İZOLASYONU  

Gönüllü ve onam veren annelerden mature süt örneği alınarak eksozom 

izolasyonu yapıldı. Annelerden süt örneği alınma ve saklanma koşulları literatürde 

belirtildiği şekilde uygulandı (95). İnsan anne sütü örneklerinden eksozomları izole 

etmek ile ilgili uluslararası kabul gören standart bir protokolün olmaması nedeniyle, 

literatürde sınırlı sayıda bulunan kaynaklarda belirtilen güncel protokol olan 

ultrasantrifügasyon yöntemiyle eksozom elde edildi (95). Anne sütü örneklerinden 

eksozom izolasyonundan sonra, MISEV2018 kriterleri kapsamında eksozom 

karakterizasyonu yapıldı (105). Nanopartikül İzleme Analizi (NTA) ile süt-kökenli 

eksozomların büyüklük dağılımı ve konsantrasyonları belirlendi. Bu analiz Hacettepe 

Üniversitesi İleri Teknolojiler Uygulama ve Araştırma Merkezi'nden hizmet alımı ile 

yapıldı. İzole edilen eksozom örneklerinden lizatlar hazırlandı. Bu amaçla, aşağıda 

belirtildiği şekilde hazırlanmış olan lizis çalışma tamponu kullanılarak protokol 

uygulandı: 

I. 1x lizis tamponuna (Cell Signalling Tech.), 1µl proteaz inhibitör kokteyli 

(100x) (Cell Signalling Tech.) ve 1 µl EDTA (0.5 M) eklenerek toplamda 100 µl 

çalışma lizis tamponu elde edildi. 

II. 100 µl çalışma lizis tamponuna 100 µl eksozom örneği eklenerek homojenize 

edildi. Örnekler 15 dk buzda inkübe edildikten sonra, tekrar homojenize edilerek 

eksozomal protein lizatları hazırlandı (Bu lizatlar, eksozomların protein miktarlarının 

belirlenmesinde ve Western Blot analizlerinde kullanıldı).  

Eksozomların protein miktarları Bradford yöntemi ile belirlendi. Bu amaçla 

ticari bir kit (DC Protein Assay, BioRad) ve ticari protein standardı (Protein Standard 

II, BSA, BioRad) kullanıldı. Eksozomal belirteçlerin seçiminde MISEV2018 kriterleri 

değerlendirmeye alındı (105). Western Blot analizleri, anti-CD9, anti-CD63, anti-

TSG101, anti-kalneksin, anti-β aktin primer antikorları ve HRP-konjuge sekonder 

antikoru kullanılarak tamamlandı. Anne sütü-kökenli eksozom örnekleri ticari kit 

yardım ile üretici firmanın belirttiği protokole uyularak PKH26 boyası (fluoresan 

boya)ile işaretlendi (Sigma Aldrich).  
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AKCİĞER DOKU ÖRNEĞİNDE EKSOZOMLARIN VARLIĞININ 

BELİRLENMESİ 

Fluoresan boya ile işaretlenmiş eksozom örnekleri uygulandıktan sonra rat 

yavruları, gruplarına göre doğum sonrası 7. veya 11. günde intraperitoneal 

pentobarbital sodyum (200 mg/kg) uygulanarak ötenazi edildi ve her bir rat 

yavrusundan alınan akciğer doku örnekleri ayrıldı. Ayrılan akciğer doku örneklerinin 

frozen kesitleri (10 µm kalınlıkta) alındı ve kesitler fluoresan mikroskopi yardımı ile 

analize edildi. 

 

 
                        Şekil 4A                                          Şekil 4B 

 

Şekil 4. Akciğer doku örneklerinde eksozom varlığının gösterilmesi (Floresan 

mikroskop ile x100 büyütmede bakılan akciğer dokusu frozen kesitlerindeki yeşil 

alanlar eksozom geçişini göstermektedir) 

 

HİSTOPATOLOJİK ANALİZLER 

 

Ötenazi edilen rat yavrularının torakotomi ile açılan göğüs boşluğundan 

çıkarılan sağ akciğer dokusu 24 saat %10'luk tamponlanmış formaldehit çözeltisi 

içinde bekletildi. Rutin takip işlemlerinden sonra parafine gömülen örneklerden 

histopatolojik inceleme için 5 µm kalınlıkta kesitler hazırlandı. Kesitler rutin olarak 

Hematoksilen&Eozin (H&E) boyası, histokimyasal olarak Mason-Trikrom boyası, 

immünohistokimyasal kas spesifik aktin boyası ile boyandı. Akciğer doku 



20 
 

örneklerinde alveolar yüzey alanı skoru, fibrozis ve düz kas aktin skoru 

değerlendirmesi patoloji uzmanı tarafından yapıldı. 

Alveol yüzey alanı semikantitatif ölçümü için H&E ile boyanan sağ akciğerkerin 

periferik kısımlarından seçilen rastgele 10 alan X100 büyütme ile değerlendirildi. 

Alveol yüzey alanı azalmasına göre derecelenme şu şekilde belirlendi(106): 

Azalma yok: 0 

Hafif azalma: 1 

Orta azalma: 2 

Belirgin azalma: 3 

Fibrozis değerlendirmesi için H&E ve Mason-Trikrom ile boyanan sağ 

akciğerlerin orta-alt loblarının periferinde rastgele 10 alan X100 büyütme ile incelendi. 

Fibrozis dereceleri şu şekilde belirlendi (107): 

Fibrozis yok: 0 

Hafif fibrozis: 1 

Orta fibrozis: 2 

Ağır fibrozis: 3 

 Düz kas aktin (SMA) boyaması için formalinde tespit edilmiş parafine gömülü 

dokulardan alınan kesitler (3 µm kalınlıkta) elektrostatik yüklü lamlarda hazırlandı ve 

60 santigrat derecede etüvde minimum 2 saat kurutma işlemi uygulandı. Ventana, 

BenchMark XT tam otomatik immünohistokimya boyama cihazında bütün boyama 

işlemleri, antijen açığa çıkarma ve deparafinizasyon işlemleri gerçekleştirildi. 

Hematoksilen ve mavileştirici solüsyon kullanılarak zıt boyama cihazda tamamlandı. 

Kesitlere dehidratasyon, ksilen ile şeffaflandırma ve lamel ile kapatma işlemleri elde 

yapılmak suretiyle immünohistokimya protokolünün tamamlanması sağlandı. Düz kas 

aktine (Clone 1A4) yönelik primer antikor 1/500 oranında dilüasyonla damlatıldı. 20 

dakika süresinde inkübasyon yapıldı. Primer ve sekonder antikor için uygun olan 

kesitlere pozitif ve negatif kontrol olarak aynı işlem uygulandı. Rastgele 10 adet 

periferik akciğer alanı X100 büyütmede immünohistokimyasal skorlama amacıyla 
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seçildi. Dağılım ve yoğunluk açısından 0’dan 3’e kadar düzenlenen bir gösterge 

çizelgesiyle semikantitatif skorlama yapılarak pozitif boyanma derecesi 

değerlendirildi (108). 

BİYOKİMYASAL ANALİZLER 

Alınan sol akciğer doku örnekleri fosfat tampon salin solüsyonu içine alınarak, 

Tıbbi Biyokimya Laboratuvarına gönderilerek dokuların soğuk ortamda 

homojenizasyonu gerçekleştirildikten sonra en az 10 dk 3000 devirde santrifüj işlemi 

uygulandı. Daha sonra bu doku örneklerinden TAS ve TOS düzeyleri ticari ELISA 

kitleri ile biyokimya uzmanı tarafından analiz edildi. Sol akciğer dokuları alındıktan 

sonra sıvı nitrojen ile dondurularak hassas tartı ile tartıldı ve her 1 gr dokuya 9 ml %60 

etanol olacak şekilde etanol solüsyonuna koyuldu. Biyokimyasal analizler için -80 

derecede dondurularak saklandı. TAS ve TOS çalışılması için kitlerin içindeki uygun 

doku tamponları eklendi ve homojenitör ile homojenize edildi. Doku 

homojenizasyonu için fosfat tampon salin solüsyonu kullanıldı. Dokular hassas terazi 

ile tartıldı ve her 1 miligram dokuya 9 mikrolitre %10 fosfat tampon salin solüsyonu 

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

TAS ölçümleri için yapılan spektrofotometrik ölçümde ticari kitler kullanıldı 

(Elabscience). ELISA plaklarına 10 mikrolitre standart 10 mikrolitre örnek yüklendi. 

Kitin içinden çıkan reagent 1 her örneğe 200 mikrolitre eklendi. Elde edilen karışım 

660 nm’de 37 santigrat derecede birinci okuma yapıldı. Sonra 20 mirolitre reagent 2 

konuldu.  5 dakika sonra 660 nm’de 37 santigrat derecede ikinci okuma yapıldı. Hazır 

standart kite göre yapılan hesaplama sonuçları mmol Trolox Eq/L birimiyle ifade 

edildi (109). 

TOS ölçümleri için yapılan spektrofotometrik ölçümde ticari kitler 

kullanıldı(Elabscience). ELISA plaklarına 20 mikrolitre standart 20 mikrolitre örnek 

yüklendi. Kitin içinden çıkan reagent 1 her örneğe 200 mikrolitre eklendi. Elde edilen 

karışım 590 nm’de 37 santigrat derecede birinci okuma yapıldı. Sonra 50 mirolitre 

reagent 2 konuldu.  5 dakika sonra 590 nm’de 37 santigrat derecede ikinci okuma 

yapıldı. Hazır standart kite göre yapılan hesaplama sonuçları mikromol H2O2 Eq/L 

birimiyle ifade edildi (110). 
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Ötenaziden hemen sonra rat yavrularından serum ayırıcı tüpe alınan kardiyak 

kan santrifüje edildi. Santrifüj sonrası ependorf tüplere ayrılan serum örnekleri -20 

derece ve daha altındaki sıcaklıklarda buzdolabında saklandı ve sonrasında oda 

ısısında toplu olarak alınan serumlardan ticari ELISA kitleri ile TAS ve TOS düzeyleri 

antijen antikor reaksiyonuna dayalı sandviç immün ölçüm yöntemi ile Tıbbi 

Biyokimya Araştırma Laboratuvarı’nda analiz edildi. Ayrıca oksidatif stres indeksi 

(OSİ, “TOS/TAS”) değerleri de değerlendirildi. 

 
Şekil 5. Torakotomi ile akciğer dokusunun çıkarılması 

 

İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

Çalışma gruplarının biyokimyasal verileri aritmetik ortalama ± standart sapma, 

median ve minimum-maksimum değerler olarak verilirken, histopatolojik değerler 

nümerik sayı olarak verildi. Çalışma gruplarının sayısal biyokimyasal parametreleri 

dağılımı normal aralıkta saptanmış olup, gruplar arasındaki farklılığı belirlemede One-

way ANOVA testi ve Tukeypost-hoc testi kullanılırken, histopatolojik değerlendirmede 

non-parametrik test (Kruskal Wallis ve Benferoni düzeltmeli Mann-Whitney U testi) 

kullanıldı. Saptanan sonuçlar arasındaki farklılık için P<0.05 olduğu durumlar 

istatistiksel bakımdan anlamlı olarak değerlendirilidi. İstatistiksel analizlerde SPSS 

(version 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yazılım programı kullanıldı.  
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BULGULAR 

Deney sonlandırıldığında 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 çalışma tamamlandı. Toplam 6 

rat deney sürecinde kaybedildi.  

BİYOKİMYASAL BULGULAR 

Akciğer dokularında TOS değerleri incelendiğinde 6 grup arasında istatistiksel 

olarak anlamlı farklılık saptanmıştır. Arasında anlamlı fark bulunan gruplara 

bakıldığında, hiperoksik akciğer hasarı (BPD modeli) oluşturulan grubun Profilaktik 

Tedavi, Plasebo Tedavi ve Tedavi gruplarına göre anlamlı şekilde yüksek TOS 

değerlerine sahip olduğu, ayrıca Profilaktik Plasebo grubunun da Profilaktik Tedavi 

ve Plasebo Tedavi gruplarına göre anlamlı şekilde yüksek TOS değerlerine sahip 

olduğu görülmüştür (Tablo 3). Akciğer dokusu TAS değerleri bakımından 6 grup 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmemiş, onun için ikili 

kıyaslamalar yapılmamıştır (Tablo 3).  

Tablo 3. Akciğer dokularında TOS ve TAS değerleri 
 Gruplar   TOS AC TAS AC 

Grup I – Sağlıklı 

(n: 8) 

A.O ±S.S 17,71 ± 3,39 0,06 ± 0,04 

Med (IQR) 17,58 (14,43 - 20,22) 0,06 (0,03 - 0,09) 

min - maks 13,19 - 23,35 -0,01 - 0,12 

Grup II – BPD 

(n: 8) 

A.O ±S.S 23,06 ± 4,31 0,07 ± 0,05 

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 III – Profilaktik 

Plasebo 

(n: 7) 

A.O ±S.S 18,93 ± 4,78 0,06 ± 0,09 

Med (IQR) 18,61 (14,85 - 23,48) 0,06 (0,02 - 0,13) 

min - maks 12,12 - 26,15 -0,08 - 0,18 

Grup IV - Profilaktik Tedavi 

(n: 7) 

A.O ±S.S 12,2 ± 3,66 0,04 ± 0,05 

Med (IQR) 11,67 (9,58 - 16,17) 0,05 (0,01 - 0,07) 

min - maks 6,45 - 16,17 -0,05 - 0,09 

Grup V – Plasebo Tedavi 

(n: 6) 

A.O ±S.S 12,52 ± 2,32 0,01 ± 0,02 

Med (IQR) 11,95 (10,67 - 14,98) 0,02 (-0,01 - 0,03) 

min - maks 9,65 - 15,86 -0,01 - 0,03 

Grup VI – Tedavi 

(n: 6) 

A.O ±S.S 13,06 ± 2,2 0,02 ± 0,03 

Med (IQR) 13,59 (11,27 - 14,72) 0,01 (-0,01 - 0,05) 

min - maks 9,29 - 15,53 -0,01 - 0,06 

Gruplar arası p 
0,0001 (F=10,418)  

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

>0,05 

0,254 (F=1,383) 

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı farklılık; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart sapma; Med (IQR): Ortanca 

(25.-75. Yüzdelikler); min – maks: en küçük – en büyük değerler; F: Tek yönlü varyans analizi 
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Kanda bakılan TOS ve TAS değerleri bakımından 6 grup arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmemiştir (Tablo 4).  

Tablo 4. Kan örneklerinde TOS ve TAS değerleri 

 
 Gruplar   TOS KAN TAS KAN 

Grup I – Sağlıklı 

(n: 8) 

A.O ±S.S 15,06 ± 1,81 1,52 ± 0,53 

Med (IQR) 14,81 (13,53 - 17,08) 
1,68 (1,18 - 

1,81) 

min - maks 12,52 - 17,2 0,46 - 2,12 

Grup II – BPD 

(n: 8) 

A.O ±S.S 16,58 ± 5,63 1,47 ± 0,15 

Med (IQR) 18,14 (9,85 - 21,14) 1,5 (1,28 - 1,6) 

min - maks 7,68 - 21,99 1,23 - 1,61 

Grup III – Profilaktik 

Plasebo 

(n: 7) 

A.O ±S.S 15,08 ± 0,57 1,31 ± 0,4 

Med (IQR) 15,23 (14,5 - 15,58) 
1,28 (1,02 - 

1,62) 

min - maks 14,41 - 15,79 0,85 - 1,95 

Grup IV - Profilaktik 

Tedavi 

(n: 7) 

A.O ±S.S 17,66 ± 3,28 1,63 ± 0,67 

Med (IQR) 18,67 (14,32 - 20,23) 
1,52 (1,12 - 

2,29) 

min - maks 12,61 - 21,25 0,71 - 2,57 

Grup V – Plasebo Tedavi 

(n: 6) 

A.O ±S.S 15,46 ± 0,64 1,85 ± 0,4 

Med (IQR) 15,59 (14,88 - 16,02) 
1,95 (1,43 - 

2,09) 

min - maks 14,45 - 16,13 1,29 - 2,42 

Grup VI – Tedavi 

(n: 6) 

A.O ±S.S 18,31 ± 4,32 2 ± 0,27 

Med (IQR) 17,22 (14,94 - 21,07) 
2,03 (1,75 - 

2,21) 

min - maks 14,72 - 26,44 1,62 - 2,38 

Gruplar arası p 
>0,05 

0,403 (F=1,055) 

>0,05 

0,107 (F=1,993) 

A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart sapma; Med (IQR): Ortanca (25.-75. Yüzdelikler); min – maks: en küçük 

– en büyük değerler; F: Tek yönlü varyans analizi 

Ayrıca TOS değerinin TAS değerine oranı olarak değerlendirilen OSİ değerleri 

incelendiğinde gruplar arasındaki istatistiksel bir farklılık saptanmamıştır (Tablo5). 
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Tablo 5. Kan ve akciğer örneklerinde OSİ değerleri 

Gruplar   OSI_AC OSI_KAN 

Grup I – Sağlıklı 

(n: 8) 

A.O ± S.S 122,38 ± 903,23 12,11 ± 7,57 

Med 

(IQR) 
348,66 (175,83 - 455,23) 

9,14 (8,13 - 

15,05) 

   

Grup II – BPD 

(n: 8) 

A.O ± S.S 64,93 ± 729,47 11,47 ± 4,13 

Med 

(IQR) 
243,05 (132,25 - 433,93) 

13,59 (6,16 - 

13,95) 

   

Grup III – 

ProfilaktikPlasebo 

(n: 7) 

A.O ± S.S 322,06 ± 477,91 12,39 ± 3,75 

Med 

(IQR) 
216,86 (108,23 - 463,7) 

12,36 (9,34 - 

15,45) 

   

Grup IV - Profilaktik 

Tedavi 

(n: 7) 

A.O ± S.S 475,13 ± 864,25 12,68 ± 5,48 

Med 

(IQR) 
215,62 (94,67 - 414,85) 

12,3 (8,51 - 

17,15) 

   

Grup V – PlaseboTedavi 

(n: 6) 

A.O ± S.S 55,56 ± 936,09 8,76 ± 2,12 

Med 

(IQR) 
439,2 (-888,13 - 746,83) 

8,04 (7,47 - 

11,08) 

   

Grup VI – Tedavi 

(n: 6) 

A.O ± S.S -2437,61 ± 4961,84 9,13 ± 1,48 

Med 

(IQR) 
-329,2 (-4952,23 - 377,37) 9,35 (7,8 - 10,29) 

   

Gruplar arası p >0,05 >0,05 

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

HİSTOPATOLOJİK BULGULAR 

Akciğer dokularındaki alveolar yüzey alanı, fibrozis ve düz kas aktin skoru 

incelemeleri Tablo 6’da gösterilmiştir. 

Alveolar yüzey alanı durumları incelendiğinde 6 grup arasında istatistiksel 

olarak anlamlı farklılık olduğu tespit edilmiştir (p<0,001). Sağlıklı, kontrol grubuna 

göre Grup IV hariç tüm gruplarda belirgin etkilenmenin olduğu, Profilaktik Tedavi 

(Grup IV) grubunun alveolar yüzey alanı etkilenmesini Grup II, III, V ve VI’ya göre 

belirgin azalttığı görülmektedir (p<0,05, Tablo 6 ve 7).   
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Fibrozis durumları incelendiğinde 6 grup arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık tespit edilmemiştir (p>0,05).  

Düz kas aktin skoru durumları incelendiğinde 6 grup arasında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık olduğu tespit edilmiştir (p<0,001). Sağlıklı, kontrol grubuna göre 

Grup IV hariç tüm gruplarda belirgin etkilenmenin olduğu, Profilaktik Tedavi (Grup 

IV) grubunun düz kas aktin skorlarının Grup II, III, V ve VI’ya göre belirgin azaldığı 

görülmektedir (p<0,05, Tablo 6 ve 7). 

Tablo 6. Akciğer dokularında alveolar yüzey alanı, fibrozis ve düz kas aktin skoru 

  

Gruplar 
Gruplar  

Arası P 

Grup I –  

Sağlıklı 

(n: 8) 

Grup II 

BPD 

(n: 8) 

Grup III 

Profilaktik 

Plasebo 

(n: 7) 

Grup IV – 

Profilaktik 

Tedavi 

(n: 7) 

Grup V  
Plasebo 

Tedavi 

(n: 6) 

Grup VI  
Tedavi 

(n: 6) 

 

Alveolar 

Yüzey 

Alanı 

Azalma 

yok 
2 (%25) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%14,3) 0 (%0) 0 (%0) 

0,0001*  

(kk=40,596) 

Hafif 

Azalma 

3 

(%37,5) 
0 (%0) 0 (%0) 4 (%57,1) 0 (%0) 0 (%0) 

Orta 

Azalma 

3 

(%37,5) 
6 (%75) 3 (%42,9) 2 (%28,6) 

1 

(%16,7) 

5 

(%83,3) 

Belirgin 

Azalma 
0 (%0) 2 (%25) 4 (%57,1) 0 (%0) 

5 

(%83,3) 

1 

(%16,7) 

Fibrozis 

Fibrozis 

yok 
4 (%50) 

3 

(%37,5) 
1 (%14,3) 4 (%57,1) 

1 

(%16,7) 

4 

(%66,7) 0,246  

(kk=6,669) Hafif 

Fibrozis 
4 (%50) 

5 

(%62,5) 
6 (%85,7) 3 (%42,9) 

5 

(%83,3) 

2 

(%33,3) 

Düz kas 
Aktin 

Skoru 

,00 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%14,3) 0 (%0) 0 (%0) 

0,0001*  

(kk=54,702) 

1,00 
7 

(%87,5) 
0 (%0) 0 (%0) 6 (%85,7) 0 (%0) 0 (%0) 

2,00 
1 

(%12,5) 
6 (%75) 5 (%71,4) 0 (%0) 3 (%50) 

6 

(%100) 

3,00 0 (%0) 2 (%25) 2 (%28,6) 0 (%0) 3 (%50) 0 (%0) 

*p<0,0001 istatistiksel olarak anlamlı farklılık; frekans ve yüzde (%) değerleri gösterilmiştir. kk: Ki-

kare testi 

 

Alveolar yüzey alanı skorları bakımından gruplar arasında ikili incelemeler 

yapıldığında; hiperoksik akciğer hasarı ile BPD modeli oluşturulan (Grup II) ratlarda 

alveolar yüzey alanının kontrol grubuna (Grup I) göre belirgin olarak etkilendiği 

(p<0,01), buna karşın profilaktik olarak uygulanan anne sütü eksozomunun (Grup IV) 

alveolar yüzey alanı etkilenmesini Grup III (Profilaktik Plasebo), Grup V (Plasebo 

Tedavi) ve Grup VI (Tedavi)’ya göre belirin şekilde azalttığı (p<0.05), ayrıca sağlıklı 

kontrol grubuyla aralarında istatistiksel bir farklılığın olmadığı saptandı. Anne sütü 

eksozomunun tedavi (Grup VI) edici özelliği değerlendirildiğinde; alveolar yüzey 
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alanı bakımından etkinliğinin sadece plaseboya kıyasla etkin olduğu (p<0.05), 

proflaktik tedavi karşısında etkisiz (p<0.05) ve BPD grubuyla istatistiksel bir 

farklılığın olmadığı görülmüştür (Tablo 6). Bu sonuçlarla, hiperoksik akciğer 

hasarlanmasının (BPD modeli) alveolar yüzey alanını belirgin olarak etkilediği, 

profilaktik anne sütü eksozomu uygulamasının ise belirgin olarak bu etkilenmeyi 

azalttığı saptanmıştır.  

Düz kas aktin skorları bakımından gruplar arasında ikili incelemeler 

yapıldığında; Grup II (BPD)’nin sağlıklı gruba (Grup I) göre belirgin etkilendiği 

(p<0.01), yine kontrol grubuna göre Grup IV dışında diğer tüm gruplarla aralarında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığın olduğu (p<0.01), buna karşın profilaktik anne 

sütü uygulanan grubun (Grup IV) ise Grup II (BPD), Grup III (Profilaktik Plasebo), 

Grup V (Plasebo Tedavi) ve Grup VI (Tedavi)’ya göre düz kas aktin skorlarını belirgin 

düzelttiği (p<0.01), ancak kontrol grubuyla (Grup I) aralarında istatistiksel bir 

farklılığın olmadığı saptandı (Tablo 6). Bu durum hiperoksi uygulanan gruplarda 

akciğer düz kas aktin içeriğinin belirgin olarak arttığını, ancak proflaktik anne sütü 

eksozom uygulamasının akciğer düz kas aktin skorlarını belirgin olarak düzelttiğini 

ortaya koymaktadır. 

Tablo 7. Akciğer dokularında alveolar yüzey alanı ve düz kas aktin skoru değerleri, 

ikili karşılaştırmalar 
Gruplar   Alveolar yüzey alanı Düz kas aktin skoru 

Grup I – Sağlıklı (n: 8) 

A.O ± S.S 1,13 ± 0,83 1,13 ± 0,35 

Med (IQR) 1 (0,25 - 2) 1 (1 - 1) 

min - maks 0 - 2 1 - 2 

Grup II – BPD (n: 8) 

A.O ± S.S 2,25 ± 0,46 2,25 ± 0,46 

Med (IQR) 2 (2 - 2,75) 2 (2 - 2,75) 

min - maks 2 - 3 2 - 3 

Grup III –Proflaktik Plasebo(n: 

7) 

A.O ± S.S 2,57 ± 0,53 2,29 ± 0,49 

Med (IQR) 3 (2 - 3) 2 (2 - 3) 

min - maks 2 - 3 2 - 3 

Grup IV - Profilaktik Tedavi(n: 

7) 

A.O ± S.S 1,14 ± 0,69 0,86 ± 0,38 

Med (IQR) 1 (1 - 2) 1 (1 - 1) 

min - maks 0 - 2 0 - 1 

Grup V – Plasebo Tedavi (n: 6) 

A.O ± S.S 2,83 ± 0,41 2,5 ± 0,55 

Med (IQR) 3 (2,75 - 3) 2,5 (2 - 3) 

min - maks 2 - 3 2 - 3 

Grup VI – Tedavi (n: 6) 

A.O ± S.S 2,17 ± 0,41 2 ± 0 

Med (IQR) 2 (2 - 2,25) 2 (2 - 2) 

min - maks 2 - 3 2 - 2 

Gruplar arası p 0,0001 (kw=25,235)  0,0001 (kw=31,814)  

İkili karşılaştırmalar 
*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 anlamlı farklılık; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart sapma; Med (IQR): Ortanca 

(25.-75. Yüzdelikler); min – maks: en küçük – en büyük değerler; kw: Kruskal Wallis Varyans Analizi 
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Şekil 6A (Grup 1)    Şekil 6B (Grup 2) 

 

 
Şekil 6C (Grup 3)    Şekil 6D (Grup 4) 

  

 
Şekil 6E (Grup 5)    Şekil 6F (Grup 6) 

 

Şekil 6. Akciğer dokularında fibrozisin değerlendirilmesi (x10, Mason-Trikrom 

boyama).  
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Şekil 7A (Grup 1)    Şekil 7B (Grup 2) 

 

 
Şekil 7C (Grup 3)    Şekil 7D (Grup 4) 

 

 
Şekil 7E (Grup 5)    Şekil 7F (Grup 6) 

 

Şekil 7. Akciğer dokularında düz kas aktin (SMA) boyama değerlendirilmesi(x10, 

SMA boyama).  
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Şekil 8A (Grup 1)                                 Şekil 8B (Grup 2) 

 

 
Şekil 8C (Grup 3)                                 Şekil 8D (Grup 4) 

 

 
Şekil 8E (Grup 5)                                 Şekil 8F (Grup 6) 

 

Şekil 8. Akciğer dokusu alveol yüzey alanı değerlendirmesi (x10, H&E boyama) 
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Şekil9A (HAH grubu)                                  Şekil9B (Grup 4) 

 

Şekil 9. X4 büyütmede H&E boyamada grup 2 ve 4 

 

Profilaktik anne sütü eksozomunun (Grup 4) hiperoksik akciğer hasarına (HAH) göre 

akciğer alveol yüzey alanı skorunu belirgin düzeltmesi görülmekte. 
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TARTIŞMA 

BPD, prematüre bebeklerde sık görülen bir komplikasyondur. Son yıllarda 

yenidoğan yoğunbakım ünitelerinde ventilasyon imkan ve yöntemlerinin gelişmesi, 

gebelikte steroid uygulaması, doğum sonrası sürfaktan uygulaması gibi gelişmelerle 

25-28 hafta gibi daha küçük haftada doğan bebeklerin yaşam şansı artmıştır. Bu 

bebeklerde daha hafif bulgularla seyreden “yeni BPD” görülmektedir. 

BPD gelişiminde etiyoloji tam olarak net olmasa da başta 

prematürite/immatürite, mekanik ventilasyon ve oksijen toksititesi olmak üzere 

prenatal enfeksiyon, gebelikte sigara içilmesi, annede hipertansiyon ve intrauterin 

büyüme kısıtlılığı, şiddetli RDS, PDA, akciğer ödemi, erkek cinsiyet ve genetik 

gibibazı risk faktörleri tanımlanmaktadır (18). Bu faktörlerin sebep olduğu akut 

akciğer hasarı nedeniyle akciğerde yapısal ve fizyolojik değişiklikler meydana 

gelmektedir (19). 

Prematüre bebeklerin oksidatif strese daha duyarlı olmaları nedeniyle oksidatif 

stres BPD oluşumunda önemli bir mekanizmadır. Patogenezde serbest radikal 

oluşumu ve antioksidan sistem dengelerinin bozulması etkilidir. Oksijen toksisitesi, 

BPD gelişimindeki en önemli nedenlerden biridir. Bizim çalışmamızda da yenidoğan 

ratlarda BPD modeli oluşturmak amacıyla daha önceki çalışmalarda da kullanıldığı 

gibi (104) hiperoksi modeli kullanılmıştır.  

Akciğer gelişimi sırasında sakküler ve alveoler evrelerde akciğer yüzey alanı 

ve alveol sayısında artış, kan damar sayı ve maturasyon artışı gerçekleşir ve interstisyel 

aralıkların daralmasıyla alveol ve kapiller arasında ince bir bariyer oluşarak etkili gaz 

alışverişi sağlanır (16). Eski BPD, hava yolu düz kaslarında hiperplazi, skuamöz 

metaplazi, alveollerde fibrozis, fibroproliferasyon, pulmoner arter hipertansyonuna 

bağlı bulgular ve alveol yüzey alanında azalma ile karakterizedir. Yeni BPD’de ise 

alveollerde hipoplazi, asiner kompleks ve vasküler yatak azalması, dismorfizm, 

değişen miktarlarda hava yollarının düz kaslarında hiperplazi ve intersitisyel 

fibroproliferasyon ile eski BPD’yle karşılaştırıldığında daha hafif arteriyel ve 

arteriolar lezyonlar mevcuttur (17). Çalışmamızda alveolar yüzey alanı skorları 

bakımından gruplar değerlendirildiğinde; hiperoksik akciğer hasarı ile BPD modeli 

oluşturulan ratlarda alveolar yüzey alanının kontrol grubuna göre belirgin olarak 
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etkilendiği, buna karşın profilaktik olarak uygulanan anne sütü eksozomunun alveolar 

yüzey alanı etkilenmesini hem hiperoksik akciğer hasarlanması grubu hem de diğer 

tüm gruplara göre belirin şekilde azalttığı, ayrıca sağlıklı kontrol grubuyla aralarında 

istatistiksel bir farklılığın olmadığı saptandı. Anne sütü eksozomunun tedavi edici 

özelliği değerlendirildiğinde ise alveolar yüzey alanı skorunu sadece plaseboya kıyasla 

azalttığı, ancak profilaktik anne sütü eksozomu uygulamasına karşın etkisiz olduğu ve 

BPD grubuyla da istatistiksel bir farklılığın olmadığı görüldü. Böylece hiperoksik 

akciğer hasarlanmasının alveolar yüzey alanını belirgin etkilediği, profilaktik anne 

sütü eksozomu uygulamasının ise belirgin olarak bu etkilenmeyi azalttığı saptanmıştır. 

Daha önce yapılan ve hiperoksik akciğer hasarında Bosentan etkilerini araştıran bir 

çalışmada da hiperoksiye maruz bırakılan ratlarda alveol yüzey alanında belirgin 

azalma saptandığı gösterilmiştir (13). Elde ettiğimiz bulgular hiperoksik akciğer 

hasarında erken anne sütü eksozom uygulamasının geç uygulamaya, ya da tedavi 

grubuna göre alveol yüzey alanı açısından çok daha olumlu sonuçlar sağladığını 

göstermektedir. 

Oksidatif stres nedeniyle gerçekleşen hücresel hasar ve hücre ölümü fibrozise 

neden olarak BPD gelişimine sebebiyet vermektedir (111). Fibrozis sürecinde aktif 

miyofibroblastlarda büyüme ve skar dokusu oluşumu meydana gelmektedir. 

Çalışmamızda akciğer dokularında fibrozis durumları incelendiğinde 6 grup arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit edilememiştir. Bu durumun fibrozis 

oluşması için yeterli süre geçmemiş olabileceği ve vaka sayısının azlığına bağlı 

olabileceği düşünülmüştür. Daha önce yapılan ve bizim çalışmamızdan daha uzun süre 

hiperoksi uygulanan bir çalışmada hiperoksi uygulanan ratlarda fibrozis gelişimi 

gösterilmiştir (13). 

Daha önceki benzer çalışmalarda hiperoksi maruziyetiyle BPD modeli 

oluşturulan yenidoğan ratların akciğer dokularında düz kas aktin skorunun arttığı, 

Bosentan (13) ve Resveratrol (112) uygulamalarının düz kas aktin skorunu azaltıcı 

yönde etkilerinin olduğu gösterilmiştir. Çalışmamızda düz kas aktin skorları 

bakımından gruplar değerlendirildiğinde; hiperoksik akciğer hasarı oluşturulan 

ratlarda sağlıklı kontrol grubuna göre belirgin etkilenme olduğu, yine kontrol grubuna 

göre Grup IV (Profilaktik Tedavi) dışında diğer tüm gruplarla aralarında istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılığın olduğu, buna karşın profilaktik anne sütü uygulamasının 
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ise Grup II (BPD), Grup III (Profilaktik Plasebo), Grup V (Plasebo Tedavi) ve Grup 

VI (Tedavi)’ya göre düz kas aktin skorlarını belirgin düzelttiği, ancak kontrol grubuyla 

aralarında istatistiksel bir farklılığın olmadığı saptanmıştır. Bu durum hiperoksi 

uygulanan gruplarda akciğer düz kas aktin içeriğinin belirgin olarak arttığını, ancak 

profilaktik anne sütü eksozom uygulamasının akciğer düz kas aktin skorlarını belirgin 

olarak düzelttiğini ortaya koymaktadır. 

 Akciğer için oksijenin toksik etkilere sahip olduğu bilinmektedir. Neonatal 

ratlarda %50 ve üstünde oksijene maruziyetin akciğer hasarına neden olduğu bazı 

çalışmalarda gösterilmiştir (113). Yüksek oksijenin akciğerler üzerindeki toksik 

etkileri serbest oksijen radikallerinin çeşitli molekülleri (DNA, protein, lipit vb) 

etkileyerek hasar oluşturması nedeniyle meydana gelmektedir. Böylece hiperoksi, 

distal hava yollarında gelişmede duraklamaya sebep olacak etkiler oluşturmaktadır 

(111). Hiperoksi maruziyeti nedeniyle reaktif oksijen ürünlerinin artışı ve oksidan stres 

meydana gelmektedir (7). Bu etkiler özellikle prematüre bebeklerde belirgindir. Bunun 

nedeni prematüre bebeklerde intraselüler antioksidan mekanizmaların term bebeklere 

göre yetersiz olması ve oksidatif stresten sonra term bebeklerde antioksidan 

mekanizmaların enzimleri yeterince indükleyebilmesine rağmen prematüre 

bebeklerde bu indüklenmenin yeteri kadar olamamasıdır. 

 Oksidatif stres birçok neonatal dönem hastalığında çok önemli rol 

oynamaktadır. Çalışmalarda prematüre yenidoğanlarda oksidatif stres ile intrauterin 

büyüme geriliği, nekrotizan enterokolit, BPD, intraventriküler kanama, fetal 

inflamatuar yanıt sendromu, erken neonatal sepsis, prematüre retinopatisi arasında 

pozitif asosiyasyon olduğu gösterilmiştir (114). Başka bir çalışmada oksidatif stresin, 

pulmoner damarların yoğunluğunda azalma ve pulmoner arteriyoler duvarların 

kalınlaşması ile sonuçlanan vasküler tonusun ve pulmoner vazodilatörlere verilen 

yanıtın modülasyonu yoluyla yenidoğanlarda pulmoner hipertansiyon patogenezinde 

de rol oynadığı gösterilmiştir (115). Çalışmamızda BPD modeli oluşturulan yenidoğan 

ratlarda oksidatif stres belirteci olarak TOS ve TAS düzeyleri ile erken ve geç subkutan 

anne sütü eksozomu uygulamasının bunlar üzerindeki etkileri incelenmiş, ayrıca 

TOS/TAS oranı olarak adlandırılan oksidatif stres indeksi (OSİ) de değerlendirilmiştir.  

 Erel tarafından geliştirilmiş bir ölçüm yöntemi olan TAS, serumdaki 

antioksidanların durumunu gösterir. Bizim çalışmamıza benzer bir çalışma olan 
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neonatal ratlarda hiperoksiyle indüklenmiş pulmoner hasar sonrası dekspantenol 

uygulaması yapılan Özdemir ve ark.’nın çalışmasında, TAS düzeyleri bakımından 

gruplar arasında anlamlı bir farklılık saptanmaz iken, TOS düzeyi hiperoksi uygulanan 

gruplarda yüksek, dekspantenol uygulanan gruplarda ise düşük saptanmıştır (116). 

Çalışmamıza benzer başka bir çalışma olan Taban’ın çalışmasında yenidoğan ratlarda 

hiperoksik akciğer hasarı sonrası bosentan uygulaması yapılmıştır. Bu çalışmada TAS 

düzeyi hiperoksi grubunda anlamlı derecede düşük saptanmıştır. TOS düzeyinde 

anlamlı farklılık geç bosentan tedavisi verilen gruba göre oda havasında bosentan 

verilen grupta saptanmış, diğer gruplar arasında ise anlamlı farklılık saptanmamıştır 

(13). Zhou ve ark.’nın hiperoksik akciğer hasarı oluşturulan yenidoğan ratlarda anne 

sütü eksozomu uygulaması yapılan çalışmasında anne sütü eksozomunun tip II 

alveoler epitel hücrelerinin proliferasyonunu indükleyerek ve IL-17 sinyal yolu 

üzerinden apoptozlarını inhibe ederek BPD üzerinde koruyucu etki yaptığı 

gösterilmiştir (104). Hiperoksik akciğer hasarı ile BPD modeli oluşturulan 

çalışmamızda, hiperoksik hasar grubunda (Grup II) TOS değerlerini Profilaktik 

Tedavi, Plasebo Tedavi ve Tedavi gruplarına göre anlamlı şekilde yüksek, ayrıca 

Profilaktik Plasebo grubunun da Profilaktik Tedavi ve Plasebo Tedavi gruplarına göre 

anlamlı şekilde yüksek TOS değerlerine sahip olduğu görülmüştür. Ancak, akciğer 

dokusu TAS ve kandan bakılan TOS ve TAS değerlerindeve ayrıca hem akciğer doku 

hem de kan OSİ değerlerindeistatistiksel olarak gruplar arasında anlamlı bir farklılık 

saptanamamıştır. Bu sonuçlar hiperoksik akciğer hasarlanmasında TOS değerlerinin 

belirgin arttığını, buna karşın proflaktik grupta daha belirgin olsa daanne sütü 

eksozomu uygulanmasının TOS değerlerini belirgin azalttığını göstermiştir.   

 Literatürde şu ana kadar hiperoksik akciğer hasarı modeli ve subkutan anne 

sütü eksozomuyla ilgili başka bir çalışmaya rastlanmamıştır. Çalışmamız bu yönüyle 

literatürde ilk olma özelliği taşımaktadır. 
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SONUÇLAR 

Hiperoksik akciğer hasarı uygulamasıyla BPD modeli oluşturulan bu deneysel 

çalışmada;  

A) Alveol yüzey alanları incelendiğinde hiperoksiyle BPD modeli oluşan ratlarda 

kontrol grubuna göre belirgin etkilenme olduğu, 

B) Profilaktik olarak uygulanan anne sütü eksozomunun alveolar yüzey alanı 

etkilenmesini Grup III (Profilaktik Plasebo), Grup V (Plasebo Tedavi) ve Grup 

VI (Tedavi)’ya göre belirin şekilde azalttığı, ancak kontrol grubuyla aralarında 

anlamlı bir farklılığın olmadığı, 

C) Anne sütü eksozomu tedavisinin sadece plaseboya kıyasla etkili olduğu, 

hiperoksik grupla aralarında istatistiksel bir farklılığın olmadığı, profilaktik 

anne sütü eksozomu uygulamasının ise tedaviye üstün olduğu,  

D) Düz kas aktin skorları değerlendirildiğinde; hiperoksik grubun (BPD) sağlıklı 

gruba göre belirgin etkilendiği,  

E) Kontrol grubuna göre Grup IV dışında düz kas aktin skorlarının diğer tüm 

gruplarda belirgin yüksek olduğu,  

F) Profilaktik anne sütü eksozomu uygulamasının Grup II (BPD), Grup III 

(Profilaktik Plasebo), Grup V (Plasebo Tedavi) ve Grup VI (Tedavi)’e göre 

düz kas aktin skorlarını belirgin düzelttiği, ancak kontrol grubuyla aralarında 

istatistiksel bir farklılığın olmadığı, 

G) Akciğer fibrozisi değerlendirmesinde gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılığın olmadığı,  

H) Hiperoksik akciğer hasarı ile BPD modeli oluşturulan grupta (Grup II) TOS 

değerlerinin Profilaktik Tedavi, Plasebo Tedavi ve Tedavi gruplarına göre 

anlamlı şekilde yüksek olduğu, 

İ) Profilaktik Plasebo grubunun da Profilaktik Tedavi ve Plasebo Tedavi 

gruplarına göre anlamlı şekilde yüksek TOS değerlerine sahip olduğu, 

J) Akciğer dokusu TAS ve kandan bakılan TOS ve TAS değerlerinde istatistiksel 

olarak gruplar arasında anlamlı bir farklılık olmadığı,  

K) Gruplar arasında OSİ bakımından da istatstiksel bir farklılık olmadığı 

saptanmıştır. 
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 Hiperoksik akciğer hasarlanması yöntemiyle ratlarda oluşturulan BPD 

modelinin akciğer alveolar skor değerinin kontrol grubuna göre belirgin yüksek 

saptanması, düz kas aktin değerlendirmesinde kontrol grubuna göre belirgin 

etkilenmenin gösterilmesiyle hiperoksik akciğer hasarlanmasının histopatolojik olarak 

oluştuğunu göstermektedir. Akciğer fibrozisi bakımından gruplar arasında istatistiksel 

bir farklılık olmasa da BPD ve plasebo gruplarında hasar riskinin daha yüksek olduğu 

görülmektedir. Akciğer ve kan TOS değerlerinin yine BPD grubunda yüksek olduğu 

ancak kontrol grubuyla aralarında istatistiksel anlamlı bir farkın olmadığı saptanmıştır. 

Akciğer ve kan TAS değerleri bakımından da anlamlı bir farklılık gösterilememiştir. 

Anne sütü eksozomu uygulaması bakımından değerlendirildiğinde ise özellikle 

profilaktik anne sütü eksozomu uygulamasının hem akciğer alveolar yüzey alanı 

skorunu iyileştirmesi hem de düz kas aktin skorunu belirgin düşürmesi ve ayrıca 

akciğer doku TOS değerlerini de belirgin düşürmesi nedeniyle hiperoksik akciğer 

hasarında belirgin histopatolojik ve biyokimyasal düzelme yaptığını, yani belirgin 

koruyucu rolünün olduğunu ortaya koymaktadır. Ayrıca yine profilaktik anne sütü 

eksozomu uygulaması total oksidan etkilenmeyi de plasebo grubuna göre de belirgin 

azaltmaktadır.   

 Sonuç olarak, hiperoksik akciğer hasarı ile BPD modeli oluşturulan bu 

deneysel çalışmada proflaktik anne sütü eksozomu uygulamasının hem histopatolojik 

hem de biyokimyasal olarak akciğer hasarını önleyici etkisinin olduğu gösterilmiştir. 

BPD yenidoğan yoğun bakım ünitelerinin önemli bir sağlık sorunu olarak görülmeye 

devam etmekte ve şu an için de kesin bir tedavisi bulunmamaktadır. Son yıllarda 

özellikle erken tanı ve önleyici stratejiler üzerinde durulmaktadır, bu yönüyle önleyici 

bir tedavi yöntemi olarak anne sütü eksozumunun BPD gelişme ihtimali yüksek olan 

bebeklere profilaktik olarak uygulanması bakımından bu çalışmamızın önemli 

olduğunu, ancak bu alanda daha kapsamlı ve ileri çalışmalara ihtiyaç duyulduğunu 

düşünüyoruz. 
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