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DENEY SEL BRONKOPULMONER DiSPLAZI MODELINDE
AKTIVE PROTEIN C TEDAViSI

Ozet:
Giris:
Broncopulmonary displazi prematiire bebeklerin akcigerlerinde inflamasyon, fibrozis,
ve gelisim defektleri ile ortaya cikar. Aktive Protein C (APC) antikoagilan ve
antiinflamatuvar 6zelliklere sahip bir serin proteazdir. Sunulan bu ¢aligsmada, hiperoksik
akciger hasarlanmasi olan ratlarda intraperitoniyal verilen aktive protein C (APC)’'nin
terapotik etkilerini degerlendirdik.
Metod:
Calisma postnatal 3. glinde baslayip 13. giine kadar devam etti. Sicanlar 3 gruba ayrildh.
Grup 1'de bulunan sicanlar (n=14) kontrol grubu olarak oksijene maruz birakilmayip
oda havasinda tutuldu. Grup 2 (salin ve hiperoksi) ve 3 (APC tedavisi ve hiperoksi)
pleksiglastan imal edilen kapali alanda tutuldu. Tim sicanlar postnatal 14. ginde
sakrifiye edildi. Akciger dokusu torokotomi ile c¢ikarildi. Histopatolojik arastirma ve
sitokin ekspresyonlar1 degerlendirildi.
Sonuclar:
Vaskuler konjesyon, kucuk hava yollarindaki elastik liflerde azalma, alveoller arasi
septumda kalinlasma ve diffiiz alveolar tikanma APC tedavisi ile dizeltilmistir. 1L-1

beta, IL-6 and TNF-alfa gibi sitokin ekspresyonlar: istatistiksel anlamli olarak
azalmustir.

Tartisma

Bizim sonuglarimiz hiperoksi siresince uygulanan APC tedavisinin alveolar yapiyi
korudugu ve fibrozisi azalttigim gostermistir. O nedenle, biz preterm infantlarda APC
tedavisi ile BPD gelisimi riskinin azaltilacag: sonucuna vardik.

Anahtar kelimeler:

Aktive protein C; bronkopulmoner displazi; hiperoksi; proinflamatuvar sitokinler



ACTIVATED PROTEIN C TREATMENT IN AN EXPERIMENTAL MODEL
OF BRONCOPULMONARY DYSPLASIA

Summary:
Backraund:

Broncopulmonary dysplasia occurs with inflammation, fibrosis, and maturation defects
of lungs of preterm babies. The serine protease activated protein C (APC) possesses
prominent anticoagulant and anti-inflammatory actions. In the present investigation, we
evaluated therapeutic effect of intraperitoneal instillation of APC on the hyperoxic lung
injury in the rat.

Metod:

The experiment was begun on postnatal day 3 and continued through postnatal day 13.
Three groups were defined. The rats belonging to group 1 were designated as control
group and kept in room air without exposure to hyperoxia. Group 2 (saline with
hyperoxia), Group 3 (APC treatment with hyperoxia) were kept in Plexiglas chamber.
All of the rats are sacrified postnatally on the 14th day. Lung tissues are removed by

toracotomy. Histopathologic research and cytokine expressions were evaluated.
Results:

Vascular congestion, decrease in elastic fibrills in small airways, thickening of the
interalveoler septum and diffuse alveolar obstruction were getting better with APC
therapy. Cytokine expressions like IL-1 beta, IL-6 and TNF-alfa are also statistically
diminished.
Conclusions:

Our results suggest treatment with APC during hyperoxia exposure is associated with
improved alveolar structure, and decreased fibrosis. Therefore, we conclude that
treatment of preterm infants with APC might reduce the risk of developing BPD.

Key words:

Activated protein C; broncopulmonary dysplasia; hyperoxia; proinflammatory cytokines



1. Giris

Bronkopulmoner displazi (BPD), preterm bebeklerde gorilen, akciger dokusunda
inflamasyon, fibrozis ve gelisim bozuklugu ve/veya duraklamasi sonucunda ortaya
¢ikan kronik akciger hastaligidir. Bronkopulmoner displazi, prematire dogan bebeklerin
tim hayat: boyunca ciddi morbiditelere yol acar. Prematire dogum, solunum
yetmezligi, oksijen tedavisi ve mekanik ventilasyon, BPD gelisiminde dort temel risk
faktorini olusturmaktadir (1, 2).

Bronkopulmoner displazi gelisimini 6nlemekte basarili tek bir yontem yoktur.
Premattr dogumlarin engellenmesi, prenatal steroid tedavileri, postnatal dénemde
surfaktan, anti-inflamatuvar ajanlar, yeni mekanik ventilasyon stratejileri, antioksidan
tedaviler ile hastalik siddeti azaltilabilmektedir (3). Bronkopulmoner displazinin
Onlenmesi ve tedavisi konusunda arastirmalar devam etmektedir.

Bronkopulmoner displazi tedavisinde, gliniimuzde etkinligi kanitlanmis bir tedavi
modeli bulunmamaktadir. Literatirde hiperoksi ile olusturulan ve “yeni BPD”'nin
histolojik 0Ozelliklerini gosteren modellerde, tedavi etkinligini degerlendiren yeterli
calisma bulunmamaktadir. Bu calismada amag; aktive protein C (APC) tedavisinin
hiperoksiye bagli akciger hasarimin giderilmesindeki etkinligini, histopatolojik dizeyde
degerlendirmektir.

Protein C hepatositlerde K vitaminine bagimli olarak Uretilen bir serin proteazi
olup dolasimda inaktif formdadir, aktive olmadikga antikoagilan etki gostermez.
Koagulasyon sirasinda ortaya ¢ikan trombin damar endotel hiicrelerinin yizeyindeki
trombomoduline baglamr ve protein C aktivasyonu baglar. Aktive protein C
antikoagllan etkisini proteoliz ile FVilla ve FVay: inaktive ederek goOsterir.
Mekanizmas: tam anlasiimamus bir yoldan plazminojen aktivator inhibitord — 1'i (PAI —
1) endoteliyal protein C reseptori (EPCR) araciligiyla nétralize ederek endotelial
bariyer butunlGguni duzenler, gucli antienflamatuvar, antiapoptotik, proliferatif
etkinlik gosterir (4). Literatirde damar yolu ile verilen APC'nin lipopolisakkarit ile
gelisen pulmoner damarsal hasarlanmay: Onledigi, 16kosit infiltrasyonu, damar
gecirgenligi ve intersitisyel 6dem gelisimi Uzerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir.
Ayrica sigan astma modelinde inhalasyon yolu ile verilen rhAPC’ nin antienflamatuvar
etkinligi de kanitlanmitir (5).

Yenidogan farelerde EPCR ekspresyonunun eriskinlere gore daha disuk oldugu
gogerilmis, ancak postnatal 7. gunde sayi1 ve dagilim agisindan benzer Ozellik
kazanilmistir (6). Protein C dizeyleri zamaninda dogan bebeklerde eriskin diizeylerinin



sadece %40'1 kadar olup prematiire bebeklerde daha da dustktir. Protein C yolundaki
bu dogumsal eksiklikler yenidogamn antienflamatuvar ve  antikoagilan
mekanizmalarinin defektif olmasi ile sonuglanabilir (7).

Tdm bu bilgilerin 1s1g1nda, multifaktoryel patolojik sirecin rol oynadigi yeni
BPD'de, farkli etki mekanizmalari nedeniyle aktive protein C etkinligini
degerlendirmeyi amagladik.

2.Gene Bilgiler
2.A.Kronik Akciger Hastal1g1

2.A.1 Tam

Amerika Birlesik Devletleri’nde 2000 yilinda yapilan ulusal diizeyde bir ¢alisma
sonucunda giiniimtizde de gegerli olan BPD tanimi ortaya gikmustir (Tablo 1). (1-3)

Tablo 1. Bronkopulmoner displazi tarisal kriterlerinin tammlanmasi
Gestasyond hafta (GH)

< 32 hafta > 32 hafta
Degerlendirme zamam | 36 GH veya taburculuk’ Postnatal >28 giin ve
<56 giin veya taburculuk”
BPD siddeti®
Hafif Oda havasi soluma Oda havas: soluma
Orta <%30 oksijen ihtiyact <%30 oksijen ihtiyact
Agir >%30 oksijen velveya pozitif basingli | >%30 oksijen vefveya pozitif

ventilasyon ihtiyaci basingli ventilasyon ihtiyaci

&Tum infantlar en az 28 glin sireyle oksijen (FiO, > %21) tedavisi almis olup siiregen
solunum sikintisi bulgular1 gostermelidir.
"Hangisi daha 6nce olursa

2.A.2 Tarihge

Bronkopulmoner displazideki tarihsel gelisime baktigimizda; Northway ve
arkadaglar1 1967 yilinda, agir RDS gelisen prematire bebeklerde, alti1 glint asan sirede
aralikl1 pozitif basingli mekanik ventilasyon ve yiksek konsantrasyonda oksijen tedavisi
sonrasi ortaya gikan yeni bir kronik akciger hastaligi olarak BPD'yi tammlad: (8).
Amerika Birlesik Devletleri’nde 2000 yilinda yapilan ulusal bir ¢aligmanin sonucunda
guntimtizde de gegerli olan BPD tanmim ortaya ¢ikti (Tablo 1) (9).



2.A.3 GoOrulme siklig1

Degisik toplumlarin hastaliga duyarliligi, tedavide uygulanan farkl: protokoller ve
uzun yillar boyunca hastaligin yerlesik bir tammlamasi olmamasindan dolay: literattrde
bildirilen BPD gorulme siklig1 degiskenlik gdstermektedir. Buna ragmen BPD erken
bebeklik doneminin en sik gorulen kronik akciger hastaligidir (10).

Amerika Birlesik Devletleri’nde ulusal bilgi agindan elde edilen bilgilere goére
1995-1996 yillarinda 500-1500 g dogum agirligina sahip bebeklerin %3-43 Gnin 36
gestayonel haftada (GH) oksijen gereksinimi oldugu bildirilmistir (11). Hastanede yatis
sirasinda en az 28 gun sureyle oksijen ihtiyaci olan bebeklerde hastaligin dogum agirligi
500750 g arasinda olanlarda % 67; 1251-1500 g arasinda olanlarda ise % 1 oraminda
oldugu saptanmistir (12).

Ulkemizde BPD insidans; Dokuz Eylul Universitesi'nden % 2, Inoni
Universitesi’ nden % 4.2, Ankara Universitesi’nden % 10.5, Uludag Universitesi’ nden
ise % 13 olarak bildirilmistir (13-16). insidanslarin genis bir aralikta bildirilmesi BPD
tammi, hasta takibi ve c¢ok dusik dogum agirhikli premattrelerin  oranlarindaki
farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir (1).

2.A.4 Patofizyoloji

2.A.4.1 Normal akciger gelisimi

Akciger gelisimi mekanik ve humoral birgok faktorden etkilenir. Mevcut bilgiler
1s1ginda insanlarda akciger gelisimi asagida belirtilen bes bolime ayrilabilir (17, 18).

1. Embriyonik donem (Konsepsiyon sonrasi 26.gun ile yedinci gestasyonel hafta arasi)
Primordial Onbarsaktan koken alan bir ventra divertikilim, proksimal trakeay:
olusturmak icin kaudale dogru uzamir. Bu trakea, sonrasinda dallanip her iki akcigere
ana bronslarim verir. Bu donemde biytume faktorleri dnemli dizenleyici etkilere
sahiptir.

2. Psbdoglandiler donem (7 — 16 GH arasi)

Havayolunun terminal bronsiolleri olusturmak tzere gelisimi ve solunumsal epitelyal
hticrelerin olusumu belirgindir.

3. Kanalikuler donem (1626 GH arasi)



5.

Solunumsal bronsioller olusur. Ozellikle vaskiiller endotelyal bilyiime faktoriniin
(VEGF) etkisi ile mezenkimal damarlanma artar. Distal kuboid epitelin tip | ve 1l epitel
hicrelerine farklilasmas: tamamlanir.

Sakkiller dénem (Uglincii trimester veya 26/28 — 32/36 GH arasi)

Pulmoner parankimin boyutlarinin arttigi bu dénemde siirfaktan sistemi olgunlasir ve
apopitotik ve anti-apopitotik proteinlerin dengesiyle hava bosluklar1 arasinda yer alan
bag dokusu incelir.

Alveolar dénem ve mikrovaskiler matirasyon (32—-36 GH'da baglar, blyuk cogunlugu
dogumdan sonra meydana gelir)

Sakkiler akcigerde mevcut olan primer septamin Uzerinde sekonder krestin belirmesiyle
alveoller olusur. Immatir alveolar septamin cift kapiller tabakasimin tek tabakaya
doénismesi sonucunda mikrovaskiler matirasyon gergeklesir. Otuzikinci GH' de dogum
olmasi durumunda akcigerlerde olgun alveollere rastlanabilir, ancak tim alveollerin
olgunlasmasi 36. GH itibariyle gergeklesir (19).

2.A.4.2 Eski ve yeni BPD patolojisi

Yenidoganlara mekanik ventilasyon uygulamas: baslamadan Once agir RDS
geciren bebekler ya O0lmekte ya da sekelsiz iyilesmekteydiler. Mekanik ventilasyon
uygulanmaya basladiktan sonra ortaya cikan bu hastalik ilk defa Northway ve
arkadaglar1 tarafindan 1967 yilinda tammlandi. Gelismekte olan akcigerin
havayollarinda ve parankiminde hem hasar hem de kismi onarim goruldigu igin
hastaliga bronkopulmoner displazi ach verildi (8).

Bronkopulmoner displazisinin klasik patolojik 0zellikleri strfaktan tedavisi 6ncesi
doneme ait olup, bozukluklar trakeobronsial agacin her diizeyinde (brons, bronsiol,
alveol, vaskiler yatak) gorilmekteydi. Brons, bronsiol ve alveolar bdlgede inflamasyon,
alveolar septa yikim, fibroproliferasyon; brons ve brongiol etrafinda ise muskuler ve
submukozal bez hiperplazisi ile mukozal skuaomoz metaplazi gorulmekte idi. Muskuler
hipertrofi, endotelyal hiicre hiperplazisi ve azalmis arteriol sayisi vaskiler yatakta
gorilen degisikliklerdi (2).

Gunuimuizde, antenatal kortikosteroidlerin yaygin kullanimi, postnatal siirfaktan ve
daha az agresif mekanik ventilasyon gibi iyilestirilmis neonatal yogun bakim



uygulamalar: sonucunda, akciger gelisimini tamamlamamis ¢cok dusik dogum agirlikl
prematirelerin hayatta kalma oram artmaktadir (3). Gunimiizde, BPD nedeniyle Olen
bebeklerde fibrozis daha az belirgin olup, havalanmanin tim akciger alanlarinda daha
esit olarak dagilim gosterdigi bildirilmektedir. Blyilk ve kiigik havayollarinda epitelyal
metaplazi, diz kas hipertrofisi ve fibrozis daha az izlenmekte, bunlarin yerine
septasyonda aksama ve akciger gelisim donemlerinden sakkiler donemde duraklama,
alveolar doneme gecememeye isaret eden az sayida, ilkel ve biyuk boyutta alveoller 6n
plana gikmaktadir (4).

Tablo 2. BPD patolojisinde yillar iginde gdzlenen degisimler (17)

Eski BPD | Yeni BPD
Yer yer atelektatik, yer yer asir havalanan danlar | +
Havayolu epiteli hasarlanmas Yogun Hafif
Havayolu diiz kas hiperplazis Yogun Degisken
Interstisye! fibroproliferasyon Yogun Hafif
Vaskiiler hipertansif lezyonlar Yogun Hafif
Az sayida alveol + +
Alveolar hipoplazi - +

2.A.4.3 Akciger hasarinin meydana gelis sekilleri

Bronkopulmoner displazi gelisim slrecinde Onemli etkisi olan dort ana
mekanizmadan, sirasiyla inflamasyon, yapisal bozukluklar, fibroproliferasyon ve
gelisim bozulmasi velveya gecikmesinden soz edilebilir. Bunlarin  bir  kism
(inflamasyon, yapisal bozukluklar) eski BPD’de daha aktif rol alirken, gelisim
bozulmas: ve/veya gecikmesi yeni BPD’de daha 6n plandadir. Ancak BPD olgularinda
degisen oranlarda her bilesenin katkisi bulunmaktadir (2):

. Inflamasyon

Yenidogan akciger hasari modellerinde BPD patogenezinde ¢esitli  inflamatuar
hiicrelerin ve aracilarin rol oynadig1 gorulmiistiir (20). Inflamatuar hiicrelerden dzellikle
notrofillerin 6nemli rol oynadigi, hiperoksik akciger hasari gelistirilen notrofilden
yoksun hayvanlarda hiperoksinin daha az hasar verdigi gdzlenmistir (21, 22). TNF-a,
IL-1B, IL-6, IL-8 gibi sitokinler ve |okotrien, tromboksan ve kompleman gibi sitokin
dis1 proinflamatuar maddeler BPD gelisimi ile yakindan iliskili bulunmustur (21, 23).



. Yapisal bozukluklar

Notrofillerin salgiladiklar: reaktif oksijen tirleri ve proteazlar ile akciger parankiminin
cesitli bolgelerinde hticre hasar1 ve yikimina yol agtiklart bilinmektedir (2).

. Fibroproliferasyon

Bronkopulmoner displazide fibrozisin ortaya cikis sekli devam eden arastirmalarin
konusudur. Fibrojenik buyume faktori olan TGF-p'min asir1 Uretildigi  hayvan
modelinde, fibrotik etkisine ek olarak akciger gelisimi tzerine de inhibitor etkisi oldugu
gordlmistar.

. Gelisim bozulmasi/gecikmesi

Belirgin inflamasyon ve fibrozis bulgusu olmaksizin akciger gelisiminde duraklama
olmasi yeni BPD'nin baslica Ozelliklerindendir (9). Fizyolojik gelisim surecinde
endojen glikokortikoidler ve retinoidler akciger gelisimini olumlu yonde etkilerken,
TGF- B’ min inhibitor etkisi de degisimin dengede tutulmasina katkida bulunur (2, 9).

. Damarsal gelisim bozuklugu

Normal akciger olusumu icin distal epitel ve kapiller ag gelisiminin koordine ilerlemesi
cok onemlidir. Birgok BPD modelinde damarsal gelisimin bozuldugu, VEGF
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (24).

Deneysel hayvan calismalarindan elde edilen bilgiler 1s181nda, hiperoksi, hipoksi,
mekanik ventilasyon ve yetersiz beslenme gibi bircok faktorin etkisinin hangi ortak son
yol araciligi ile oldugu net olarak bilinmese de, sonugta akciger septasyonunu azalttigi
gorulmistur. TNF-a, TGF-a, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin asir1 salgilanmas, fizyolojik
dozlarindan daha fazla glikokortikoid uygulanmasi, VEGF ekspresyonunun azalmasi ve
angiogenezisin inhibisyonu gibi faktorler alveoler gelisimin bozulmasina neden
olmaktadir (2, 9, 18).

2.A.5 Etyoloji / risk faktorleri

Bronkopulmoner displazi gelisimi karmasik ve birgok etkene agik bir siregtir. Bu
siirece etki eden etyolojik ajanlarlailgili ayrintili bilgilerin coguna ulasiimasini saglayan
hayvan deneyleri sonucunda; hastalik daha ilk tammlandiginda risk faktorl olarak
vurgulanmis olan prematir dogum, oksijen ve mekanik ventilasyon tedavilerinin ana
risk faktorleri oldugu gorilmiustr (2, 8). Bu faktorler;



. Prematir dogum:

Her ne kadar zamaninda dogan bebeklerde de mekanik ventilasyon veya oksijen
uygulamast sonucu BPD gorilebilse de hastalik cogunlukla immatir, gelisim
basamaklarindan sakkller evreye yeni gecmis akcigere sahip prematire bebeklerde
gordlur (2).

. Oksijen:

Oksijen organizma igin hayati bir gereksinimdir. Ancak, tibbi nedenler ile oksijen
uygulamasinin akciger tzerine hasarli etkileri hem insan hem de havyan calismalarinda
gogerilmistir. Yenidogan hayvanlara sadece oksijen uygulamas: sonucunda bile BPD
patolojisi ile ¢cok benzer bulgular elde edilmistir. Verilen oksijenin dizeyi arttikca
ortaya cikan hasarin boyutu da artmaktadir (25). Hiperoksi, hem hiicre ici reaktif
oksijen turevlerini arttirarak, hem de konagin hiperoksiye inflamasyon ve stres cevabina
neden olarak akciger hasar1 yapmaktadir. Kemirgenlerde % 100 oksijen uygulandiginda
alveol-kapiller bariyerin bozuldugu, pulmoner 6dem ve plevral eflizyon gelistigi
gorilmistar (26). Hiperoksinin distal havayolu dallanmasinda duraklamaya apoptozu
arttirarak neden oldugu One sirdlmustur (27). Prematire yenidoganlarda dogumda
antioksidan duzeylerinin oksijen toksisitesine engel olacak miktarda bulunmadigi
bilinmektedir (25).

. Mekanik ventilasyon:

Y enidoganlarda solunum sikintisi oldugunda kaginilmaz tedavi yontemi olan mekanik
ventilasyon, aymi zamanda, yiuksek basinglar nedeniyle barotravma, akciger hacminin
artmasiyla volUtravma, yetersiz sirfaktana sahip alveollerde tekrarlayan agilma ve
kapanmalar yapmasiyla atelektotravma ve sonucta artmis proinflamatuar sitokinler
nedeniyle biyotravmaya yol acarak akciger hasarina neden olur (2, 26).

. Enfeksiyon:

Hem prenatal hem de postnatal enfeksiyonlarin BPD riskini arttirdigi gordlmustr.
DusUk siddette, asendan gelisen koryoamnionit hem erken doguma yol agmakta hem de
mekanik ventilasyon veya oksijen tedavisi almayan bebeklerde pulmoner inflamasyona
neden olarak BPD riskini arttirmaktadir (20, 28).

. Genetik:

Genetik Ozellikler bazi bebeklerde BPD riskini arttirmakta veya BPD gelistiginde daha
agir seyretmesine neden olmaktadir. Prematire bebeklerin havayolu fonksiyonlarinda
cinsiyet ve irksal farkhiliklar tammlanmistir. HLA-A2 ve ailede astim 6ykusu varligi,
BPD gelisimi veya siddeti ile iligkilidir (2, 4). Surfaktan protein A geni ve surfaktan



protein B geni intron 4 bolgesindeki polimorfizm ile strfaktan protein C geni dominant
mutasyonlarimin BPD varhig: ile iligkili oldugu bulunmustur (29). Ek olarak, ACE
geninde saptanan polimorfizmin BPD sikligi ve siddeti ile iliskili oldugu goralmusttr
(30).

. Diger etkenler:

Semptomatik PDA'mn BPD gelisimine katkist oldugu gordlmuistar (31). Akcigerlerin
yasa gore beklenenden kiguk olmasi, annenin gebelik doneminde sigara kullanmas: da
BPD agisindan risk arttirici diger eimenler olarak tanimlanmustir (32).

2.A.6 Klinik bulgular ve prognoz

Mekanik ventilasyon oncesi donemde, RDS'li infantlar 6lmekte veya solunum
sikintisi olmaksizin iyilesmekteydi (8). Surfaktan ve antenatal steroid uygulamasi ile
BPD epidemiyolojisi, patolojisi ve klinigi belirgin olarak degismistir (3).

Gunumizde BPD’li infantlarin yaklasik Ggte ikisinin dogum agirligi 1,000
gramdan az ve dogum haftas: 28 haftanin altindadir. Bu infantlarin postnatal dénemde
solunum destegi almasinin nedeni agir RDS' den daha sik olarak, apne ve yetersiz
solunum cabasidir. Patent duktus arteriozus, pnomoni veya sepsis, solunum destegi
sliresini uzatan ve inflamasyonu arttiran faktorler olarak one gikmaktadir (10).

Gunumizde Northway ve arkadaslarimin  tammladigi radyolojik  gordnim
karisimiza nadir olarak gikmaktadir (8). Bunun yerine, akciger grafisinde atelektazi,
havalanma artisi  alanlar, cizgisel interstisyel opasiteler ve Kkistik aanlar
gorilebilmektedir (33).

Hastaligin kisa ve uzun dénemde istenmeyen sonuclart mevcuttur. (Tablo 3)
Ozellikle persistan BPD bulgular1 gosteren bebeklerde hayatin ilk birkag yilinda
Ozellikle solunum yolu enfeksiyonlarindan dolay: hastaneye yatis sikligr artmaktadir.
Norogelisimsel sireg agisindan prematire dogum tek basina bir risk faktort olmakla
birlikte, bazi calismalar BPD varliginin bu sirece olumsuz katkist oldugunu
dustndirmektedir. Slrfaktan tedavisi sonrast donemde mortalite azalmakla birlikte
hastaligin  kendisi ve komplikasyonlar1 ginimizde de mortalitenin o6nemli
sebeplerinden olmaya devam etmektedir (2, 8).
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Tablo 3. BPD’nin prognozu

Y enidogan donemi | Uzamis mekanik ventilasyon ve oksijen destegi

Havayolu reaktivitesi

Pulmoner hipertansiyon

Sistemik hipertansiyon

Hastanede uzamis kalim

Bilytme geriligi

Oluim

Uzun dénem Gec mortalite

Anormal kardiyopulmoner fonksiyon

Azalmis egzersiz toleransi

Hastaneye tekrarlayan yatiglar

Bilytme geriligi

Norogelisimsel gerilik

2.A.7 Korunma

Bronkopulmoner displazi patogenezine katilan birgok faktér oldugundan
korunmaya yonelik multidisipliner yaklasim gereklidir (1).

2.A.7.1 Erken dogumun 6nlenmesi

Yeni BPD kavraminda cok disik dogum agirlili prematire bebeklerin yeri
dustnuldiginde, BPD gelisimini engellemede en uygun yaklasimin erken dogumun
Onlenmesi olacag: agiktir (2).

2.A.7.2 Dogum Oncesi tedaviler

Antenatal steroid kullammi, akciger matirasyonunu arttirmasi agisindan onemli
bir yaklasimdir. Tekrarlayan tedavi kirlerinin zararl etkileri nedeniyle, preterm dogum
riski olan gebelere betametazon tedavisinin sadece tek kur olarak kullaniimasi
Onerilmektedir (2).

2.A.7.3 Surfaktan tedavisi

Sirfaktan, akut akciger hasar1 tedavisinde c¢ok basarili olmustur ancak
prematire bebeklerde BPD gorilme sikligina etki etmemistir. Bu durum, BPD gelisme
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riski yuksek olan ¢ok diustk dogum agirlikli bebeklerin hayatta kalma orammnin artmasi
ile agiklanabilir (1).

2.A.7.4 Antienflamatuvar ve bronkodilator ilaglar

Postnatal glikokortikoid uygulamasi ilk uygulandiginda BPD sikligint
azaltmis olsa da uzun donemde ortaya gikan istenmeyen etkileri nedeniyle kullaniimasi
halen tartismalidir (34). Ancak 7-14 gun arasi baslanan steroid tedavisinin mortalite ve
BPD gelisimini norolojik prognozu koétu etkilemeksizin azalttign yakin dénemde
gogerilmistir. Antienflamatuvar amagla kromolin sodyum ve bronkodilattr olarak
salbutamol tedavisi BPD gelisimini 6nlemede etkisiz bulunmustur (35).

2.A.7.5 Patent duktus arteriozusun kapatilmasi

Persistan PDA’s1 olan bebeklerde BPD riski yuksektir. ilaclarla veya cerrahi
olarak erken donemde PDA kapatiimasi BPD riskini azaltmaktadir (1).

2.A.7.6 Sivi tedavisi
Premattire bebeklere gunlik ihtiyaglarindan daha fazla sivi verildiginde BPD riski
artmaktadir, ancak almasi gerekenin altinda sivi kisitlamast yapilmasimin ek fayda

gosterecegi ise tartismalidhr.

2.A.7.7 Enfeksiyonlarin tedavisi
Sepsis BPD riskini arttirmaktadir. Ancak yenidogan doneminde U. urealyticum

gibi BPD ileiligkili mikroorganizmalarin kolonizasyonunun tedavisinin BPD gelisimine
olan etkisi belirsizdir (2).

2.A.7.8 Mekanik ventilasyon uygulamalari

Gunumtuzde gelismis bakim ve tedavi sartlari sonucunda prematire bebeklerin
hayatta kalma oram artmaktadir. Bu infantlarda sik kullanilan, bronkopulmoner displazi
gelisiminde onemli risk faktori olan mekanik ventilasyonun farkli uygulama

tekniklerinin sonuclar: aragtirilmaktadir.

Y Uksek frekansli ossilatuar ventilasyon (HFOV), sirekli pozitif hava yolu basinci
(CPAP) ve permisif hiperkapni uygulamalarimin BPD gelisimi  sonuglarina etkisi
karsilastirildiginda yarart oldugunu belirten yayinlarin yam sira, fark bulunmagigin
bildiren calismalar da mevcuttur. Bununla birlikte BPD gelisimini azaltan en etkili
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yaklasim slrfaktan uygulamasini takiben hastanin ekstiibe edilerek NCPAP' a alinmasidir.
Volum garantili ventilasyon stratgjilerinin kullamlmasi metaanaliz sonucuna gore
ventilasyon suresi ve pnomotoraks sikligimi azaltmakla beraber BPD insidansint sinirda
azaltmaktadir (2).

Son yillarda yapilan calismalar inhale nitrik okstin faydali olabilecegi
yonundedir. Ancak olasi norolojik yan etkileri gbz 6ntine alinarak daha ileri caligmalar
gerekmektedir (2, 36).

2.A.7.9 Antioksidan ve beslenme tedavileri

Immatir akcigerde reaktif oksijen tirevlerinin yol actizi hasarin  BPD
gelisimindeki etkisi iyi bilinmektedir (26). Buradan yola cikarak yapilan insan
calismalarinda intratrakeal CuZn superoksit dismutaz ve intravendz N-Asetilsistein
tedavileri, BPD gelisimini Onlemede beklenen etkiyi gerceklestirememistir. Deney
hayvanlarinda intravendz metalloporfirin kullanildiginda, hiperoksik hasarin kismen
geri cevrildigi gbralmustdr (36).

Prematire bebekler sinirli kalori ve mikronutrient deposu ile dogmaktadirlar.
Yogun kalori desteginin BPD gelisimini Onleyemedigi gordlmus, ancak gesitli
mikronutrient tedavilerinden olumlu sonuclar alinmistir (37). Solunum yolu epiteliyal
hicrelerinin butunlGgunin saglanmasi igin A vitamini esansiyal 6zelliktedir. A vitamini
eksikligi akciger sekresyonlarinin klirensinin azalmasina, trakeobronsiyal epitelde sivi
homeostazinin bozulmasina, silia kaybina, akciger hasarlanmasinin tamirinin yetersiz
olmasina ve sonug olarak akciger kompliyansinda azalmaya yol acar. ELBW infantlarin
serum ve doku retinol dizeyleri dustk oldugundan 1000g alti bebeklere 5000 U/ doz,
IM, haftada 3 giin ve toplam 12 doz olacak sekilde ilk haftadan itibaren kullamlan A
vitamininin BPD insidansim azalttigi gosterilmistir (36).

2.A.7.10 Umut verici yaklasimlar

Henliz birkag calisma ile yararli oldugu gosterilen ancak cok merkezli klinik
calismalar ile desteklenmesi gereken yaklasimlar arasinda inositol destegi, proteinaz
inhibitorleri, antisitokin tedavileri, rekombinant superoksid dismutaz ve gen tedavisi
sayilabilir (2, 36).
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2.A.8. Tedavi

Gunumizde, BPD tedavisinde kullamlan yodntemlerin  gogu bulgularin
azaltilmasina yonelik olup, hastalig1 ortadan kaldirmamaktadir. Birgok tedavi seklinin
de kendine 6zgi yan etkileri oldugundan, BPD’li infantlarin tedavileri hastaligin siddeti
ve bireysel 6zellikler dikkate ainarak belirlenir.

2.A.8.1 Oksijen/VVazodilatorler

Oksijen tedavisi, hipoksik infantlarda solunumsal belirtileri geriletir ve blytmeyi
destekler. Agir BPD olgularinda klinigin bir pargasi olan pulmoner hipertansiyonda,
oksijenin vazodilator etkisi ile pulmoner arter basinglar1 geriler. Ancak en uygun oksijen
satlrasyonu veya PO, konusunda gorus birligi yoktur. Nifedipin ve inhale nitrik oksit
gibi vazodilatbr ajanlar pulmoner damar direncini azaltarak oksijenizasyonun
duzelmesine katkida bulunurlar (2, 38).

2.A.8.2 Dilretikler

Interstisyel alveolar odemin giderilmesi amaciyla dilretikler uzun sire
kullanilmistir. Ancak faydasinin akut ve sinirli olmasi, metabolik yan etkilerinin varligi
ve uzun sureli kullanim sonuglar: konusunda yeterli bilgi olmamasi nedeniyle sistemik
veya aerosol seklinde furosemidin BPD tedavisinde rutin kullammi 6nerilmemektedir
(38).

2.A.8.3 Antienflamatuvar ve bronkodilator ilaglar

Inhale ve sistemik bronkodilatérler BPD tedavisinde cok sik kullanilirlar. inhale
B-agonist (salbutamol, izoproterenol) ve antikolinerjik (ipratropium bromide) ajanlar
kisa donemde solunum fonksiyonlarinda diizelme saglarlar ancak uzun donemde etkileri
hentiz arastirilmamstir.

Sistemik metilksantinler (teofilin ve kafein) bronkodilatasyon, solunumun
uyarilmasi, hafif ditretik etki ve antienflamatuvar etkilere sahiptirler. Ancak uzun
dénem norolojik etkileri konusunda yeterli ¢calisma bulunmamaktadir (2).

2.A.8.4 Mukolitikler

Randomize calismalari olmamakla birlikte intratrakeal veya nebiilize dornase — a

kullanimi BPD’ de gorilen mukus tikaglarim 6nlemekte basarili gorinmektedir (2).
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2.A.8.5 Beslenme

Beslenmenin ve 0zellikle protein aliminin yetersiz olmasi prematir akcigerin
hasara yatkinligim arttirmaktadir. Buradan hareketle beslenme dikkatle diizenlenmelidir
ancak BPD’li infantlara 6zel bilesim ve stireye sahip bir diyet tammlanmamistir (2).

2.A.8.6 Glikokortikoidler

Kisa ve uzun donemde gelisen cesitli metabolik, norolojik ve gastrointestinal
komplikasyonlar nedeniyle glikokortikoidler tedavide rutin kullammdan c¢ikmustir (2,
36).

2.A.8.7 ikincil hastaliklarin énlenmesi

Bronkopulmoner displazili infantlar as1 ile pertussis, influenza ve pndmokoksik
hastaliklardan korunulabilir. Y1l iginde respiratuvar sinsityal virts hastaliklarimn sik
gorildugt donemlerde aylik palivizumab uygulamas: ile hastaneye yatis sikligi
azalmaktadir (2).

2.A.8.8 Umut verici tedaviler

Var olan tedavilerinin gelistiriimesi ve yenilerinin arastirilmas: hem hayvan hem
de insan caligmalar: ile sirmektedir (2, 38). Neonatal hiperokside rekombinan insan
VEGF tedavisinin normal akciger yapisimin kazamlmasim saglacigi gorulmastir (39).
Akciger parankiminde bulunan Endotelin 1 reseptorlerinin tezosentan ile bloke edilmesi
sonucunda hiperoksik akciger hasari1 6nlenmistir. Bir peroksizom proliferator aktivator
reseptor agonisti olan rosiglitazon, deneysel hiperoksik akciger hasari tedavisinde
olumlu etkide bulunmustur. Deneysel BPD’'de kok hicre tedavisinin yeri heniiz
tartigmalidir (40).

2.B.Aktive Protein C
2.B.1. Yapig, sentez ve aktivasyonu

Protein C 62 kDa agirliginda, 419 aminoasitten olusan doga antikoagulandir.
Esas olarak karacigerde sentez edilir, ancak damar endotel hicreleri ve cilt
keratinositlerinden de sentezlenebildigi gosterilmistir. Hasarlanan dokuda endotel
hicresi ve monositler doku faktorini agiga cikarir, bu faktor ekstrinsik koagulasyon
yolunu aktive eder (41, 42). Hicre ytizeyinde trombin, trombomodulinle baglandiginda
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antikoagulan yamit baglatilmis olur. Trombin-trombomodulin  kompleksi EPCR
varliginda protein C'yi aktif formuna donustirdr. Protein C' nin EPCR’ye baglanmasi
PC'nin trombin-trombomodulin kompleksi tarafindan aktivasyonunu yaklasik 20 kat
arttirr (6).

Aktive protein C serin proteaz karakteristigi gosterir. Protein C dolasimda 70
nM civarinda bulunurken APC cok daha dusik konsantrasyonlarda bulunur. Serin
protez inhibitorlerine direngli olup alfa-1 antitripsin, alfa-2 makroglobulin ve protein C
inhibitort tarafindan inhibe edilir. Plazma yar1t émri diger serin proteazlardan daha
uzun olup yaklasik 20 dakikadir (42).

2.B.2. Biyolojik fonksiyonlari

2.B.2.1. Antikoagulan aktivite:

Aktive protein C antitrombotik, profibrinolitik, antiinflamatuar ve antiapopitotik
Ozelliklere sahiptir. Protein C antikoagilan sisteminin diizenlenmesinde anahtar rol
oynar. Protein S kofaktoril olup APC, Faktdor Va ve Vlllay: inhibe eder, trombin
yapimin azaltarak koagiilasyon kaskadini yavaslatir. ilave olarak APC plasminojen
aktivator inhibitorine baglanarak plasminojenin  plasmine dontdsmesinin inhibe
edilmesini engeller, fibrinolizisi de baslatir (43).

2.B.2.2 Antienflamatuvar aktivite:

Koagulasyon Uzerine olan etkilerinden bagimsiz olarak proenflamatuvar
sitokinleri, enflamatuvar ajanlarin endotel hasarlanmasini ve l0kosit birikimini azaltarak
antienflamatuvar 6zellik gosterir. Antikoagilan 6zelliklerinden bagimsiz olarak farkli
hicre tiplerindeki EPCR araciligiyla antienflamatuvar 6zellik gosterdigi kanitlanmustir.
APC direk NF-kappaB p50 ve p52 alt tnitelerinin ekspresyonunu baskilar, TNF-alfa,
hicre adezyon molekilleri olan hicre i¢i adezyon molekili-1, damar adezyon
molekuli-1 ve E-selektin ekspresyonunu bloke eder. Aktive protein C indirekt olarak,
trombin olusumunu inhibe ederek de antiinflamatuvar etkinlik saglar. Sitokin Gretimini,
notrofil kaynakli hasar1 azaltir, nétrofil aktivasyonunu azaltir. NF- B oksidatif streste
hiicre adezyonu, apopitozise aracilik eder, trombin tarafindan indiklenen inflamatuvar
yolaga katilir. Yapilan caligmalarda lipopolisakkarit araciligiyla olusturulan akciger
inflamasyonunda, intravendz yolla verilen APC tedavisinin bronkoalveolar lava
sivisinda notrofil toplanmasint  azalttigi, prokoagulan aktiviteyi baskilamasindan
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bagimsiz olarak sitokin ve kemokin salimmni azalttigi gosterilmistir (44). Deneysel
calismalarda agir PC eksikligi olan farelerin akut enflamatuvar yamitnin asir1 oldugu
gogerilmistir (43).

Aktive protein C'nin agir sepsiste etkinlik ve glvenilirliginin [Recombinant
human protein C Worldwide Evaluation in Severe Sepsis (PROWESS)] arastirildig:
prospektif, randomize, ¢ift kor, cok merkezli, ¢cok uluslu, calismada 1690 agir sepsis
hastasinda serum D-dimer diizeyleri hem tedavi, hem de plasebo grubunda yuksek iken
drotrecogin alfa infizyonu sirasinda D-dimer duzeylerinde anlamli olarak disme
saptanmustir. Sepsiste erken donemde PAI-1 dizeyleri artar ve zamanla azalir, bu
calismada PA1-1 dizeylerinde diisme ¢ok daha fazla olmus, plazminojen diizeyleri daha
yuksek olarak bulunmus, bu da fibrinolizise gidisi desteklemistir. Ayrica serum IL-6
duzeyleri APC ile anlaml1 olarak dismus, bu bulgu APC' nin agir sepsis hastalarindaki
antiinflamatuar etkisini onaylamstir (45). Tum hastalar degerlendirildiginde drotrecogin
alfa grubunda 28 gunluk mortalite % 24.7 iken, plasebo grubunda % 30.8 olmus,
mortalitede drotrecogin alfaile % 6 kesin, %19 goreceli azalma saptanmustir (45).

2.B.2.3. Antiapoptotik ve proliferatif aktivite:

Aktive protein C, Bcl-2 ve Bax modilasyonu, caspase 3 ve 8 inhibisyonu sonucu
apoptoza giden hiicre sayisini azaltir. Ilave olarak APC matriks metalloproteinaz-2
aktivitesini arttirarak endoteliyal hicreler ile keratinositlerin proliferasyonunu uyarir
(44).

Protektif etkilerini EPCR araciligiyla gosterir. Ancak EPCR direk hiicre sinyal
yollarim etkilemez. Aktive protein C -EPCR baglaminca PAR-1 aktive olur, trombin ve
APC PAR-1'in aym bolgesine baglanabilir. Trombin baglanmasi trombosit aktivasyonu,
artmis damar gegirgenligi, NF-kB aktivasyonu ve artmis enflamatuvar sitokinler ile
enflamatuvar yanit1 baglatir. APC baglandiginda ise trombin aksine hicre
gecirgenligini, endotelial adezyon molekillerinin ve sitokinlerin ekspresyonunu ve
monosit migrasyonunu azaltir (41).

2.B.2.4.Bariyer Stabilizasyonu:

Endoteliyal hticreler, kan ile doku arasindaki bariyeri dinamik olarak dizenlerler.
Sepsis gibi enflamatuvar bozukluklar bariyerin yikilmasinda anahtar rol oynar. Aktive
protein C endoteliyal EPCR’ ne baglanp PAR-1 aracili olarak sifingozini sfingozin 1

17



fosfata donustUrar, bariyer bUtUnlGgini dizenler. Hucre iskeletini stabilize eder,
endotel gegirgenligini azaltir (46).

Protein C diuizeyleri zamamnda dogmus yenidoganlarda eriskin diizeylerinin %40'1
kadar olup premature bebekler icin bu oran daha da dusiktir. Protein C dizeylerinin
distk olmast preterm bebeklerin antikoagilan ve antienflamatuvar defektli olmalarina
katki sagliyor olabilir.

2.B.3.Medikal uygulamalar:

Antikoagllan olarak bilinen APC’nin antienflamatuvar, antiapoptotik ve bariyer
stabilizasyon etkinligi ve hicre blylmesi ve migrasyonu Uzerine olan pozitif etkileri
nedeniyle pek ¢ok hastaliktatedavi edici 6zelliklerinden faydalanilmaktadir.

2.B.3.1.Sepsis:

Agir sepsis ¢coklu organ yetersizligi ve 6lumle sonuglanabilen kompleks bir
hastaliktir. Buyuk PROWESS calismasinda APC tedavisinin mortaliteyi azalttig:
gogerilmis, artik agir sepsis tedavisinde drotrecogin alfa (Xigris, Lilly) onaylanmis,
yuksek olum riskli, akut organ disfonksiyonu olan hastalarda kullaniimaktadir. Bazi
hastalarda 6zellikle gocuklarda kanama komplikasyonu gozlenmistir (45).

2.B.3.2.Spinal kord hasarlanmasi:

Aktive protein C antikoagulan etkilerinden bagimsiz olarak noroprotektif 6zellik
gogerir. Sicanlarda yapilan ¢alismalarda basiyla olusturulan spinal hasarlanmada motor
hasarlanmay1 azalttigi gosterilmistir. TNF-alfa ve notrofillerin hasar alaninda azaldig:
saptanmustir. Iskemik spinal kord hasarlanmasi modelinde APC tedavisi fonksiyonel
defisiti duizeltmis, motor ndronlarin sayisim arttirmistir (47).

2.B.3.3.Beyin hasari ve inme:

Iskemik inmenin tedavisinde APC etkinligini gosteren calismalar mevcuttur (42).
Artmigs PC dizeyleri insanlarda azalmis iskemik inme ile iligkili bulunmustur. Fokal
serebral iskemi uygulanan sigan modellerinde APC iskemik hemisferdeki serebral kan
akimint arttirmis, gozlenen beyin hasar1 volimuni azaltms, bu etkilerini EPCR-PAR-1
araciligiyla antikoagulan 0zelliginden bagimsiz olarak gostermistir. Ayrica endoteliyal
hiicre apoptozisini inhibe ederek direk noronal agin islevselligi ve biutinlGgini
korumustur (48).
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2.B.3.4.Romatoid artrit:

Romatoid artrit cok sayida sinoviyal eklemi tutan, kemik ve kikirdak doku yikimi
ile sonuclanabilen siregen enflamasyon ile karakterize otoimmun bir hastaliktir.
Romatoid artritli hastalarin sinoviyal ytzey hicreleri ve endoteliyal hicrelerinde
PC/IAPC MMP-2 ile beraber bulunmustur. APC direk NF-xB’yi inhibe ederek
antienflamatuvar etkinlik gostermis, deneysel olarak gosterilmis olan bu etkinlik in vivo
olarak ispatlanamamustir (48, 49).

2.B.3.5.BObrek hasanmasi:

Bobrek iskemi reperfizyon hasari, akut bobrek yetmezligindeki en onemli
mekanizmadir. Aktive protein C tedavisi antikoagllan etkinlik gostermeksizin iskemi
reperflizyon hasarindaki |okosit aktivitesini baskilayarak koruyucu etkinlik gostermistir.
Diabetik nefropatide endoteliyal ve podosit apoptozisini baskiladigi da gosterilmistir
(50).

2.B.3.6.Akciger hastaliklar::

Enflamatuvar akciger hastaligi olan hastalarda APC'nin faydali etkileri
gogerilmistir. Protein C'nin aktivasyonu brongiyal astmali hastalarda sekresyon
miktarim azaltmis, sigan modellerinde inhalasyon yolu ile kullamlan APC nin T hepler
2 gitokin yanmitimi, immunglobilin  E, eosinofilik enflamasyonu ve hava yolu
hiperaktivitesini baskiladigi gosterilmistir (51). Fare astma modellerinde damar yolu ile
verilen APC'nin T hepler 2 ile uyarilan immunolojik ve enflamatuvar yanit1 baskiladig:
gogerilmistir. Yapilan cift kor, plasebo kontrollu klinik c¢alismada APC nin
endotoksinle uyarilan akciger hasarlanmasinda pulmoner enflamasyonu ve alveolar
|6kosit birikimini anlamli olarak azalttig1 saptanmustir (52).

2.B.3.7.Yaraiyilesmesi:

Aktive protein C yeni kan damar1 olusumunu ve ektodermal epiteliyal hiicrelerin
migrasyonunu arttirir. Siganlarda yara iyilesmesi modellerinde biyopsi alinan bolgelerde
toksisite gorilmeksizin topikal kullamlan APC'nin yara iyilesmesini hizlandirdigi
gogerilmistir. Etki mekanizmasi kompleks olup enflamasyonun baskilanmast,
anjiogenezisin uyarilmasi, reepitelizasyon ve antiapoptotik etkinligi icermektedir (53).
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In vitro, preklinik ve klinik veriler pek cok hastalikta APC'nin farmakolojik
kullaniminin mimkiin oldugu gosterilmis olmakla beraber kronik akciger hastaligindaki

kullanmmina iliskin ¢alisma bulunmamaktadir.
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3. Gereg ve Yontem

3.1 Hayvan modeli ve tedaviler

Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onayi
ainan bu calisma, aym Universitenin  Deneysel Hayvan Laboratuvar’ nda
gerceklestirildi. Gebeligi planlanmis Wistar susu sicanlarin kendiliginden dogan yavru
sicanlari, U¢ gruba ayrilip, her bir grup ayr1 kafeste bulunduruldu. Spontan dogumu
takiben yavru sicanlar anneleri ile tutuldu. Postnatal 3. giinde baslayip 13. giine kadar
devam eden deneyde toplam 42 yavru yenidogan sican yer aldi (37). Sicanlar 3 gruba
ayrildi. Grup 1'de bulunan sicanlar (n=14) kontrol grubu olarak oksijene maruz
birakilmayip oda havasinda tutuldu. Grup 2 ve 3 pleksiglastan imal edilen kapal1 alanda
tutulup deney siiresince hiperoksiye (%90 * 2) maruz birakildi. Oksijen konsantrasyonu
gunde U¢ defa kontrol edildi (Anesthetic Gas Monitor, Type 1304, Briel&Kjas,
Denmark). Nem oram %80’ in Uzerinde tutuldu ve CO, soda-lime ile uzaklastirildi. Oda
havasinda tutulan sicanlar ile hiperoksiye maruz birakilan siganlar deney sliresince ayn
odada bulunduruldu. Sicanlar postnatal 14. giinde intraperitoneal pentobarbital sodium
(200 mg/kg) enjeksiyonu ile dlduraldi.

3.1.1 Calisma gruplari

Grup 1 (n=14): Oda havasinda kalan, oksijene maruz birakilmayan ve salin ile tedavi
edilen kontrol grubu

Grup 2 (n=14): Hiperoksi uygulanarak APC verilen grup

Grup 3 (n=14): Hiperoksi uygulanarak salin verilen grup

3.1.2 Ilaglarin uygulanmasi

Uygun intraperitoneal doz, daha 6nce yapilmis hayvan ¢alismalarinda belirtilen ve
toksisitesi tolere edilebilen diizeydeki dozlara gore belirlenmistir. Aktive protein C
0,2mg/kg/giin tek doz intraperitoniyel olarak 3-13. gunler arasinda uygulanmustir.
Plasebo olarak, intraperitoneal yolla tek doz % 0.9'luk salin 0.2 cc/gin uygulanmstir
(54).

3.2 Doku hazirligt

Postnatal 14. ginde her gruptaki ratlarin yarisinin akciger dokusu histopatolojik
calisma icin torakotomi ile cikarilarak fikse edilip bir gece %10’ luk formalin iginde
birakildi. Fikse edilmis akciger dokusunun her bir lobu ayr1 ayr1 kasetlere konup doku
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isleminin ardindan parafine gémuldi. Parafin bloklardan 4 mm kalinliginda kesitler
alindh ve iki histolog tarafindan kor bir sekilde degerlendirildi.

Her Uc¢ gruptaki ratlarin 7'ser tanesi pentobarbital anestezisi altinda sakrifiye
edilerek akciger dokular1 kuru buz icerisine alindi ve sitokin ekspresyonlarinin
degerlendirilecegi giine kadar -80 C’ de saklandh.

3.3 Fibrozisin histolojik degerlendirmesi

Fibrozisi degerlendirmek icin sag orta ve sol loblar Mallory Azan ile boyand:.
Onluk buiyttme ile sican basina U¢ birbiriyle ortiismeyen akciger kesiti ve blyik damar
ve havayollarinin bulundugu alanlar atlanarak en az 30 akciger alanm incelendi. Her
akciger, alveolar septal fibrozis varligi agisindan degerlendirildi: Fibrozis yok ise O,
hafif ise 1, ortaise 2 ve belirgin olmasi durumunda 3 puan verildi.

3.4 Alveolar alamin morfometrik élgiimu

Alveoler alan, bilgisayarl: dijital histokimyasal gorintt analizi yontemi ile akciger
parenkiminin ylUzdesi olarak Olguldu. Dijital gorunttler hematoksilen eozin boyali
kesitlerden, 40’ ik buyitmede, 151k mikroskobuna (Olympus BX51, Olympus Optical
Co. Ltd., Tokyo, Japonya) bagli 3CCD renkli video kamera (Olympus DP70, Olympus
Optical Co. Ltd., Tokyo, Japonya) ile elde edildi. Gorunttler daha 6nce tarif edilen
yontemler modifiye edilerek Mediscope Goruintt Analiz Programi (Mediscope, Dokuz
Eylul Universitesi, Klinik Mihendislik Birimi, izmir, Tirkiye) kullanilarak islem gordu.
Her sicanda, 10 adet biyik blylitme gorunttsi secildi ve dijital hale getirildi.
Goruntulerin buyUk arteryel, bronsiyoler veya bronsiyel yapilar icermesi durumunda,
Paintbrush programi (Microsoft) kullamlarak 6l¢tim dig1 birakildh.

Elde edilen her aan icin, alveolar alam gosteren beyaz alanlarin ylizdes yari
otomatik olarak belirlendi. Gorlnttdeki beyaz alanlar histolog tarafindan belirlenip
isartelendi. Ardindan sistem, aymi boyamaya sahip alanlar1 segip piksel birimlerine
donusturda ve her alan icin secilen beyaz alanlarin yiizde olarak oranini verdi. Histolog
en uygun secime ulasana dek islemi tekrarladi. On kesit alamnin ortalama degerleri
belirlenip alveolar alan olarak adlandirildi.

3.5 Duiz kas aktin ekspresyonunun immunohistokimyasal degerlendirilmesi

Duz kas aktin (SMA) ekspresyonu avidin-biotin-peroksidaz yontemi kullanilarak
gorundr hale getirildi. Sag kaudal ve sol loblarin gobmilu dokularindan poly-L-lysin
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kapli camlar Uzerine kesit alindi. Bu kesitler ksilen ile deparafinize edildi, distile suya
batirilip rehidrate edildi. Endojen peroksidaz aktivitesi, hidrojen peroksidazin
(phosphate-buffered saline) PBS icindeki %0,3 Uk ¢Ozeltisi kullanmlarak engellendi.
Duz kas aktinine yonelik primer antikor (6nceden sulandirilmig, LABVISION Corp,
ABD) oda sicakliginda 30 dakika siiresince uyguland: ve PBS icinde yikandi. Sekonder
antikor streptavidin-peroksidaz kompleksi (Neomarkers, Fremont, CA), sirasiyla, 10
dakika oda sicakhiginda uygulamp PBSte yikandi. Peroksidaz aktivitesi 5 dakika
uygulanan %0.03 derisimde 3-3 diaminobenzidin tetrahidroklorid (Sigma Chemical
Co.) ile gorunttlendi Deionize suda yikamp hematoksilen ile boyanan kesitler dehidrate
edilip kapatildi. Uygun doku kesitleri primer ve sekonder antikor icin ayrica pozitif ve
negatif kontrol olarak aym islemden gegirildi. Immiinohistokimyasal skorlama icin
onluk buyiutmede birbiriyle ortismeyen on alan rastgele yontemle segildi. Pozitif
boyanmanin derecesi, yogunluk ve dagilim agisindan 1'den 4'e kadar olan bir gésterge
cizelgesi kullamlarak semikantitatif skorlamaile degerlendirildi.

3.6 Sitokin ekspresyonlarinin degerlendirilmesi

Ekspresyonlarin degerlendirilmesi igin dokular ImL buzlu soguk PBS (pH 7,2)
solusyonu ile 12000 cg ve 4 C'de 20 dakika santrifiije edilerek homojenize edildi.
Sitokin igerikleri pg sitokin/mg total protein olacak sekildie belirlendi. Biosource
firmasinin rat igin Uretilen Luminex multipleks sitokin kiti kullamlarak 1L-1f, IL-6,
TNF-a sitokinlerinin tayini yapildi (Nivelles, Belgium) (55).

3.7 Arastirmada kullanilan istatistiksel yontemler

Istatistik degerlendirme icin SPSS 11.5 (Chicago, IL) programi kullanldh.
Istatistisel anlamlilig1 yansitan deger olarak p degeri <0.05 olarak secildi. Deney
gruplar1 sonuglarinin ortalamalar: ve standart sspmalar: tamimlayici istatistik yontemleri
kullanilarak hesaplandi. Ortalama alveol alanlari degerleri one-way ANOVA
(Bonferonni’nin ¢oklu karsilastirmalar icin dizeltmesi kullanilarak) ile karsilastirildh.
Immiinohistokimyasal skorlarin karsilastiriimasinda Kruskal-Wallis ve Mann Whitney-
U testleri kullamldi. Gruplar arasinda fibrozis skorlarinin oranlart Kolmogorov-Smirnov
analizi kullanmlarak karsilastirildi.

Ek olarak, secilen bdlgelerin dnemini test etmek amaciyla, rastgele segilen (g
sicanin sonuglari, rastegele secilen 10 alamin sonuclarimin ortalamasi ile istatistiki olarak
karsilastirildi. Paired t-test sonucunda yine anlamli fark saptanmadh.
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4. Bulgular
4.1 Alveoler yizey alani 6lcimi

Calisma gruplarimin akciger morfolojileri Sekil 1'de, ortalama alveol yizey alam
degerleri tablo 4'te belirtilmistir. Oda havasinda birakilan ratlarla karsilastirildiginda
hiperoksi uygulanan grupta aveolar yizey alaninin istatistiksel anlamli olarak azaldig:
gogerilmistir. Aktive protein C tedavisi alan sicanlarin alveol alanlari, salin grubundaki
sicanlarin alveol aanlarindan genis bulunmustur. Kontrol grubu ile APC tedavi
grubunun alveol alanlari agisindan istatistiksel fark saptanmamustir.

Tablo 4: Gruplara gore ortalama alveol alam degerleri

Grup Ortalama Alveol Alam

1. Kontrol 156. 20+9. 8

2. Hiperoksi ve APC 149. 20+8. 9

3. Hiperoksi ve Salin 116. 77+14.9

p degerleri
1-3 0.001
1-2 n.s.
2-3 0.009

Sekil 1: Caligma gruplarinin akciger morfolojileri (A ve B: Kontrol, C ve D: Hiperoksi
ve Salin, E ve F: Hiperoksi ve APC)
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4.2 Fibrozisin histolojik degerlendirmesi ve immunohistokimyasal SMA boyamasi

TUm gruplarin fibrozis skorlar1 tabloda belirtilmistir (Tablo 5). Fibrozis,
hiperoksiye maruz kalip plasebo tedavi alan siganlarda oda havasinda kalanlara gore
anlamli olarak fazla bulundu (p=0.007). Fibrozis, hiperoksi+APC tedavisi uygulanan
yedi sicanin dordinde saptanmazken, geri kalaminda hafif ve orta siddette idi. Bu
sonuclar, oda havasi grubundaki sicanlarin degerlerinden farkli bulunmazken, salin
grubuna olan ustunltik istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla, p=>0.05, p=0.04).
Tablo 5: Deney gruplarinda fibrozis skorlarina goére dagilim

Grup Fibrozis
Yok | Hafif | Orta] Agir
1. Kontrol 6 |1 0 |0

2. Hiperoksi ve APC 4 |2 1 |0
3. Hiperoksi ve salin 0 |2 4 |1

P degerleri
1-2 n.s.
1-3 0.007
2-3 0.04

Duz kas antikoru ile yapilan immunohistokimyasal degerlendirme sonucunda,
hiperoksiye maruz kalan grupta akcigerlerde artrms diiz kas igerigi oldugu gorulda.
Tablo 6'da aktin skorlarimin gruplara gore dagilimi sunulmaktadir. Hiperoksi+salin
grubunda ortalama aktin skorlarinin, oda havasina maruz kalan gruba gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha yiksek oldugu bulundu (p=0.004). APC tedavisinin diiz kas
icerigi agisindan, saline Ustlin oldugu saptandi (p=0.004) (sekil 2).

Sekil 2: Gruplarin Aktin Boyamalar1 (A: Kontrol, B: Hiperoksi ve Salin, C: Hiperoksi
ve APC)
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Tablo 6: Gruplara gore aktin skorlari

Aktin skoru,
Grup o :
Ortanca (Minimum — Maksimum)
1. Kontrol 2(1-4)

2. Hiperoksi ve APC | 1.5(0-6)

3. Hiperoksi ve Salin |7 (2-12)

p degerleri
1-2 n.s.
1-3 0.004
2-3 0.004

4.3 Sitokin Ekspresyonlarinin degerlendirilmesi

Sitokin dizeyleri hiperoksi grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli
olarak yuksek bulunmustur. Aktive protein C tedavisi hiperoksinin uyarcigi IL-1p,
TNF-a, ve IL-6 artisint istatistiksel anlaml1 olarak azaltmistir (Tablo 7).

Tablo 7: Gruplara gore sitokin ekspresyonlar

Grup Sitokin duizeyleri (pg/mg protein)
IL-1P IL-6 TNF-a
1. Kontrol 13.6+£3.9 195+ 0.09( 83+ 15
2. Hiperoksi ve APC 19.14 £ 6.05 | 19.5+0.09 | 18.97 +6
3. Hiperoksi ve salin 35.6+199 | 25.5+155(27.6+4.3
p degerleri

1-2 n.s n.s. 0.04
1-3 0.007 0.04 0.003
2-3 0.02 0.04 0.02
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5. Tartisma

Bronkopulmoner displazi, prematire bebeklerin kronik akciger hastaligidir.
Gunuimtizde, antenatal kortikosteroidlerin yaygin kullammi, postnatal siirfaktan ve daha
az agresif mekanik ventilasyon gibi iyilestirilmis neonatal yogun bakim uygulamalari
sonucunda, akciger gelisimini tamamlamamus ¢ok disuk dogum agirlikli prematurelerin
hayatta kalma oram artmaktadir (3). Heniliz, ©zellikle yeni BPD igin etkinligi
kanitlanmis  bir tedavi modeli bulunmamakta ve bu konuda arastrmalar devam
etmektedir.

Bronkopulmoner displazinin gelisim mekanizmalarini anlayabilmek icin pek ¢ok
hayvan modeli  gelistirilmistir.  Hiperoksinin neden oldugu alveologenezis
duraklamasinda rol oynayan hticresel ve molekuler degisiklikler yirmi yildan daha fazla
siredir arastirilmaktadir.  Alveolarizasyonun postnatal 4 ile 20. gunler arasinda
tamamlandigi, (56). hiperoksiye cevap olarak hiicre ici reaktif oksijen tlrevlerinin
arttigi, proteinaz/antiproteinaz dengesinin bozuldugu, inflamasyon ve stres cevabim
ortaya c¢iktigi, hticre biyime ve farklilasma dizeninin bozuldugu gorilmusttr (26).
Oksijene maruz kalma siiresi ve yogunlugu ile uyumlu olarak akciger endotel ve epitel
hiicrelerinde apoptoz ve/veya nekroz gelismektedir (57). Hiperoksi distal havayollarinda
dallanmay1 baskilayarak, gelisimin duraklamasina neden olmaktadir (27). Hiperoksi
maruziyetinin Ozellikle notrofillerin aktivasyonuna yol actigi ve bu yolla endotel ve
epitel hiicre hasarina neden oldugu (58), TGF-a (59) duzeylerini arttirchgi, hticre
gekirdeginde inflamasyon, koagilasyon, fibrinoliz ve hticre siklusu genleri tzerinde
etkili oldugu (60), endotelin-1 diizeylerinin arttirdigi (61) yakin donemde gosterilmis
mekanizmalar arasinda yer almaktadr.

Serin proteaz olan trombin koagllasyon kaskadinda onemli role sahiptir.
Koagulan Ozelliklerinin yani sira fibroblast kemotaksisini uyarir, hicre disi matriks
komponentlerinin, fibrojenik mediyatorler olan platelet derived growth factor (PDGF)
ve TGF-B1 sentez ve proliferasyonunu uyarir. Respiratuvar distres sendromlu
infantlarda damarda kan pihtilasmasimin aktive oldugu, aktivasyonun dereces ile
RDS nin agirlig1 arasinda korelasyon bulundugu gosterilmistir. BPD olan ve olmayan
infantlarin bronkoalveolar yikama sivilari karsilastinldiginda, BPD’li infantlarda
trombin major fibroblast mitojeni olarak saptanmustir (62). Bu ¢alismada, gelisim evresi
insanlardaki ge¢ sakkuler ve erken alveolar donem ile uyumlu olan immatir akcigerlere
sahip yenidogan sicanlarda BPD gelisiminde 6nemli risk faktorlerinden biri olan
hiperoksik akciger hasar1 olusturularak, APC tedavisinin alveolar alan, fibrozis, diz kas
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hiperplazisi/olusumu ve sitokin ekspresyonlar: Uzerine olan etkinligi arastirilmis,
APC'nin BPD’de pek ¢ok patofizyolojik slreci etkileyebilecek bir tedavi sekli oldugu
gordlmistar.

Aktive protein C antienflamatuvar, antiapoptotik ve sitoprotektif tzellikleri de
olan fizyolojik antikoagilandir. Daha Once yapilmis deneysel calismalarda sepsis
modellerinde, spinal kanal, beyin, bdbrek, akciger hasarlanmalarinda ve romatoid
artritte doku hasarlanmasim azaltici etkinligi gosterilmistir. Mevcut etki mekanizmalari
nedeniyle rekombinan APC agir sepsis, septik sok ve sepsisin tetikledigi ARDS
vakalarinda klinik kullanilma girmistir.

Deneysel calismalarda APC tedavisinin septik akciger hasarlanma ve inflamasyon
modelinde alveolar gecirgenligi azalttigi ve bronkoalveolar lavg) sivisindaki
inflamasyon artisim duzelttigi gosterilmis, diger yandan cift kor, plasebo kontrollt
endotoksin aracil1 akciger hasari olusturulan insanlarda akciger inflamasyonunu ve
alveoler |okosit infiltrasyonunu azalttig: saptanmstir. Bizim ¢alisma sonuglarimiz APC
tedavisinin benzer antiinflamatuvar mekanizmalar ile hiperoksik akciger hasarinda etkin
sitoprotektif gjan olabilecegini gostermistir. Aktive protein C- EPCR kompleksi PAR-1
ile baglandiginda G; proteinini aktive eder, protektif 6zelliklerini bu aracilar ile gosterir
(5). Hucre yuzeyinde epidermal growth faktor reseptor ekspresyonunu arttirir, nikleer
faktor p50 ve p52 alt gruplarinin ekspresyonunu azaltarak TNF-alfa, adezyon molekul
1, vaskiler hiicre adezyon-1 ve E-selektin gibi sitokin, kemokin ve adezyon
molekdllerini inhibe eder, ayrica Bcl-2'nin uyarilmast ve Bax, Caspase3 ve 8
aktivitesinin baskilanmasi ve sifingozini sifingozin-1 fosfata donUsturerek endoteliyal

bariyer bitinlUgunl saglayarak apoptozisi de Onledigi saptanmustir (7).

Sunulan galismada, hiperoksi ve APC tedavisi birlikte 3. giinde es zamanl1 olarak
baslanmig, APC ile tedavi edilen siganlarin alveol yizey alanlari, SMA skorlar, fibrozis
dereceleri plasebo grubundan daha iyi bulunmustur. Intersitisyel akciger hastalig: ve
akciger hasarlanmasi olan hastalarda fibrinolitik sistemde defekt sonucu fibrin
depolanmas oldugu gosterilmis, bleomisin aracili akciger fibrozisinde bronkoalveolar
lavg) sivisinda inflamatuvar sitokinlerin artisi ile beraber olarak APC dizeylerinin ve
fibrinolitik aktivitenin azaldig1 saptanmustir (5). Fibrin yuka fibroblast proliferasyonu,
kollgjen birikimi ve akciger fibrozisi ile iligkili bulunmustur. Protein S ve APC, faktor
Va ve Vlllay: baglayip ayrica promatriks metalloproteazlar: aktive edip hicre dist
matriks olusumunu baskilayarak fibrin depolanmasim engellemektedir (62).
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Bronkopulmoner displazi modellerinde  APC dlzeylerini  arastiran  galisma
bulunmamakla beraber APC, fibrin olusumunu azalttig: ve fibrinolizisi aktive ettigi igin
BPD modelinde etkin tedavi modelitesi olabilir.

Bu calisma hiperoksi modelinde APC tedavisinin antienflamatuvar etkinliginin
gogerildigi ilk caligmadir. Biz APC’ nin enflamatuvar sitokin ekspresyonunu azaltarak
alveolar hasarlanmay: Onledigini ve protektif ozellik gosterdigini distinmekteyiz.
Pulmoner sitokin diizeylerini tum gruplarda 14. giinde calistik ve plasebo grubunda 14.
gunde sitokin dizeylerinin yiksek olarak devam ederken tedavi grubunda sitokin
diizeylerinin neredeyse kontrol grubuna benzer degerlerde oldugunu saptadik. Erigkin
sicanlarda APC'nin farkli hasarlandirict mekanizmalarla olan enflamatuvar yaniti
baskiladigi saptanmig, tum invitro ve invivo ¢alismalarda APC’ nin endotoksin iligkili
hicre 6limi ve doku hasar1 ile beraber sistemik degisiklikleri hemodinamik,
enflamatuvar ve koagulatif etkileri ile geri cevirdigi gosterilmistir (63, 64).
Antikoagulan ozelliklerinden bagimsiz olarak farkli hicre tiplerinde endoteliyal ve
monositler Uzerindeki EPCR araciligiyla antienflamatuvar 0Ozellik gosterdigi de
kanitlanmistir. Endotoksin hasarindan korunmak ve hemostatik dengeyi saglamak igin
EPCR'niin hiicre ylzeyindeki ekspresyonunun arttigi  gosterilmistir (65). Bizim
calismamizda APC'nin  antienflamatuvar  etkilerini  saglayan hicresel hedefler
calisiilmamistir ancak APC’ nin proenflamatuvar sitokinlerin monositler, makrofajlar ve
hatta mide mukoza hticrelerinden sentez ve salimmini baskiladig: bilinmektedir (66-68).
Lipopolisakkarit ile uyarilmis monositlerde APC TNF-alfa tretimini hem NF-kappaB
hem de aktivator protein-1 aktivasyonunu engelleyerek baskilamaktadir (69, 70).

Bronkopulmoner displazi modeli olarak kullanilan hiperoksik akciger hasarinda
farkli mekanizmalar rol amaktadir. Klinik olarak, BPD olgularinda, ana
mekanizmalarin her birinin degisen oranlarda patogeneze katkisi bulunmaktadir (1-4).
Bu bilgilerden yola ¢ikarak, calismamizda hiperoksiye maruz birakilan sicanlarda, farkl
patofizyolojik stireclerde rolii olan APC tedavisi uygulandiginda, ortalama alveol alan
degerleri, oda havasina maruz birakilan sicanlara ¢ok yakin ve hiperoksiye maruz kalip
plasebo uygulanan sicanlardan ise istatiksel olarak daha yuksek olarak saptandh.
Fibrozis, APC tedavi grubunda 7 sicandan sadece 3’ iinde ve hafif-orta siddette goruldu.
Bununla birlikte, APC tedavisinin diiz kas artisinda plaseboya gore daha tisttin koruyucu
etkisi oldugu goruldu. Sitokin ekspresyonlari agisindan karsilastirildiklarinda APC
tedavi grubunun koruyucu etkilerini antienflamatuvar etkileri araciligiyla gosterdigi
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2.

gorildu. Sonug olarak, APC tedavisinin, yenidogan sicanlarda gergeklestirdigimiz
hiperoksik akciger hasar modelinde plasebo tedaviye gore Ustlin oldugu saptanmustir.
Bu calisma, karmasik patofizyolojik slreclere sahip ve yerlesik etkili tedavi
stratgjilerinin - bulunmadigi yeni BPD’de, farkli etki mekanizmalari ile APC
kullaniminin basarili olabilecegini gostermektedir.

6. Sonuclar

Hiperoksik akciger hasarinda akcigerlerde alveol ylzey alamnin azaldigi, fibrotik
degisikliklerin meydana geldigi, diz kas igeriginin arttig1 ve sitokin ekspresyonunun
arttig1 gorulda.

Aktive protein C tedavisinin, alveolar ylzey alan, fibrozisi, diiz kas igerigi ve sitokin
diizeyleri kriterlerine gore plasebo tedaviden tstiin oldugu saptandh.
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