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OZET

Amag: Bu calismanin amaci yenidogan sicanlarda de-
neysel olarak olusturulan nekrotizan enterokolitte hi-
perbarik oksijen (HBO) tedavisinin intestinal apopito-
za ve oksidatif strese olan etkilerinin arastirllmasidir.

Materyal ve Metod: Calismada yirmi adet Wistar
tird yenidogan sican kullanildi. Her grupta 10 hay-
van olmak tizere kontrol grubu (n=10) ve HBO grubu
(n=10) olusturuldu. Her iki gruptaki sicanlarda hi-
poksi reoksijenasyon yontemi uygulanarak nekrotizan
enterokolit olusturuldu. HBO grubundaki sicanlara
nekrotizan enterokolit olusturulduktan sonra %100
O, ile 2,5 mutlak atmosfer basincta 60 dakika HBO
tedavisi uygulandi. TUNEL metoduyla boyanan intes-
tinal kesitlerde apopitoz skorlamast yapildi. Oksidatif
stres diizeyini saptamak icin intestinal dokuda protein
karbonil icerigi olculdu.

Bulgular: Apopitoz skoru HBO grubunda (1,0 +0,7),
kontrol grubuna (2,1 + 0,6) gore istatistiksel olarak
anlaml dtzeyde dusiik bulundu (p<0,01). Protein
karbonil icerigi ise HBO grubunda (233,3 + 181,1
nmol/mg protein), kontrol grubuna (32,2 = 16,9
nmol/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamh du-
zeyde ytiksek bulundu (p<0,05).

Sonug: HBO tedavisi deneysel nekrotizan enterokolit
modelinde intestinal dokuda oksidatif stresi artirma-
sina ragmen apopitoz skoru ile degerlendirilen doku
hasarini azaltmaktadir. HBO tedavisinin yenidogan
nekrotizan enterokolitinde apopitozu engelleme me-
kanizmalarmin tam olarak ortaya konabilmesi icin
daha kapsamli calismalara ihtiyac vardir

Anahtar Kelimeler: Nekrotizan enterokolit, hiperba-
rik oksijen, sican, apopitoz, oksidatif stres Nobel Med
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EFFECTS OF HYPERBARIC OXYGEN
THERAPY ON EXPERIMENTAL NECROTIZING
ENTEROCOLITIS IN NEWBORN RATS

Objective: This study was undertaken to investigate the
effect of hyperbaric oxygen (HBO) therapy on intestinal
epithelial apoptosis and oxidative stress in an experimental
newborn rat model of necrotizing enterocolitis.

Material and Method: Twenty newborn Wistar rats were
randomly divided into control and HBO groups, 10 rats in
each. Necrotising entorocolitis was developed in all animals
by using a hypoxia-reoxygenation model. Animals in the
HBO group was treated with 100% O, at 2,5 atmospheres
absolute for 60 minutes. Tissue injury was determined
with apoptosis scoring in intestinal tissue samples stained
by TUNEL method. Oxidative stress was determined by
measuring protein carbonyl content of intestinal tissue.

Results: The apoptosis score was 2,1 « 0,6 in control
group and 1.0 = 0,7 in HBO group (p<0.01). The protein
carbonyl content was 32,2 = 16,9 nmol/mg protein in
control group and 233,3 = 181,1 nmol/mg protein in HBO
group (p<0.05).

Conclusion: Although HBO therapy, in our experimental
necrotising enterocolitis model, increased oxidative stress
level, reduced tissue injury determined by intestinal
apoptosis scoring.

Further studies are needed to shed light on the mechanisms
of beneficial effects of HBO therapy on intestinal apoptosis
after experimental necrotising enterocolits in newborn rats.

Key Words: Necrotizing enterocolitis, hyperbaric oxygen,
rat, apoptosis, oxidative stress Nobel Med 2011; 7(1):
12-16

GiRiS

Nekrotizan enterokolit (NEK) dusiik dogum agirlik-
i yenidoganlarin en sik karsilasilan gastrointestinal
problemidir. Hastalik ani baslangic ve hizli seyir gos-
tererek mortaliteye neden olur. Tedavinin temel amact
metabolik dengeyi saglamak ve enfeksiyonlar kontrol
altina alarak hastaligin ileri evrelere gecisini énlemek-
tir. Premattirite, perinatal hipoksi-iskemi, enfeksiyon-
lar ve formil stitle enteral beslenme en énemli risk
faktorleridir. Bu faktorlerin etkisiyle olusan intestinal
iskemi ve arkasindan gelen reperftizyon evresindeki
serbest oksijen radikalleri ile inflamatuar mediatorlere
bagh apopitozis sonucu ortaya ¢itkan mukozal zede-
lenme patogenezdeki ana mekanizmalardir.

Son yillarda inflamatuvar stireci ve sonug olarak re-
oksijenasyon donemindeki hasar1 énlemeye doéntik
cesitli tedavi yaklasimlar arastirnlmaktadir.

Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi kapali bir basing
odasinda bir atmosferden daha yiiksek basing altinda
%100 oksijen solutulmasidir. HBO tedavisi dekomp-
resyon hastaligi, arteryel gaz embolisi, ciddi karbon
monoksit zehirlenmesi, iyilesmeyen yaralar, gazli
gangren ve diger nekrotizan yumusak doku enfeksi-
yonlari, kompartman sendromu ve ezilme yaralanma-
lar1 dahil olmak tizere bircok hastaligin tedavisinde
yaygin olarak kullamlmaktadir. Deneysel calismalar-
da HBO tedavisinin bobrek,? beyin,? kalp,* bagirsak,’
kas®” gibi bircok dokuda iskemi sonrasi gelisen reok-
sijenasyon hasarimi azalttigi gosterilmistir. Yukarida
acikladigimiz NEK patogenezi dustintildiigtinde HBO
tedavisinin bu hastalikta da faydal olabilecegi éne sti-
rilmustiir.® HBO tedavisinin NEK'li yenidoganlarda

mortaliteyi azalttigi ve klinik bulgularda daha hizh
diizelme sagladig bildirilmistir;” ancak HBO tedavisi
NEK olgularinda rutin olarak kullanilmamaktadir.

Bu calismanin amaci deneysel olarak NEK olusturul-
mus yenidogan sicanlarda HBO tedavisinin intestinal
epitelyal apopitozis ve oksidatif stres tizerine olan et-
kilerinin arastirllmasidir.

MATERYAL ve METOD

Calisma protokoltt Haydarpasa Numune Hastanesi
Hayvan Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. Ca-
lismada 20 adet 2-5 gunlitk Wistar tiirtt yenidogan
sican kullamldi. Yavru sicanlar rastgele secilerek ve
isaretlenerek kontrol ve HBO grubuna ayrildilar.

Kontrol grubu (n=10): U gtin arka arkaya hipoksi
reoksijenizasyon islemi yapildi. Hipoksi islemi icin
sicanlar 15 dakika stireyle, %100 CO, akisi saglanan
hava gecirmez plastik cam kap (Vacunit, Echmann,
England) icinde bekletildi. Ardindan aymi kap icine
15 dakika stireyle %100 O, verilerek reoksijenizasyon
gerceklestirildi.'

HBO grubu (n=10): U¢ giin arka arkaya hipoksi re-
oksijenizasyon islemi yapildi. Son hipoksi reoksije-
nizasyon isleminden iki saat sonra, %100 O, ile 2,5
mutlak atmosfer basingta 60 dakika stireyle HBO te-
davisi uyguland.

Uctincii glintin sonunda biitiin hayvanlara ketamin
anestezisini takiben servikal dislokasyonla 6tenazi uy-
guland1. Batin orta hattan yapilan insizyonla terminal
ileum ve cekum c¢ikarldi.
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Tablo: Apopitoz skorlama sistemi

Skor | Aciklama
0 | Villus epitelinde ayn ayn birkag TUNEL pozitif nukleus ver.
1 Villus epitelinde tepede izlenen gruplar halinde TUNEL pozitif nukleuslar var
2| Vilus epitelinde vilusu tamamen kaplayan fakat kriptiere inmemis gruplar halinde TUNEL pozitif nukleuslar var.
3| Villus epitelinde villusu tamamen kaplayan ve kriptlere uzanim gdsteren gruplar halinde TUNEL pozitif nukleuslar var.
4| Transmural yaylim gosteren gruplar halinde TUNEL pozitif nukleuslar var.
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NOBEL

Histopatolojik inceleme

Doku drnekleri % 10 formaldehitle fikse edildi, doku
takibi islemi ile dehidrate edildikten sonra parafin
icinde bloklar i¢ine gomiildii. Her bir bloktan 0,4 n
kalinhginda iki adet parafin kesit alinarak Hematoksi-
lin-Eozin ve TUNEL immunohistokimyasal boyamasi
yapilarak incelendi. Kesitler ayni patolog tarafindan
kor yontemle degerlendirildi. Apopitoz O - 4 arasi
skorlandi (Tablo).!'*

TUNEL yo6ntemi

Parafin kesitler bir gece 56 derecede etiivde bekle-
tildikten sonra ksilen, alkol serilerinden gecirilerek
deparafinize edildi. Oda sicakliginda proteinaz K ile
10 dakika inkiibe edildi. Distile su ile yikanan doku
ornekleri %3 H,O, ile 5 dakika bekletilip yitkama
sonrast “Equilibration Buffer” da 10 saniye tutuldu.
TUNEL immunohistokimyasal boyama setine ait
(ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit,
S7100, Chemicon) Working Streght TdT enzimi ek-
lenip, nemli ortamda 1 saat 37°C de inkiibe edildi.
“Working Strength Stop/Wash Buffer’da 10 dakika
oda sicakliginda bekletildi. PBS ile yikamay1 takiben
anti-digoxigenin konjugati eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda nemli ortamda tutuldu. Tekrar PBS ile
yikanip peroksidaz substrati ile oda sicakliginda 6 da
kika bekletildi. Yikamay1 takiben metal yesilinde 10
dakika tutuldu. Su ile yikama, alkol serileri ve ksilen-
den gecirilerek lamel ile kapatildu.

Protein karbonil icerik Sl¢timii

Gastrointestinal sistem dokusunun protein karbonil
dtizeyi karbonil grubunun 2,4-dinitrofenilhidrazin ile
reaksiyonu sonucu olusan 2 ,4-dinitrofenilhidrazonun
spektrofotometrik olarak olctilmesi esasina dayanan
yontem kullanilarak tespit edildi.’* Dokularin prote-
in icerigi ise Lowry yontemi kullanilarak olculdu.”
Doku karbonil dtizeyi protein miktarina oranlanarak
birimlendirildi (nmol/mg protein).

Istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler SPSS 10,0 paket programu kulla-

nilarak yapildi. Gruplar istatistiksel olarak karsilastiri-
lirken Student t testi kullamildr. Istatistiksel anlamhlik
p<0,05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda intestinal doku hasart apopitoz sko-
ru ile ol¢tldu. Kontrol grubunda ortalama apopitoz
skoru 2,1 £ 0,6, HBO grubunda ise 1,0 + 0,7 olarak
bulundu. Ornek patolojik kesitler Resim’de sunul-
mustur. Apopitoz skorlamasma gore kontrol grubu
ile HBO tedavisi verilen grup arasindaki fark istatis-
tiksel olarak anlamliyd: (p=0,003). intestinal dokuda
oksidatif stres diizeyini belirlemek i¢cin doku protein
karbonil icerigi olctildt. Kontrol grubunda ortalama
protein karbonil degeri 32,2 + 16,9 nmol/ mg protein
olarak bulundu. HBO tedavisi verilen grupta ise pro-
tein karbonil degeri 233,2 + 181,1 nmol/mg protein
olarak bulundu. iki grup arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamliydi (p=0,01).

TARTISMA

Nekrotizan enterokolitin baslamasinda tetigi ceken
t¢ onemli faktor hipoksi, hipertonik mamalarla er-
ken enteral beslenme ve enfeksiyonlardir. Ancak bu
faktorlerin ulastigl ortak yol intestinal iskemidir'* Is-
kemi sonrasi gelisen reperfiizyon evresinde, yapimi
artan serbest oksijen radikalleri, timoér nekrotizan
faktor-alfa, trombosit aktive edici faktor, IL-1, IL-3,
IL-6 gibi inflamatuvar mediatorlerin intestinal mu-
kozal zedelenmeyi daha da artirarak tlserasyon ve
nekroz olusturduklan dustintilmektedir.®>'7 HBO
tedavisi plazmada ¢oziinmus oksijen miktarin artira-
rak dokulara daha fazla oksijen gitmesini saglar. HBO
tedavisi sirasinda olusan hiperoksi doku hipoksisini
gidermenin yaninda bir¢ok hticresel ve biyokimyasal
mekanizma tizerinde de etkili olur. HBO tedavisi-
nin reperfiizyon hasart olusumuna katkida bulunan
bircok faktor tizerinde olumlu etkileri oldugu bildi-
rilmistir.'® HBO tedavisinin notrofillerin endotele ya-
pismasint, lipid peroksidasyonunu azalttig1 ve mikro-
vaskiiler kan akimini duizelttigi one strtilmusttr.>*"18

HBO tedavisinin NEK'li yenidoganlarda kullanimi bil-
dirilmis olmasina ragmen etkinliginin mekanizmalar
tam olarak bilinmemektedir. Guven ve ark.® yaptiklar
calismada yenidogan NEK modelinde HBO tedavisi-
nin intestinal apopitozu ve doku hasarini azalttigini
gostermislerdir. Bununla birlikte HBO tedavisi oksi-
datif stresi ve TNF-alfa seviyesinde de azalmaya neden
olmustur. Calismamizda, Giiven ve ark.® calismast ile
uyumlu sekilde HBO tedavisinin NEK sonrast apopi-
tozu azaltugimi bulduk. HBO tedavisinin apopitozu
azalttig1 bircok deneysel modelde gosterilmistir ancak
bu etkinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekte
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dir.?> Muhtemel mekanizmalar arasinda caspase-3

mitokondrial
20

ve 9 aktivasyonunun azaltilmasi,'®*°
transmembran potansiyelinin korunmas,
dan enzim aktivitelerinin artmasi®** ve Bcl-2 ekspres-
1922 sayilabilir.

antioksi-
yonunun artmast

Calismamizda oksidatif stres belirteci olarak doku
protein karbonil icerigi kullanildi. Giiven ve ark.® ak-
sine biz HBO tedavisinin doku protein karbonil iceri-
gini artirdigini bulduk. Oksidatif stres, serbest oksijen
radikalleri ve antioksidan savunma mekanizmalar
(enzimatik ve non enzimatik antioksidanlar) arasin-
daki bir dengesizlikten meydana gelir. Serbest oksijen
radikalleri normal fizyolojik mekanizmalar sirasinda
tiretilmektedir ve hiticre icinde bircok stirecte rol al-
maktadirlar. Bu nedenle oksidatif stresin her zaman
hasara yol agmadigr diistintilmektedir. Sasaki ve arka-
daslarmin yapug bir calismada oksidatif stresin sican
myokardiyumunda doku hasarmi azaltug goralmus-
tir.”> Bununla birlikte son yillarda HBO tedavisinin
bircok olumlu etkisinin belirli diizeyde oksidatif stres
olusturmasina bagh oldugu ileri stiriilmektedir.** Bi-
zim cahigmamizda da oksidatif stres dtizeyi artmis
olmasina ragmen yukarida da belirtildigi gibi HBO
tedavisinin apopitozu azalttigini bulduk. Bu karsitlik
bize oksidatif stresin belirli bir diizeye kadar doku
tizerinde koruyucu etki yaptigini belirli bir dtizeyin
tizerinde ise doku hasarnmi artirdigimi dustindiirdd.
Bu noktada calisma sonuclarimiz 1siginda HBO teda-
visinin apopitoz tizerine olumlu etkilerini agiklamada
oksidatif stresin rolti oldugunu iddia etmek gtic ola-
caktir. Ancak sonraki ¢alismalarin bu konuyu arastir-
mas1 gerektigini distintiyoruz.

Ozen ve ark. hipoksi reoksijenasyon modeli kullana-
rak NEK olusturduklarn ratlarda intestinal apopitoz
olusumunda serbest oksijen radikallerinin rolit oldu-
gunu saptamislardir. Ancak bizim calismamizda ok-

1..
ko e
¥

= its |
B h A
1] L]
e
1 £y
v '§ 3
-y ! g
- ‘! ¥k L2
' , ik "
’ i Lis
o i
-/ ; { ¥
A ¥ gy X
X # .
E] i ol - S
i ) f
o vl f * X

Resim: Apopitoz skorlamasi: A (Skor 0: Villus epitelinde ayn ayn birkag TUNEL
pozitif nukleus var), B (Skor 1: Villus epitelinde tepede izlenen gruplar halinde
TUNEL pozitif nukleuslar var), G (Skor 2: Villus epitelinde villusu tamamen kap-
layan fakat kriptlere inmemis gruplar halinde TUNEL pozitif nukleuslar var), D
(Skor 3:Villus epitelinde villusu tamamen kaplayan ve kriptlere uzanim gdsteren
gruplar halinde TUNEL pozitif nukleuslar var), E (Skor 4: Transmural yayiim
gosteren gruplar halinde TUNEL pozitif nukleuslar var)

sidatif stresin intestinal apopitozu azaltugim gordiik.
Bu durum hipoksi olusturulurken kullamlan yontem
farkhhigindan kaynaklanabilir. Ozen ve arkadaglarmin
calismasinda fareler 60 dakika stireyle hipoksiye maruz
kalirken bizim ¢alismamizda hipoksiye maruziyet stire-
si 15 dakikaydi. Bu durumda ortaya ¢ikan serbest oksi-
jen radikali miktar farkli olabilir, olusan oksidatif stres
diizeyine bagh olarak doku hasar diizeyi de degisebilir.

Sonug olarak deneysel olarak NEK olusturdugumuz
yenidogan sicanlarda HBO tedavisinin intestinal do-
kuda oksidatif stresi artirmasina ragmen apopitozu
azaltugini bulduk. HBO tedavisinin apopitozu engel-
leme mekanizmalarinin tam olarak ortaya konabilme-
si i¢cin daha kapsamh ¢alismalara ihtiyag vardir.
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