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OZET



Bronkopulmoner displazi premature infantlarda en 6nemli saglik problemlerindendir. Vitamin
D sadece kalsiyum homeostazisinde degil ayn1 zamanda akciger gelisimindede rolii vardir.
Prematiire infantlarda vitamin D eksikligine predispozisyon vardir. Bu nedenle hiperoksik
akciger hasar1 olusturulan yenidogan ratlarda vitamin D tedavisinin etkisini incelemeyi
amagladik

Metod: dogumdan sonraki 12-24. saatte ratlar ¢alismaya alindi. Yeni dogan ratlar randomize
olarak 8 gruba ayrildi. Normoksi kontrol grubu (NC), normoksi ve vitamin D grubu (NDI1,
Ing/gr/giin vitamin D), normoksi ve vitamin D grubu (ND2, 3ng/gr/giin vitamin D), normoksi
ve vitamin D grubu (ND3, 5ng/gr/giin vitamin D), hiperoksi kontrol grubu (HC), hiperoksi ve
vitamin D grubu (HDI1, Ing/gr/giin vitamin D), hiperoksi ve vitamin D grubu (HD2,
3ng/gr/glin vitamin D), hiperoksi ve vitamin D grubu (HD3, 5ng/gr/giin vitamin D), vitamin
D2nin histopatolojik etkileri apoptozis indeksi, PCNA indeksi ve alveolar yiizey alan1 ( MLI
metodu) 6l¢iimii ile degerlendirildi.

Bulgular: HD1, HD2 ve HD3 grubunda MLI degerleri ve apoptotik indeks HC grubuna gore
istatistyiki olarak daha gilizeldi(p<0.05). PCNA pozitif hiicre indeksi HD1 grubunda istatistiki
olarak degismesede HD2 ve HD3 grubunda HC grubuna gore istatistiki olarak artis gozlendi.

Sonuglar: Vitamin D tedavisi hiperoksik akciger hastaliginda diizelmeye neden olmaktadir.

Anahtar kelimeler: vitamin D, hiperoksik akciger hasari, yenidogan rat



ABSTRACT

Introduction: Bronchopulmonary dysplasia (BPD) is a major health problem in premature
infants. Vitamin D has a role not only in calcium homeostasis but also in lung development.
There is predisposition of Vitamin D deficiency in premature infants. Thus we aimed to
investigate the effect of vitamin D on hyperoxia-induced lung injury in newborn rats.
Methods: Full term rat pups were included in the study 12-24 hours after delivery. The pups
were randomly divided into eight groups as follows: normoxia control group (NC), normoxia
plus Vitamin D group (NDI1, Ing/gr/day vitamin D), normoxia plus Vitamin D group (ND2,
3ng/gr/day vitamin D), normoxia plus Vitamin D group (ND3, 5ng/gr/day vitamin D),
hyperoxia control group (HC), hyperoxia plus Vitamin D group (HD1, Ing/gr/day vitamin D),
hyperoxia plus Vitamin D group (HD2, 3ng/gr/day vitamin D), hyperoxia plus Vitamin D
group (HD3, 5ng/gr/day vitamin D). The histopathological effects of vitamin D were assessed
by alveolar surface area (with MLI method), apoptosis index and proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) index.

Results: MLI values were significantly better among 3 groups (HD1, HD2 and HD3) when
compared with hyperoxia control group (p<0.05). Apoptotic cell index were significantly
better among 3 treatment groups (HD1, HD2 and HD3) when compared with hyperoxia
control group (p<0.05). Although PCNA positive cell index did not change in HDI group
(p>0.05), there were significant increases in HD2 and HD3 groups when compared with
hyperoxia control group (p<0.05).

Conclusion: vitamin D seems to protect hyperoxia-induced lung injury in newborn rats.

Key-words: vitamin D, hyperoxia-induced lung injury, newborn rats

GEREC VE YONTEM



Deneyin sonunda siganlar intraperitoneal ketamin anestezisi altinda dekapite edildi.
Dekapitasyondan sonra akciger dokular1 hizlica ¢ikarildi. Dokularin bir kismi %10°luk nétral
formalin i¢inde 24 saat fikse edildi. Tespit edilen dokular musluk suyunda yikandiktan sonra
dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Ksilol ile seffaflastirilan dokular
parafine gomiildii. Parafin bloklardan alinan 5-6 pm kalinliginda kesitler normal yapiy1
degerlendirmek icin Hematoksilen-Eozin ve apoptozisi gostermek icin TUNEL yontemi ve
hiicre proliferasyonunu gérmek i¢in de PCNA ile immun boyandi ve Olympus BX-51
fotomikroskopla incelenerek fotograflar elde edildi. Dokularin geri kalan kisimlar1 -80 °C’de
ELISA caligmalar saklandi.

Histomorfometri

Histomorfometride alveolar biiyiikliikleri, yani mean linear intercept, 6lgmek i¢in daha
once tanimlanmis olan (referans) metoda gore Ol¢iim yapildi. Bunun icin her bir denekten
alman akciger Orneklerinden 400X’de fotograflar ¢ekildi. Cekilen fotograflara Image J
programinda, ekrani 10 esit par¢aya bolecek sekilde 9 adet grid atildi1 ve sayima baslandi.
Sayim sirasinda kan damarlari, bronslor ve bronsioller sayim dis1 birakildi. Fakat bu yapilarla
temas halinde olan veya kesisen alveolar ylizeyler ve kesismeyen alveolar yiizeyler sayildi.
Sayim yapilirken daha 6nce tanimlanan Lm = (N X L)/m formule gore hesaplama yapildi.
Lm; mean linear intercept, N; degerlendirilen alan sayisi, L; ¢izgilerin uzunluklar1 ve m;
kesisen tiim noktalarin toplam sayisi.

TUNEL Yo6ntemi

Akciger dokusundaki apoptozisi gostermek icin TUNEL yontemi kullanildi. Bunun
icin Roche firmasindan alinan “In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein” kiti kullanildi
ve boyama islemi, kitin prosediiriine gore yapildi. Kisaca Ozetleyecek olursak, 5-6 pum
kalinliginda alman akciger dokular1 deparafinize ve ardindan rehidrate edildikten sonra PBS

ile yikandi. Daha sonra antijen geri kazanimi i¢in 0.01 M sodyum sitrat tamponunda



mikrodalga firinda 350 W’de 5 dakika bekletildi ardindan oda 1sisinda 20 dakika sogumaya
birakildi. PBS ile 3 defa 5’er dakika yikanan dokular daha sonra kitin i¢inden ¢ikan TUNEL
reaksiyon karisimi ile 37 °C’de nemli ve karanlik ortamda 60 dakika inkiibe edildi. PBS ile 3
defa 5’er dakika yikanan dokulara DAPI ile zit boyama yapildi. Gliserollii kapatma soliisyonu
ile kapatilan dokular Olympus BX-51 floresan mikroskopta 450-500 nm dalga boyunda
goriintiilendi.

Dokulardaki apoptotik hiicreler sayilarak apoptotik indeks olusturuldu. Apoptotik
indeks i¢in her bir kesitten 40X biiylitmede 10 farkli alandan goriintiiler alindi. Bu alanlardaki

apoptotik hiicreler sayilarak apoptotik indeks olusturuldu.

Immunohistokimya

Akciger dokusunda olusan PCNA ekspresyonundaki farkliliklari belirlemek igin
avidin-biotin-peroksidaz yontemiyle igaretleme yapildi. Bunun i¢in alinan 5-6 um lik kesitler
bir gece 60°C’de tutuldu, once ksilen sonra dereceli alkol serilerinden gecirilerek rehidrate
edildi, daha sonra fosfat tampon (PBS) ile 3 defa 5’er dakika yikandi. Daha sonra antijen geri
kazanimi icin %35’lik sitrat tamponu ile mikrodalga firinda 600W’de 3XS5 defa kaynatilan
kesitler, 20 dakika oda 1sisinda ayni tampon soliisyon i¢inde bekletildi. PBS ile tekrar yikanan
kesitler endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin 5 dakika %3 hidrojen peroksit
(H,0,) ile muamele edildi ve sonraki asamalar i¢in ABC staining system (Santa Cruz, sc-
2023) boyama kiti kullanilacak. Tekrar PBS ile yikanan kesitlere antijenik alanlarin disinda
kalan bolgelerin kapatilmasin1 saglamak icin oda sicakliginda 20 dakika Blok serum
uygulandi. Hemen ardindan kesitler PCNA (sc 9857) i¢in primer antikoru ile 1 gece +4°C’de
bekletildi ve ertesi giin 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak, primer
antikor yerine PBS kullanildi. Yikama isleminden sonra kesitler biotinli sekonder antikor ile

30 dakika inkiibe edildi ve ardindan yikama iglemi tekrarlandi. Daha sonra Avidin-Biotin



(AB) enzim ayraci ile 30 dakika muamele edilen kesitler yikanarak immunreaktiviteleri
goriiniir hale getirmek i¢in diaminobenzidin (DAB) 6zelligi su ile yikandi. Gill hematoksilen
ile karsit boyanan kesitler birka¢ kez deiyonize su ile yikandi. Son asama olarak artan alkol
serileri ile su uzaklastirilarak ksilenden gecirilen kesitler entellan ile kapatildi. Olympus
BX51 model 151k mikroskobu altinda DP71 model dijital fotograf makinesi ile goriintiiler elde
edildi. Her bir denekten bes farkli alandan elde edilen goriintiilerden, Image J programinda
PCNA pozitif hiicreler sayilarak tiim hiicrelere oranlandi ve gruplar arsindaki farklilik ortaya
konuldu.

ELISA

ELISA analizleri i¢in alan akciger dokular1 -80 °C’de analizler yapilincaya kadar
sakland1. Analizlerin yapilacagi zaman oda sicakliina ¢ikarilan dokular 15 dakika 1sinmaya
birakildi. Daha sonra buz iizerinde ELISA kitlerinin prosediiriine uygun olacak sekilde
homojenize edildi. Homojenize edilen akciger dokular1 +4 °C’de 30 dakika 12.000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra iistte kalan siipernatantlar1 alinip alikotlanarak ELISA islemlerine
hazir hale getirildi. IGF-1 (Cloud-Clone Corp., SEA050Ra), IL-10 (MyBioSource,
MBS2503826), MMP-9 (MyBioSource, MBS2503128), TNF-a (Invitrogen, KRC3011), IFN-
v (Thermo Scientific, ERIFNG), MDA(SenRedBio, 201-11-0157) ve VEGF (SunRedBio,

201-11-0660) ELISA kitleri kullanilarak akciger doku homojenatlarinda miktarlari1 belirlendi

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tim istatistiksel analizler SPSS yazilim programinda yapildi. Veriler ortalama =+
standart sapma olarak belirlendi. Tiim parametrelere ait sonuglar one way ANOVA
yontemiyle degerlendirildi. Post hoc analiz i¢in Tukey Testi kullanildi. Istatistiksel analiz p<

0.05 olarak degerlendirildi



BULGULAR

Akciger kesitlerindeki MLI, apoptotik hiicre ve PCNA pozitif hiicre indeksi Tablo
1’de gosterilmektedir. Histolojik inceleme sonucunda hiperoksi grubundaki MLI degerinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek oldugu belirlendi. Tedavi amaglh verilen D
vitamini gruplarinda da MLI degerlerinin iyilestigi gozlendi. Biitiin gruplara ait histolojik
goriintiiler Sekil 1°de gosterilmektedir.

Akciger kesitlerinde apoptozisi belirlemek icin TUNEL yontemi, hiicre
proliferasyonunu gostermek icin ise PCNA immunohistokimyasi yapildi. Hiperoksi grubunda
apoptotik indeksin kontrol grubuna gore arttigi, PCNA pozitif hiicre sayisinin ise kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi belirlendi. Tedavi amacl verilen D
vitamininin tiim dozlarinin apoptotik hiicre sayisinda iyilesme sagladigi gozlendi. Ancak
hiperoksi grubuna tedavi amagh verilen D vitamini dozlarindan Hd grubu PCNA indeksinde
iyilesme saglanmazken Hd3 ve HDS5 gruplarina istatistiksel olarak anlamli iyilesme belirlendi.

Hiperoksinin akciger dokusunda olusturdugu hasar1 belirlemek icin IGF-1, IL-10,
MMP-9, TNF-a, IF-y, MDA ve VEGF ELISA kitleri ile ¢alisildi (Tablo 2). Hiperoksi
sonucunda IGF-1, MDA ve VEGF degerlerinin kontrol grubuna gore arttigi, 1L-10, MMP-9,
TNF-a ve IF-y, degerlerinin ise kontrol grubuna goére azaldig: belirlendi. Bu parametrelerden
sadece MMP-9 istatistiksel olarak anlamli olarak degisti, diger degisimler istatistiksel olarak
anlamli degildi. Tedavi amagli verilen D vitamininin ELISA parametrelerini istatistiksel

olarak anlaml1 derecede degistirmedigi gozlendi.



AT
H{A,ﬂ\,ﬁi«;" G,

7 1 2
| E@;‘““.‘:“i TR

g

X % aw

TYl4
™. %

Sekil 1. Farkh gruplara ait akciger kesitleri gorilmekte. (A) NK. (B) ND. (C). ND3 (D) ND5
(E) HK (F) HD (G) HD3 (H) HD5 . (H&E, skala bar: 100um)

Sekil 2. Akciger kesitlerinde bulunan TUNEL pozitif hiicreler ayirt edilmekte. Apoptotik hiicre
cekirdekleri (ok) yesil floresan sergilemekte. (A) NK. (B) ND. (C). ND3 (D) ND5 (E) HK (F)
HD (G) HD3 (H) HD5
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r kesitlerinde bulunan PCNA pozitif hiicreler (ok) ayirt ediimekte. Deney

Sekil 3. Akcige
gruplarindaki PCNA pozitif hiicre sayisinin kontrole gére azaldigi dikkati cekmektedir. (A)
NK. (B) ND. (C). ND3 (D) ND5 (E) HK (F) HD (G) HD3 (H) HD5

Tablo 1. Akciger dokusundaki MLI, apoptotik indeks ve PCNA indeksi

gOsterilmektedir. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

. Apoptotik
MLI (um) PCNA indeks indeks

Nk 71.331+1.53 0.230+0.016 1.298+0.175
Nd 70.37+1.91 0.186+0.013 1.018+0.143
Nd3 68.70+093 0.318+0.015* 0.391+0.084*
Nd5 68.19+1.56 0.326+0.019* 0.353+0.070*
Hk 92.98+2.09* 0.142+0.010* 2.500+0.263*
Hd 83.93+1.95*" 0.132+0.008* 1.455+0.153°
Hd3 81.76+1.68*" 0.277+0.026° 0.575+0.079*°
Hd5 82.33+1.87*° 0.266+0.018° 0.700+0.105°

*NK ile karsilastirildiginda P<0.05.° HK ile karsilastirildiginda P<0.05

Tablo 2. Akciger dokusundaki IGF-1, IL-10, MMP-9, TNF-a, IF-y MDA ve VEGF

duzeyleri gosterilmektedir. Dederler ortalama * standart hata olarak verilmistir.




IGF-1 IL-10 MMP9 TNF-a IF-y MDA VEGF

(pg/ml) (pg/mL) (ng/mL) (pg/ml) (pg/ml) (nmol/ml) (ng/L)
NK | 2256.08+190.12 | 30.09+1.76 | 3.03+0.13 | 58.91+3.00 | 15.48+1.26 | 14.82+3.16 504.07+28.45
ND | 2600.58+310.44 | 21.32+1.77 | 3.65+0.22* | 64.57+4.91 | 22.94+3.43 | 16.23+1.50 609.10+30.71
N3D 2293.244221.94 21.44+3.51 | 2.50+0.09* | 45.27+1.74 | 12.95+2.16 | 17.06+2.74 622.71+£32.84
N5D 2211.66+143.56 | 18.76+4.46 | 2.54+0.07* | 42.05+1.12* | 7.38+0.42 | 17.69+1.21 672.71162.06
HK | 3402.80+293.91 | 20.66+1.81 | 2.47+0.07* | 53.89+4.60 | 14.54+2.26 | 17.03+1.94 575.261+43.50
HD | 2630.16+286.92 | 14.65+3.67 | 2.37+0.03* | 56.04+3.21 18.64+2.28 | 15.20+2.06 524.32+40.51
H3D 4367.87+431.86* | 23.84+2.69 | 2.42+0.06* | 52.00+2.32 | 14.96+2.48 | 15.73+2.01 663.26+27.55
H5D 3891.58+336.90* | 21.37+5.41 | 2.62+0.12* | 45.80+2.46 | 12.27+2.08 | 15.15+2.71 608.44+50.35

*NK ile karsilastirildiginda P<0.05, ® HK ile karsilastirildiginda P<0.05

SONUCLAR

Vitamin D tedavisinin hiperoksik akciger hasari1 olusturulan yenidogan ratlarda akciger

dokusundaki hasari iyilestirdigi gozlenmistir. Ozellikle bu etki doz arttikca daha belirgin

olarak gozlenmektedir.




