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Ozet

Dogumsal diafragma hernisi (DDH )'inde mortalite, eslik
eden pulmoner hipoplazi ve pulmoner hipertansivon ne-
deni ile yiiksektir. Bu nedenle prenatal dinemde akciger
hipoplazisinin engellenmesine yénelik ¢alismalar édnem
kazanmaktadir. Bu deneysel ¢alismada sicanlarda Nitro-
fen verilerek olugturulan DDH madelinde, glukokortikoid
ve "thyroid releasing hormone” (TRH)un akciger matii-
rasyonu lizerine etkisinin olup olmadigimin araghirilmast
amaglanmigiir.

On Wistar-Albino tiirii digi sican ¢iftlegtirilerek gebeligin
9.5 uncu giintinde iki gruba nitrofen (100 mg), kontrol
grubuna da zeytinyagr verildi. Nitrofen verilen gruplarin
birine de 16. giinden baslayarak bes giin siire ile glu-
kokortikeid (0.25 mglkg betametazon) ve TRH (25 ugikg)
verilmigtir. Gestasyonun 21. giiniinde sezeryan ile elde
edilen fetiislerde her iki akcigerin histopatolojik kesitleri-
nin incelenmesinin yanr sira, DNA analizleri ile matiiras-
yon degerlendirmeleri yapildr.

Kontrol grubunda 9, nitrofen grubunda 14 ve tedavi ve-
rilen grupta da 7 fetiis incelenebildi. Nitrofen grubu ile te-
davi verilen grup arasinda morfolojik degerlendirmeler ve
DNA analizi yéniinden belirgin farkliik saptanmad:. His-
topatolojik incelemeler sonucunda heriki grubun da sol
akcigerleri daha fazla olmak iizere hipoplazi bulgular
sergiliyordu. Sonug olarak nitrofen ile DDH olusturulan
bu sigan modelinde prenatal TRH ve glukokortikoid te-
davisinin akciger matiirasyonunu gelistirmek yéniinde kat-
kist olmadigr gériibmiistily. Bunun nedeninin, tedaviye ges-
tasyonun 16. giintinde baslamamiz oldugunu diigiiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Dogumsal diafragma hernisi, pul-
moner hipertansiyon, fetiis hastaliklart, troid hormaonlart,
steroidler, fetal organ gelisimi, fetal redavi

Summary

The role of prenatal steroid and TRH treatment in rats
with nitrofen induced diaphragmatic hernia

The mortality of congenital diaphragmatic hernia (CDH)
is high due to associated pulmonary hypoplasia and pul-
monary hypertension. Thus studies aiming to prevent pul-
monary hypoplasia in the prenatal period are gaining im-
portance. In this study the role of glucocorticoids and
"Thyroid releasing hormone"” (TRH) on lung maturation
in rats with nitrofen induced CDH is investigared.

Ten pregnant Wistar-Alhino female rats recieved nitrofen
(100 mg) in two groups on their 9.5 day of pregnancy,
while the control group had olive oil administered. In one
nitrofen group additionally starting on day 16, glu-
cocorticoids (0, 25 mglkg betametazon) and TRH (25 ug/
kg) was administered for § days. Fetuses were delivered
by ceaserean section on the 21st day of gestation and the
fetal lungs were histopathologically investigated and DNA
analysis and maturation were obtained.

Nine fetuses in the control, 14 in the nitrofen and 7 in the
treatment group could be investigated. No significant dif-
ference was identified in the morphologic evaluation and
DNA analysis of the nitrofen and treatment groups. His-
topathology revealed hypoplasia that was more prominent
in the left lung in both groups. In conclusion the prenatal
administration of TRH and glucocorticoids in prevention
of nitrofen induced CDH has not been found effective. We
helieve this may be related to the initiation of treatment on
day 16 of gestation.

Key words: Congenital diaphragmatic hernia, pulmonary
hypertension, fetal disease, thyroid hormones, steroids,
fetal organ maturity, fetal therapy
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Mortaliteyi etkileyen temel unsurlardan birisi akei-
ger hipoplazisi ve buna eslik eden pulmoner hiper-
tansiyondur (121418) Akciger hipoplazisinin, gégiis
bogluguna giren karmn i¢i yapilarin basisina bagh ol-
dugunu savunanlarin yaminda, akcigerin primer pa-
tolojisi oldufunu ve diyalragmadaki defektin de
buna ikincil olarak gelistigini 6ne siirenler de mev-
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cuttur 4%12), Klinik uygulamada, prematiire dogum
olasilifina karsi akciger matiirasyonunu arttirmak
amaci ile prenatal donemde glukokortikoidler kul-
lanilmaktadir (%3, Bunun yaninda akcigerlerin bii-
yiime ve gelisi-minde hormonal faktorlerin de etkili
oldugu yapilan aragtirmalar ile ortaya konmustur
(1717 Cahsmamizda, siganlarda dogumsal diafrag-
ma hernisi (DDH) modelinde, prenatal glukokorti-
koid ve TRH uygulamasimn akciger matiirasyonunu
etkileyip etkilemediginin aragtirilmasi  amaglan-
mistir. '

Gereg¢ ve Yontem

Viicut agurliklar: 200-250 gr olan 10 adet Wistar-Al-
bino tirii disi sican erkek siganlar ile ciftlestirildi.
Giinliik vaginal yayma izlemi yapilarak, spermin
yaymada goriildiigii giin gebeligin sifirinct giinii ola-
rak kabul edildi. Rastgele ii¢ gruba ayrilan sicanla-
rn ilk iki grupta yer alanlarina gebeligin 9.5'uncu
giiniinde gastrointestinal sistem yolu ile 1 ml zey-
tinyagi icerisinde 100 mg 2 4-diklorofenil-4-nitrofe-
nil eter (Nitrofen, Riedel-de Haen, Almanya) verildi.
Kontrol grubunu olusturacak son gruba ise ayni
giinde 1 ml zeytinyagr verildi. Bir ve iiciincii grup-
lara ek islem wygulanmazken, ikinci grupta yer alan
gebe sicanlara 16. Giinden itibaren beg giin siire ile,
12'ser saat ara ile 0.25 mglkg betametazon (Celes-
tone, Eczacibasi, Tiirkiye) ve 25 uglkg TRH (Er-
Kim, Tiirkiye) intraperitoneal olarak wyguland:. Ge-
beligin 21. giiniinde laparotomi yapilarak fetiisler
toplandi ve viicut agirliklar kaydedildi. Fetiislerin
karin bogluklart agilarak diafragma defekti olup ol-
_madigr ve varsa tipi belirlendi. Diafragmadaki de-
fektin boyutu, barsaklarin gogiis icerisinde kapla-
diklart alan gdzéniine alinarak ii¢ derecede ta-
mmlandi; % 50'sinden fazlasint kapliyorsa biiyiik, %
50'den daha azim kaplamig ise orta ve defekte rag-
men hic gogiis icerisine girmemiglerse de kiigiik di-
afragma defekti olarak kabul edildi.

Sternotomi ile her iki akciger ¢cikarilip ayri ayri tar-
nldr. Akciger doku dérnekleri once % 10'luk for-
maldehit soliisyonu icerisine alindiktan sonra, DNA
analizi icin doku drnekleri "Fermantesin DNA pu-
rifikasyonu kiti" kullamlarak "Templeyt DNA pu-
rifikasyonlu' direkt 260 nanometre spektrofotomet-
rik “ultravisible” yontem ile incelendi. Histopatolo-
jik inceleme icin ise, rutin takip islemleri sonrast he-
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‘motoksilen-eozin ile boyanarak 15tk mikroskopisi ile

degerlendirildi.

Istatistiksel verilerin degerlendirilmesinde non-pa-
rametrik "Kruskal-Wallis ve ANOVA" testi kul-
lanildt.

Bulgular

Nitrofen verilen 7 sicanin yavrulan toksisiteye bagh
intrauterin kaybedilmiglerdi. Bu nedenle her gruptan
sadece birer gebe siganin yavrulari degerlendirmeye
alinabildi. Yalnizca nitrofen verilen sigandan 14, nit-
rofen ve tedavi verilen sicandan 7, kontrol gru-
bundan ise 9 adet fetiis elde edilmistir. Kontrol gru-
bunda hic DDH gelismemigken, diger iki grupta
saptanan DDH'larin tiimii sol taraf yerlesimli idi.
Nit-rofen grubundaki 14 fetiisiin 7'sinde biiyiik, be-
sinde orta ve 2'sinde de kiiciik diafragma defekti
gozle-nirken, tedavi grubundaki 7 fetiisiin 4'linde
biiyiik, ikisinde orta ve birinde de kiigiik defekt be-
lirlendi (Resim 1).

Morfolojik degerler: Ortalama viicut agirhiklari, sol

akeiger / viicut agirhign ve sag akciger / viicut agirh

Resim 1. Sol bityiik diafragma hernisi geligmis olan yavru si-
can,

: |E nitrofen+TRH+ |
' | betametazon

Sekil 1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarm total viicut agir-
hklart ortalamalarimin karsilastirilmasi (mg).
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10 & kontrol
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| nitrofen

|
; B nitrofen+TRH+ |
|| betametazon |

Sckil 2. Kontrol ve deney grubu hayvanlarin Sol AC/total vil-
cut agirliklart ortalamalarimin karsilagtiriimasi (mg).

800 - [
700 « kantrol sl |
| 600 Bkentral safj
500 - Enitrofen sol
400 - Bnitrofen saf
300 1 Qritrofen+ TRH#betam
200 - etazen sol
B nitratens TRH+betam
100 - etazon sag
0 J

Sekil 3. Kontrol ve deney grubu hayvanlarin sag ve sol ak-
ciger DNA miktarlarmin karsilagtirilmas (ug/100 mg).

oranlarn diger iki grupta kontrol grubuna gore diistik
olarak izlenmistir (Sekil 1 ve 2). Nitrofen grubu ile
tedavi grubundaki fetiislerin sol akciger ve sol ak-
cigger / viicut afirlifi ortalamalari kargilagtirildifinda
aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunma-
di. Bununla birlikte kontrol grubunun sag, sol ak-
ciger agirliklar1 ve her iki akcigerin viicut agirhgina
oranlar, nitrofen ve tedavi gruplarindan belirgin
yiiksek bulundu ve bu fark istatistiksel olarak da an-
lamb idi (p<0.001).

DNA analizi: Gruplara ait her iki akcier i¢in sap-
tanan DNA analizi sonuglan Sekil 3'de gozlenmek-
tedir. DNA degerleri kontrol grubu digindaki iki
grup arasinda anlamli farklilik gostermezken, bu iki
grup ile kontrol grubu arasindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.001).

Histopatolojik degerlendirme: Kontrol grubu fe-
tiislerin her iki akcigerlerinin kesitleri, iyl gelismis
sakkiiler formda alveol yapast ve alveoller aras: sep-
tumun normal kalinlikta olusu seklinde matiir ak-
ciger goriiniimii sergiliyordu. Nitrofen grubundaki
fetiislerin sol akcigerlerinde; alveol duvarinda ve in-
teralveoler septumda hafif kalinlagma, bronsiol epi-
telinde papiller tarzda gelisimler ve yer yer bronsiol
epitelinde dejenerasyon gozlendi. Bu grubun sag ak-
cigerlerinde ise histopatolojik olarak; alveol du-

varinda ve interalveoler septumda hafif kalinlagsma,
vaskiiler yapilarda yer yer hemoraji, alveol lime-
ninde genisleme ve yer yer mononiikleer hiicre in-
filtrasyonu vardi. Tedavi grubunun sol akciger ke-
sitlerinde; alveol duvarinda kalinlasmaya ek olarak
duvar yapisinda bozulma ve interalveoler septumda
yirtilma, fibrotik doku artis1, alveoler boslukta erit-
rosit dagilimi gozlendi. Sag akciger kesitlerinin his-
topatolojik incelemesinde ise; brongiol duvarindaki
hiicrelerde hipertrofi, papiller geligimler, liimende
yer yer deskuamatik hiicreler, brongiol epitelinin
bazal membraninda kalinlagma ve fibrotik doku bi-
rikimi dikkati ¢ekiyordu.

Bu incelemeler sonucunda, prenatal TRH ve glu-
kokortikoid uygulanan ve uygulanmayan grup ara-
sinda matiirasyon yniinden farklilik olmadifi go-
riildii.

Tartisma

Nitrofenin hayvanlarda DDH olusturabildigi ilk defa
Nakao ve arkadaslari tarafindan 1981 yihnda bil-

" dirilmistir ©), Yavru siganlarda DDH olugabilmesi

icin anne sigana hamileligin kaginci giinii ve ne
kadar nitrofen verilmesi gerektigi konularinda Kluth
ve arkadaglarinin yaptiklari galigmalar yol gosterici
olmustur (1213} Bununla birlikte yapilan deneysel
calismalarin ¢ok biiyiik ¢ogunlugunda, ¢alismamiz-
da da uyguladigimiz gibi hamile sicanlara gebeligin
9.5'uncu giinti 100 mg nitrofenin intragastrik olarak
verilmesiyle sol DDH olusturalmugtur (101420,
Kluth ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, nit-
rofenin hamileligin 10'uncu ya da 1l'inci giinii ve-
rilmesiyle sag DDH olusturulabilecegi bildirilmek-
teyse de (13) sol DDH'nin insan modeline daha fazla
benzerlik gosterecedi diistiniilerek yaptigimiz ga-
lismada bu model tercih edilmistir.

DDH'min cerrahi tedavisi basit olmasina ragmen bu
hastalarda mortalite halen ¢ok yiiksek seviyelerde-
dir. Bunun en dnemli nedeni, bu patolojiyle birlikte
goriilen pulmoner hipoplazi ve pulmoner hipertansi-
yondur ©). Pulmoner hipoplazinin patogenezi i¢in
farkh goriisler ortaya atilmigtir. Birgok aragtirmaciya
gore, karin ici organlarin toraksa yer degistirmesi so-
nucu akcigerlerin basi altnda kalmastyla normal ge-
lisimleri engellenmekte ve bunun sonucu olarak da
akciger hipoplazisinin geligtigi one siirlilmektedir.
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Bugiin yenidogan yogun bakim {initelerinin ge-
ligmesine, nitrik oksit ve surfaktan tedavilerine, yiik-
sek frekansli ventilasyon ve ECMO (ekstracorporeal
membran oksijenasyonu)'nun kullanilmasina ragmen
DDH'da mortalitenin % 60 seviyesinde oldugu bil-
dirilmektedir ), Bununla birlikte bu yontemler ol-
dukca pahali ve deneyim gerektirdiginden, sadece
birka¢ merkezde uygulanabilmektedir. :

DDH tamsin prenatal dénemde konulabildigi dii-
gtiniilerek bazi farmakolojik ajanlarin anneye uygu-
lanmas1 suretiyle bebegin akciger matiirasyonunun
prenatal dénemde hizlandirilmas: iizerinde yogunla-
silmistir. Bu yontemle hem daha ucuz hem de daha
etkili bir tedavi olanag: saglanabilecegi diigiiniilerek
bazi farmakolojik ajanlarla deneysel ¢aligmalar ya-
pilmigtr (10141920 Antenatal dénemde uygulan-
mas! diisiiniilen ilk ajan, halen prematiir dogum yap-
mas1 olasi annelere, bebeklerde hiyalen membran
hastalif1i gelisme riskini azaltmak amaciyla verilen
glukokortikoidler olmustur. Son zamanlarda yapilan
¢alismalarda antenatal donemde uygulanan gluko-
kortikoid tedavisinin, DDH ile birlikte olan hipop-
lazik akcigerin parenkim matiirasyonunu artirdig
bildirilmigtir "). Koyunlar tizerinde yapilan bir ¢a-
ligmada, DDH olusturulmus fetiislere antenatal do-
nemde uygulanan glukokortikoidin, hipoplazik ak-
cigerlerin matiirasyonunu belirgin bir sekilde arttir-
dig1 goriilmiistiir (1), Bir baska ¢alismada sicanlarda
DDH olusturulduktan sonra prenatal dénemde an-
neye glukoortikoid uygulanmig ve yavru sicanlar ak-
cigerlerindeki hipoplazi yéniiyle incelenmistir. Ali-
nan sonuglar gerek DNA miktarlan gerekse morfo-
metrik olarak degerlendirildiginde, glukokortikoid
uygulanan grupla uygulanmayan grup arasinda an-
lamli bir fark olmadigint ortaya koymustur ),

Yapilan aragtirmalarin biiyiik ¢ogunlugunda calis-
mamizda uyguladifimiz gibi glukokortikoid ve TRH
kombine olarak kullanilmistir. Bunun sinerjistik etki
ile akciger fonksiyonlari lizerinde daha olumlu etki
olusturacag: diisiiniilmektedir (1. Bu bilgiler 151
ginda biz de ¢alismamizda nitrofen vermek suretiyle
DDH olusturulan si¢anlarda, ayni taraf ve kars: taraf
akcigerlerin hipoplazi ve immatiiritesini inceledik.
Ayrica nitrofen verilerek yavrularinda DDH olus-
turulan hamile siganlara steroid ve TRH verildikten
sonra dogan yavrularin akcigerlerine bu hormonlarin
etkilerini, m()rl"dx_netrik, biyogenetik ve histopatolo-
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jik olarak inceledik.

Nitrofenle DDH olusturulduktan sonra gebe sicana
prenatal donemde hormonal tedavi uygulanmasiyla
yavrularin akcigerlerinde olusacak hipoplaziyi 6n-
lemeye yonelik yapilan calismalarin birgogunda, ha-
mileligin 9.5'uncu giinii nitrofen uygulandiktan son-
ra hamileligin 18.5 ve 19.5'uncu giinlerinde 0.25
mg/kg betametazon ve 25 pg/kg TRH uygulanmagtir
@19 Ancak biz calismamizda, hamileligin 9.5'uncu
giinii nitrofen uyguladiktan sonra hamileligin 16'mc1
gliniinden itibaren 0.25 mg/kg betametazon ve 25
pg/kg TRH verdik. Kluth ve arkadagslari (13 gebe s1-
canlara 100 mg nitrofeni intragastrik olarak verdik-
ten sonra 14 giinliik fetiislerde diafragma defektinin
gelismeye bagladigin ve hipoplazi bulgularinin da
17'inci giinden itibaren gériilmeye bagladiini bildir-
mistir. Bu nedenle akcigerde hipoplazi bulgular: bag-
lamadan 6nce hormonlarin verilmesinin daha uygun
olacagim diisiinerek calismamizda steroid ve TRH
16'inca giinden itibaren verildi. Bu ¢alismada gebe
sicanlara gebeligin 9.5'uncu giinii 100 mg nitrofen
intragastrik olarak verildikten sonra DDH gelismis
yavrularin, total viicut agirliklari, akciger agirliklan
ve akcifer agirhi@i/total viicut agirliklar: ortalamalari
kontrol grubu ile karsilastinldiklarinda, anlamh de-
recede diisiik bulundu. Bununla birlikte gerek ak-
ciger dokusundaki DNA miktarlarinin élgim so-
nuglari, gerekse histopatolojik degerlendirme sonug-
lart DDH gelisen tarafta daha belirgin olmak iizere
her iki akciferde de hipoplazi lehine bulgular ol-
dugunu gosteriyordu. Bu sonuclar, daha dnce yapi-
lan gebe sicanlara nitrofen verilmesiyle DDH olus-
turulmus hayvan modellerinde (1214 ¢lde edilen so-
nuglarla benzerdir.

Nitrofen ve tedavi gruplarinda elde edilen sonuglarin
kargilagtirilmasinda, bekledigimizin aksine hipoplazi
yoniiyle farklilik olmadig goriildii. Prenatal dénem-
de verdigimiz steroid ve TRH'm akcifer matiirasyo-
nu tizerine bir etkisi olmamusti.

“Calismamizda elde ecttigimiz DNA ve morfometrik

sonuglar ile histolojik degerlendirme sonuglari, daha
once yapilmis benzer caligmalarla kiyaslandiginda;
morfometri ve DNA sonuglari benzerken, Losty'nin
calismasinda elde ettigi histolojik degerlendirme so-
nuglar; hormonal tedavi uygulanan grubun, akciger
matiirasyonu yoniiyle uygulanmayan gruptan iyi
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yonde oldukega farkli oldugu ve sonug olarak steroid
ve TRH';n akciger matiirasyonu tizerine belirgin iyi-
lestirici etkilerinin oldugu bildirilmistir ('), Oysa
bizim elde ettigimiz histolojik degerlendirme so-
nuglar: nitrofen ve tedavi gruplan arasinda farklilik
olmadig: yoniindeydi. Elde ettiimiz sonuglann di-
ger calismalardan farkly olmasinin nedeni, prenatal
donemde verilen hormonlarin degigik zamanlarda
kullanilmasi olabilir.

Sonug olarak, 1) sicanlara gebeligin 9.5'uncu giinii
nitrofen verilmesiyle sol DDH olusabildigi 2) DDH
olusturulan sicanlarda bilateral akciger hipoplazi-
sinin olustugu ve 3) intrauterin 16'inca giinden itiba-
ren gebelere 5 giin boyunca betametazon ve TRH'nin
verilmesinin akciger matiirasyonu {izerine olumlu
bir etkisinin olmadig: saptandi.
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