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OZET

Hipoksik Iskemiye Bagh Serebral Palside Asetilkolin Esteraz Inhibitorii (-)
Fenserin’in Motor ve Kognitif Fonksiyonlar Uzerindeki Iyilestirici Etkisi

Serebral palsi, fetal/infant beyninde olusan gelisimsel hareket ve postiir
bozukluklariyla karakterize norolojik bir hastaliktir. Arastirmada yeni doganda
hipoksik iskemiye (HI) bagli Serebral palsi modelinde, (-) Asetilkolin esteraz
inhibitorii olan Fenserin’in motor ve bilissel islevler iizerindeki etkisinin aragtirilmasi
amacglanmistir. Postnatal 7.giinde (P7) sol karotid arterin ligasyonu ve
okliizyonundan iki saat sonra 150 dakika boyunca %8 oksijenle %92 nitrojen
verilerek hipoksi olusturulmustur. Hi indiiksiyonundan sonra 23 giin, giinde 1 mg/kg,
2,5 mg/kg ve 5 mg/kg dozlarda (-) Fenserin intraperitonel yolla uygulanmistir.
Norogelisim, motor gelisim ve kognitif degerlendirme yapilmistir. P30°da
sakrifikasyon sonrasi toplanan beyin dokusunda tiimor nekroz faktér (TNF)-a,
interlokin (IL)-1B, beyin kaynakli nérotrofik faktér (BDNF) ve kalsiyum baglayici
protein B (S100B) seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Noronal kayip ve sag kalim histolojik
olarak incelenmistir. Bagirsak dokusunda miyeloperoksidaz (MPO), malondialdehid
(MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyi ol¢lilmiistiir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir. (-) Fenserin’in, Hi’den kdken alan Serebral palsi’deki ndronal hasar
ve kaybi azalttigi, hasar kaynakli norogelisim ve iligskili defisitleri iyilestirdigi

gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Asetil kolinesteraz inhibitorii, Hipoksik iskemi, Serebral palsi,
Yeni dogan, BDNF, S100B.



ABSTRACT

The Ameliorating Effect of (-) Phenserine on Motor and Cognitive Functions in
Hypoxic Ischemia induced Cerebral Palsy

Cerebral palsy (CP) is a neurological disease that occurs in the developing fetal/
infant brain and is characterized by developmental movement and posture disorders.
The aim of this study was to investigate the effect of Fenserin, which is an (-)
Acetylcholine esterase inhibitor, on motor and cognitive functions in a cerebral palsy
model due to hypoxic ischemia (HI) induction in newborns. Ischemia with ligation
and occlusion of the left common carotid artery at postnatal day 7 (P7); two hours
later, hypoxia was induced in a controlled environment given 92% nitrogen with 8%
oxygen for 150 minutes. (-) Fenserine was administered intraperitoneally daily at
doses of 1 mg/kg, 2.5 mg/kg and 5 mg/kg for 23 days, starting at P7 after HI
induction for 23 days. In HI, the curative effect of (-) Fenserine was determined by
neurodevelopmental assesments, motor tests, and cognitive evaluation. Tumor
necrosis factor (TNF)-a, interleukin (IL)-1P, brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) and calcium-binding protein B (S1008) levels were measured in brain tissue
collected after sacrification at P30. Neuronal loss and survival were examined
histologically. Myeloperoxidase (MPO), malondialdehyde (MDA) and glutathione
(GSH) levels were measured in intestinal tissue. p<0.05 was considered statistically
significant. (-) Fenserine has been shown to reduce neuronal damage and loss in
Cerebral palsy originating from HI, and improve damage-induced neurodevelopment

and related deficits.

Keywords: Acetyl cholinesterase inhibitor, Hypoxia ischemia, Serebral palsy,
newborn, BDNF, S100B.



1 GIRIS VE AMAC

Serebral palsi (SP), gelismekte olan fetal veya infant beyninde meydana gelen,
gelisimsel hareket ve postiir bozukluguna bagli smirlhilikla karakterize en yaygin
pediatrik norolojik bozukluktur (1). Beyinde olusan hasar prenatal, perinatal ve
postnatal donemde meydana gelebilmekte ve prevelansi her canli dogumda 2,5/1000,
prematiir dogumda ise 22/1000 olan bu hastalik, multi-faktoriyel nedenlerle
olusabilmektedir (2). Siniflandirilmasi etkilenim topografisine ve motor hasara bagh
fonksiyonel bozukluga gore yapilmaktadir (3). Literatiirdeki en yaygin motor
etkilenim tiirli, spastik tip olarak tanimlanmaktadir ve vakalarin %80’ini
olusturmaktadir. Spastik tipteki major etiyolojik faktor, son trimester ve dogum yas1
civarinda goriilen hipoksik iskemidir (HI). Hasar cogunlukla serebral korteks ve
subkortikal beyaz madde ve derin gri maddeyle iliskilidir (2). SP’ye bagli motor
problemlere siklikla duyu, algi, davranis bozukluklar1 ve kognitif problemler eslik
etmektedir (4). Mevcut tedavi segeneklerinde, hastaligin kesin bir tedavisi
bulunmamaktadir. Tedavi secenekleri cocuklarin giinlik yasam aktivitelerini
stirdiirebilmeleri ile ilgili ihtiyaglarina odaklanmakta; klinik siire¢ yOnetimi,
fonksiyon geri kazanimi ve aktivite katilimini arttirarak, kotiilesme faktorlerini
azaltmaya yoneliktir (5). SP’de semptomatik tedavilerin siirlilig1 ve yan etkilerinin

bulunmasindan dolay1 yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Merkezi sinir sisteminde (MSS), noronlar ve noronal olmayan hiicreler olan
periferal makrofajlar, mikroglialar ve astrositler asetilkoline dogrudan cevap verirler.
Noronal olmayan bu hiicreler kisa ve uzun dénem sinaptik fonksiyon ve plastisiteyi
etkilerler (6). HI’de hipokampiiste hasarlanan bolgeler incelendiginde, hasarm
kolinerjik noronlarin yerlesim alanlarinda yogun oldugu gorilmiistir (7).
Hipokampiisiin dentat girusunun memeli beyninde plastisite kapasitesi en yliksek
bolgelerden biri oldugu ve kolinerjik néronlarin yerlesim yeri olan bu bdlgede
uygulanabilecek bir tedavinin, gelisim siireci devam eden olgunlasmamis bir beyinde

tyilestirici etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir (8).



Neonatal HI patofizyolojisinde, prefrontal korteks ve hipokampiis arasinda
disfonksiyonel olgunlagsma siireci gerceklesmektedir. Noral ag olusumu sirasinda
olusan bu abnormal baglantilar, kognitif fonksiyonlar1 etkilemektedir (9).
Hipokampiisteki asetilkolin seviyesinin hafiza gibi kognitif fonksiyonlarla
iliskilendirildigi yaymlardan yapilan ¢ikarimla (10) Hi’de goriilen kognitif
problemlerin, asetilkolin seviyelerini degistirecek bir tedavi ile iyilestirilme
potansiyeli bulunmaktadir. Asetilkolin, ayn1 zamanda periferik makrofajlar1 ve
santral mikroglialarin asir1 aktivasyonunu baskilayarak periferal ve santral anti-
inflamatuvar yolaklarda rol oynamaktadir (6). HI’ye cevaben gelisen inflamasyonun
Ozellikle term bebeklerde beyin hasarina neden olmasi (2) immiin yanitin
inhibisyonuyla noroprotektif 6zellik tasiyan kolinesteraz inhibitorlerinin (11,12)

beyin hasarinda iyilestirici bir potansiyel oldugunu gostermektedir.

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak, arastirmamizda AChEI’lerin (asetilkolinesteraz
inhibitorleri) arasindan iistiin yonleri dogrultusunda asetil-se¢ici, geri dontistimlii bir
kolinesteraz inhibitorii olan (-) Fenserin’in tedavi edici etkilerinin arastirilmasi
amagclanmustir. Tlacin kan beyin bariyerini asabilmesi, hizli emilebilmesi, beyinde
hizla yogunlasarak yan etkilerin gorilme sikligin1 azaltmasi ve toksisite etkisinin
bulunmamas1 yénleriyle diger AChEI’lerinden ayricalikli olmaktadir. Alzheimer
hastalarinda hafizay: ve bilisi gelistirdigi bilinen bir etki mekanizmasi olup, piyasada
mevcut olarak kullanilan bir ilag oldugu i¢in insanlar iizerinde denenmis olmasi (13),
onun cocuklar iizerindeki potansiyelini ve uygulanabilme giivenilirligini

arttirmaktadir.

(-) Fenserin literatiirde SP ve HI iizerine hi¢ calisiilmamis olup, uyguladigimiz
deneysel model olan Rice Vannucci modelinde de arastirilmamistir. Rice Vannucci
modeli, perinatal beyin hasar1 olusturmada kullanilan en yaygin hayvan modelidir
(14). Arastirmada modelin uygulanma giinii, postatal 7. giin (P7) olarak
belirlenmistir; gelisimin bu asamasinda sigan yavrusunun beyninin mikroanatomik
olarak 32 ila 34 haftalik bir gebelikteki insan fetiisiine karsilik gelmektedir. Bu
donemde, serebral kortikal ndronal katmanlama tamamlanmis, germinal matris

involiisyon yapmis ve beyaz madde smirli miyelinizasyon gostermistir. Modelde,



serebral korteks, hipokampus, striatum ve talamusta doku hasar1 olusmaktadir. ki
asamali uygulanan Rica Vannucci modelinde hem iskemi hem hipoksi adiminin
olmas1 ligasyon olan ipsilateral hemisferde multifokal infarktalara neden olmakta
ama ayn1 zamanda kontralateral hemisferde hasar olusturmayip, klinikte en yaygin
SP tlrii olan hemiplejik etkilenimli, spastik serebral palsinin deneysel olarak

olusturulmasina imkan vermektedir (14).

Literatiirde (-) fenserin ile yapilan g¢aligmalar tarandiginda tramvatik beyin
hasari, inme arastirmalari bulunmakta fakat yeni dogan calismast olmayip;
aragtirmalar yetigkin, insan ve hayvan calismalarindan olusmaktadir. Derleme bir
arastirmada ilacin yetiskin travmatik beyin hasari hastalarinda anti-inflamatuvar
aktiviteye sahip oldugu; oksidatif strese kars1 koruma sagladig: bildirilmistir. Ayni1
derlemede baska bir ¢aligmada amiloid-p oncii protein (APP) sentezini inhibe ettigi
ve norogenezi gli¢lendirdigi; sicanlarla yapilan bir iskemi arastirmasinda ise
anoksiye kars1 korudugu ve hiicre sagkalimini arttirdigi gosterilmistir. Devamindaki
calismada da travmatik beyin hasarli fareler iizerindeki kognisyon ¢alismalarinda da

gorsel hafiza ve uzaysal hafizay iyilestirdigi gosterilmistir (15).

Literatiirde, eleyici 6zellikler barindiran (yan etkileri, toksisite etkileri ve diisiik
tolere edilme kapasiteleriyle) diger kolinesteraz inhibitorlerinin (16), beyin hasari
tizerindeki etkileri sinirli sayida arastirllmig fakat kapsamli bir gelisimsel
degerlendirme ve klinikteki paralel karsiligi olan refleks, lokomotor gelisim takibi
yapilmamistir. Huperzin A ve tiirevi AChEI ile yapilan birkag¢ galismada referans
aliman Alzheimer ¢aligsmalarindaki noroprotektif etki ve kognitif iyilesme amaci
giidilmiis, arastirmalar sadece kognitif degerlendirme ile sinirli tutulmustur (12,17).

Yayinlarda, beyindeki hasar ile kolinerjik sistem iliskisi kisitl olarak ifade edilmistir.

Arastirmamizda kolinerjik sitemin SP ve HI patofizyolojisiyle olan iligkisi, (-)
Fenserin’in  noroprotektif etkinliginin  gosterilerek  1iyilestirme potansiyeli

gosterilmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Serebral Palsi

"Serebral fel¢" terimi ilk kez 1861°de Ingiliz ortopedi cerrah1 William Little
tarafindan tanimlanarak; zor dogum ve neonatal hipoksiyle baglantili ekstremite
spastisitesi ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan kas-iskelet sistemi deformiteleri ile
iliskilendirilmistir  (18,19). Serebral palsi (SP), tanimlanmis bir hastalik
siniflandirmasi degil, etiyolojisi g¢esitli semptomlar1 kapsayan bir semsiye terim
olarak kullanilmaktadir (20). 2006 yilinda Serebral Palsi’nin Tanimlanmasi ve
Siniflandirilmas1 isimli uluslararasi panelde yapilan konsensiis tanimiyla SP;
gelismekte olan fetal veya infant beyninde meydana gelen, gelisimsel hareket ve
postlir bozukluguna bagl smirhlikla karakterize en yaygin pediatrik ndérolojik

bozukluk olarak tanimlanmstir (21, 22).

2.1.1 Etiyolojisi ve risk faktorleri

Prenatal, perinatal ve postnatal donemde bebegin beyninde meydana gelebilecek
gelisimsel anormaliler ve/veya hasar SP’ye neden olabilmektedir. Ilerleyici olmayan

bu hastalik etiyolojik olarak her hasta i¢in farkli faktorlerden koken alabilmektedir.

A) Prenatal donemdeki etiyolojik faktorler
e Konjenital beyin malformasyonlari
e Rahim ici enfeksiyonlar / karyoamniyonit
e Abnormal plesental patoloji
e Intrauterin inme
e Kromozom anormalileri
e Preterm dogum

e Coklu gebelik



e Intrauterin biiyiime kisitlilig

e Hormon veya bliyiime faktor eksikligi
e Hipoksi

e Maternal stres/madde kullanimi

e Preeklampsi

B) Perinatal donemdeki etiyolojik faktorler
e Hipoksik-iskemik hasar
e Mekonyum aspirasyonu
e MSS enfeksiyonlar
e Inme
e Kernikterus
e Glutamat eksitotoksisitesi

e Genetik faktorler

C) Postnatal donemdeki etiyolojik faktorler
e Travma
e MSS enfeksiyonlari
e inme
e Anoksik hasar
e Sosyo-ekonomik gevre
e Genetik faktorler (23,24,25,26)

2.1.2 Epidemiyolojisi

SP’nin goriilme sikligi her 1000 canli dogumda 2,5 iken,her 1000 prematiir
dogumda ise 22oldugu bildirilmistir (27,28,29). Literatiirde hastaligin Tiirkiye’de
goriilme sikligina dair mevcut tek ¢alismada 2-16 yas arasi1 ¢cocuklarda Tiirkiye icin

SP prevelansi her 1000 canli dogumda 4.4 olarak ifade edilmektedir (30).



2.1.3 Smiflandirilmasi

SP'nin geleneksel siniflandirilmast Minear tarafindan tanimlanmis basliklar
altinda yapilmaktadir: Bu smiflandirmalarin tamamu birlestirilerek hastaligin vakaya

0zel tanimlanmas1 yapilmakta ve tedavi i¢in yol haritasi olusturulmaktadir (31).

Bolgesel etkilenim Global (tiim viicut) etkilenimi

Spastik tip Diskinetik tip Ataksik tip Karma tip

§ ¢ 1h14

Hemiplejik  Diplejik  Kuadriplejik  Atetoid Distonik Ataksik

PIRAMIDAL EKSTRAPIRAMIDAL

I Normal [ Hafif etkilenim [MAgr etkilenim

Resim 1. SP’nin siniflandirilmasi (32).

A) Fizyolojik Simiflandirma: Motor veya hareket bozuklugunun tipine (hareket
kalitesi ve tonus degisikliklerine) dayaldir. iki tiptir: Spastik (piramidal) ve spastik
olmayan (ekstrapiramidal) olarak ayrilmaktadir. Spastik tipte motor bulgular tutarli

ve kalic1 iken, spastik olmayan tiplerde ise degiskenlik gostermektedir (31).

1. Spastik (Piramidal) Tip: Spastisite tonik spinal gerilme refleksinde hiza bagh
artisgtan kaynaklanan hipertoniyi ifade eder. Tonus degisken olmakla birlikte
artigtadir. Spastik SP, vakalarin %87'sini olusturarak en yaygin tiptir. Derin tendon
reflekslerinde artis, pozitif Babinski yaniti (ekstansor plantar yanit), siirekli ayak
bilegi klonusu, kalic1 hipertoni kaynakli kontraktiirler ve azalmis hareket gézlemlenir

(33).



Spastisite, siddetli perinatal asfiksi ve menenjit gibi postnatal MSS
enfeksiyonlarindan kaynaklanan hipoksik iskemik ensefalopati nedeniyle kortikal

noronlarda (piramidal hiicreler) hasar oldugunun gostergesi olabilmektedir (31).

2. Spastik Olmayan (Ekstrapiramidal) Tip: Tonus, hipertoni ve hipotoni arasinda
degiskenlik gostermektedir. Aktivite, ajitasyon, gerginlik ve aglamada tonus
artarken; uykuda ve gevseme durumlarinda azalir. Artan tonusta rijidite goriiliir ve
pasif fleksiyon veya ekstansiyon ile ortaya ¢ikar. Ekstrapiramidal hipertonus
tekrarlayan hareketlerle (sallanmayla) azaltilabilir. Derin tendon refleksleri normal
veya hafif artmistir. Negatif Babinski goriiliir ve ayak bilegi klonusu siirdiiriilmez.
Degisken tonus kontraktiir olusumunu ¢ogu zaman engeller. Hareket diizensizdir,

anormal, istemsiz hareketler ve tonus artiglar1 (diskinezi) goriilir.

Diskinetik SP, bilirubin ensefalopatisi ve termde siddetli perinatal asfiksi ile
bazal c¢ekirdeklerde hasara isaret eder. Goriillen Diskinetik SP kendi iginde
Koreatetoid SP (viicudun proksimal kisimlari olan gévdede asir1 ve hizli hareketlerle
(kore) birlikte viicudun distal ekstremitelerinde (atetoz) yavas kivranma
hareketleriyle ve genellikle azalmis tonusla karakterize edilir. Ekstrapiramidal SP'nin
en yaygimn tiridir. Distonik SP, ekstrapiramidal hipertoni ve azalmis hareket
(hipokinezi) ile karakterizedir (hem agonist hem de antagonist kaslarin ayni anda
kasilmasi ile ortaya ¢ikar). Ataksik SP, serebellumdaki hasarin neden oldugu
koordinasyon bozuklugu ve hipotoni belirtileri ile ortaya ¢ikar ve SP'nin nadir bir

formudur.

B) Topografik Simflandirma: Spastik SP’deki noromotor hasarin etkiledigi
ekstremiteye gore yapilir. Monopleji, dipleji, hemipleji, tripleji, kuadripleji olarak
kendi i¢inde smiflandirilmaktadir. Topografik smiflandirma etiyolojik faktorlerle

iligkilendirilmede de yol gostericidir.

Dipleji, prematiir dogum veya diisik dogum agirhigindan kaynaklanan
periventrikiiler 16komalaziyi; hemipleji, perinatal inme, periventrikiiler hemorajik

enfarktiis veya neonatal kortikal enfarktiis; kuadripleji, termde siddetli perinatal



asfiksi, dogum sonrasi enfeksiyon (bakteriyal menenjit) ve metabolik/genetik

bozukluklar1 gosterebilmektedir (34).

C) Tamamlayict Simiflandirma: SP'deki ikincil bozukluklari ve bunlarin diger
siiflandirmalarla iligkisini iceren ek bir gruplandirmadir. SP'ye eslik eden fiziksel,
zihinsel veya fizyolojik bozukluklar arasinda epilepsi, biligsel, konusma, gérme ve
isitme bozukluklari, davramis bozukluklar1 ve ikincil kas-iskelet sistemi

anormallikleri (kalga ¢ikigi/subluksasyonu, kontraktiirler) yer alir.

D) Etiyolojik Siniflandirma: Hasarin olusum zamanina gore prenatal (en yaygin),
perinatal ve postnatal olarak siniflandirilabilir. SP’nin bebeklerde prenatal, perinatal
ve postnatal doneme gore insidansina bakildiginda, term bebeklerde (=37 hafta) %50
oraninda, 32-36 hafta arasi dogan bebeklerde %20 ve 32 haftadan 6nce dogan
bebeklerde ise %25 oraninda goriildiigi belirtilmistir (35).

E) Noroanatomik (Radyolojik) Siniflandirma: Spesifik olarak, beyindeki yapisal
degisikliklerin SP tipleri ile iliskilendirildigi ve serebral disgenezi veya
malformasyonlart tespit etmek icin kullanilan siniflandirmadir. Noropatolojik
siniflandirma, manyetik rezonans goriintiileme ve bilgisayarli tomografi taramas1 gibi
noro-goriintilleme calismalarina dayanir. SP'nin etiyolojisi, patolojisi ve hasarin

olusum zamaninin anlasilmasina énemli 6l¢iide katkida bulunur.

Anormal radyolojik bulgu ve tamilar bes kategoride smiflandirilir:
Malformasyonlar, gri madde hasari, beyaz madde hasari, ventrikiilomegali, atrofi
veya BOS boslugu anormalileridir. Diflizyon tensor goriintiileme, manyetik rezonans
spektroskopisi, fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme ve hizli spin eko
goriintilleme kapsamli bir radyolojik siniflandirma imkani yaratmaktadir. Noronal
migrasyon bozukluklarinin varliginin, hasarin gebeligin ilk yarisinda meydana
geldigini gosterdigi; glial bir yanitin varliginin ise gebeligin ikinci yarisinda olusan
hasara isaret ettigi varsayilmaktadir. Bununla birlikte, gebeligin son 2-3 ayinda hiicre

migrasyon bozukluklarinin ortaya c¢ikabilecegine dair kanitlar da vardir.
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Malformasyonlarin ise erken gebelik donemlerinde ortaya ¢ikma olasiligi daha

yiiksektir (36).

F) Terapotik Simflandirma: Bir c¢ocugun ne kadar tedaviye veya kapsamli

miidahaleye ihtiya¢ duydugunu basitge tanimlar.

G) Fonksiyonel Smmiflandirma: Fonksiyonel motor beceriler ile mevcut
kisithiliklarin - glinliikk yasam aktivitelerini ne Olgiide engelledigine dair cesitli
siiflandirma sistemlerinin biitiinidiir. Klinisyenlerin, bakim verenlerin ger¢ekgi
rehabilitasyon  hedefleri  belirlemesini  saglar.  SP'degiincel  fonksiyonel
siniflandirmalar, beceri smiflandirma anketleridir. Bunlardan en sik tercih edilenler;
Kaba Motor Fonksiyon Siiflandirma Sistemi (GMFCS), Manuel Yetenek
Siniflandirma Sistemi (MACS), iletisim Fonksiyonu Siiflandirma Sistemi (CFCS),
Yeme Igme Yetenek Siniflandirma Sistemi (EDACS) anketidir (31).

2.1.4 Hipoksik iskemi patofizyolojisi

HI ensefalopati, yenidogan ddneminde anoksik beyin hasar1 sonucunda
gerceklesen fizyolojik, hiicresel ve molekiiler degisiklikler olarak tanimlanmaktadir.
Bu degisimler sonucunda noronal apoptoz ve nekroz ile beyin hasar
gerceklesmektedir (37).

Hi'nin patofizyolojik siireci {ic asamaya ayrilmaktadir: Birincil enerji yetmezIigi
faz1: hipoksik iskemik hasardan 0-6 saat sonra gergeklesir. Normal sartlar altinda
serebral kan akigmin siirdiiriilmesi sistemik kan basincina baglidir; Hi’de serebral
kan akis1 azalir, doku ve organlarda hipoksik-iskemi ve asidoz; miyokardiyal
kontraktilitede azalma, arteriyel kan basincinda diisme meydana gelir (38). Beyin
dokusunda hipoksik iskemi sonucunda, sinir hiicrelerinde glikozun anaerobik
fermantasyonu artar, boylece hiicrelerdeki adenozin trifosfat (ATP) azalir. Bu durum
yiiksek enerji depolanmasinda tiikkenmeye yol agar; iyon pompasinda islev bozuklugu

olusturur ve Na*, Ca*? tasinmasina engel olur. Aym zamanda laktik asit, serbest
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radikaller ve uyarict amino asitlerin birikimi olusarak mitokondriyal disfonksiyona,

sinir hiicresi 6demine ve nihai apoptoza yol agar (39, 40).

Ikincil enerji yetmezligi fazi: Hi’den 6-72 saat sonra gergeklesmektedir. Uyarici
norotransmitterler ve serbest radikaller salinmaya devam eder, mitokondriyal
disfonksiyon daha ciddi hale gelir ve biiylik fosfor rezervleri tiikenir (41). Faz
ilerledikge sitokrom C mitokondriden ¢ikarak, kaskad reaksiyonu aktive olmakta ve
sinir hiicresinin apoptozu baslamaktadir. inflamatuvar yanitlar devam ettikge

beyindeki hasar artmaktadir (42).

Yaralanma onarmmi veya kronik inflamasyon fazi olan {igiincii faz ise; HI
ensefalopatinin baslangicindan 72 saat sonra meydana gelir ve gilinler hatta aylar
boyunca siirebilmektedir. Hasarin derecesine, hipoksi-iskemi maruziyet siiresine ve
terapotik miidahalelerin etkilerine gore prognozda iki durum gergeklesir. Birinci
durumda hasarl beyin dokusu onarim siirecine girer, iyilesme gergeklesir; bu siireg
hayatta kalan néronlar1 ve glial hiicreleri icerir. Hiicreler farklilagsmaya, ¢ogalmaya
ve yenilenmeye baslar. ikincil sonugta isehasarli doku bozulmaya devam eder.
Burada inflamasyon artmaya ve kalici olmaya devam ettikge hasarli beyin dokular
norotrofik faktorlerin destegini kaybetmektedir. Hayatta kalan mikroglia ve
astrositler, ndronal 6liim ve aksonal hasara sebep olan zararli sitokinler salmaya

devam eder ve bu dabeyin dokularinda hasar artigina yol acar (43).

Yeni doganda HI, segici alt plak ndronlarin §liimii ileanormal kortikal gelisime
neden olur. Alt plaktaki noronal hasar sonrasinda plastisite bozukluklarina yol agar.
Talamik gelisim de olumsuz etkilenir. Talamik noronal hasar sonrasi beyaz maddede
akson hasar1 ve gliozis olusur. Ust kortikal tabakalarin yapisi i¢in ¢ok dnemli olan
dorsal telensefalik subventrikiiler bolge ve ge¢ GABAerjik gd¢ eden noronlar,
birincil olarak yaralanma egilimindedir. Son ¢aligmalardan elde edilen bulgulara
gore, biiylime bozukluklar1 néronal 6liimle degil, daha ¢ok dendritik dallanmanin
olgunlagmasinda farklilasma, diken yogunlugunda dendritik agmn azalmasi ve

kortikal noronlardaki sinaps olusumunun bozulmastyla iliskilendirilmistir (2).
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2.1.5 Tedavi yontemleri

Fazlara gore izlenebilecek tedavilerde; birinci faz sirasindaki tedavi olarak
kullanilan yaklasimlar hipotermi uygulamasi, serbest radikal yakalayicilar (6rnegin;
melatonin, eritropoietin, hidrojenden zengin salin, koenzim Q10), uyarici amino asit
reseptdr bloke edici ajanlar ile ndroprotektif diger ajanlardir (44). ikinci fazda
uygulanan tedavi stratejileri, birinci faz sirasinda uygulanan tedavileri takip etmekte
ve hastalara anti-inflamatuvar ajanlar, néroprotektif olan ve sinir rejenerasyonunda
kullanilan ajanlar uygulanmaktadir (45). Ugiincii fazda isekotiilesme devam ederse,
tedavi anti-inflamatuar ajanlari, ndroprotektif ajanlari veya sinir rejenerasyon
ajanlarint  (Ornegin sinir biiylime faktdrii) ve kok hiicre transplantasyonunu
icermektedir. Hastanin durumu stabil hale geldiginde miimkiin olan en erken
dénemde multidisipliner takip ile rehabilitasyon yaklasimlari uygulanmaktadir (46).
Bu siiregte hastalarin takibi ve tedavisi norologlar, fizyoterapistler, ortopedistler,
psikiyatristler ve diger uzman ekiplerin yer aldigi multidisipliner yaklagimi
gerektirir. Tedavi yaklasimlarinda gergekgi hedefler {izerinden, yasam kalitesinin
yiikseltici bir yol izlenmektedir. Spastistik SP’de kullanilan ilaglar; benzodiazepinler,
dantrolen, tizanidin, siklobenzaprin, fenol ve botulinum toksin enjeksiyonlaridir (47).
Cerrahi tedavi secenekleri arasinda baklofen pompasi, selektif dorsal rizotomi,
tendon gevsetme, kalga rotasyon cerrahisi, spinal fiizyon, sasilik cerrahisi ve derin
beyin stimiilasyonu yer alir. Epilepsi eslik eden hastalarda antiepileptik ilaglar
kullanilir. Konstipasyon, SP’de sik goriilmektedir motilite arttirict  ilaglar
verilmektedir. Depresyon ve anksiyete icin antidepresanlar kullanilabilmektedir (47,
48).
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2.2 Kolinerjik Sistem

2.2.1 Tamm ve reseptorleri

Kolinerjik sistem, aksiyon potansiyeli iletiminde norotransmiter olarak
asetilkolini kullanan, kolinerjik ndronlardan olusan sistemdir. Bu kolinerjik ndronlar,
bir noronal uyarinin yayilmasi sirasinda iki sekilde etkilenir; 1) asetilkolin tarafindan

aktive edilebilir; 2) asetilkolin igerir ve serbest birakir (49).

Kolinerjik sistemde iki ana tip reseptor bulunmaktadir.

1) Nikotinik reseptorler, néronlarin zarlarindaki ligand kapili iyon kanallarina bagli
olarak bulunmakta olup, asetilkolin icin alict gdrevi goriir. Iyonotropik bir
reseptortiir ve direkt olarak iyon kanalina baghdir. Asetilkolin nikotinik reseptore
baglandig1 zaman iyon kanallarinin a¢ilmasini saglayip hizli bir katyon akisina sebep

olur. Dort adet alt reseptdr tipi vardir (N1, N2, N3 ve N4).

2) Muskarinik reseptorler, membran zarlarinda G proteinine bagli kanallara bagli
olarak bulunur. Asetilkolin baglanmasi sirasinda hiicre i¢i proteinler araciliiyla
hiicre i¢inde bilgi iletimini saglamaktadir ve metabotropik bir reseptordiir. Bes adet

alt reseptor tipi bulunmaktadir (M1, M2, M3, M4 ve M5) (49).

2.2.2 Asetilkolin; sentezi ve metabolizmasi

Asetilkolin, asetik asit ve kolinin bir esteri olan bir norotransmiterdir.
Vazodilator ajan, muskarinik agonist, hormon, insan metaboliti, kemirgen metaboliti
ve nirotransmitter gorevi gormektedir (50). Asetilkolin hem MSS’de ve periferik
sinir sisteminde (PSS) bulunur. Sempatik sinir sistemi i¢in bir dahili vericidir,
parasempatik sinir sisteminde ise salinan nihai iiriin olup otonom sinir sistemi

norotransmiteridir. Beyinde hem ndrotransmiter hem de bir néromodiilator olarak
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calismaktadir (51,52). MSS’deki kolinerjik noéronlar, serebral Kkorteks ve
hipokampiiste kognitif fonksiyonlarda etkilidir. PSS'de asetilkolin kaslar1 aktive

etmektedir ve otonom sinir sisteminde kritik bir norotransmiterdir (53,54).

Asetilkolin sentezi i¢in, hiicre zarinin lipid ¢ift tabakasinda bulunan dogal amin
ve metabolik reaksiyonlarda kullanilan bir tiyoester, asetil gruplarimin alicisi ve
vericisi olan asetil koenzim A (asetil-CoA) ve kolin gerekmektedir. Bu molekiiller
asetilkolin tiretmek i¢in sadece asetilkolinerjik hiicrelerde bulunan bir enzim olan
kolin asetiltransferaz tarafindan katalize edilebilir. Asetilkolin metabolizmasinda
asetilkolinesteraz, asetilkolini kolin ve asetik asit liretmek iizere parcalamaktadir.
Bunun sonucunda olusan kolin molekiilleri, yiiksek afiniteli kolin alim proteiniile
sinir terminaline geri taginir. Sonrasinda ise tekrardan yeni asetilkolin molekiilleri

sentezlerler (49).

2.2.3 Beyinde kolinerjik noronlarin yerlesimi

MSS’de kolinerjik noronlar ii¢ ana alanda bulunur; ilk alandakiler beyin sapinda
bulunan ve riskten kaginma islevi goren kolinerjik noronlardir. Bu bolgedeki
kolinerjik noéronlar talamusa projeksiyon ve inhibisyon yaparlar. Ikinci alan
striatumdur ve burada dopamin salinimini baskilayan kolinerjik interndronlar
bulunur. Ugiincii alan ise bazal én beyindeki kolinerjik ndronlardir. Neokorteks ve
hipokampiisii projekte ederler. Hipokampiisiin alt bolgeleri olan dentat girus, CA3,

CA2 ve CA1 bolgeleri bu ndronlar tarafindan projekte edilir (6) (Resim 1)
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Resim 2. Beyinde kolinerjik ndronlarin yerlesim yerleri (55).

Korteksin kendisinde de kisith sayida kolinerjik internéronlarin oldugu
bilinmektedir. MSS’de, ndronlar ve ndronal olmayan hiicreler olan periferal
makrofajlar, mikroglialar ve astrositler asetilkoline dogrudan cevap verirler. Noronal

olmayan bu hiicreler kisa ve uzun dénem sinaptik fonksiyon ve plastisiteyi etkilerler

(6).

2.2.4 Hipoksik iskemide kolinerjik sistem patofizyolojisi

Hi’de hipokampiiste hasarlanan bélgeler incelendiginde, hasarm kolinerjik
noronlarin yerlesim alanlarinda yogun oldugu goriilmiistiir (7). Hipokampiisiin dentat
girusunun memeli beyninde plastisite kapasitesi en yiiksek bolgelerden biri oldugu
ve kolinerjik ndronlarin yerlesim yeri olan bu bdlgede uygulanabilecek bir tedavinin,
gelisim siireci devam eden olgunlasmamis bir beyinde iyilestirici etkisinin

olabilecegi diistiniilmektedir (8).
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Neonatal HI patofizyolojisinde, prefrontal korteks ve hipokampiis arasinda
disfonksiyonel olgunlagma siireci gerceklesmektedir. Noral ag olusumu sirasinda
olusan bu abnormal baglantilar, kognitif fonksiyonlar1 etkilemektedir (9).
Hipokampiisteki asetilkolin seviyesinin hafiza gibi kognitif fonksiyonlarda iyilesme
ile iliskilendirilmektedir (56). Asetilkolin, ayn1 zamanda periferik makrofajlari ve
santral mikroglialarin asir1 aktivasyonunu baskilayarak periferal ve santral anti-
inflamatuvar yolaklarda rol oynamaktadir (6). Hi’ye cevaben gelisen inflamasyonun
Ozellikle term bebeklerde beyin hasarina neden olmasi (2) immiin yanitin
inhibisyonuyla noroprotektif 6zellik tasiyan kolinesteraz inhibitorlerinin (11, 12)

beyin hasarinda iyilestirici bir potansiyel oldugunu gostermektedir.

2.3 () Fenserin

2.3.1 Tanmm ve ozellikleri

(-) - Fenserin diger ismiyle (-)-Eserolin fenilkarbamat, molekiiler formiiliiyle
C20H23N302 tersinir, asetil-selektif kolinesteraz inhibitoriidiir. Alzheimer hastaliginda
tedavi olarak arastirilan, noroprotektif ve norotrofik etkiler gosteren sentetik bir

ilagtir. Alzheimer hastalarinda hafizay1 ve bilisi iyilestirdigi bilinmektedir (57,58).

Resim 3. Fenserin’in kimyasal yap1 modeli.

(-) Fenserin, kan-beyin bariyeri boyunca yiiksek gegirgenlik gostererek beyne
kolayca erisebilmektedir. Fenserinin klinige cevrilebilecek dozlari yiiksek tolere

edilebilirlik gdstermektedir. Ilacin 20 mg/kg doz asimi yan etkisi olarak bulanti ve
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titreme gibi hafif siddetli kolinerjik yan etkileri bildirilmistir (59). (-) Fenserin’in
kemirgenlerdeki farmakolojik etkisi 8 saatten uzun siirmektedir fakat ilacin beyin ve
kandaki yar1 6mrii 10-15 dakika araliginda bulunmaktadir. Beyine hizla ve kapsamli

bir sekilde alinabilmekte ve yliksek dozlarda da tolere edilmektedir (60).

2.3.2 Farmakodinamik etkisi

2.3.2.1 Kolinerjik mekanizma

(-) Fenserin, asetilkolinesteraz enzimi iizerinde seg¢ici olarak etki eden bir
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitoridiir (61). Asetilkolinin, enzim tarafindan
hidrolize edilmesini Onleyerek norotransmitterin sinaptik aralikta daha fazla
kalmasini saglar (62). Bu mekanizma, kolinerjik néronal devrelerin aktive edilmesini

saglar (15).

2.3.2.2 Non-kolinerjik mekanizma

(-) Fenserin’in nérodejenerasyonu azalttigi, programlanmis ndronal hiicre
Oliimiinii baskilayarak, kok hiicrenin hayatta kalmasini ve farklilagmasini arttirdigi
kanitlanmistir. Bu azalan yikim yaniti ise pro-apoptotik faktorler ve Glial Fibriler
Asidik Proteinin (GFAP) ekspresyonlarini azaltan ve kaspaz- 3"l aktive eden Beyin-
tirevli norotrofik faktor (BDNF) ve anti-apoptotik protein olanB-Hiicreli

Losemi/Lenfoma 2 (Bcl-2) protein seviyelerindeki artigla saglanmaktadir (57, 63).

2.3.3 Noronal hasar iizerindeki iyilestirici etkileri

[lacin Alzheimer Hastaligi’na neden olan B-amiloid ncii proteini (APP) ile AP

peptidi olan proteinlerin seviyelerini de baskiladigi bilinmektedir (57, 64, 65). APP
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geniyle ilag etkilesiminin sonucunda, APP geninin ve onu takip eden iiriinii AP
proteininin ekspresyonu meydana gelir. Bunun sonucunda, glial hiicre tarafindan
tercih edilen farklilasmay1 tersine c¢evirir ve noronal hiicre ¢iktisinda artisi
saglamaktadir (15).Aktiflesmis gliyanin beyindeki lezyon bdlgesinde birikme siiresi
arttiginda oksidatif stres uyarilmaktadir. (-) Fenserin, hiicresel atiklari lezyon
bolgelerinden uzaklastirmak i¢in mikrogliyal hiicrelerin asir1 aktivasyonunu sonucu
olusan noroinflamasyon yanitini azaltmaktadir. Aktiflesmis gliyanin beyindeki
lezyon bolgesinde birikme siiresi arttiginda oksidatif stres uyarilmaktadir (66).
Inflamatuvar yanit, proinflamatuvar belirteclerden olan Allogreft enflamatuar faktorii
1 ve TNF-a'nin artan ekspresyonunun Fenserinle zayifladig1 gosterilmistir (67). Kan
beyin bariyerinde bozulma ile néroinflamasyona yol agan Matris Metalopeptidaz
9’un Fenserin tarafindan iyilestirildigi kanitlanmistir (57). Proteinlerin yanlis
katlanmasi sonucu olusan toksik agregatlar olan alfa-siniikleinler, Parkinson
hastaliginda yiiksek oranda gozlenmektedir. Fenserin’in, protein translasyonu
yoluyla alfa-siniikleinlerin toksisitesini nétralize ettigi ve hastaligin semptomlarini
azalttigi bulunmustur (58). (-)-Fenserin'in Travmatik Beyin Hasar1 ve Alzheimer
Hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklara anti-inflamatuar etkisi oldugu bilinmekte
ve bunu IL-10 konsantrasyonunu koruyarak ile IL-1 baskilayarak yapmaktadir.
Meynert bazal niikleusu yaralanmalarindan kaynaklanan kolinerjik kayiplari

azaltmaktadir (15, 68, 69).

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak bu arastirmada, bir AChEI olan (-) Fenserin’in
potansiyel tedavi ajani olarak kullanilmas1 ve yeni doganda noéroprotektif etkilerinin
aragtirllmasi  amaglanmistir.  Arastirmada  kolinerjik  sitemin SP  ve HI
patofizyolojisiyle olan iliskisi tiim norogelisim alanlar1 iizerinden yapilacak; bu
amacla gelisim reflekslerden ve fiziksel gelisim parametrelerinden, olgun motor ve
kognitif gelisim siirecine kadar takip edilecektir. Tedavi etkinligi bu makroskobik
degerlendirmelerin  yanisira histolojik degerlendirme ile noronal diizeyde;

biyokimyasal analizlerle ise protein ve sitokinler diizeylerinde arastirilacaktir.
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3 GEREC VE YONTEM

Arastirma igin etik kurul onay1, Acitbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ACU-HADYEK) tarafindan HDK-2020/40
karar1 ile 08.07.2020 tarihindeki toplantida alinmistir. Calisma 117E991 numara ile
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Arastirma Projeleri Komisyonu

(ABAPKO) tarafindan desteklenmistir.

3.1 Deney Gruplar

Calismada yeni dogan disi ve erkek Sprague Dawley (12-16 gr) siganlar
kullanilmis ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde sabit nem ve sicaklik
kosullarinda tutulmuslardir. Dogumdan sonra anne yaninda anne siitiiyle, daha

sonrasinda standart yem ile beslenmisler ve suya serbest bir sekilde ulasabilmislerdir.

Arastirmada yavrular asagidaki sekilde gruplara ayrilmistir:

1) Kontrol grubu (n=8): Yalanci cerrahi ile sadece insizyon stresi olusturularak ve
23 giin boyunca giinde bir kez serum fizyolojik (SF) intraperitonel (ip) verilmistir.

2) Hipoksik Iskemi (HI) grubu (n=12): Rice-Vannucci Modeli ile hipoksik iskemi
olusturulan gruba 23 giin boyunca giinde bir kez SF ip verilmistir.

3) HI + (-) Fenserin (n=7): Rice-Vannucci modeli ile hipoksik iskemi olusturulan
gruba 23 giin boyunca giinde bir kez 1 mg/kg (-) fenserin ip verilmistir (70, 71).

4) HI+ (-) Fenserin (n=8): Rice-Vannucci modeli ile hipoksik iskemi olusturulan
gruba 23 giin boyunca giinde bir kez 2,5 mg/kg (-) fenserin ip verilmistir (68,71).

5) HI+ (-) Fenserin (n=8): Rice-Vannucci modeli ile hipoksik iskemi olusturulan
gruba 23 giin boyunca 12 saatte bir 2.5 mg/kg olacak sekilde giinde toplam 5 mg/kg
(-) fenserin ip verilmistir (68, 72, 73).

Tiim yavrular P30. giinde dekapitasyon ile sakrifiye edilmislerdir.
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Resim 4. Ila¢ dozlarinim ip enjeksiyonu.

Ha¢ dozlarinin hazirlanmas:: (-) Fenserin (Sigma Aldrich> 96%), Serum fizyolojik
(% 0.9 izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi/Polifleks) icerisinde ultrasonik sonikatdrde
(Bandelin/SONOREX) 30 saniye aralikli olarak 10 dakika siiresince ¢ozdiiriilmiis,
homojen goriiniim alan ¢ozelti ila¢ tam ¢dziinme icin bir gece boyunca +4 °C soguk
odada ¢alkalayicida birakilmistir. 1 miligram/kilogram (mg/kg) oranini saglamak
icin; 10 gramda 0.01 mg doz kullanilmis ve 10 gram yavruda 0.1 mililitrede hesab1
ile, 0.1 ml’de 0.01 mg ¢ozdiiriilmiistiir. Ayn1 denklem 2.5 kat1 olarak 2,5 mg/kg
dozun hazirlanisinda uygulanmistir. Bir gilin sonrasinda tam c¢oziinen ve seffaf
renkten fusya renge donen ilag; 1 mg ve 2,5 mg dozlardastok hale getirilerek, 1s18a
duyarlilig1 sebebiyle falcon ¢evresine alliminyum folyo sarilarak +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

Kontrol ve Hipoksik iskemi gruplarina tedavi taklidi olarak verilecek olan serum

fizyolojik ¢ozeltisi haftalik tartim ile yine tedavi dozlariyla ayni oranlarda verilmistir.
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3.2 Serebral Palsi Modelinin Olusturulmasi

3.2.1 Iskemi cerrahisi/ rice-vannucci modeli

Sprague Dawley sican yavrulari, postnatal 7. giinde (P7) annenin yanindan
alarak 34.5 °C’lik inkiibatore konulmustur. Agirlik ve cinsiyetler kaydedilmis ve
yavrular isaretlenmistir. isofloran (Forane) ile anestezisiye alman yavrularda cerrahi
mikroskop (Carl ZEISS-f170) kullanilarak boynun ortasindan klavikulaya kadar 1
cm’lik ventral kesi yapilarak unilateral ve sol karotid arter ¢evre dokulardan kivrik
uglu pens (Isolab) ve egimli uglu diseksiyon makasi (Isolab) ile izole edilerek 4-0
cerrahi ipek siitur (Dogsan) ile, aralikli atilan iki ayr1 tek digiim yoluyla
baglanmistir. Kan akiminin durduguna emin olunduktan sonraarter sonrasinda okliize
edilmistir. Daha sonrasinda kesi kapatilarak annenin yanina geri konulup anestezi

etkisinden ¢ikana kadar iki saat beklenmistir.

Resim 5. Yedi giinliik sigan yavrularinda karotid arter izolasyonu ve okliizyonu.
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3.2.2 Hipoksi maruziyeti

Iki saat bekledikten sonra anestezi etkisinden ¢ikan yavrular, %8 oksijen ile
dengelenmis %92 nitrojen (HABAS-52 Lt) verilen, kontrollii 6zel bir kiivoz
(BabyNest) ortaminda 37°C sicaklikta, 150 dakika boyunca tutulmus ve hipoksik
hasar olusturulmustur (74).Diizenekteki oksijen degeri kiivoz i¢ine konan oksimetre
(Smart Sensor AR 8100) ile diizenli olarak takip edilmistir. Hipoksi uygulamasindan
sonra yine yavrular anneleriyle ayn1 kafese geri konulmuslardir. Kontrol grubunda
ise yalanci cerrahi uygulamasi yapilarak ligasyon olmaksizin sadece cerrahi stres

olusturulmustur.

Resim 6. Hipoksi diizenegi ve maruziyeti.
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3.3 Norogelisimin Degerlendirilmesi

HIi sonrasinda hasarin ve hasara baglh refleks ve ndrogelisimsel bozukluklarin

takibinin yapilmasi i¢in asagidaki gelisimsel belirtegler esas alinmustir.

Gelisimsel Kilometre Taslari

Goz agilmasi  7-17.glin Yuzeyde dogrulma 1-10.gun

Dis gelisimi  5-10.giin Havada dogrulma 16-21.gln Bagin elevasyonu  9-2 1.gi..'!n
Tily gelisimi  3-15.giin Negatif geotaksi 3-15.giin Emekleme 7-16.gn
Viicut agirhig Kavrama refleksi 3-15.gin Yirame 12-21.glin

Fiziksel gelisim Refleks gelisimi Lokomotor davramslar
gostergeleri

Resim 7. Gelisimsel takip semasi.

Arastirmanin altyapisint olusturan bu boliimde ilacin iyilestirici etkileri sadece
motor ve kognitif testler ile sonu¢ bazinda degil, norogelisimsel bir siire¢ bazinda
klinikteki takip semasina paralellik gosterecek sekilde planlanmistir. Tablolarda
belirtilen gelisimsel belirtegler ayn1t zamanda motor degerlendirme testleri ve

kognisyon-davranis testlerini destekleyici unsur olarak kullanilacaktir (75).
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Asagida refleks ve norogelisimsel degerlendirmede kullanilan adimlar ile motor

ve kognitif degerlendirilmede kullanilan adimlarin birbiriyle olan iliskilerine dair

sematik plan sunulmustur.

Havada dogrulma
P21/d.s./M

Kavrama refleksi
P6/d.6.+P15/d.s./M

Yiizeyde dogrulma
P6/d.6./M

1
Emekleme P14/d.s. Merdiven testi P24/d.s.
I ‘ T
Basin elevasyonu P21/d.s.
)

Yiirlime (Ayak izi testi) P22/d.s.
. ,

Negatif geotaksi
P6/d.6.+P15/d.5./S-K

Yeni nesne tanima testi P27/d.s.
N : ,

M: motor parametre

S-K: duyu/kognisyon parametresi

d.8: deney éncesi (P7-HI 6ncesi)

d.s: deney sonrasi (P7-HI sonrasi)
Kirmizi renk: refleksler

Mavi renk: lokomotor davraniglar

Yesil renk: motor degerlendirme testleri
Pembe renk: d 5 ve kognitif d.

lirme testleri

Resim 8. Iliskilendirilecek degerlendirme parametreleri.

3.3.1 Viicut agirh@

Viicut agirliklart P7. giinde deneye dahil olma uygunlugunun belirlenmesi igin;

indiikleme sonrasi ise ila¢ dozlar1 ve SF uygulanma dozlarinin belirlenmesi igin

Olctilmiistiir.

3.3.2 Dis gelisimi

Dis gelisimleri deney oOncesi P7. giinde ve deney sonrasinda ise gelisimsel

siirecin bitimi kabul edilen P10. giinde disin ¢ikmasimin tamamlanmasi agisindan

takip edilmistir. Mine bozukluklar1 ve kirilma egilimleri ayrica not alinmistir.
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3.3.3 Tiiy gelisimi

Tiy gelisimi, tamamlanmasi gereken P15. giinde saglikli ve homojen uzamalari

bakimindan takip edilmistir.

3.3.4 Goziin acilmasi

P17. giinde goziin tamamen agilma becerisinin elde edilip edilmedigi takip

edilmistir.

3.3.5 Yiizeyde dogrulma refleksi

Yiizeyde dogrulma refleksi, P6. giinde yavrunun deney Oncesi normal motor
gelisim evresinde gerekli refleks gelisimine sahip oldugunu tespit etmek icin
uygulanmistir. Yavru diiz bir zemin {izerinde sirtiistii konulmus ve 60 saniye
icerisinde karni lizerine donmesi beklenmistir. Donmesi 60 saniyeden uzun siiren
yavrular 60 olarak kabul edilip, pasif olarak kariniistii pozisyona getirilmis ve
basarisiz kabul edilmislerdir. 60 saniyeden az siirede yapabilen yavrular beceri
yeterliligine evet; yapamayanlar hayir olarak kaydedilmistir. Motor gelisime dair bir

belirtegtir.

3.3.6 Havada dogrulma refleksi

Havada dogrulma refleksi P21. giinde Hi sonucu ikinci asama olarak dogrulma
becerisini tespit etmekte kullanilmistir. Yavru kuyrugundan bas asagi tutularak 60
cm ylikseklikten asagiya onceden ayarlanmis yumusak bir zemine birakilmistir.
Yavrunun diisme sirasinda ve sonrasinda dogrulma becerisi gozlemlenmistir. Motor

testler i¢in kullanilmis bir parametrelerdir.
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3.3.7 Negatif jeotaksis

Negatif jeotaksi Ol¢iimii i¢in P6 ve P15.glinde yavru piiriizlii bir ylizey iizerine
konulmustur. Yiizey gonyometrik Olglimle 30 derece egimlendirilerek yavru bas
asagl konuma getirilmis ve diizlem degisimine gére govde oryantasyonu 60 saniye

boyunca gozlemlenmistir. Sensorimotor bir belirtegtir.

Resim 9. Negatif jeotaksisin 6l¢iimii.

3.3.8 Kavrama refkleksi

Kavrama refleksi, P6 ve P15. giinde yavrunun alt ve st ekstremitelerine, ayri
ayr1 kiint bir nesne dokundurularak degerlendirilmis ve patileriyle kavrama yapip

yapmadiklar1 kaydedilmistir (75).

3.3.9 Bagin elevasyonu ve emekleme

Yavrunun P14. giinde emekleme, P21. giinde bas elevasyonunu saglayabilme

becerisi incelenmistir. Yiirliyebilme becerisini edinmesi beklenen tiglincii agsama olan
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P22. giinde ise viicut pozisyonlamasi; bas, gdvde, bacaklarin, patilerin ve kuyrugun

duruslar1 agisindan gézlemlenmistir.

3.4  Motor Becerinin Degerlendirilmesi

Bir sonraki agsama olan motor degerlendirme testlerinde ayak izi testi ile (yiirlime
analizinde) ylirime sirasinda ekstremiteler arast korelasyon bilateral oOlglilmiis,
merdiven testinde ise yiirimedeki uzay algisinin kontrolii, denge ve lokomotor

davraniglarin gelisimiyle iliskilendirilerek 6l¢iim yapilmuastir.

3.4.1 Ayak izi testi (Yiiriime analizi)

P22. giinde yiirimenin kagittaki pati izleri lizerinden manuel hesaplamalar ile
analizidir. Olciimde degerlendirilen parametreler: 1) adim uzunlugu, 2) adim
genigligi ve pati basimi sirasinda parmaklarin pozisyonuna bagli olan 3) pati

genisligidir. Bu ii¢ parametrenin 6l¢limil her pati i¢in ayr1 ayr1 uygulanmustir.

Resim 10. Ayak izi testi diizenegi.
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Yiiriime analizi ayak izi testi i¢in 20 cm yiiksekliginde x 16 cm genisliginde x 70
cm uzunlugundaki pleksi-glass koridora sahip ve tek tarafi agik, siyah duvarli, 23 cm
x 36 cm x 28 cm Olgilii kutu ile sonlanan bir diizenek (RADON Medikal)
kullanilmistir. Kemirgenlerin dogas1 geregi karanlik alani tercih etmesi nedeniyle
karanliga kagis egilimi tesvik edici olarak kullanilmig ve yiirlime koridoru karanlik
bir kutuda sonlanmistir. Yiirime koridorunun tabanina kareli grafik kagidi konularak
ve sicanin patileri diizenege yerlestirilmeden dnce kuyrugu tutularak toksik olmayan,
yikanabilen dort farkli renk boya (Faber-Castell Parmak Boyasi) ile boyanmustir.
Sicanin yiiriiyecegi koridor girisinde konumlandirilmasindan sonra koridor boyu
yiiriimesi beklenmistir. ilk ve son adimlarda yiiriime hiz1 degiseceginden, normal
yiirliylis paternini temsil edemedigi kabul edilerek puanlamaya dahil edilmemistir.
Kagit puanlanamiyor ise hayvan on dakika dinlendirildikten sonra islem tekrar

edilmistir.

()

Resim 11. Pati izi.

Test sirasinda her bir yavru tek seferde, kagitta on alt1 pati izi birakacak (4-4-4-
4) sekilde yuriitiilmistiir. Her 4 pati izi bir tam yiiriime paternini, her sekiz pati izi ise
ardisik iki yliriime paternini ifade etmistir. Parametrelerin her biri hesaplanirken on
alt1 pati izi; ilk sekiz pati izi 1.6l¢lim, sonraki sekiz pati izi ise 2.0l¢lim seklinde
ayrilmigtir. 1. 6l¢iim ilk iki ardisik (6rnegin: sag 6n pati 1. basim izi ve sag on pati 2.

basim izi), 2. 6l¢lim ise son iki ardisik paterni (6rnegin: sag on pati 3. basim izi ve
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sag on pati 4. basim izi) ifade etmistir. ikili dlgiimde amag, ayn1 patinin iki ayri
ardisik adiminda (4-4 ve 4-4) parametreleri hassas sekilde 6lgebilmektir. Daha sonra
iki 1. ve 2. Ol¢limiin ortalamalar1 alinmig ve hesaplama yapilan pati i¢in o
parametreye dair esas deger elde edilmistir. Olgiimler santimetre cinsinden

kaydedilmistir.

Hesaplamada o6l¢iim kolayligi igin, her pati izini gevreleyecek sekilde, 2-4
mm‘lik bir ¢ember ¢izilerek merkez nokta olusturulmustur. Sonrasinda bu merkez
noktalar arasinda ¢izilen yatay ¢izgi adim genisligini; dikey ¢izgi adim uzunlugunu
ve parmaklar arasma g¢izilen yatay cizgi ise pati genisligini ifade etmistir. Her

parametrenin Sl¢limii tiim patiler i¢in ayr1 ayr1 yapilmastir.

1) Adim wzunlugu ayni patinin iki ardisik adim izi arasindaki mesafe olarak
tanimlanir (6rnegin: sag on pati birinci basim izi ve sag On pati ikinci basim izi).
Hesaplanmasi sirasinda 6lgiim alinacak pati belirlenir, birinci ve ikinci paternde o
pati icin olusan izler arasinda dikey bir uzunluk ¢izilir, santimetre cinsinden 6l¢iim
kaydedilmistir. Sonrasinda {igiincii ve dordiincii paternde ayni pati i¢in iiglincli ve
dordiincii pati basim izi arasi mesafe yine ayni sekilde Olgiiliir. Bu iki 6l¢limiin
ortalamasi alinarak o patiye dair adim uzunlugunun ana degeri elde edilir (6rnegin:
sag On pati i¢in 1. dl¢limdeki adim uzunlugu + sag 6n pati i¢in 2. dl¢limdeki adim
uzunlugu /2). Bu parametreye dair Ol¢lim, yavrunun tiim patileri i¢in ayri ayri

tekrarlanir (sag on, sag arka, sol 6n, sol arka).
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Resim 12. Yiiriime analizinde hesaplama.

2) Adim genigligi ise ayn1 ekstremite igin ({ist pati izleri arasinda veya alt pati izleri
arasinda), zit taraftaki patinin izinden adim uzunluguna dogru c¢izilen yatay
mesafenin 6l¢limiidiir (6rnegin: sol 6n patiden, sag 6n patiler aras1 adim uzunluguna)
(Sekil 2). Ol¢iim yine her pati i¢in ayr1 ayr tekrarlanir, her biri icin 1. ve 2. dl¢iimiin

ortalamalar1 alinarak ana degerler elde edilir.

3) Pati genisligi dlglimiinde de, Ol¢lim i¢in secilen patideki ilk ve son parmak ucu
arasindaki mesafe yatay bir ¢izgi cekilerek oOlctiliir (Sekil 3). Aymi pati i¢in yiirlime
analizinde toplamda dort iz bulunacagi i¢in (sag on 1, sag 6n 2, sag 6n 3, sag on 4),
hesaplanmasinda ikinci ve liglincli paterndeki pati basim izi segilerek, ilk ve son
parmaklar arasina ¢izilen yatay ¢izgi yoluyla iki ayr1 6l¢iim alinip, ortalamalari
hesaplanir. Bu parametre de yine tiim patiler i¢in (sag on, sag arka, sol 6n, sol arka)
tekrar edilerek, 2. ve 3. pati basim izleri Ol¢iiliip ortalamalar1 kendi i¢inde alinarak
elde edilir (76, 77).

Yiirime bicimi ise ayrica skorlanacaktir. Skorlamada, normal 0; akici fakat

anormal yiiriiyiis 1; sadece sinirli hareketler 2; hareketle yer degistirememe 3 olarak

skorlanmuistir (78).
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3.4.2 Merdiven testi

P24. giinde uygulanan bu testte; adim alma, pati yerlestirerek kavrama ve her
dort ekstremite i¢in de koordinasyonla dengeli yiirliyebilme becerisini 6grenme ile

iliskili olarak degerlendirilmektedir.

Resim 13. Merdiven testinde degerlendirme.

Sigan, yatay yerlestirilmis 120 cm x 9 cm x 2 cm ile 18 adim 1.5 cm-
kalinliginda, 4 cm aralikli bir merdivenin(Radon Medikal) bagina konularak
kuyruguna hafif¢ce dokunulup yiirlimeye tesvik edilmistir(79).Test Oncesinde ise
hayvanlar, merdiveni ge¢meleri i¢in notr bir kafesten kendi kaldiklar1 kafeslerine
ulagmalari i¢in, seans basinda merdiveni bes kez tekrar ederek egitilmislerdir. Test
ise li¢ tekrar seklinde uygulanmis olup skorlamada merdiven iizerinde adim atista
1skalama, bacagmin bosa kayma sayisi, pati yerlestirmedeki becerisi, ikinci ve
liclincli tekrarda deneyim-6grenme iliskisiyle ilk hatayr diizeltme davranisi test
edilmistir. Skorlamada degerler; tamamen 1skalama 0, asir1 kayma 1, hafif kayma 2,
yerine koyma 3, diizeltme 4, kismi yerlestirme 5 olarak puanlanmistir. Ug tekrar
sonrasinda ise skorlarin ortalamasi alinmistir. Ayni anda farkli hatalar olustugunda,
puanlarin en diisiik olan1 kaydedilmistir (80). Sicanin ylirlimesi ise zamanlayiciyla

takip edilerek test ii¢ kez, birer dakika arayla tekrarlanmistir. Manuel olarak, video
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kaydi iizerinden hayvanin adim alista sekteye ugrama ve bacagin bosa kayma sayisi

hesaplanacak ve skorlamalar1 yapilmistir.

3.5 Kaognitif Becerinin Degerlendirilmesi

3.5.1 Yeninesne tanima testi

P27. giinde kemirgenlerde oOgrenme ve hafizanin ¢esitli  yonlerden
degerlendirilmesi i¢in kullanilan bir testtir. 3 agsamada uygulanir: 1) aligkanlik giini,

2) egitim giini, 3) test giinilinii igerir.

Alisma giiniinde (T1) hayvanlar bes dakika ortamda tutularak nesneler olmadan,
bos arenay1 kesfetmeleri saglanmistir. Egitim giinii (T2) olan ikinci giinde, arenaya
yerlestirilen 6zdes iki nesneyi 10 dakika boyunca kesfetmelerine izin verilmistir. Iki
0zdes nesne i¢in kesife ayrilan siireler ayr1 ayri hesaplandiktan sonra ayrimcilik
indeksi iki nesneye ayrilan siireler birbirinden ¢ikarilarak hesaplanmistir. Test giinii
olan ti¢lincli giinde (T3) ise nesnelerden birisi yeni bir nesneyle degistirilmistir.
Secilen bu nesneler birbirinden renk, doku, sekil olarak ayrimi belirgin nesneler
olmustur. Kemirgenler yeni olan nesne i¢in dogustan bir tercihe sahip olduklarindan,
siganin tanidik olan nesneyi hatirlaylp diger bilmedigi yeni nesneyi kesfetmeye
odaklanmasi beklenmistir. ilgisel tesvigi arttirmak icin hayvanin kendi boyutuna
yakin nesneler secilmis, nesnenin {izerinde oturulan zaman dilimi ise kesif siiresine
dahil edilmemistir. Biri tanidik digeri ise yeni olan nesneleri kesfetmeleri igin
sicanlara yine 10 dakika siire verilerek yeni nesne tercih ylizdesi ve ayrimecilik

indeksleri hesaplanmaistir.

Yeni nesne kegfetmeye ayrilan stire

Yem nesne tercthi  — x100
Tamdik nesneyi Yeni nesneyi
kegfetmeye + kegfetmeye
ayrilan stire ayrilan stire
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Bu formiil, yeni nesneyi kesfetmek i¢in harcanan siirenin, nesneleri kesfetmek
icin ayrilan toplam siireye gore ylizdesini saglamistir. Boylece si¢anin yeni nesneye
olan tercihi hesaplanmistir. Degerler % 0 (yeni nesnenin kesfedilmemesi) ile % 100

(yalnizca yeni nesnenin kesfedilmesi) arasinda degismektedir.

Yeni nesneyi tanimak i¢in harcanan zaman = Eski nesneyi tanimak i¢in harcanan zaman
Ayrimeilik Indeksi =

Toplam kesif stiresi

Bu formiil ise yeni nesne varliginda ayrimcilik indeksinin hesaplanmasini
saglamistir. Degerler -1'den (yalnizca tanidik nesnenin kesfi) +1 (yalnizca yeni
nesnenin kesfi) araliginda degisir. 0 degeri elde edildiginde ise yeni ve tanidik

nesneleri kesfetmek i¢in esit zaman harcandigini gostermektedir.

Yeni nesnenin tanindigina dair ilk gosterge T3’te arenaya konan iki nesneden,
yeni olan nesneye ayrilan kesif siiresinin tanidik olan nesneye ayrilan siireden daha
fazla olmasidir. Bu kesif siliresinin kapsami; sicanin yeni nesne etrafinda, yiizi
nesneye doniik sekilde durma siiresi ve koklama ile kesif davranisi sergileme

suresidir.

Test giinleri boyunca aydinlatmanin stres yaratmamasi i¢in, labirent merkezi 20
lux civarinda daginik ve diisik bir aydinlatma saglanmistir. Kullanilan deney
arenasinin da yine siyah olarak tercih edilmistir. Deney ortaminda siganin kafes
barinma kosullarina sahip bir sicaklik derecesi saglanmistir. Davranis deneyleri i¢in
siganin, tasindig1 yeni odada bir saat alisma siiresine sahip olmasina dikkat edilmistir.
Egitim ve test giinli kullanilan nesneler koku ve iz gibi ipuclar1 olugturmamasi adina
cift kopya kullanilacak ve kullanimdan o©nce her nesne alkol ve su ile

temizlenmektedir (81, 82).
Yeni nesne tanima testinin kamera kaydinin yapilmasinda {iniversitemiz Deney

Hayvanlar1 Merkezinde yer alan yeni nesne tamima test diizenegi ve kamera

baglantili bilgisayar yazilimi Etho Vision kullanilmistir.
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3.6 Histolojik inceleme

3.6.1 Beyin doku érneklerinin toplanmasi ve hazirlanmasi

P30. giinde sican yavrular1 isofloran anestezisine alindiktan sonra gogiis
kafesleri acilarak inflizyon pompasi araciligiyla ilk olarak 1 molar (M) Fosfat
Tamponlu Salin Cozeltisi (PBS-Sigma Aldrich) ve Nevparin (Heparin sodyum)
Cozeltisi; sonrasinda ise %4 Paraformaldehit (PFA-Merck) Cozeltisi kardiyak
perfiizyon teknigiyle verilmistir. Bir adet PBS tablet 100 mL ddH20 (Milli-Q
Advantage A10) igerisinde manyetik karistiricida ¢ozdiiriiliir. I¢ine 0.1 ml Nevparin
cozeltisi eklenir. Manyetik karistiricida karistirilip homojen formda olmasi saglanir.
PB hazirlamak i¢in 1000 mL iginde 21.8 gram Sodyum Hidrojen Fosfat Heptahidrat
(Merck-dibasic), 6.4 gram Sodyum Dihidrojen Fosfat Monohidrat (Merck-
monobasic) tartilir (Shimadzu-AUW/220D)ve manyetik karistiricida ¢ozdiiriiliir.
Filtreden gecirilir. PFA hazirlamak i¢in 14 gr paraformaldehit ¢eker ocak (Thermo
Scientific-Laminar Flow Hood) igerisinde tartilarak 70 mL ddH20 da isiticili
manyetik karigtirict ile 55-60 derecede ¢Ozdiiriiliir. Paraformaldehit 1s1ga duyarhi
oldugu i¢in dis1 aliiminyum folyo ile sarilir. Bu hizli 1sinmasi1 ve kolay ¢6ziilmesine
de yardimci olur. Cozdiirmeyi saglamak amaciyla ayn1 anda 1 M NaOH ¢o6zeltisi de
kullanilir. Cozdiiriildiikten sonra 25-37 dereceye inmesi beklenir ve pH 7.4 e
(Thermo Scientific-Orion 960 Titrator PLUS System) ayarlanir. Uzerine 110 mL
daha ddH20 eklenerek total konsantrasyon 175 mL tamamlanir. 175 mL PFA’ya 175
mL PB eklenir ve pH 7.4’e tekrar ayarlanir. Her bir perflizyon siiresi; ¢ozeltilerin
akis yogunlugu ve hizi yavrularin kilolarina gére hesaplanmistir. Tiim soliisyonlar
hazirlanmasi sirasinda her asamada filtreden gecirilmis (Vakum manifold siizme/akm
seti/Isolab) ve perflizyonun dokuyu fikse etmede tikaniklik yasamasi elimine
edilmistir. Perfiize edilen yavrular dekapite edildikten sonra, tiim gruplar i¢in beyin
dokular1, HI ve tedavi gruplari igin ise ayrica akciger, kalp ve karacigerin iigiincii
pargast da alinarak Onceden hazirlanan %10’luk siikroz (Merck) ¢ozeltisine
konulmustur. %10’luk siikroz ¢6zeltisi i¢in; 10 gr slikroz hassas terazide tartilmistir.
Uzerine 45 mL PB ile 45 mL ddH,0 eklenerek ¢ozelti manyetik karistiricida

homojen hale getirilmistir. Total konsantrasyon 100 mL’e tamamlanmistir. %20’lik
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stikroz i¢in 20 gr siikroz 40 PB+40 mL ddH20 icinde; %30’luk siikroz i¢in ise 30 gr
siikroz 35 mL PB+35 mL ddH20 da ¢ozdiirilmiistiir.

Hastalik ve doz grubunda her bir yavruda perfiizyonda bireysel faktorler
kisithilik yaratabilmis, kardiyak olan bu modelde kardiyak perfiizyonda damar
esneklik bozukluklart ve dolasim bozukluklar1 oldugu perfiizyon sirasinda
gbzlemlenebilmis ve bu gibi tikaniklik durumlarinda dogrudan aortadanperfiizyon
tamamlanmustir. HI ve tedavi gruplarinda perfiizyon sonrasi akciger ve karaciger
dokularinda fokal nekrozlar goriilmiis ve 6zellikle tedavi dozlar1 arasinda hacim
olarak makroskobik farklilia sahip olan kalp dokusu histolojik olarak
degerlendirilmek lizere ayrica alinarak beyin dokusuyla ayni protokol uygulanilarak

fikse edilmis ve muhafaza edilmistir.

Resim 14. Kardiyak perfiizyon Oncesi ve sonrasinda fikse edilirken rengi agilan

dokular.

Perfiizyon sonrasi1 beyinler %10’luk siikroz ¢ozeltisinde 1 giin boyunca ¢okmesi
beklendikten sonra %20’lik siikroz ¢ozeltisine konmustur. Ayni islem dokunun dibe
¢okmesi i¢in yine 1 giin beklenerek %30’luk siikroz ¢ozeltisine konmasi ve

¢okmesiyle tamamlanmistir. Coken dokular OCT Tampon’a (Tissue-Tek®)

36



gomiilmek iizere buz kalibi kutularina anteriordan posteriora koronal kesit
alinabilmesine uygun olacak sekilde gomiilmiistiir. Gomiilme sirasinda yariya kadar
OCT konulmus, doku ortasina yerlestirilmis ve sonrasinda disin1 tamamen
kaplayacak sekilde OCT Tamponla iistii Ortiilmistiir. Olusan baloncuklar kesit
alimda bozukluk yaratacagindan pipet ucu ile patlatilmis veya yana ayrilmistir.
Kutunun kapagi tamamen kapatildiktan sonra sivi azot (Thermo Scientific) olan bir
havuza 2 dk siire boyunca batirilmis ve kutu i¢indeki tiim dokularin etrafindki
OCT’nin beyaz bir forma gelene kadar donmasi saglanmistir. Donmus tiim kutular -

80 derece olan dolapta (GFL - 6483) kesit dncesi muhafaza edilmistir.

3.6.2 Beyin dokusundan kesit alinmasi ve boyama icin hazirlanmasi

-80 °C’de muhafaza edilen beyin dokular1 kesit alim1 sirasinda pargalanmamasti
ve kademeli sogumasi i¢in yarim saat oncesinde -20 °C buzdolabina getirilmistir.
Cryostat (Cryo3® Flex Cryostat/Tissue-Tek®) kesit alim dncesinde ideal sicakliklara
ayarlanmis: cryobar -60 °C’ye, cihazin kesim haznesi ve doku sabitleme aparat1 ise -
25 °C’yea yarlanmigtir. OCT Tampon ile beyin dokusunun posteriorudoku sabitleme
aparatina yapistirilmis ve 30 mikronluk koronal kesitler alinmigtir. Alinan kesitler 30
giinliik sican yavrusunun beyin gelisimine uygun mikron araliklarinin yetigkin sican
beyin atlasi iizerinden revize edilmistir. 8 bolgede (anterior ve posterior serebral
korteks; hipokampiiste CAl, CA2, CA3 ve dentat girus; anterior ve posterior
striatum) yapilacak iki ayr1 boyama i¢in ¢ifter kesit alinmistir. Kesitler lizinli lam (g-
MANZEL) ile toplanmigs ve boyamadan once 1 hafta -80 derece buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Boyamanin yapilacagi giinlerde kirik buz iizerinde oda
sicakligina getirilen kesitler cresyl violet boyama ve Hematoksilen & Eosim boyama
icin asagidaki boyama protokollerinden gecirilerek boyanmistir. Sonrasinda birkag
damla entellan pastor pipeti ile doku tizerine damlatilmis, 45 derecelik agi1 ile lizinli
lamin {izeri lamel ile Ortiilmiistiir. Ardindan lizinli lamlar kurumak iizere 2 giin

boyunca karanlikta ve oda sicakliginda birakilmistir.
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3.6.3 Hematoksilen ve eozin boyama ile hasarh néronlarimn belirlenmesi

Alinan kesitler 151k mikroskobunda (ZEISS AXIO SCOPE Al AX10) hiicre
sayimi1 i¢in Hematoksilen (Sigma Aldrich) ve eosin (Eozin Y Soliisyonu %1, alkolik
Merck) ile boyanmstir. %4 PFA, 96 mL ddH20 + PBS tablet icerisinde NaOH ile 60
derecede ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Sonrasinda ise 30 dereceye sogutularak pH:
7.4’¢ HCI ile ¢ekilmistir. Boyama protokoliinde asagidaki siireler boyamanin
yeterliligine gore optimize edilmistir. Protokoldeki PBS yikama %4 PFA
hazirlanisinda ¢oziicii olarak kullanildigi i¢in, %4 PFA ile OCT Tampondaki
dokunun lizinli lama (Thermo Scientific-Menzel-Glaser-Polysine Slides) fiksasyonu
saglandiktan sonra yikamada bu silireci bozmamasi adma ara yikama olarak
kullanilmistir. Boyamada tiim alkol derisimleri Absolute Etanol (EtOH) ile

hazirlanmustir.

%4 PFA 15 dakika
1x PBS 3 dakika
Ce§r£e suyu 3 dakika

%70 Alkol 30 saniye

MAYERS HEMATOKSILEN 2 dakika

Cesme suyu 1 dakika
lx!’BS 20 saniye
Cesx!le suyu 1 dakika
%7(!Alkol 30 saniye
%95 Alkol 30 saniye
EOZIN 30 saniye
%95 Alkol 15 saniye
%100 Alkol 15 saniye
Ksilen 1 dakika

Resim 15. Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama protokolii.

38



Morfolojik olarak normal yapida olan ndronlar ile iskemiye bagli degisim
gosteren noronlar (kii¢iilmiis hiicre govdeleri, iicgenlesmis pinotik c¢ekirdek ve
eozinofilik  sitoplazma) mikroskobik sayim sablonu (Reticle Grid-0.4
mm/Microscope World) ile degerlendirilmistir. N6ron degerlendirmesi her 8 bolge
(anterior ve posterior serebral korteks; hipokampiiste CA1, CA2, CA3 ve dentat
girus; anterior ve posterior striatum) icin on farkli alandan yapilmistir. iskemik
noronlarin yapist yorumlanmistir. Boylece sadece etkilenen hemisferdeki hasarin

yogunluguna (iskemik ndéronlarin yogunluguna) bakilmistir (83).

3.6.4 Cresyl violet ile noronal kayip iizerinden beyin hasarmmin belirlenmesi

Beyin hasarinin 151tk mikroskobunda (ZEISS AXIO SCOPE Al AX10)
skorlanmas1 i¢in kesitler cresyl violet (Cresyl violet asetat/Sigma Aldrich) ile

boyanmustir. %4 PFA H&E boyamadakiyle ayni protokolle hazirlanmistir.

} {2383 4.2 R A Y a0 dase BN

Resim 16. Cresyl violet boyama adimlari.

Cresyl violet dha uzun fiksasyon protokolii gerektirdigi icin %4 PFA sonrasi
fiksasyonda Ksilen (TEKKIM-Ksilen Extra Pure) kullanilmistir.
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%4 PFA

l

Ksilen

|

%95 Alkol
%70 Alkol

ddH20

l

CRESYL VIOLET

l

ddH20

l

%70 Alkol

%95 Alkol

!

%100 Alkol

l

Ksilen

15 dakika

5 dakika

3 dakika

3 dakika

3 dakika

15 dakika

3 dakika

3 dakika

2 dakika

10 kez daldirma

5 dakika

Resim 17. Cresyl violet boyama protokolii.

Hipoksik iskemide ipsilateraldeki beyin bolgeleri (serebral korteks, striatum ve

hipokampiis) hasar gormekte ve bu bolgelerde néron oOliimii gerceklesmektedir.

Hasar belirlenmesi i¢in hem ipsilateral alanda hem de kontralateral alanda hayatta

kalan noronlarn tespiti yapilmistir. Her beyin bolgesi i¢in (8 bolge - anterior ve

posterior serebral korteks; hipokampiiste CA1, CA2, CA3 ve dentat girus; anterior ve

posterior striatum) 40X magnifikasyon ile resim ¢ekilmis ve degerlendirilmistir (84).
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3.7 Biyokimyasal Ol¢iimler

3.7.1 Beyin doku orneklerinin toplanmasi ve ELISA kit analizi icin

hazirlanmasi

P30. giinde dekapitasyon sonrasi toplanan beyin dokular1 -80 °C’de muhafaza
edilmistir. Ol¢iim giiniinde beyin dokusundan 1 gram doku kesilerek hassas terazide
tartilip (Shimadzu - AUW/220D) tlizerine 9 ml c¢alistirma soliisyonu (140 mmol
KCl+Deiyonize su iginde) eklenmistir. Sonrasinda doku 20 saniye siireyle
homojenize edilmistir (Isolab - Homogenizer-light duty). Homojenize edilen dokular
+4 °C’de, 7000 rpm de 5 dakika santriflij edilmistir (Hettich ZENTRIFUGEN-
Micro200R). Siipernatant elde edilmis ve ELISA Kit’te kullanima hazir hale

getirilmistir.

3.7.2 Beyin dokusunda TNF-a ve IL-1p seviyelerinin 6l¢iilmesi

Hasarin degerlendirilmesi igin beyin dokusunda pro-inflamatuvar sitokinler
TNF-a ve IL-1p seviyeleri ELISA kit (Elabscience) yardimui ile iireticinin talimatlari

dogrultusunda ol¢lilmiistiir (85).

TNF-a ELISA Kit’te saglanan mikro ELISA plakasi, sican TNF-a 'ya 6zgii bir
antikorla 6nceden kaplanmustir. Standartlar veya numuneler, mikro ELISA plaka
kuyularina eklenmis ve spesifik antikor ile birlestirilmistir. Daha sonra Sigan TNF-a
ve Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) konjugatina 6zgii biyotinlenmis bir
saptama antikoru, her bir mikro plaka kuyusuna art arda eklenmis ve inkiibe
edilmistir. Serbest bilesenler yikanmistir. Substrat ¢ozeltisi her kuyuya eklenmistir.
Yalnizca sigan TNF-a, biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugati
iceren oyuklar mavi renkte goOriinmiistiir. Enzim-substrat reaksiyonu, stop
solisyonunun eklenmesiyle sonlandirilmis ve renk sari hale gelmistir. Optik

yogunluk, 450 nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik (BIO-TEK— EIx800)
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olarak Olgiliir. Optik yogunlu kdegeri, Sican TNF-a 'nin konsantrasyonu ile
orantilidir. Numunelerin Optik yogunluk degeri, standart egriyle karsilastirilarak

numunelerdeki sigan TNF-a konsantrasyonunu hesaplanmustir.

°® Analit Biyotin : HRP
\ / Biyotin Streptavidin

WY YY) [yyy | Y T

Durdurma

T™MB (' Solisyonu (

Y vY| ROROE XYY

Resim 18. Sandvig elisa test prosediirii.

IL-18 ELISA kiti, Sandwich-ELISA prensibini kullanmaktadir. Bu Kitte
saglanan mikro ELISA plakasi, sican IL-1B'ye 0Ozgli bir antikorla Onceden
kaplanmistir. Standartlar veya numuneler, mikro ELISA plaka kuyularina eklenmistir
ve spesifik antikor ile birlestirilmistir. Daha sonra sigan IL-1 ve Avidin-Horseradish
Peroxidase (HRP) konjugatina 6zgii biyotinlenmis bir saptama antikoru, her mikro
plaka kuyusuna art arda eklenmis ve inkiibe edilmistir. Serbest bilesenler
yikanmigtir. Substrat ¢ozeltisi her kuyuya eklenmistir. Yalnizca sigcan IL-1p,
biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugati igeren oyuklar mavi renkte
goriinmiistiir. Enzim-substrat ~ reaksiyonu, stop  soliisyonunun eklenmesiyle
sonlandirilmis ve renk sar1 hale gelmistir. Optik yogunluk, 450 nm + 2 nm dalga
boyunda spektrofotometrik (BIO-TEK— EIx800) olarak 6l¢iilmistiir. Optik yogunluk
degeri, sigan IL-1B konsantrasyonu ile orantilidir. Numunelerin Optik yogunluk
degeri, standart egriyle karsilastirilarak numunelerdeki sigan IL-1p konsantrasyonu

hesaplanmustir.
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3.7.3 Beyin dokusunda ELISA Kit ile BDNF ve S100p protein seviyelerinin

ol¢iilmesi

Beyinden tiiretilen norotrofik faktor (BDNF), gelisim sirasinda noronlarin
hayatta kalmasi ve farklilagmasimin degerlendirilmesi i¢in Olgiilmistiir (86).Bu
ELISA kiti (Elabscience), Sandwich-ELISA prensibini kullanir. Bu kitte saglanan
mikro ELISA plakasi, sican BDNF'ye 6zgii bir antikorla onceden kaplanmustir.
Standartlar veya numuneler, mikro ELISA plaka kuyularma eklenmis ve spesifik
antikor ile birlestirilmistir. Daha sonra sican BDNF ve Avidin-Horseradish
Peroxidase (HRP) konjugatina 6zgii biyotinlenmis bir saptama antikoru, her bir
mikro plaka kuyusuna art arda eklenmis ve inkiibe edilmistir. Serbest bilesenler
yikanmustir. Substrat ¢ozeltisi her kuyuya eklenmistir. Yalnizca sigan BDNF,
biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugati igeren kuyucuklar mavi
renkte gOriinmiistiir. Enzim-substrat reaksiyonu, stop soliisyonunun eklenmesiyle
sonlandirilmis ve renk sart hale gelmistir. Optik yogunluk, 450 nm + 2 nm dalga
boyunda spektrofotometrik (BIO-TEK— EIx800) olarak 6l¢iilmiistiir. Optik yogunluk
degeri, sican BDNF konsantrasyonuyla orantilidir. Numunelerin Optik yogunluk
degeri, standart egriyle karsilagtirilarak numunelerdeki sigan BDNF konsantrasyonu

hesaplanmustir.

S100B seviyeleri astroglioziste artmakta ve cesitli calismalarin astrositlerdeki
artan S100B seviyelerini dejeneratif ve enfeksiydoz beyin bozukluklarinin
patofizyolojisi ile iligskilendirmesi acgisindan Ol¢iilmiistir (87). Bu ELISA kiti
(Elabscience), Sandwich-ELISA prensibini kullanir. Bu kitte saglanan mikro ELISA
plakasi, sican S100B'ye 6zgii bir antikorla dnceden kaplanmistir. Standartlar veya
numuneler, mikro ELISA plaka kuyularmma eklenmis ve spesifik antikor ile
birlestirilmistir. Daha sonra sigan S100p ve Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP)
konjugatina 6zgii biyotinlenmis bir saptama antikoru, her bir mikro plaka kuyusuna
art arda eklenmis ve inkiibe edilmistir. Serbest bilesenler yikanmistir. Substrat
cozeltisi her kuyuya eklenmistir. Yalnizca sigan S100B, biyotinlenmis saptama
antikoru ve Avidin-HRP konjugati i¢eren kuyucuklar mavi renkte gorinmiistiir.

Enzim-substrat reaksiyonu, stop soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilmis ve renk
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sar1 hale gelmistir. Optik yogunluk, 450 nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik
(BIO-TEK- EIx800) olarak Slgiilmiistiir. Optik yogunluk degeri, sigan S100Bin
konsantrasyonuyla orantilidir. Numunelerin Optik yogunluk degerini standart egriyle

karsilastirilarak numunelerdeki sican S100p konsantrasyonu hesaplanmustir.

3.7.4 Kolon dokusunda MPO diizeyi 6l¢iimii

Doku MPO aktivitesi, nétrofil infiltrasyonunu gosteren biyokimyasal bir
parametredir. Bu amacla beyin ve kolon doku ornekleri 9%0,5'lik HETAB
(Heksadesiltrimetilammonyum bromide) (50mM potasyum fosfat tamponu iginde;
pH:6) ile 10 kez sulandirilarak homojenize edilip, 12.000 rpm'de, 4 °C’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen peletten siipernatant uzaklastirildiktan sonra 50 mM
potasyum-fosfat tamponu icinde tekrar homojenize edilmistir. Daha sonra her bir
tiipe 50 mM potasyum fosfat tamponu + o-dianisidin. 2HCI (20 mg/ml) + H.O> (20
mM) + 6rnek konulmus ve su banyosunda 37°C’de 3 dakika siiren reaksiyon %2'lik
sodyum azid ile durdurulmustur. Ornekler 5.000 rpm’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij
edildikten sonra silipernatantlarin abzorbans degerleri 460 nm’de spektrofotometrede

(UV-2600/UV-VIS Spectrophotometer-SHIMADZU) okutulmustur (88).

3.7.5 Kolon dokusunda MDA diizeyi 6l¢ciimii

Oksidan hasarin bir gostergesi olan MDA diizeyinin 6l¢iildiigii bu yontemde,
beyin ve kolon doku 6rnekleriagirliklarinin 10 katina denk gelen miktarda %10°luk
triklorik asit soliisyonu ile homojenize edildikten sonra 3.000 rpm’de ve 4 °C’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatanlar ayrilarak bir kez daha 10.000 rpm’de 8 dk.
santrifiij edilmistir. 750 pltiyobarbitiirik asit ile 750 pl miktardaki 6rnekler cam
tiplerde 20 dakika boyunca kaynatilarak elde edilen renk degisimi
spektrofotometrede (UV-2600/UV-VIS/Spectrophotometer-SHIMADZU) 535 nm’de
Olciilmiis ve 1.56x10" -5 M”™-1 cm”-1 katsayisi ile lipid peroksidasyon diizeyt MDA

cinsinden belirlenmistir (88).

44



3.7.6 Kolon dokusunda GSH diizeyi dl¢iimii

Dokudaki endojen antioksidan GSH miktarinin 6l¢iildiigii bu yontemde, beyin
ve kolon doku ornekleri agirliklarinin 10 katina denk gelen miktarda %10’luk
triklorik asit soliisyonu ile homojenize edildikten sonra 3.000 rpm’de ve 4 °C’de 15
dakika santriflij edilmistir. Siipernatantlar ayrilarak 10.000 rpm’de 8 dakika daha
santrifiij edilmigtir. Modifiye Ellman yontemi (40 mg DTNB + %1 Na sitrat)
kullanilarak GSH miktar1 spektrofotometrik (UV-2600/UV-VIS/Spectrophotometer-
SHIMADZU) olarak 412 nm’de Slgiilmiistiir (88).
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3.8 lstatistiksel Analiz

Kontrol grubu ve Hipoksik iskemi grubu karsilastirildiginda, bagimsiz degisken
iskemi olusturma amacli okliizyon ve diislik oksijenli hava solunmasidir. Hipoksik
iskemi ile Tedavi gruplan karsilastirildiginda, bagimsiz degisken ii¢ ayr1 doz olarak

uygulayacagimiz (-) fenserin tedavisidir.

Bagimli degiskenlerimiz ise refleks Olgiimleri, fiziksel gelisim gostergeleri ve
lokomotor davranis Slgiimleri, motor ve kognitif degerlendirme testleri (ayak izi
testi, merdiven testi ve yeni nesne tanima testi), biyokimyasal parametreler ve

mikroskopik hasarlardir.

Hasta ve kontrol gruplari, hasta ve tedavi gruplar arasindaki farki gostermede
verilerin analizleri i¢in tek yonlii Varyans analizi (Oneway ANOVA) ve Tukey-
Kramer testleri kullanilmistir. Calismada clde edilen tiim verilerin istatistiksel analizi
GraphPad Prism 6.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) programi
kullanilarak yapildi ve p degerinin 0,05’den kiiciik olmasi (p<0,05) durumunda

veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Yavrularda Fiziksel Gelisim Gostergelerinin Degerlendirilmesi

(-) Fenserin’in etkin tedavi dozunu belirlemek i¢in; Hi, tedavi dozlar1 (1 mg/kg,
2,5mg/kg, 5 mg/kg) ve kontrol grubunda normal gelisimin olugsmasi ve siirdiiriilmesi
gelisimin olgun forma ulastig1 kabul edilen referans giinde gelisimin tamamlanmasi

veya kazanilamamasi olarak takip edilmistir.

4.1.1 Tiiy gelisimi ve g6z acilmasi

Hipoksik iskemi ile hastalik indiiklenmesinden ve kontrol grubunda yalanci
insizyon olusturulmasindan sonra P15. giinde yavrularda pembe deri gériinmeyecek
sekilde govdenin tamamen tiiy ile kaplanmasi ve P17. gilinde iki goziin bilateral

olarak ayn1 seviyede a¢ilmasi beklenmistir.

Kontrol grubunda saglikli tiiy gelisimi P15. giinde goriilmiis, HI grubunda
kontrole gore belirgin sekilde tiiy gelisim bozuklugu goriilmiistiir (p<0,001) (Sekil
1A). HI grubunda hasarm yogun olarak olustugu bdlge olan sol hemisferde sol bas
cevresi, sol goz ¢evresi tiiylerinin gelisiminin kontrol grubuna kiyasla deri yiizeyini
ortemeyecek sekilde seyrek oldugu; gogiis kafesi ve oOzellikle arka bacaklarda
cizgilenme seklinde gelismistir. 1 mg/kg doz grubunda bas cevresinde tliylenme
bozuklugu HI grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml farklilik gdstermezken; 2,5
mg/kg doz ve 5 mg/kg doz gruplarinda tiiylenme bozuklugu HI’ye kiyasla diizelmis
ve kontrol grubuyla benzerlik gostermistir (p<0,001) (Sekil 1A).

Kontrol grubunda yavrular P17. giinde her iki g6z i¢in de gozli tam agabilme
becerisine sahip hale gelmiglerdir. HI grubunda ise, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda g6z acilmasi P17. giinde olgunlasmamis sol géz agma becerisi

elde edilememistir (p<0,001) (Sekil 1B). G6z agma becerisi 1 mg/kg ve 2,5 mg/kg
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tedavi gruplarinda istatistiksel bir anlamli fark gostermezken 5 mg/kg doz
gruplarinda P17. giinde gozii acabilme becerisi HI grubuna gére anlamli bir farklilik

gostermistir (p<0,001) (Sekil 1B).

1.57 1.5+
Kontrol
& Hi
E 1.07 z 1.0 1mg
& +++ E +++ ¥ 25mg
S =
2 +++ ey * 5mg
N
F 0.5 S 051
0.0 T — 0.0 T T
A P3 P15 B P7 P17

Sekil 1. Kontrol, Hi ve tedavi gruplarinda norogelisim belirteci olarak, (A) tily

gelisimi ve (B) g6z acgilmasi.

(***p<0,001, Kontrol grubuna kiyasla. +++p<0,001, HI grubuna kiyasla. Hi: hipoksik iskemi.)

4.1.2 Dis gelisimi

P10.giinde dis minelerinin damakta tamamen goriinlir olmasi ve beyaz olmasi
beklenmektedir. Kontrol grubunda dis gelisimi beklendigi {izere P10. giinde
tamamlanmis, HI grubu ve tedavi gruplarinda P10. giinde dis gelisimini

tamamlayamamustir.

4.1.3 Viicut agirh@

Viicut agirliklar1 P7, P14, P21. ve P30. giinde Sl¢lilmiistiir. P14.giin hastalik
indiikleme modelinin ilk etkisinin goriildiigii giindiir. Viicut agirliginin gruplara gore
degisimi incelendiginde Hi grubunun kilo ortalamasinin kontrol grubundan diisiik; 1
mg/kg doz ile 2,5 mg/kg doz gruplarmin kontrol grubuna benzer ve HI grubundan

yiiksek oOl¢iilse de goriilse de, farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir.
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P21.giinde tiim gruplarda kilo artis1 yasanmig fakat gruplararasi istatistiksel bir fark
bulunamamistir. P30.giindeki viicut agirliklar1 incelendiginde is sadece 5 mg/kg
tedavi grubunda HI grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 bir diisiis goriilmiistiir

(p<0,001) (Sekil 2).

80~
~ 604 Kontrol
\2 60 +++ - HI
< img
2 40 ¥ 2,5mg
3 < 5mg
=1
S

N
@

P7 P14 P21 P30

Sekil 2. Kontrol, HI ve tedavi gruplarinda giinlere gére viicut agirliklar degisimi.

(Sadece P30.giin i¢in 5 mg/kg tedavi grubu +++p<0,001, HI grubuna kiyasla. Hi: hipoksik iskemi.)

4.2 Refleks Gelisiminin Degerlendirilmesi

(-) Fenserin’in etkin tedavi dozunu belirlemek icin; HI, tedavi dozlar1 (1 mg/kg,
2,5 mg/kg, 5 mg/kg) ve kontrol grubunda normal gelisimin olugmasi ve siirdiiriilmesi
gelisimin olgun forma ulastigi kabul edilen referans giinde basarili olunmasi

beklenmistir.

4.2.1 Yiizeyde dogrulma ve negatif jeotaksi

P6. ve PI10. Yiizeyde dogrulma giinde tiim gruplarda, gruplararasi fark
olmamaksizin basarili olarak tanimlanmistir. Bu refleks parametresinde gruplar arasi

istatistiksel fark olusmamustir.
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P6. ve PI15. Giinde negatif jeotaksi tiim gruplarda gruplararast fark
olmamaksizin basarili olarak tanimlanmistir. Bu refleks parametresinde gruplar arasi

istatistiksel fark olusmamustir.

4.2.2 Kavrama refleksi ve havada dogrulma refleksi

P6. giinde kavrama refleksi hicbir grup icin basarili olarak tamamlanamamustir.
P15.giinde ise sadece HI grubunda kontrole kiyasla istatistiksel olarak fark
bulunmustur (p<0,001) (Sekil 3A). Tedavi dozlar arasinda bir farklilik olmaksizin,
tiim yavrular HI grubuna kiyasla kavrama becerisini edinmislerdir (p<001) (Sekil

3A).

1.57 1.1
— + Kontrol
7]
E 1.0 L B Hi
@ k]
S 1.0 ¥ = 0.9 1mg
E’ g ¥ 2,5mg
*% > B
o E o8 X * 5mg
: g
= 051 5 0.7
X K]
T 0.6
T
0.0 x x 0.5 x x
P6 P15 B P16 P21

Sekil 3. Kontrol, HI ve tedavi gruplarinda giinlere gore (A) kavrama refleksi ve

(B) havada dogrulma refleksi analizleri.

(*p<0,05, **p<0,01, Kontrol grubuna kiyasla; +p<0,05, ++p<0,01 HI grubuna kiyasla. Hi: hipoksik

iskemi.)

P16. giinde kontrol ve tedavi grubundaki tim yavrular bu refleks
degerlendirmesinde basarili olmustur. Hi grubu ise control grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gostermistir (p<0,01) Ayni gilinde tiim tedavi gruplari;
istatistiksel olarak HI’ye gore yiiksek degerlere (p<0,01), sahipken kontrol grubu ile

benzerdi.
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P21.giinde Hi grubu kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gdstermistir (p<0,05). Tedavi gruplari ise Hi grubuna kiyasla anlamli olarak

yiiksek degerlere sahipti. (p<0,05) (Sekil 3B).

4.3 Lokomotor Davranislar: Emekleme ve Bas Elevasyonu

Yavrularda P14. giinde emekleme, P21. giinde bas elevasyonunu saglayabilmesi
degerlendirilmistir. Gelisimle birlikte agirlik merkezinin bastan gévdeye indirilmesi;
buna bagl olarak bas elevasyonunun kazanilmasi ve agirlik merkezinin govde
merkezine konumlanarak dort ekstremitede kordineli hareketin kazanilmasi; kuyruk
pozisyonlama ile dengenin oryante edilmesi beklenmistir. Kuyruk viicudun orta
hattindan yere parallel hayali bir ¢izgi ¢ekildiginde o ¢izginin {izerinde ve ortalama
30-45 derecelik agida yukar: bakmalidir. Bas elevasyonunda ileriye bakacak sekilde
basin orta hattaki hayali ¢izgiyi takip etmesi gerekmektedir. P7.giinde tiim yavru
gruplart emekleme becerisini edinmistir. Gruplararasi istatistiksel olarak bir fark
bulunmamaktadir. P12. giinde kontrol grubu bu becerisini siirdiirebilirken, Hi
grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir beceri kaybi
goriilmiistiir (p<0,001) (Sekil 4A). Ayni giin icin istatistiksel olarak tiim tedavi
gruplar1 HI grubuna gére artis gdstermektedir (p<0,001).

1.54 1.54
Kontrol
& [
5 5 . & Hi
& 1.0 2 104 img
2 2 ¥ 25mg
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£ F+ 2 - 5mg
9 ©
*
$ 0.5 3 051
S [
Ll 7
C . B *kk
v.u w w w 0.0 w w w
p7 P12 P16 P9 P15 P21

Sekil 4. (A) giinlere gére emekleme becerisi ve (B) bas elevasyon becerisi.

(*p<0,05, ***p<0,001, Kontrol grubuna kiyasla; +p<0,05, +++p<0,001, HI grubuna kiyasla. HI:
hipoksik iskemi. )
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P9. giinde Hi, 1 mg/kg, 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg tedavi gruplarinin hepsinde
istatistiksel olarak anlamli bir bas elevasyon becerisi kaybi1 gozlemlenmistir
(p<0,001), kontrol grubuna kiyasla. P15. giinde doz gruplar1 ve HI grubunda bu
beceride artis goriilmiis fakat istatistiksel bir anlamlilik ¢ikarilamamistir. P21. giin
dlgiimiinde bas elevasyon becerisi HI grubunda anlamli bir artis goriilmiistiir
(p<0,05), kontrol grubuna kiyasla. Doz gruplarinda ise (p<0,05), Hi grubuna kiyasla.
P21. giinde bas elevasyonu tiim gruplarda saglanmistir ve istatistiksel olarak

gruplararasi bir fark olusmamaktadir. (Sekil 4B).

44  Motor Becerinin Degerlendirilmesi

Yiiriimenin olgunlastigi P22. giinde yiirlime becerisi ayak izi testi ile dl¢lilmiis
ve yiirime ayrica skorlanmistir. P24. giinde ise Merdiven testi ile skorlama

yapilmistir.

441 Ayak izi testi: adim uzunlugu, adim genisligi, pati genisligi

Ayak izi testinde adim uzunlugu, adim genisligi ve pati genisligi her bir dort pati
i¢in tiim yavrularda degerlendirilmistir. Olgiimlerde her dért pati igin, kontrol grubu

ve HI grubu arasinda istatistiksel bir farklilik bulunmamustir.
2,5 mg/kg ile tedavi adim uzunlugu sag 6n pati (p<0,001) adim uzunlugu sol 6n
pati (p<0,01), Adim uzunlugu sag arka pati (p<0,05) Adim uzunlugu sol arka pati

(p<0,01), HI grubuna kiyasla anlamli bir azalma gdstermistir.

5 mg/kg doz grubunda ise sadece sag on (p<0,05) ve sol arka pati adim genisligi
(p<0,05) Hi grubuna kiyasla anlaml1 bir fark bulunmustur (Sekil 5).
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Sekil 5. Sag 6n (A), sol 6n (B), sag arka (C), sol arka (D) patilerin adim uzunlugu.

(+p<0,05, +++p<0,001, +++p<0,001, HI grubuna kiyasla. Hi: hipoksik iskemi. )
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Adim genisligi 6l¢timleri higbir grupta adim genisligi istatistiksel olarak anlamli

bir fark gdstermemistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Sag 6n (A), sol 6n (B), sag arka (C), sol arka (D) patilerin adim genisligi.

(HI: hipoksik iskemi.)
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Olgiimlerde pati genisligi i¢cin sadece sag 6n patide 2,5 mg/kg Hi grubuna

kiyasla istatistiksel olarak azalma gostermistir (p<<0,001) (Sekil 7A).
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Sekil 7. Sag 6n (A), sol 6n (B), sag arka (C), sol arka (D) patilerin adim genisligi.

(+++p<0,001, HI grubuna kiyasla. Hi: hipoksik iskemi.)
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4.4.2 Yiriumenin skorlanmasi

Yiiriime skorlanmasinda HI grubunun skor sonucunda kontrole gére anlamli bir
azalma gosterirken (p<0,001), 2,5 mg/kg (p<0,001) ve 5 mg/kg (p<0,001) doz
gruplarinda HI grubuna kiyasla anlamli artis goriilmiistiir (Sekil 8).
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Sekil 8. Yiiriime skor diizeyleri.

(***p<0,001, kontrol grubuna kiyasla. 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg doz gruplan icin +++p<0,001, Hi
grubuna kiyasla. Hi: hipoksik iskemi.)
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4.4.3 Merdiven testi

Hi grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalis gdzlenirken
(p<0,001), tedavi gruplarinda ise 2,5 mg/kg doz grubunda (p<0,05) ve 5 mg/kg doz
grubunda (p<0,05) HI grubuna kiyasla anlamli bir artis gdzlenmistir (Sekil 9).

s

g 1

0 4

S

4

3 3

=)

S

S

> 24

c

g

5 1

|

)

= 0 :
Kontrol HI

Sekil 9. Merdiven testi skor diizeyleri.

(***p<0,001, kontrol grubuna kiyasla. +p<0,05, HI grubuna kiyasla. Hi: hipoksik iskemi.)
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45 Kognitif Becerilerin Degerlendirilmesi: Yeni Nesne Tanima Testi

P29. giinde nesneye karsi olan ayrimcilik indeksinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde Hi grubunda, kontrole kiyaslandiginda anlamli bir azalma
gorilmistiir (p<0,001). 1 mg/kg doz grubunda anlamli bir ayrim artis1 gériilmezken,
Hi grubu ile karsilastirildiginda 2,5 mg/kg (p<0,001) ve 5 mg/kg (p<0,001) tedavi
gruplarinda anlamli bir artig gériilmistiir (Sekil 10A).
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Sekil 10. (A) Ayrimcilik indeksi ve (B) Yeni nesne tercih yilizdesi.
(***p<0,001, kontrol grubuna kiyasla. +++p<0,001 ve ++p<0,01 HI grubuna kiyasla. HI: hipoksik

iskemi.)

Yeni nesne tercih yiizdeleri kiyaslandiginda ise HI grubunda kontrole kiyasla
anlamli bir azalma gorilirken (p<0,001), 2,5 mg/kg (p<0,01) ve 5 mg/kg doz
(p<0,001) grubunda anlamli bir artig goriilmiistiir (Sekil 10B).
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46 Histolojik Inceleme
4.6.1 Beyin dokusunun makroskobik olarak degerlendirilmesi

Mikroskobik degerlendirme Oncesindeki hasar ve iyilesme diizeyleri, kontrolle

kiyaslandiginda makroskobik olarak anlamli farkliliklar gostermistir (Resim 19).

\|

Resim 19. OCT tampon gomiilen beyin dokulari: Kontrol (A), HI (B), 1 mg tedavi
(C), 2,5 mg tedavi (D) ve 5 mg tedavi grubu (E).

Kesit alimi sirasinda lizinli lamdaki goriintiiler incelendiginde ise HI grubunda
hasar etkisi makroskobik olarak goriilmektedir. Tedavi gruplarinda hemisfer
biitiinliigiiniin makroskobik olarak korundugu ve yapi biitiinliigiiniin HI grubuna gére

tyilestirdigi goriilmektedir (Resim 20).
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Resim 20. Lizinli lamdaki beyin kesitleri. Kontrol (A), Hi (B), 1 mg tedavi (C), 2,5
mg tedavi (D) ve 5 mg tedavi grubu (E).

4.6.2 Beyin dokusunda cresyl violet boyama ile néronal kayip iizerinden beyin
hasarmin yorumlanmasi ve beyin dokusunda hematoksilen ve eozin

boyama ile hasarh noronlarin belirlenmesi

Fotograflarda, hipoksik iskemi uygulamasindan sonra anterior korteks,
anterior striatumda (sag ve sol hemisfer), hipokapmus’un CA1, CA2, CA3 ve dentat
girus bolgelerinde (yalnizca sag hemisfer), posterior striatumda (sag ve sol hemisfer)
ve posterior kortekste (yalnizca sag hemisfer) cresyl violet (A-E) boyamasinin
goriintiisti sunulmustur (Resim 21-25). Goriintiilerde de yer aldig1 tizere hiposkiye
maruz kalan beyin dokusunda ipsilateral hemisferde sadece anterior korteks, anterior
striatum ve posterior striatum bolgeleri gelisim gosterirken, diger beyin bolgelerinde
olusamamis ve gorilintiilenememistir. Anterior korteks bdlgesine ait doku
orneklerinde ise hipoksiye maruz kalmis (B) ve 1 mg/kg (-) fenserin tedavisi
uygulanmis (C) beyin dokusunda ipsilateral hemisferin ensefalopatik goriiniimde
oldugu ve BOS sivisinin yogun seyrettigi goriilmiistlir. Anterior striatum’a ait olan
ipsilateral doku orneklerinde ise kontralaterale kiyasla (B-E) striazom yapilarinin
bozuldugu, (-) fenserin tedavisi ile striozomlarin diizelme gostermedigi

gozlemlenmistir.
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Bununla birlikte, doza bagli olarak (-) fenserin tedavisi ile piknotik hiicrelerin
yerini normal goriiniimlii ve normal ¢ekirdekli hiicrelere birakmaya basladig
gozlenmis 5 mg/kg tedavi almis grupta normal hiicre sayisinin belirgin sekilde arttigi

goriilmiig, bu grubun kontrole en yakin grup oldugu tespit edilmistir.

Hipokampiis kesitlerinde ise 5 mg/kg tedavi iyilestirici ve normal hiicre
sayisini artirict bir etki gostermesine ragmen, 2,5 mg/kg tedavi dozunun daha etkili
oldugu ve kontrole en yakin goriintiiyli verdigi goriildii. Bununla birlikte hipokampiis
dokusunun CA1, CA2, CA3 ve dentat girus bolgelerinde hipoksi ile graniiler hiicre
tabakasinda degisiklik ve bozulmalar goriintiilenmistir. 1 mg/kg ve 5 mg/kg (-)
fenserin tedavisinin graniiler hiicre tabakasindaki bozulmay: iyilestirmeye olumlu
etkisi gozlemlenmezken, 2,5 mg/kg (-) fenserin tedavisinin graniiler hiicre

tabakasinin korunmasina énemli dl¢tlide katki sagladigi goriilmiistiir.

Fotograflarda, hipoksik iskemi indiiklenmesinden sonra anterior korteks,
anterior striatum, ve posterior striatum bolgelerinde hemotoksilen eozin boyamasinin
goriintiileri sunulmustur (Resim 26). Hipoksiye maruz kalmis hem HI grubu beyin
dokusunda hem de ii¢ tedavi grubunda da beyin dokusunda piknotik hiicreler
goriintiilenmistir. Diger taraftan hiposkiye maruz kalan beyin dokusunda ipsilateral
hemisferde sadece anterior korteks, anterior striatum ve posterior striatum bolgeleri
gelisim gosterirken, diger beyin bolgeleri olusamamistir. Bununla birlikte, (-)
fenserin tedavisi ile doza bagli sekilde dokularda piknotik hiicrelerin yerini normal
goriiniimlii ve normal ¢ekirdekli hiicrelere birakmaya basladig: gortilmistiir. 5 mg/kg

(-) fenserin tedavi grubunda normal hiicre sayisinin en fazla oldugu saptanmuistir.
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Resim 21. Krezil viyole ile boyanmis anterior korteks dokulari: Kontrol (A), HI (B), 1mg/kg tedavi (C), 2,5 mg/kg tedavi (C), 5 mg/kg
tedavi grubu (D). 1: Sag hemisfer, 2: Sol hemisfer. Oklar, cresyl violet boyamasi (A-E) altindaki canli hiicreleri gostermektedir.

Resim 22. Krezil viyole ile boyanmug anterior striatum dokular1: Kontrol (A), HI (B), 1mg/kg tedavi (C), 2,5 mg/kg tedavi (C), 5 mg/kg

tedavi grubu (D). 1: Sag hemisfer, 2: Sol hemisfer. Oklar, cresyl violet boyamasi (A-E) altindaki canli hiicreleri gostermektedir.



€9

Resim 23. Krezil viyole ile boyanmis Hipokampiis bolgeleri: Kontrol (A), HI (B), 1mg/kg tedavi (C), 2,5 mg/kg tedavi (C), 5 mg/kg
tedavi grubu (D). 1: Sag hemisfer. Dort satir sirasiyla; CA1, CA2, CA3, Dentat girus.
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Goruntilenemedi

Goruntiilenemedi Goruntilenemedi

Resim 24. Krezil viyole ile boyanmis posterior striatum dokulari: Kontrol (A), HI (B), 1mg/kg tedavi (C), 2,5 mg/kg tedavi (C), 5 mg/kg

tedavi grubu (D). 1: Sag hemisfer, 2: Sol hemisfer. Oklar, cresyl violet boyamasi (A-E) altindaki canli hiicreleri géstermektedir.

Resim 25. Krezil viyole ile boyanmis posterior korteks dokulari: Kontrol (A), HI (B), 1mg/kg tedavi (C), 2,5 mg/kg tedavi (C), 5 mg/kg
tedavi grubu (D). 1: Sag hemisfer. Oklar, cresyl violet boyamasi (A-E) altindaki canli hiicreleri gostermektedir.



Goriuntilenemedi Goruntilenemedi

Goruntiilenemedi Goruntilenemedi

Resim 26. Hematoksilen ve eozin ile boyanmus anterior korteks, anterior striatum, ve posterior striatum dokulart: Kontrol (A), HI (B),
1mg/kg tedavi (C), 2,5 mg/kg tedavi (C), 5 mg/kg tedavi grubu (D). 1: Sag hemisfer. Oklar, hematoksilen ve eozin boyamasi (A-E)

altindaki canli hiicreleri gostermektedir.
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4.7 Biyokimyasal Analizler ile Beyin Dokusunda Pro-infllamatuvar Sitokinler

TNF-a ve IL-1p Seviyelerinin Ol¢iilmesi

P30. giindeki 6l¢iim sonucunda; HI grubunda TNF-o seviyesi kontrole kiyasla
anlamli sekilde artis gostermistir (p<0,001). 5 mg/kg tedavi (p<0,01) ve 2,5 mg/kg
tedavi grubunda ise (p<0,05), HI’ye kiyasla azalis gériilmiistiir (Sekil 13).
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20 _—

Kontrol  Hi img 2,5mg 5mg
Sekil 11. TNF-a seviyeleri.

(***p<0,001, kontrol grubuna kiyasla. +p<0,05 ve ++p<0,001, Hi grubuna kiyasla. Hi: hipoksik
iskemi.)
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P30. giindeki 6l¢iim sonucunda; HI grubunda IL-1B seviyesi kontrole kiyasla
anlaml sekilde artis gostermistir (p<0,01). 2,5 mg/kg dozda ise (p<0,001) HI

grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir azalma olusmustur (Sekil 14).
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Kontrol HI

Sekil 12. IL-1p seviyesi.

(**p<0,01, kontrol grubuna kiyasla. +++p<0,001, HI grubuna kiyasla. Hi: hipoksik iskemi.)

4.8 Biyokimyasal Analizler ile Beyin Dokusunda BDNF ve S100f Protein

Seviyelerinin Olciilmesi

P30. giindeki 6lgiim sonucunda; HI grubunda BDNF protein seviyesi kontrole

kiyasla anlamli sekilde azalma gdstermistir (p<<0,001) (Sekil 15).
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Kontrol HI img 2,5mg

Sekil 13. BDNF protein seviyesi.

(***p<0,001, kontrol grubuna kiyasla. HI: hipoksik iskemi.)

P30. giindeki &l¢iim sonucunda; Hi grubunda S100B protein seviyesi kontrole
kiyasla anlaml sekilde artis gdstermistir (p<0,01). 5 mg/kg dozda ise HI’ye kiyasla
anlamli bir azalma gergeklesmistir (p<0,05) (Sekil 16).
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Kontrol  Hi

Sekil 14. S100p protein seviyesi.

(**p<0,01, kontrol grubuna kiyasla. +p<0,05, HI grubuna kiyasla. HI: hipoksik iskemi.)
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49 Kolon Dokusunda Myeloperoksidaz (MPO), Malondialdehit (MDA) ve

Glutatyon (GSH) Olciimleri

P30. giinde kolon dokusunda yapilan MPO 6l¢iimiinde HI grubunda kontrole
kiyasla anlamli bir yiikselis meydana gelmistir (p<0,001). Tedavi gruplarinda sadece
2,5mg/kg doz grubunda HI grubuna kiyasla anlamli bir azalma gerceklesmistir
(p<0,01) (Sekil 17).

50+ %

MPO (U/g)

Kontrol  Hi img 2,5mg 5mg
Sekil 15. Kolonda MPO seviyesi.

(**p<0,001, kontrole kiyasla. +p<0,001, HI grubuna kiyasla. Hi: hipoksik iskemi.)
P30. giinde kolon dokusunda yapilan MDA &lciimiinde HI grubunda kontrole
kiyasla anlamli bir yiikselis meydana gelmistir (p<0,05). Tedavi gruplarinda

2,5mg/kg dozda (p<0,05) ve 5mg/kg doz grubunda (p<0,05), Hi grubuna gore
anlamli bir azalma gergeklesmistir (Sekil 18).
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Kontrol Hi img 2,5mg 5mg

Sekil 16. Kolonda MDA 6lgiimii.
(*p<0,05, kontrole kiyasla. +p<0,05, HI grubuna kiyasla. Hi: hipoksik iskemi. )
Kolon dokusunda yapilan GSH 6l¢iimiinde HI grubunda kontrole kiyasla anlamli

bir azalma meydana gelmistir (p<0,01). Tedavi gruplarinda 2,5mg/kg dozda (p<0,05)
ve Smg/kg doz grubunda (p<0,05), HI grubuna kiyasla (Sekil 19).
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Kontrol Hi img 2,5mg 5mg

Sekil 17. Kolonda GSH 6l¢liimii.

(**p<0,01, kontrole kiyasla. +p<0,05, Hi’ye kiyasla. Hi: hipoksik iskemi.)
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5 TARTISMA

Arastirmada, postnatal yedi giinliik Sprague-Dawley sican yavrularinda sol ortak
karotid arter ligasyon ve ardindan okliizyonu ile iskemik hasar, 150 dakikalik %8
Oksijen ile dengelenmis %92 Azot ile hipoksik hasar meydana getirilerek, gelisimini
stirdiiren neonatal beyninde hipoksik iskemik hasar meydana getirilmistir. Tedavi
olarak (-) fenserin 1 mg/kg, 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg olmak {izere ii¢ ayr1 doz olarak
uygulanmis; noro gelisim, motor ve kognitif gelisimin 23 giinliik takibi sonrasinda
30. giinlerinde tlim yavrulardan alinan beyin dokular1 histopatolojik ve biyokimyasal
olarak analiz edilmistir. Aragtirma sonucu olarak etkin tedavi dozu 5 mg/kg olarak
sunulmustur. (-) Fenserin’in olgunlagsmasini siirdiiren beyinde ndroprotektif olarak
etkili oldugu ve hipoksik iskemiden kaynaklanan serebral palsi modelinde noro

gelisim, motor ve kognitif gelisime dair defisitleri iyilestirdigi belirlenmistir.

Neonatal hipoksik iskemi (HI), dogum asfiksisi ve azalmis serebral kan
perflizyonu sonucu beyine giden oksijen miktarinin azalmasi ile beyinde gergeklesen
hasar olarak tanimlanmakta ve serebral palsiye neden olmaktadir (89). Yasam boyu
zihinsel ve fiziksel engellerle sebep olan sinirlayict bir patolojidir (90). Gorlintiileme
sonuglarindaki néroanatomik bulgular klinik fenotiple koreledir ve viicuttaki tutulum
derecesi hafif ile siddetli arasinda degiskenlik gdstermektedir. Bunun sonucunda
klinik progresyon bireysel farkliliklarla siirmektedir. Neonatal mortalite ve
morbiditenin 6nde gelen nedenlerinden biri (91) olmasina ragmen heniiz sinirh
tedavilerle semptomatik yaklasimlar uygulanmaktadir c¢iinkii kesin bir tedavisi

bulunmamaktadir (92).

Serebral palsinin patofizyolojisi tam olarak bilinmemektedir fakat noéro
inflamasyonun bu beyin hasarinda temel rol oynadigi bilinmektedir (93). Hasara
cevaben periventrikiiler lokomalazi, ventrikiil ¢evrelerinde fokal nekroz ile,
olgunlasmamis beyaz maddedeki mikroglia ve astrosit hiicrelerinde yaygin
aktivasyon goriilmektedir (94). Serebral palsi’nin ilerlemeyen bir hasar oldugu algisi
olsa da gelisimi siiren beyinde bu hasara uyumlu sekilde adaptif gelisimsel

degisiklikler olugsmaktadir (95).
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Merkezi sinir sisteminde, noronlar, mikroglialar ve astrositler asetilkoline
dogrudan cevap verirler. Noronal olmayan bu hiicreler kisa ve uzun dénem sinaptik
fonksiyon ve plastisiteyi etkilerlediklerler. Hipoksik iskemiye bagli gelisen serebral
palsi modelinde kolinerjik yolak ile iliskili cok az sayida yaymn bulunmaktadir.
Hipoksik iskemiye bagli gelisen beyin hasarinda kolinerjik innervasyon gelisiminin
bozuldugu gosterilmistir. Olusan fonksiyonel anormalilerin kolinerjik noéronal
devrelerdeki yeniden yapilanma degisimleriyle alkali oldugu diisiiniilmektedir (96).
Buradan yola ¢ikilarak kolinerjik néronlarin ve asetilkolinin (ACh) serebral palside
tyilestirici etkileri arastirilmistir. Arastirmada bu hedef ACh esteraz inhibitori ile

asetilkolin diizeyi yiiksek tutularak saglanmistir.

Hastaligin tedavisini zorlastiran temel sebepler bulunmaktadir. Bunlar;
inflamasyon ve beyindeki hasarin beyaz maddede yaygin olmasi, beyinde dogum
Oncesi veya sirasinda meydana gelen hasarda dogum sonrasinda uygulanan tedaviler
ile motor fonksiyonda iyilesme saglanamamasidir. Dolayisiyla minimum yan etkileri
olan etkili bir terapdtik ajana ihtiya¢ vardir (93). Arastirma hipotezimiz beyin
hasarinda kolinerjik sistem {izerinden gergeklestirilecek bir tedavinin ndroprotektif
olacag iizerine kurulmus, bu amagla arasgtirmamizda, kan beyin bariyerini asabilen,
hizli emilerek beyinde hizla yogunlagan ve yan etkilerin goriilme sikligin1 bu yolla
azaltan, toksisite etkisi bulunmayan bir asetil kolin esteraz inhibitorii (AChEI) tercih
edilmistir. Bu yiizden AChEI’lerin arasindan asetil-segici, geri doniisiimlii olmasiyla
iistiin olan (-) Fenserin’in tedavi edici etkileri arastirilmistir. (-) Fenserin’in etkinligi
literatiirde Serebral palsi ve hipoksik iskemi iizerine hi¢ arastirilmamis oldugundan

arastirma 6zgiin bulgular ortaya koymaktadir.

Secilen tedavi dozlari literatlirdeki diger arastirmalar tizerinden belirlenmistir. 21
aylik sicanlarda yapilan bir aragtirmada, (-) - fenserin 1mg/kg, 2 mg/kg ve 3 mg/kg
dozlarinda intraperitonel olarak bes giin boyunca uygulanmis, minimum doz olarak 1
mg/kg tercih edilmis ve 1 mg/kg ile 2 mg/kg dozda yan etkinin bulunmadigi
belirtilmistir (70). Diger bir ¢alismada ise si¢anlarda (-) fenzerin 1,5 mg/kg, 3,0
mg/kg, 4,0 mg/kg, 5,0 mg/kg, 7,5 ve 10,0 mg/kg dozlarda intraperitonel olarak

uygulanmigtir. Verilen tiim dozlarin 6grenmede artisa sebep oldugu belirtilmis ve
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yan etki gozlenmemistir (71). Farelerle yapilan baska bir calismada viicut agirligi 28-
32 gr arasinda degisen, 5 aylik yetiskin farelerde (-) fenzerin 2,5 mg/kg ve 7,5
mg/kg dozda intraperitonel olarak 21 giin boyunca uygulanmig ve yan etki
goriilmemistir (72). Diger bir makalede ise, 6-8 haftalik olan 30 gram agirligindaki
farelere bes giin boyunca (-) - fenzerin 2,5 ve 5,0 mg/kg dozlarda intraperitonel
olarak uygulanmistir. Calismada tramvatik beyin hasarinda kognitif beceri
kazaniminda 2,5 mg/kg doz daha basarili bulunmustur (68). Bu makalelerde
belirtilen doz uygulamalar1 degerlendirildiginde, arastirmada hipoksik iskemi
olusturulduktan sonra tedavi olarak 1 mg/kg, 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg dozlarinda (-)
Fenserin’in 23 giin boyunca giinde bir kez ip olarak verilmesi planlanmistir. Daha
once ilacin 7,5 mg/kg dozda 21 gilin boyunca uygulanmis olmast ve yan etki
gozlenmemesi (-) fenzerinin uzun donemde uygulanmasina dair cekinceyi de
gidermektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak arastirmamizda 23 giin boyunca 1
mg/kg, 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg olmak iizere iic ayr1 dozun etkinligi arastirilmistir.
Arastirmada doz segimlerinde neonatal beyindeki etkilere dair referans bulgular
sunularak bu anlamda hipoksik iskemi ve Serebral palside (-) fenserin ile alakali

yapilan ilk doz calismasi olarak literatiire katki sunmaktadir.

Arastirmada serebral palsi olusumunu indiiklemede kullanilan Rice vannucci
modeli, perinatal beyin hasar1 olusturmada kullanilan en yaygin hayvan modelidir
(14). Bu model, yeni doganda hipoksik iskemiye bagli beyin hasarini gostermede
1981°den beri giivenle kullanilmakta olup; kendi i¢inde varyasyonlar1 olusturularak
bir ¢cok sigcan ve fare tiiriinde uygulanmigtir. Kemirgenler {izerinde yaygin sekilde
calisilmis olmasi dolayisiyla literatiir kiyaslamasina en uygun model olmakta ve
giivenilirligi ispatlanmis bir yontem olarak one c¢ikmaktadir (74). Arastirmada
modelin uygulanma giinii, postatal 7.glin (P7) olarak belirlenmistir (15). Bunun
sebebi, gelisimin bu asamasinda sigan yavrusunun beyninin mikroanatomik olarak 32
ila 34 haftalik bir gebelikteki insan fetiisiine karsilik gelmesidir. Literatiirde (-)
Fenserin tedavisinin Rice-Vannucci modeli ile daha Once denenmemis olmasi

arastirmanin bir diger literatiir katkisidir.
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Klinikte Serebral palsili ¢ocuklarda, néro anatomik goriintiileme ile hasar
tanimlama sonrasinda, patolojik refleksler, motor becerideki anormaliler ve yiiriime
bozukluklar ile entelektiiel bozukluklar tedavi plani olusturabilme amaciyla diizenli
olarak takip edilir (97). Arastirmamiz klinigi taklit edecek sekilde ndro gelisim,
refleks gelisimi, lokomotor gelisim, motor gelisim ve kognitif gelisim parametreleri
klinik ile benzer sekilde postnatal 30 giin boyunca takip edilmistir. Rice vannucci
modelinde ndro gelisimsel olarak c¢ocuklardaki Klinik takip ile gelisimsel siirecin
takibini taklit eden bir hayvan calismasi 6rnegi de bulunmamaktadir arastirma bu

anlamda da kiymetli olmaktadir.

Arastirmada bu amagla fiziksel gelisim i¢in; tily gelisimi, dis gelisimi, goz
acilmasi ve viicut agirlig; refleks gelisimi ve patolojik refleks varligini sorgulamak
icin; yiizeyde ve havada dogrulma refleksi, kavrama refleksi ve negatif jeotaksi;
lokomotor beceri gelisimini gozlemlemek icin ise; emekleme ve bas elevasyonu

takip edilmistir.

Noro gelisimsel refleks yani ilkel refleks testleri, klinikte sinir sistemi
olgunlasmasini degerlendirmek igin takip edilir. On belirte¢ olarak giivenilirdirler;
olgunlagan motor ve kognitif gelisimle tutarlidirlar. Anormal reflekslerin varligi,
ndro gelisimsel bozukluklar i¢in risklerin gostergeleridir ve reflekslerin olusmamasi,
kaybolmasi gereken yasta halen goriilmesi, yeniden ortaya ¢ikmasi veya gecikmesi
olarak goriilebilmektedirler. Patolojik refleksler sergilenen ndro gelisim ve diger
noro gelisimsel yetersizlikleri taklit eden hayvan modellerinde de insan bebeklerde

gozlemlenecegi gibi anormal gelisimsel refleksler goriilmektedir (118).

Arastirmamizda tily gelisimi P3 ve P15. giinlerde degerlendirilmistir. P3. Giinde
tim yavrularda gruplar arasi1 fark olmaksizin tiiy gelisimi baslamistir. P7.glinde
kontrole yalanci insizyon ile cerrahi stres, hastalik ve ii¢ ayr1 tedavi grubuna ise
hipoksik iskemi indiiklenmistir. P15. gilinde Ol¢iimii yapilan bu gelisimsel
parametrede hipoksik iskemi grubunda tiiy gelisimi kaybedilmistir. Tedavi

gruplarinda ise 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg dozda istatistiksel anlamlilik gosteren, tily
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gelisimi kazanimi goriilmiistiir. Hastalikta bozulan tliy gelisiminde en yiiksek doz

olan 5 mg/kg ile iyilesme saglanmustir.

Gorsel alginin bozulmasi SP’de temel bozukluklar arasinda kabul edilir (107).
Benzer sekilde literatiir de hipoksik iskemik hasarin goz acgilmasimi geciktirdigini
gostermektedir (98). HI indiiklenen hayvanlarda goz acilmasi arastrmamizda da
gecikmistir. HI grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda goz acilmasi P17.
giinde olgunlasamamisg sol g6z agma becerisi hi¢ elde edilememistir. Uyguladigimiz
tedavi ile en yiikksek dozda anlamli bir iyilesme goriilmistir. 5 mg/kg doz
gruplarinda P17. giinde gdzii acabilme becerisi HI grubuna gére anlamli bir artis

gostermistir.

Serebral palside yetersiz beslenme kaynakli viicut agirligi azalmasi siklikla
goriilmektedir. Yetersiz beslenmek biiyiime gerilige sebep olmakta; bagisiklik ve
serebellar fonksiyonda azalma yaratmaktadir (119). Bu amagla arastirmamizda viicut
agirlig lgtimleri fiziksel gelisimi takip etmede ve giinliikk dozlarin belirlenmesinde
kullanilmigtir. P7, P14, P21 ve P30. giinde yapilan viicut agirligr olgiimleri
sonucunda yavrularin hepsi istikrarli olarak kilo kazanmiglardir. Literatiir
bulgularimizi desteklemis ve Wistar siganlarda Hi sonucu aralikli dlgiimlerde kilo
tim gruplar i¢in artmistir (120). P30. giinde sadece 5 mg/kg doz grubunda
istatistiksel anlamlilik yaratan bir azalma goriilmiistir. Bu ise kolinesteraz
inhibitorlerinin kilo kaybina olan azaltict etkisi olarak literatiir tarafindan da

desteklenmektedir (121).

Serebral palside el deformiteleri ve iliskili islevsel bozukluklar; kavrama
becerisinde zayiflik siklikla goriilmekte ve giinliikk yasamdaki birgok aktivitede
kisithlik  yaratmaktadir (99). Hemiplejik ¢ocuklarda etkilenen taraftaki el,
kontralateral taraftaki ele gore azalmis beceri gostermektedir (100). Klinigi taklit
eden arastirmamizda neonatal siganlarda kavrama becerisi P6. ve PI15. giinde
degerlendirilmis, P6. giinde gruplararasi fark bulunamaz ve beceri elde
edinilemezken, P15. giinde HI grubunda kavrama becerisinde kontrole gdre azalma;

tedavi gruplarinm tiimiinde ise HI’ye gore iyilesme goriilmektedir. Literatiirde de 7
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giinliik Wistar sicanlarda iist ve alt patilerde kavrama becerisi degerlendirildiginde
kavramada Hi grubunda basarida azalma goriilmiistiir (122). (-) Fenserin tedavisi her

ii¢ tedavi dozunda da istatistiksel olarak kavrama becerisini iyilestirmistir.

P6. ve P10. yiizeyde dogrulma P6. ve P15. giinde negatif jeotaksi tiim gruplarda,
gruplar arasi fark olmamaksizin basarili olmustur ve gruplar arasi istatistiksel fark
olusmamustir. Benzer sekilde literatiirde HI icin negatif jeotaksiste anlamli bir

farklilik gozlenmemistir (101).

Serebral palsinin temel klinik 6zellikleri arasinda abnormal yiiriiylis paterni ve
yiirime anormalileri bulunur (102,103). Bu amagla hemisfer hasarina bagh yiiriiyiis
paterni degerlendirmede ayak izi testi, uzay algist degisimine gore yliriimenin
degerlendirilmesinde ise merdiven testi kullanilmistir. Literatiirde bir¢ok c¢aligma
uzun donemde lezyon ve motor performans degerlendirme verilerini paylasmamistir
bunun sebebi kemirgenlerde hasarla iliskili fiziksel defisit olusumunun insanlara
daha az benzerlik gostermesidir (104). Istemli hareketlerdeki bozulmalar insanlara
gore ¢ok daha az belirgin olmaktadir. Bu anlamda makroskobik olarak
incelendiginde hasar olusumu nedeniyle sadece tek sag hemisferi bulunan Hi grubu
hayvanlarinda yiirlimeyi engelleyen fiziksel hi¢bir motor defisit paterni ayak izi testi

ile gbzlemlenmemistir. Literatiir de bu bulguyu desteklemektedir (105).

Hipoksik iskemi indiiklenmis Wistar si¢anlarda yapilmis ¢alismada merdiven
testinde HI grubunda kontrole gdre adimlama kalitesinde diisme, ipsilateral &n pati
performansinda azalma ve adim basina yapilan hatalarin arttigi gosterilmistir (106).
Benzer sekilde aragtirmamizda merdiven testi uygulanan sigan yavrularinda da Hi
grubunda kontrole kiyasla anlamli bir beceri azalmasi olmus, doz gruplarinda 2,5
mg/kg ve 5 mg/kg tedavi ile merdiven testindeki skor degerleri HI grubuna gére artis
gdstermistir. Bu sonugla birlikte HI’de adim yerlestirme kalitesinin (-) Fenserin ile

tyilestirildigi ilk kez gosterilmistir.

SP'li cocuklar siklikla bilissel ve davranigsal bozukluklara sahip olmaktadir

(108,109). SP'nin hayvan modellerinde, se¢ici ve uzun siireli 6grenme ile hafiza

76



bozukluklar1 gibi bir dizi biligsel bozukluk gdsterilmistir (110). Arastirmamizda P27-
P29. giinler arasinda yapilan yeni nesne tanima testinde, bir aylik sigan yavrularinda
ogrenme ve bellegin Hi grubunda yiiksek anlamlilikta bir bozukluk gosterdigi ve
basarinin ¢ok diistiigii gozlemlenmistir. Literatiirde HI hasara sahip kemirgenlerde,
kademeli ve tekrarli durumlara maruz kaldiklarinda karmasik bir bellek gorevini
ogrenebildikleri fakat aynm1 anda yiiksek bir bellek talebi istendiginde
performanslarinin diistiigii bulunmustur (111). Elde ettigimiz bulgular literatiirle
uyumludur (123): literatiirde 7 giinliik HI indiiklenen Sprague-Dawley siganlarda
ayrimeilik indeksi sonuglariyla benzer sekilde bizim arastirmamizda da Hi grubunda
ayrimcilik indeksinde azalma goriilmiistiir. HI yavrular test giiniinde yeni nesne
ayrimi ve yeni nesneye ayrilmasi beklenen kesif siiresi bakimindan kontrol grubuna
gore bellek ve 6grenme becerisinde geride kalmiglardir. (-) Fenserin ile ise 6grenme
ve bellekte 2,5 mg/kg ile 5 mg/kg doz gruplarinda iyilesme saglanmistir. Ilacin 5

mg/kg dozu arastirmamizda 6grenme ve bellekte en etkin doz olarak sunulmaktadir.

Model ile serebral korteks, hipokampus, striatumda serebral palsiyi taklit eden
hasar meydana getirilerek; doku hasar1 {izerine ilacin ndroprotektif 6zelliginin
gosterilmesi i¢in histolojik olarak beynin bu boélgelerinde ayr1 ayri noronal yapi ve
canlilik degerlendirilmesi yapilmistir. Krezil viyole boyama ile hem ipsilateral hem
kontraleteral hemisferdeki noronal canlilik belirlenmistir. Bunun sonucunda HI ile
meydana gelen noronal kaybin, tedavi dozlar ile iyilestigi goriilmiis ve arastirmada
anterior korteks, anterior ve posterior striatum i¢in 5 mg/kg dozun iyilestirmede en
etkin doz oldugu goriilirken; hipokampiiste CAl, CA2, CA3 ve dentat girus
bolgelerinde ve ayrica posterior kortekste hiicresel yapiy1 korumada 2,5 mg/kg dozun
daha etkin oldugu goriilmiistiir. Hematoksilen ve eozin ile boyanmis anterior korteks,
anterior striatum, ve posterior striatum dokularinda ise etkin tedavi dozu 5 mg/kg

kabul edilmistir.

Bir immiin aktivasyona yanit olarak, fetal ve yenidogan beynindeki mikroglial
hiicreler ve astrositler, IL-1p ve TNF-a gibi sitokinler salgilayarak, gelisen
oligodendrositlerde ve noéronal progenitorlerde hasara neden olabilir (112,113). Bu

amagla arastirmamizda beyin dokusunda IL-1B ve TNF-a seviyeleri incelenmis; Hi
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grubunda IL-1p ve TNF-a seviyelerinin literatiirle uyumlu sekilde arttigi
goriilmiistiir. Fenserin ile tedavi bu iki sitokinin seviyelerinde diisiise sebep olmustur.
(-) Fenserin’in IL-1p i¢in etkin tedavi dozu 2,5 mg/kg; TNF-a i¢in ise etkin tedavi
dozu 5 mg/kg olarak belirlenmistir.

Beyinden tiiretilen norotrofik faktér (BDNF), gelisim sirasinda noronlarin
hayatta kalmasi ve farklilasmasinda 6nemli bir role sahip olan bir ndrotrofin ailesine
aittir. Hiicre hayatta kalimi1 ve ¢ogalmasindaki degisiklikler yoluyla nérogenezi de
artirabilmektedir. Sinaps gelisimi, stabilizasyonu ve plastisitesinde BDNF'nin ¢oklu
rolleri vardir. BDNF’ nin sinaptik iletim ve plastisitede ¢ogunlukla 6grenme, hafiza
ve davraniglar icin kritik bir beyin bolgesi olan hipokampiiste bir etkiye sahip
oldugunu gosterilmistir (114,115). Arastirmamizda BDNF diizey Hi grubunda
kontrole gore azalma gostermistir. Fakat (-) Fenserin tedavisi ile bir iyilesme

goriilmemistir.

Astrositler, en yiiksek S100B ekspresyonuna sahip beyin hiicresidir. S1003
seviyeleri astroglioziste artmakta ve cesitli calismalar astrositlerdeki artan S1003
seviyelerini dejeneratif ve inflamatuvar beyin bozukluklarinin patofizyolojisi ile
iligkilendirmektedir. Bununla birlikte, beyin hasar1 durumunda astrositler,
sitoplazmik stireclerini hizla geri ¢ekerek, cogaldigi ve hasar alanina gd¢ ederek
reaktif gliozise yol agtigi bilinmektedir. Bu degisiklikler biiyiik 6lgiide kan-beyin
bariyerindeki degisime baghdir ve serum faktorleri ile lokal olarak salinan sitokinler
araciligr ile gergeklesmektedir. Artan kanitlar, S100B 'nin noérogenez sirasinda,
astrosit olgunlagsmasinda ve graniil 6ncii hiicrelerinin gd¢ilinde rol oynayabilecegini
gostermektedir (116). Ayrica bir ¢alismada TG farelerinde, perinatal hipoksi-
iskemiye kars1 S100B°de artan duyarlilik gosterilmis, S100B'nin asir1 ekspresyonunun
gelismis astrogliozis ve mikrogliozis ile Alzheimer hastalifina benzer patolojiyi
hizlandirdig1  gésterilmistir (117). Arastirmamizda S100B diizey HI grubunda
kontrole gore artis gostermistir ve literatiirle uyumludur. (-) Fenserin tedavisi ile 5

mg/kg dozda iyilesme saglanmstir.
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Oksidatif stres ve inflamasyon, serebral iskemi-reperfiizyon hasarinin iki énemli
patolojik siirecini olusturmaktadir. Miyeloperoksidaz (MPO), serebral iskemi-
reperfizyon hasarin  patolojik  siirecinde hem oksidatif stres hem de
noroinflamasyonu tetikleyen kritik bir inflamatuar enzim olarak terapdtik bir hedef
olmaktadir. MPO, iskemik hasar sonucunda infiltre notrofillerde, aktive edilmis
mikroglial hiicrelerde, néronlarda ve astrositlerde bulunur. Ayrica reaktif oksijen
(ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) salinimini tesvik ederek, mikroglia ve
notrofillerde polarizasyon ve iltihaplanma ile ilgili sinyal yollarim1 modiile ederek
oksidatif strese aracilik eder. MPO, iskemik inmede oksidatif hasar1 ve
noroinflamasyonu azaltmak icin terapotik bir hedef olabilir bu anlamda arastirilmaya
aciktir (124). Bu amagla arastirmamizda kolon dokusunda MPO analiz edilmis ve Hi
grubunda MPO diizeyinde artis goriilirken, tedavi ile diismiistiir. Literatiir de
sonucumuzu bu anlamda desteklemektedir (125). Arastirmada 2,5 mg/kg doz

tedavisinin MPO seviyesini etkili bir sekilde azalttigi bulunmustur.

Malondialdehit (MDA), serbest oksijen radikallerinin dokular {izerindeki
etkisinden ve lipid peroksidasyonu sirasinda bir dizi reaksiyondan kaynaklanan bir
lipiddir (126). Literatirde MDA konsantrasyonlarinin, degisen hipoksik iskemik
ensefalopati siddetine gore degistigi ve bu nedenle hasarin evresinin, tedavi siirecinin
ve prognozun belirlenmesi i¢in bir ongodriicii olarak kullanilabilecegi bildirilmistir
(127). Bu amagla arastirmamizda kolon dokusunda MDA analiz edilmis ve HI
grubunda MDA diizeyinde artis goriilirken, tedavi ile diismiistiir. Literatiir de
sonucumuzu bu anlamda desteklemektedir (128). Arastirmamizda 5 mg/kg ve 2,5

mg/kg dozlarinin iyilesme sagladigi goriilmiistiir.

Hipoksik-iskemik beyin hasari, artan reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna sebep
oldugu bilinmektedir. Bu tiir ajanlara kars1 hiicresel korumadaki anahtar faktorler,
GSH ile iligkili reaksiyonlar1 olmaktadir ve glutatyondaki azalma, bozulmus serbest
radikal inaktivasyonu ve/veya redoksla ilgili degisiklikler yoluyla hiicre dliimiiniin
gelismesinde Onemli olabilmektedir (129). GSH, kurucu amino asitlerden
sentezlendigi sitozolde ve oksidan kaynakli hiicre 6liimiine karsi 6nemli bir koruyucu

rol oynadig1 mitokondride bulunan biiyiik ve ¢ok yonlii bir hiicresel antioksidandir.
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Antioksidan islevi nedeniyle hipokside hiicre i¢i GSH depolarini azaltmasi beklenir
(130). Bu amagla arastirmamizda kolon dokusunda GSH analiz edilmis ve HI
grubunda GSH diizeyinde azalma goriiliirken, tedavi ile artis goriilmiistiir. Literatiir
de sonucumuzu bu anlamda desteklemektedir (128). Arastirmamizda 5 mg/kg ve 2,5

mg/kg dozlarinin iyilesme sagladigi goriilmiistiir.
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6 SONUC

Bu arastirma neonatal hipoksik iskemiye bagli serebral palside (-) Fenserin’in
noroprotektif etkisinin oldugunu gosteren ilk ¢alismadir. (-) Fenserin’in hipoksik
iskemik defisitleri iyilestirme ve noroprotektif etkisi kolinerjik yolak ve asetilkolin
esterazin inhibisyonu ile meydana gelmistir. (-) Fenserin etkisini asetilkolin
ekspresyonu arttirarak ve inflamasyon yanitta azaltici etki saglayarak gostermistir. (-)
Fenserin serebral palsi’deki noronal hasar ve kaybi azaltarak, hasar kaynakli néro
gelisim ve iliskili patolojik reflekslerin gelisimsel siirecte iyilestirilmesini saglamis
bununla birlikte hipoksik iskemi ile bozulan motor ve Kkognitif becerileri
iyilestirmistir. (-) Fenserin tiim bu noroprotektif etkileri, hastaligin indiiklendigi
giinden itibaren 30. giine kadar tedavi olarak uygulanmasi bu yilizden akut, sekonder
ve kronik fazdaki inflamasyon siirecine olan etkinligi ile iliskilidir. Arastirmamizda
(-) Fenserin’in pro-inflamatuvar sitokinler olan TNF-a ve IL-1B seviyelerini
iyilestirdigi gosterilmistir. Pro-inflamatuvar sitokinler ve reaktif oksijen ile nitrojen
tirlerinin hedef aldig1 astrosit oliimiinde kolinerjik yolak {izerinden etki ederek,
astrosit canliligr iizerinde koruyucu etki saglamis olabilir. Dolayisiyla aksonal
biliylimenin olusmamasi ve gliozis ile sonuglanan beyaz madde lezyonunda hasarin
azalmasini, inflamasyon ve nektoz ile apoptozu inhibe edici etkiyle saglamis olabilir.
Arastirmamizda beyinde hasarla iligkili protein S100p seviyelerinde de (-) Fenserin
tedavisi ile iyilesmenin bu yolla saglanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
calismada (-) Fenserin ile yapilan tedavide 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg dozlarin hipoksik
iskemiye bagli serebral palside meydana gelen norolojik defisitlere iyilestirici etki
gosterdigi belirlenmistir.  Tiim bu bulgular degerlendirildiginde (-) Fenserin’in
hipoksik iskemik serebral palsi tedavisinde potansiyel bir ajan olabilecegi ve bu

konuyla alakali daha detayli calismalara ihtiyag oldugu disiiniilmektedir.
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