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OZET

Perinatal ddnemde olusan hipoksik iskemik beyin hasari (HIBH) zeka
geriliginin, gorme ve isitme kaybinin, motor kusurlarin, epilepsinin, beyin felcinin
ve 6lumun en 6nemli nedenlerinden biridir. Hipoksi-iskemi ve yeniden kanlanma
sonrasinda gelisen apoptozisin siddeti beyin hasarinin bir géstergesidir.

HIiBH &énlemeye yénelik olarak apoptozisin baskilanmasi yeni bir tedavi
yaklagimi olarak gorulmektedir. Hipoksi ve iskemiyi takiben yeniden kanlanma
donemine gecmeden verilecek tedaviler ile hasari 6nleme ya da azaltma
mumkiin olabilir. Bu galismada, HiBH olusturulan yenidogan sigan modelinde
nitrik oksit sentaz baskilayicisi olan L-NAME’ in ve tUmor nekrozis faktor- alfa ile
reseptor duzeyinde vyarismaya girerek baskilayan etanerseptin  noéronal
apoptozis ve lokomotor aktivite Uzerine olan etkileri arastirildi.

Calismaya alinan siganlar dort gruba ayrildi. Grup B (n:30), Grup C (n:30)
ve Grup D (n:30) deki siganlara orta hat kesisi yapilarak sagd karotid arterleri
baglandi. Bu siganlar %8 oksijen igeren hipoksi odaciginda iki saat bekletildi.
Hipoksi sonrasi Grup B’ dekilere serum fizyolojik (SF), Grup C’ dekilere
etanersept (10 mg/kg) ve Grup D’ dekilere L-NAME (50 mg/kg) periton i¢i yolla
(intraperitoneal, i.p) verildi. Grup A’ daki siganlarin (n:30) ise karotid arterleri
bulundu, fakat baglanmadi. Bu siganlara hipoksi de uygulanmadi. Her gruptan
15 adet sigan hipoksi sonrasi ikinci saatte dekapite edilerek beyinde apoptotik
noron sayisi ve serum malondialdehid (MDA) duzeylerine bakildi. Kalan
siganlarin uzun dénemdeki motor yetileri agik alan deneyi ile degerlendirildi.

TUNEL ve Kaspaz-3 yontemi ile boyanan apoptotik hicre sayisinin grup
B’ deki siganlarda diger gruptakilere gore anlamli bir sekilde fazla oldugu
saptandi (p<0.001). Serum fizyolojik verilen gruplarla karsilastirma yapildiginda,
hipoksi-iskemi sonrasi etanersept veya L-NAME veriimesi her iki beyin
yarisindaki apoptotik hicre sayilarini anlaml derecede azalttigi goruldu
(p<0.001).

Plazma MDA duzeyi de grup B’ deki sicanlarda daha yuksekti ancak,
gruplar arasi karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Dogumdan sonraki 10. haftada lokomotor aktivite acik alan deneyi ile

degerlendirildi. Grup B’ deki sigcanlarin ortalama hareket hizlari ve birim



zamanda katettikleri mesafe diger U¢ gruptaki sicanlara goére daha dusik
bulundu, ancak bu durumun istatistiksel bir oneminin olmadigi anlasildi.

Sonug olarak calismamiz; sicanlarda HIBH olusturulduktan kisa sire
sonra 10 mg/kg dozunda etanersept veya 50 mg/kg dozunda L-NAME
kullaniminin néronal apoptozu azaltarak hipoksi-iskeminin akut donem etkilerini
azalttigini ancak belirtilen dozlarda siganlarin lokomotor aktivitelerinde belirgin
bir duzelme olmadigini gostermistir. Bununla birlikte lokomotor aktivitenin
etanersept verilen grupta SF verilen gruba gore daha iyi olmasi etanersept ile
ilgili olumlu duslncelerimizin devam etmesine yol agmistir. Benzer deneylerin
farkh dozlarda ila¢ uygulanarak tekrarlanmasiyla, L-NAME ve etanerseptin
beyinde olusturulan hipoksi-iskemi Uzerine muhtemel etkilerinin erken ve gec¢

donemde degerlendirilmesinin gerekli oldugu kanisina variimisgtir.

Anahtar kelimeler: Apoptozis, etanersept, hipoksik iskemik beyin hasari,
L-NAME, lokomotor aktivite.



ABSTRACT

The effects of Tumour Necrosis Factor Alpha Receptor Antagonist
(Etanercept) and Nitric Oxide Synthase Inhibitor (L-NAME) on Neuronal
Apoptosis and Locomotor Activity in Rats after Hypoxic Ischemic Brain
Injury

Perinatal hypoxic ischemic brain injury (HIBI) is encountered one of the
major causes of mental retardation, visual and auditory impairment, motor
deficiencies, epilepsy, stroke, and death. The severity of hypoxia-ischemia and
the increased number of the apoptotic neurons after reperfusion period are
indicators of the brain injury.

The suppression of the apoptosis prevent HIBI is regarded as a novel
treatment approach. There is the likelihood of preventing or minimizing the
injury through the treatments to be administered prior to reperfusion, following
hypoxia and ischemia. In this study, the effects of the nitric oxide synthase
inhibitor (L-NAME) and tumor necrosis factor-alpha competetive inhibitor
(Etanercept) on neuronal apoptosis and locomotor activity in neonatal rat model
of HIBI were investigated. The rats included in the study were divided into four
groups. Midline incision was performed on the rats in Group B (n:30), Group C
(n:30), and Group D (n:30) and their right carotid arteries were ligated. These
rats were kept in a hypoxia chamber containing 8% oxygen for two hours. After
the hypoxia, normal saline was administered intraperitonelly to the rats in Group
B, etanercept (10 mg/kg) to those in Group C, and L-NAME (50 mg/kg) to those
in Group D. The carotid arteries of those in Group A (n:30) were located, but
were not ligated. The rats in this group were not exposed to hypoxia either. 15
rats from each group were decapitated two hours later than drug administration.
The number of apoptotic neurons in the brain were recorded and plasma
malondialdehid (MDA) levels were measured. The long-term motor capabilities
of the remaining rats were evaluated through open field tests.

The number of the apoptotic neurons dyed by TUNEL and Caspase-3
methods was observed to be significantly higher in Group B compared to the
other groups (p<0.001). The administration of etanercept or L-NAME to the rats
soon after HIBI, significantly reduced the number of apoptotic cells in both

hemispheres of the brain compared to those received normal saline (p<0.001).



Plasma MDA levels were also higher in group B rats, but no statistically
significant difference was identified in the comparison among the groups.

Locomotor activity was evaluated through open field tests at the 10™
week of birth. The average speed activity of the rats in group B and the distance
they covered in a unit of time were found to be lower compared to those in the
other three groups, which was not regarded as statistically significant.

In conclusion, the present study revealed that the administration of
etanercept at a dose of 10 mg/kg or L-NAME at a dose of 50 mg/kg to the rats
shortly after HIBI significantly reduced neuronal apoptosis and minimized the
effects of hypoxic-ischemia during the acute period. There was no apparent
improvement in the locomotor activity of the rats by using those drugs at the
mentioned dose. However, the fact that locomotor activity in etanercept-
administered group was better compared to the group which was administered
normal saline supported our views about etanercept. Evaluation of the effects of
varying doses of L-NAME and etanercept in the similar experimental settings
may give important clues in early and late period of HIBI.

Key words: Apoptosis, etanercept, hypoxic-ischemic brain injury, L-

NAME, locomotor activity.



GIiRIS VE AMAG

Yenidoganda hipoksik iskemik beyin hasari (HIBH) bu dénemde
meydana gelen olumlerin, beyin felcinin, zeka geriliginin ve epilepsinin en
onemli nedenlerinden biridir’. Gelismis toplumlarda HIBH goriilme insidansi
1000 canli dogumda 0.4-0.7 olup, buna bagli 6lum ve norolojik hasar gelisme
insidansi 1000 canli dogumda 0.2-1.3 olarak bildiriimektedir®>. Hipokside
gelismekte olan beyinde secilmis bolgeler hasar gérmektedir® . Olgunlasmamis
beynin hipoksi ve iskemiye yaniti olgunlasmis beyninkinden farkli oldugu
bilinmektedir*® .

Hipoksi-iskemi ve yeniden kanlanma sonrasinda geligsen apoptozisin
siddeti beyin hasarlanmasinin bir goOstergesi olabilir. Yapilan calismalarda
yenidogan doneminde gelisen hipoksik iskemik beyin hasarinda apoptozisin
nekrozdan daha &nemli oldugu gdsterilmistir®’. Hipoksi ve iskemiyi takiben
baglayan yeniden kanlanma donemi agir hasarin olustugu en kritik evredir. Bu
dénem baglamadan yapilacak tedaviler ile HIBH’ yi énleme ya da azaltma
mimkiin olabilir® .

Yenidoganin HIBH modellerinde néronal hasari énlemek icin cesitli
farmakolojik ilaclar ve yodntemler kullanilmigtir. Nitrik oksitin (NO) cesitli
calismalarda HIBH patogenezinde ®énemli bir mediatér olarak rol oynadidi
bildirilmektedir®'® . Viicutta bir cok dokuda NO sentezlenmektedir. Nitrik oksit
sentaz (NOS) arjininden sitrulin olusumunu uyarir ve bu reaksiyon sirasinda NO
olusur. NO guanilat siklazi uyararak guanozin trifosfatin (cGTP) guanozin
monofosfata (cGMP) donugsumuinu saglar. Artan cGMP’ de protein kinazi ve
iyon kanallarini aktif hale getirir. Bunun sonucunda hucre i¢i kalsiyum azalir ve
gevseme saglanir. NO vasodilatasyon yapici, trombosit kimelesmesini onleyici
ve super oksitleri temizleyici islevleri ile ilk bakista koruyucu bir faktor
goérunumundedir. Ancak kuvvetli oksidanlara donerek super oksitlerin
toksisitesini arttirir. Oz ile NO’ nun birlesmesiyle peroksinitrit (ONOO~) olusmakta,
bu da OH* ne doéniismektedir'’. Bu reaksiyonlar sonucunda lipid
peroksidasyonu, DNA parcalanmasi, plazma antioksidanlarinin azalmasi,
protein hasari ve endotelyal diz kas gevsemesinin engellenmesi gibi nedenlerle
hicresel hasar olusur. NOS N-metil-L-arginin, N-nitro-L-arginin ve N-amino-L-
arginin gibi L-arginin anologlarinca baskilanmaktadir. Yapilan bazi ¢alismalarda

NOS inhibitorlerinin doku hasarini koruyucu etkisinin olabilecegi ileri



srilmistur''3. Jing Chen ve arkadaslari sodyum nitroprusid vererek febril
konvulsiyon olusturduklari sigan modelinde, plazma NO seviyesinin ve buna
bagli olarak apoptozisin arttigini, L-NAME uygulanmasiyla néronal apoptozisin
baskilandigini gdstermislerdir' . NOS baskilayicisi olan L-NAME’ in iskemi
oncesi i.p verilmesi ile testislerde germ hlcre apoptozisini engelledigi ve
testikiiler iskemik hasari baskiladigi gésterilmistir' . Ancak L-NAME’ in néronal
apoptozis Uzerine erken donemdeki etkileri ve uzun donemde lokomotor aktivite
uzerine olan etkileri bilinmemektedir.

HIiBH de sitokin iligkili beyin zedelenmesi konusu giderek ©&nem
kazanmaktadir. Proinflamatuar sitokinler igcinde TNF-alfa ve IL-1’ in sitokin
kaskadinda ¢ok onemli rolleri vardir. Sitokinlerin baglica etkileri endotel hicresi
aktivasyonu, I0kosit endotel yapigsmasi, lokositlerin enflamasyon bdlgesine
kemotaksisi, serbest oksijen radikalleri salinimi, NO sentezi, degranulasyon,
sodyumun hiicre icine girisi, fagositoz ve prokoagiilan aktivitedir'® . TNF-alfa’
nin apoptoz aktivatori oldugu bilinmektedir. TNF-alfa esas olarak T lenfositler,
makrofajlar, astrositler, mikroglia ve noéronlar tarafindan sentezlenir. Gebeligin
19-20. glnlerinde E.Coli lipopolisakkaritleri verilen siganlarin yenidogan
yavrularinda beyinde anlamli TNF- alfa, iL-6, iL-1 beta ekspresyonu
saptanmigtir. Ayrica striatum dizeyinde artmig TUNEL-pozitif hlcre (apoptotik
hiicre) saptanmistir'” . Ancel ve arkadaslari agir HIBH’ li ve noéroradyolojik
goéruntileme ile beyin zedelenmesi saptanan 20 bebekte yliksek BOS IL-6 ve
TNF-alfa diizeylerini saptamislardir'® . Yoon ve arkadaslari postmortem
incelemelerde periventrikiler lokomalazi lezyonlarinin gelistigi dokularda
histokimyasal olarak TNF- alfa ve iL-6 yiiksekligini géstermislerdir'®..

Doku hasarlanmasinda énemli bir mediator olarak rol oynayan TNF-alfa’
nin hadcreler Uzerindeki istenmeyen etkileri reseptor duzeyinde engellenebilir.
Etanersept TNF-alfa’ nin  kompetetif baskilaycisi olarak hicre ylzeyi
reseptorlerine baglanmasini engeller ve biyolojik aktivitesini onler. Bdylece
TNF-alfa’ ya bagli gelisen hucresel yanitlari engellemis olur. Etanersept, TNF-
alfa’ ya gore hilcre ylzey reseptorlerine daha ylksek affinite ile baglanirlar.
HIiBH olusturulan hayvan modellerinde etanersept kullanimi ve apoptozis
uzerine etkileriyle ilgili yayimlanmis bir makale bulunmamaktadir. Orta serebral
arter tikanikligi yapildigi deneysel hayvan calismasinda, iskemiden once anti-

TNF-alfa monoklonal antikorlarin ventrikil icine verilmesi ile boélgesel iskemik
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beyin hasarinin %20.2 oraninda azaldigi gosterilmistir®. Bir diger orta serebral
arter tikanikh@1 yapilarak olusturulan beyin hasari modelinde, iskemiden 15
dakika once TNF-alfa donustirict enzim baskilayicisinin verilmesi ile beyindeki
infarkt alanin %43 ila %58, ndrolojik defisitin ise %23 ila %36 oraninda azaldigi
gosterilmistir’’ . Deneysel olarak kolit olusturulduktan sonra etanersept
uygulanmasinin enterositlerde apoptozisi azalttigi g('jsterilmigtir22 :

Etanersept guclu bir TNF-alfa reseptor baskilayicisidir. Literatirde,
deneysel hayvan modellerinde etanersept’in kullanimiyla ilgili sinirli sayida
calisma olmasina ragmen, bilgilerimize gdére HIBH olusturulan hayvan
modellerinde etanersept kullanimi ve noronal apoptozis Uzerine etkileriyle ilgili
yayimlanmig bir makale bulunmamaktadir.

Bu cgalismada, HIBH olusturulan yenidogan sican modelinde NOS
baskilayicisi olan L-NAME’' in ve TNF- alfa reseptdr baskilayicisi olan
etanersept’in noronal apoptozis Uzerine ve uzun donemde lokomotor aktivite

uzerine olan etkilerinin degerlendiriimesi amaglanmigtir.
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GENEL BILGILER

Hipoksik iskemik Beyin Hasari

Yenidoganda hipoksik iskemik beyin hasari (HIBH) mortalitenin, serebral
palsinin, mental geriligin ve epilepsinin en 6nemli nedenlerinden biridir' .
Hipoksi kanda oksijenin normalden az olmasidir. Hipoksi durumunda kan beyin,
kalp ve adrenal beze toplanir. Akciger, bobrek, barsak ve ciltten uzaklagir.
Hipoksi agir ise, oncelikle talamus ve beyin sapi hasar gormektedir. Sonrasinda
ventrikll cevresindeki beyaz cevherde nekroz gelisir23 . Yapilan calismalar
gOstermistir ki, hipokside gelismekte olan beyinde segilmis bolgeler hasar
gormektedir® . iskemi ise bir doku veya organdaki kan akiminin azalmasi veya
kesilmesini ifade eder. iskemi durumunda dokuya yeterli oksijen ve besin
maddeleri gidemeyeceginden ve toksik maddeler uzaklastirilamayacagindan
hipoksiye gore daha agir bir hasar olusur. Olgunlasmamis beynin hipoksi ve
iskemiye yaniti olgunlasmis beyninkinden farkli oldugu bilinmektedir*® .

Hipoksi ve iskemi, fetis ve yenidoganin beyninde hasara yol acgan
nedenlerin basinda gelmektedir. Gelismis toplumlarda HIBH gériiime insidansi
1000 canli dogumda 0.4-3.7 olup, buna bagli 6lim ve nérolojik hasar gelisme
insidansi 1000 canli dogumda 0.2-1.3 olarak bilinmektedir> Gelismekte olan
tlkelerde HIBH gérilme orani daha yiiksek olarak bildirilmektedir®*

Asfiksi, hipoksi ve iskeminin bir arada goruldugu bir suregtir. Anne, fetus
ve plasentadan olusan biyolojik birimin iglevleri veya dogum sonrasi akcigerde
gaz degdisiminin bozuklugu mevcuttur. Buna bagl olarak fetus ve yenidoganda
hipoksemi, hiperkapni ve asidoz ile birlikte klinik bulgular geli§ir25' Asfiksi tanisi
dusuk apgar skoru, kord kaninda asidoz ve hipoksik iskemik hasara bagli
yenidoganda ortaya cikan klinik bulgularla konur®®

Fetls ve yenidoganda asfiksiye neden olan durumlar sunlardir:

A. Anneye Ait Nedenler

a. Anne yasinin 16’ dan kuguk 40’ tan buyuk olmasi

b. Dusuk sosyoekonomik durum

c. Diyabet

d. Kronik hastaliklar (bobrek, akciger, karaciger vb)

e. Hipertansif hastaliklar

f. Annede tiroid hastaliklari

g. Tuberkuloz

12



h. Sistemik Lupus Eritematozis

1. Psikoz, epilepsi, zeka geriligi

i. Agir anemi

j. iskelet anomalileri

k. Gebelik toksemisi

I. Perinatal enfeksiyonlar

m. Alkol ve narkotik ilag aligkanhgi

n. Annenin Magnezyum veya antikonvulzan ila¢ kullanmasi
B. Plasentayla ilgili Nedenler

a. Kalsifikasyon

b. Anormal yerlesim

c¢. Gelisim bozukluklari

d. inflamatuvar degisiklikler

e. Odem veya infarkt olmasi
C. Gébek Kordonuyla ilgili Nedenler

a. Kisa kordon

b. Kordon sarkmasi

c. Kordon dolanmasi
D. Fetiisle ilgili Nedenler

a. Cogul gebelikler

b. Zamanindan énce dogum veya zamanindan sonra dogum

c. Fetal anomaliler (hidrosefali gibi)

d. Anemi (hidrops, eritroblastozis fetalis vb.)

e. Fetal enfeksiyonlar

f. iri fetus

g. intrauterin gelisme geriligi

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Patofizyoloji

Perinatal hipoksik iskemik beyin hasarinin patofizyolojisinden sorumlu
temel olay plasentada yetersiz gaz degisimi veya akcigerlerde ventilasyonun
bozulmasidir. Bunun sonucunda oksijen ve karbondioksit degisimi
bozulmaktadir. Bodylece arteryel hipoksemi, hiperkarbi ve asidoz
olusmaktadir®>?’
Altta yatan patolojik olayin bilinmesi hastaligin tim ydnlerinin

anlagiimasini saglayacaktir. Yenidogandaki hipoksik beyin hasarina hipoksi ve
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iskemi birlikteligi neden olur. Olgunlasmamis beynin hipoksi ve iskemiye
yanitinin eriskin beyninden farkli oldugu bilinmektedir®. Hipoksemi agir ise
cevresel dokularda ve beyinde anaerobik glikolizisde artma, laktik asit
olusumunda artma meydana gelir. Ayrica yuksek enerjli fosfat yapiminda
azalma, hucre ici kalsiyum ve hucre digi potasyum birikimi olmaktadir. Bununla
birlikte serbest radikal olusumu, uyarici aminoasit metabolizmasinda bozulma
meydana gelmektedir’®° .

Hipoksi ve iskemiyi takiben baslayan reperfuzyon donemi agir hasarin
olustugu evredir. Bu donem baglamadan yapilacak tedaviler ile beyin hasarini
onleme ya da azaltma miimkiin olabilir® . Hipoksi iskemi durumunda éncelikle
kalp, beyin, adrenal gibi hayati Gnemi olan organlara daha fazla kan gitmektedir.
Boylece bobrekler, mide-barsak sistemi, karaciger, kas ve deriye giden kan
akimi azalmaktadir. Olayin uzun sdrmesi durumunda beyin igindeki kan
akiminda da yeniden duzenleme olur. Talamus, bazal gaglionlar, beyin sapi ve
serebelluma daha fazla kan gonderilmektedir. Olgularda 6-12 saatlik sessiz bir
dénemden sonra konvulziyonlar ortaya c¢ikmaktadir. 24-48 saat iginde ise
genellikle beyin ddemi gelisir.

HiBH'de hiicresel 6lim nekroz ve/veya apoptozis ile olmaktadir. Bu iki
mekanizmada en belirgin fark apoptozisde inflamasyon olmamasidir®'
Deneysel calismalarda, tek basina hipoksinin degil, hipoksi ile beraber sistemik
kan basincinin dusiikligi varsa beyin hasarinin arttigi gorilmistir. HiBH
modelinde hucre i¢i asidoz ve kalsiyum birikimi dnemlidir. Hlcre ici kalsiyum
artisinin baslica nedeni sinapslardan uyarici aminoasidlerin salinmasidir®?2® .
insanda en ¢ok bulunan uyarici aminoasit glutamattir. Yapilan calismalar
glutamat reseptorlerinin uyarilmasi néronal hidcre Olumidnde anahtar rol
oynadigini gostermektedir®® (Sekil 1). Glutamat, 6zgiin reseptérleri ile
etkileserek duysal bilgilerin iletiimesi, motor aktivite, spinal reflekslerin

dizenlenmesi, hafiza ve 6grenme gibi birgok islevde énemli rol oynamak’[adlr35 :
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Glutamat

. NMDA Reseptor Aktivasyonu

v 4
Kalsiyum Depolarizasyon
! 4
Enerji yetersizligi
NOS N +
* NAD tiiketimi PARP
Y v
NO* —» Mimklondﬁ 1 Sitokrom C —> Kaspaz —»ppNA
¢ O radikalleri
Fragmantasyonu
Peroksinitrit v  Enerji yetersizligi '
v NEKROZ APOPTOZIS

Hiicre zan

Sekil 1: Glutamatin Tetikledigi Nekroz ve Apoptoz

Glutamat icin dort reseptor bilinmektedir.

1. NMDA (N-metil D-aspartat) reseptoru

2. AMPA (alfa amino-3.hihroksi-5.metil-4. isoksazol propionik asid)

reseptorleri

3. Kainat reseptorleri

4. Metabotropik reseptorler

NMDA reseptorleri glutamatin baglanmasi sonrasinda sodyum ve
kalsiyumun htcre igine girisine, potasyumun ise hicre disina ¢ikisina neden
olurlar. Hucre ici kalsiyum duzeyinin yUkselmesi sonucu, serbest radikal
olusumu ve mitokondriyal hasar meydana gelmektedir’®*’ . AMPA reseptérlerin
uyariimasi sonucunda sodyum hdcre igine girer, potasyum ise hucre disina
cikar. AMPA reseptorleri quisqulat reseptorleri olarak da bilinirler. Kainat
reseptorlerinin, NMDA reseptorlerinin spinal korda eksitator
norotransmisyonunda yonetici 0Ozelligi oldugu dusunulmektedir. Hucre igi
kalsiyum artisina, hicre igi magnezyumun dususune neden olmaktadir. Hucre
ici kalsiyum artisina bagl olarak proteaz, lipaz, fosfotaz ve endontkleaz gibi litik
enzimler wuyarilir. Hlcre i¢i magnezyumun dusisu de néronal hasarin
siddetlenmesine neden olur. Metabotropik reseptorlerin uyariimasi sonucu

fosfolipaz C aktif hale gelir ve bunun sonucunda hucre iginde bagh olan
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kalsiyum serbest hale gelir.

Hipoksiye ilk metabolik yanit anaerobik glikolizdir. Ancak bu yolla yeterli
ATP Uretilemez ve laktik asidoz olur. ATP miktarinda azalma ile gesitli iyon
pompalari (6zellikle Na-K pompasi) gorevlerini yerine getiremez hale gelirler.
lyon pompasinin islevi kayboldugunda néronal membran degismeye baslar.
Bazi néronlar hiperpolarize (6rnegin CAl ve CA3 hipokampal néronlar) digerleri
depolarize olur. Eger anoksi devam ederse butun hucreler hizli ve belirgin
depolarizasyona ugrarlar. Bunun sonucunda membran potansiyeli tamamen
kaybolur. Néronal membran potansiyeli kayboldugu zaman belirgin iyon
degisiklikleri olur. Bunlar hucre igine sodyum, klor ve kalsiyum girigi ve
hiacreden potasyum cikigidir. Hicre igi kalsiyum yukselir, htcre digi potasyum
onemli miktarda artar ve hucre digi kalsiyum, sodyum ve klor azalir. Glutamatin
hicre dis1 yogunlugunda énemli miktarda artis vardir. Bu durum ndrotransmitter
saliniminda artma ve hicre igine geri almanin azalmasi sonucu olusur. Sonucta
noronal eksitator reseptorlerin  asirit  uyariimasi ve o6lum gergeklesir.
Eksitotoksinlerin nasil hicre 6lumund uyardiklari tam olarak agiklanamamisgtir.
Hizli hicre 6limU fazla sodyumun iyon kanallari yoluyla igeri girmelerinden
dolayi olusur. Bu da klorun néronlara girmesine neden olur. Artmis hicre igi klor
daha fazla katyonun hucre igine girmesini uyarir. Klor ve katyon girisi suyu
hicre icine ¢eker ve sonugta osmotik parcalanma olur. Hlicrede en 6nemli
hasar kalsiyum girisi ile olur. Hicre icinde asiri kalsiyum iyonu birikimi bir dizi
olaylara sebep olur®*>°
1. Fosfolipaz A, aktivasyonu
2. Yag asitlerinin serbestlesmesi
3. Toksik eikosanoidlerin sentezi
4. Serbest radikallerin ortaya ¢gikmasi
5. Kalsiyuma bagimh ATP aktivasyonu sonucu enerji rezervlerinin
tukenmesi
6. Hucre iskeletinin mikrotubuler ve norofilament komponentlerinin
farkhlagsmasi
7. Mitokondrial oksidatif fosforilasyonun bozulmasi
8. Aksonal dejenerasyon
9. Proteaz, fosfataz ve endonukleaz gibi litik enzimlerin aktivasyonu

Hlcre igindeki kalsiyumun strekli artisi katabolik enzimlerin (6zellikle
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fosfolipazlar, proteazlar ve endonikleazlar) uyariimasina neden olur. Katabolik
enzimlerin uyariimasi sonucunda zardaki fosfolipitler bozulur. Hiucre igi kalsiyum
artmasi ile fosfolipaz A, uyarilir ve arosidonik asit salinir, bdylece hicre hasari
olugur. Proteazlarin uyariimasi ile yapisal zar proteinleri yikilir. Lipazlarin
uyariimasi ile lipid peroksidasyonu olur. Endonukleazlarin uyariimasi ile genetik
yap! bozulur. Prostaglandinler salinir, boylece mikrovaskuiler gegirgenlik ve
vazodilatasyon artar. Kalsiyum ayrica nitrik oksit sentazi uyarir ve nitrik oksit
olusumu artar ve bu da serbest oksijen radikalleri Gretimini artirir®® (Sekil 2).
Serbest oksijen elektron transport zinciri icinde suya doénuslrken oksijen
radikalleri olusur (Sekil 3). En zararl radikal hidroksil (OH") radikalidir. NO siklik
GMP olusumunu bozarak hasara neden olur. NO ayrica oksijen ile reaksiyona
girerek DNA hasari ve membran lipid peroksidasyonuna neden olan superoksit,
peroksit ve peroksinitrit serbest radikallerini olusturur*® . Bunlar apoptozisin
potansiyel uyaricilaridirlar. NO’nun deneysel calismalarda fokal serebral
iskemiye yol agtigi ve bu hasarin NOS inhibitorleri ile Onlenebileceqdi

gosterilmistir*’ .

Hipoksi — iskemi (eksitator aminoasit etkisi)

ATP Fosfolipidler Arjinin
3 3 3
Hipoksantin Arasidonik asit NO
l l J
Ksantin Lokotrienler Peroksinitrit
S 2
Serbest O, Radikalleri » Zedelenme

Oksijenizasyon-Reperfuzyon
Sekil 2: Reperfuzyon reoksijenizasyon doéneminde serbest O;

radikallerinin olusumu

Yenidogan beyninde antioksidanlarin eksik olmasi hasarin daha da agir

olmasina neden olur.
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Ox+te” —» Oy ( Superoksit radikali)
O,+te” —»  Hy0O, (Hidrojen peroksit)
H,O,+6— >  OH" (Hidroksil radikali)

OH+e'—3, HYO

Sekil 3: Serbest oksijenin suya donligumii

HiBH’de ge¢ donemdeki ndronal 6lim saatler ve glinler igerisinde gelisen
apoptozisle meydana gelir. Yapilan ¢alismalarda yenidogan déneminde gelisen
hipoksik iskemik beyin hasarinda apoptozisin nekrozdan daha onemli oldugu
gosterilmistir®’ . Apoptoz siireci, DNA hasarina genlerin yaniti, hiicre membrani
tarafindan 6lum sinyallerinin alinmasi (Fas ligandi), hucreye dogrudan
proteolitik enzim girisi (granzim) olmak Uzere ug¢ farkli sekilde igleyebilir. Bu
surecte belli bash U¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar: Bcl-2 ailesi proteinleri,
kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1) protenidir. Bu
bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu ile apoptozda gdzlenen mitokondriyal
hasar, ¢ekirdek zari kirilmasi, DNA parcalanmasi, kromatin marjinasyonu ve
apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisiklikler ortaya cikar** .
Apoptozis ¢ok sayida mediator tarafindan duzenlenir. Bunlar arasinda, bazi
iyonlar (kalsiyum), molekuller (seramid), genler (bcl-2), proteinler (p53) ve hatta
organeller bulunmaktadir’ . Apoptozis siirecinde hiicre icine siirekli olarak
kalsiyum girer. Kalsiyum iyonu da endonukleaz, proteaz, lipaz ve
deoksiribonukleaz aktivasyonuna neden olur. Ayrica kalsiyum reaktif oksijen
molekullerinin artisina neden olur. Seramid apopitotik etkisini proteazlari ve
endonukleazlari aktive ederek DNA pargalanmalarina sebep olarak yaptigi
saniimaktadir*® . Bcl-2 dis mitokondri zarinda bazi proteinler aracihgiyla
gegirgenlik artis1 saglayarak apoptozise neden olmaktadir. Bcl-2 ailesinin bir
kismi apoptozisi uyarirken bir kismi ise inhibe etmektedir (Tablo 1). P53 geni
bax proteinini aktive ederek Bcl-2/Bax oranini degistirerek apoptozise neden
olmaktadir. Apoptozisin diizenlenmesi Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir***° . Bu
ailenin 20 lyesi tanimlanmistir®® . Bunlardan bazilari Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w, Boo,
Mcl-1 gibi apoptoz inhibitérudur. En iyi tanimlanmis antiapoptotik gen bcl-2’dir.
Bazi genler ise apoptozu uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanir.
Proapoptotik genler: Bax (Bax, Bak5) ve BH3 (Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bad, Bid
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gibi) olmak iizere iki alt aileye sahiptir*® . Apoptozu baslatan ve engelleyen

genler yagsamsal dengenin saglanmasinda 6nemlidir.

Tablo 1 : Apoptozis ve Genler

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi uyaran genler
bcl-2 bad Hrk 1

bcl-xl bax c-myc

bcl-w bak p53

bfl-1 bcl-xS p21

brag-1 bid

mcl-1 bik

Kaspazlar apoptotik programin 6énemli bir bilesenidir. Goérevleri sitokin
uretimine katkida bulunmak ve proteolizisi baslatmaktir. Kaspaz aktivasyonu
hicreye  Ozgudur. Kaspaz inhibitorlerinin  apoptozisi  engelledigi

gosterilmistir*”*®

. Apoptoz ve nekroz yoluyla meydana gelen hicre olimi
arasinda o6nemli farklar bulunmaktadir (Sekil 4). Bu farklar Tablo 2° de
Ozetlenmigtir. Nekroz patolojik bir olaydir. Apoptozis ise fizyolojik veya patolojik

uyaranlarla olusabilir.

Tablo 2: Apoptozis ve Nekrozdaki Ozelliklerin Karsilagtiriimasi

Nekroz Apoptozis
Hucre ici dengelerin kaybi Baslangicta onemli degisiklik yok
Hucre zar gegirgenliginde artma En azindan baslangig¢ta hicre zar

gecirgenligi degismez

Potasyum kaybi, sodyum girisi, zar | Sodyum girisi yok, hicre potasyum

potansiyelinde dugme yogunlugu degismez

Sitoplazmik yapilarin timinde sisme Sitozol yogunlagmasi

Mitokondri ve diger organellerde yikim | Organeller genelde saglam

Hucresel enerjide tikenme Hucresel enerjide tukenme yok

Dusuk makromolekuler sentez Makromolekuler sentez aktivasyonu
gerekli

Bitigik hucreler etkilenir Sadece ilgili hiicre etkilenir

Kromatin agi gevsek Kromatin agi yogun

Pasif atrofi Aktif dejenerasyon
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NORMAL

NEKF;!DZ APOPTOZIS

Sekil 4: Apoptozis veya nekroz ile hiicre 6liimii°

HiBH’ de Klinik Bulgular

HiBH de klinik bulgular hipoksi ve iskeminin siddeti, suresi, norolojik
tutulumun siddeti ve yerine gore degisir. Ayrica diger sistemlerin etkilenme
dereceleri ve yerleri, bebegin gebelik yasi ile iligkilidir.

HIiBH’ vyi takiben gérilen merkezi sinir sisteminin birincil bulgulari
konvulziyonlar, apne, anormal solunum sekli, huzursuzluk, postur ve hareket
bozukluklari, anormal okulomotor ve pupiller cevap, yaygin hipotoni ve 06n
fontanelde kabarikliktir.

Konvulziyonlar orta veya siddetli beyin hasari durumunda goérilen en
onemli bulgudur. Konvulziyonlar genellikle hipoksiden sonraki ilk 24 saat icinde
baglar. En sik gorilme zamani ise 6-12 saattir® . Konvulziyon sekli multifokal-
klonik veya fokal olarak geligebilir. Zamanindan Once dogan bebeklerde
desebre postiir benzeri nébetlerin yani sira tonik nébetler daha sik gorilir® .
Hasarin siddeti ne kadar fazla ise konvulziyonun baslangici da o kadar erken
olmaktadir. Konvulziyonlar antiepileptik tedaviye direngli olabilir. Konvulziyona
ek olarak bir takim nérolojik bulgular geligebilir. ilk defa 1976 yilinda Sarnat ve

Sarnat tarafindan énerilen HIBH' nin evreleme islemi diger arastirmacilar
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tarafindan da gézden gegcirilmistir. HIBH’ nin degerlendiriimesinde ve prognozun

tahmin edilmesinde bu evreleme yontemi yardimci olmaktadir*® (Tablo 3).

Tablo 3: Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Sarnat ve Sarnat Evrelemesi

Bulgular Evre 1 Evre 2 Evre 3

Biling dlizeyi Hiperalert Letarjik Stupor, koma

Adele tonusu Normal Hipotonik Flask

Postlr Normal Fleksiyon Desebre

Tendon refleksleri Hiperaktif Hiperaktif Yok

Miyoklonus Var Var Yok

Moro refleksi Guglu Zayif Yok

Pupiller Midriyazis Miyozis Esit degil, 11k refleksi

az

Noébetler Yok Sik Deserebrasyon

EEG Normal Nobet aktivitesine | izoelektirik hatta burst
gbre degisen dugsuUk | supresyonu
voltaj

Semptomlarin siiresi | <24 saat 2-14 gin Gunler-haftalar

Sonug¢ Yaklagik %100 | %80 normal, | Yaklasik %50’si Olur.

normal semptomlar 5-7 | Yasayanlarda ylksek

ginden fazla sirerse | morbitide gelisir.
anormal

Hafif derecede etkilenmis bir bebekte genellikle hiperirritabilite, derin
tendon reflekslerinde artma ve abartili Moro refleksi olur. Bulgular genellikle 24
saatten uzun sirmez. Orta derecede etkilenmis bir bebek letarjik gérinimld,
hipotonik ve derin tendon refleksleri azalmistir. Genellikle konvulziyon da
goralur.

Volpe dogum sonrasi asfiksi surecini 12’ser saatlik dilimler seklinde 72
saat ve sonrasi bolimler seklinde inceler. Agir dereceli asfiksili bir bebek bu
sinifamaya gore, dogumdan sonraki ilk 12 saatte stupor ve koma halindedir.
birlikte

baskilanmistir. izleyen 12-24 saatlerde biling diizeyi bir miktar diizelme gosterir.

Solunumu duzensizdir. Hipotonisite ile yenidogan refleksleri
Bebekte genel bir hiperirritabilite mevcuttur. Konvulziyonlar bu donemde baslar.
Apneik nobetler gelisebilir ve solunum destegine ihtiya¢ duyulabilir. 24. saatten

sonra beyin ve beyin sapi iglevleri giderek bozulur. Bebek derin komaya girebilir
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ve solunum durmasi gelisebilir. Pupil 1sik refleksi alinamaz, 24-72 saatlik
donemde olumler siktir.

Bebek 72 saat boyunca hayatta kaldiysa, olumlu gelismeler olabilir ancak
ekstremiteler hipotoniktir, emme-yutma iglevleri zayiftir. Koordinasyon
bozuklugu oldugundan siklikla beslenme sorunlari ile karsilagihr?”**,

HIBH' de beynin yani sira olgularin (gte ikisinde en az iki organ
etkilenmistir. Organ hasari en sik bébrekte gérilir’ . HIBH’ nin sistemik etkileri

Tablo 4’ de gosterilmigtir.

Tablo 4: HIBH’ nin Sistemik Etkileri

Sistem Etki

Merkezi sinir sistemi | Hipoksik-iskemik ensefalopati, beyin 6demi, infarkt,

intrakraniyal kanama, hipotoni, hipertoni, konvulsiyonlar

Solunum sistemi Pulmoner hipertansiyon, surfaktan yikimi, mekonyum

aspirasyonu, akciger kanamasi

Dolasim sistemi Trikuspit yetmezlik, miyokard nekrozu, sok, hipotansiyon
Mide-bagirsak Nekrotizan enterokolit, karaciger yetmezligi

sistemi

Bobrekler Oliguri, akut bobrek yetmezlIigi, akut tibuller nekroz, idrar

debisinde azalma, asfiktik mesane sendromu, renal ven

trombozu

Endokrin Uygunsuz ADH salinimi sendromu, adrenal kanama,

adrenal yetmezlik, pankreatik hasar

Metabolik Metabolik asidoz, hipoglisemi, hipokalsemi, hiponatremi

Hematolojik Trombositopeni, polisitemi, beyaz kire hucrelerinde sola

kayma, yaygin damar i¢i pihtilagsma

Deri Deri alti yag nekrozu

HiBH olmasi muhtemel bir bebekte, hipoksik iskeminin agirlik
derecesinin saptanmasi, ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlarin dnceden tahmin
edilmesine yardimci olur. HIBH sonucunda agir nérolojik hasar gelisebilecegine
isaret eden bulgu ve belirtiler agagida siralanmistir.

e Ilk bes dakikada solunumun bagslamamasi

e Besinci dakikada Apgar skorunun dordun altinda bulunmasi
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e ik 12 saatte nébet dykisii

e Evre lll HIBH olmasi

e Agizdan beslenmeye dogumu takiben bir haftada gecilememesi

e Anormal EEG bulgulari olmasi ve yedi gune kadar EEG’nin
normale donmemesi

e Yenidogan déneminde anormal beyin tomografi ve MRG bulgulari
saptanmasidir.

Klinik bulgularin dizelme orani degigkendir ve dnceden tahmin edilemez.
Genellikle en hizli dizelme gdsteren bebekler en iyi prognoza sahiptirler. Bir
haftalikken normal ndrolojik muayenesi olan bebeklerin normal olma sansi ¢ok
yUksektir®? .

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Histolojik Bulgular

Volpe, hipoksi ve iskemik beyin hasarinda énemli néropatolojik bulgular
tanimlamistir™® . Bir kiside birden fazla lezyon gdzlenebilmektedir. HiBH'den
sonra gozlenen klinik ve noropatolojik anomaliler, hasarin yapisi ve etkilenen
bebeklerin gebelik yasina goére dedismektedir. Zamanindan o6nce dogan
bebeklerde germinal matriks veya ventrikll icinde kanamaya neden olabilir.
Zamaninda doganlarda patoloji daha c¢ok serebral korteks ve bazal
gangliyonlardadir. Bu nedenle zamaninda dogan ve zamanindan once dogan

bebekteki beyin hasari ayri ayri ele alinmalidir.

Zamanindan Once Dogan Bebek : Secici Néronal Nekroz
Periventrikiler I6komalazi
Bdlgesel ve ¢oklu bolgesel iskemik beyin nekrozu

Periventrikiler hemorajik infarkt

Zamaninda Dogan Bebek : Segici néronal nekroz
Bazal ganglia ve talamusun status marmoratusu
Parasagital serebral nekroz
Bolgesel ve ¢oklu bolgesel iskemik beyin nekrozu

Secici Noronal Nekroz
HIBH’nin en sik rastlanan néropatolojik durumudur. Bu nekroz tipinde

temel hasar serebral ve serebellar korteks, talamus, beyin sapi ve spinal kordun
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on boynuz hiicrelerini icerir' . Yenidogan déneminde stupor, koma, ndbetler,
hipotoni, okulomotor, emme ve yutma bozukluklari gibi klinik bulgular gozlenir.
Uzun dénemde degdisen derecelerde entelektiel bozulma, motor paraliziler ve
nobetleri icerir. Enteklektiel bozulma temel olarak serebral kotikal hasarin
sonucunda olugur. Bebeklerin %10-30’'unda ndbetler gelisir., Emme ve yutma
bozukluklari lokalize beyin sapi bozuklugunu gosterir. Dikkat eksikligi
hiperaktivite bozuklugu retikuler aktive edici sistem (RAS) hasari ile iligkili
olabilir' .

Status Marmoratus

En az gorulen noropatolojik lezyon olup genellikle zamaninda dogan
bebeklerde goOzlenir. Temel olarak bazal ganglia ve talamusta olusur ve
bdlgelerin mermerimsi bir gérinumuane neden olur. Yenidogan donemindeki
kisa donem etkileri bilinmemektedir. Uzun dénem sekelleri ise entelektuel
bozulma, distoni, koreoatetoz ve tremoru icermektedir.

Parasagital Serebral Nekroz

Serebral korteksin ve serebral konveksitelerin parasagital bolgelerine
lokalize beyaz madde nekrozunu ifade eder. Lezyonlar 6n, orta ve arka serebral
arterlerin sulama alanlarindadir. Bozulmus serebrovaskuler otoregulasyon bu
alanlarda belirgin iskemi ile sonuglanir. Genellikle bilateral ve simetrik olmakla
beraber asimetrikte olabilir.

Kisa donem etkileri proksimal ekstremitelerin proksimalinde hipotoni ve
kuvvet kaybidir. Ust ekstremiteler alt ekstremitelerden daha fazla etkilenir.
Uzun donem etkileri spastik kuadriparezi, konugma bozuklugu ve goz

hareketlerinde bozukluktur.

Periventrikiiler Lokomalazi

Zamanindan 6nce dogup en az birka¢g gun yasayan bebeklerde en sik
gorulen iskemik lezyondur. Dusuk dogum agirlidi, kalp ve solunum sistemindeki
sorunlar nedeniyle ventilator ihtiyaci olanlarda yUksek oranda izlenir.
Periventrikller beyaz cevherle lateral ventrikillerin arka-dig-yan kdselerinde
nekroz ve kanamayla kendini gésterir. Hafif vakalarda kiguk gliozis alanlari,
ventrikiler dilatasyon ve miyelin azalmasi gorulur. Daha ciddi vakalarda
multikistik ensefalomalaziye kadar degisen bulgular ortaya cikabilir®* . Daha cok
alt ekstremiteleri kapsayan spastik dipleji gorulir. Bunun nedeni kortikospinal

yolda bacaklara giden liflerin periventrikiiler alandan ge¢gmeleri ve nekrozdan
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dogrudan etkilenmeleridir. Ayrica optik traktus ve gorsel liflerin etkilenmesi
nedeniyle g6z hareketleri ve gorme alani bozukluklari ortaya ¢ikabilir.

Bolgesel ve Coklu Bélgesel iskemik Beyin Nekrozu

Genellikle zamaninda dodan bebeklerde dogumdan sonraki iskemik
olaylar sonucunda gozlenir. En sik etkilenen bodlge orta serebral arterin
besledigi alanlardir. Genellikle tek taraflidir. Beyin parankiminde infarktlara bagl
oyuklar olustugunda porensefalik kist, multikistik ensefalomalazi ve hatta
hidrensefali gelisebilir. Bebeklerin en az %80’inde belirgin semptom ndbettir.
Bdlgesel veya coklu bdlgesel beyin nekrozunun uzun dénem sekelleri spastik
hemiparezi, kuadriparezi, biligsel bozukluklar ve nobetlerdir.

Periventrikiiler Hemorajik infarkt (PVHi)

PVHI, zamanindan 6nce dogan bebeklerde siklikla ciddi ventrikdl igi
kanama ile birlikte ortaya c¢ikar. Genellikle iki taraflidir. Daha ¢ok vendz
kaynaklidir. Vendz infarkt mediller ve ug¢ venlerin tikanmasi sonucu olusur.
Kisa ve uzun dbnem bulgulari zamanindan once dogan bebeklerde diger
bolgesel iskemik lezyonlarda gbézlenen klinik 6zelliklere benzer. ilaveten,
kanama sonrasi ventrikill genislemesi veya hidrosefali bulunabilir®* .

HiBH TANISI

Yenidoganda hipoksik iskemik beyin hasarinin tanisi ayrintili bir dyku ve
norolojik bir muayeneyle konur. Oyki, fetlis kalp hizinin monitérizasyonunu,
fetlsln asit-baz durumu, Apgar skoru, mekonyum varligi, plasentanin patolojik
durumlari gibi gebeligin ve dogumun komplikasyonlarini ayrintili olarak
icermelidir. Ancak zamanindan 6nce dogan bebekte hipoksik hasarin klinik ve
norolojik bulgulari tanimlayici olmadigdi icin gelismis tani yontemlerine ihtiyac
duyulmaktadir. Nérofizyolojik monitdrizasyon ve gériintiileme yontemleri HIBH
tanisinda onemli katkilar saglamaktadir. Ayrica prognoz hakkinda da onemli
ipuclari vermektedir. Ayirici tanida merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonlari,
metabolik hastaliklar, organik asit metabolizmasi bozukluklari ve nérodejeneratif
hastaliklar akla gelmelidir.

Biyokimyasal Testler

HIBH tanisinda birgok biyokimyasal testten yararlaniimaktadir. Bunlardan
bazilari asagida belirtilmistir.

e Kord kani pH’sinin 7.1’in altinda olmasi
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Artmis beyin omurilik sivisinin (BOS) protein duzeyi ve pirtvat/laktat
orani

Plazma laktat oraninda artig

N-asetil-aspartat (Naa) dizeyinde dusus

Naa/kreatinin veya Naa/kolin oraninda dusukluk

Artmis kreatin kinaz (CK), CK-MB, urik asit, amonyak dizeyleri

Son zamanlarda CK’'nin beyine spesifik izoenzimi(CK-BB) Uzerinde

calismalar yogunlasmistir. HIE sonrasi alti saat iginde dlgiilen CK-BB

duzeylerinin Olen veya agir hasarli olan bebeklerde ¢ok daha yuksek

oldugu saptanmisgtir.

BOS’ un laktat dehidrogenaz ve hidroksibltirat dehidrogenaz,

plazmanin ise hipoksantin, vazopressin, eritropoietin duzeylerinde

artis saptanmistir.

BOS’da noéron-spesifik enolaz, glial fibriler asidik protein ve eksitator

aminoasitlerin dlgumunun tanidaki degeri halen arastiriimaktadir.

Son yillarda HIiBH ile serum malondialdehid diizeyleri arasinda bir

iliski oldugu saptanmistir. Bir calismada zamaninda dogmus ve HiBH

gelismis bebeklerin serum-BOS MDA duzeyleri, BOS/serum MDA

orani kontrol grubu ile karsilastiriimis, HIBH olan grupta her iki deger

de yiiksek bulunmustur. HIBH agirlastikca serum diizeyinin daha

belirgin sekilde arttigi tespit edilmistir. HIBH gelisen bebeklerde MDA

dizeyinde artis ne kadar yiiksekse HiBH'nin o kadar agir oldugu ileri

strilmistir.

Elektrofizyolojik testler

Elektroensefalogram (EEG)

HIBH' de zedelenmenin derecesini énemli élgiide belirlemede yardimci

olur. Ayrica tani koymak ve prognozu belirlemede EEG’nin ¢ok onemli yeri

vardir. EEG bilgilerinin o andaki durumu yansitmaktan ¢ok ge¢miste olanlari

yansittigi icin énemli bir prognostik degeri vardir. Bu nedenle her hastaya EEG

cekilmelidir. Agir HIBH’ den sonra 6zellikle zamaninda dogan yenidodanlarda

0zgun EEG bozukluklari gt')rijlebilir56. ilk olarak amplitidte 1limli baskilanma,

elektiriksel aktivetede yavaslama gorullr. Ara sira patlamalarla bélinen voltaj

baskilanma donemleri ve keskin ve yavas dalga sekli vardir. Zamanindan 6nce
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dogan bebeklerde bu degisikliklerin ayirt edilmesi zordur. ilerleyen giinlerde
daha ciddi voltaj baskilanmasi ve diken, yavas dalga patlamalari goraltur. Buna
patlama baskilanma goruntist denir. Bu goruntunin elde edilmesi kotl
prognoz anlamina gelir’’ . Klinik bulgular olmasa da sessiz ndbetlerin
degerlendiriimesi icin siipheli vakalarda EEG yapilmasi 6nerilmektedir®® .

Beyin sapinin isitsel ve gorsel uyarilmig potansiyelleri (BAEP ve
VEP) olgiimii

Beyin sapinin isitsel ve gorsel uyariimis potansiyellerinin dlgimundn
sinirsel sagirhk ve goérsel bozuklugu retrospektif olarak onceden bildiren
yontemler oldugu kabul edilir. Uyariimig beyin sapi potansiyelleri perinatal
asfiksinin tani, izlem ve prognoz tayininde kullaniimaktadir. Bu testler, beyin
sap! yapilarini degerlendirmeye olanak tanir’” . Zamaninda dogan bebeklerde
yapilan bir ¢alismada ilk 24 saatte normal somato-sensériyel uyariimig
potansiyeller (SEP) varhigi iyi prognozu 6énceden belirlemede %94 duyarli
oldugunu gosterilmisgtir.

Goruntiileme teknikleri

Kraniyal Ultrasanografi (US)

Bu yontem yuksek etkili, zararsiz ve ucuz olmasi nedeniyle sik tercih
edilen bir tani aracidir. Onemli noropatolojik lezyonlardan, bazal ganglion ve
talamus hasarlari, periventrikuler |I6komalazi (PVL), fokal ve multifokal iskemik
beyin hasarinin ayirrminda son derece yararlidir. PVL 6zellikle hemorajik ise
daha iyi goruntulenir.

Bilgisayarli Tomografi (BT)

BT agir néronal nekrozdaki yaygin kortikal hasari, bazal ganglion ve
talamus hasari, periventrikller I16komalazi, bélgesel ve ¢oklu bodlgesel iskemik
beyin nekrozu hakkinda énemli tanisal bilgiler verir. Ozellikle asfiktik olaydan 1-
2 hafta sonra, diffiz kortikal néronal hasar tayininde en degerli yontemdir.
BT’nin zamanlanmasi tani i¢gin dnemlidir. Akut donemde lezyonlari BT ile ayirt
etmek guctlr. Ancak gunler veya haftalar sonra damar dagiliminda azalma
ortaya ¢iktigindan BT’nin degeri artmaktadir.

Manyetik Rezonans Gorintileme (MRG)

Parasagittal serebral hasar MRG ile diger goruntileme ydntemlerinden

¢ok daha iyi goruntulenebilir. PVL'nin akut doneminde BT ile siklikla stpheli
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sonuglar alinirken, MRG ile kesin tani konulabilir. Ancak MRG’nin pahali olusu
ve her yerde bulunmayisi nedeniyle kullanimi sinirli kalmaktadir.

Manyetik Rezonans Spektroskopi (MRS)

Bu ydntemle hipoksi ve iskeminin erken ve ge¢ bulgularini detayli bir
sekilde degerlendirmek ve bunlari prognoz ile iliskilendirmek mimkindir. MRS
ile *'P kullanilarak fosfokreatinin (PCr) ve inorganik fosfat (Pi) &lglimi
yapilabilmektedir. PCr/Pi orani beyindeki fosforile enerji durumunu yansitir,
asfiktik bebeklerde bu oranin dusuk olmasi kotl prognoza isaret eder.

Proton MRS

HiBH'li bebeklerin beyinlerinde laktat oraninda artis ve N-asetil-aspartat
(Naa) duzeyinde diugus oldugu bu yontemle saptanmistir. Naa/kreatinin veya
Naa/kolin oranindaki dusukliagun kot prognozu yansittigr gosterilmigtir.

Renkli Doppler Sonografi

Bu tani yontemiyle serebral arterlerdeki kan akim hizlarinin ve serebral
kan hacminin 6lgimua yapilir. Ayrica tani ve prognozun belirlenmesi agisindan
dnemli ipuglari vermektedir. On serebral arterden yapilan yapilan élgciimlerde
diyastol sonu kan akim hizinin/sistolik kan akim hizina oraninin 0,55’den kuguk
olmasinin prognozun kotu oldugunu belirleyen onemli bir parametre olarak
kabul edilir.

Kafa i¢i Basincin izlenmesi

Kafa ici basincin devamli veya sik dlgiimleri HiIBH’li bebeklerde beyin
O0demi, kanama sonrasi hidrosefali tanisinda degerlidir. Artmis kafa ici basing
kotu prognozla iligkilidir.

HIBH’ de Tedavi

Ozellikle ciddi HIBH'li bebekler siklikla kalp, akciger, bdbrek ve karacigeri
iceren coklu organ yetmezligine sahiptir. HIBH’li bebeklerin cogunda etkilenme
intrauterin donemde olur. Bu ylUzden intrauterin asfiksinin onlenmesi ¢ok
onemlidir. Yuksek riskli fetusun gebelik ve dogum esnasinda yakindan takibi,
anneye ait risk faktorlerinin belirlenmesi, dogum &ncesi bakim kalitesinin
artirlmasi ve dogumlarin uzmanlar tarafindan yaptirimasi HiBH gelisiminin
dnlenemsinde 6nemli rol oynamaktadir. HIBH olustuktan sonra uygulanan
tedavilerde heniiz istenen basari saglanamamistir. Bu yiizden HIBH gelisiminin
Onlenmesine yonelik c¢alismalarin 6nemi devam etmektedir. Yeni tedavi

secgeneklerine karsin temel ilke, zamaninda ve etkili yeniden canlandirma
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uygulamalari, uygun sivi-elektrolit tedavisi, dengeli ve vyeterli beslenme,
enfeksiyon ve yaygin damar ici pihtilagsma sendromundan koruma, nobetlerin
erken tani ve tedavisi ve metabolik sorunlardan korumadir.
HiBH Tedavisinde Yeni Yaklasimlar
Beyni korumanin farkli ydntemleri henliz arastirma asamasindadir.

Yenidogan bebeklerdeki etkileri henlz tam olarak belilenmemistir. Beyin
korumasi igin barbitirat, glutamat reseptdr antagonistleri, serbest radikal
baskilayicilari, hipoksantin ve hipotermi gibi ¢esitli deneysel yontemler hala
arastinimaktadir. Calismalarin ¢ogu deneysel dizeyde olup, hentz klinik
uygulamaya gecmemistir. HIBH’ de yeni tedavi yaklasimlari sunlardir.

¢ Hipotermi Uygulanmasi

e Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) Olusumunun Engellenmesi

e Serbest Demirin Temizlenmesi

e Antioksidan Enzimler

e Serbest Radikal Temizleyicileri

e Magnezyum Silfat Uygulanmasi

e Glutamatin Zararl Etkilerini Azaltici Tedaviler

e Glutamat Taslyici Proteinlerin Etkileri

e Glutamat Reseptor Kapaticilarin Kullanimi

e N-Metil D-Aspartat (NMDA) Reseptor Kapaticilari

e Alfa-Amino-3-Hidroksi-5-Metil  izoksazol Propiyanat (AMPA)

Reseptor Kapaticilari

e Kainat Reseptorleri

e Noronal Buyime Hormonu Tedavisi

e Kaspazlarin Baskilanmasi

e Kok Hucre Nakli Uygulanmasi

e Deksametazon Tedavisi

e Glikolitik Yol Oncli Maddeleri Uygulanmasi

e Eritropoetin (EPO) Uygulanmasi

e Kalsiyum Kanal Kapaticilari Uygulanmasi

e Tanshinon Uygulanmasi

e Nikotinamid Uygulanmasi

e Ostrodiol Uygulanmasi

29



e Morfin Uygulanmasi
e Sodyum Kanal Kapaticilari Uygulanmasi
e Endotelin Reseptor Kapatici Uygulanmasi
e Koagulasyonun Baskilanmasi
e Asiri Nitrik Oksit Olusumunun Onlenmesi
e Sitokinlerin Baskilanmasi
Hipotermi Uygulanmasi
Hipotermi serebral metabolizma hizini azaltir. Nekrotik ve apoptotik
hdcre Olumunu baglatan noronal enerji kaynaklarindaki azalmay! oOnleyerek
apoptozu Onler. Ayrica oksijen metabolizmasini yavaslatir, sitotoksik odemi

onler, eksitotoksin ve NO salinimini azaltir®®®"

. Deneysel calismalarda hafif
hiperterminin olasilikla eksitotoksinleri arttirarak hipoksik-iskemik zedelenmeyi
arttirdigi gosterilmistir®?>.  Canlandirmaya yanit  alinamayan  asfiktik
yenidoganlarda vucut isisinin 30-32°C’ye indirilmesinin mortalite ve morbitide
oranini azalttigini gosteren galismalar bulunmaktadir® . Serebral hipoterminin
yararli etkisi eksitator amino asitler ve nitrik oksit sentezini azaltmasi ile

apaptozu inhibe etmesine bagli oldugu éne siriilmektedir®*°°

. Son calismalar,
dogum odasindaki canlandirmadan sonraki 6-15. saatlerde uygulanan ve 48
saat veya daha uzun sure uygulanan hipoterminin emniyetli bir uygulama
oldugu ve daha iyi bir prognozla ilisikili oldugunu gdstermektedir®®®® . On iki
zamaninda dogan asfiktik yenidoganda dogum sonrasi ortalama dort saatlikken
Ozel bir sistemle bas cevresinde soguk su dolasimi 48-72 saat sureyle
saglanmistir. Mortalite morbitide yoninden sonuglarin iyi oldugu saptanmistir.
Hatta tUm vicuda uygulanan hipoterminin sadece basin sogutulmasina goére
daha iyi sonugclar verdigi ileri surtlmektedir. Bu konuda ¢ok merkezli ¢calismalar
halen devam etmektedir®® .

Kaspazlarin (caspase) Baskilanmasi

Kaspazlar (cysteine-containing aspartate specific protease) kalsiyum
bagimsiz hiicre ici sistein proteaz sinifinin en énemli bdlimiini olustururlar™®’" .
Apoptozis ile iliski kurulan en 6nemli olay kaspazlarin aktivasyonudur.

Bilinen 14 adet kaspaz mevcuttur. Kaspaz 2,8,9,10 apoptozu baslatici ve
3,6,7 ise apoptozu yiiriiten kaspazlar olarak bilinmektedir’’ . Kaspazlar inaktif

prekursorler olarak hucre sitoplazmasinda bulunurlar ve ¢ogu proapoptotiktir.
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Sitokrom c’nin sitoplazmaya saliveriimesi ve prokaspaz 9'u uyarmasi ile
apoptoz baslar®' . Kaspazlar apoptozisi aktive eden sinyaller tarafindan
tetiklenmektedirler. Kaspazlar belirli proteinleri parcalamaktadirlar. Bu
parcalanma sonucunda digerleri de aktive olarak proteolitik bir stireci baslatirlar.
Baslatici kaspazlar apoptotik uyari ile baslayan olum sinyallerini yurutlicu
kaspazlara iletirler. Yuruticlu kaspazlar ise ilgili proteinleri parcalayarak
apoptotik hiicrenin olusmasina neden olmaktadir®' . Kaspaz 1 ve kaspaz 3
iskemide baslayan hiicre 6limii mekanizmasinda en énemli mediatorlerdir’>".
Chen ve arkadaslari kaspaz 3’Un gegikmis noéronal dlime aracilik ettigini rapor
etmiglerdir. Ayrica kaspaz 3 inhibitorlerinin hicre olumu Uzerine etkilerinin
kaspaz 1 inhibitérlerine gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir™"®
Kaspazlarin baskilanmasi ile apapoptozun 6nlenecedi ve HIBHnin
azaltilabilecegi dusunulmektedir.

Kok Hucre Nakli Uygulanmasi

Vaskuler endotelyal buyume hormonu ve néral kok hidcre tedavisinin
damar i¢i uygulandigi hipoksik sigan ¢alismasinda, iki maddeyi ayni anda alan
grupta, tek madde uygulanan ve madde verilmeyen gruplara gore daha ylksek
proanjiogenetik etki gdzlenmistir. HIBH’nin azaltilabilecegi ileri stirtilmiistir’ .

Fetal sikinti nedeniyle sezeryan ile dogurtulan bebeklerle, fetal sikinti
olmadan sezeryanla dogurtulan bebeklerin gobek kordonu kanlari CD34 hicre
sayisi bakimindan karsilastirildiginda, fetal sikintisi olanlarda CD34 hucrelerin
belirgin sekilde arttigi saptanmistir’” .

Hipoksik iskemik hasar olusturulan siganlara rekombinant insan granulosit

koloni uyarici faktor verilmesi sonrasi siganlarin yasam surelerinin uzadidi,
infarkt alanin kiaguldigu, infarkt alaninda marjinal zonda CD34 hcreleri arttigi

saptanmistir’®.

Bir gcalismada siganlarda olusturulan yenidoganin hipoksik iskemik beyin
hasari modelinde, ¢ok yonlu kok hicre astrositleri hipoksik iskemik sicanlara
verildiginde hasarlanmis bdlgeye dogru go¢ ettigi gosterilmistir. Verilen kok
hicre astrositleri hasarlanmis bdlgelerde ndronlora ve glial hucrelere
farklilastigr gosterilmistir™ .

Norogenesis dogumdan sonra tam olarak tamamlanmaktadir. Ancak

gliojenik aktiviteler (myelin olusumu, oligodentrosit ve astrosit proliferasyonu)
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sican korteksinde dogumdan sonraki donemde devam etmektedir. Dogumdan
sonraki donemde hipoksik-iskemik hasarlanmanin etkileri gok az bilinmektedir.
Hipoksi-iskemi olusturulan siganlarin serebral korteksinde glial aktivitenin
oldugu gésterilmistir® . Zheng ve ark. dogum sonrasinda sicanlardan 1-6 giin’de
supepandimal bodlgeden cok yonlu astrositik kok hucreler elde etmis ve bu
astrositik kok hucreleri dogumdan sonraki yedinci gunde hipoksi-iskemi
olusturulmus sicanlara vermislerdir. Daha sonra, verilen astrositik hucrelerin
noronlara  donustigu ve hasarlanmis bdlgede lokalize olduklarini
gostermislerdir®® . Park ve ark. yenidogan fare serebellumun germinal
tabakasindan c¢ok yonlu noral prekursor hucreler elde etmigler ve elde edilen
kok hucreleri kultire etmislerdir. Kilture edilen kok hucreleri dogumdan sonraki
yedinci ginde hipoksi-iskemi olugturulan farelere vermigler ve verilen noral kok

hiicrelerin oligodendrositlere ve astrositlere farklilastiklarini gdstermislerdir® .

Takeshi Hayashi ve ark. hipoksi ve iskemiden sonra astroglial,
oligodendroglial ve mikroglial hiicrelerde artis oldugunu gdstermislerdir. Bu da
iyilesme asamasinda bu hucrelerin 6nemli rollerinin oldugu belirtiimektedir.
Perinatal beyin hasarlanmasinin tedavisinde bu progenitor hucrelerin dnemli bir
potansiyele sahip oldugu belirtimektedir®® . Tomoaki ikeda ve ark. néral
progenitdr hucrelerin hipoksi-iskemi olusturulan yenidogan sigcanlarda olgun
ndronlara ve astrositlere basarili bir sekilde farkhlastigini géstermislerdir. Bu
calismada Wistar cinsi yedi gunluk siganlara hipoksi-iskemiden sonraki 5-7.
gunde 5 bromodeoksiuridin (htucre c¢ogalmasinin erken belirleyicisi) enjekte
edilmis ve hipoksi-iskemiden sonraki 14, 28 ve 42 gunlerde beynin kendi
kendini onarim yeteneginin sinirli oldugu gésterilmistir® . Kon Chu ve ark. insan
noral kok hacrelerini iskemik siganlara intravendz olarak verdikten sonra
lezyonlu bolgede insan noral kok hucreleri tespit etmigler ve iskemik bdlgenin

islevlerinde diizelme gostermislerdir® .

Perinatal donemde hipoksiye maruz kalan yenidoganlara ¢ok yonlu
astrositlerin verilmesi ile olusan ndrolojik hasarin en aza indirilebilecegi

dusunulmektedir.
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Koagiilasyonun Baskilanmasi

Son yillarda yapilan g¢alismalar, degisik uyarilar sonucunda beyinde
trombosit uyarici faktor (platelet aktive edici faktor-PAF) ve doymamis yagd
asitlerinin sentezlendigini gdstermektedir® .

iskemi reperfiizyon sonrasi gelisen néronal hasarlanmada PAF énemli
bir mediator olarak gorev yapmaktadir. PAF’In gerek sistemik gerekse bolgesel
uygulamalariyla beyindeki kan dolasimini olumsuz etkiledigi bildirilmektedir®”% .
Hayvanlarda yapilan iskemi modellerinde, PAF’In merkezi sinir sisteminde
onemli bir role sahip oldugu gdsterilmistir. PAF'In hicreler Gzerindeki
istenmeyen etkileri reseptdor duzeyinde engellenebilecegi dusunulmektedir.
Yapilan bir galismada, WEB 2170’in sadece hipoksi dncesi etkili oldugu, hipoksi
sonras! verilmesinin hasari engellemedigi biIdiriImi§tir89. Diger bir calismada
hipoksiden hemen 6nce ve sonra BN 50730 kullaniimis ve bunun hem doku
kaybini azaltti§i hem de 6grenme ve hafiza yetisini korudugu izlenmistir® . PAF
reseptor antogonisti olan ABT-491’in hipoksi dncesi veya sonrasi periton igine
uygulanmasinin apoptotik hicre sayisini anlamli oranda dusurdugu tespit
edilmistir®’. Hipoksik iskemik beyin hasari olusturulmus yenidogan siganlarda
ABT-491 uygulamasinin biligsel ve motor yetiler Uzerine etkisinin
degerlendirildigi calismada, ABT-491 in HIBH’ nin akut dénem etkilerini azalttigi
ve bilissel ve lokomotor vyetiler Uzerine de olumlu etkileri olabilecegi
gbsterilmi@tir91 . Fosfodiesterazi baskilayarak trombosit iglevlerini azaltan, lipid
peroksidasyonunu baskilayan, TNF-alfa, iIL-6 ve iL-12 (retimini baskilayan
trapidilin de doku hasarini énleyebilecegi disinilmuistir. HIBH olusturulmus
yenidogan sigcan modelinde, trapidil verilen sigcanlarda apoptotik hicre
sayllarinin  anlamli oranda azaldi§i gésteriimistir®™® . Sonu¢ olarak
koagiilasyonun baskilanmasi yenidoganin HiBH'sinde néronal apoptozu
azaltarak koruyucu ve/veya tedavi edici etkileri olabilecegi ileri stirlilmustir® .

Asiri Nitrik Oksit Olusumunun Onlenmesi

Nitrik oksit (NO), siklik guanozin monofosfat (cGMP) Uzerinden etki
gosteren giiclii bir cevresel diiz kas gevseticisidir® . ik kez 1979 yilinda
tanimlanmistir. NO hem hucre i¢ci hem de hicre disinda dizenleyici iglev goren
klguk, reaktif bir serbest radikal molekuludur. Yari dmriu 2-5 saniyedir. Bir ¢cok

hicresel iglemler NO tarafindan dizenlenmektedir. Makrofajlar, endotelyal
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hicreler, bazi néronlar, damar diz kas hucreleri ve kuppfer htcreleri NO
sentezleme yetenegine sahiptirler.

NO hlcre zarindan serbest¢ce gecen bir noérotransmiterdir. NO' nun
damar tonusunun dizenlenmesi, bagisiklik sistemin dizenlenmesi, duz kas
hidcrelerin  ¢ogalmasinda rol aldigi ve kollajen sentezini engelledigi

93,94

gosterilmigtir . NO ozellikle vazodilatotor etki goOstererek, bolgesel kan

akimini ve sistemik kan basincini diizenledigi bilinmektedir® .

Vucutta bir cok dokuda NO sentezlenmektedir. Nitrik oksit sentaz (NOS)
arjininden sitrulin olusumunu uyarir ve bu reaksiyon sirasinda NO olusur (Sekil
5). NOS’ un Uc farkli sekli vardir®® . Néronal (nNOS), indiiklenebilir (iINOS) ve
endotelyal (eNOS). eNOS ve nNOS, asetilkolin ve bradikinin gibi hlcre igi
kalsiyum konsantrasyonunu artiran ajanlarca uyarilir. Makrofajlar ve diger
bagisiklik hicrelerinde bulunan iINOS ise sitokinlerce uyarilir. eNOS esas olarak
hiicre membranina bagh bulunurken nNOS sitozolde bulunur. Ug NOS izoformu
aminoasit dizilisi bakimindan %50 benzerlik gosterir.

NO hizli ve kararh bir sekilde okside edilerek inaktif bilesikler olan nitrit
ve nitrat gibi son Urlnlere dontsur. NO’nun en 6nemli fizyolojik hedefi, guanilat
siklaz enziminin hem grubudur. Diz kas hlcresine gegcen NO, guanilat siklazi
uyararak guanozin trifosfatin cGMP’ye donusimunu saglar. Artan cGMP de
protein kinazi ve iyon kanallarini aktif hale getirir. Bunun sonucunda hucre igi

kalsiyum azalir ve gevgeme saglanir.

MADP*
NADPH+H' URE

\ oS /L Sitrullin
4 \
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NITRIK GKSiT

Sekil 5: Arjinin Ure Déngiisiinde NO Uretimi
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Nitrik oksit, vasodilatasyon yapici, trombosit kumelesmesini onleyici ve
super oksitleri temileyici iglevleri ile ilk bakista koruyucu bir faktor
goérunimundedir. Ancak kuvvetli antioksidanlara donerek super oksitlerin
toksisitesini arttirir. Bu gortse gore O ile NO ‘nun birlesmesiyle peroksinitrit
(ONOO") olusmakta, bu da OH’ne déniismektedir''. Bu reaksiyonlar sonucunda
lipid peroksidasyonu, DNA parcalanmasi, plazma antioksidanlarinin azalmasi,
protein hasari ve endotelyal diz kas gevsemesinin engellenmesi gibi nedenlerle
hicresel hasar olusur. NO'nun serbest radikallerle birlikte iskemi-reperfuzyon
hasarina katkida bulunabilecedi gorusini desteklemek Uzere yapilan bir
calismada, tavsan rektus femoris kasinda dort saatlik iskeminin ardindan
reperfuzyonla birlikte NO ve O, dizeylerinin arttigi ve NO’ nun doku hasarini
aktive ettigi gosterilmistir® .

Siganlarda olusturulan bir iskemi-reperfizyon hasari modelinde, kas
dokusunda NOS aktivitesinin reperfizyonun ikinci saatinden itibaren artmaya
basladigi gosterilmistir®® . NO’nun iskemi reperfiizyon hasarindaki rolii izerine
calismalar yapilmaktadir. NOS N-metil-L-arginin, N-nitro-L-arginin ve N-amino-

L-arginin gibi L-arginin anologlarinca inhibe edilebilmektedir®™'®

. Bu islem
NO’nun biyolojik olaylardaki roliini anlamak agisindan dnemli olabilir. Béylece
NOS inhibitorlerinin hicresel hasari engelleyebilecegi gosterilebilir. Hamada ve
ark. hipoksi-iskemi modelinde NOS inhibitorlerinin verilmesi ile beyindeki infarkt
alaninin %77 oraninda kigildigini gdstermislerdir’ . Higuchi ve ark. da
serebral hipoksi-iskemi suresince NOS inhibitdrt ile NO metabolitlerinin artigini
engellemi§tir1°. Tavsan rektus femoris kasinda olusturulan iskemi-reperflizyon
hasari modelinde endojen NO’nun etkisini anlamak amaciyla bir nitrik oksit
sentaz inhibitéri olan nitro-iminoetil-L-ornitin  (L-NIO) inflzyonla verilmigtir.
Sonugta L-NIO’nun olusan hasari geri cgevirdigi, nétrofil infiltrasyonunun bir
gOstergesi olan doku miyeloperoksidaz duzeylerini azalttigi ve dokuda meydana
gelen 6demi onledigi bulunmustur'? . Bu bulgular endojen NO’ nun iskemi-
reperflizyon durumunda zararl etkilerinin olabilecegini gostermistir.

Sigan iskemi-reperflizyon hasari modelinde NOS inhibitéri olan 1400W’
nun reperfuzyon esnasinda azalan kan akimini, artan  notrofil
ekstravazasyonunu ve o6demi Onledigi gosterilmis ve NO’nun dokuya zararli
oldugu sonucuna varilmistir™ . Nitrik oksit sentaz enziminin inhibitérii olan N-

Nitro-L arginin metil ester (L-NAME) (Sekil 6) ile yapilan g¢alismalarda olusan
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101

zarar azalttigi gosterilmistir =" . L-NAME’in reperflizyondan 30 dakika once ve

reperfUzyondan Ug¢ saat sonra verilmesiyle dokuyu hasardan korudugu

gosterilmistir'®

. Ozaki ve ark’nin farelerde yaptiklari bir ¢alismada, iskemi-
reperflizyon sonrasi yuksek O,  dizeylerinin L-NAME uygulamasiyla 6nlendigi
bulunmustur'® . Yapilan baska bir calismada, fare gastroknemius kasinda
iskemi-reperfuzyona bagli olarak olusan doku hasari, odem ve
miyeloperoksidaz aktivitesi L-NAME ile 6nlenmig ve NO’nun zararli olabilecegi
sonucuna varilmistir’® . Diger bir NOS inhibitérii olan N-Nitro-L Arjinin (7
nitroindazole) verilmesinin NO ve serbest oksijen radikallerin olusumunu

105,106

Onledigi gosterilmigtir NO sentezini engelleyen tedavilerin HiBH'yi

azaltabilece@i dusunulmektedir.

NH
0N )l\ C0,Me
N N
o H NH,

Sekil 6: L-NAME ( N® — nitro- L- arginin metil ester)

Sitokinlerin Baskilanmasi
immiin sistem hormonlari olarak da tanimlanabilecek olan sitokinler
uyaran etkisi ile immun ve immun olmayan hucrelerden sentezlenir ve hedef
hidcre davranisini etkiler. Yerel ve uzak etkileri olabilir. Sitokinler glikoprotein
yapisindadirlar. Sitokinler su sekilde siniflandirilabilirler'®”1%® .
1. Ozgin olmayan imminiteyi ve enflamasyonu arttiranlar
(proinflamatuar sitokinler): IL-1, IL-6, IL-8, TNF.
2. Lenfosit aktivasyonu, buyime ve farkhlagsmasinda goérev
alanlar (6zgin immunite): IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, IL-13, IL-14
3. Koloni uyaricilari: Granulosit koloni uyaran faktor (G-CSF),
Granulosit-makrofaj koloni uyaran faktor (GM-CSF).
4. Duzenleyici sitokinler: IL-10 (sitokin sentez inhibitor faktor).
Proinflamatuar sitokinler icinde TNF ve IL-1, sitokin kaskadindaki ¢ok

onemli rolleri nedeniyle proinflamatuar orkestra sefleri olarak tanimlanabilirler.
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Sitokinlerin baslica etkileri; endotel hticresi aktivasyonu, I6kosit endotel
yapismasi, lokositlerin enflamasyon bolgesine kemotaksisi, serbest oksijen
radikalleri salinimi, NO sentezi, degranulasyon, sodyumun hucre igine girisi,
fagositoz, prokoagiilan aktivite seklinde siralanabilir’ . Diger proenflamatuar
mediatorler endotelden TNF-a ve IL-1 etkisi ile salinirlar ve vazodilatotor (NO,
PAF, PGE-2) veya vazokonstriktér etki yaparlar'® . TNF-a proinflamatuar
sitokinlerin yani sira antiinflamatuar sitokinleri ve dogal sitokin inhibitoru olan IL-
1 ra reseptorlerin lretimini de etkiler. Bdylece asiri sitokin yanitini dengeler'® .
TNF-a esas olarak T lenfositler, makrofajlar, astrositler, mikroglia ve néronlar
tarafindan sentezlenen ve sekretuar formu 17 KD, membran formu ise 26 KD
olan bir sitokindir. Molekul agirliklarina gore P55 reseptoru (TNFRI) ve p75
reseptord (TNFRII) olmak Uzere iki adet reseptort vardir. P55 birgok biyolojik
etkinin baglamasinda rol oynar.

Sitokinler 6zellikle 30 haftadan erken dénemde dodum eyleminin
baslamasinda ve erken membran rupturd etiyolojisinde rol oynar. Perinatal
enfeksiyonlarda en sik artis gosteren sitokinler TNF-a ve IL-6’dir. Yapilan bir
calismada ilk 24 saatte O6len 11 bebekten dokuzunda amniyotik sivida artmig

TNF- o dizeyleri saptanmistir'™

. Bagka bir calismada, gebeligin 19-20.
gunlerinde E.coli lipopolisakkaritleri verilen siganlarin yenidogan yavrularinda
beyinde anlamli TNF- a, IL-6, IL-1beta ekspresyonu, ayrica striatum duzeyinde
artmis TUNEL-pozitif hiicre (apoptotik hiicre) saptanmistir’” .  Sitokinler
hipertermi, hipotansiyon, beyin kan akimi azalmasi, iskemi ve asidoz yoluyla
serebral zedelenme olusturabilirler. intrauterin enfeksiyon ve enflamasyonla
beyin zedelenmesi gelisebilecedi konusunda giderek artan bir gorus s6z

711 Verma ve ark. korioamniyonitinin ventrikil ici kanama (ViK) ve

konusudur
PVL sikihgini ve agirhgini arttirdigini gostermislerdir. Buradan yola c¢ikarak
sitokinlerin fetal dolasima katilip fetal kan basinci ve serebral kan akimi
degisiklikleri yaparak VIK ve PVL etyopatogenezinde rol oynayabilecegi
disundlmustir. Yoon ve arkadaslari postmortem incelemelerde PVL lezyonlari
olanlarda dokuda histokimyasal olarak TNF- a ve IL-6 yuUksekligini
gostermislerdir'® .

Dogumdan sonraki ilk iki guinde 40 bebekte yapilan kraniyal manyetik
rezonans goruntileme (MRG)de saptanan beyin zedelenmesi ile kord kani

proinflamatuar sitokin duizeyleri arasinda kuvvetli bir iligki saptanmistir.
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Zamaninda dogan ve spastik serebral felg gelisen 31 ¢gocugun kan érneklerinde
TNF- a, IL-1, IL-6, IL-8 yUksek bulunmustur.

Beyin iskemisi de merkezi sinir sisteminde (MSS) enflamatuar
mediatorlerin salinmasiyla birliktedir. Normal beyin gelisiminde TNF- a énemli
rol oynamaktadir. Hipoksi-iskemi olgunlagsmamis ve erigkin kemirici beyninde IL-
1 ve TNF- a ekspresyonu ile karekterli bir enflamatuar yanit nedenidir. Deneysel
beyin zedelenmesi modellerinde artmig TNF- a gosterilmigtir. Hayvan
modellerinde hipoksi iskemi ertesi dordincu saatte serum ve BOS’ta TNF- a’da
artisla birlikte beyinde 6dem ve nétrofil birikimi olmaktadir'*2.

Hipoksik iskemik beyin hasarinda proinflamatuar sitokin-beyin
zedelenmesi iligkisi onemle sorgulanmaktadir. TNF- o’'nin apoptoz aktivatoru
oldugu bilinmektedir. Bu etkisini sitozolde sifingomyelinazi aktive edip seramid

artisini sagdlayarak yapmaktadir'™ .

Hipoksi-iskeminin noéronal hucrelerde
lenfosit aracilikli éldirme islevi icin klasik reseptér olan Fas ekspresyonunu
arttirdigi ve antikor-reseptor baglantisinda néronal apoptoza yol agabilecek
durumda oldugu gdsterilmistir'™* . Hipoksi ertesi altinci saatte zirve yapan gegici
bir IL-1beta ve TNF- a yuksekligi oldugu ve rekombinant IL-1 ra hipoksi dncesi
veya sonrasinda verildiginde beyin zedelenmesini  engelleyebildigi
gosterilmistir’™.

Beyindeki bir ¢cok hucre (mikroglia, astrosit, endotel hucresi, néronlar)
sitokin salgilayabilir. Kan beyin engelini gecen sitokin sentez ve salgi
yetenekleri olan c¢evresel kdkenli mononukleer fagositler, T lenfositler, NK
hicreler ve polimorfonukleer hiucreler beyindeki enflamasyon ve gliozise katkida
bulunabilir'*11,

Dogumda dusuk apgar puani ve asfiksinin klinik bulgulari sitokinlerin
plasentayi ve fetusun kan-beyin engelini gecerek beyini etkilemesiyle olusabilir.
HIBH’ li bebeklerde olayl baslatan neden intrauterin enfeksiyon olabilir.
Enfeksiyon ve hipoksinin olusturdugu sitokin yaniti beyindeki zedelenmede
belirleyici olabilir. Sitokinler, NO, serbest oksijen radikalleri néronal ve glial
gelismeyi etkileyebilir. IL-6 ve TNF kuvvetli prokoagulan, trombojenik ve
vazokonstriktor etkileri ile erigkinlerde enfarktis ve inme nedeni olduklari
bilinmektedir. Sitokin kaynakh hipotansiyon da beyin zedelenmesinde etkili

Olabilir111,1 14,115,116 )
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Ancel ve arkadaslari agir HIBH’ li ve néroradyolojik gériintiileme ile beyin
zedelenmesi saptanan 20 bebekte ylksek BOS IL-6 ve TNF- a duzeylerini
saptamislardir'® . Oygiir ve arkadaslari plazma ve BOS sitokin degerleri ile 12.
ayda norolojik muayene arasinda iliski aramislar, normal gelisim gosteren 11
hasta, anormal noérolojik bulgusu olan veya erken donemde kaybedilen 19 hasta
kargilastinldiginda BOS IL-1 beta ve TNF- a degerleri normal gelisme gosteren
grupta daha diisiik bulunmustur'® . Bu da HIBH' li hastalarda plazma ve BOS
IL-1 beta ve TNF- a dizeylerinin prognozu 6nceden belirlemede yardimci
olabilecegini gostermektedir.

Siganlar Uzerinde yapilan bir galismada, TNF- a yapimini azaltan
pentoksifilinin ve TNF-alfa aktivitesini azaltan TNF baglayan proteinin kafa
travmasindan sonra gelisen beyin zedelenmesini azalttigi gésterilmistir'"”.

Etanersept, rekombinan DNA teknolojisi ile Uretilmis, insan tumor
nekrotize edici faktor reseptér p75 ve insan IgG1-Fc proteinin birlestiriimesi ile
elde edilen bir insan tumor nekrotize edici faktor reseptor p75-Fc fuzyon
proteinidir. Etanersept, TNF’nin kompetetif inhibitdori olarak hidcre yulzeyi
reseptorlerine baglanmasini engeller ve biyolojik aktivitesini onler. Bdylece
TNF- a ‘a bagl gelisen hucresel yanitlari engellemis olur. Ayrica etanercept,
TNF- a ‘nin duzenledigi veya adezyon molekulleri ve proteazlar gibi diger
molekullerin kontrol ettigi biyolojik yanitlari da degistirebilmektedir. Etanersept,
TNF- a’ya gore hicre yuzey reseptorlerine daha ylksek affinite ile baglanirlar.
Yarilanma omru yaklasik 68 saattir, daha sonra peptid ve aminoasitlerine yikilir
ve safra ve idrar yolu ile atilir. iskemi-reperfiizyon sonrasi gelisen néronal
hasarlanmada 6nemli bir mediator olarak rol oynayan TNF- o’'nin, hucreler
Uzerindeki istenmeyen etkileri reseptér diizeyinde engellenebilir. HiBH
olusturulan yenidogan sigcanlarda TNF- a reseptor antagonistlerinin etkilerini
gOsteren az sayida calisma dikkati cekmektedir. Etanerseptin yenidoganin
HIBH’ sinde néronal apoptozu azaltarak koruyucu ve/veya tedavi edici etkileri
olabilecegi ileri strtimektedir.

HiBH’ de Prognoz

HiBH'de prognoz hipoksinin siddeti, siiresi, gebelik yasi ve beyin
hasarinin yeri ve sekliyle ilgilidir.

Perinatal asfiksiye maruz kalan bebeklerde anormal nérolojik belirtiler

yada beyin hasari meydana gelmeyebilir. Dubowitz’in gbézlemlerinde norolojik
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degerlendiriimelerinde saglikli olan term bebekler, bir yasina geldiklerinde
sagjllklldlrlar51 . Prognozu belirlemede en yararl faktorler perinatal asfiksinin
siddeti ve suresidir. Asfiksinin en iyi gostergesi perinatal donemde Sarnat
skalasi ile saptanan klinik durumdur. Sarnat ve Sarnat siniflamasi en sik
kullanilan prognostik 6gelerden birisidir. Bu siniflamaya goére Evre I'deki
olgularin %100’Unde, Evre IlI'deki olgularin %80’inde noérolojik durumun normal
olmasi beklenir. Yedi ginden uzun sure Evre Il belirtileri gosterenlerle, Evre Il
olgularda %50 6lum ve kalan %50’de de ndrolojik hasar gelisimi beklenmektedir.

Apgar skorunun da prognoz belirlemede 6énemli yeri vardir. Ozellikle
uzun sure duguk kalan Apgar skoru ile yuksek mortalite ve morbitide arasinda
onemli iligki vardir.

Sicanlarin Biligsel ve Lokomotor Yetilerinin Degerlendirilmesi

Siganlarin bilissel ve lokomotor vyetilerinin degerlendiriimesinde
tanimlanmis pek ¢cok hayvan davranis deneyi (HDD) modeli mevcuttur. HDD’
ler ile siganlarda anksiyete, otonom iglevler, 6grenme, hafiza ve lokomotor
aktivite gibi pek ¢ok 6zelligin degerlendiriimesi yapilmaktadir. Bilimsel yeterlilik
OlgUtlerinin tGmUne ayni anda sahip olan bir HDD modeli yoktur ve bu
modellerin ¢ogu %100 kesinlikte sonug¢ saglayamamaktadir. Ancak bilimsel
teknolojideki geligmelerle birlikte HDD’ ler giderek daha ideal Olgutlerde
yapilabilmektedir.

Ongériisel Yeterlilik (Predictive Validity)

Deney hayvanlarindan elde edilen sonuglar ile klinik arastirmalardan
elde edilen sonuglarin iligkisini kapsar. Hayvan deneylerinde elde edilen ilag
etkileri klinik calismalarda da gézlenmelidir.

Goruntusel Yeterlilik (Face Validity)

Burada hayvan modelinin insandaki hastalik belirtilerini ne olgude takilit
ettigi onemlidir. Bir HDD modeli insandaki belirtileri taklit ettigi olgude bilimsel
yeterlilige sahiptir.

Yapisal Yeterlilik (Constructive Validity)

Bu kriter hastaliga neden olan klinik kosul ile hastaligin olugsmasi
arasindaki teorik iligki hakkindadir. Bir davranigsal model insanda hastaliga
neden olan risk faktorlerini kapsadigi ve bunlarin hastalia olan katkilarini

dogru bicimde yansitabildigi dlgude bilimsel yeterlilige sahiptir.
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Davranis deneylerinin  siganlarin  c¢evresel (néromotor) gelisimin
tamamlandi§i 80-85. giinlerden sonra yapilmasi &nerilmektedir'® . Ancak
siganlarin dogumu takiben kac¢ haftalik oldugu belirtilen ya da belirtimeyen pek
¢ok calismada, deneylerin ortalama 180-400 gr agirhdindaki erigskin erkek
siganlarla yapildigi bildirilmistir' %" .

Bu deneylerde sigcanlarin cinsiyetlerine gore farkli davraniglar sergiledigi
tespit edilmistir'?? . Ozellikle uzaysal (spatial) dgrenmenin degerlendirilmesinde

123-125

erkek cinsiyeti daha uygun oldugu saptanmistir . Bu durumun hormonal

farklilik ve hipokampls gelisimdeki farktan kaynaklandi§i ileri striimustir'® .
Bu nedenle yapilan pek cok calismada erkek sican kullanilmigtir''9:120:126.127

Tum HDD’ lerin 23 + 1°C oda sicakhiginda, 12 saatlik gece-ginduz
ritminin saglandigi bir odada ses, isik, sicaklik ve bekleme kosullarinin
standardize edildigi ortamlarda yapilmasi dnerilmektedir. Bu standardizasyonun
saglanabilmesi igin tum hayvan gruplarinin deney alanina deney gununden
birkagc gun Once getiriimesi, deneylere baglanmadan once tek tek bekleme
kaplarina konmasinin gerekliligi belirtimektedir.

Deney hayvanlarinin timuinidn daha énce dogum yapmis, bir gebelikte
birbirine yakin sayida yavru doguran annelerin yavrularindan segilmesi,
dogumdan sonra ayni gunde sutten kesilerek anneden ayrilmasi, anneden
ayrilan siganlarin her kafeste esit sayida olacak sekilde barindiriimasi, sigan
yemi ile beslenilmesi gibi temel kosullarin saglanmasi 6nerilmektedir. Burada
amag si¢anlarin davranis deneylerinin yapilacagi tarihte birbirine yakin agirlikta
olmalarinin, néromotor gelisiminin esgit duzeyde olmasinin saglanmasidir.
Ayrica daha o©Once yavru dogurmus, yavrularina zarar vermedigi bilinen
annelerin yavrularinin secgilmesi ile deneye alinacak siganlarin anne tarafindan
reddedilme ya da yenmesini 6nleme amaclanmaktadir. Siganlarin her zaman
ayni arastrmaci tarafindan, ayni yontemle dizeneklere konmasi,
arastirmacinin odada her zaman ayni yerde durmasi, ayni renk kiyafet giymesi
Onerilmektedir.

Siganlarda bilissel ve motor yetilerin degerlendiriimesi amaciyla pek ¢ok
farkli dizenek kullaniimaktadir. Bunlardan bazilar rotarot duzenegi, sekiz kollu
Isinsal labirent, T labirent, yukseltiimis arti labirent, acik alan ve Morris su
tankidir.
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Anksiyete, korku, 6grenme ve kisa hafiza degerlendiriimesi amaciyla arti
labirent (AL) duzenegi kullanilir. AL dogumdan sonraki altinci haftada ve iki ila
lic giin siireyle yapilmasi 6nerilmektedir'?®'2° |

Siganlarin duygusal durumunu, sedasyonunu, lokomotor aktivitesini
Olgcmek igin acgik alan (AA) kullanilir. AA deneyi dogumu takiben 10. haftada
yapilmasi dnerilmektedir'*°'%2

Siganlarin 6grenme ve hafizalarini degerlendirmek amaciyla Morris su
tanki (MST) duzenegi kullanilir. Dogumdan sonraki 12. haftada bes gun sureyle
uzak hafiza (reference memory) degerlendirilir'?® 14. haftada ise doért giin
siireyle yakin hafiza (working memory) degerlendirilir'®

Acik Alan Deneyi
Acik alan, deney hayvanlarinin duygusal durumunu, sedasyonunu,

lokomotor aktivitesini lgmede sik¢a kullanilan bir diizenektir'* ' . Daire, kare,
dikdortgen seklinde ve ortami isiklandiriimig, tunel, platform ve kolonlar ile
zenginlestiriimis olan ¢ok degdisik formlari vardir’™® . ik olarak 1934 yilhinda
hayvanlarin emosyonel durumlarini test etmek igin Hall ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra 1971 yilinda Soubrie kare seklinde
olanini gelistirmistir'® . Acik alan deneyinde 80x80x50cm boyutlarinda gri PVC’
den dretilmis bir kutu kullanilabilece@i gibi 100x100x30cm boyutta, zemini 16
esit kareye bolinmus ve pleksiglastan hazirlanmis bir kutuda kullanilabilir
(Resim 1).

Acik alana birakilan hayvanda anksiyete davranisi hayvanin kendi
ortamindan alinip tek bagina bilmedigi bir ortama birakilmasi genis alan
korkusu yaratacaktir. CunkU agik ve genis ortam hayvanlarda sikinti yaratan bir
durumdur™’ . Test sirasinda hayvanin acik alanda birakiima siiresi 2-20 dakika
arasinda degismekle birlikte genellikle 5 dakikadir. Bu sure igerisinde hayvanin
hareketleri (bir kareden digerine gecis, arka ekstremiteleri Uzerinde yukselme),
kasinma davranigi ve defekasyon sayisi tespit edilir. Kagsinma ve defekasyon
sayisi otonom fonksiyonlarin gdstergesi sayilir'>’ . Kasinma davranisindaki artis
hayvandaki stereotipik aktivite ile iligkilidir. Artmis stereotipik aktivite deney
hayvaninin anksiyetesi hakkinda dolayl olarak fikir verebilir. Ancak dogrudan
anksiyete degerlendiriimesinde kullanilamaz'®.

Lokomotor aktivite kare gegme sayisiyla veya katedilen mesafe ve hareket
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hizinin élgiimilyle degerlendirilebilir™® 13132 Acik alan diizenegindeki hayvanin
kenarlarda mi yoksa merkezde mi daha fazla gezdigi 6nemlidir. Alistig1 ortamin

disina alinan hayvan alanin ortasina gitmekten kaginacak, daha az hareket

edecek daha fazla defekasyon yapacaktir. Fare ve siganlar duvara yakin
135,137

kisimlarda vakit gegirecektir

Resim 1: Agik Alan Diizenegi

Davranis deneylerinde veri kayitlari, bilgisayar programlari araciligiyla

veya kronomotre kullanarak sicanlarin gozle takibi yoluyla yapilabilmektedir
131,139
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GEREG ve YONTEMLER

Caligsma Ekibi

Bu galisma Mersin Universitesi Tip Fakltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari,
Fizyoloji ve Patoloji Anabilim Dallari tarafindan yuritilmis, Mersin Universitesi Tip
Fakultesi Deneysel Arastirma ve Fizyoloji Anabilim Dali  Davranig
Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Etik Komite Onayi

Calisma igin Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurul'undan onay
alinmigtir.

Geregler

Deney sirasinda, diseksiyon igin mikroskop ve cesitli ebatlarda pens,
bisturi, karotid arteri baglamak igin 6.0 ipek, cildin kapatiimasi i¢in 5.0 ipek ve
portegl, ila¢g ve SF uygulamalar i¢in enjektorler, hipoksi odacigi (Resim 2), %92
azot ve %8 oksijen karisimini igceren tup, oksimetre, sigcanlarin vicut sicakligini
korumak igin Isitici su banyosu (benmary), hipoksi odacidi sicakhginin kontrolt
icin termometre, dekapitasyon igin pens ve bisturi, ¢ikarilan beyinleri korumak
icin saklama kaplari, alinan kan dérneklerinin tasinmasi i¢in buz akdleri, agirhk

Olcimleri igcin hassas terazi, steril orti ve eldivenler kullanildi

Resim 2: Hipoksi Odacigi (25x15x10cm3)

Davranis deneyleri igin eni 2.9, boyu 3.9 ve yuksekligi 3.1 metre olan 0zel
bir oda kullanildi. Bu oda isik ve sese karsi yahtilmisti. Oda sicakhgi dijital olarak
ayarlanabilen klima araciligiyla sabitlenmisti ve 23°C’ de tutuldu. Havalandirma,

odadaki iki adet cam tipi aspirator ile saglandi. Ayrica deney sirasinda 1sik siddeti
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ayarlanabilen dort adet halojen lamba kullanildi. 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlk ritmi otomatik bir ayarlayici ile saglandi. Tavanda iki adet, yuksekligi
ayarlanabilir gece ve gunduz kayit alabilen kamera mevcuttu. Tum deneyler
Ethovision XT software araciidi ile kaydedildi. Ayrica olabilecek karisikliklari
onlemek amaciyla her sigcan deney alanina konmadan once, bir tahta ve asetat
kalemi kullanilarak hangi grup, hangi deney, kaginci gun ve ka¢ numarali sigcan
oldugunu belirten bir not yazildi ve bu bilgi siganin deneyi ile birlikte video
kamera ile kaydedildi.

Lokomotor aktivite 6lgcimu igin siyah pleksiglastan, zemini 100x100cm ve
kenarlari 40cm yukseklikte bir acik alan deneyi kutusu kullanildi. Kutunun ig
yuzeyleri parlamanin oOnlenmesi icin mat siyah toksik olmayan boya ile

boyanmisti (Resim 3).

& = <

A
Resim 3 : Agik Alanin Ustten Gériiniisii

Deney Hayvanlari

Bu calismaya agirhklart 12.0 +1.7gr olan, Wistar cinsi, 120 adet yedi
gunlik erkek yavru sigan dahil edildi (Resim 4). Erken ddénemde hipoksi,
etanersept ve L-NAME’ nin beyin Uzerine etkilerini hicresel duzeyde

degerlendirmek Uzere dekapite edilerek histopatolojik inceleme yapilan 60 adet
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ve galismanin gesitli asamalarinda olen 14 adet sican disinda, canh kalan 46
sigana davranis deneyleri uygulandi.

Davranis deney tarihlerine iki glin kalana dek tim sigcanlar Mersin
Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvani Laboratuvar’nda; havalandiriima ve
iklimlendirme uygulanan, gece-gunduz ritmi otomatik olarak ayarlanan ve nemi
Olctlen bir odada; annelerinden ayrildiklari 24. gunden itibaren her kafeste 3-4
adet sigcan olacak sekilde ayri kafeslerde barindirildi. Kafesler ve siganlar toksik
olmayan boya kullanilarak numaralandirildi.

Yoéntem

flag: N-Nitro-L arginin metil ester (L-NAME 5mg flakon, Sigma) 50 mg/kg
intraperitoneal (i.p) yoldan 0.5 ml SF i¢inde verildi.

Etanersept (Enbrel 25mg flakon, Wyeth) 10 mg/kg intraperitoneal (i.p)
yoldan 0.5 ml SF iginde verildi.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinin Olusturulmasi

Otuz adet anne sicanin erkek yavrulari, rastgele secilerek dort gruba
ayrildi. Tum siganlara isofloran emdirilmis pamuk ile bir iki dakika inhalasyon
anestezisi verildi. Sicanlar uyandikga doz tekrarlandi. isofloran ile anesteziyi
takiben siganlar islem yapilacak masaya doért ayagindan flasterle sirt Ustl
sabitlendi. Ardindan boyunda orta hattan kesi yapilarak mikroskop altinda sag
karotid arter bulundu. Sham grubu hari¢ tim si¢anlarin sag karotid arterleri

baglandi (Resim 4).

Resim 4: Cilt kesisi ve sag karotid arteri baglama
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Tam yavru siganlar derlenme ve beslenme sureci igin anne yaninda bir
saat birakildi. Bu surecin sonunda sham grubu disindaki si¢canlar iki saat sureyle
hipoksi odacigina kondu. Hipoksi odaciginin kapagina, i¢cerideki havanin oksijen
yuzdesini dlgmek icin oksimetre algaci yerlestirildi. Siganlar hipoksi odacigina
yerlestirildikten sonra hipoksi odaciginin kapagi kapatildi. Hipoksi odaciklari
siganlarin vicut sicakliklarinin korunabilmesi igin 37 ‘C’ de isitilan su Uzerine
konuldu. Hipoksi odacigina %8 yogdunlukta oksijen ve %92 yogunlukta azot
iceren gaz verildi. iki saatlik hipoksi uygulamasi sonunda ila¢ veya SF verilen
yavru si¢anlar anne yanina verildi. Sham grubu da hipoksi uygulanmamasina
karsin annelerinden iki saat sureyle ayrildi.

Grup A (Sham) (n:30) : Sicanlara anesteziyi takiben sadece boyun
diseksiyonu yapilarak karotid arter bulundu, ancak baglanmadan diseksiyon alani
dikis ile kapatildi.

Grup B (n:30): Hipoksi sonrasi SF i.p verildi.

Grup C (n:30): Hipoksi sonrasi Etanercept i.p verildi.

Grup D (n:30): Hipoksi sonrasi L-NAME i.p verildi.

Cerrahi iglem sirasinda ve hipoksi odaciginda iken her 3 dakikada bir
siganlarin solunum, cilt rengi ve hareketleri yakindan izlendi.

A, B, C ve D gruplarindan 15’er si¢an iki saatlik derlenme surecini takiben,
MDA olgumu icin kalp i¢i girisimle kan 6rnedi alindiktan sonra erken dénemde
ndronal apoptozu degerlendirmek Uzere dekapite edildi. Sonugta her gruptan 15
siganin 24 gunluk olana kadar anne yaninda birakilmasi hedeflendi.

Dogumu takiben 24. gin anneden ayrilan si¢anlar bir numarali siganin
bas kismi, iki numarali sicanin sirt kismi, U¢ numarall siganinin kuyruk kismi
boyanip, dort numarali sigcan boyasiz birakilarak 1’den 4’e dek numaralandirildi.
Kafeslere 1'den baglayarak numara verildi. Tum siganlar her kafeste 3-4 adeti bir
arada olacak sekilde ayrildi. B grubundan bir adet sigan hipoksi sirasinda oldu. C
grubundaki siganlarin ikisi hipoksi sirasinda &ldu, ikisinin anne tarafindan
olduruldugu anlagildi, bir tanesi ilag verildikten bir gun, bir tanesi de ilag
verildikten iki gun sonra oldi. D grubu siganlarin ikisi hipoksi sirasinda o6ldu,
ikisinin anne tarafindan olduraldigu anlagsildi, ilag verildikten bir, iki ve G¢ gin

sonra birer tane olmak Uzere U¢ adet sigan daha 6ldi. Boylece A grubundan 15,
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B grubundan 14, C grubundan 9 adet ve D grubundan ise 8 adet olmak Uzere
toplam 46 sigan ile davranis deneyleri tamamlandi.

Siganlara dogumu takiben yedinci giin tamamlandiginda deneysel hipoksi-
iskemi ve ilag uygulamasi, 10. hafta tamamlandiginda acik alan deneyinin
yapilacagi bir deney uygulama takvimi olusturuldu.

Deneyin Bitirilis Sekli

Deneyin yedinci ginunde her bir gruptan rastgele segilen onbesger sicana
isofloran anestezisi uygulanarak kalp icinden kan 6rne@i alindi ve servikal
dislokasyon ile 6tenazi uygulandi. Beyin butunliklerini bozmadan dekapitasyon
yapildi ve kafatasindan c¢ikarilan beyin dérnekleri bekletimeden %10’luk nétral
formaldehid iceren kaplar igerisine konuldu.

Dogumu takiben 10. haftada acik alan deneylerini tamamlayan siganlar
daha uzun dénemde yakin ve uzak hafiza deneyleri yapilmak Uzere kafeslerinde
izleme alindi.

Histopatolojik Degerlendirme

Dogumu takiben yedinci gunde, hipoksi sonrasinda SF, L-NAME veya
Etanersept uygulamasi sonrasinda c¢ikarilan beyinlerde TUNEL ve Kaspaz-3
yontemleri ile immunohistokimyasal olarak “apoptoz” degerlendirildi. Cikarilan
beyinler siganlarin hangi gruptan oldugunu ve siganin hangi karotid arterinin
baglandigini  bilmeyen bir patolog tarafindan degerlendirildi. Bir gecelik
formaldehid tespit islemi ardindan beyin dokularinin sag yarilari doku boyasi ile
isaretlenerek koronal olarak seri kesitler alindi. Subtalamik nukleuslar,
hipokampus ve paryatal korteksi temsil eden bir veya iki ornek rutin takip
islemine sokuldu. Hipoksik - iskemik hasara daha duyarli oldugu igin bu
bdlgelerdeki noéronlar secildi. Rutin takip isleminde beyin dokulari alkol, ksilol ve
parafin sollisyonlarinda bekletildiler. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen
bes mikron kalinligindaki kesitler rutin hematoksilen eozin histokimyasal boyasi
ile boyandi. Preparatlar 1sik mikroskobik dizeyde (Nikon Eclipse 80i) incelendi.
Koronal kesitlerde rutin boya ile néronal morfolojik degisiklikler not edildi.

TUNEL yontemi

Noronlardaki DNA  fragmantasyonunu goOstermek icin  Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated-dUTP nick end labeling (TUNEL) metodu
(“in situ apoptosis detection kit” ,Biogen, katolog no S7101) segcildi. Bu islemde,

elde edilen bes mikron kalinligindaki koronal beyin kesitleri, deparafinizasyon ve
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alkol takip iglemleri ardindan proteinaz K ile 15 dakika oda sicaklhiginda inktbe
edildi (10ul/2.5 ml, fosfat tampon solUsyonu). Fosfat tampon solisyonunda
yikandiktan sonra kesitler, buharli kabin igerisine yerlestirildi ve Uzerlerine
terminal deoksi transferaz (tdt) reaksiyon karisimi damlatilarak 37°C de etlv
icerisinde bir saat inkube edildi. Kromojen olarak 3,3- diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB), zemin boyamasi icin metil yesili kullanildi. Kesitler
kapama maddesi ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak germinal merkezleri belirgin
tonsil kesitleri kullanildr.

Kaspaz-3 Yontemi

Elde edilen bes mikron kalinhgindaki koronal beyin kesitlere,
deparafinizasyon ve alkol takip islemleri ardindan, Avidin Biotin kompleks immun
peroksidaz yontemi ile poliklonal tavsan antikoru, Kaspaz antikoru (1:100
dilusyon, Neomarkers, RB-1197-B0) uygulandi. immunhistokimyasal boyama
yonteminde Lab-Vision, Ultravision Large Volume Detection System Anti-
Polyvalent, HRP (Ready to Use) biokimyasal kit, zemin boyamasi igin Mayer
hematoksilen kullanildi. Preparatlar Nikon E 600 stk mikroskobunda
degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak germinal merkezleri belirgin tonsil kesitleri
kullanildi.

Apoptozun Degerlendirilmesi

Sag yarilari doku boyasi ile isaretlenen koronal beyin kesitleri, TUNEL
metodu ve Kaspaz immunohistokimyasal boyama iglemlerinden sonra isik
mikroskobunda deg@erlendirildi. Her iki beyin yarisi ayri, ayri degerlendirildi ve her
iki taraftaki subtalamik nukleuslar, hipokampus ve paryatal korteksteki TUNEL ve
Kaspaz ile immunreaktivite gosteren noéronlar sayildi. Sayim igin kesitler isik
mikroskopik dlzeyde o6nce kiglUk blUyutmede ve X40 buyatme alaninda
taranarak sag ve sol yari igin sayim yapilacak alanlar segildi. Sayim igin uygun 5
alan X400 bilyitme (her biiyiik biyiitme =152 ym?, toplam alan 760 um?) tarandi.
TUNEL ve Kaspaz-3 ile pozitif boyanan toplam noronlar sayildi.

Biyokimyasal Degerlendirme

Dogumu takiben yedinci gunde dekapite edilen siganlardan kalp igi girisim
yoluyla alinan kan oOrneklerinde, lipid peroksidasyonunda ikincil Uran olarak
olusan MDA duzeyleri dlguldu. Grup A’ daki bir 6rnek kanin, Grup B’ deki bes
ornek kanin yetersiz olmasi, Grup C’deki iki 6rnek kanin hemolizli olmasi ve Grup

D’deki iki ornek kanin hemolizli ve U¢ ornek kanin yetersiz olmasi nedeniyle
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calisma disi birakildi. Deneyin bu asamasi 47 0Ornegin incelenmesi ile
tamamlandi.

Aerobik sartlarda drneklerin pH: 3.4’ de ve 95 °C isida tiyobarbitlrik asit
(TBA) ile inkibasyonu yoluyla MDA varli§i tespit edildi. Olusan MDA ve TBA
pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve renk siddetinin 532 nm’ de
spektrofotometrik olarak olgumu ile lipid peroksidasyonunun goOstergesi olan
MDA duzeyleri saptanmaktadir. Tuplere alinan kan ornekleri dakikada 3000
devirde 10 dakika santriflj edilerek elde edilen plazma ¢aligilana kadar -20 °C’ de
saklandi. islem yapilacagi giin hazirlanan soliisyonlar 95 °C’ de 30 dk inkiibe
edildi. Daha sonra musluk suyunda sogutuldu. 1 ml distile su ve 5 ml n-butanol:
piridin (14/1 oraninda hazirlandi) solusyonu eklendi. Vorteksde karigtiridi,
dakikada 4000 devirde 15 dakika santrifije edildi. Ustteki kismi alinarak
spektrofotometrede 532 nm’de  absorbsiyonu  okundu. Sonuglarin
degerlendiriimesinde 1.1.33 tetraetoxypropane ile hazirlanan standart egri
kullanildi.

Acik Alan Deneyi

Her deneyden iki gin ©6nce deneyin uygulanacagi gruptaki siganlar
davranig laboratuvarina getirildi. Tum sigcanlarin ayni streslere maruz kalmasi,
ortama alismalar i¢in esit sure gegirmeleri saglandi. Tum deneyler boyunca
sicanlar ayni arastirmaci tarafindan dizenege kuyruklarindan tutularak konuldu.
Arastirmaci deneyler suresince ayni renk kiyafet giydi ve odada ayni yerde durdu.
Dort adet seffaf, plastikten yapiimis, talassiz ve kuru kap bekleme kafesi olarak
kullanildi. Her sigan diuzenege konmadan once 10 dakika slreyle bu kaplarda
bekletildi. Her gin deneylerin bitiminde bu kaplar yikandi. Her siganin alana
konulmasindan 6nce acgik alan temizlendi. Hayvanlarin barindigi kafesler ¢ gin
aralarla duzenli olarak temizlendi, ancak gerek goérildigunde daha sik kafes
temizligi yapildi.

Bu deneyde lokomotor aktivitenin degerlendiriimesi amaclandi. Tdm
sigcanlara 10. haftayr tamamlamalarini takiben bir gin, bir kez ve 5 dk sureyle,
saat 09:00 ile 13:00 arasinda uygulandi. Ekrandaki goruntliye gore sag alt kose
baglangi¢c alani olarak secildi. 100x100cm olgulerindeki zeminde bes dakika

sureyle katettikleri mesafe (cm) ve hareket hizlari (cm/sn) kaydedildi.

50



istatistiksel Yontemler

Bu calismadaki tium veriler ortalama = standart sapma (SS) olarak
hesaplandi ve P degerinin 0.05’in altinda olmasi anlamli kabul edildi.

Apoptotik hucre sayisi de@erlendirmesinde, beynin bir yarisindaki
apoptotik hicre sayilarinin gruplar arasi karsilastiriimasi varyans analizi (ANOVA)
testi ile yapildi. Her boyama yontemi igin, her grubun kendi sag ve sol beyin
yarilari arasindaki apoptotik hicre sayilarinin kargilastirimasinda es yapma t
testi (Paired Samples t Test) kullanildi.

Serum malondialdehid dizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasinda
varyans analizi (ANOVA) testi yapildi.

Acik alan deneyinde katedilen mesafe ve hizlarin kargilagstirmasinda
varyans analizi (ANOVA) testinden yararlanildi.

istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
for Windows Release 11.5.1, Standard Version paket programinda yapilmistir
(SPSS Inc.,1989-2002). Grafik gizimlerinde ikinci bir arag olarak Microsoft Office
Standard Edition for Students and Teachers, Microsoft ® Office Excel 2003-2007

modullerinden yararlaniimistir.
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BULGULAR

Apoptoz Bulgulari

Dogumu takiben yedinci ginde dekapite edilen sigan beyinlerinin her ikKi
yarisi makroskobik olarak degerlendirildi. Tum gruplardaki siganlarin beyinlerinin
her iki yarisi normal gorunumdeydi. Koronal kesitler yapildiginda normal
makroskopik bulgular mevcut olup, kanama, édem ve infarkt alani gorulmedi.
Rutin hematoksilen eozin boyasi ile apoptotik ndéronlar normal morfoloji
sergileyen noronlara gore yuvarlak sinirli, nikleer kondansasyon ve sitoplazmik
buzisme sergilemekteydi.

Normal morfoloji sergileyen noéronlarda TUNEL ile pozitif boyanma
gorulmedi. Apoptotik morfoloji sergileyen noéronlarin gogu TUNEL ile nukleer
pozitif olarak boyandi. Kaspaz-3 ile apoptotik olan néronlarda sitoplazmik ve
nukleer pozitif boyanma goriltirken; normal morfoloji sergileyen ndéronlarda
Kaspaz-3 ile boyanma gorulmedi.

TUNEL Yontemiyle Beyindeki Apoptotik Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Beynin sag yarisinda TUNEL yontemiyle boyanan apoptotik hicre
sayllarinin  degerlendirimesinde; uygulanan hipoksi-iskemi (Hi) modeliyle
beyindeki apoptotik hiicre sayisinda artis gdzlendi (Resim 5,6). Hi sonrasi SF
uygulanan (Grup B), etanersept uygulanan (Grup C), ve L-NAME uygulanan
(Grup D) yavru siganlarin sag beyin yarisindaki ortalama apoptotik hticre sayilari
siraslyla 14+£3.1, 11+1.8, ve 11+2.1 iken; Grup A’ daki siganlarda (Sham)
ortalama apoptotik hicre sayisi 3+ 0.9 olarak bulundu (Tablo 5, Sekil 7).

Grup B’ deki sicanlarin beyinlerinin sag yarisinda TUNEL yontemiyle
boyanan apoptotik hicre sayilari, grup A, C ve D ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulundu (sirasiyla p<0,001, p<0,001
ve p<0,001). Hipoksi sonrasi etanersept uygulanan Grup C ve hipoksi sonrasi L-
NAME uygulanan Grup D ’ deki siganlarin beyinlerinin sag yarisinda TUNEL
yontemiyle boyanan apoptotik hicre sayilari grup A (Sham) dakilerle
kargilastinildiginda da istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek bulundu
(p<0,001) (Tablo 5).

Hi sonrasi etanersept uygulanan Grup C’deki siganlarin beyinlerinin sag
yarisinda TUNEL yo6ntemiyle boyanan apoptotik hicre sayilari Grup D (L-NAME)’

ninki ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.
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Beynin sol yarisinda TUNEL yontemiyle boyanan apoptotik hicre
sayllarinin degerlendiriimesinde; grup B, C ve grup D’ deki ortalama apoptotik
hicre sayisi sirasiyla 12 £ 2.7, 10 £ 1.2 ve 9 = 1.3 olup grup A (sham) da
saptanan ortalama apoptotik hlcre sayisindan (2.8 + 0.7) istatistiksel olarak
anlamli derecede fazlaydi (p<0,001) (Tablo 5, Sekil 8). Grup B’ deki siganlarin
beyinlerinin sol yarisinda TUNEL ydntemiyle boyanan apoptotik hicre sayilari
grup C ve D ile karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek
bulundu (p<0,001). Grup C ve D’ deki siganlarin beyinlerinin sol yarisinda
TUNEL yoOntemiyle boyanan apoptotik hicre sayillarinin grup A le
karsilastinldiginda da istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek oldugu
saptandi (p<0,001) (Sekil 8).

Hi sonrasi etanersept uygulanan Grup C’ deki sicanlarin beyinlerinin sol
yarisinda TUNEL ydntemiyle boyanan apoptotik hlcre sayilari Grup D (L-NAME)’
ninki ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi.

Beynin sag ve sol yarisinda TUNEL yontemiyle saptanan apoptotik hicre
sayllarinin her bir grup icin karsilastiriimasinda; Grup A’ da istatistiksel olarak
anlamh bir fark saptanmaz iken (p:0,189), Grup B, C ve D’de beynin sag
yarisinda saptanan apoptotik hicre sayilari sol taraftakine goére istatistiksel
olarak anlamli derecede yuksekti (Grup B, C, D sirasiyla p<0,001, p<0,008 ve
p<0,001 ) (Tablo 5, Sekil 9).

ReS|m 5 Sham Grubunda Hlpokamp.al Noronlarda TUNEL Yontemlyle
Apoptotik Hiicrelerin Gosterilmesi (ok ile igaretli)
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Resim 6:Hipoksi-iskemi Sonrasinda SF verilen Grupta Hipokampal
Noéronlarda TUNEL Yontemiyle Apoptotik Hiicrelerin Gosterilmesi (ok ile
isaretli)

Tablo 5: Gruplara gore beynin sag ve sol yarisindaki apoptotik hiicre
sayilarinin kargilagtirlimasi (TUNEL Yontemi)

Grup A B C D
Beynin sag yarisi 3+ 0.9 14+3.1 11+£1.8 11+2.1
Beynin sol yarisi 28+0.7 12+27 10+£1.2 9+1.3
p (siitun) p:0,189 p<0,001 p<0,001 p<0,001

(Beynin sag ve sol yarisi igin Grup B ile Grup A, Grup B ile C ve Grup B ile D kargilastirmasi
p<0.001, beynin sag ve sol yarisi icin Grup C ile Grup A ve Grup D ile Grup A karsilagtirmasi
p<0.001, beynin sag ve sol yarisi i¢cin Grup C ile Grup D kargilastirmasi p>0.05)
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Apoptotik Hiicre Sayisi

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 7: Beynin Sag Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara Gore
Dagilimi (TUNEL Ydéntemi)

(Grup B ile A, Grup B ile C ve Grup B ile D karsilagtirmasi p<0.001, Grup C ile A ve Grup D ile
A kargilastirmasi p<0.001, Grup C ile D karsilastirmasi p>0.05)
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Apoptotik Hiicre Sayisi

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 8: Beynin Sol Yarisindaki Apoptotik Hucrelerin Gruplara Gore Dagilimi

(TUNEL Yéntemi)

(Grup B ile A, Grup B ile C ve Grup B ile D karsilastirmasi p<0.001, Grup C ile A ve Grup D
ile A kargilastirmasi p<0.001, Grup C ile D karsilastirmasi p>0.05)

B Sag
H Sol

Apoptotik Hiicre Sayisi
o

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 9: Beyinin Sag ve Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicre Sayilari
(TUNELYo6ntemi)

(Grup A’ da beynin sag ve sol yarisindaki apoptozisin karsilagtirmasi p>0.05, Grup B, C, D’ de

beynin sag ve sol yarisindaki apoptozisin karsilastirmasi p<0.001).



Kaspaz-3 immiinohistokimya Yontemiyle Beyindeki Apoptotik
Hucrelerin Degerlendirilmesi

Beynin sag yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle yapilan apoptotik hlcre
sayilarinin degerlendiriimesinde; uygulanan hipoksi ve iskemi modeliyle
beyindeki apoptotik hlicre sayisinda artis gézlendi (Resim 7,8). Grup B, C ve
grup D’ deki ortalama apoptotik hicre sayilari sirasiyla 13.9 £ 2.4, 109 £ 1.7
vell + 2.1 iken; grup A (sham) nin ortalama apoptotik hicre sayisi 3 + 0.7
olarak bulundu (Tablo 6, Sekil 10). Grup B, C ve D’ nin beynin sag yarisinda
Kaspaz-3 yodntemiyle belirlenen ortalama apoptotik hlcre sayilari grup A ile
kargilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulundu
(sirasiyla p<0,001, p<0,001 ve p<0,001).

Grup C ile Grup B’ de beynin sag yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle saptanan
apoptotik hlcre sayilar karsilastirildiginda ise grup C' deki apoptotik hicre
sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede dusuk oldugu saptandi (p<0,001)
(Tablo 6, Sekil 10). Grup D ile grup B’ de beynin sag yarisinda Kaspaz-3
yontemiyle saptanan apoptotik hicre sayilari karsilastirildiginda da Grup D’ deki
apoptotik hlcre sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede dusuk oldugu
saptandi (p<0,001).

Hi sonrasi etanersept uygulanan Grup C’deki siganlarin beyinlerinin sag
yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle saptanan apoptotik hucre sayilart Grup D (L-
NAME) ninki ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi.

Beynin sol yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle saptanan apoptotik hucre
sayllarinin degerlendiriimesinde; Grup B, C ve Grup D’ deki ortalama apoptotik
hicre sayisi sirasiyla 11 £ 1.9, 8.8 £+ 1.3 ve 8.6 + 1.7 olup grup A’ dan (3.2 £ 1)
istatistiksel olarak anlamli derecede fazlaydi (sirasiyla p<0,001, p<0,001 ve
p<0,001) (Tablo 6).

Grup C ile Grup B’ de beynin sol yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle saptanan
apoptotik hacre sayilari karsilastirildiginda ise Grup C’ deki apoptotik hicre
sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede dustk oldugu saptandi (p<0,001)
(Tablo 6, Sekil 11). Grup D ile grup B’ de beynin sol yarisinda Kaspaz-3
yontemiyle saptanan apoptotik hicre sayilari karsilastirildiginda da Grup D’ deki
apoptotik hlcre sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede dusuk oldugu
saptandi (p<0,001).
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Hi sonrasi etanersept uygulanan Grup C’ deki siganlarin beyinlerinin sol
yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle saptanan apoptotik hicre sayilari Grup D (L-
NAME) nin ki ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi.

Beynin sag ve sol yarisinda Kaspaz-3 ydntemiyle saptanan apoptotik
hicre sayilarinin her bir grup igin kargilastirimasinda; Grup A’ da istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmaz iken (p:0,413), Grup B, C ve D’ de beynin sag

yarisinda saptanan apoptotik hucre sayisi sol taraftakine gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yuksekti (p<0,001) (Tablo 6, Sekil 12).

Resim 7: Sham Grubunda Hipokampal Néronlarda Kaspaz-3 Yéntemiyle
Apoptotik Hucrelerin Gosterilmesi (ok ile isaretli)
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Resim 8: Hipoksi-iskemi Sonrasmdé SF Verilen Grupta Hipokampal

Noronlarda Kaspaz-3 Yontemiyle Apoptotik Hiicrelerin Gosterilmesi

isaretli)

(ok ile

Tablo 6: Gruplara gore beynin sag ve sol yarisindaki apoptotik hiicre
sayilarinin karsilastiriimasi (Kaspaz-3 Yontemi)

Grup A B C D
Beynin sag yarisi 3+£0.7 13.9+24 10.9+1.7 11121
Beynin sol yarisi 3.2+1 11+£19 8.8+1.3 8617
p (siitun) p: 0,413 p<0,001 p<0,001 p<0,001

(Beynin sag ve sol yarisi igin Grup B ile A, Grup B ile C ve Grup B ile D kargilagtirmasi p<0.001,
beynin sag ve sol yarisi icin Grup C ile A, Grup D ile A karsilastirmasi p<0.001, beynin sag ve
sol yarisi igin Grup C ile D karsilastirmasi p>0.05)
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Apoptotik Hiicre Sayisi

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 10: Beynin Sag Yarisindaki Apoptotik Huicrelerin Gruplara Gore Dagilimi
(Kaspaz-3 Yontemi)

(Grup B ile A, Grup B ile C ve Grup B ile D kargilagtirmasi p<0.001, Grup C ile A ve Grup D ile
A karsilastirmasi p<0.001, Grup C ile D kargilastirmasi p>0.05)

20
18

Apoptotik Hiicre Sayisi

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 11: Beynin Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara Gore

Dagilimi (Kaspaz-3 Yontemi)
(Grup B ile A, Grup B ile C ve Grup B ile D karsilastirmasi p<0.001, Grup C ile A ve Grup D ile A
karsilastirmasi p<0.001, Grup C ile D karsilastirmasi p>0.05)



W Sag
| Sol

Apoptotik Hiicre Sayisi

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 12: Beyinin Sag ve Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicre Sayilan (Kaspaz-3

Yontemi)
(Grup A’ da beyinin sag ve sol yarisindaki apoptozisin karsilagtirmasi: p>0.05, Grup B,C,D’ de

beyinin sag ve sol yarisindaki apoptozisin kargilastirmasi: p<0.001)

Malondialdehid Diizeyi

Dogumu takiben yedinci giin yapilan HIBH' den sonra kalp ici girisimle
alinan kan orneklerinde en yuksek ortalama MDA dizeyi grup B’ deki siganlarin
plazmalarinda saptanirken, en disik MDA dizeyi ise grup C’ deki siganlarin
plazmalarinda saptandi. Serum MDA duzeyleri grup A’ da 33,1 £ 10.5, grup B’ de
38,7 £ 7,2, grup C’ de 30,3 = 10,0 ve grup D’ de 37,0 £ 9,7 nmol / ml olarak
Olguldu. Plazma MDA duzeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasinda istatistiksel
olarak anlamh bir fark saptanmadi (p: 0,083) (Tablo 7) (Sekil 13).

Tablo 7: Gruplara gore plazma MDA diizeylerinin karsilastiriimasi
Grup A B C D

MDA duzeyi | 33,1+105 |38,7+7,2 30,3+10,0 |37,0+9,7

(nmol/ml)
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Sekil 13: Plazma MDA Diizeyinin Gruplara Gére Dagilimi (p >0,05)

Acik Alan Deneyi Bulgulari

Dogumu takiben 10. haftasini tamamlamisg, ortalama agirliklari 209 + 21,6
gr olan siganlara uygulandi. Agik alan deneyinde her grubun birim zamanda
ortalama katettigi mesafe ve hareket hizlari Tablo 8 de gosterilmigtir. Ortalama
katedilen mesafe ve hareket hizlarinin gruplara goére kargilastirmasinda her iki
test icin de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (sirasiyla p:0,486 ve
p:0,113) (Sekil 14 ve 15). Her iki test icin grup B’ de en dlsuk, grup A’ da ise en
yuksek deger saptandi.

Tablo 8: Gruplara Gore Ortalama Katedilen Mesafe ve Hareket Hizi (Agik
Alan Deneyi)

Katedilen mesafe (cm) Hareket Hizi (cm/sn)
Grup A 2158.1 + 585.7 7016
Grup B 1834.0 £ 626.0 56%+1.0
Grup C 1947.6 + 421.5 6.4+1.4
Grup D 1878.2 £ 680.8 5.8+2.1
P 0.486 0.113
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Sekil 14: Sicanlarin Katettikleri Mesafenin Gruplara Gore Dagilimi (Agik
Alan Deneyi) (p>0,05)

8.0+
7.0
6.0
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Hareket Hizi (cm/sn)

2.0

1.01

0.0
Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 15: Siganlarin Hareket Hizlarinin Gruplara Gore Dagilimi (Acik Alan
Deneyi) (p>0,05)



TARTISMA

HiBH yenidogan bakiminda, tani ve tedavideki tiim gelismelere ragmen
gelismis Uulkelerde bile yenidoganlarin en Onemli mortalite ve morbitide
nedenlerindendir?’ . Ulkemizde HIBH ve komplikasyonlari ile ilgili kesin degerler
bulunmamakla birlikte Glkemiz i¢in cok daha énemli bir sorundur.

HIiBH gelisen vakalarin erken dénemde tanisinin kesinlestirimesi ve
prognozun dogru tahmin edilmesi biiyiik énem tasimaktadir. HIBH gelistikten
sonra ge¢ donemde uygulanacak tedavilerin yeterince etkili olmadigi
bilinmektedir. Bu ylizden HIBH’ yi dnlemeye yonelik ve erken dénemde hasari
azaltici tedavilerin dnemi artmaktadir. HIBH’ yi ve olumsuz etkilerini énlemeye
yonelik tedavilerin sonuglarini siganlarda biyokimyasal ve histopatolojik
yontemler ile, biligssel ve Iokomotor yetilerin degerlendiriimesiyle gostermek
mumkunddr.

Perinatal donemde beynin hipoksi ve iskemisi sonucunda ndbetler, zeka
geriligi, isitme ve gorme sorunlari, 6grenme sorunlari gibi bir cok istenmeyen
durum ortaya ¢ikmaktadir®® . Yenidoganlar &zellikle de zamanindan 6énce
doganlar serbest radikal hasarina ve HIBH'’ ye karsi oldukca duyarlidirlar®¢3" .
HIBH’ yi hicresel diizeyde nekroz ve apoptozu azaltarak tedavi etmek
mumkundur.

HIBH' de hiicre 8limi apopitotik ve nekrotik olmak iizere iki sekilde
karsimiza cikar®’ . HIBH' de ge¢ dénemdeki noronal 6lim saatler ve giinler
icerisinde gelisen apoptozisle olmaktadir. Deneysel hayvan modellerinde
sicanlara uygulanan hipoksi-iskemiden sonra beyindeki apoptotik hucre

sayisinda artis gdézlenmektedir'*

. Hipoksi ve iskemi sonrasi dlen bebeklerin
beyin dokularinda da belirgin apoptozis gdsterilmistir’ . Yenidogan déneminde
gelisen hipoksik iskemik beyin hasarinda apoptozisin nekrozdan daha 6nemli
oldugu bilinmektedir' . Apoptotik néron sayisi ne kadar fazla ise hasar da o
derece fazla olmaktadir. Bu nedenle apoptozu azaltmaya yonelik pek ¢ok ilag
denenmektedir.

HIBH vyi anlayabilmek icin degisik deneysel hayvan modelleri
kullaniimistir. Bu modellerde beynin kan akimi ve oksijen yogunlugu azaltilarak

141-143

beyinin belirli bolgelerinin nasil etkilendigi incelenmistir . Bu galigmalarda

karotid arter veya orta serebral arterin tikanmasiyla beyinde iskemi
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olusturulmustur'* . Giiniimiizde yenidogan HIiBH’ nin degerlendirildigi deneysel
calismalarda en ¢ok kullanilan model Rice ve Vannucci tarafindan tarif edilen

yontemdir'®

. Bu modelde tek tarafli karotid arter baglanmasina ek olarak
deney hayvanlari hipoksi odaciklarina konulmaktadir. Hipoksi modellerinde %5-
10 oksijen ve %90-95 azot kullaniimaktadir. Calismamizda yedi gunluk
siganlarin sag karotid arterleri baglandiktan sonra derlenme surecini takiben iki
saat sureyle %8 oksijen ve %92 azot karigimiyla hipoksi olusturulmustur.

HIBH’ nin insanlarda ortaya cikardigi klinik ve histopatolojik bulgulari
taklit edebilecek en uygun hayvanin ne oldugu tartismahdir. HIiBH nin
histopatolojik ve biyokimyasal sonuglarini, uzun donem norolojik etkilerini
anlamada siganlar ile vyapilan hipoksi iskemi modelleri daha uygun

olmaktadir'4®

. Bizim c¢alismamizda da yedi gunlik siganlar kullaniimistir.
Ozellikle insanlarin beyin gelisimi géz éniine alindiginda, yedi ginliik yavru
sican beyinlerinin insanlardaki perinatal donem i¢in uygun oldugu
dustintimektedir® .

Yenidogan siganlarda, iskemi ve 1-3 saatlik hipoksiden sonra beyinde
apoptotik néron sayisinin, karotid arter baglamasi yapilan tarafta daha fazla
olmak uzere, her iki beyin yarisinda arttigi pek ¢ok g¢alismada gosterilmis olup,
apoptozu azaltan cesitli ajanlarla HIBH’ nin akut etkilerinin tedavi edilebilecegi

ileri sUrilmistar®® 4

. Bizim calismamizda da iki saatlik hipoksi uygulamasi
sonrasinda, sag beyin yarisinda daha fazla olmak Uzere her iki tarafta
apoptozisin arttig1 gosterildi.

Subtalamik nukleuslar, hipokampus ve paryatal korteks bolgelerindeki
noronlarin hipoksik-iskemik hasara daha c¢ok duyarli oldugu gosterilmis ve
apoptozisin histopatolojik degerlendiriimesi igin bu bdlgelerin incelenmesi
onerilmistir*"3° | Bizim calismamizda da o6zellikle beyinin bu bdlgeler
incelenmistir.

Calismamizda, HIBH ve bu hasarin L-NAME ve etanersept kullanimi ile
ne Ol¢cide Onlenebildigi erken dénemde beyin dokularinda apoptotik néronlar
sayilarak ve kan orneklerinde MDA duzeylerine bakilarak degerlendirilmigtir.

TUNEL ve Kaspaz-3 yontemleriyle istatistiksel olarak en fazla apoptotik
hicre sayisi, sirasiyla hipoksi-iskemi sonrasi SF uygulanan grup, L-NAME

uygulanan grup, etanersept uygulanan grup ve sham grubunda tespit edilmistir.
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Etanersept veya L-NAME uygulamasi apoptotik néron sayisini onemli dlgude
azaltmistir.

Ulkemizde oldugu gibi dodum &ncesi bakimin dizenli yapiimadig
ulkelerde yenidogan bebeklerde dnemli bir mortalite ve morbitide nedeni olan
HIiBH’ de destek tedavilerin yaninda yeni tedavi yéntemlerinin de gelistiriimesi
biiylik énem tasimaktadir. HIBH de tedavi igin verilen maddelerin deney
hayvani Uzerindeki metabolik etkilerinin de insanla uyumlu olmasi
gerekmektedir. Ozellikle apoptozisin baskilandigi tedaviler beyin dokusunun
hipoksik-iskemik hasara karsi korunmasinda gelecek vaad etmektedir.

Yeniden kanlanma doneminde, noronal hlcre hasarina sitokinler, NO,
oksijen radikalleri, eksitator norotransmitterler neden olmaktadirlar. Bu olaylarin
sonucunda genellikle apoptozis uyarilmasi ve hicre olumu gergeklesir. Bu
olaylar birka¢ saat igerisinde gerceklestiginden, bu sureci geri gevirecek veya
onleyecek girigsimlerin tedavi edici 6zelligi de olabilecegi disunulmektedir.

Apoptozun baskilanmasi ile noronlarin yagsam surelerinin uzadigi
bilinmektedir. Yapilan calismalar NO’ nun HIBH patogenezinde énemli bir
mediatdr olarak rol oynadigini gostermektedir’’. NO vasodilatasyon yapici,
trombosit kimelesmesini onleyici ve super oksitleri temizleyici islevleri ile ilk
bakigta koruyucu gibi gorunmektedir. Ancak kuvvetli oksidanlara donugerek
super oksitlerin toksisitesini arttirir. Oy ile NO’ nun birlesmesiyle peroksinitrit
(ONOO") olusmakta, bu da OH ne déniismektedir''. NO sentezini engelleyen
tedavilerin HIiBH’ yi azaltabilecegi ileri siirilmektedir. Tavsan rektus femoris
kasinda olusturulan iskemi-reperfizyon hasari modelinde NO’ nun etkisini
anlamak amaciyla NOS baskilayicisi olan nitro-iminoetil-L-ornitin  (L-NIO)
verilmigtir. L-NIO’ nun olusan hasari geri ¢evirdigi, notrofil infiltrasyonunun bir
gOstergesi olan doku myeloperoksidaz duzeylerini azalttigi ve odemi onledigi
gosteriimis ve NO’ nun iskemi-reperfUzyon hasarinda zararli etkilerinin
olabilecegi belirtilmistir'>. Yapilan baska bir calismada fare gastroknemius
kasinda iskemi-reperfizyona bagh olarak olusan doku hasari ve
myeloperoksidaz aktivitesi L-NAME tarafindan 6nlenmis ve NO’ nun zararli

oldugu sonucuna varilmistir'®

. Sigcanlarda olusturulan baska bir iskemi-
reperflzyon hasari modelinde, kas dokusunda NOS aktivitesinin reperfizyonun

ikinci saatinden itibaren artmaya basladigi gosterilirken, NO’ nun ve serbest
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radikallerle olusturdugu tlrevlerinin iskemi-reperfizyon hasarina katkida
bulunabilecegi ileri strilmustiir'*® .

Son yillarda NOS baskilayici tedaviler ile ilgili arastirmalarda artis
g6zlenmektedir. Jing Chen ve arkadaslari sodyum nitroprusid vererek febril
konvulsiyon olusturduklari sican modelinde, plazma NO ve hipokampal
noronlarda kaspaz-12 seviyesinin arttigi ve buna bagli olarak apoptozisin
arttigini, L-NAME uygulanmasiyla kaspaz 12 seviyesinin azaldigi ve noronal
apoptozisin baskilandigini  gdstermislerdir’™® . L-NAME’ nin germ hiicre
apoptozisini baskiladigini gosteren baska bir ¢calismada, spermatik damarlarin
baglanmasindan 30 dakika énce bir grup sigana L-NAME bir grup sicana SF i.p
olarak verilmig, L-NAME verilen sicanlarda testikuler NO duzeyinin onemli
derecede azaldi§i ve apoptozisin baskilandigi gésterilmistir’® . L-NAME’ in
apoptozisi 6nledigi bir diger deneysel sican ¢alismasinda, abdominal aortanin
baglanmasindan 30 dakika énce bir grup sigana L-NAME, bir grup sicana SF i.p
verilerek mesane kasilmasi degerlendiriimigtir. L-NAME verilen siganlarin
mesane kasinin kasilmasinin veriimeyenlere gore énemli oranda arttigi ve bu
siganlarin mesanesinde apoptozisin baskilandigi gosterilmistir'*® .

NOS baskilayicisi olan N-nitro-L-arjinin (L-NNA) uygulamasinin fetal
bayume Uzerine etkilerinin arastinldigi bir ¢galismada, dogum oncesi bir grup
sicana gebeligin 17, 18 ve 19. gunlerinde L-NNA uygulanmistir. Dogan yavru
siganlara Uug¢ saat suresince %8 yogunlukta oksijen uygulanarak genel hipoksi
saglanmig ve siganlar ayni gun oldurtlmustur. Bu sicanlarda kalp, beyin,
akciger, bobrekler ve bagirsaklarda lipid peroksidasyonu incelenmistir. L-NNA
uygulamasinin fetal buyume geriligine neden olmadigi; kalp, akciger, bobrekler
ve beyinde lipid peroksidasyonunu azalttigi ancak bagirsak dokusunda ise lipid
peroksidasyonunda artmaya neden oldugu gosterilmistir. Sonu¢ olarak, NOS
inhibisyonu hipoksik yenidogan sicanlarda bazi dokular igin koruyucu bazilar
icin ise zararli etkileri olabilecegi bildirilmigtir™..

Hipoksi ve %100 oksijen ile tekrar oksijenlenme ddnemlerinde beyin
dolagimi Uzerinde L-NAME ‘in etkilerinin arastirildigi bir diger deneysel hayvan
calismasinda, hayvanlar hipoksik grup (%8 O,, 20 dakika) ve yeniden
oksijenlenme grubu (%100 O, 60 dakika) olmak Uzere iki gruba ayrilmistir. L-
NAME her iki gruba da i.p olarak verilmigtir. Serebral hemodinami doppler akim

ve beyin igi basing monitdrizasyonu ile degerlendirilmistir. Hipoksi grubunda L-
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NAME uygulanmasi ciddi hipotansiyon yaparak beyin dolasimini bozarken,
%100 O3 verilen grupta beyin perfuzyon basincini ve beyin kan akim hizni
azaltmamistir. Hipoksemi doneminde L-NAME uygulamasi beyin dolasimini
azaltip tansiyon dusuklugu vyaptigr, %100 O, ile yeniden oksijenlenme
doneminde ise beyin dolagimi Uzerine olumsuz etki yapmadigi gosterilmigtir. Bu
olumsuz etkiden dolayr hipoksemi doneminde L-NAME kulaniimasinin
sinirlandirilabilecegi bildirimektedir™" .

NNOS ve iINOS baskilanmasi ile perinatal hipoksi-iskeminin uyardigi
yangisal cevabin ve néronal hasarin azaldiginin gosterildigi bir baska
calismada, on iki gunluk siganlarin oncelikle sag karotid arterleri baglanip,
ardindan %8 O, uygulanarak hipoksi-iskemi saglanmistir. Siganlarin bir kismina
NOS inhibitdrt, bir kismina ise plasebo uygulanmigtir. NOS inhibitori
uygulanan siganlarin beyinlerinde plasebo grubuna gére daha az hasarin
meydana geldigi gésterilmistir. Hipoksi-iskemi ile beyin dokusunda iL1-beta,
TNF-alfa ve TNF-beta duzeylerinde artis gosterilirken, her iki beyin yarisi
arasinda sitokin duzeyi bakimindan fark saptanmamistir. nNOS ve iINOS
baskilayicilarinin  kullaniimasi sitokin duzeylerinde herhangi bir degisiklik
yapmadigi gosterilmistir'>2.

Bizim calismamizda da hipoksi iskemi uygulamasindan sonra noéronal
apoptozun o6nlenmesi amaciyla NOS inhibitori olan L-NAME kullaniimistir.
Literatiir taramamizin sonuglarina gore, HIBH olusturulan hayvan modellerinde
L-NAME kullanimi ve beyin Uzerine etkileriyle ilgili yayimlanmig ¢ok az sayida
makale dikkati gekmistir. Hipoksi sonrasi L-NAME uyguladigimiz grup serum
fizyolojik verilen grup ile kargilastirildiginda beynin her iki yarisinda da apoptotik
hicre sayilarinda anlamli bir azalma gdézlenmistir. Bulgularimiza gore, hipoksi
sonrasi L-NAME verilmesi, HIBH olusturulan yenidogan siganlardaki apoptozisi
azaltmaktadir.

HIBH de sitokin iligkili beyin zedelenmesi konusu giderek ©nem
kazanmaktadir. TNF- alfanin sitozolde sifingomyelinazi uyarip seramid artisini
saglayarak apoptozisi uyardigi bilinmektedir. Deneysel olarak kolit
olusturulduktan sonra TNF-alfa blokoru olan etanersept uygulanan bir hayvan
calismasinda, etanersept uygulanmasinin enterositlerde apoptozisi azalttigi
gosterilmistir’? . Bu etkisini TNFR-1 (Timoér Nekrozis Faktor Reseptdr-1)’ i

baskilayip antiapoptotik protein olan bcl-2’ nin artisini saglayarak yaptigi
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gosterilmistir?? . Deneysel retinal doku hasarlanmasi modelinde, bir grup sicanin
g0z ici basinci arttirildiktan 12 ila 24 saat sonra TNF-alfanin 6nemli oranda
arttig1 ve bunun da apoptozise neden oldugu gosterilmistir. Retinal hasarlanma
yapilmasindan 30 dakika dnce TNF-alfa antikoru uygulamasinin ise retinada
apoptozisi dnemli oranda azalttigi gosterilmistir'>® . TNF-alfanin iskemik hasarda
onemini belirten diger bir calismada, orta serebral arter tikanikligi yapilmasi
TNF-alfanin 6nemli oranda artigina ve beyin dokusunda infarkta neden oldugu
g6sterilmistir. iskemiden énce anti-TNF-alfa monoklonal antikorlarin ventrikil
icine verilmesi ile bolgesel iskemik beyin hasarlanmasi %20.2 oraninda azaldigi
gosterilmistir’®® . Bir diger orta serebral arter tikanikh§i yapilarak olusturulan
beyin hasari modelinde, iskemiden 15 dakika 6nce TNF-alfa donusturtct enzim
baskilayicisinin verilmesi ile beyindeki infarkt alaninin %43 ila %58, noérolojik
defisitin ise %23 ila %36 oraninda azaldi§i gosteriimistir’’ . Deneysel olarak
omurilik hasarlanmasi yapilan farelerin beyin omurilik sivisinda TNF-alfa
seviyesi onemli oranda yuksek bulundugu, TNF-alfanin etkisini reseptor
dizeyinde baskilayan infliximab ile  notrofil infiltrasyonunu, inflamasyonu,
apoptozisi ve sitokin uyariimasini azaltarak doku hasarini azalttigi
gosterilmistir'™* .

Oygiir ve arkadaglarinin zamaninda dodan ve HIBH 6ykisi olan
bebeklerin plazma ve BOS IL-6 ve TNF- alfa duzeyi ile norolojik bulgu
arasindaki iligkiyi degerlendirdikleri galismaya otuz bebek dahil edilmig ve bu
bebeklerin ilk 24 saat icinde kan ve BOS o&rnekleri alinmistir. Noérolojik
muayenenin degerlendiriimesinde Denver gelisim testi kullaniimistir. Bebekler
normal norolojik bulgusu (grup 1) olan ve olmayan (grup 2) diye iki gruba
ayriimistir. Grup 2’ de BOS iL-1 beta ve TNF-alfa seviyesi grup 1’ e oranla
onemli derecede yuksek saptanirken, serum seviyeleri bakimindan iki grup
arasinda fark saptamamislardir. Bunun nedenini hipoksik hasarin bir sonucu
olarak MSS’ de IL-1 beta ve TNF-alfa’ nin bolgesel olarak uUretildigini belirterek
aciklamiglardir. TNF-alfa’ nin hipoksiye bagli gelisen beyin hasarina katkida
bulunabilecegini gdstermislerdir'™ .

Ashdown ve arkadaslar siganlarda dogum esnasinda yaygin hipoksi
olusturduktan sonra beyin dokusunda sitokin duzeylerini degerlendirmislerdir.
Bu calismada ug¢ grup olusturulmustur. Grup 1: Vajinal yolla dogumu takiben

hipoksi-iskemi uygulanmayan siganlar. Grup 2: Sezaryen ile dogumu takiben
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hipoksi-iskemi uygulanmayan sig¢anlar. Grup 3: Uterus ile birlikte ¢ikarilip 37°C
sicakhgindaki SF igerisinde 15 ila 20 dakika bekletilerek hipoksi ve iskemisi
saglanan sonrasinda sezaryen ile dogan siganlar. Sigan beyinleri dogumdan iki
saat sonra cikartilarak sitokin duzeyleri degerlendirilmistir. Sag karotid arterin
baglandigi ve hemen arkasindan hipoksinin yapildigi ¢alismalarin aksine, bu
calismada beyin dokusunda IL-1 beta, IL-6 ve TNF-alfa duzeylerinin hipoksik
grupta hipoksik olmayan gruplara gore daha disiik saptamislardir’ . Bu
farklihgin, perinatal ddonemde hipoksi ve iskemiye kargi beynin sitokin yanitinin
beklenenden c¢ok daha karmasik olmasindan kaynaklandigi belirtiimistir'® .
Zamaninda dogan ve zamanindan once dogan hayvan beyinlerinin hipoksi ve
iskemiye kargi verecegi sitokin yanitini anlayabilmek igin daha ¢ok galigmalara
ihtiyacin oldugu belirtilmistir.

Bu galismada, hipoksi iskemiye bagli olusan doku hasarinda énemli bir
mediatoér olan TNF-alfayi reseptoér dizeyinde baskilayarak, TNF-alfanin hipoksi
ve iskemi olusturulmus sigan beyinlerinde vyaptigi etkileri ne Odlgude
degistirebilecegimizi amacladik.

Bizim calismamizda HiBH olusturulduktan sonra TNF- alfa reseptdr
antagonisti olan etanersept kullaniimistir. Bilgilerimize goére, HIBH olusturulan
hayvan modellerinde etanersept kullanimi ve apoptozis Uzerine etkileriyle ilgili
yayimlanmis bir makale bulunmamaktadir. HIBH sonrasi etanersept
uyguladigimiz grup, SF verilen grup ile karsilastirildiginda apoptotik hicre
sayllarinda anlamh bir azalma gdézlenmistir. Bu calismamiz, HiBH olusturulan
yenidogan siganlarda TNF- alfa reseptor antagonisti olan etanersept’ in
apoptozis Uzerine olumlu etkilerini gosteren ilk calismadir.

Lipid peroksidasyonunun en iyi bilinen Grand olan MDA’ nin plazma
diizeyi oksidatif stresin bir géstergesidir. Plazma MDA diizeyi artisi ile HIBH’ nin
agirhgi arasinda paralel bir iligki vardir. Plazma MDA duzeyi ne kadar fazla ise
HIBH’ de olusan hasar o derece agir oldugu gdsterilmistir’® . Calismamizda en
yuksek ortalama MDA dlzeyi hipoksi sonrasi SF uygulanan gruptaki siganlarin
plazmalarinda saptandi. Ancak plazma MDA duzeylerinin gruplar arasi
kargilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Kumar ve
arkadaglari hipoksik iskemik ensefalopati dykisi olan ancak HIBH klinigi
gelismeyen yenidogan bebeklerin plazma MDA dizeylerinin kontrol grubuna

gére yiiksek oldugunu saptamislardir. Ancak HiBH klinigi hafifledikge kontrol ile
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hipoksi gruplari arasinda plazma MDA duzeyleri karsilastiriimasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptamamislardir®®.

Sicanlarin bilissel ve noromotor yetilerini degerlendirmede kullanilan
davranis deneylerinin, sigcanlarin néromotor gelisiminin tamamlandigi 80-85.
gunlerden sonra ve/veya ortalama 180-400 gr agirligindaki eriskin erkek

sicanlara uygulanmasi 6nerilmektedir'®"'??

. Calismamizda kullanilan siganlar
erigskin duzeye geldikten sonra agik alan deneyi uygulanmigtir.

Siganlar cinsiyetlerine gore de farkl davranislar sergilemektedirler124. Bu
farkhlik ~ hormonal  farklilik ve  hipokampls gelisimindeki farktan
kaynaklanmaktadir. Ozellikle uzaysal égrenmenin degerlendiriimesinde erkek

cinsiyet daha uygundur'?®'%®

. Bu nedenle pek ¢cok hayvan davranig deneyi
calismasinda ve bizim ¢alismamizda da erkek si¢anlar kullaniimistir.

Bu calismada bir NOS inhibitori olan L-NAME’ in ve TNF-alfa
baskilayicisi olan etanersept’ in HIBH modelinde olusan apoptozu azalttigini
gostermekle birlikte bu ajanlarin uzun donemde ortaya ¢ikan norolojik bulgulari
nasil etkiledigi davranis deneyleri ile gosterilmek istenmistir. Bu amagla erken
dénemde dekapite ettiklerimiz digindaki si¢ganlar 10 haftalik olana dek yasatildi
ve lokomotor aktiviteleri degerlendirmek i¢in acgik alan deneyi uygulandi.

Hayvan davranis deneylerinde, sicanlar stres ve anksiyeteye maruz
kaldiklarinda beklenenden farkli davraniglar sergilemektedirler. Bu durumu en
aza indirmek i¢in dizeneklerin siyaha boyanmasi, deneyin yapildigi odanin log
olacak sekilde aydinlatiimasi, tekrarlarin yapildigi deneylerde siganlarin
yorulmasini Onlemek i¢in atiglar arasinda yeterince sure birakiimasi ve
siganlarin viicut sicakliklarinin korunmasi icin énlem alinmasi énerilmektedir'* .

Acik alan, sicanlarin lokomotor aktivitesini 6lgmede en sik kullanilan
dizenektir. Lokomotor aktivite katedilen mesafe veya hareket hizinin élgimuyle

degerlendiriimektedir'?

. Calismamizda 10. haftasini tamamlamis siganlara,
pleksiglastan yapilmig, siyaha boyanmig, 100x100x40 cm boyutlu bir dizenekte,
aclik alan deneyi bes dakika slreyle yapildi. Bu sure iginde siganlarin hareket
hizlari ve katettikleri mesafeler kaydedildi. Hipoksi sonrasi SF uygulanan
gruptaki sicanlarin hizlari ve Kkatettikleri mesafeler, sham grububundaki
siganlarin hizlarina gére %25, katettikleri mesafeye gore %17 daha az bulundu.
Hipoksi sonrasi SF wuygulanan gruptaki siganlarin hizlari ve katettikleri

mesafeler, hipoksi sonrasi Etanersept uygulanan gruptaki si¢canlarin hizlarina
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gore %14, katettikleri mesafeye goére %6 daha az bulundu. Hipoksi sonrasi SF
uygulanan gruptaki siganlarin hizlari ve katettikleri mesafeler, hipoksi sonrasi L-
NAME uygulanan gruptaki sigcanlarin hizlar ve katettikleri mesafeler birbirine
esit denecek kadar yakin dizeyde bulundu. Hipoksi sonrasi L-NAME uygulanan
gruptaki sicanlarin hizlari ve katettikleri mesafeler, hipoksi sonrasi etanersept
uygulanan gruptaki siganlarin hizlarina gére %10, katettikleri mesafeye gore %4
daha az bulundu. Ancak bu farklar istatistiksel olarak anlamli degildi. Daha 6nce
yapillmis calismalarda, lokomotor etkilenmesi olan siganlarin agik alan
deneyinde kontrol grubuna gére daha yavas hareket ettikleri ve daha az mesafe
katettikleri gosterilmistir. Acik alana birakilan hayvanin kendi ortamindan alinip
tek basina bilmedigi bir ortama birakilmasi siganlarda anksiyete yarattigi, strese
giren sicanlarin koselerde donup kaldigi gibi asiri hareketli olmasina neden

olabilecegi iddia edilebilmektedir'®*'3*

. Ancak calismamizin bu asamasi, tim
sicanlar icin esit kosullarin olusturuldugu bir odada yapildi. Uygulamalar ayni
kisi tarafindan yapildigindan, anksiyete-stres gibi sorunlarin tim sicanlari esit
dizeyde etkilemesi saglanmistir.

Sonug¢ olarak calismamiz; sicanlarda HIBH olusturulduktan kisa siire
sonra 10 mg/kg dozunda etanersept ve 50 mg/kg dozunda L-NAME
kullaniminin néronal apoptozu azaltarak hipoksi-iskeminin akut donem etkilerini
azalttigini ancak belirtilen dozlarda siganlarin lokomotor aktivitelerinde belirgin
bir dizelme olmadigini géstermistir. Bununla birlikte lokomotor aktivitenin
etanersept verilen grupta SF verilen gruba gére daha iyi olmasi etanersept ile
ilgili olumlu duguncelerimizin devam etmesine yol agmistir. Benzer deneylerin
farkh dozlarda ila¢ uygulanarak tekrarlanmasiyla, L-NAME ve etanerseptin
beyinde olusturulan hipoksi-iskemi Uzerine muhtemel etkilerinin erken ve gec¢

donemde degerlendirilmesinin gerekli oldugu kanisina variimistir.
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SONUGC ve ONERILER

Calismamizda; hipoksi ve iskemi olusturulan yenidogan siganlarin
beyinlerindeki apoptotik hucre sayilari, hipoksi ve iskemi yapilmayan yenidogan
siganlardan istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulunmustur (p70,001).

Hipoksi-iskemi (Hi) sonrasi etanersept verilen yenidogan sicanlarin her
iki beyin yarisindaki apoptotik hiicre sayilarinin, Hi sonrasi serum fizyolojik
verilen yenidogan siganlardakine gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldigi gozlenmistir (p<0,001).

Hi sonrasi L-NAME verilen yenidogan siganlarin her iki beyin yarisindaki
apoptotik hiicre sayilarinin, Hi sonrasi serum fizyolojik verilen yenidogan
sicanlardakine gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi gozlenmigtir
(p<0,001).

Hi sonrasi etanersept uygulanan siganlarin beyinlerinin her iki yarisinda
saptanan ortalama apoptotik hiicre sayilarinin Hi sonrasi L-NAME verilen
gruptakinden istatistiksel olarak farkli olmadigi saptanmistir.

Beynin her iki yarisinda saptanan apoptotik hucre sayilari her bir grup
kendi icinde karsilastirildiginda; Sham grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmaz iken (p:0,189), diger gruplardaki sicanlarda beynin sag
yarisindaki apoptotik hucre sayilari istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yuksek
bulunmustur.

HIBH’ den sonra ilag uygulamalarini takiben kalp igi girisimle alinan kan
drneklerinde en yliksek ortalama MDA diizeyi Hi sonrasi SF verilen sicanlarin
plazmalarinda saptanirken, en disiik MDA diizeyi ise Hi sonrasi etanersept
uygulanan siganlarin plazmalarinda saptanmigtir. Plazma MDA duzeylerinin
gruplar arasi karsilastirimasinda istatistiksel olarak anlamli  bir fark
saptanmamigtir (p: 0,083).

Acik alan deneyinde sicanlarin katettikleri mesafe ve hareket hizlarinin
gruplara gore incelenmesiyle her iki deger igin, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamistir (sirasiyla p:0,486 ve p:0,113).

Sonug olarak calismamiz; sicanlarda HIBH olusturulduktan kisa siire
sonra 10 mg/kg dozunda etanersept ve 50 mg/kg dozunda L-NAME
kullaniminin néronal apoptozu azaltarak hipoksi-iskeminin akut donem etkilerini

azalttigini ancak belirtilen dozlarda siganlarin lokomotor aktivitelerinde belirgin
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bir dizelme olmadigini gostermistir. Bununla birlikte lokomotor aktivitenin
etanersept verilen grupta SF verilen gruba gore daha iyi olmasi etanersept ile
ilgili olumlu duguncelerimizin devam etmesine yol agmigtir. Benzer deneylerin
farklh dozlarda ila¢ uygulanarak tekrarlanmasiyla, L-NAME ve etanerseptin
beyinde olusturulan hipoksi-iskemi Uzerine muhtemel etkilerinin erken ve geg¢

donemde degerlendirilmesinin gerekli oldugu kanisina variimigtir.
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