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OZET

Hipoksik-iskemik yenidogan siganlarda beyin hasari gelisimi ve GH, IGF-1 ve

IGFBP-3 ile olan iligkisinin degerlendirilmesi.

Hipoksik- iskemik ensefalopati (HIE) prenatal bakimin iyi olmadi§i gelismekte
olan Uulkelerin hala en 6nemli sorunlarindan biridir. Son yillarda neonatolojide ki
gelismelere ragmen HIE kalici nérolojik sekellerin en sik nedeni olma 6zelligini
korumaktadir. Hipoksi ve iskemi sonrasi ortaya ¢ikan hucresel enerji yetmezligi,
asidoz, glutamat ve NO nodrotoksisitesi, serbest radikal olusumu, hlcre iginde
kalsiyum birikimi ve lipid peroksidasyonu hicrenin yapisal komponentlerinin
bozulmasina ve hicre dliimiine yol agan bir dizi olaylar zinciri sonucunda HiE olusur.
Beyin dokusunda meydana gelen hulcresel 6lumlere baglh olarak sensorimotor
fonksiyon bozukluklarinin yaninda beynin endokrin sistemle olan iliskisi nedeni ile
hormonal bozukluklar da meydana gelebilmektedir.

Bayume hormonu (GH), insuline benzer bluyume faktéri—1 (IGF-1) ve insuline
benzer bluyume faktori baglayici protein 3 (IGFBP-3) vicutta birgcok organ ve
metabolizma uUzerine etkileri olan baslica buylime faktorleridirler. Buyime hormonu,
IGF-1 ve IGFBP-3 buylimenin dizenlenmesi, protein sentezi, kan sekerinin
dizenlenmesi ve lipoliz gibi birgok islevde gorev almaktadirlar. Bunlarin eksikligine
bagh olarak hipoglisemi, buyime geriligi, mental-motor ve kognitif fonksiyonlarda
gerilik gibi erken ve ge¢ donem bulgular ortaya ¢gikmaktadir.

Calismamizda dogum sonrasi 7. gunde 16 tane Sprague-Dawley sig¢an
yavrusu Hipoksik-iskemik (n=8) ve kontrol (n=8) olmak Uzere iki gruba ayrildi. Levine-
Rice prosedurine gore sag ana karotid arteri kalici olarak baglandi. Postiskemik 15.
glnde siganlar yuksek doz %4’lUk isofluorane anestezisi ile uyutularak dekapite edilip
c¢alisma sonlandirildi. Dekapitasyon sonrasi GH, IGF-1, IGFBP-3 buylume
faktorlerini calismak amaciyla serum ornekleri alinarak -80°C de saklandi. Beyin
dokulari ise gikarilarak histomorfolojik degerlendirme amaciyla hemotoksilen eosin,
yasayan noronlarin belilenmesi amaciyla kresil violet ve apoptozun belirlenmesi
amaciyla TUNEL boyamalarinda kullanildi.

Hipoksik-iskemik grupta kontrol grubu ile karsilastirildiginda biaylime hormonu
ve IGF—1 duzeyleri istatistiksel olarak anlamli olarak dusuk bulundu (p < 0.05).
IGFBP-3 ise kontrol grubuna gére daha dusuk bulunmasina ragmen, sonug¢

istatistiksel olarak anlamli degildi (p > 0.05).



Hipoksik iskemik ensefalopatide serum buylume faktorlerinin seviyesinin
belirlenmesi yasamin ileri doneminde gelisebilecek kognitif fonksiyon bozuklugu,

blylume ve gelisme geriligi gibi problemlerin erken taninmasini saglayabilir.

Anahtar kelimeler : Hipoksik- iskemik ensefalopati, Blylime hormonu,
instiline benzer bliyiime faktéri baglayici protein 3 (IGFBP3), insiiline benzer

bayume faktora 1 (IGF-1), Yenidogan
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SUMMARY

Hypoxic- ischemic brain injury and its correlation with GH, IGF-1, and IGFBP-3:
An experimental study

Hypoxic-ischemic encephalopathy is still the most important problem in the
developing countries that prenatal care is not good. Despite the fact that the
improvements in neonatology in recent years continues, hypoxic-ischemic brain injury
is still being the most common cause of permanent neurologic sequelae. The cellular
energy failure, acidosis, glutamate and NO neurotoxicity, free radical formation,
accumulation of Ca in the cell, and lipid peroxidation emerged after the hypoxic-
ischemic brain injury are the reasons for the deterioration of the structural
components of cell leading to death of it. The sensorimotor dysfunction and hormonal
disorders due to the relationship of endocrine system of brain may also occur
depending on the cellular death in the brain tissue.

Growth hormone, IGF-1 and IGFBP-3 are growth factors which have effects
on many organs and metabolism in the body. GH, IGF-1 and IGFBP-3 are involved
in many functions, such as regulation of growth, protein synthesis, regulation of blood
sugar, and lipolysis. The lack of these hormons may cause early and late findings
such as hypoglycemia, growth retardation, mental-motor retardation, and cognitive
functions.

In our study, 16 baby-Sprague-Dawley rats were divided into two groups as
hypoxic-ischemic (n = 8) and control (n = 8). According to Levine-Rice procedure, the
right common carotid artery is permanently connected. The rats, exposed to high-
dose 4% isoflurane anesthesia at the postischemic 15" day. After decapitation, GH,
IGF-1 and IGFBP-3 serum samples were collected for studying and stored at -80 °
C. Brain tissue samples were removed for the histomorphological evaluation by using
hematoxylin and eosin. Cresyl violet was used to identify the living neurons, and
TUNEL staining for the apoptosis.

When hypoxic-ischemic group was compared with the control group, growth
hormone and IGF—1 levels were significantly lower and it was a statistically significant
(p < 0.05). Although the IGFBP-3 levels were significantly lower, the result was not
statistically significant (p > 0.05).
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Detecting serum levels of growth factors in patients exposed to the hypoxic-
ischemic brain injury may have a predictive value on forthcoming cognitive functions

and growth and development.
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insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3), insulin-like growth factor 1 (IGF-
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GiRIS ve AMAC

Yenidoganin énemli sorunlarindan biri olan perinatal asfiksi ve buna bagli
olarak gelisen hipoksik iskemik ensefalopati intrauterin dénemde, dogum sirasinda
veya postnatal donemde bebegin hipoksi ve iskemide kalmasina bagli olarak
gelismektedir. Hipoksik iskemik ensefalopati bebeklerin gogunda hafif olmakla birlikte

bazi vakalarda agir seyretmekte ve sekeller birakabilmektedir (1).

Patofizyolojik olarak akut donemde selektif ndéronal nekroz veya infarkt
seklinde gozlenen doku hasarini néron, glia ve endotel hicre yapisinin bozulmasi
izlemektedir. iskemik hasarin merkezi bolgesinde &zellikle nekrotik hiicre Slimii
g6zlemlenirken penubra bodlgesinde ise hicre olumu Ozellikle apoptoz sureci

uzerinden gerceklesmektedir (2).

Hipoksik iskemik ensefalopati oksidatif metabolizmanin  anaerobik
metabolizmaya kaymasi ile baslar. Glikozun anaerobik yoldan yikimi sonucunda
hiicrede NADH, FADH gibi redilkte ajanlar ile laktik asit ve H* iyonlari birikmeye
baslar (3). Anaerobik glikoliz hicrenin enerji gereksinimini karsilayamadigi igin ATP
gibi yuksek enerjili fosfat rezervleri tiketiimeye baslar. Bunun sonucunda hucreler
arasinda iyon gegcisini saglayan ATP’ye badimli pompa fonksiyonlari bozulur (4).
Hicre igersinde Na*, Ca*?, CI" ve su birikerek sitotoksik 6dem meydana gelir. Hipoksi
ve iskemi sonrasinda membran potansiyelini koruyamayan ndéronlarin depolarize
olmalari sonucunda asiri glutamat gibi eksitotoksik aminoasitlerin akson
terminallerinden salinimi meydana gelir (5). Glutamat salinimi glutamat hicre
reseptorlerini aktive ederek Na* ve Ca*? iyonlarinin hiicre icersine girmesine neden
olur (6). Membran fosfolipidlerinin donisimundn artmasi sonucu sitosol igerisinde
serbest yag asidleri birikir. Mitokondri igerisinde devam eden indirgenme

reaksiyonlarinin sonucunda serbest oksijen radikalleri olusur ve sonug¢ olarak

membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu gelisir (5).

Reaksiyonun Uriinii olarak agiga c¢ikan prostaglandin, ksantin, Urik asit ve Ca*?
sitozol igerisinde birikmeye baslar. Intraselliler depolardan (mitokondri ve
endoplazmik retikulum) kalsiyumun serbest hale ge¢gmesi ve plazma membranin
boyunca gegcisinin artmasi sonucunda Ca*? miktari sitoplazmada yiiksek seviyelere
ulasir (7). Nitrik oksit sentaz hicre igersinde artan kalsiyum iyonlari ile aktive olur ve

sentezlenen nitrik oksit serbest radikal gaz olmasi nedeni ile difizyon yolu ile diger
1



hicrelere de rahatlikla gegerek hicresel toksisiteye neden olmasinin yaninda nitrojen
temelli serbest radikallerin olugsmasina da neden olarak hicre 6lum sureglerini tetikler
(2,8).

Beyin dokusunda meydana gelen bu hicresel oOlumlere bagli olarakta
sensorimotor fonksiyon bozukluklarinin yaninda beynin endokrin sistemle olan iliskisi
nedeni ile hormonal bozukluklar da meydana gelebilmektedir (2). Buylime hormonu,
IGF-1 ve IGFBP-3 vicutta birgok organ ve metabolizma Uzerine etkileri olan blyime
faktorleridir (9). Buyume hormonu, IGF-1 ve IGFBP-3 blyumenin duzenlenmesi,
protein sentezi, kan sekerinin dizenlenmesi ve lipoliz gibi bircok islevde gorev
almaktadirlar (10). Bunlarin eksikligine bagl olarak hipoglisemi, buyume geriligi,
mental-motor ve kognitif fonksiyonlarda gerilik gibi erken ve ge¢ dénem bulgular

ortaya ¢ikmaktadir.

Biz bu calismada hipoksik iskemik ensefalopatili yenidogan siganlarda
hipoksiye en duyarl alanlar olan korteks ve hipokampus beyin alanlarinda hipoksik

iskemik hasari ve bunun buylume faktorleri Gzerine etkilerini arastirdik.



GENEL BILGILER

2.1.Hipoksik iskemik Ensefalopati
21.1.Tanim

Hipoksik iskemik ensefalopati fetus ve yenidogan bebekte plasental ve
pulmoner gaz degisiminin bozulmasi ile olusan sistemik hipoksi ve serebral kan
akiminin azalmasi sonucu ortaya ¢ikan beyin zedelenmesidir (11, 12).

2.1.2.Tarihge

ik kez 1862 yilinda J.W.Little tarafindan yapilan calismalarda anormal
perinatal olaylarla bunu izleyen noérolojik bozukluklar ve serebral hasar arasinda iligki
olduguna dikkat ¢ekilmigtir (13,14).

Sarnat&Sarnat'in 1970’li yillarda yaptiklari ¢alismalar sonucunda perinatal
asfiksi tanimlamalari ve evrelemeleri gok dnemli bir donim noktasi olmustur. 1980’li
yillarda Ozellikle Hill ve Volpe'nin fizyopatoloji ve noéropatoloji Uzerinde yaptigi

calismalar 1s1ginda gunimuzdeki yeni tedavi denemelerine kadar gelinmistir.

2.1.3.insidans

Dinya Saglik Orgitli tahminlerine gore gelismekte olan lkelerde tiim
bebeklerin %3 kadari (3.6 milyon) asfiksiden zarar gérmektedir. Yenidoganlarin %23’
U (840,000) asfiksi nedenli dlurken yaklasik ayni sayida bebekte de ciddi sekel
gelismektedir. Gelismis Ulkelerde hipoksik iskemik ensefalopati sikhgr 1-2/1000 term
yenidogan olarak bildiriimektedir. Bu sikligin ¢ok daha yuksek olmasi beklenen
gelismekte olan Ulkelere ait yeterli veri mevcut degildir. Hipoksik iskemik ensefalopati
%20 antepartum, %35 intrapartum, %35 antepartum ve intrapartum ve %10
postpartum nedenlere bagli geligir (15,16 ).

2.1.4.Etyoloji

Hipoksik iskemik ensefalopati hipoksemi veya iskemiye bagl néronal dokuya
giden oksijen ve glukozun yetersizligi sonucu gelismektedir (17,18).
Perinatal periodda en énemli hipoksemi nedenleri (19):
1. intrauterin plasental gaz degisimindeki bozukluga bagli asfiksi
2. Postnatal RDS veya tekrarlayan apneik periodlara bagl gelisen respiratuar

yetmezlik



3. Ciddi sag-sol santa baglh persistan fetal dolagim veya kalp hastaligi
Perinatal periodda en énemli iskemi nedenleri:
1. Natal ya da prenatal kardiyak yetmezlik, serebrovaskuller otoregilasyon
bozukluguna bagli asfiksi (hipoksemi, hiperkarbi ve asidoz)
2. Ciddi apne ataklari, genis PDA veya ciddi konjenital kalp hastaligina sekonder
postnatal ciddi kardiyak yetmezlik
3. Patent duktus arteriozus veya vaskuler kollapsa (sepsis v.b.) sekonder

postnatal dolasim yetmezIigi

Hipoksik iskemik ensefalopatik hasarin antepartum, intrapartum ve/veya
postnatal patogenezi rolatif olarak éneme sahiptir ve bunlarin oranlarina iligkin net
degerler vermek zordur (19,20). Genis toplumsal gdézleme dayali bir ¢alismada orta-
agir ensefalopati prevelansi her 1000 canh term dogumda 1.64; tum yenidogan

ensefalopatilerinin ise %56’sI intrapartum olaylara bagli olarak gelismistir (19,20).

Primer olarak intrapartum HIE gelisimine yol agan faktérler (19,21):
- Akut plasental veya umblikal kord yetmezligi (ablasyo plasenta, kord
prolapsusu v.b.)
- Uzamig dogum eylemi
- Anormal prezentasyon
- Muddahaleli dogum (Sezaryan, forseps ve vakum uygulamasi)
- Uzamis dogum
- Prematire dogum
- Mekonyum ile boyali amniyotik sivi
- Kotu kokulu amniyotik sivi
Primer olarak postpartum HIE gelisimine yol agan faktorler:
- Ciddi persistan fetal dolagim
- Ciddi tekrarlayan apneik ataklar
- Genig PDA veya diger konjenital kalp hastaliklarina bagli kardiyak yetmezlik
- Ciddi pulmoner hastalik
Primer olarak antepartum HIE gelisimine yol agan faktérler:
- Maternal travma
- Maternal hipotansiyon
- Uterin kanama

- Maternal diyabet



- Preeklampsi
- Plasental vaskulopati
- Intrauterin blyiime geriligi

- Ikiz gebelik

intrapartum asfiksilerin 1/3’ (inde yukaridaki risk faktorleri tespit edilmistir (19).
Diyabetik anne bebeklerinin ise %27’ sinde perinatal asfiksiye rastlanmis ve bu

durumun nedeni olarak ise diyabetik vaskulopati dustintlmustir (19,22).

Bozulmus plasental fonksiyon ve artmis perinatal asfiksi riski infantta
intrauterin buyime ve gelisme geriligine ve sonraki donemde norolojik disfonksiyona
neden olabilmektedir (23,24,25). Yapilan fetal ve neonatal hayvan c¢alismalari
intrauterin buyume geriligi olan fetuslardaki hipoksik stres icin artmig duyarlihgin
sadece plasental yetmezlikle dedil ayni zamanda kalp, karaciger ve beyindeki

bozulmus glukoz kullanimi ile de iliskili oldugunu gostermektedir (24,25).

2.1.5. intrapartum hipoksemi tani kriterleri:

Temel kriterler (26,27):
1. Dogum aninda alinmis fetal/neonatal umblikal arter kaninda pH<7 ve baz
acigl = 12 mmol/L
Erken baslangi¢li orta veya ciddi ensefalopati
infantin gestasyonel yasi = 34 hafta

Serebral palsi gelisimi: spastik kuadripleji veya diskinetik tip

o 2 DN

Ensefalopatiyi aciklayacak bagka bir etyolojik faktér bulunmamasi

Spesifik olmayan diger kriterler:

1. Dogum agrisi sirasinda ya da oncesinde meydana gelen sentinel hipoksik
durum

2. Hipoksik bir durumu takiben fetal kalp hizi paterninde degisiklik (ani, devamli
bradikardi veya degisken deselarasyonlar)

3. 5. Dakikada APGAR skorunun < 3 olmasi

4. Erken gelisen multiple organ disfonksiyonu

5. Erken donemde goéruntileme yontemleri ile tespit edilmis akut serebral 6dem



2.1.6.Fizyopatoloji

Hipoksik iskemik olay sonrasi beyin hasari akut ve reperfuzyon hasarlanmasi
olmak Uzere iki asamada olmaktadir. Hipoksik iskemik ensefalopatideki norolojik
hasarlanmanin altinda yatan temel patogenetik mekanizma hipoksi ve/veya iskemi
sonucu dokular icin gerekli olan oksijen ve glukozun kargilanamamasidir. Sonug¢
olarak primer enerji yetmezligi olusmakta buna bagl birtakim biyokimyasal kaskadlar
aktiflenerek hucre disfonksiyonundan o6limine kadar olan slre¢ baslamaktadir
(19,28).

Reperflzyon hasari sonrasi ortaya ¢ikan oksidatif stres zedelenmesi sonucu
siklikla beyin metabolizmasi bozulmaktadir. Hipoksik iskemik ensefalopati sonrasi
glukoz ve enerji metabolizmasindaki degisiklikler primer ve sekonder enerji yetmezIigi
olarak iki faza aynlir (29,30,31). Hipoksik iskemik ensefalopatiden hemen sonra
(primer enerji yetmezligi fazi) oksijen yetmezligine bagh oksidatif fosforilasyon azalir
ve sonu¢ olarak anaerobik metabolizmaya kayma olur. Fosfokreatin ve ATP gibi

yiksek enerjili fosforile bilesikler azalir (32). Dokularda laktat ve H* iyonu birikimi olur.

Laktat ve H* birikimi baslangicta oksijenin azalmasina adaptasyon saglar.

Ancak laktat birikiminin artmasi ile beraber zararli etkileri gériimeye baslar:

1. Vaskdller otoregulasyon bozulur, iskemik hasarin artmasina yol agar
2. Dusuk pH fosfofruktokinaz aktivitesinin digsmesine neden olur
3. Hucresel hasara neden olan biyokimyasal kaskad aktiflenir (33)

Sekonder enerji yetmezliginin baslangici hasarin siddetine bagll olarak
yaklagsik 8-16 saat sonra ortaya c¢ikmakta bu sure nadiren 24-48 saate
uzayabilmektedir. Yuksek enerjili fosfat seviyeleri reperfuzyon ve reoksijenasyon
sonras! iki-U¢ saat gibi kisa sureligine ylkselmekte sonraki 48 saatte ise ikinci
azalma olmaktadir (34, 35,36).

Hlcrede enerji depolarinin bosalmasi ile hicre zarinda bulunan
Na/K-ATPase pompasi inhibe olur. Huicre iginde sodyum ve kalsiyum iyon
konsantrasyonlari ve H,O artar (37) (Sekil 2.1). Sonugta membran depolarizasyonu,
glutamat gibi eksitator norotransmitterin asiri salinimi, artmis sitozolik kalsiyum,

fosfolipaz aktivasyonu ve serbest radikal artisi meydana gelir (38). Son iki dekaddaki



HIE Uzerine yapilmis calismalar hiicre 8limi (izerine glutamatin ¢ok énemli roli

oldugunu gostermektedir (39,40). Glutamat beyindeki predominant eksitator
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Sekil 2.1. Hipoksik-iskemik ensefalopati patogenezi. AMPA: a-amino-3-
hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate; ER: Endoplasmik retikulum; mGlu:
metabotropik glutamat; NMDA: N-methyl-D-aspartik asit; NOS: Nitrik oksit
sentaz; VDCC: Voltaj bagimli kalsiyum kanallari.

aminoasit nérotransmiterdir. Ug tip inotropik reseptdri vardir: NMDA, AMPA ve G
protein bagli metabotropik glutamat reseptdr. Hipoksik iskemik ensefalopati
ekstrasellller glutamat konsantrasyonunun artmasina ve glutamat reseptorlerinin
aktiflenmesine yol acarak eksitoktoksik kaskadi baglatir (41). Voltaj bagiml kalsiyum
kanallari, NMDA ve AMPA’ nin uyariimasi ile hicre i¢i kalsiyum depolari salinir ve
serbest kalsiyum hizli bir sekilde artar. Hlcre igi kalsiyumun artmasi ile birlikte
néronal NO sentetaz (NOS) NO yapimina yol agar. NO molekuler oksijen ile
reaksiyona girerek DNA hasari ve membran lipit oksidasyonuna yol agan siperoksit,
peroksit ve peroksinitrit serbest radikallerini olusturur (42). Ayrica hlcre igi
kalsiyumun artmasi ile sellller lipid hasarina neden olan fosfolipazlar ve DNA
hasarina neden olan nukleazlar aktiflenir. Bunlar apoptozun potansiyel
indukleyicisidirler (43,44,45,46).



iIk gorulebilir degisiklik néronda sitoplazmik vakuolizasyondur. Hipoksinin
baslangicindan itibaren 5-30 dakika iginde olusur. Matur ve immatir beyinde
hdcrelerin hipoksik-iskemik hasara duyarliidi néron > oligodentroglia > astrosit >
mikroglia seklindedir (47). Yue ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada
apopitotik hucresel 6lium immatir beyinde baskinken, nekrotik Olim ise matur
beyinde daha baskin bulunmustur (48,49). Neonatal HIE néronal nekrozun bélgesel

Ozelligine gore ug tipe ayrilir:

(1) Diffuz tip

(2) Baskin olarak serebral neokorteks, hippokampus ve serebral-derin
cekirdegin etkilendigi tip

(3) Baskin olarak bazal ganglion-talamus, derin c¢ekirdek-beyin kokinin
etkilendigi tip

Dolayisiyla HIE sonucu beyindeki etkilenen alanin yeri ve hasarin siddetine

gore klinik ve néroendokrin sonugclar ortaya ¢ikmaktadir (50).

2.1.7 Klinik

Perinatal asfiksi sonrasinda klinik bulgular asfiksinin siddeti, suresi, norolojik
tutulumun yeri, diger sistemlerin etkilenme dereceleri ve yerleri, infantin gestasyon

yasl ile iligkilidir.

Hafif derecede asfiksi yasamig bir infantin fizik muayenesinde genellikle
sempatik hiperaktiviteye bagli hiperirritabilite, derin tendon reflekslerinde artma ve

abartili moro refleksi tespit edilir. Bu semptomlar genellikle 24 saatten uzun strmez.

Orta derecede asfiksi yasamis bir infant genellikle letarjik goériunumdedir,
hipotoniktir ve derin tendon refleksleri azalmistir (51). Genellikle konvilziyon da
goraltr. Volpe dogum sonrasi asfiksi surecini, 12’ser saatlik dilimler seklinde 72 saat

ve sonrasi bolumler olarak inceler (52).

AQir derecede asfiksi yasamis infantin bulgulari, birbirini izleyen dénemler
halinde degisir. Bu siniflamaya goére dogumdan sonraki ilk 12 saatte infant stupor
veya koma halindedir; periyodik solunum veya irreguler soluma haraketleri vardir
(46,47). Isiga pupil yaniti normaldir ve spontan diskonjuge g6z hareketleri mevcuttur.
Diffuz bir hipotonisite ile birlikte yenidogan refleksleri baskilanmigtir. Agir asfiksi

yasamis infantlarin %50-60’inda ilk 6-12 saat iginde konvulziyon goraltr (53,54).



Bunu izleyen 12—-24 saatte biling dlzeyi bir miktar gelisme gdsterebilir ancak
suur acllmaz. infantta genel bir hiperirritabilite mevcuttur. infantlarin %15-20’ sinde
konvilziyonlar bu dénemde baslar ve status epileptikus gelisebilir (53,54). Beyin sapi
bozukluguna badli olarak apneik nobetler gelisebilir ve infant solunum destegine
ihtiyac duyabilir. Motor gugsuzluk beklenmekle birlikte, bu donemde degerlendirilmesi

zordur.

Beyin ve beyin sapi fonksiyonlari 24’Uncu saatten sonra giderek bozulur; infant
derin komaya girebilir ve beraberinde solunum arresti de izlenebilir. Pupil refleksi ve

okulosefalik refleks alinamaz. Olumler 24—72 saatlik bu dénemde siktir (55).

Eger infant 72 saat boyunca hayatta kaldiysa, izleyen gin ve haftalar iginde
olumlu gelismeler gdstermesine ragmen suuru tam agilmaz ve hafif bir stupor hali
devam eder. Ekstremiteler genellikle hipotoniktir (nadiren hipertonisite gorulebilir);
emme yutma hareketleri zayif ve koordinasyon bozuk oldugundan siklikla beslenme
problemleri ile karsilagilir (56). Kafa ciftlerinin kaslarla ilgili olanlara (N. trigeminus, N.
vestibulocohlearis, N. glossopharyngeus, N. vagus, N. hypoglossus) ait belirtiler
saptanabilir (57). Bu hastalarin klinik seyri degiskendir. lyilesme miktarini ve siresini
tahmin etmek son derece zordur. Bu yuzden en az bir yil yakin takipleri
onerilmektedir (58,59).

Hipoksik iskemik ensefalopati ile sonuglanacak kadar intrapartum hipoksi de
olan bebekte multiorgan sistem disfonksiyonuna ait diger bulgularda saptanabilir
(Tablo 2.1). Coklu organ disfonksiyonu kalpten pompalanan kan miktarinin cilt, kas,
bobrek, akciger, karaciger ve gastrointestinal sistemde azaltilarak kalp, beyin ve

adrenal bezlere yonlendiriimesinden kaynaklanir (60, 61).

Sarnat ve Sarnat 1976 yilinda norolojik bulgulari skorlayarak ensefalopatiyi
derecelendirmislerdir. Ginimuzde de kullaniimakta olan bu skorlama ile ensefalopati
hafif (evre 1), orta (evre Il), siddetli (evre lll) olarak derecelendiriimekte ve prognoz
konusunda fikir verici olmaktadir. Evre 1 ensefalopati tamamen duizelir, evre Il de
iyilesen grupta bulgularin normale dénmesi 7-10 gunde olur, sekel orani %25’ dir,

evre |I’Gn neredeyse timunde sekel ya da mortalite vardir.



Tablo 2.1. Perinatal asfikside multiorgan yetmezligi (62).

Sistem/organlar

Komplikasyonlar

Kardiyovaskuler

miyokard hasari, kardiyojenik sok, kalp
yetmezligi, disritmiler, hipotansiyon

Pulmoner pulmoner hipertansiyon, respiratuvar
distres, sok akcigeri, pulmoner 6dem,
hemoraji

Renal renal yetmezlik, asfiktik mesane

sendromu, uygunsuz ADH

Gastrointestinal

hepatik hasara bagli kolestaz,
hipoalbuminemi, pihtilasma
disfonksiyonu, NEK

Hematolojik trombositopeni, DIC, polisitemi
Metabolik hipoglisemi, hipokalsemi,
termoregulasyon bozuklugu,
laktik asidoz
SSS konvilziyonlar, serebral 6dem, nekroz,

hemoraiji, hipotoni, hipertoni
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2.2. Buyume Faktorleri

2.2.1.Buyume hormonu

Postnatal buylmeyi duzenleyen en 6nemli hormon blyime hormonudur.
BdyUme hormonu buylme ve metabolizma Uzerine dnemli etkileri olan bir polipeptid
hormondur (63). On hipofizin somatotrop hiicrelerinden sentez edilir. Sadece iskelet
ve organ buyumesini uyarmaz ayrica hidcre i¢i aminoasitlerin protein sentezine
girmelerini hizlandirir, yag dokusundan mobilizasyonu artirir ve insilinin yag dokusu
ve iskelet kasi Uzerine olan etkisini antagonize eder (64,65). Salinimi hipotalamus
kontrolundedir. Budyume hormonunun temel duzenleyicileri buylime hormonu
salgilatici hormon (GHRH) , buyime hormonu sekretegoglari (GHS), somatostatin
(SST) dir (64,65). Buyume hormonu salgilatici hormon salgilayan norosekretuar

hicreler ventromedial ¢ekirdekte bulunurlar (66,67).

Blylme hormonu anabolik, lipolitik ve diyabetojeniktir. Buylime hormonu

karbonhidrat yerine enerji substrati olarak yag kullanimini artirmaktadir (68).

2.2.2.insiiline benzer biiyiime faktorii 1

inslline benzer blylme faktérlerinin gogu IGFBP-3' e baglanirlar. insiline
benzer buyume faktorleri ve baglayici proteinleri blylime hormonu eksikliginde azalir
ve fazlaliginda artarlar (64). insiline benzer biyime faktorleri blylime ve
metabolizma igin gerekli, dnemli metabolik ve mitojenik faktorlerdir. insiline benzer
bliyime faktorleri hlcre ¢ogalmasinda etkilidirler. Ayrica otokrin ve parakrin
etkilerinin oldugu dusundlmektedir. Kemik, beyin, prostat, kas, meme gibi dokularda
blylime ve farklilasmadan sorumlu oldugu diistinilmektedir (69). insiiline benzer
blyume faktdri-1 geni yok edilmis fareler dogumda kuguktir (normalin %40’ kadar).
Bunlar dogum sonrasinda da agir buyime duraklamasi gosterirler. Buyime hormonu
eksik olan fareler ise in utero normal buylr ve postnatal baylime geriligi gosterirler
(64,70).

inslline benzer buyime faktdri-1 ndron yasamini, néron blylmesini ve
sempatik, sensoral, kortikal ve motor ndronlar igin in vitro protein sentezini artirir.
Noronlar ve oligodendrositlerin mitozunu, farklilagmasini ve maturasyonunu artirdigi

da gorulmustar (71).
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Blyiime hormonu ve IGF—1 apopitotik hiicre dlimini engeller (72). insiiline
benzer bliyume faktorlerin norotropik olduklari ve aksonal buylumeyi gelistirdikleri
g6sterilmistir. insiline benzer bilylme faktéri-1 antiapopitotik gen bcl-x" i
indUkleyerek, interlokin donugstiriacli enzimi deaktive ederek ve inositoltrifosfat
intraselltler uyari kaskadini aktive ederek néronal apopitozisi guglu bir sekilde inhibe
eder. Ayrica IGF beyin gelisiminin dizenlenmesinde ve matir beynin normal hicre

fonksiyonunun devaminda 6nemli rol alir (71).

2.2.3.insiiline benzer biiyiime faktérii baglayici protein-3

instiline benzer blyiime faktorii baglayici proteinler IGF lerin hiicre tizerindeki
proliferatif ve mitojenik etkilerinin modulasyonunu saglarlar (73).

IGFBP-3 en 6nemli IGF baglayici proteindir.

Turk neonatoloji derneginin yapti§i bir calismada HIE sonrasi takip edilen
hastalarin %31’ inde hipoglisemi, %65,6’ sinda ndrolojik disfonksiyon ve blyume

geriligi tespit edilmistir (59).

Hipoksik iskemik ensefalopatili yenidoganlarin uzun dénem takiplerinde
etkilenmenin derecesine bagl olarak hipoglisemi, baylime geriligi, mental-motor ve

kognitif fonksiyonlarda gerilik gibi komplikasyonlar gorulebilmektedir (61,74).

Biz bu calismada hipoksik iskemik ensefalopatili yenidogan siganlarda
hipoksiye en duyarl alanlar olan korteks ve hipokampus beyin alanlarinda hipoksik

iskemik hasari ve bunun buylume faktorleri Gzerine etkilerini arastirdik.
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Gereg ve Yontem

3.1.Yenidogan sicanda hipoksik-iskemik model;

Calisma icin Yeditepe Universitesi Etik Kurul'undan izin alindi. Deney
hayvanlari Yeditepe Universitesi Tip Fakiltesi, Deneysel Arastirma Merkezinden
(YUDETAM) temin edildi. Calisma Yeditepe Universitesi Fizyoloji Anabilim Dall,
Beyin arastirmalari Laboratuvarinda yapildi. Perinatal hipoksi ile olusturulan beyin
hasari patogenezinin ve vlcutta meydana getirdigi degisikliklerin anlagiimasi
amaclyla calismada 16 adet yedi gunlik 11,9-18,4 gram agirliginda Sprague-Dawley
sigan yavrusu kullanildi. Siganlarin beslenme ve bakiminda “The National Institutes
of Health Guidlines” kurallari dikkate alinmis olup siganlar 12 saat gece /12 saat
glindiiz olan 21°C 1sI ve % 65 nemli oda kosullarinda barindirildi. Uretime alinan
anne siganlar standart yem ve su ile beslendi. Ayni anneden dogan yenidogan
siganlar ayni kafes icinde hipoksi sonrasinda da anneleri ile beraber tutuldu. Deney
hayvanlarinin gruplandiriimasinda ayni annenin yavrularinin, anne sutu miktari ve
yavru sayisinin ¢alismayi! en az duzeyde etkilemesi amaciyla ¢alismada kullanilan

gruplara esit olarak bolinmesi dikkate alindi.

3.2.Calisma dizayni ve hipoksik iskemik beyin modeli;

Yavru siganlar (n=16) Sham operasyonu yapilmis kontrol grubu (n=8) ve
Hipoksik-iskemi grubu (n=8) olmak Uzere iki gruba ayrildi. Hipoksik- iskemik
ensefalopati olusturma amaciyla yedi gunlik siganlara isofluorane (%30 O, %69
N2O ve %1 isofluorane) ile anestezi uygulandi. Anestezi sirasinda siganlarin vicut
Isilarinin digsmemesi amaciyla rektal probe kullanilarak homeothermik battaniye ile
vucut 1silar 37,0 £ 0,5 °C’de sabit tutuldu. Levine-Rice prosedurine gore boyun orta
hattinda longitudinal planda 0,5 cm lik bir deri kesisi yapildi. Trakeanin Uzerindeki
orta hattan parotis bezlerinin kenara diseksiyonu sonrasinda sag ana karotid arteri
kenar doku ve vagus sinirinden izole edilerek kalici olarak baglandi. A¢ilmis olan deri
kesisi 5-0’lik ipek ile dikildikten sonra model geregi hipoksi uygulanmasina kadar 60
dakika 37,0 £ 0,5 °C’lik battaniye Uzerinde rektal prob kullaniimaksizin bekletildi
(Sekil 3.1). Karotid arter baglanmasini takip eden 60 dakika beklenme asamasi
sonrasl, hipoksik-iskeminin olusturuimasi amaciyla, si¢an yavrulari 120 dakika igin
kendi hazirladigimiz ve i¢ ortam isisi su banyosu ile 37,0 °C sabit tutulan hipoksi

kavanozlarina alindi. Hipoksinin uygulanmasi amaciyla si¢anlara 120 dakika
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boyunca %8 O, ve %92 N,O verildi. Bu slUre¢ sonrasi tum yavrular annelerinin

yanina tekrar konuldu.

Postiskemik 15. gunde sicanlar yuksek doz %4’lUk isofluorane anestezisi ile
uyutularak dekapite edilip galisma sonlandirildi. Dekapitasyon sonrasi GH, IGF-1,
IGFBP-3 blUyume faktorleri ¢alismak amaciyla serum ornekleri alinarak -80°C de
saklandi. Beyin dokulari ise cikarilarak adgirliklari tartilip hizli bir sekilde %10
tamponlu formalin igine konularak fikse edildi. Daha sonra beyin dokulari
histomorfolojik degerlendirme amaciyla hemotoksilen eosin, yasayan ndronlarin
belirlenmesi amaciyla kresil violet ve apoptozun belirlenmesi amaciyla TUNEL

boyamalarinda kullanildi.

Sekil 3.1. Hipoksik—-iskemik ensefalopati olusturulan yenidogan siganlarin
basamak basamak uygulama i¢in hazirlanmasi ve modelin olusturulmasi. A. 7
glinlik Sprague-Dawley sigan yavrulan B. Operayon mikroskobu altindaki cilt
goriintusu C. Cilt kesisi goruntusu D. Cilt alti alandaki yag dokusu temizlenip
sag A. Ana karotid arterin ortaya ¢ikarilmasi E-F. Sag ana karotid arterin ligate
edilmesi G. Sag ana karotid arterin izolasyonu H. Mikrocerrahi sonrasi cildin
kapatilmasi I. Hipoksi kavanozlari J. Homeothermik battaniye K-L. Oksimetre
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3.3. Buyume hormonu ve faktorlerinin belirlenmesi:

Dekapitasyon sonrasi alinan serum 6rneklerinde ELISA yéntemi ile GH
(Invitrogen, Rat Growth Hormone, KRC5311), IGF-1 (Bio Vendor, Rat IGF-1,
RMEE25R ) ve IGFBP-3 (Bio Vendor, Rat IGFBP-3, RMEEO31R ) duzeylerine
bakildi.

3.4.Histomorfolojik degerlendirme:

Beyin dokulari gikarilarak agirliklari tartiip hizli bir sekilde % 10 tamponlu
formalin icine konularak fikse edildi. Fiksasyon sonrasi beynin frontal ucundan
itibaren iki mm’lik araliklar ile belirlenen dort bdlgesinin drneklenmesi amaciyla
matriks igersine konarak koronal kesitler alindi. Doku takibi sonrasi parafin bloklar
hazirlandi. Korteks, hipokampus alanlarini iceren kesit elde edilmesi i¢in mikrotom
(Leica RM 2255, Leica Instrument, Nussloch, Germany) ve tek kullanimlik metal
mikrotom bigagdi (Type R 35, Feather Company, Osaka, Japan) kullanilarak dort
um’lik kesitler alindi. Kesitler histomorfolojik degerlendirme amaciyla hemotoksilen
eosin, yasayan noronlarin belilenmesi amaciyla kresil violet ve apoptozun

belirlenmesi amaciyla TUNEL boyamalarinda kullanildi.

17



3.5.In situ hucre olumlerinin tespiti:

Deoksiribonukleikasit kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Apoptozisin
belirlenmesi amaci ile TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP
nick end labeling) tekniginden yararlaniimis ve TUNEL c¢alismasi igin ApopTag
Peroxidase ISOL Apoptosis Detection Kit kullaniimistir.

TUNEL Teknigi: Lamlar, 12saat 37°C'lik etlvde bekletildikten sonra
deparafinizasyona alindi. Deoksiribonlkleikasit etrafindaki proteinlerin  yikimi
amaciyla 20 pg/ml proteinaz k ile 15 dakika oda isisinda lamlar bekletildi. Agiga
clkan DNA pargaciklarinin serbest 3'-OH uglarina terminal deoksinukleotidil
transferaz (TdT) aracihgr ile biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis
deoksinukleotidler eklendi. Daha sonra biotin ile isaretlenmis nUkleotidler,
streptavidin-horseradish peroksidaz konjugati ile tespit edildi. Diaminobenzidine
(DAB)’ la kahverengi boyanan TUNEL pozitif hucreler isaretlendi. Metil yesili ile ters
boyama yapilarak islem sonlandirildi. TUNEL pozitif hicreler bu modelde hipoksik
kosullara en duyarh olan CA1, CA2,CA3, girus dentatus ve korteks alanlarinda 1s1k
mikroskobu (olypus BX53 DP 71) 200x kullanilarak sayildi.

3.6.Yagsayan noronlarin belirlenmesi:

Sinir hicrelerinde nissl cisimciklerinin gosterilmesi amaciyla koronal kesitlere
15 dk. 0.1% kresil violet (sc-214775, Santa Cruz) boyasi uygulandi. Daha sonra
sirayla her biri bir dakika olmak Uzere %50, %70,%90,%95 ve %100 luk alkol ile
yikandiktan sonra Xylen ile muamele edilip lamlar lamel ile kapatildi. Yagsayan
noéronlar hipoksik kosullara en duyarli olan CA1, CA2, CA3, girus dentatus ve korteks
alanlarinda her bir bdlgeden 250 um’lik araliklar ile Uger bdlgede sayma karesi
(62,500 pm?) kullanilarak stk mikroskobu (Nikon E 200) altinda 40x objektif

kullanilarak sayildi.

3.7.Beyin volumu olgumu:

Hematoksilen eozin ile boyali lamlar tarayici (HP Scanjet Professional 3000
L2723A) ile bilgisayar ortamina aktarildi. Image J 1.45s programi kullanilarak

hipoksik iskemik beyinde meydana gelen volum degisimi dl¢ulda.
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3.8.istatistik

Calismada iki grup kullaniimasi nedeni ile Independent-Samples T Test
standart programi (SPSS 18 for Windows; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullaniimigtir.
Degerler ortalama % standart sapma olarak hesaplanmis olup p < 0.05 istatistiksel

olarak anlamli olarak degerlendirilmistir.
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Bulgular

Calisma dort farkli anneden ortalama agirliklari HIE: 14,83 + 1,99 ar;
normoksik:15,21 £ 1,53 gr, yedisi disi olan yedi gunlik 16 yenidodan si¢can kullanildi
(Tablo 4.1). Her anneye ait yavrularin gruplara esit olarak dagitimasina dikkat
edilerek, galismayi olusturan normoksi ve hipoksik-iskemik gruplarinda sekizer sican
yavrusu kullanildi. Gruplar arasinda cinsiyet ve agirlik agisindan istatistiksel bir
farklilik tespit edilmedi (p >0.05).

Dogumu takiben vyedinci ginde uygulanan hipoksi ve iskemi sonrasi
postiskemik 15. ginde si¢anlarin dekapitasyonu sonrasi elde edilen kan ve takiben
santrifuj sonrasi elde edilen serumlarindan GH, IGF-1, IGFBP-3 duzeyleri belirlendi.
Normoksi ve HIE gruplari arasinda GH ve IGF-1 dizeyleri karsilastirildiginda her iki
grup arasinda istatistiksel olarak belirgin fark bulundu (p < 0.05) (Tablo 4.2), (Sekil
4.1;4.2). Serum IGFBP-3 dizeyleri ise HIE grubunda daha diisik bulunmasina

ragmen, istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunamadi (p > 0.05) (Sekil 4.3).

Tablo 4.1. Normoksi ve HIE gruplarin postnatal 7. giindeki ortalama viicut
agirhiklan.

Gruplar N Ortalama p
HIE 8 14,83 + 1,99
Viicut Agirhgi 7.Gun > 0,05
NORMOKSI 8 15,21 + 1,53
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Tablo 4.2. Normoksi ve HIE gruplarin ortalama serum GH, IGF1, IGFB3

degerleri.
Ortalama(ng/ml) p
: +
GH Normoksi 6,64 £ 2,46 0,036
HIE 4,13 £ 1,56
i +
IGF1 Normoksi 2311,59 + 274,55 0,001
HIE 1889,43 = 141,83
N ksi 180,28 = 35,59
IGFB3 ormoksi 0.082
HIE 137,35 + 35,49

Sekil 4.1. Normoksi ve HIE gruplarinin ortalama

serum GH diizeyleri

12

ONORMOKSI BHIE
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6

GH degderleri
ngfml

3
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6 7

Postnatal 22. giin sican gruplari

(ng/ml).
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Sekil 4.2. Normoksi ve HIE gruplarinin ortalama serum IGF-1 diizeyleri
(ng/ml).
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Sekil 4.3. Normoksi ve HIE gruplarinin ortalama serum IGFB-3 diizeyleri

(ng/ml)
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Yasamlarinin 22. Guniinde dekapitasyon éncesi HIE ve normoksik gruplarin

vucut agirliklari 6lguldd. Ortalama vicut agirliklan sirayla 38,56 gr + 7,14; 57,31 gr =

2,06 bulundu. Ortalama vicut agirhgr HIE grupta normoksik gruba gére istatistiksel
olarak anlamli derecede daha dusuk bulundu (p < 0.05) (Tablo 4.3) (Sekil 4.4).

Tablo 4.3. Normoksi ve HIE gruplarin postnatal 22. giindeki ortalama viicut ve

beyin agirliklari.

Gruplar Ortalama p
HIE 38,56 + 7,14
Viicut Agirhigi 22.Giin
NORMOKSI 57,31 £ 2,06 < 0,05
HIE 1,33+ 0,13
Beyin Agirhgi 22.Giin
NORMOKSI 1,61 10,27 < 0,05

Sekil 4.4. Normoksi ve HIE gruplarinin postnatal 22. giindeki ortalama viicut

agirhiklan (gr).
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Normoksik ve HIE gruptan postiskemik 15. giinde dekapitasyon sonrasi
batinligld bozulmadan alinan beyin dokulari tartilarak %10 tamponlu formalin iginde
fikse edildi. Sirasiyla ortalama beyin agiliklan 1,33 gr £ 0,13; 1,61 gr + 0,27 olarak
bulundu. Ortalama beyin agirhg HIE grupta normoksik gruba gére istatistiksel olarak
anlamli derecede daha dusuk bulundu (p < 0.05) (Tablo 4.3) (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Normoksi ve HIE gruplarinin postnatal 22. giindeki ortalama
beyin agirhiklar (gr).

B normoksi [ HIE

2_

Beyin agirliklar
—

1 2 3 4 S 6 7 8

Postnatal 22. giin sican gruplari

Postiskemik 15. gunde dekapite edilen sigcanlarin beyinlerinin her iki yarisida
makroskobik olarak normal goérinumdeydi. Ayrica koronal kesitler yapildiginda da
normal makroskobik bulgular mevcut olup; kanama, 6dem ve infarkt alani
saptanmadi. Rutin hematoksilen eozin boyamada apoptotik néronlar normal morfoloji
sergileyen noéronlara goére yuvarlak sinirli, sitoplazmik blzisme ve nukleer

kondansasyon sergilemekteydi.

Beynin sag yarisinda TUNEL ydntemi ile yapilan apopitotik hlcre sayilarinin
degerlendiriimesinde; uygulanan hipoksi-iskemi modeliyle beyindeki apopitotik hicre
sayisinda artis gozlendi (Sekil 4.6). Normoksi grubunun ortalama korteks ve
hipokampus apopitotik hiicre sayilari sirasiyla 4,00 + 4,31; 1,25 + 1,28; HIE
grubunun ortalama apopitotik hicre sayilari sirasiyla 87,50 + 31,83; 9,38 + 2,88
bulundu (Tablo 4.4).
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Sekil 4.6. TUNEL calismasi, beyin sag hemisfer alanlari. A: (X 20) bliyitme
hipokampus. B:(X 40) buylitme korteks. C, D: (X40) biiyutme hipokampus.
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Tablo 4.4. Postnatal 22. giinde normoksi ve HIE gruplarin korteks ve
hipokampuslarinda ki ortalama TUNEL pozitif hiicre sayilari.

Gruplar N Ortalama p
HIE 8 87,50 + 31,83
TPH Korteks NORMOKSI 8 4,00 + 4,31 < 0,05
HIE 8 9,38 + 2,88
TPH Hipokampus NORMOKSI 8 1,25+ 1,28 < 0,05

HIE deki siganlarin beyinlerinin sa§ yarisinda korteks ve hipokampus
alanlarinda TUNEL ydntemiyle saptanan apopitotik hiicre sayilari normoksi grubuyla

karsilastiriidiginda istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulundu (p < 0.05)
(Sekil 4.7;4.8;4.9).

Sekil 4.7. Postnatal 22. giinde normoksi ve HIE gruplarinin kortikal ortalama
TUNEL pozitif hiicre dagilimlari.
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Sekil 4.8. Postnatal 22. giinde normoksi ve HIE gruplarinin hipokampus
ortalama TUNEL pozitif hiicre dagilimlari.
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Sekil 4.9. Postnatal 22. giinde HIiE grubun korteks ve hipokampus ortalama
TUNEL pozitif hiicre dagilimlari.
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Beynin sag yarisinda hipoksiye en duyarl korteks, CA1, CA2, CA3 ve girus
dentatus alanlarinda yasayan hdcrelerin tespiti amaciyla yapilan kresil violet
boyamasinda TUNEL calismasini destekleyen sonuglar elde edildi (Sekil 4.10).
Normoksi grubunun ortalama korteks, CA1, CA2, CA3 ve girus dentatus alanlarindaki
yasayan hucre sayilar sirasiyla 78,3333 £ 9,2135; 74,5533 + 10,8267; 103,3333 +
25,4453; 56,4444 + 4,6459, 114,5556 + 11,2183; HIE grubunun ortalama yasayan
hlcre sayilari sirasiyla ise 63,2592 + 10,4187; 61,5185 + 8,6347; 86,5 £ 20,7448;
56,5 + 4,7565; 116,9259 + 9,4542 bulundu (Sekil 4.11;4.12;4.13;4.14;4.15).

HIE grubunda sicanlarin beyinlerinin korteks ve CA1 alanlarinda kresil violet
yontemi ile saptanan yasayan hlcre sayilari normoksi grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede dusuk bulundu (p < 0.05). Ancak CA2,CA3 ve
girus dentatus alanlarinda ise yasayan hlcre sayilari normoksi grubuna gore daha

dusuk bulunmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p > 0.05).

Sekil 4.10. Kresil violet boyamasi, (x40)’lik bliyutme. A: Normoksik gruba ait
sag korteks. B:HIE gruba ait sag korteks. C: Normoksik gruba ait sag CA1 D:
HIE gruba ait sag CA1. E: Normoksik gruba ait sag CA2. F: HIE gruba ait sag
CA2. G: Normoksik gruba ait sag CA3. H: HIE gruba ait sag CA3. I: Normoksik
gruba ait sag dentat girus. J: HIE gruba ait sag dentat girus
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Sekil 4.11. Postnatal 22. giinde normoksi ve HIE gruplarinin kresil violet

yontemi kullanilarak yapilmis kortikal kesitlerinde yagsayan noéron sayilari.
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Sekil 4.12. Postnatal 22. giinde normoksi ve HIiE gruplarinin kresil violet
yontemi kullanilarak yapiimig CA1 kesitlerinde yagsayan noéron sayilari.

Yasayan hiicre saylsl

Normoksi HIE
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Sekil 4.13. Postnatal 22. giinde normoksi ve HIiE gruplarinin kresil violet
yontemi kullanilarak yapiimig CA2 kesitlerinde yasayan néron sayilari.
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Sekil 4.14. Postnatal 22. giinde normoksi ve HIE gruplarinin kresil violet
yontemi kullanilarak yapiimig CA3 kesitlerinde yasayan noéron sayilari.
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Sekil 4.15. Postnatal 22. giinde normoksi ve HIE gruplarinin kresil violet
yontemi kullanilarak yapilmig DG kesitlerinde yagayan néron sayilari.
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Hipoksik iskemik hasarli beyin ile normoksik beyin arasinda néronal kayba
bagli beyin hacmindeki azalma olup olmadigini kontrol amagli hemotoksilen eozin
boyali lamlar kullanilarak yapilan dlgimlerde néron kaybini gdsteren sonuglar elde
edildi.

HIE grupta ortalama beyin voliimi 399,520 mm? + 26,728 iken normoksik grupta
427,844 mm?® + 23,553 olarak bulundu. HIE grupta normoksik gruba gore istatistiksel
olarak anlamli derecede beyin voluminde azalma saptandi (p < 0.05) (Tablo 4.5)
(Sekil 4.16).
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Tablo 4.5. Postnatal 22. giinde normoksi ve HIE gruplarin ortalama beyin

voluimleri.
Gruplar Ortalama (mm?®) p
HIE 399,52 £ 26,73
Beyin Voliimii <0,05
NORMOKSI 427,84 + 23,55

Sekil 4.16. Postnatal 22. giinde normoksi ve HIE gruplarinin ortalama beyin

voliim oranlari.
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TARTISMA

Bu calismada hipoksik iskeminin yenidoganda buyume faktorlerinin salinimini
etkileyerek beyin ve vicut gelisimini negatif etkilemektedir hipotezi Uzerinden doku

hasari yaninda buyume faktorlerinin tGretim ve salinimlari degerlendirilmistir.

Calismamimizda postnatal 22. giinde normoksi ve HIE gruplari arasinda GH
ve IGF-1 duzeyleri karsilastirildiginda her iki grup arasinda istatistiksel olarak
belirgin fark bulundu. Serum IGFBP-3 diizeyleri ise HIE grubunda daha dusik

bulunmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunamadi.

Zhang ve arkadaslarinin 54 hipoksik iskemik ensefalopatili yenidoganda
(Sarnat ve Sarnat siniflamasina goére 20’si hafif, 19’u orta ve 15'i ciddi hipoksik
iskemik ensefalopatili yenidogan) yaptidi calismada akut donemde GH seviyesini
dusuk olarak bulmustur. Ancak ge¢ donem Uzerine olan etki incelenmemistir (75).
Literatirde hipoksik-iskemik ensefalopatili hastalarda ya da hayvanlarda buyime
faktorlerinin ge¢ donemde nasil etkilendigine dair bir bilgi bulunmamaktadir.
Calismamizda yenidogan sig¢anlarda hipoksik iskemik ensefalopati sonrasi elde
edilen serumlardan GH, IGF-1 ve IGFBP-3 duzeylerini dederlendirdik.
Degerlendirme sonucunda serum GH ve IGF-1 dizeyleri HIE'li sicanlarda
istatistiksel olarak anlamli dizeyde dusuk oldugu belirlenmigtir. Serum IGFBP-3
diizeyinde ise HIE'li sicanlarda belirgin bir diisme tespit edildi ancak istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi. Hormonal dizeydeki bu bulgulara beyin hasari veya néron
kaybinin eslik etmesi yenidogan hipoksisinin néroendokrin sistem tzerine negatif bir

etkisinin oldugunu duasundurtmektedir.

Hipoksik iskemik ensefalopatiye bagli beyin hasarinin gosterilmesi amaciyla
bircok model gelistiriimigtir ancak yenidogan sigcanlarda en ¢ok kullanilan model
Levine-Rice modelidir (76). Levine-Rice modeli apopitozun gosterilmesi amaciyla
immatur hayvanlarda siklikla kullaniimaktadir (76). Biz de apopitozun olusturulmasi

amaciyla bu modeli kullandik.

Hucre élumleri bu modelde sadece klasik nekroz ile olmamakta bir veya birkag
adet apopitoz kaskadini igermektedir (77,78). Modelimizde hipoksik iskemik
ensefalopatinin ge¢ donemde beynin hipoksiye en duyarli alanlari olan kortikal ve

hipokampal alanlarini degerlendirdik. Hlcre hasarini degerlendirmek igin TUNEL
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calismasi ve kresil violet boyama yontemlerini kullandik. Bizim modelimizde de daha
once yapilimis olan diger ¢alismalarda oldugu gibi korteks ve hipokampal CA3 alani
hipoksiye diger hipokampal alanlara gére daha duyarli bulundu (79,80).
Calismamizda simdiye kadar yapilan calismalardan farkli olarak hipoksik iskemik
ensefalopatiye bagli ge¢ donem hasari de@erlendirdik. Erken ddénemde yapilan
degerlendirmelerden farkli olarak hipoksiye duyarlilik hipokampal alanlar arasinda
CA3 de girus dentatus’a gore daha fazla bulundu. Schwartz ve arkadaslarinin yapmis
olduklari ve erken donem hipoksik iskemik ensefalopati modelini uyguladiklar
calismada hipoksiye en duyarli beyin bdlgesi korteks, hipokampal alanda ise girus
dentatus olarak tespit edilmistir (81). Bizim uyguladigimiz modelde de daha dnceki
calismalara benzer sekilde korteks hipoksiye en duyarli beyin bolgesi olarak bulundu.
Hipokampal alanlar arasinda ise hipoksiye en duyarli alan CA3 olarak bulundu.
Noron hasarina gore siralandiginda ise sirasiyla korteks>CA3>CA1>CA2>girus
dentatus olarak goézlendi. Bu siralamanin daha 6nce schwartz ve arkadaslarinin
yapmis olduklari erken dénem hipoksi modelindeki siralamadan farkli oldugu tespit
edildi (81,82). Bunun immatir beyinde ge¢ donemde meydana gelen matirasyon

degisikligine bagli olabilecegi dustunuldu (50).

Hipoksik iskemik ensefalopati sonrasi olugan hasari 6lgmenin diger bir yolu da
beyin agirhgr ve volumunu kullanarak noropatolojik degerlendirmedir. Hipoksik-
iskemik ensefalopatide beyin agdirigi ve voliminin kaybi hiicresel hasarla,
dolayisiyla beyin hasarinin derecesiyle iligkilidir (83,84). Insan beyninin gelisim siireci
gebe kalindiktan sonra yaklasik 15 yil boyunca surer (85). Blylime orani intrauterin
yasam ve ilk postnatal aylarda oldukga hizlidir. iki yasinda beyin yetigkin hacminin
%75’ine erisir ama beyin yapisindaki ve fizyolojisindeki dedisiklikler 6mur boyu surer
(86). Prenatal gelisimden 8 yasina kadar beyin hicre sayisi artmaktadir (87). Beyin
hacmi hipoksik iskemik ensefalopati, epilepsi ve otizm gibi birgok hastalikta
etkilenmektedir (87). Lawson ve arkadaslarinin 4—-18 yaslari arasindaki 112 hipoksiye
maruz kalmis ve 44 saglikli kontrol grubunda MRI ile yaptiklari arastirmalarinda
hipoksiye maruz kalmis ¢ocuklarin beyin hacmi 1081 bulunurken kontrol grubundaki
gocuklarin beyin hacmi 1236 olarak bulunmustur (88). Michael ve arkadaslari 1-13
yaslari arasindaki 26 hipoksik iskemik ensefalopatili hastanin kontrol grubu ile beyin
MR goruntilerini karsilastirmis. 12 hastada beyin voliminde azalma tespit edilmis

(89). Calismamizda hipoksik iskemik grupta normoksik gruba gore beyin agirligi ve

36



voliminde istatistiksel olarak anlamli derecede azalma tespit edildi. Bu farkin
néronal kayba bagl oldugu dusunuldd. Noron kaybina bagli olarak yasamin ilerleyen

doénemlerinde klinik bulgular ortaya ¢ikabilmektedir.

Beyin hasari yapacak nedenler arasinda hipoksemi, iskemi, kanama,
enfeksiyon ve metabolik bozukluklar olmasina karsin en dnemli kismini hipoksik
iskemik ensefalopati olusturmaktadir (90). Hipoksik iskemik ensefalopati santral sinir
sistemi hdcrelerinde néron 6lumu ya da apopitozuna bagh olarak kalici hasara yol
acabilir. Yenidogan doéneminde gorulen dlumlerin %15-20’si, mental retardasyon gibi
kalici nérogelisimsel anomalilerin de %15-30'u HIE sonrasi gelismektedir. Ayrica
hipoksik iskemik ensefalopati tanisi alan bebeklerin Ugte birinde akciger, bobrek ve
kardiyak fonksiyon bozukluklarina rastlanmaktadir. Bu nedenle hipoksik iskemik
ensefalopati erken tani, 6nlem ve tedavi agisindan 6nem tasir (91). Monster ve
arkadaslari 1983—1987 yillari arasinda 235165 bebek Uzerinde genis katilimli bir
calisma yapmislar ve Apgar skoru birinci ve besinci dakikalarda 0-3 arasi olanlarin
7-10 skor alan bebeklere gore ensefalopati ve dlum riskinin sirasi ile 642 ve 145 kat
arttigini goéstermislerdir (92). Lindstrom ve arkadaslari yenidogan dénemine ait orta
derecede hipoksik ensefalopati dykusu olan 15-19 yas arasindaki 56 gocugun ileriye
donuk prognozunu incelemis bunlarin %81’'inde kognitif fonksiyonlarda bozukluk ve
gelisme geriligi, %30’unda serebral palsi gelistigini gostermislerdir (93). Calismamiz
hipoksik iskemik ensefalopatinin deneysel bir modeli oldugu i¢in beyin hasarina bagh
gelisen sonuglarin uzun dénem verilerini degerlendiremedik. Bu ylizden yenidogan
doneminde buylime faktorleri agisindan degerlendirilmis olgularda ndrokognitif
fonksiyonlar, buyume ve gelismenin uzun dénem takip edilmesi seklinde yapilacak

klinik ¢calismalar ¢cok daha yol gosterici olacaktir.

Sonu¢ olarak birgok c¢alisma hipoksik iskemik ensefalopatili bireylerde ileri
dénemde hasarlanma derecesine bagli olarak multisistemik etkilenme olabilecegini
gOstermektedir (94,95,96,97). Bu etkilenmenin derecesine bagli olarak da organ ve
sistemler (izerine etkili olan GH, IGF-1 ve IGFBP-3 diizeyleri HIE yenidoganlarda
dusuk bulunabilir. Buylime faktorlerinin eksikligi ne kadar erken saptanirsa blyume,
gelisme ve kognitif fonksiyonlar gibi birgok alan Uzerine olan olumsuz etki erken

onlenebilir.
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SONUC ve ONERILER

Calismamizda postnatal 22. giinde normoksi ve HIE gruplari arasinda GH ve
IGF-1 duzeyleri karsilastirildiginda her iki grup arasinda istatistiksel olarak belirgin
fark bulundu (p < 0.05). Serum IGFBP-3 diizeyleri ise HIE grubunda daha diisiik

bulunmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli sonug¢ bulunamadi (p > 0.05).

Postnatal 22. giinde dekapitasyon éncesi ortalama vicut agirhgr HIE grupta
normoksik gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha dusuk bulundu (p <
0.05).

Postnatal 22. giinde dekapitasyon sonrasi ortalama beyin agirhg ise HIE
grupta normoksik gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha dusuk
bulundu (p < 0.05).

Hipoksik iskemik ensefalopati grubunda siganlarin beyinlerinin sag yarisinda
korteks ve hipokampus alanlarinda TUNEL yontemiyle saptanan apopitotik hlcre
sayllarl normoksi grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek bulundu (p < 0.05).

Hipoksik iskemik ensefalopati grubunda siganlarin beyinlerinin korteks ve CA1
alanlarinda kresil violet yontemi ile saptanan yasayan huicre sayilari normoksi
grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede dusuk bulundu (p <
0.05). Ancak CA2,CA3 ve girus dentatus alanlarinda ise yasayan hlcre sayilari
normoksi grubuna gore daha dugslk bulunmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p > 0.05).

Hipoksik iskemik ensefalopati grubunda normoksik gruba goére istatistiksel

olarak anlamli derecede beyin voluminde azalma saptandi (p < 0.05).

Literatir agisindan hipoksik-iskemik ensefalopatili hastalarda ya da
hayvanlarda buyume faktorlerinin nasil etkilendigine dair bir bilgi bulunmamaktadir.
Bu nedenle calismamiz bu konuda yapilmis olan ilk galigmadir. Hipoksik-iskemik
ensefalopatili hastalarda serum GH, IGF-1, IGFBP-3 duzeylerinin erken tespiti
bayime, gelisme, noroendokrin sistem ve norolojik fonksiyonlarda olabilecek
sorunlarin azaltimasina katki saglayacaktir. Hipoksik iskemik ensefalopatili
hastalarda buylume faktorlerinin serum duzeyinin degerlendiriimesi yenidoganin

hipoksiden etkilenme derecesi hakkinda fikir verebilir. Ayrica yasamin ilerleyen
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doénemlerinde hipoksik hasara bagli kognitif fonksiyonlar ve buyime gelisme Uzerine

olabilecek komplikasyonlar 6nlenebilir.
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