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Bu calisma icin alman destek sarf malzemeleri, cihaz ve hizmet aliminda harcanmis
olup asagidaki sonuglara ulagilmistir.

SONUCLAR

1.Calismamizda; hipoksi ve iskemi olusturulan yenidogan siganlarin
beyinlerindeki apoptotik hiicre sayilari, hipoksi ve iskemi yapilmayan yenidogan
siganlardan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001).

2. Parietal kortekste ve dentat girusta kaspaz pozitif apoptotik hiicre sayisi
acisindan sham grubu ile HI, PTX60 ve PTX100 gruplari arasinda anlamli fark
saptanirken (p<0.05), HI, PTX60 ve PTXI100 gruplar1 arasinda fark saptanmadi
(p>0.05).

3. Hipokampusun kornu amonius (CA1, CA2, CA3, Hilus) bolgesinde kaspaz 3
pozitif apoptotik hiicre sayis1 sham grubu ile HI, PTX60 ve PTX100 gruplar1 arasinda
ve PTX60 grubu ile HI grubu arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0.05).

4. Gruplar toplam dejeneratif hiicre sayis1 (apoptotik ve nekrotik hiicre)
acisindan degerlendirildiginde parietal korteks ve dentat girusta dejeneratif hiicre sayisi
PTX60 grubu HI ve PTX100 ile, kornu amoniusun degerlendirilmesinde ise PTX60
grubu ile HI grubu arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0.05)

5. Beyin sag yarisindaki canli hiicre sayisi sham grubu disinda diger gruplarda
istatistiksel anlamli daha diisiik saptandi (p<0.05).

6. Kortekste PTX100 grubundaki canli hiicre sayis1 diger gruplardaki canli hiicre
sayisindan anlamli daha diistik saptandi (p<0.05).

7. PTX60 grubundaki canli hiicre sayist korteks ve hipokampusta (kornu
amonius) PTX100’den, dentat girusta ise hem H-I hem de PTX100 grubundan fazladir
(p<0.05).

8. Sham grubunun PBS diger tiim gruplardan istatistiksel anlaml1 daha kisa iken
(srastyla HI ve PTX-100 i¢in p<0,001; PTX-60 i¢cin p=0,004), dordiincii giinde PTX-60
ile HI ve PTX-100 gruplar1 arasinda anlaml fark saptandi (sirasiyla p=0,044, p=0,043).

9. ilk HFS sonrasinda bazal degere gore PS’min genliginde meydana gelen
degisimler; herhangi bir islem yapilmayan kontrol grubu ve PTX60 gruplar1 arasinda
fark saptanmazken (p>0.05); kontrol ve PTX60 gruplar1 ile sham, HI ve PTX100
arasinda ve HI grubu ile sham ve PTX100 gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli fark

saptandi (p<0.05).



10. HFS sonrasinda bazal degere gore EPSP’in egiminde meydana gelen
degisimler; herhangi bir islem yapilmayan kontrol grubu ve PTX60 gruplar1 arasinda
fark saptanmazken (p>0.05); kontrol ve PTX60 gruplar1 ile HI arasinda ve kontrol

grubu ile sham grubu arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0.05).
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OZET

HIPOKSIK iISKEMIK HASAR OLUSTURULAN RATLARDA
PENTOKSIFILIN APOPTOZIS VE NOROMOTOR YETILER UZERINE
ETKISININ INCELENMESI

Amagc: Yenidogan ve gebe takibindeki gelismelere ragmen perinatal hipoksik iskemik
beyin hasar1 (HIBH) zeka geriliginin, gérme ve isitme kaybimin, motor kusurlarin, epilepsinin,
beyin felcinin ve 6limiin en 6nemli nedenlerinden biridir. Iliml1 hipotermi bradikardi ve
trombositopeni gibi bazi yan etkilerine ragmen peripartum hipoksi iskemiyi takiben
yenidoganlarda standart ndron koruyucu tedavidir. Ancak yine de, HiE’'nin ilerleyisinin
onlenmesinde yeni farmakolojik ve tedavi yaklagimlari arastirilmaya devam etmektedir. Bu
calismada, yenidogan HIBH modelinde sentetik bir teobromin tiirevi olan pentoksifilinin
noronal apoptozis, lokomotor aktivite ve sinaptik plastisite iizerine etkileri arastirildi.

Mateyal-Metod: Caligmaya alinan yedi giinlik Wistar cinsi erkek yavru sicanlar
rastgele dort gruba ayrildi. H-I grubu (n:17), PTX60 grubu (n:18) ve PTX100 grubu (n:17)’
ndaki siganlara orta hat kesisi yapilarak sag karotid arterleri baglandi. Bu siganlar %8 oksijen
iceren hipoksi odaciginda iki saat bekletildi. Hipoksi sonras1 H-I grubuna serum fizyolojik,
PTX60 grubuna pentoksifilin 60 mg/kg ve PTX100 grubuna pentoksifilin 100 mg/kg periton
ici yolla (i.p) verildi. Sham grubundaki sicanlarin (n:19) ise karotid arterleri bulundu, fakat
baglanmadi. Bu siganlara hipoksi de uygulanmadi. Serum fizyolojik ve pentoksifilin 2 saat
sonra tekrar uygulandi. 24 saat sonra 23 sican kaspaz 3 immunohistokimya metodu ile
histopatolojik olarak apoptozisi saptamak i¢in 6ldiiriildii. Kalan yavru ratlar 11. haftaya kadar
biiyiitiildii. 77-82. giinler arasinda biligsel fonksiyonlar ve sinaptik plastisite sirasiyla Moris su
tank1 ve uzun donemli giiclenme testi ile degerlendirildi.

Sonuclar: Pentoksifilin 60 mg/kg 2 doz tedavi sadece hipokampusta apoptozisin tipik
morfolojik 6zelliklerini gosteren kaspaz 3 pozitif hiicre sayisim azaltti (p<0.05). PTX60 grubu
H-1 grubu ile karsilastirildiginda parietal korteks ve dentat girustaki kaspaz 3 pozitif apoptotik
hiicre sayisinda azalma olmamasina ragmen, toplam dejeneratif hiicre sayisinda anlamli
azalma saptand1 (p<0.05). Ancak pentoksifilin 100 mg/kg 2 doz tedavi beybib tiim
bolgelerinde hem kaspaz 3 pozitif hiicre sayisini hem de toplam dejeneratif hiicre sayisinda
anlamli azalmaya neden olmadi (p>0.05). serum fizyolojik ile tedavi edilen H-I ratlarda ciddi
uzamsal bellek bozuklugu gelisti. Pentoksifilin 60 mg/kg ile tedavi H-I’nin neden oldugu

uzamsal bellek bozuklugunu ve dentat girus uzun dénemli gliclenmesini iyilestirdi.



Sonuglar: Diislik doz pentoksifilin tedavisi hem beyin hasarma karsi koruyucu hem de

uzamsal 6grenme bozuklugunu ve sinaptik plastisiteyi iyilestirmektedir.

Anahtar kelimeler: Apoptozis, pentoksifilin, hipoksik iskemik beyin hasari, sinaptik

plastisite, lokomotor aktivite,



ABSTRACT

THE EFFECTS OF PENTOXIFYLLINE ON APOPTOSIS AND
LOCOMOTOR ACTIVITY IN RATS PUPS CREATED HYPOXIC ISCHEMIC
BRAIN INJURY

Aim: Despite important progress in obstetric and neonatal care, perinatal hypoxic
ischemic brain injury (HIBI) is one of the major causes of mental retardation, visual and
auditory impairment, motor deficiencies, epilepsy, stroke, and death. Despite some adverse
effects such as sinus bradycardia and thrombocytopenia, mild hypothermia is a standard
neuroprotective treatment in newborn infants following peripartum hypoxia-ischemia.
Nevertheless, new pharmacologic and therapeutic approaches in the preventing progression of
HIE continue to be investigated. In this study, the effects of Pentoxifylline that is a synthetic
theobromine derivative on neuronal apoptosis locomotor activity and synaptic plasticity in
neonatal rat model of HIBI were investigated.

Matherial-Method: Seven-day-old Wistar male rats pups were randomly divided into
four groups. Midline incision was performed on the rats in H-1 group (n:17), PTX60 group
(n:18), and PTX100 group (n:17) 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 H-I group, Pentoxifylline 60 mg/kg to
those in PTX60 group, and Pentoxifylline 100 mg/kg to those in PTX100 group . The carotid
arteries of those in sham group (n:19) were located, but were not ligated. The rats in this
group were not exposed to hypoxia. Administration of saline and pentoxifylline was repeated
after 2 hours. Twenty-three rat pups, twenty-four hours after hypoxia, the animals were killed
for histopathological evaluation to detect apoptosis by caspase-3 immunohistochemistry
method. The other rat pups were grown to 11 weeks. The synaptic plasticity and cognitive
function of rats were evaluated using long term potentiation (LTP) and Morris water maze
(MWM) test on D77-D82, respectively.

Results: Two doses treatment with pentoxifylline 60 mg/kg decreased the number of
caspase-3 positive cells that showed the typical morphological features of apoptosis in only
hippocampus (p<0.05). When compared with the H-I group, although the number of caspase-

3 positive apoptotic cells in the dentate gyrus and parietal cortex did not decrease in the



PTX60 group (p>0.05), total numbers of degenerative cell significantly diminished (<0.05).
But, two doses treatment with Pentoxifylline 100 mg/kg both caspase-3 positive apoptotic
cells and total numbers of degenerative cell did not significantly decrease in all regions of
brain. H-I rats treated with saline displayed severe spatial memory deficits. Pentoxifylline
treatment at the dose of 60 mg/kg resulted in significant protection against H-I-induced spatial
memory impairments and improved dentate gyrus-LTP.

Conclusions: Low dose pentoxifylline treatment is protective against both brain injury
and improve spacial memory impairment and synaptic plasticity.

Key words: Apoptosis, pentoxifylline, hypoxic-ischemic brain injury, synaptic

plasticity, locomotor activity.



1.GIRIS VE AMAC

Yenidoganda hipoksik iskemik beyin hasar1 (HIBH) bu dénemde meydana gelen
Oliimlerin, beyin felcinin, zeka geriliginin ve epilepsinin en 6nemli nedenlerinden biridir (1).
Gelismis toplumlarda HIBH gériilme insidans1 1000 canli dogumda 1-2 olup, gelismekte olan
toplumlarda ise bunun 2-3 kati olarak bildirilmektedir (2). Hipokside gelismekte olan beyinde
se¢ilmis bolgeler hasar gormektedir (3). Olgunlagsmamis beynin hipoksi ve iskemiye yanit1
olgunlasmis beyninkinden farkli oldugu bilinmektedir (1).

Hipoksi-iskemi ve yeniden kanlanma sonrasinda gelisen apoptozisin siddeti beyin
hasarlanmasmin bir gostergesi olabilir. Yapilan ¢caligmalarda yenidogan doneminde gelisen
hipoksik iskemik beyin hasarinda apoptozisin nekrozdan daha 6nemli oldugu gdosterilmistir
(4,5). Hipoksi ve iskemiyi takiben baslayan yeniden kanlanma dénemi agir hasarin olustugu
en kritik evredir. Bu donem baslamadan “Terapotik pencere doneminde” yapilacak tedaviler
ile HIBH’ yi 6nleme ya da azaltma miimkiin olabilir (6). Bu nedenle yenidoganin HIBH
modellerinde noronal hasar1 6nlemek i¢in ¢esitli farmakolojik ilaclar ve yontemler bu donem
icerisinde kullanilmistir.

HIBH’ de sitokin iliskili beyin zedelenmesi konusu giderek énem kazanmaktadir.
Proinflamatuar sitokinler i¢ginde TNF-a ve IL-1’ in sitokin kaskadinda ¢ok onemli rolleri
vardir. Sitokinlerin baslica etkileri endotel hiicresi aktivasyonu, l6kosit endotel yapismasi,
lI6kositlerin enflamasyon bdlgesine kemotaksisi, serbest oksijen radikalleri salmmimi, NO
sentezi, degraniilasyon, sodyumun hiicre i¢ine girisi, fagositoz ve prokoagiilan aktivitedir.
TNF-o’ nin apoptoz aktivatorii oldugu bilinmektedir. TNF-a esas olarak T lenfositler,
makrofajlar, astrositler, mikroglia ve noronlar tarafindan sentezlenir (7).

Ayrica iskemi reperflizyon sonrasi gelisen ndronal hasarlanmada trombosit active edici
faktor (platelet activated factor-PAF) de O6nemli bir mediator olarak goérev yapmaktadir.
PAF’m gerek sistemik gerekse bolgesel uygulamalariyla beyindeki kan dolasimini olumsuz
etkiledigi bildirilmektedir (8,9). Son yillarda yapilan ¢alymalarda fosfodiesteraz inhibitorii
olan pentoksifilinin TNF-a, IL-1, IL-6 gibi kemotaktik mediatorlerin yapimmi azalttigir ve
deneysel iskemi reperflizyon hasarinda ve AIDS farelerde beyinde PAF iiretimini inhibe ettigi
gosterilmistir (10-12).

Kapal1 kafa travmasi olusturulan eriskin rat modelinde pentoksifilinin beyinde TNF-a

diizeyini yaklasik %80 azalttig1 ve buna paralel olarak beyin 6deminde azalma, fonksiyonel

tyilesmede anlamli artis saptanmistir (13).



Literatiirde, deneysel hayvan modellerinde pentoksifilinin kullanimiyla ilgili ¢ok
sayida calisma olmasma ragmen, bilgilerimize gére HIBH olusturulan hayvan modellerinde
pentoksifilin kullanim1 ve noronal apoptozis iizerine etkileriyle ilgili yayimlanmis sadece iki
calisma bulunmaktadir. Her iki calismada da kognitif fonksiyonlar degerlendirilmemistir.

Bu calismada, HIBH olusturulan yenidogan sican modelinde bir immunmodiilatér olan
pentoksifilinin ndronal apoptozis ve uzun donemde O6grenme ve bellek iizerine olan

etkilerinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.HIPOKSIK ISKEMIK BEYIN HASARI

Perinatal hipoksik iskemik zedelenme fetus ve yenidogan bebekte plasental ve
pulmoner gaz degisiminin bozulmasi ile olusur. Sistemik hipoksi ve serebral kan akiminin
azalmasi1 sonucu basta santral sinir sistemi olmak iizere tiim doku ve organlarda zedelenmeye
neden olur (2). Yenidoganda HIBH mortalitenin, serebral palsinin, mental geriligin ve
epilepsinin en 6nemli nedenlerinden biridir (1,2). Hipoksi durumunda kan beyin, kalp ve
adrenal beze toplanir. Akciger, bobrek, barsak ve ciltten uzaklasir. Hipoksi agir ise, dncelikle
talamus ve beyin sap1 hasar gormektedir. Sonrasinda ventrikiil ¢evresindeki beyaz cevherde
nekroz gelisir. Yapilan caligmalar gostermistir ki, hipokside gelismekte olan beyinde se¢ilmis
bolgeler hasar gormektedir (2,3). Iskemi ise bir doku veya organdaki kan akimmin azalmasi
veya kesilmesini ifade eder. iskemi durumunda dokuya yeterli oksijen ve besin maddeleri
gidemeyeceginden ve toksik maddeler uzaklastirilamayacagindan hipoksiye gére daha agir bir
hasar olusur. Olgunlasmamis beynin hipoksi ve iskemiye yanit1 olgunlasmis beyninkinden
farkli oldugu bilinmektedir (2).

Hipoksi ve iskemi, fetiis ve yenidoganin beyninde hasara yol agan nedenlerin basinda
gelmektedir. Gelismis toplumlarda HIBH goriilme insidanst 1000 canli dogumda 1-2 olup,
gelismekte olan toplumlarda ise bunun 2-3 kati olarak bildirilmektedir (2)

Asfiksi, hipoksi ve iskeminin bir arada gorildiigii bir silirectir. Anne, fetus ve
plasentadan olusan biyolojik birimin islevleri veya dogum sonrasi akcigerde gaz degisiminin
bozuklugu mevcuttur. Buna bagh olarak fetus ve yenidoganda hipoksemi, hiperkapni ve
asidoz ile birlikte klinik bulgular gelisir (2). Asfiksi tanis1 diisiik apgar skoru, kord kaninda
asidoz ve hipoksik iskemik hasara bagli yenidoganda ortaya ¢ikan klinik bulgularla konur
(14)
2.1.1.Fetiis ve yenidoganda asfiksiye neden olan durumlar sunlardir (2):

Anneye Ait Nedenler

a. Kardiyak arrest

b. Bogulma

c. Ciddi anaflaktoid reaksiyon

d. Status epileptikus

e. Hipovolemik sok

f. Annede tiroid hastalig1
Plasentayla ilgili Nedenler



a. Plasenta ablasyonu

b. Kord prolapsusu

¢. Uterin riiptiirii

d. Oksitosik ajan ile hiperstimiilasyon

e. Odem veya infarkt olmasi
Fetiisle flgili Nedenler

a. Fetomaternal kanama

b. ikizden-ikize transfiizyon

¢. Ciddi izoimmun hemolitik hastalik

d. Kardiyak aritmi
2.1.2HiBH’nda Patofizyoloji

Hipoksik iskemik hasar siklikla uteroplasental kan akiminin durmasi veya gobek
kordonunun ani okliizyonuna bagl fetomaternal gaz degisimdeki yetersizlik sonucu ortaya
cikar. Altta yatan patolojik olayin bilinmesi hastaligin tiim yonlerinin anlasilmasini
saglayacaktir. Yenidogandaki hipoksik beyin hasarma hipoksi ve iskemi birlikteligi neden
olur. Olgunlasmamis beynin hipoksi ve iskemiye yanitiin eriskin beyninden farkli oldugu
bilinmektedir. Hipoksemi agir ise ¢evresel dokularda ve beyinde anaerobik glikolizis ile laktik
asit olusumunda artma meydana gelir. Ayrica yliksek enerjli fosfat yapiminda azalma, hiicre
ici kalsiyum ve hiicre dis1 potasyum birikimi olmaktadir. Bununla birlikte serbest radikal
olusumu, uyaric1 aminoasit metabolizmasimda bozulma meydana gelmektedir (1,2).

Hipoksi ve iskemiyi takiben baslayan reperflizyon donemi agir hasarin olustugu
evredir. Bu donem baslamadan yapilacak tedaviler ile beyin hasarin1 6nleme ya da azaltma
miimkiin olabilir (15). Hipokampus, serebellum ve korteksin bazi katmanlar1 hipoksi iskemiye
daha hassastir. Sinir sisteminin olgunlagsma derecesi ile hipoksik iskemik olaydan etkilenme
sekli degisir. Erkendogan bebeklerde daha ¢ok ventrikiil ¢evresinde 16komalazi ve kanamalar
gortiliirken, zamaninda doganlarda secici noronal nekroz, parasagital beyin hasar1 (parieto-
oksipital), bolgesel ve ¢oklu bolgesel beyin hasar1 daha siktir (2).
2.1.3.Eksitotoksisite ve HIBH

Noronlarin hipoksik iskemik hasarindan sorumlu temel olusum eksitotoksisitedir.
Ekstraseliiler uyarici aminoasit reseptorlerinin asirt stimulasyonunun neden oldugu hiicre
Olimii olarak 1970’lerde Jhon Olney tarafindan tanimlanmistir (16). Yapilan ¢alismalarda
glutamat reseptor aracili eksitotoksisitenin ndronal hiicre oliimiinde kilit rol oynadig1 ve

bunun gelismekte olan beyinde, erigkin beyninden daha 6nemli oldugu gosterilmistir (16-19).



Glutamat i¢in dort reseptor bilinmektedir.

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

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

3. Kainat reseptorleri

4. Metabotropik reseptorler

Akut enerji eksikligi ekstraseliiler asir1 glutamat salinimma ve iyonotrofik NMDA,
AMPA ve kainate reseptorlerinin kontrolsiiz aktivasyonuna neden olmaktadir (16,20).
Boylece intraseliiler Ca konsantrasyonu artarak kinaz, fosfataz, proteaz, serbest radikal
iretimi, mitekondrial disfonksyon, inflamasyon, DNA hasar1 ve sonuc¢ olarak geri
doniisiimsiiz noron hasar1 ve dliimiine neden olan hiicre i¢i toksik yolaklarin aktivasyonunu
tetikler (20-22).

Hipoksi iskeminin neden oldugu sinaptik disfonksiyonun bir diger 6nemli pargasi
postsinaptik noronal membran depolarizasyonudur. Asir1 miktarda sinaptik glutamat diizeyi
nedeniyle olusan membran depolarizasyonu kanallarm daha fazla acilmasma ve Na' ve
Ca™un daha fazla hiicre igine girisine neden olur. Normal mitokondrial fonksiyon varliginda
glutamatin yiiksek diizeylerine ragmen membran depolarizasyonu bir dereceye kadar olurken,
oksidatif stres ve hiicrelere glukoz sunumundaki bozulmanin neden oldugu asir1 sinaptik
glutamat saliniminin sinerjistik etkisiyle asir1 diizeyde eksitotoksisite meydana gelebilir (23).
Glutamat reseptorlerinin uyarilmasi nodronal hiicre 6liimiinde anahtar rol oynamaktadir (17)
(Sekil 1). Glutamat, 6zgiin reseptorleri ile etkileserek duyusal bilgilerin iletilmesi, motor
aktivite, spinal reflekslerin diizenlenmesi, hafiza ve 6grenme gibi bircok islevde 6nemli rol

oynamaktadir (16).



Glutamat
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Sekil 1: Glutamatin Tetikledigi Nekroz ve Apoptoz

2.1.4.Apoptozis

Eksitotoksik hiicre 6liimii nekrozis ya da apoptozis seklinde olur. Ge¢ donemdeki
noronal Olim saatler ve giinler icerisinde gelisen apoptozisle meydana gelir. Yapilan
calismalarda yenidogan doneminde gelisen hipoksik iskemik beyin hasarinda apoptozisin
nekrozdan daha Onemli oldugunu gostermistir (23,24). Apoptoz siireci, DNA hasarina
genlerin yaniti, hiicre membrani tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasi (Fas ligand1), hiicreye
dogrudan proteolitik enzim girisi olmak tizere ii¢ farkli sekilde isleyebilir. Bu siirecte belli
bash {lic 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 goézlenen mitokondriyal hasar, c¢ekirdek zari kirilmasi, DNA parcalanmasi,
kromatin marjinasyonu ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisiklikler
ortaya ¢ikar (25). Apoptozis ¢ok sayida mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda, bazi
iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (bcl-2), proteinler (p53) ve hatta organeller
bulunmaktadir (5). Apoptozis siirecinde hiicre icine siirekli olarak kalsiyum girer. Kalsiyum
iyonu da endoniikleaz, proteaz, lipaz ve deoksiriboniikleaz aktivasyonuna neden olur. Ayrica
kalsiyum reaktif oksijen molekiillerinin artigina neden olur. Seramid apoptotik etkisini

proteazlar1 ve endoniikleazlar1 aktive ederek DNA pargalanmalarina sebep olarak yaptigi

10



sanilmaktadir (25,26). Apoptozu baglatan ve engelleyen genler yasamsal dengenin
saglanmasimda onemlidir.

Kaspazlar apoptotik programin onemli bir bilesenidir. Gorevleri sitokin iiretimine
katkida bulunmak ve proteolizisi baglatmaktir. Kaspaz aktivasyonu hiicreye 6zgiidiir. Kaspaz
inhibitorlerinin apoptozisi engelledigi gdosterilmistir (27) . Apoptoz ve nekroz yoluyla
meydana gelen hiicre 6liimii arasinda 6nemli farklar bulunmaktadir (4). Bu farklar Tablo 1° de
ozetlenmistir. Nekroz patolojik bir olaydir. Apoptozis ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla

olusabilir.

Tablo 1: Apoptozis ve Nekrozdaki Ozelliklerin Karsilastirilmasi

Nekroz Apoptozis

Hiicre i¢i dengelerin kayb1 Baslangicta onemli degisiklik yok

Hiicre zar1 gegirgenliginde artma En azindan baslangicta hiicre zari
gecirgenligi degismez

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

potansiyelinde diisme yogunlugu degismez

Sitoplazmik yapilarin tiimiinde sisme Sitozol yogunlagmasi

Mitokondri ve diger organellerde yikim Organeller genelde saglam

Hiicresel enerjide tiikkenme Hiicresel enerjide tiikkenme yok

Diisiik makromolekiiler sentez Makromolekiiler sentez aktivasyonu
gerekli

Bitisik hiicreler etkilenir Sadece ilgili hiicre etkilenir

Kromatin ag1 gevsek Kromatin ag1 yogun

Pasif atrofi Aktif dejenerasyon

2.1.5.HiBH’da Kaspazlarin (caspase) Rolii

Kaspazlar (cysteine-containing aspartate specific protease) kalsiyum bagimsiz hiicre
icl sistein proteaz smifinin en dnemli boliimiinii olustururlar (28,29) . Apoptozis ile iliski
kurulan en 6nemli olay kaspazlarin aktivasyonudur.

Bilinen 14 adet kaspaz mevcuttur. Kaspaz 2,8,9,10 apoptozu baslatici; 3,6,7 ise
apoptozu yliriiten kaspazlar olarak bilinmektedir (4). Kaspazlar inaktif prekiirsorler olarak
hiicre sitoplazmasinda bulunurlar ve c¢ofu proapoptotiktir. Sitokrom c¢’nin sitoplazmaya

saliverilmesi ve prokaspaz 9’u uyarmasi ile apoptoz baslar (4). Kaspazlar apoptozisi aktive
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eden sinyaller tarafindan tetiklenmektedirler. Kaspazlar belirli proteinleri parcalamaktadirlar.
Bu parcalanma sonucunda digerleri de aktive olarak proteolitik bir siireci baglatirlar. Baglatict
kaspazlar apoptotik uyar1 ile baslayan Oliim sinyallerini yiiriitiici kaspazlara iletirler.
Yiiriitlicii kaspazlar ise ilgili proteinleri parcalayarak apoptotik hiicrenin olusmasina neden
olmaktadir (4). Kaspaz 1 ve kaspaz 3 iskemide baslayan hiicre 6liimii mekanizmasinda en
onemli mediatorlerdir (30,31). Chen ve arkadaslar1 kaspaz 3’lin gecikmis ndronal Sliime
aracilik ettigini rapor etmislerdir. Ayrica kaspaz 3 inhibitorlerinin hiicre Gliimii lizerine
etkilerinin kaspaz 1 inhibitorlerine gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir (32,33).
Kaspazlarm baskilanmasi ile apapoptozun onlenecegi ve HIBH’nin azaltilabilecegi
diistiniilmektedir.

2.1.6.HIBH’da Sitokinlerin Rolii

Hipoksik iskemik beyin hasarinda proinflamatuar sitokin-beyin zedelenmesi iliskisi
onemle sorgulanmaktadir. TNF-o’nin apoptoz aktivatorii oldugu bilinmekle birlikte, bu
etkisini sitozolde sifingomyelinazi aktive edip seramid artismni saglayarak yapmaktadir (34).
Hipoksi sonrasi altinci saatte zirve yapan gegici bir IL-1beta ve  TNF-a yiiksekligi oldugu ve
rekombinant IL-1 ra hipoksi Oncesi veya sonrasinda verildiginde beyin zedelenmesini
engelleyebildigi gosterilmistir (35). Proinflamatuar sitokinler icinde TNF ve IL-1, sitokin
kaskadindaki ¢ok Onemli rolleri nedeniyle proinflamatuar orkestra sefleri olarak
tanimlanabilirler. Diger proenflamatuar mediatorler endotelden TNF-a ve IL-1 etkisi ile
salinirlar ve vazodilatotor (NO, PAF, PGE-2) veya vazokonstriktor etki yaparlar (36).

TNF-a proinflamatuar sitokinlerin yan sira antiinflamatuar sitokinleri ve dogal sitokin
inhibitorii olan IL-1 ra reseptdrlerin liretimini de etkiler. Bdylece asir1 sitokin yanitini
dengeler (34). TNF-a esas olarak T lenfositler, makrofajlar, astrositler, mikroglia ve noronlar
tarafindan sentezlenen ve sekretuar formu 17 KD, membran formu ise 26 KD olan bir
sitokindir. Molekiil agirliklarina gore P55 reseptorii (TNFRI) ve p75 reseptorii (TNFRII)
olmak {tizere iki adet reseptdrii vardir. P55 bir¢ok biyolojik etkinin baslamasinda rol oynar
(36). Deneysel beyin zedelenmesi modellerinde artmig TNF-a gosterilmistir. Hayvan
modellerinde hipoksi iskemi ertesi dordiincii saatte serum ve BOS’ta TNF-o’da artigla birlikte
beyinde 6dem ve notrofil birikimi olmaktadir (37). Ayrica yapilan son ¢alismalar TNF-a’nin

NMDA aracili glutamat norotoksisitesini potansiyalize ettigi gosterilmistir (38).
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2.2.PENTOKSIFILIN

Pentoksifilin sentetik bir teobromin derivesi olup yapisal olarak metilksantin, teofilin ve
kafein ile benzerlik gosteren fosfodiesteraz inhibitoriidiir.  Ancak diger metilksantin
tirevlerinden farkli olarak hemoreholojik etkilere sahiptir. Eritrosit deformobilitesini
tyilestirip agregasyonu azaltir. Ayrica plazma viskositesini de azaltarak mikrosirkiilasyonu
tyilestirir. Bu nedenle pentoksifilinin baslica kullanim alami periferik ve serebrovaskiiler
hastaliklardir. Ayrica hemotolojik malignitesi olan hastalarda o6zellikle kemik iligi
transplantasyonu sonrasi ortaya cikan toksik yan etkileri ve greft reddi reaksiyonunun
onlenmesinde koruyucu ajan olarak kullanilmaktadir (39).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda pentoksifilinin TNF-a, IL-6 gibi kemotaktik
mediyatorlerin - yapimmi azalttigi ve boOylece inflamatuar reaksiyonlar1 baskiladig:
gosterilmistir. Dolayisiyla yenidogan iinitelerinde de sepsis ve nekrotizan enterekolit gibi
ciddi inflamatuar olaylarda immiinmodiilator olarak kullanilmaktadir.
2.2.1.Etki Mekanizmasi

Inflamasyon ve septik sokta pentoksifilinin etki mekanizmas: Sekil 2’de zetlenmistir.
Pentoksifilinin antiinflamatuar 6zelligi intraselliller cAMP aktivitesini arttirp eritrosit
fosfodiesterazin1 inhibe etmesi yoluyla gerceklesir. Ayrica pentoksifilinin hemoreholojik
etkisi sayesinde kanm viskozitesi azalir ve bdylece doku perfiizyonu ve mikrosirkiilasyonu
tyilesir. Bir fosfodiesteraz inhibitérii oldugu i¢cin TNF-a, IL-6 ve IFN-y gibi giicli
proinflamatuar sitokinleri azaltir. Pentoksifilin ndtrofil fonksiyonlar1 {izerinde cift yonli
etkiye sahiptir. Diisiik dozlarda yangiyi arttirirken yliksek dozlarda azaltmaktadir (39). Ayrica

iskemi reperflizyon hasarinda pentoksifilinin PAF iiretimini inhibe ettigi de gdsterilmistir (11).
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Sekil 2: inflamasyon ve Septik Sokta Pentoksifilinin Etki Mekanizmasi

2.2.2.Pentoksifilinin Farmakokinetik Ozellikleri

Pentoksifilin suda ve etanolde ¢6ziiniir. Kanda % 70 oraninda ¢6ziinmiis olarak bulunur.
Eliminasyon yar1t omrii 0.4-0.8 saattir. Ancak yenidogan ve ¢ocuklarda pentoksifilinin
farmakokinetigi hakkinda veriler smirlidir. Szymura-Oleksiak ve arkadaslar1 septik soklu
yenidoganlarda 6 saatten uzun siire intravendz pentoksifilin inflizyonunu, erigkin septik soklu
hastalarla karsilastirmasi sonucunda ayni doz ile tedavi edildigini bildirmistir (40). Ancak
klinik 1yilesme gecici olup sadece birkag saattir. Bu otdrler bu yiizden 12 saatten uzun siire 60
mg/kg/giin kullanmislardir, ki bu da pentoksifilinin serum konsantrasyonunda anlamli bir artig

ile sonuglanmistir. Bu dozun yan etki olmaksizin iyi tolere edildigi bildirilmistir (39).

2.3.HIBH’DA HISTOLOJIiK BULGULAR

Volpe, hipoksik iskemik beyin hasarinda énemli néropatolojik bulgular tanimlamistir
(41). Bir kiside birden fazla lezyon gdzlenebilmektedir. HIBH den sonra gozlenen klinik ve
noropatolojik anomaliler, hasarm yapist ve etkilenen bebeklerin gebelik yasma gore
degismektedir. Zamanindan once dogan bebeklerde germinal matriks veya ventrikiil icinde
kanamaya neden olabilir. Zamaninda doganlarda patoloji daha ¢ok serebral korteks ve bazal
gangliyonlardadir. Bu nedenle zamaninda dogan ve zamanindan dnce dogan bebekteki beyin

hasar1 ayr1 ayr1 ele alinmalidir (2).
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2.3.1.Secici Noronal Nekroz

HIBH’nin en sik rastlanan ndropatolojik durumudur. Hipokampus, serebellum,
beyinsapi, talamus ya da korteksin spesifik bolgelerini igerebilir. Uterin riiptiir ve kord
prolapsusu gibi akut global bir hasarda beyin sapi, talamus ve bazal ganglionlar siklikla
hasarlanirken, kronik hipoksi iskemide korteks ve subkortikal beyaz cevher hasari daha sik
olmaktadir. Klinik bulgular hasarm yerine baghdir. Konviilzyonlar kortikal hasarin bir
ozelligi iken, bazal ganglion ve talamusu ilgilendiren infarklarda irritabilite, postiir bozuklugu
ve beyin sap1 disfonksiyonu gelisir (41).
2.3.2.Status Marmoratus

En az goriilen ndropatolojik lezyon olup genellikle zamaninda dogan bebeklerde
gozlenir. Temel olarak bazal ganglia ve talamusta olusur ve bdlgelerin mermerimsi bir
goriiniimiine neden olur. Yenidogan déonemindeki kisa donem etkileri bilinmemektedir. Uzun
donem sekelleri ise entelektiiel bozulma, distoni, koreoatetoz ve tremoru igermektedir (41).
2.3.3.Parasagital Serebral Nekroz

Serebral korteksin ve serebral konveksitelerin parasagital bolgelerine lokalize beyaz
madde nekrozunu ifade eder. Lezyonlar ©On, orta ve arka serebral arterlerin sulama
alanlarindadir. Bozulmus serebrovaskiiler otoregiilasyon 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, konusma bozuklugu ve goz hareketlerinde bozukluktur (41).
2.3.4.Bolgesel ve Coklu Bolgesel iskemik Beyin Nekrozu

Genellikle zamaninda dogan bebeklerde dogumdan sonraki iskemik olaylar sonucunda
gozlenir. En sik etkilenen bdlge orta serebral arterin besledigi alanlardir. Genellikle tek
taraflidir. Beyin parankiminde infarktlara bagli oyuklar olustugunda porensefalik Kkist,
multikistik ensefalomalazi ve hatta hidrensefali gelisebilir. Bebeklerin en az %380’inde
belirgin semptom nobettir. Bolgesel veya coklu bolgesel beyin nekrozunun uzun donem

sekelleri spastik hemiparezi, kuadriparezi, bilissel bozukluklar ve nobetlerdir (41).
2.4.HiBH’ DE KLINIK BULGULAR

HIBH’ de klinik bulgular hipoksi ve iskeminin siddeti, siiresi, nérolojik tutulumun siddeti ve

yerine gore degisir. Ayrica diger sistemlerin etkilenme dereceleri ve yerleri, bebegin gebelik
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yast ile iligkilidir. Genellikle hipoksik iskemik ensefalopati siireci dogum sonrasinda 12
saatlik dilimler halinde incelenir (42).
ilk 12 Saatlik Dénem: Agir olgularda ilk 12 saatte stupor, koma, diizensiz solunum, solunum
yetmezligi, hipotoni, yenidogan reflekslerinde baskilanma, kendiliginden hareketlerde
azalma vardir. Agir olgularm %350-60’inda ilk 6-12 saat iginde konviilziyon goriiliir.
Pupillanin 15182 yanit1 baslangicta tamdwr. Hafif olgularda pupilla genellikle genis ve
uyarilabilirken, agir olgularda dar veya 1518a duyarli degildir (42).
12- 24 Saatlik Donem: Bu donemde agir olgularda koma devam ederken hafif vakalarda
biling durumunda bir miktar iyilesme goriiliir. Uyanikligin artmasi ile beraber konvulziyonlar,
apne, huzursuzluk, titreme benzeri klinik belirtiler artabilir (42).
24- 72 Saatlik Donem: Agir olgularda 24- 72 saat icinde beyin ve beyin sapi islevleri
bozulur, biling giderek kotiilesir, pupil 151k tepkisi ve okiilosefalik tepki alinamaz, koma
gelisir, solunum durmasi olur ve bu donemde bebeklerin cogu kaybedilir (42).
72. Saatten Sonraki Donem: 72 saatten sonra hayatta kalan olgularda giinler, haftalar
icerisinde bir miktar diizelme olur. Bilin¢ diizeyinde kismen iyilesme olmakla birlikte hafif
bir stupor hali devam eder, emme, yutma ve dil hareketlerinde sorunlar ortaya cikar.
Genellikle beslenmede sorunlar yasanir. Bazal ganglion tutulumu olan hastalarda tonus artisi
belirgin olmakla birlikte ¢ogu hastada ekstremitelerde yaygin tonus azalmasi olur (42).
Perinatal hipoksik iskemik olaylar ¢ogunlukla beyin digindaki organlar1 da etkiler.
Akcigerlerde surfaktan yapimmin baskilanmasma bagl olarak respiratuvar distres sendromu
geligebilir.  Dogum Oncesi baglayan hipoksi mekonyum aspirasyonu sendromu ile
sonuglanabilir. Akcigerde 6dem, kanama, pulmoner hipertansiyon ve devamli fetal dolasim
gelisebilir (2). Kalpte miyokard iskemisine bagli olarak konjestif kalp yetmezligi,
hipotansiyon, ritim bozuklugu, mitral ve trikiispit kapak yetmezligi goriilebilir. Perinatal
hipoksi-iskemiyi takiben bobrek kanlanmasi azalir, akut tubuler nekroz, kortikal veya
meduller hasar sonucunda bobrek yetmezligi gelisebilir. Olgularin cogunda oligiiri gelisir, tire
ve kreatinin degerlerinde yiikselme goriiliir (2). Hematliri ve renal ven trombozu gelisebilir.
Barsaklarda yasanan hipoksi ve iskemi sonucunda nekrotizan enterekolit goriilebilir. Siklikla
karaciger enzimlerinde yiikselme ve pihtilasma testlerinde bozulma olur. Agir olgularda
adrenal yetmezlik, adrenal bezlerde kanama, uygunsuz antidiiiretik hormon (ADH) salinimi
goriilebilir. Ayrica trombositopeni, deri alt1 yag dokusu nekrozu ve hipoglisemi, hipokalsemi,

hiponatremi gibi metabolik sorunlarla sik karsilasilir (2).
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Modifiye Sarnat smniflamas1 gilinlimiizde hipoksik iskemik ensefalopatinin

evrelemesinde en sik kullanilan smniflamadir. Bu smiflamaya gore olgular hafif, orta ve agir

olarak siniflandirilmaktadi (2) (Tablo 2 ).

Tablo 2: Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Sarnat ve Sarnat Evrelemesi

Bulgular Evre 1 Evre 2 Evre 3

Biling diizeyi Hiperalert Letarjik Stupor, koma

Adele tonusu Normal Hipotonik Flask

Postiir Normal Fleksiyon Desebre

Tendon refleksleri Hiperaktif Hiperaktif Yok

Miyoklonus Var Var Yok

Moro refleksi Giiclii Zayif Yok

Pupiller Midriyazis Miyozis Esit  degil, 151k

refleksi az

Nobetler Yok Sik Deserebrasyon

EEG Normal Nobet aktivitesine | Izoelektirik ~ hatta
gore degisen diisiik | burst supresyonu
voltaj

Semptomlarn siiresi | <24 saat 2-14 giin Glinler-haftalar

Sonug Yaklasik %100 | %80 normal, | Yaklasik %350’s1

normal semptomlar 5-7 | olir. Yasayanlarda

gilinden fazla siirerse | yilkksek ~ morbitide
anormal gelisir.

2.5.HiBH TANISI

Perinatal HIE nin tamisinda 6ykii ve fizik muayene olduk¢a 6nemlidir. Oykiide dogum
oncesi donem, dogum siireci ve dogum sonrasit donemle ilgili ayrmtili bilgiler alinmalidir.
Bebegin fiziksel incelemesinin 6zellikle de norolojik muayenesinin dikkatli bir sekilde
yapilmas1 HIE tamismin konmasma, agirhigmin belirlenmesine ve erken dénemde tedavinin
baslanmasina yardimci olacaktir. Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji Dernegi 2004 yilinda
asagida yer alan tani 6l¢iitlerinin kullanilmasini 6nermistir (43).

Tani i¢in bulunmasi zorunlu tutulan 6lgtitler:

1. Gobek kordonundan alinan arteriyel kan gazinda metabolik asidozun varlig1 (pH<

7.0 ve baz ac1g1> 12 mmol/L),
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2. Gebelik yas1 34 hafta veya daha biiyiik olan bebeklerde erken donemde orta veya

agir derecede ensefalopati bulgularmnin varligi,

3. Enfeksiyon, travma, kanama bozukluklari, genetik bozukluklar gibi ensefalopatiye

neden olabilecek diger nedenlerin diglanmasi.

Hipoksik iskemik ensefalopatiye 6zgiin olmayan ek olgiitler:

1. Besinci dakika Apgar puaninin sifir ile {i¢ arasinda olmasi,

2. 1lk 72 saat i¢inde ¢oklu organ tutulumunun olmast,

3. Hipoksik iskemik olayin dogum 6ncesinde veya dogum sirasinda baslamis olmasi,

4. FErken donemde yapilan goriintilemede akut ve yaygmn beyin hasari varliginin

kanitlanmasi,

5. Baslangigta fetal izlem bulgular1 normal iken hipoksik olay sonrasinda anormal

bulgularin (bradikardi, ge¢ veya degisken deselerasyonlar) saptanmasi.

HIE tanmisinin konmasi kadar agirhginin belirlenmesi de énemlidir. Hafif HIE ¢ogu
zaman tedavi gerektirmeden kisa zamanda diizelmekte ve Onemli sakatliklara neden
olmamaktadir. Agir HIE ciddi seyretmekte ve var olan tedavi yontemlerine ragmen agir
sakatliklara neden olmaktadir. Orta derecede HIE’li bebeklerin ise bir kismi tedaviden yarar
goriirken ve 6nemli sakathiklar gelismezken, diger kisminda 6nemli sakatliklar gelismektedir
(44). Orta derecede HIE’nin bu kadar farkhi sekilde sonuglanabilmesi evreleme igin yaygin
olarak kullanilan Sarnat ve Sarnat smiflamasmin yetersiz oldugunu diistindiirmektedir. Erken
donemde taninin konmasi ve hangi hastalarin tedaviden yarar goreceklerinin belirlenmesi
oldukca 6nemlidir. Oykii ve fiziksel inceleme her zaman HIE tanisinin konmasi ve tedaviden
fayda gorecek hasta grubunun belirlenmesi i¢in yeterli olmamaktadir, bu nedenle
elektrofizyolojik, biyokimyasal ve radyolojik yontemlerden de yararlanilmaya calisilmaktadir.
2.5.1.Biyokimyasal incelemeler

HIBH’nin varhigini, siddetini, baslama zamanini, prognozunu gdsterebilen ve klinik
kullanimda olan bir biyokimyasal test suan i¢in bulunmamaktadir. Giinlimiizde bu amagla kan,
idrar veya beyin omurilik sivisinda bakilabilecek biyokimyasal belirteclerle ilgili arastirmalar
devam etmektedir. Bunlar arasinda idrarda protein S-100B, laktat, kreatinin; serumda IL-
Ibeta, IL-6, IL-8, IL-9, IL-12, IL-13, TNF-a, néron spesifik enolaz (NSE), laktat, beyine
0zgl kreatin kinaz (CK-BB), proteine bagli olmayan demir, glial fibriler asidik protein
(GFAP), iyonize kalsiyum; beyin omurilik sivisinda (BOS) GFAP, NSE, miyelin bazik
protein (MBP), protein S-100B, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-0, bulunmaktadir (44).
2.5.2.Elektrofizyolojik testler
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2.5.2.1.Elektroensefalogram (EEG)

Elektroensefalogram (EEG) hipoksik iskemik ensefalopatinin tanisi, evrelemesi ve
prognozunun 6n goriilebilmesi i¢in olduk¢a onemlidir. Ayrica klinik olarak tanmmasi gii¢
olabilen gizli konviilziyonlarin tam ve tedavisinde de olduk¢a &nemlidir. Hafif HIE’de
genellikle EEG normaldir. Orta HIE de diisiik voltaj veya ndbet aktivitesi sik gozlenir. Agir
HIE de ise ndbet aktivitesi veya siirekli izoelektrik hatta ¢izecek kadar baskilanma goriilebilir
(2).
2.5.2.2. Amplitiid-Entegre Elektroensefalogram

Son yillarda uygulanmaya baslanan amplitiid-entegre elektroensefalogram (aEEG) ile
geleneksel EEG’den farkli olarak daha az sayida elektrot kullanilarak ve daha kolay bir
sekilde hasta basinda stirekli olarak beynin elektriksel aktivitesi izlenebilmektedir (45). Yakin
zamanda yaymlanan bir toplu ¢oziimlemede HIE’li bebeklerde yapilan aEEG’nin %91
duyarlilik ve %88 06zgiilliikle uzun donemli sonuglar1 6ngorebildigi bildirilmistir (46). Bu
toplu analizin isaret ettigi gibi erken donemde aEEG hangi hastalara noron koruyucu tedavi
yontemlerinin uygulanmasi gerektigini gostermesi acisindan oldukc¢a 6nemli bir yontemdir.
Bazi merkezler sogutma uygulanacak HIE’li bebekleri belirlerken aEEG’yi bir &lgiit olarak
alirlarken digerleri almamaktadir (46,47). aEEG’yi sogutma i¢in bir Ol¢ilit olarak alan
merkezler orta veya agir derecede aEEG bozuklugu varhiginda sogutma tedavisini
uygulamaktadirlar (47).
2.5.2.3.Beyin sapinin isitsel ve gorsel uyarilmis potansiyelleri (BAEP ve VEP) ol¢ciimii

Beyin sapmin isitsel ve gorsel uyarilmis potansiyellerinin 6lglimiiniin sinirsel sagirhik
ve gorsel bozuklugu retrospektif olarak onceden bildiren yontemler oldugu kabul edilir.
Uyarilmis beyin sap1 potansiyelleri perinatal asfiksinin tani, izlem ve prognoz tayininde
kullanilmaktadir. Bu testler, beyin sap1 yapilarini degerlendirmeye olanak tanir. Zamaninda
dogan bebeklerde yapilan bir ¢alismada ilk 24 saatte normal somato-sensoriyel uyarilmis
potansiyeller (SEP) varligi iyi prognozu oOnceden belirlemede %94 duyarli oldugunu
gosterilmistir (48).
2.5.3.Goriintiileme teknikleri
2.5.3.1.Kraniyal Ultrasanografi (US)

Bu yontem yiiksek etkili, zararsiz ve ucuz olmasi nedeniyle sik tercih edilen bir tani
aracidir. Perinatal HIE’li bebekte erken donemde beyin ekodansitesinin artmasi, temel
anatomik yapilarin ayirt edilememesi, sulkuslarin silinmesi ve ventrikiillerin basiya ugramis

olmasi1 beyin 6demini diisiindiirtir (48).
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2.5.3.2.Renkli Dopler Sonografi

Bu yontem ile beyin arter kan akim hizi ve beyin kan hacmi 6lgiilerek tani ve prognoz
hakkinda fikir edinilebilmektedir. On serebral arterden yapilan dlgiimlerde diyastol sonu kan
akim hizinm sistolik kan akim hizina oranmm 0,55’den kiiciik olmasmm HIE’li bebeklerde
prognozun kotii olacagmi gosterdigi bildirilmistir (48).
2.5.3.3.Bilgisayarh Tomografi (BT)

Hipoksi-iskemi sonrasinda beyinde ortaya c¢ikan dansite azalmasi ve zamaninda dogan
bebeklerde daha sik olarak rastlanan parasagital infarktlarin gosterilmesinde bilgisayarli
tomografi oldukca yararlidir BT nin 6zellikle beyin 6deminin en belirgin oldugu iki ile
besinci giinler arasinda dansite degisikligini yansitacagi kabul edilmektedir. Beyin
dansitesindeki azalmanin kotii prognozu yansittigi gosterilmistir (48).
2.5.3.4.Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MRG)

Parasagittal serebral hasar MRG ile diger goriintiileme yontemlerinden ¢ok daha iyi
goriintiilenebilir. PVL nin akut doneminde BT ile siklikla siipheli sonuglar alinirken, MRG ile
kesin tani1 konulabilir. Ancak MRG’nin pahali olusu ve her yerde bulunmayisi nedeniyle
kullanim1 sinirli kalmaktadir (48).
2.5.3.5.Manyetik Rezonans Spektroskopi (MRS)

Bu yontemle hipoksi ve iskeminin erken ve ge¢ bulgularmi detayli bir sekilde
degerlendirmek ve bunlar1 prognoz ile iliskilendirmek miimkiindiir. MRS ile 3P kullamilarak
fosfokreatinin (PCr) ve inorganik fosfat (Pi) Ol¢iimii yapilabilmektedir. PCr/Pi1 orani
beyindeki fosforile enerji durumunu yansitir, asfiktik bebeklerde bu oranin diisiik olmas1 kotii
prognoza isaret eder (48).
2.5.3.6.Proton MRS

HIBH’li bebeklerin beyinlerinde laktat oraninda artis ve N-asetil-aspartat (Naa)
diizeyinde diisiis oldugu bu yontemle saptanmistir. Naa/kreatinin veya Naa/kolin oranindaki
disiikliigiin kotii prognozu yansittigi gésterilmistir (48).
2.5.3.7.Near- infrared Spektroskopi

Hasta basinda kullanilabilen, invazif olmayan bir tani yontemi olup, bu ydntemle
beyinin oksi ve deoksi hemoglobin diizeyinin belirlenmesi miimkiin olmaktadir (49). HIEli

bebeklerde prognozun tahmininde kullanilmasina yonelik arastirmalar devam etmektedir.
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2.6.HiBH’ DE TEDAVI
Ozellikle ciddi HIBH’li bebekler siklikla kalp, akciger, bobrek ve karacigeri igeren

¢oklu organ yetmezligine sahiptir. HIBH’li bebeklerin cogunda etkilenme intrauterin
donemde olur. HIBH olustuktan sonra uygulanan tedavilerde heniiz istenen basar1
saglanamamistir. Bu yiizden HIBH gelisiminin dnlenmesine yonelik calismalarm onemi
devam etmektedir.
2.6.1.Destek Tedavisi

Tim perinatal hipoksik iskemik ensefalopatili bebeklerin %90 kadari dogum oncesi
donemde ve dogum sirasinda, %10 kadar1 ise dogum sonrast donemde hipoksik iskemik
olayla kars1 karsiya kalirlar (50). Bu nedenle yenidoganin canlandirilmas:t konusunda
deneyimli en az bir, miimkiinse iki kisinin dogum odasinda bulunmasi ve gerektiginde etkin
bir sekilde solunum ve dolasim destegi saglamalar1 olduk¢a onemlidir. Hipoksik iskemik
ensefalopatili bebeklerde yeniden canlandirma uygulamalarinin ardindan gerekiyorsa
solunum destegine etkin sekilde devam edilmelidir. Karbondioksit normal sinirlar igerisinde
tutulmalidir. Hipotansiyon agisindan bebek yakindan takip edilmeli gerekiyorsa sivi ve
inotrop destegi verilmelidir. Sivi destegi uygulanirken uygunsuz ADH salmimi ve beyin
odemi agisindan  dikkatli olunmalidir. Hipoglisemi, hipokalsemi, hiponatremi,
hipomagnezemi, metabolik asidoz, bobrek yetmezligi ve konviilziyonlar agisindan bebek
yakindan izlenmeli ve uygun sekilde tedavi edilmelidir (51).
2.6.2.Konviilziyonlarin Tedavisi

Orta ve agir derecede hipoksik iskemik ensefalopatili bebeklerde ilk saatlerden itibaren
siklikla konviilziyonlar goriliir. Yapilan hayvan ve insan c¢alismalarinda konviilziyonlarin
sadece bir bulgu olmadig1, var olan HIBH’yi arttirdigi gdsterilmistir (52). Bu nedenle HIiE’li
bebeklerde konviilziyonlarin etkili bir sekilde tedavi edilmesi beyin hasarmin artmasini
engelleyebilir. Fenobarbital HIE’li yenidoganlarda en sik tercih elden antikonviilzandir (42).
Son yillarda yapilan hayvan calismalarinda topiramatin ve levatirasetamin HIBH’de ndron
koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir (53).
2.6.3.HiBH Tedavisinde Yeni Yaklasimlar

Beyni korumanin farkli yOntemleri heniiz arastirma asamasmndadir. YenidoZan

bebeklerdeki etkileri heniiz tam olarak belirlenmemistir. Beyin korumasi igin barbitiirat,
glutamat reseptor antagonistleri, serbest radikal baskilayicilari, hipoksantin, kok hiicre
uygulamasi ve hipotermi gibi ¢esitli deneysel yontemler hala arastirilmaktadir. Caligmalarin

cogu deneysel diizeyde olup, heniiz klinik uygulamaya gegmemistir (54).
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2.6.4.Hipotermi Uygulanmasi
Hipotermi serebral metabolizma hizini azaltir. Nekrotik ve apoptotik hiicre dliimiinii
baglatan noronal enerji kaynaklarindaki azalmay1 onleyerek apoptozu Onler. Ayrica oksijen
metabolizmasini yavaslatir, sitotoksik 6demi onler, eksitotoksin ve NO salinimini azaltir (42).
Sogutma tedavisi tiim viicut sogutma veya secici bas sogutma tedavisi seklinde
uygulanabilmektedir (2). Tiim viicut sogutma yonteminde biitiin viicut sogutularak rektal
sicakligin  33-34°C arasinda tutulmasi hedeflenmektedir. Bas sogutma tedavisinde ise
ozellikle basa sogutma uygulanmakta ve boylece beyine daha etkili sogutma uygulanabilecegi
varsayllmakta ve rektal sicakligin biraz daha yliksekte (34- 35°C) tutularak sogutmanin
sistemik yan etkilerinden kac¢inilmasi hedeflenmektedir (2). Her iki yontemde de miimkiin
olan en erken zamanda (ilk 6 saat) sogutmaya baslanmakta ve 72 saat boyunca sogutmaya
devam edilmektedir. Baz1 merkezler tiim viicut sogutma yontemini tercih ederken bazilar1 da
secici bag sogutma yontemini tercih etmektedirler ancak heniiz hangi yontemin daha {istiin
olduguna dair yeterli kanit bulunmamaktadir (47,55,56).
Yaki zamanda yapilan bir toplu ¢éziimlemede sogutma tedavisi ile 6liim veya agir
norolojik sakatlik goriilme orami anlamli derecede azalmistir. Ayrica sogutma tedavisi
uygulanan gruplarda nérogelisimsel testlerde daha iyi sonuglar alinmis ve norolojik sakatlik

olmadan yagam oranlar1 da artmistir (57).

2.7.SICANLARIN BIiLiSSEL VE LOKOMOTOR YETILERININ
DEGERLENDIRILMESI

Sicanlarin biligsel ve lokomotor yetilerinin degerlendirilmesinde tanimlanmis pek ¢ok
hayvan davranis deneyi (HDD) modeli mevcuttur. HDD’ ler ile sicanlarda anksiyete, otonom
islevler, 6grenme, hafiza ve lokomotor aktivite gibi pek ¢ok 0Ozelligin degerlendirilmesi
yapilmaktadir. Bilimsel yeterlilik dl¢iitlerinin tiimiine ayn1 anda sahip olan bir HDD modeli
yoktur ve bu modellerin ¢ogu %100 kesinlikte sonug¢ saglayamamaktadir. Ancak bilimsel
teknolojideki gelismelerle birlikte HDD’ ler giderek daha ideal dlgiitlerde yapilabilmektedir.

Davranis deneylerinin sicanlarin ¢evresel (ndromotor) gelisimin tamamlandigr 80-85.
gilinlerden sonra yapilmasi onerilmektedir (58). Ancak siganlarin dogumu takiben kag¢ haftalik
oldugu belirtilen ya da belirtilmeyen pek ¢ok calismada, deneylerin ortalama 180-400 gr
agirhigindaki eriskin erkek siganlarla yapildigi bildirilmistir (59) . Bu deneylerde sicanlarin
cinsiyetlerine gore farkli davranislar sergiledigi tespit edilmistir. Ozellikle uzaysal (spatial)

ogrenmenin degerlendirilmesinde erkek cinsiyeti daha uygun oldugu saptanmistir. Bu
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durumun hormonal farklilikk ve hipokampiis gelisimdeki farktan kaynaklandigi ileri
stirtilmiistiir (60). Bu nedenle yapilan pek cok ¢alismada erkek sican kullanilmistir.

Deney hayvanlarinda 6grenmenin test edilmesi i¢in davranigsal, ektrofizyolojik ve
molekiiler ¢alismalar yapilmaktadir. Ogrenmenin degerlendirilmesinde kullanilan davranis
testleri; Morris su tanki, Radyal labirent, Y labirent, A¢ik alan testi gibi testlerdir.
2.7.1.Hafiza ve Ogrenmeden Sorumlu Beyin Yapilan

Hafiza olusumunda frontal, parietal, oksipital ve temporal loblar, hipokampus ve limbik
sistemin diger yapilar1 arasindaki néronal aglar gorev yapar. Anlik hafizadaki bilgilerin uzun
sireli hafizaya aktarilmasi i¢in kodlama islemi, hipokampus, entorhinal, peririnal ve
parahipokampal korteks kisimlar1 hipokampusun diensefalon ile baglantilar1 talamus
hafizanin olusum siireclerinde O6nemli gorev yapar. Talamus hafiza ile ilgili bilgileri,
prefrontal korteks aracilifiyla 6n beyne gonderir. Burast kodlanmis bilgilerin depolandigi
alandir. Ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, assosiyasyon bdlgelerinde degisik hafiza
alanlarmin bulundugu ve her alanin degisik bir bilgiyi kodladig1 gosterilmistir (61).
2.7.2.Hipokampus

Her tiirlii duyusal uyar1 (gérme, isitme, koku, dokunma v.s.) kii¢iik bir alan dahi olsa,
hipokampiisii aktive eder. Buna karsilik hipokampiis, 6zellikle en biiyiik ¢ikis yolu olan 6n
talamus ve limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller gonderir. Boylece hareketlerin davranig
bi¢imine donlismesinden once, davraniglarin sekillenmesine katkida bulunmus olur. Boylece
hipokampiis, gelen duyusal sinyalleri farkli amaclar i¢in uygun davranis reaksiyonlarinin
icerisinden geciren ek bir kanal rolii oynar.
2.7.3.Hipkampal Formasyon : Ogrenme/bellek Islevinin Anahtar Yapisi

Hipokampiis medial temporal lobda yer alan limbik sistem parcasidir ve uzun siireli
hafiza ve uzamsal bellekte rol alir. Hipokampal formasyon; dentat girus, CA1, CA2 ve CA3
alanlar1 ile subikuler kortekste ve entorinal korteksten olusur. CAl, CA2 ve CA3 esas
hipokampusu olusturan yapilardir. Hipokampus asagidaki tabakalardan olusur;

1. Bazal seviye: Graniiler hiicreler bulunur.
a. Alveus: En yiizeyel tabakadir. Piramidal hiicrelerin kommisural liflerini igerir.
b.Stratum oriens: Inhibitdr sepet hiicreleri ve piramidal ndronlarin bazal dentritlerini igerir.
c. Stratum piramidale: Piramidal néronlarin somalarini bulundurur. Yosunsu lifler de bu

tabakada sinaps yaparlar.

2. Apikal seviye: Cogunlukla aseliilerdir.

a. Stratum lucidum: Yosunsu lifler bu tabakada transvers eksenda uzanir ve sonlanirlar.
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b. Stratum radiatum: C3-1 yolunun Schaffer kollaterallerini bulundurur.
3. Stratum lakunozum-molekiilare: Burasi da bir miktar Schaffer kollaterali bulundurur.
Ayrica CAl bolgesinde burada entorinal kortekse ait perforan lifler bulunur ve piramidal
hiicrelerin apikal dentritleri ile sinaps yaparlar (65) (Sekil 3).

Hipokampal formasyonun ikinci yapisi demtat girustur (DG). DG un esas hiicreleri olan
graniiler hiicrelerin somalar1 ortadaki graniiler tabakada otururlar. Bu hiicrelerin aksonlar1
yosunsu lif denen uzantilar1 olusturur CA3 bdlgesindeki piramidal hiicrelerin aksonlarmin
bazalinde st. radiatumda sonlanirlar. Graniiler tabakanin diger onemli bileseni dentat sepet
hiicrelerdir. Bunlar graniil hiicre gévdelerinin sonlanan GABAerjik liflerini verirler. Graniiler
tabakanin listiinde molekiiler tabaka yer alir ve burada entorinal korteksten gelen perforan yol
aksonlar1 graniiler hiicrelerle sinaps yapar. En altta ise polimorfik tabaka vardir ve graniiler

hiicrelerle iliskili lokal baglantilar1 saglar (66).
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Sekil 3: Hipokampus ve Parahipokampal Olusum

Hipokampal formasyonun {gciincii elemani subikuler komplekstir. Subikulum,
presubikulum ve parasubikulumdan olusur. Ug tabakali kortekse sahiptir: molekiiler tabakasi
piramidal hiicrelerin apikal dentritlerini; piramidal hiicre tabakas1 ayni hiicrelerin somalarini
icerir ve en altta bir polimorfik tabaka vardir. Subikulumun rostro-kaudal bdlgelerinde
dordiincii ve besinci tabaka da vardir. Pre- ve parasubikulum LII’de piramidal hiicreleri
bulunduran komsu korteks alanlaridir. Subikulum, esas hipokampusun CA1 alanini entorinal
kortekse baglar (67).

Entorinal korteks, hipokampal formasyonun en rostralinde yer alan ve en iyi
evrimlesmis yapisidir. Mediyal sinirin1 ise pre- ve parasubikulum yapar. Parahipokampal
girusun (peririnal korteksle beraber) 6n kismii1 meydana getirir. Alt1 tabakali korteks yapisia
sahiptir. LI, aseliiler veya pleksiformdur. LII, entorinal korteksin aywricit 6zelligi olan ve
beynin yiizeyine dogru kiiclik kabartilar olusturan biiyiik piramidal hiicre adalarindan ve
yildiz hiicrelerden olusur. Ayrica neokorteksten farkli olarak internal graniiler tabaka yerine
lamina dissekans denen bir lif tabakas1 vardir (68).
2.7.4.Kognitif Fonksiyonlar ve Bellegin Elektrofizyolojisi
2.7.4.1.Sinaptik Plastisite

Ogrenme siireglerini agiklayabilecek ndral devrelerle ilgili ilk goriislerden biri
“tekrarlayan girisli devre” modelidir. Boyle bir devrede bir noron digerini uyarir; bu néron da
direk ya da dolayli olarak ayni noronu uyarir. Boyle bir devre, bir kez aktive oldugunda sinyal
stirekli olarak devreyi dolanacaktir. Donald Hebb teorisine gére bir A néronu B néronunu
tekrarlayan bir sekilde uyardigi zaman hiicrelerden birinde veya her ikisinde bazi metabolik
ve morfolojik degisiklikler olur ve bu degisiklikler A-B hiicreleri arasindaki sinapsin
etkinligini arttirir. Bellek hakkindaki bugiin gecerli olan diistince, bu kuralin uzantisidir (69).

Noroplastisite, kisaca gesitli i¢ ve dis uyaranlara bagl olarak beyindeki néronlarin ve
bunlarin olusturdugu sinapslarin yapisal Ozellikleri ve islevlerindeki degisiklikler olarak
tanimlanabilir. Sinir sisteminin adaptasyonunda sinaptik etkinligin degisebilmesi rol oynar.
Cevresel degisikliklere uyum ancak 6grenme yolu ile saglanabilir. Ogrenme de sinaptik
plastisite yolu ile gergeklesir. Sinaptik plastisite fonksiyonel ve morfolojik degisiklikler ile
birliktedir. Bu degisiklikler pre ve post sinaptik noéronu ilgilendirir. Bu degisiklikler arasinda
dentritlerdeki  dallanmanin  artmasi/azalmasi, mevcut noronlarin  sinaps  sonrasi

potansiyellerindeki degisiklikler sayilabilir (70). Noroplastisite ile noronlarin dentritleri gibi
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belli bir boliimiinde veya biitiiniinde baz1 fiziksel degisiklikler ortaya cikabilir. Ayrica yeni
noron olusumu, noronlarm kronik siddetli stres gibi olumsuz etkenlere karsi direnclerinde
degisiklikler ve sinaptik etkinlikte artis veya azalmalar ortaya ¢ikabilir.

2.7.4.2.Sinaptik Plastisitenin Elektrofizyolojik Gostergeleri

Sinaptik plastisite, elektrofizyolojik olarak sinaptik etkinligin giliciiniin, uyar1 siddeti ve
kosullarinda degisme olmaksizin bir siireligine Oncesinden daha farkli biytkliikte
kaydedilmesidir.
2.7.4.3.Uzun donemli giiclenme (UDG)

Hipokampiisiin afferent liflerine yiiksek frekansl stimulus zinciri uygulanmasiyla, hedef
norondaki EPSP amplitiidii artar. Bu artis giinler ve haftalar boyunca siirer ve beraberinde
bircok afferent aksonun aktivasyonunu da saglar. Ornegin CA3 néronlarmin Schaffer
kollateralleri yliksek frekansli bir dizi ile uyarildiginda, CAl noronlarinin tek bir uyarana
karst olusan EPSP yanitiin genligi artar. Birgok bilim adami bu fenomenin bellegin
fizyolojik temeli oldugunu diistinmektedir (71).

UDG’nin olusumunda glutamatm 6nemli bir yeri vardir. Postsinaptik membranlarda
bulunan glutamat reseptorleri, ligand kapili iyon kanallar1 olan AMPA ve NMDA
reseptorleridir. AMPA reseptorleri eksitator postsinaptik reseptorler gibi islev goriir. Glutamat
baglaninca kanal hem sodyuma hem de potasyuma gegirgen hale gelir. Fakat daha c¢ok
sodyum girisi postsinaptik hiicrede depolarize edici bir EPSP olusturur. Tersine NMDA-
reseptor kanallar1 kalsiyum girisine aracilik eder, fakat acilmasi icin sadece glutamatin
baglanmasindan daha fazlas1 gerekir. Membranin voltaji negatif dinlenim potansiyeline yakin
oldugu zaman bir magnezyum iyonu NMDA reseptor kanalin1 bloke eder ve magnezyumun
bu blokajinin ortadan kalkmasi icin membran AMPA kanallarindan gecen akimla 6nemli
derecede depolarize olmak zorundadir. Bu da bize, uzun stireli pekistirme mekanizmasinin
tamamlanmas1 i¢in neden yliksek frekansli presinaptik aksiyon potansiyellerinin gerekli
oldugunu agciklar: Diisiik frekanslarda, magnezyum iyonunu bloke ettigi kanaldan kaldirmak
icin gerekli olan 20-30 Mv’luk depolarizasyonun saglanmasi i¢cin AMPA-reseptor
EPSP’lerinin zamansal birikimleri yetersiz kalr ve NMDA reseptorleri acgilamaz.
Depolarizasyon yeterli oldugu zaman NMDA reseptorleri acilarak postsinaptik hiicreye
kalsiyumun girisini saglar. Sonra kalsiyum postsinaptik hiicrede, farkli iki protein kinazin
sirekli aktive oldugu, ikincil haberci kaskadini aktive eder ve de postsinaptik ndronun
glutamata duyarlhiligmi arttirir. Bu ikinci haberci sistemi ayrica, heniiz tanimlanmamis

retrograd haberci ile presinaptik glutamat slinimini uzun siireli aktive eder. Bu presinaptik
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hiicre boyunca sonradan gelen her aksiyon poltansiyeli postsinaptik membranin daha fazla
depolarize olmasina neden olacaktir. Boylece sinaptik ateslemenin belirli bir sekilde tekrar
tekrar ve siddetle aktive olmasi kimyasal ve yapisal degisikliklere yol acar. AMPA ve NMDA
reseptorlerinin birlikte gosterdikleri aktivite UDG ile yakindan iligkilidir. UDG’nin ge¢
fazinda ise, kalsiyum hiicreye girer ve kalmoduline baglanir. Bu baglanma adenilat siklazin
aktivasyonu ve cAMP olusumuyla sonuglanir. Daha sonra cAMP, cAMP Kinaz ve MAP
Kinaz ile fosforillenir ve niikleusa gidip CRE bdlgesini uyarir. Bunun sonucu protein sentezi
ve yeni sinaps formasyonu gibi yapisal degisiklikleri igeren bir siire¢ baslar. Yeni sinaps

formasyonu sinaptik giiclenmeyi uzun siireli kilar (71).

27



3.GEREC ve YONTEMLER
3.1.CALISMA EKIiBIi
Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Neonatoloji
Bilim Dali, Fizyoloji Anabilim Dali ve Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali tarafindan yiiriitiilmiis, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma ve Fizyoloji
Anabilim Dali Davranis Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma Erciyes Universitesi

BAP Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

3.2.ETIiK KOMITE ONAYI

Calisma i¢in Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurul’'undan onay almmustir.

3.3.GERECLER

Deney sirasinda, diseksiyon i¢in mikroskop ve gesitli ebatlarda pens, bistiiri, karotid
arteri baglamak ve cildin kapatilmasi i¢in 6.0 ipek, portegii, ilag ve SF uygulamalar i¢in
enjektorler, hipoksi odacigir (Resim 1), %92 azot ve %8 oksijen karisimini igeren tiip,
oksimetre, sicanlarin viicut sicakligini korumak i¢in 1sitict su banyosu (benmari), hipoksi
odacigr sicakligmin kontrolii i¢in termometre, dekapitasyon i¢in pens ve bistiiri, ¢ikarilan
beyinleri korumak i¢in saklama kaplari, agirlik olgtimleri icin hassas terazi, steril Ortii ve

eldivenler kullanildi.

Resim 1: Hipoksi Odacigi (25x15x10cm’)

3.3.1.Deney Hayvanlan
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Bu ¢aligma agirliklar: 11.8+1.2 g olan Wistar cinsi, 95 adet yedi giinliik erkek yavru
sican lizerinde gerceklestirildi. Erken donemde hipoksi-iskemi ve pentoksifilinin beyin {izerine
etkilerini hiicresel diizeyde degerlendirmek tizere dekapite edilerek histolojik inceleme yapilan
23 adet ve ¢alismanin gesitli asamalarinda 6len 26 adet sigan disinda, canli kalan 46 sigana
davranis deneyleri uygulandi.

Davranis deney tarihlerine dek tiim siganlar Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Deney
Hayvan1 Laboratuvari’nda; havalandirilma ve iklimlendirme uygulanan, gece-giindiiz ritmi
otomatik olarak ayarlanan ve nemi 6l¢iilen bir odada; annelerinden ayrildiklar: birinci aydan
itibaren her kafeste 4-5 adet sican olacak sekilde ayr1 kafeslerde barindirildi. Kafesler gruplara

gore adlandirildi.

3.4.YONTEM

Ilag: Pentoksifilin (TRENTAL 100 mg/5ml ampul, Sanofi-Aventis) 60 mg/kg ve 100
mg/kg intraperitoneal (i.p) yoldan hipoksi-iskemiden hemen sonra ve 2 saat sonrasinda iki kez
verildi.
3.4.1.Hipoksik Iskemik Beyin Hasarmin Olusturulmasi

Postnatal yedinci giinde 20 adet anne sicanin erkek yavrulari, rastgele secilerek dort
gruba ayrildi. Tiim si¢anlara isofloran emdirilmis pamuk ile 15-20 saniye inhalasyon anestezisi
verildi. Sicanlar uyandik¢a doz tekrarlandi. Isofloran ile anesteziyi takiben sicanlar islem
yapilacak masaya dort ayagindan flasterle sirt {istii sabitlendi. Ardindan boyunda orta hattan
kesi yapilarak mikroskop altinda sag karotid arter bulundu. Sham grubu hari¢ tiim si¢anlarin

sag karotid arterleri bagland1 (Resim 2).

Resim 2: Cilt Kesisi ve sag karotid arteri baglama
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Tiim yavru siganlar derlenme ve beslenme siireci i¢in anne yaninda bir saat birakildi. Bu
siirecin sonunda sham grubu disindaki sicanlar iki saat siireyle hipoksi odacigina kondu.
Hipoksi odacigmin kapagina, icerideki havanin oksijen yiizdesini 6lgmek i¢in oksimetre algaci
yerlestirildi. Siganlar hipoksi odacigma yerlestirildikten sonra hipoksi odacigmin kapagi
kapatildi. Hipoksi odaciklar1 sicanlarm viicut sicakliklarmin korunabilmesi i¢in 38 “C’ de
1isitilan su tizerine konuldu. Hipoksi odacigma %8 yogunlukta oksijen ve %92 yogunlukta azot
iceren gaz verildi. Iki saatlik hipoksi uygulamasi sonunda ilag veya SF verilen yavru sicanlar
anne yanina verildi. Sham grubu da hipoksi uygulanmamasma karsin annelerinden iki saat
siireyle ayrildi.

Sham (n:19) : Siganlara anesteziyi takiben sadece boyun diseksiyonu yapilarak karotid
arter bulundu, ancak arter baglanmadan diseksiyon alani dikis ile kapatildi.

H/I (n:17): Hipoksi sonras1 ve 2 saat sonra SF i.p verildi.

PTX60 (n:18): Hipoksi sonrasi ve 2 saat sonra pentoksifilin 60 mg/kg 1.p verildi.

PTX100 (n:17): Hipoksi sonras1 ve 2 saat sonra pentoksifilin 100mg/kg i.p verildi.

Cerrahi islem swrasinda ve hipoksi odaciginda iken her 5 dakikada bir si¢anlarin
solunum, cilt rengi ve hareketleri yakindan izlendi.

Beyin dokusunda erken donemde noronal apopitozu degerlendirmek i¢cin sham
grubundan 5, H/I, PTX60 ve PTX100 gruplarindan 6’sar sican ayrildi. Davranis deneylerini
gerceklestirmek icin ise sham grubuna ait 13, H/I, PTX60 ve PTX100 gruplarmna ait 11’er sigan
1 aylik olana kadar anne yaninda birakildi. Dogumu takiben birinci aydan sonra annelerinden
ayrilan sicanlar her kafeste 3-4 adeti bir arada olacak sekilde grup adlar1 belirtilerek barindirilda.
Dogumu takiben 11. haftada uzaysal 6grenmeyi degerlendirmek i¢cin Morris su tanki testi
yapildi. Morris su tanki testi ile bellek performansi Olglilen sicanlarda ndronal plastisiteyi
degerlendirmek i¢in fizyoloji laboratuarinda uzun erimli giiclenme kayitlar1 alindi. Deneylerini

tamamlayan siganlara Gtenazi uygulandi.

3.5.HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

Beyin dokusunda Kaspaz-3 aktivitesini belirlemek amaciyla her bir gruba ait olan
sicanlar iki saatlik derlenme siirecini takiben, 24. saatlerinde sol ventrikiil icerisine yerlestirilen
bir kaniil vasitasiyla 6nce 50 mL SF ile sonra 50 mL Bouin soliisyonu ile sabit basing altinda
perflize edildi. Perflizyon islemi biter bitmez beyin dokular1 biitiin halde ¢ikarildi. Daha sonra,

her grup i¢in 6’er sicana ait her bir beyin 6rnegi koronal olarak trimlendi. Beyinler kasetler
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icerisine yerlestirilerek Bouin soliisyonunda 6-8 saat kadar tespit edildi. Bu siirenin sonunda
dokular %50’lik alkolde her bir saate alkol degistirilmek suretiyle 4 saat siireyle bekletildi.
Daha sonra %70 alkolden baslayarak %80, %96, %100 alkollerden gegirilerek dehidre edilen
dokular metil benzoatta 2 giin slireyle birakildi. Bu silirenin sonunda benzollerden gecirilen
dokular paraplastta bloklandi. Bu bloklardan 100’er mikrometrelik araliklarla 6 mikron
kalinliginda kesitler lizin ile kaplanmis olan lamlara alindi. Gruplara ait her bir hayvan i¢in her
bir peparatta en az dort kesit iceren 4 seri preparat hazirland1.

3.5.1.immunohistokimyasal analiz

Calismada erken donemde noéronal apopitoz Kaspaz-3  antikoru  kullanilarak
immunohistokimyasal yontemle tespit edildi. Hazirlanan kesitlere Strepavidin Biotin
Kompleks (Strept-ABC) immunoperoksidaz teknigi uygulandi. Ksilollerde deparafinizasyon
ve alkollerde rehidratasyon islemlerinden sonra kesitler PBS’de calkalandi ve metanol’de
hazirlanmis %3’ liikk H,O, ile muamele edildi ve tekrar PBS’de 2 kez 5 dak. siireyle yikand:.
Takiben doku antijeninin yeniden kazanimi saglamak amaciyla 0.01 M sitrat buffer (pH
6.0)’da 80 °C’de 30 dak. kaynatild1 ve takiben aym soliisyon igerisinde oda 1sisinda 20 dak.
sireyle birakildi. Tekrar PBS ile 3 kez yikamay1 takiben nonspesifik baglanmalar1 6nlemek
icin kesitler 5 dakika bloking soliisyonu ile bir nem odas1 i¢inde inkube edildi. PBS ile 3 kez
yikamayi takiben 1:100 dilusyonda hazirlanmis Kaspaz-3 primer antikour kesitler iizerine
damlatildi ve +4 °C’de nem odas1 i¢cinde bir gece inkube edildi. Negatif kontroller olarak
alman doku 6rnekleri ise primer antikor katilmaksizin PBS ile veya normal rabbit IgG ile
muamele edildi. Takiben PBS’te 4 kez yikanan kesitler, biotinlenmis sekonder antikor ile 20
dakika oda 1sisinda inkube edildi ve tekrar 4 kez PBS ile yikandiktan sonra da enzim
konjugatl strepavidinde 20 dakika muamele edildi. PBS ile 4 kez yikanan kesitler 5 dakika
DAB (Diaminobenzidine) kromojen soliisyonunda bekletildi. Kahverengi reaksiyonun
sekillenmesini takiben mikroskop altinda kontrol edilen kesitler, Gill’in Hematoksilen’inde 3
dakika boyandiktan sonra ¢esme suyunda mavilesinceye kadar yikandi. Boyanan kesitler

Alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek yapistirict damlatilip lamelle kapatildi.

3.5.2.Apopitozun Degerlendirilmesi

Immiinohistokimyasal yontemle boyanan koronal beyin kesitlerinde Kaspaz-3 aktivitesi
Digital kamera (DP72, Olympus, Japonya) atagmanli BX51 Olympus (Japonya) marka 151k
mikroskobu kullanilarak degerlendirildi. Degerlendirme siganlarin hangi gruptan oldugunu ve
siganin hangi karotid arterinin baglandigini bilmeyen bir histolog tarafindan yapildi. Kaspaz-3

ile immiinreaktivite gdsteren néronlarin sayimlari sag ve sol beyin yarimlarinda hipokampiis ve
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pariyetal kortekste gerceklestirildi. Isik mikroskopik diizeyde kesitler once kiiciik biliyiitme
(X40) ve takiben X400 biiyiitme alaninda taranarak sag ve sol yarimlar i¢in sayim yapilacak
alanlar secildi ve fotografland1. Her bir kesit i¢in 5 alan (her biiyiik biiyiitme =152 pm?’, toplam
alan 760 um?®) olmak iizere her bir hayvana ait toplam en az 80 alan fotograflanarak sayim

islemi gerceklestirildi.

3.6.DAVRANIS DENEYLERI

3.6.1.Morris su tanki testi

Kullanilan Morris su tanki 131 cm c¢apinda, 50 cm derinliginde ve galvanize celikten
yapilmistir. Tankin i¢i 40 cm’ye kadar 25 °C’ye 1sis1 ayarlanmig su ile dolduruldu. Tank
icerisindeki su, boya ile siyah renge boyanarak siganin platformu gérmesi engellendi. Tankin
icine ¢ap1 10 cm olan kagma platformu suyun 1-2 cm altinda kalacak sekilde yerlestirildi.
Platformun yilizeyi hayvanin diisme tehlikesini azaltmak ve kendini giivende hissetmesini
saglamak i¢in lifli bir kumasla kaplandi. Deney siiresince odada hicbir seyin yeri
degistirilmedi. Deneyler her giin 13.00-15.00 saatleri arasinda yapildi. Tank hayali olarak dort
kadrana boliindii. Her hayvan sirasiyla her seferinde farkli olmak iizere ii¢ kadrandan da
(hedef kadran dis1) suya birakildi. Birakilirken yiizlerinin tankin duvarina doniik olmasma
dikkat edildi. Suya birakildiktan sonra hayvanim yiizerek platformu bulmasi beklendi. Eger 1.
dakikanin sonunda platformu bulamazsa hayvan tarafimizdan platformun {izerine kondu.
Hayvanin platformun iizerinde 20 saniye gecirmesi beklendikten sonra alindi. Bu islem
ardigik dort giin boyunca giinde dort kez tekrarlandi. Giin i¢indeki tekrarlar 20 dakika
araliklarla yapildi. Son denemeden 24 saat sonra prob denemesi yapildi. Prob denemesi
sirasinda platform kaldirildi. Hayvanlarin hepsi sirasiyla daha once platformun bulundugu
kadranin karsisindan suya birakildilar ve iki dakika boyunca yiizmelerine izin verildi. Tim
denemeler boyunca hayvanin platformu bulma siiresi, platformu bulmak i¢in yiizdiigli mesafe,
test swrasinda gecilen kadran sayisi, platforma olan ortalama mesafe, platformlu kadranda
gecirilen zaman ve yiizme hizi ethovision video izleme sistemi vasitasi ile es zamanli olarak
kayit edildi. 60 saniye i¢inde platformu bulamayan siganlarin platformu bulma stireleri 120

saniye olarak kabul edildi.
3.7.UZUN DONEMLIi GUCLENME

Her gruptan Morris su tanki ile bellek performansi olgiilen sicanlarin postnatal 11.

haftasinda UdG kaydi alindi.
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3.7.1.Uyan ve kayit

Sicanlara iiretan (1.5 g/kg, ip) ile anestezi yapild1 ve stereotaksik cerceveye kondu.
(Kopf Instruments, Tjunga, CA, ABD). Sag medial perforan yolunu (bregmadan mm olarak
AP:-8,0, ML:4,2, DV:2,3) uyarmak i¢in bipolar bir tungsten elektrot (paslanmaz ¢elik, teflon
kapl, 127 pm, ucu disindaki kisimlar izole edilmis) kullanildi. Uyar1 elektrodu bir uyari
izolatoriine (World Precision Instruments; A385) baglandi. 3M NaCl (ug direnci:2-10 MQ) ile
doldurulmus bir cam mikropipet (Borosilicate, 0.d.:1,5 mm, 10 cm uzunluk, (World Precision
Instruments) eksitator postsinaptik potansiyel alanlarinin (fEPSPs) kaydmi almak ig¢in
ipsilateral dentat girusun (mm olarak: AP:-3,5, ML:2,14, DV:3,3 mm duradan asagiya) graniil
hiicre bariyerine sokuldu. Bir Ag-AgCl disk elektrot, referans elektrot olarak boyun derisinin
altina yerlestirildi.

Aktif ve referans elektrotlar bir head-stage kullanilarak bir yiikseltece (VCC600 tek
kanall1 epitelyal voltage/current clamp sistemi; Physiological Instruments, Harvard Apparatus,
Holliston, MA, ABD) baglandi. Biitiin sistem bir Faraday kafesi kullanilarak toprakland:.
Kaydm derinligi 0.1 mm’lik adimlarla uyarilarak genis bir pozitif fEPSP ve iist iiste negatif
seyirli PS elde etmek icin denendi. En son derinlikte tipik cevap kaydedildikten sonra
perforan yol uyarmmina verilen cevaptaki PS amplitiidiiniin maksimum olmas1 i¢in uyari
elektrodunun uyumu saglandi. Uyar1 ve kaydin kontrolii i¢in “Scope” programi (AD
Instruments, Colorado Springs, CO, ABD) kullanildi. Monofazik 10V ve 0.175 ms’lik
uyarilar A/D boardi1 (Powerlab/8SP, AD Insruments, Colorado Springs, CO, ABD) tarafindan
iretildi ve izolatorle baglantili bir stimiilatorii tetikledi. Biyolojik sinyaller 0.1-10 kHz bant
genisliginde bir pre-amplifiyerde yiikseltildi (1000x). Dalga bi¢imi 20 ms’de 40 kHz oraninda
on-line olarak sayisallastirildi, bilgisayar monitoriinde gosterildi ve offline analiz i¢in
“Scope” kullanilarak saklandi.
3.7.2.Input — Output (I/O) Egrisi

Elektrot yerlestirildikten 15 dk sonra, bir input-output egrisi elde etmek icin her 20
sn’de bir 175 ms devam eden uyar1 ve monofazik elektrik akimlar1 verildi. Uyar1 akimi 0,1-
1,5 mA araliginda uygulandi. Her akim degeri i¢in {i¢ uyarilmis cevabin ortalamasi alindu.
Uyar1 siddeti ve fEPSP egimi veya PS amplitiidii arasindaki sigmoidal bir egri ile tanimlanda.
Bu egriden maksimal yanitin yarisini olusturan uyar1 siddeti belirlendi.
3.7.3.Uzun donemli giiclenme (UDG)

EPSP’lerin 15 dk bazal kaydindan sonra UDG olusturmak i¢in 10 dk ara ile
60,70,80,90. dakikalarda dort tetanik (100Hz) uyar1 verildi. Son tetanik uyariy1 takiben test
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uyarist her 30 sn’de bir olacak sekilde 150. dakikaya kadar uygulandi. Boylece son tetanik
uyarimdan sonra 60 dakika stire ile fEPSP egimi ve PS genligi kaydedildi.

3.8.ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Bu c¢alismadaki tiim veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak hesaplandi ve P
degerinin 0.05’1n altinda olmas1 anlamli kabul edildi.

Apopitotik hiicre sayisinin degerlendirmesinde, beynin bir yarisindaki apopitotik hiicre
sayilarinin gruplar arasi karsilastirilmasi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile yapildi.
Her grubun kendi sag ve sol beyin yarimlar1 arasindaki apopitotik hiicre sayilarinin
karsilagtirilmasinda ise es yapma t testi (Paired Samples t Test) kullanildu.

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
cizimlerinde ikinci bir ara¢ olarak Microsoft Office Standard Edition for Students and Teachers,

Microsoft ® Office Excel 2003-2007 modiillerinden yararlanilmistir.
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4.BULGULAR
4.1.APOPTOZ BULGULARI

Dogumu takiben sekizinci giinde dekapite edilen sigan beyinlerinin her iki yarisi
makroskobik olarak degerlendirildi. Tiim gruplardaki sicanlarin beyinlerinin her iki yarisi
normal goriinlimdeydi. Koronal kesitler yapildiginda normal makroskopik bulgular mevcut
olup, kanama, 6dem ve infarkt alan1 goriilmedi. Rutin hematoksilen eozin boyasi ile apoptotik
noronlar normal morfoloji sergileyen néronlara gére yuvarlak smirli, niikleer kondansasyon ve
sitoplazmik biiziisme sergilemekteydi.

Kaspaz 3 ile apoptotik olan ndronlarda sitoplazmik ve niikleer pozitif boyanma
goriiliirken; normal morfoloji sergileyen néronlarda Kaspaz 3 ile boyanma goriilmedi.
4.1.1.Kaspaz 3 Immiinohistokimya Yontemiyle Beyindeki Apoptotik Hiicrelerin
Degerlendirilmesi

Uygulanan hipoksi iskemi modeliyle beyin sag yarisinda Kaspaz 3 immunohistokimya
yontemiyle apoptotik hiicre sayilarinda artis saptandi. Sham, HI, PTX60 ve PTX100
gruplarinda beyin sag ve sol yarisindaki hipokampusun kornu amonius (CA1, CA2, CA3 ve
hilus) ve dentat girusu bdlgeleri ile parietal korteksteki apoptotik hiicre sayilar1 ve gruplar
arasindaki istatistiksel farklilik Grafik 1’de sunulmaktadir. Buna gore parietal kortekste ve
dentat girusta kaspaz pozitif apoptotik hiicre sayisi agisindan sham grubu ile HI, PTX60 ve
PTX100 gruplar1 arasinda anlamli fark saptanirken (p<0.05), HI, PTX60 ve PTX100 gruplar1
arasinda fark saptanmadi (p>0.05). Hipokampusun kornu amonius bdlgesinde kaspaz 3 pozitif
apoptotik hiicre sayis1 sham grubu ile HI, PTX60 ve PTX100 gruplar1 arasinda ve PTX60
grubunda HI grubuna gore istatistiksel anlamli fark saptandi (p<<0.05) (Grafik 1).

Gruplar ayrica toplam dejeneratif hiicre sayisi (apoptotik ve nekrotik hiicre) acisindan
degerlendirildiginde parietal korteks ve dentat girusta dejeneratif hiicre sayis1 PTX60 grubu
HI ve PTX100 ile, kornu amoniusun degerlendirilmesinde ise PTX60 grubu ile HI grubu
arasinda istatistiksel anlaml fark saptandi (p<0.05) (Grafik 1).

Gruplar ayrica canli hiicreler acisinda da degerlendirildiginde, beyin sag yarisindaki
canli hiicre sayis1 sham grubu diginda diger gruplarda istatistiksel anlamli daha diisiik saptandi
(p<0.05). Ayrica kortekste PTX100 grubundaki canli hiicre sayis1 diger gruplardaki canli
hiicre sayisindan anlamli daha diisiik saptandi (p<0.05). HI uygulanan tarafta ise sham grubu
diger gruplardan anlamli daha yiiksek (p<0.05), parietal korteks ve hipokampus kornu
amonius bdlgesindeki canli hiicre sayis1 PTX60 grubunda PTX100 grubuna goére anlamli daha

yiiksek iken, dentat girus bdlgesindeki canli hiicre sayis1i PTX60 grubunda hem HI hem de

35



PTX100 grubundan istatistiksel anlamli daha yiiksek saptandi (p<0.05) (Grafik 1). Tiim

gruplardaki kaspaz (+) boyanan apoptotik hiicreler ve dejeneratif hiicreler Resim 3’de

gosterilmektedir.
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Grafik 1: Parietal korteks, hipokampus ve hipokampal DG bdélgelerindeki kaspaz +
apoptotik hiicreler, toplam dejeneratif hiicreler ve canl hiicrelerin gruplara gore dagilimi
(s; sham grubundan, h; H-i grubundan, p; PTX100 grubundan istatistiksel olarak farkl,
*;sol parietal korteksteki canh hiicre sayis1 azalma egilimi gostermektedir) (p<0.05)
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Resim 3: A=Sham grubu, B=H-I sonras1 SF, C=H-I sonras1 60 mg/kg pentoksifilin, D=H-i
sonrasi 100 mg/kg pentoksifilin verilen gruplarda hipokampal CA1 néronlarda kaspaz 3
yontemiyle apoptotik hiicrelerin gosterilmesi (c;kaspaz d;dejeneratif)

4.2.MORRIS SU TANKI TESTi SONUCLARI

4.2.1.Platformu bulmak i¢in yiiziilen mesafe

Platformu bulmak i¢in yiiziilen mesafe giinler ig¢inde azalmaktadir (p<0,001). Grup
faktoriiniin bu azalmadaki etkisi incelendiginde sham grubu ile HI, PTX-60 ve PTX-100
arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0,05). PTX-60 grubunda {igiincii ve dordiincii
giinlerde azalma egilimi olsa da istatistiksel anlamli degildi (p=0,067). Arastirma gruplarinin
O0grenme denemeleri boyunca gosterdikleri yiizme mesafe performans: asagida grafikte
gosterilmistir (Grafik 2A).

4.2.2.Platformu bulma siiresi

Ardisik giinlerde Olgiilen platformu bulma siiresinin (PBS) giderek istatistiksel anlamli
kisaldig1 (p<0,001), ancak grup faktoriiniin etkisi degerlendirildiginde, sham grubunun PBS
diger tiim gruplardan istatistiksel anlamli daha kisa iken (swrasiyla HI ve PTX-100 igin
p<0,001; PTX-60 i¢in p=0,004), dordiincii giinde PTX-60 ile HI ve PTX-100 gruplari
arasinda anlaml fark saptandi (sirasiyla p=0,044, p=0,043). Arastirma gruplarinin dgrenme
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denemeleri boyunca gosterdikleri platformu bulma siiresi performansi asagida grafikte
gosterilmistir (Grafik 2B).

4.2.3.Yiizma Hiz1

Platformu bulmanin 06gretildigi denemelerde yiizme hizindaki degisim giinler icinde
istatistiksel anlamli olmayip (p>0,05), grup faktoriiniin etkisi de saptanmadi. Bu sonug,
siganlarin motor performansinin denemeler boyunca degismedigini ve gruplar arasinda motor
performans a¢isindan farklilik olmadigini géstermektedir (Grafik 2C).

4.2.4.Probe Denemesi

Tek varyansli ANOVA testi, probe denemesinde hedef kadranda gecirilen zaman ylizdesi
iizerine anlamli bir grup etkisi olmadigini géstermektedir (p=0,054) (Grafik 2D).
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Grafik 2: a; Platformu bulmak i¢in yiiziilen mesafe ve platformu bulma siiresi giinler
icinde azalmakla birlite sham grubu ile diger gruplar arasinda anlamh farkhhk
bulunmaktadir. b; doérdiincii giinde PTX60 ile HI ve PTX100 gruplan arasinda da
anlamh fark saptandi (p<0.05).
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4.3.UDG KAYIT SONUCLARI

4.3.1.PS’nin genligi - EPSP’in eg8imi

Tiim gruplarda uygulanan akim siddeti arttik¢a olusan PS ve EPSP dalgasinin genligi de artt1.
Tim gruplarda 15dakika siiren bazal donemde test uyaran siddeti ile olusturulan ortalama alan
potansiyellerinin EPSP egimi ve PS genligi degerleri %100 kabul edildi. Ik HFS uyarim
verildikten sonra 5 dakika siire ile test uyaranlarina karsi olusan alan potansiyellerinin EPSP
egimi ve PS genligi bazal degerin yiizdesi olarak ifade edildi. Buna gére HFS sonrasinda
bazal degere gore PS’nin genliginde meydana gelen degisimler; herhangi bir islem
yapilmayan kontrol grubu ve PTX60 gruplar1 arasinda fark saptanmazken (p>0.05); kontrol
ve PTX60 gruplar1 ile sham, HI ve PTX100 arasinda ve HI grubu ile sham ve PTX100
gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0.05). Bazal ve indiiksiyon

donemlerinde elde edilen traselerin ortalamalar1 Grafik 3’de gdsterilmistir.
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Grafik 3: HFS sonrasinda bazal degere gore PS’min genliginde meydana gelen
degisimler, c; kontrol grubundan, h; H-i grubundan, p; PTX60 grubundan istatistiksel
olarak farkh, (p<0.05).

HFS sonrasinda bazal degere gére EPSP’in egiminde meydana gelen degisimler; herhangi bir
islem yapilmayan kontrol grubu ve PTX60 gruplari arasinda fark saptanmazken (p>0.05);
kontrol ve PTX60 gruplart ile HI arasinda ve kontrol grubu ile sham grubu arasinda
istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0.05). Bazal ve indiiksiyon donemlerinde elde edilen

traselerin ortalamalar1 Grafik 4’de gdsterilmistir.
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Grafik 4: HFS sonrasinda bazal degere gore EPSP’nin egiminde meydana gelen
degisimler, k; kontrol grubundan, h; H-I grubundan istatistiksel olarak farkh, (p<0.05).
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5.TARTISMA

Tiim diinyada yenidogan oliimlerinin ve sakatliklarinin 6nde gelen nedenlerinden biri
perinatal donemde meydana gelen hipoksik iskemik ensefalopatidir (66). Son yillarda gebe ve
yenidogan izleminde kaydedilen ilerlemelere karsin goriilme sikliginda biiyiik bir degisiklik
olmamistir ve ne yazik ki istenen diizeyde etkili bir tedavi yontemi de bulunmamaktadir (66).
Yakmn zamana kadar destek tedavisi disinda bir tedavi segenegi bulunmazken, HIE’nin
fizyopatolojisinin daha iyi anlasilmasi ile birlikte cok sayida tedavi yontemi gelistirilmistir.
Bunlardan arasinda N-asetil sistein, allopurinol, magnezyum siilfat, eritropoetin, melatonin,
desferoksamin, ksenon, nitrik oksit sentaz baskilayicilari, kalsiyum kanal blokerleri, serbest
radikal temizleyicileri, sogutma tedavisi, kok hiicre nakli ve biiyiime faktorii tedavileri
sayilabilir (67).

Gilinlimiizde dogum oncesi izlem yontemleri arasinda hangi bebegin hipoksi- iskemiye
maruz kalacagini kesin olarak gosterecek bir yontem bulunmamaktadir. Bu nedenle zaman
zaman dogum Oncesi izlemlerinde herhangi bir sorunun olmadig: diisiiniilen bebeklerde de
HIE gelisebilmektedir. Erken donemde genellikle enerji eksikligi hiicrelerin dliimiinden
sorumlu olmaktadir. Yeniden canlandirma uygulamalar1 gereken bebeklerde ise yeniden
kanlanma ve oksijenlenmeyle birlikte gelisen olduk¢a karmasik ve cok sayida mekanizma
hiicreleri 6liime gotiirmektedir. Yeniden kanlanma ve oksijenlenmenin baslamasindan hiicre
Olimiiniin gerceklesmesine kadar gecen siire bir bakima tedavi i¢cin 6nemli bir firsattir. Bu
nedenle deneysel tedavi yontemlerinin ¢cogu bu doneme odaklanmaktadir. Giliniimiizde bu
donemde en etkili olan tedavi yontemi sogutma tedavisidir. Sogutma tedavisi ¢ok sayida
mekanizma iizerine etki ederek beyin metabolizma hizini, uyarici aminoasit salinimini,
apoptozisi, NO iiretimini ve lipid peroksidasyonunu azaltir, serbest radikal hasarini
sinirlandirir ve daha ¢ok néronun 6lmesini engeller (68). Sogutma tedavisinin etkin oldugu
artik tiim diinyada kabul gdormiistiir ve bir¢ok klinik tarafindan uygulanmaya baslanmistir(72).
Yakin zamanda yayimlanan bir meta-analizde sogutma tedavisi ile 6liim ve agir sakatliklarin
azaldig: bildirilmistir (57). Ancak sogutma tedavisi ile ilgili de dnemli sorunlar bulunmaktadir.
Hangi hastalarin sogutulacagi, sogutma tedavisine en ge¢ ne zaman baslanabilecegi, tim
viicut sogutma mi yoksa sec¢ici bag sogutma mi1 yapilmasi gerektigi gibi ¢ok sayida cevap
bekleyen soru bulunmaktadir (66). Yapilan ¢alismalarin hemen hepsinde yalnizca 35 haftanin
iizerinde gebelik yasma sahip bebekler sogutulmustur, bunun altindaki bebeklere ne

yapilacag1 6nemli bir sorundur. Yine yapilan ¢aligmalarin hepsinde perinatal asfiksiyi takiben
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ilk alt1 saat i¢inde ulasilabilen bebekler calismalara alinmis ve sogutulmustur (46,47,57,69).
Geg¢ donemde getirilen bebeklere nasil bir tedavi uygulanacagi yine dnemli bir sorundur.
Daha da Onemlisi sogutma tedavisinden agr derecede HIE’li bebeklerin pek fayda
gormedikleri bildirilmistir (47). Yakin zamanda yaymlanan ¢ok merkezli randomize kontrollii
bir baska calismada ise sogutma tedavisinin agwr sakatliklar1 sadece %15 oraninda
azaltabildigini gdstermistir (69). Biitlin bu calismalarin gdsterdigi gibi sogutma tedavisinin
etkinligi kanitlanmistir ancak tiim hasta gruplar1 i¢in yeterince etkin ve kullanilabilir degildir.
Bu durumda sogutma tedavisine ek olarak yapilacak yeni tedavi yontemlerine ihtiya¢ oldugu
goriilmektedir. Ayrica yeniden kanlanma doneminde etkili olmasi beklenen tedavi
yontemlerinin higbiri ge¢ donemde etkili olmayacaklardir.

Ulkemizde oldugu gibi dogum &ncesi bakimm diizenli yapilmadigi iilkelerde
yenidogan bebeklerde &nemli bir mortalite ve morbitide nedeni olan HIBH’ de destek
tedavilerin yaninda yeni tedavi yontemlerinin de gelistirilmesi biiyilk 6nem tasimaktadir.
HIBH’ de tedavi i¢in verilen maddelerin deney hayvani iizerindeki metabolik etkilerinin de
insanla uyumlu olmasi gerekmektedir. Ozellikle apoptozisin baskilandigi tedaviler beyin
dokusunun H-I hasara kars1 korunmasinda gelecek vaad etmektedir.

HIBH’ yi anlayabilmek igin degisik deneysel hayvan modelleri kullanilmistir. Bu
modellerde beynin kan akimi ve oksijen yogunlugu azaltilarak beynin belirli bdlgelerinin
nasil etkilendigi incelenmistir (70-72). Giiniimiizde yenidogan HIBH’ nin degerlendirildigi
deneysel caligmalarda en ¢ok kullanilan model Rice ve Vannucci tarafindan tarif edilen
yontemdir (73). Bu modelde tek tarafli karotid arter baglanmasina ek olarak deney hayvanlari
hipoksi odaciklarina konulmaktadir. Hipoksi modellerinde %5-10 oksijen ve %90-95 azot
kullanilmaktadir. Calismamizda yedi gilinliik sicanlarin sag karotid arterleri baglandiktan
sonra derlenme siirecini takiben iki saat siireyle %8 oksijen ve %92 azot karisimiyla hipoksi
olusturulmustur.

HIBH’ nin insanlarda ortaya c¢ikardign klinik ve histopatolojik bulgular: taklit
edebilecek en uygun hayvanin ne oldugu tartismalidir. HIBH’ nin histopatolojik ve
biyokimyasal sonuglarini, uzun dénem nérolojik etkilerini anlamada si¢anlar ile yapilan H-I
modelleri daha uygun olmaktadir (74). Bizim c¢alismamizda da yedi giinliik siganlar
kullanilmustir. Ozellikle insanlarm beyin gelisimi gdz Oniine alindiginda, yedi giinliik yavru
sigan beyinlerinin insanlardaki perinatal donem i¢in uygun oldugu diisiiniilmektedir (75).

HIBH’ de sitokin iliskili beyin zedelenmesi konusu giderek onem kazanmaktadir.

TNF-alfanin sitozolde sifingomyelinazi uyarip seramid artisini saglayarak apoptozisi uyardigi
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bilinmektedir (76). TNF-alfanin iskemik hasarda 6nemini belirten diger bir caligmada, orta
serebral arter tikaniklig1 yapilmasi TNF-alfanin 6nemli oranda artisma ve beyin dokusunda
infarkta neden oldugu gdsterilmistir. Iskemiden dnce anti-TNF-alfa monoklonal antikorlarimn
ventrikiil i¢ine verilmesi ile bolgesel iskemik beyin hasarlanmasi %20.2 oraninda azaldigi
gosterilmistir (77).

Oygiir ve arkadaslarmin zamanmda dogan ve HIBH &ykiisii olan bebeklerin plazma ve
BOS IL-6 ve TNF-alfa diizeyi ile norolojik bulgu arasindaki iliskiyi degerlendirdikleri
calismaya otuz bebek dahil edilmis ve bu bebeklerin ilk 24 saat i¢cinde kan ve BOS 6rnekleri
almmistir. Norolojik muayenenin degerlendirilmesinde Denver gelisim testi kullanilmistir.
Bebekler normal ndérolojik bulgusu (grup 1) olan ve olmayan (grup 2) diye iki gruba
ayrilmistir. Grup 2° de BOS IL-1 beta ve TNF-alfa seviyesi grup 1’ e oranla dnemli derecede
yiiksek saptanirken, serum seviyeleri bakimimdan iki grup arasinda fark saptamamuglardir.
Bunun nedenini hipoksik hasarin bir sonucu olarak MSS’ de IL-1 beta ve TNF-alfa’ nin
bolgesel olarak iiretildigini belirterek agiklamislardir. TNF-alfa’ nin hipoksiye bagl gelisen
beyin hasarmna katkida bulunabilecegini gostermislerdir (35).

Pentoksifilin siklikla erigskin rat strok, iskemi ve kapali kafa travmasi modellerinde
kullanilmistir. Kapali kafa travmasi modelinde kullanilan pentoksifilinin beyinde TNF-alfa
diizeyini yaklagik %80 oraninda azalttigi ve buna bagli olarak beyin 6deminin azaldig:
gosterilmistir (78-80). Movassaghi ve arkdaslarinin calismasinda ise bilateral karotid arter
okliizyonu ve reperflizyonla olusturulan global serebral iskemi modelinde pentoksifilin 200
mg/kg/doz 1.p. uygulama sonrasi, Moris su tanki testi ile hipokampal bagimlhi hafiza ve
kognitif yeteneklerde anlamli iyilesme oldugunu gostermistir (81).

Neonatal hipoksik iskemik beyin hasari iizerine pentoksifilinin etkisini inceleyen
sadece iki ¢alisma bulunmaktadir. ik ¢alisma Eun ve arkadaslarma ait olup, bu ¢alismanin
tasarim1 oldukg¢a farkhidir. Calismada 25, 40, 75 ve 150 mg/kg/doz pentoksifilin hipoksi-
iskemi Oncesi ve sonrasi kullanilmis ve nodron koruyucu etki, nekrotik alan Olciimiiyle
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda 25 mg/kg/doz’un etkisiz, 150 mg/kg/doz’un Sliimciil
oldugu ve 40 ve 75 mg/kg/doz’unda ise doz bagimli olarak néron koruyucu etkinin arttig1
saptanmistir. Bu ¢alismanin ikinci ayaginda pentoksifilin 40 mg/kg hipoksi iskemi sonrasinda
kurtarma tedavisi olarak kullanilmis ve ortalama hemisfer alanlarinda farklilik saptanmamustir.
Ancak bilateral kortikal, striatal ve hipokampal voliimlerin morfometrik analizinde sadece
neokortikal hasarin pentoksifilin ile tedavi edilen grupta daha az siddette oldugu gosterilmistir

(82). Biz bu calismadan yola ¢ikarak ortalama 60 ve 100 mg/kg/doz uygulamasini belirledik.

43



Neonatal hipoksik iskemik ensefalopati rat modelinde pentoksifilinin sitokin gen
ekspresyonu ve noronal apoptozis iizerine etkisinin incelendigi son ¢alismada, pentoksifilin
60 mg/kg tek doz uygulanmistir. Calismanin sonucunda pentoksifilin uygulanan grupta
mesajclt RNA ekspresyonu ve kaspaz 3 aktivitesi anlamli diisiik bulunmustur (83).

Calismamizda hipokampusta H-I sonrasinda 60 mg/kg pentoksifilin verilmesiyle
kaspaz 3 pozitif apoptotik hiicre sayis1 belirgin bir azalma saglandi. Ancak parietal korteks ve
dentat girusta kaspaz 3 pozitif apoptotik hiicre sayilar1 arasinda farklilik saptamadik. Bu
durumun nedeni beynin farkli bdlgelerinin H-I’ye duyarliliginin hiicre 6liim seklinin ve
bolgeler arasindaki kaspaz aktivitelerinin birbirinden farkliligi ile spekiile edilebilir (84).
Ayrica apoptotik hiicrelerin yart omrii nekrotik hiicrelere gore daha kisa oldugu i¢in
noroprotektif etkiyi net yansitmamis olabilir (85,86). Ancak hem kaspaz aktivitesi gosteren
apoptotik hiicreleri hem de diger dejeneratif hiicreleri birlikte degerlendirdigimizde
pentoksifilin 60 istatistiksel olarak en fazla apoptotik hiicre sayis1 H-1 sonras1 SF uygulanan
gruptayd1. Hipoksi iskemi grubu ile karsilastirildiginda, mg/kg dozda uygulandiginda hem H-1
hem de PTX100 grubuna gore ndron Olimiinii azalttigini saptadik. Pentoksifilinin 100
mg/kg/dozda uygulanmasiyla apoptotik hiicre sayisinda azalma olmadi. Aksine, dlen toplam
noron sayist artis egilimi gostermekteydi. Bu durum yiliksek dozda uygulanan pentoksifilinin
noronlar i¢in toksik etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Neonatal ratlarda pentoksifilinin
noroprotektif etkisinin degerlendirildigi ilk ¢alismada ise 150 mg/kg doz uygulanmasi %100
mortalite ile sonuglandigi bildirilmistir (82). Ancak erigkin ratlarda yapilan ¢alismalarda daha
yiiksek dozlarda kullanim yan etki goriilmeksizin bildirilmistir (80,81).

UDG potansiyeli bir sinaptik baglantinin plastisite gésterme yeteneginin bir Ol¢ilisii
olarak yaygim sekilde kullanilir. Siganlarda hipokampiis uzamsal 6grenme i¢in kilit 6nemdedir
ve hipokampal lezyonlar hem uzamsal 6grenme testlerini hem de UDG yanitlarin1 bozar.
UDG, hipokampus dahil beyinde yaygin olarak bulunan biitiin gulutamerjik sinapslarin
gosterdigi bir 6zellik olup, 6grenme ve bellegi agiklayabilen bir hiicresel model olarak
diistiniilir. Glutamaterjik sistem, 6zellikle neokorteks ve hipokampusun ndronal aglarinda
bilgi isleme i¢cin ¢ok Onemli olan hizli bir sinyallesme sistemidir. Glutamaterjik sinapslarda
eksitator postsinaptik potansiyelleri olusturan iki bilesen vardir. Bunlar AMPA ve NMDA

reseptor aracili bilesenleridir.

Caligmamizda farkli dozlarda uygulanan pentoksifilinin uzun dénemde bilissel ve
motor yetiler lizerine olan etkisi 11. haftada Moris su tanki, sinaptik plastisiteye olan etkisi

ise 12. haftada elektrofizyolojik olarak uzun donemli giiglenme testleri ile degerlendirildi.
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Ogrenme denemelerinin dordiincii giiniinde, platformu bulma siiresi bakiminda sham grubu
ile pentoksifilinin 60 mg/kg dozda uygulandigi PTX60 grubu arasinda fark olmamasi
o0grenmenin bu grupta diger gruplara gore daha iyi oldugunu gostermektedir. Bellegin
degerlendirildigi probe denemesinde hedef kadranda gegirilen siire i¢in gruplar arasinda fark
saptanmadi. Ancak bu testin de ¢evresel bir ¢cok faktdrden etkilendigi unutulmamalidir.

UDG testlerinde PS’nin genligi néron govdesinden Olciilen hiicrelerin toplu aksiyon
potansiyeli yanitidir. EPSP ise ndron dentritlerinde olusan toplu postsinaptik potansiyel
aktivitesidir. Literatiirde neonatal H-I rat modelinde UDG testleri ile sinaptik plastisiteyi
degerlendiren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak bizim sonuglarimiza goére H-
I’den sonra uygulanan 60 mg/kg dozdaki pentoksifilin yiiksek frekansli uyar: sonrasinda PS
genliginde bazal derlere gore Onemli bir artisa neden olmustur. Benzer sekilde EPSP
egimindeki artis da pentoksifilinin 60 mg/kg dozda uygulanmasiyla daha belirgindir. Bu
sonuclar bize pentoksifilinin bu dozda sinaptik plastisiteyi 6nemli olciide 1yilestirdigini
gostermekle birlikte cerrahi sters olusturulmayan ratlarda direk etkisinin de arastirilmasi
gerektigini diisiindiirmiistiir. Ayrica sinaptik plastisitede bu denli bir artis olmasima ragmen bu
sonu¢ Moris su tanki testi sonuglarina beklendigi 6lgiide yansimamistir. Calismamizda UDG
testi ile sadece perforan yol dentat girus arasindaki sinaptik baglantilar degerlendirilmis olup
bellek iizerine etkili diger yolaklar incelenmemistir. Ancak tedavinin teropatik donem

stiresince uygulanmasi halinde daha 1yi sonuglar alinabilecegini diistinmekteyiz.
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6.SONUCLAR

1.Calismamizda; hipoksi ve iskemi olusturulan yenidogan sicanlarm beyinlerindeki
apoptotik hiicre sayilari, hipoksi ve iskemi yapilmayan yenidogan sicanlardan istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001).

2. Parietal kortekste ve dentat girusta kaspaz pozitif apoptotik hiicre sayisi acisindan
sham grubu ile HI, PTX60 ve PTX100 gruplar1 arasinda anlamli fark saptanirken (p<0.05), HI,
PTX60 ve PTX100 gruplar1 arasinda fark saptanmadi (p>0.05).

3. Hipokampusun kornu amonius (CA1, CA2, CA3, Hilus) bolgesinde kaspaz 3 pozitif
apoptotik hiicre sayis1 sham grubu ile HI, PTX60 ve PTX100 gruplar1 arasinda ve PTX60
grubu ile HI grubu arasinda istatistiksel anlaml fark saptandi (p<0.05).

4. Gruplar toplam dejeneratif hiicre sayis1 (apoptotik ve nekrotik hiicre) agisindan
degerlendirildiginde parietal korteks ve dentat girusta dejeneratif hiicre sayis1 PTX60 grubu
HI ve PTX100 ile, kornu amoniusun degerlendirilmesinde ise PTX60 grubu ile HI grubu
arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0.05)

5. Beyin sag yarisindaki canli hiicre sayis1 sham grubu disinda diger gruplarda
istatistiksel anlamli daha diisiik saptandi (p<0.05).

6. Kortekste PTX100 grubundaki canli hiicre sayis1 diger gruplardaki canli hiicre
sayisindan anlamli daha diistik saptandi (p<0.05).

7. PTX60 grubundaki canli hiicre sayis1 korteks ve hipokampusta (kornu amonius)
PTX100’den, dentat girusta ise hem H-I hem de PTX100 grubundan fazladir (p<0.05).

8. Sham grubunun PBS diger tiim gruplardan istatistiksel anlamli daha kisa iken
(srrastyla HI ve PTX-100 i¢in p<0,001; PTX-60 i¢in p=0,004), dordiincii glinde PTX-60 ile
HI ve PTX-100 gruplar1 arasinda anlamli fark saptandi (sirasiyla p=0,044, p=0,043).

9. Ik HFS sonrasinda bazal degere gore PS’nin genliginde meydana gelen degisimler;
herhangi bir islem yapilmayan kontrol grubu ve PTX60 gruplar1 arasinda fark saptanmazken
(p>0.05); kontrol ve PTX60 gruplar1 ile sham, HI ve PTX100 arasinda ve HI grubu ile sham
ve PTX100 gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0.05).

10. HFS sonrasinda bazal degere gore EPSP’in egiminde meydana gelen degisimler;
herhangi bir islem yapilmayan kontrol grubu ve PTX60 gruplar1 arasinda fark saptanmazken
(p>0.05); kontrol ve PTX60 gruplar1 ile HI arasinda ve kontrol grubu ile sham grubu arasinda
istatistiksel anlamh fark saptandi (p<0.05).
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