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ÖZET 

DENEYSEL HĠPOKSĠK ĠSKEMĠK ENSEFALOPATĠ MODELĠNDE 

NEOTROFĠNĠN ROLÜ 

Dr. Pınar Gençpınar, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi, Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları 

Anabilim Dalı, İzmir, Türkiye (dr.dmrl@yahoo.com) 

 

Hipoksik iskemik ensefalopati, sistemik hipoksi ve serebral kan akımının azalması ile 

oluşan beyin hasarıdır. Konvülsiyon, mental retardasyon, serebral palsi ve diğer birçok 

nörolojik defisite neden olabilir. Tıp dünyasındaki ve teknolojideki gelişmelere rağmen 

günümüzde halen nörolojik morbidite ve mortalitenin en önemli nedeni olmaya devam 

etmektedir. Sinir dokusunun rejenerasyon yeteneği azdır. Bununla beraber beyin dokusundan 

salınan ve nörotrofin denilen bir grup maddenin sinir hücrelerinin çoğalmasında ve 

rejenerasyonunda önemli role sahip olduğu bilinmektedir. Biz de hipoksik iskemik 

ensefalopati modelinde sinir nörotrofik faktör agonisti olan neotrofinin santral sinir sistemi 

üzerindeki etkilerini araştırmayı amaçladık. Bu nedenle postnatal 7. gününde olan 21 tane 

wistar-albino suşu sıçanda hipoksik iskemik beyin hasarı modeli oluşturuldu ve tedavi 

grubuna intraperitoneal yol ile neotrofin uygulandı. Çalışmamızın sonucunda neotrofinin, 

hipokampus, prefrontal ve parietal kortekste hipoksi-iskemi sonucu gelişen nöronal hücre 

kaybını ve apopitotik hücre indeksini azalttığı saptandı. Bu çalışma, yenidoğan hipoksik 

iskemi beyin hasarı modelinde yapılmış olan ve neotrofinin nöroprotektif ve antiapopitotik 

etkisini gösteren ilk çalışmadır. Sonuçlar değerlendirildiğinde neotrofin, mortalitesi ve 

morbiditesi çok yüksek olan hipoksik iskemik ensefalopatinin tedavisinde umut ışığı olabilir.   

 

Anahtar sözcükler: neotrofin, yenidoğan, hipoksik iskemik beyin hasarı 
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ABSTRACT 

ROLE OF NEOTROFIN IN EXPERIMENTAL HYPOXIC ISCHEMIC 

ENCEPHALOPATHY MODEL  

Dr. Pınar Gencpınar, 9 Eylul University Faculty of Medicine, Department of Pediatrics, 

Izmir, Turkey (dr.dmrl@yahoo.com) 

Hypoxia-ischemia is a major cause of perinatal brain injury in the newborn, leading to 

death or lifelong sequel such as cerebral palsy, mental retardation, learning disability and 

epilepsy. Despite developments in cardiopulmonary resuscitation, nursing and ventilation 

techniques, it still continues to be the most important cause of neurological morbidity and 

mortality. Regeneration ability of nerve tissue is limited. However, it is known that a group of 

agents called as neurotrophin released from brain tissue plays an important role in cell 

reproduction and regeneration. We also aimed at investigating effects of neotrofin, a nerve 

neurotophic factor agonist, on central nervous system in hypoxic-ischemic encephalopathy 

model. Therefore, hypoxic-ischemic brain injury model was formed in 21 Wistar-albino rat 

pups at their postnatal 7
th

 day and intraperitoneal neotrofin was applied to treatment group. 

We found that neotrofin attenuates hypoxia-ischemia induced with neuronal density of 

hippocampus, prefrontal and parietal cortex, decreased apoptotic cell index in the same 

regions in this experimental study. These data suggest that a 60 mg/kg single dose of 

neotrofin can produce neuroprotective and anti-apoptotic effects in the neonatal hypoxic-

ischemic brain. This is the first experimental demonstration that has shown the effects of 

neotrofin in the newborn rat brain. Given our results, neotrofin may be useful in reducing 

brain injury and possessing clinical relevance for the treatment of hypoxic-ischemic 

encephalopathy in the newborn.  

 

Key words: : neotrofin, newborn, hypoxic-ischemic brain injury 
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3. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Hipoksik iskemik ensefalopati (HİE), fetus ve yenidoğan bebekte, plasental ve 

pulmoner gaz değişiminin bozulması sonucunda sistemik hipoksi ve serebral kan akımının 

azalması ile oluşan beyin hasarı olarak tanımlanabilir (1). 

Hipoksik iskemik ensefalopati; çocuklarda konvülsiyon, mental retardasyon, serebral 

palsi ve diğer birçok nörolojik defisite neden olabilen bir durumdur. Tıp dünyasındaki ve 

teknolojideki gelişmelere rağmen günümüzde de nörolojik morbidite ve mortalitenin en 

önemli nedeni olmaya devam etmektedir (2). 

Hipoksik iskemik ensefalopatinin sıklığı term canlı yenidoğanlarda 1-3/1000 olarak 

bildirilmektedir (3). Etkilenmiş bebeklerin %15-20’si postnatal dönemde kaybedilmekte; 

%25’inde ise motor-mental retardasyon, görme bozuklukları, hiperaktivite, serebral palsi ve 

epilepsi gibi ciddi nörolojik sekel oluşmaktadır (4). Prognoz hipoksinin şiddeti, süresi, 

yenidoğanın gestasyonel yaşı, beyin hasarının yeri, metabolik ve kardiyopulmoner 

komplikasyonlara bağlıdır (5). 

Oksijensizlik durumunda hipoksinin derecesine göre tüm organlar etkilenir ve 

etkilenen organlar içinde de en duyarlı olanı beyindir. Oksijensizliğe bağlı beyinde gelişen 

olaylar, hipoksik iskemik ensefalopati olarak adlandırılır. HİE; %50 oranında antepartum, 

%40 oranında intrapartum ve %10 oranında da postpartum dönemde görülür (6). 

Günümüzde yeterli donanım ile başarılı kardiyopulmoner resüsitasyon uygulanması, 

iyi bakım ve gelişmiş ventilasyon teknikleri ile bile kalıcı hasara ve nöronal dokunun kaybına 

engel olunamamaktadır. Böylece nöronal dokuda tamir mekanizmalarını harekete 

geçirebilecek ya da güçlendirebilecek yeni tedavi yaklaşımlarına ihtiyaç vardır. Sinir 

dokusunun rejenerasyon yeteneğinin az olduğu bilinmekle beraber, beyin dokusundan salınan 

nörotrofinler denen bir grup maddenin, sinir hücrelerinin çoğalmasında ve rejenerasyonunda 
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önemli role sahip olduğu bilinmektedir. Başka bir deyişle hasar görmüş nöron hücrelerinin 

yaşam süresi nörotrofinlerle ilişkilidir (7).  

Son yıllarda plastisiteyi arttırmak, nöronal iyileşmeyi hızlandırmak, hasarın 

sınırlandırılması ve beyin dokusunun kaybının önlenmesi tedavide esas amaç haline gelmiştir.  

Biz de hipoksik iskemik ensefalopati modelinde sinir nörotrofik faktör agonisti olan 

neotrofinin, hipoksik iskemik ensefalopati modelinde nöroprotektif etkilerini araştırmayı 

amaçladık. 

4. GENEL BĠLGĠLER 

4.1 Tanımlar 

Hipoksi, arteriyel oksijen konsantrasyonunun normalden daha az olmasını ifade eder.  

İskemi, hücre ve organların normal fonksiyonlarını sürdürebilmesi için gerekli olan kan 

akımındaki azalmadır. Asfikside temel bozukluk, hipoksi-iskemik hasarlanma ve bunun 

sonucunda gelişen hiperkapni ve asidozun oluşmasıdır.   

Perinatal asfiksi, hipoksi ve iskeminin bir arada görüldüğü bir durumdur.  Anne, fetüs ve 

plasentadan oluşan biyolojik ünitenin veya postpartum pulmoner gaz değişiminin 

bozukluğuna bağlı olarak fetüs veya yenidoğanda hipoksemi, hiperkapni ve asidoz ile birlikte 

olan klinik depresyon tablosu olarak tanımlanabilir.  

Plastisite: İlk kez 1890 yılında tanımlanmıştır. O dönemde insanların davranışlarının 

hayatlarındaki anlamlı değişikliklerle biçimlendiği ve değiştiği gözlenmiş ve buna 

‘Davranışsal Plasitisite’ adı verilmiştir. Başka bir deyişle santral sinir sisteminin çevresel 

uyarılara göre cevap değiştirme yeteneğine plastisite denir. Öğrenme, beynin yüksek dereceli 

plastisite yeteneğidir ve beyin kaynaklı nörotrofik faktör (BDNF) gen ekspresyonunun 

arttırılmasıyla gerçekleşir (8).  

Nörotrofinler: Nöronal gelişim, diferansiyasyon, fonksiyon ve plastisitede anahtar rolleri 

vardır. Beyin kaynaklı nörotrofik faktör, sinir büyüne faktörü (NGF), nörotrofin-3 (NT-3) ve 
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nörotrofin-4 (NT-4) başlıca nörotrofinler arasında sayılabilir. Etkilerini 2 farklı reseptör 

üzerinden gösterirler. Tirozin kinaz reseptör ailesinden olan tropomiyozin ilişkili kinaz (Trk) 

reseptörlerine yüksek afinite, tümör nekrozis faktör ailesinden olan p75NTR reseptörüne 

düşük afinite ile bağlanırlar (9).  

Tropomyozin ilişkili kinaz reseptör ailesinde TrkA, TrkB ve TrkC bulunur. Örneğin NGF 

TrkA respetörüne, BDNF ve NT-4 TrkB reseptörüne, NT-3 TrkC reseptörüne daha özgül 

bağlanır. Bununla beraber her nörotrofin p57NTR reseptörüne bağlanabilir. Nörotrofinler 

reseptörlere direkt bağlanırlar ve Trk reseptörlerini dimerize ederler. Bu işlem sitoplazmik 

tirozin rezidülerinde fosforilasyonla sonuçlanır. Bu aşamadan sonra 3 sinyal kaskadı 

tanımlanmıştır. Bunlar; Ras/ERK (ekstraselüler sinyal-ayarlı kinaz) yolu, PI-

3(fosfatidilinositol-3) yolu ve PLC-gama (fosfolipaz c) yoludur (10).   

AIT-082 diğer adıyla neotrofin, bir hipoksantin derivesidir ve sinir büyüme faktörü 

agonistidir. Beyin kaynaklı nörotrofik faktör, nörotrofin-3, glial nörotrofik faktör, fibroblast 

nörotrofik faktör gibi faktörlerin astrositlerde hem sentezini hem salgılanmasını arttırır ve 

etkilerini güçlendirir (11,12). 1994 yılından bu yana yapılan çalışmalarda sıçanlarda kognitif 

fonksiyonları arttırdığı, uzun ve yakın dönem bellek üzerine olumlu etkilerinin olduğu 

saptanmıştır. İn vitro çalışmalarda PC12 hücreleri ve hipokampal nöronlarda hücre 

çoğalmasını stimüle ettikleri kanıtlanmıştır. Yine in vitro çalışmalarda, glutamatın 

hipokampal nöronlardaki toksik etkisine karşı nöroprotektif etkisi olduğu gösterilmiştir (13). 

Deneysel spinal kord hasarı oluşturularak yapılan bir çalışmada da neotrofinin; glial hücre 

aktivasyonunu azalttığı, daha az doku nekrozu ve kavitasyon oluşturduğu ve hücre sayılarında 

artışa neden olduğu görülmüştür. Başka bir çalışmada, arekolin ile tremor oluşturulmuş 

sıçanlarda neotrofinin yedi gün süreyle kullanılması sonucunda patolojik değişikliklerde 

gerileme olduğu, özellikle dopaminerjik ve hipokampal nöronların korunduğu saptanmıştır 

(14). Benzer nöroprotektif etki ‘kainat’ ile oluşturulan beyin hasarında da gösterilmiştir (15). 
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Son yıllarda Alzheimer gibi özellikli bir hastalık grubunda, öğrenme ve hafıza fonksiyonlarını 

iyileştirmede gelecek vadeden tedavi yaklaşımları içine girmiştir. Faz 2 çalışmalarında oral 

olarak iyi tolere edildiği, kan-beyin bariyerini hızlıca ve metabolize olmadan geçtiği ve ılımlı-

hafif Alzheimer hastalarında belleği güçlendirdiği gözlemlenmiştir (16).  

4.2 Ġnsidans    

Perinatal asfiksi sıklığı toplumlarda değişiklik göstermektedir. Genel olarak insidans 

1000 canlı doğumda 1-6 olarak bildirilmektedir (17). Sağlık bakanlığı verilerine göre her yıl 

doğan 1000 bebekten 1’i asfiksi nedeniyle kaybedilmektedir. Hayatta kalan ancak asfiksiye 

maruz kalan bebek sayısı net değildir bu nedenle gerçek insidansın daha yüksek olduğu 

düşünülmektedir. Dünya sağlık örgütü gelişmekte olan ülkerlerdeki insidansını 8-10/1000 

olarak bildirmektedir. Ülkemizde çok merkezli yapılan bir çalışmada hipoksik iskemik 

ensefalopati sıklığı 1000 canlı doğumda 2,3 olarak saptanmıştır (18). Ancak bu çalışma 

üniversite hastanelerinde yapıldığı ve devlet hastanelerini kapsamadığı için gerçek insidansı 

yansıtmamaktadır. Hastane dışı doğumların sık olduğu Güneydoğu Anadolu Bölgemizde ise 

bu oran %14,5’a çıkmaktadır (19). Kanada’da yapılan bir çalışmada ise insidans, 1000 canlı 

doğumda 15 olarak bildirilmiştir (20). 

4.3 Etiyoloji 

Perinatal asfiksi anteparum, intrapartum ve postpartum dönemde gelişebilir. Yapılan 

çalışmalarda farklı veriler olmasına karşın yaklaşık %90’ı antepartum ve intrapartum 

dönemde görülmektedir. Neonatal asfiksi ile ilgili faktörler çok değişken olabilir. Maternal 

diabet, maternal enfeksiyon, kronik hipertansiyon, hızlı doğum eylemi, uzamış doğum ve 

erken membran rüptürü en sık görülen antepartum ve intrapartum nedenlerdir.  
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4.4 Patofizyoloji 

Perinatal asfiksi fizyopatolojisindeki primer olay, plasentadaki yetersiz gaz değişimi 

sonucunda pulmoner yatakta ventilasyonun bozulmasıdır (21). Hipoksi sırasında beyindeki 

kan akımı, serebral vasküler direncin düşmesi sonucunda artar. Ancak hipoksi uzarsa sistemik 

hipotansiyon gelişeceği için serebral kan akımı azalır. Otoregülasyon sonucunda normal bir 

beyinde serebral kanlanma azalırsa serebral kan akımını korumak amacıyla arteriyoller hızla 

dilate olur. Hipoksiye maruz kalan beyin hücreleri, ortama uyum sağlayabilmek amacıyla 

inhibitör mediatörler [gamma amino butirik asit (GABA), glisin] salgılayarak metabolizmayı 

yavaşlatır.  

Santral sinir sisteminde asfiksiye bağlı hücre ölümünde iki farklı faz tanımlanmıştır. İlk 

fazda hipoksiye sekonder olarak sitotoksik ödem oluşur ve primer hücre ölümü gerçekleşir. 

İkinci faz ise reperfüzyon-reoksijenizasyon fazıdır. Hipoksiye sekonder anaerobik glikoliz ön 

plandadır ve laktik asidoz oluşur. Bunun sonucunda adenosin trifosfat (ATP) üretimi düşer. 

Böylece hücre membranlarındaki Na/K pompası görevini yerine getiremez ve nöronal 

membranlarda depolarizasyon oluşur.   

Eğer hipoksi devam ederse bütün hücreler hızlı ve belirgin bir depolarizasyona uğrarlar 

ve membran potansiyeli tamamen kaybolur. Nöronal membran potansiyeli kaybolduğu anda 

iyon dengesi bozulur. Bunlar hücre içine Na+, Cl¯ ve Ca++ girişi ve hücreden K+ çıkışıdır. 

Hücre içi Ca++ yükselir, ekstrasellüler K+ önemli miktarda artar ve ekstrasellüler Ca++, Na+ 

ve Cl¯ azalır. Ekstrasellüler alanda glutamat konsantrasyonunda önemli miktarda artış olur. 

Sonuç olarak nöronal eksitatör reseptörleri aşırı uyarılır. Glutamatın aşırı yapımı ve 

reseptörlerinin aşırı uyarılması hücre ölümüne katkıda bulunur (22).  Hücre içi Ca artması 

nekrozun yol açtığı apopitozisin son aşamasıdır. İkinci faz uygunsuz laktik asidozun oluştuğu 

fazdır ve klinik olarak konvülsiyonların görülmesiyle tanı konur.   
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4.5 Nöropatoloji 

Neonatal iskemik ensefalopatide görülen nöropatolojik bulgular; hipoksinin şiddetine 

ve süresine,  infantın gestasyonel yaşına, vücut sıcaklığı ve metabolik durumuna bağlıdır (23). 

Gestasyonel yaşı 36 hafta ve büyük olanlarda serebral korteks ve subkortikal gri madde 

etkilenirken, 36 haftadan küçük olanlarda periventriküler beyaz cevher hasarı oluşur (24). 

Matür yenidoğanlarda hipoksi sonucu görülen en sık lezyon, selektif nöronal nekrozdur. 

İskeminin başlamasından 5-30 dakika sonra hücrelerde sitoplazmik vakuolizasyon ve 

mitokondriyal şişme görülür. Santral sinir sisteminde en çok etkilenen bölgeler; 

hipokampusun CA1 ve dentat girus bölgesindeki nöronlar, serebral korteksin derin 

katmanları, putamen, talamus ve serebellar purkinje hücreleridir. İskemi oluştuktan hemen 

sonra nöroprotektif mekanizmalar harekete geçer ve serebral ısı 2-3 derece düşer (25,26).  

Nöronal ölüm iki fazda gerçekleşir. Primer hücre kaybı, hücresel hipoksi sonucunda 

gerekli olan yüksek enerji metabolizmasının sağlanamaması ve hücre depolarizasyonu ile 

olur. İkincil hasar reperfüzyonun sağlanmasıyla başlar. Sekonder nöronal ölüm, 

hipereksitabilite ve sitotoksik ödem ile ilişkilidir ve hipoksik hasardan 6-100 saat sonra 

görülür. Bu dönemde sık görülen konvulsiyonlar hücre ölümüne katkıda bulunur. Bugün 

biliyoruz ki en önemli hasar ikinci fazda oluşur. Hücre ölümü gerçekleştikten sonra mikroglial 

hücreler aktive olur ve glializasyon başlar.  

Matür yenidoğanlarda sık görülen lezyonlar; selektif nöronal nekroz (en sık), 

parasaggital serebral hasar, status marmaratus ve fokal veya multifokal iskemik serebral 

nekroz olarak gösterilebilir. 

Prematüre yenidoğanlarda daha sık görülen lezyonlar, hipoksiye daha duyarlı olan 

periventriküler beyaz cevherde oluşur. Daha büyük prematürelerde ise gri cevher lezyonları 

da görülebilir. En sık görülen klinik durumlar; periventriküler lökomalazi, periventriküler 
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hemorajik lezyonlar, selektif nöronal nekroz, fokal veya multifokal iskemik serebral 

nekrozdur (27,28).  

4.6 Klinik  

Perinatal asfikside klinik oldukça değişkendir. Yukarıda da anlatıldığı gibi birçok 

faktörle ilişkilidir.  

Bebeğin klinik durumunu hızlı bir şekilde değerlendirmemize olanak sağlayan ve ilk 

kez 1952 yılında tanımlanmış olan APGAR skorlama sistemi, bilim dünyasında ve 

klinisyenler arasında ortak dil olması bakımından önem taşımaktadır. Apgar skorlaması 

doğumu takiben 1, 5 ve daha nadir olarak 10 ve 20.dakikalarda değerlendirilir. Beşinci dakika 

Apgar skoru, nörolojik prognozun daha iyi bir göstergesidir (29). Doğum sırasında amniyon 

sıvısının ya da bebeğin mekonyum boyalı olması bulguları destekler. Yenidoğan tamamen 

normal olabilir. Ancak genellikle spontan solunum yapamaz ve hipotoniktir. Sıklıkla 

müdahale gerektirecek kadar siyanotik ve bradikardiktir. Beyin ödemi bulguları gelişir. Bu 

dönemde konvülsiyonlar başlayabilir ve genellikle tedaviye dirençlidir (30).  

Klinik ilk 72 saatte çok değişken olabilir; 

 İlk 12 saatlik dönemde: Bebek hipotonik ve depresedir. Solunum hareketleri 

düzenli ve kuvvetli değildir. Işık refleksi ve okülosefalik refleks alınır. Ciddi 

asfiksi gelişmiş yenidoğanlarda bu dönemde bile konvülsiyonlar görülebilir. 

 12-24 saatlik dönemde: Asfiksi çok şiddetliyse hipotonisite ve koma hali 

görülebilir. Ancak genellikle bu dönemde hipotonisite değil hipertonisite beklenir. 

Uyaranlara yanıt abartılıdır. Konvülsiyonlar bu dönemde başlar. Status epileptikus 

gelişebilir. Apne, etkilenmiş bebeklerin yaklaşık olarak yarısında görülür.  

 24-72 saatlik dönemde: Ağır asfiktik bebekler bu dönemde daha da kötüleşir. 

Beyin sapı fonksiyonları azalır. Pupil ve okülosefalik refleks alınamaz. Ölüm 
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genelde bu dönemde görülür. Eğer bebek prematüre ise intraventriküler kanama 

yine bu dönemde olur ve kliniğin hızlı kötüleşmesinden sorumludur.  

 72. saatten sonraki dönemde: İlk 72 saati geçiren bebeklerde hızlı bir iyileşme 

gözlenir. Klinik tablo hasarın yeri ve şiddeti ile ilgili olarak değişkendir. Eğer 

etkilenmiş bebeğin ilk bir haftadan sonra nörolojik muayeneleri normal ise 

prognozunun iyi olacağı söylenebilir.  

4.7 Tanı 

Temel olan detaylı hikâye ve fizik muayenedir. Hipoksinin erken tanısı prognoz 

açısından çok önemlidir. Metabolik asidoz gelişmişse asfiksi oluşmuş demektir ve santral 

sinir sisteminde ve diğer organlarda geri dönüşümsüz sekeller bırakabilir. Fetus hipoksiye 

intrapartum maruz kalmışsa; umblikal kord kanında pH <7.00, 5. Dakika Apgar skoru <6, 

fetal distress belirtileri, doğumdan sonraki ilk 24 saat içinde konvülsiyon gibi klinik bulgular 

ortaya çıkabilir (31). Santral sinir sistemi dışında oluşabilecek klinik durumlar; akut tübüler 

nekroz, hepatik nekroz, kardiyomiyopati, nekrotizan enterokolit, mekonyum aspirasyon 

sendromu, persistan fetal sirkülasyon, uygunsuz ADH (Antidiüretik hormon) sendromu ve 

adrenal yetmezliktir. Yukarıda sayılan klinik durumlar için hasta takip edilmelidir.    

Etkilenmenin şiddetine göre klinik bulgular ve laboratuar bulguları değişiklik gösterebilir. 

Asidoz gelişmeyen; ancak etkilenmiş bebeklerde kliniğin şiddetini ve prognozu belirlemede 

beyin-omurilik sıvısı (BOS) incelemesi, elektroensefalografi (EEG), transfontanel 

ultrasonografi incelemesi, kraniyal bilgisayarlı tomografi ve manyetik rezonans görüntüleme 

(MRG) yardımcı olur.  

Asfiksili bir yenidoğanda mutlaka yapılması gerekli tetkikler ise şunlardır: Tam kan 

sayımı, idrar tetkiki, kan şekeri ölçümü, kan üre azotu, kreatinin, kalsiyum, fosfor, 

magnezyum, karaciğer fonksiyon testleri, aspartat aminotransferaz (AST), alanin 

aminotransferaz (ALT), kreatinin kinaz (CK), laktat dehidrogenaz (LDH) seviyeleri, 
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arteriyel veya kapiller kan gazları değerlendirmeleri, kan kültürü, BOS kültürü, göğüs 

grafisi, USG, bilgisayarlı tomografi (BT) veya MRG ve EEG’dir. 

a. Lomber Ponksiyon: Hipoksik iskemik ensefalopatinin tanısında olmasa da ayırıcı tanı 

için gerekli olabilir.  

b. EEG (Elektroensefalografi): Hipoksik iskemik ensefalopati düşünülen prematür veya 

term yenidoğanlara nöbet aktivitesi olsun olmasın yapılması gereklidir. Hem tanısal 

hem prognostik önemi vardır. Zemin aktivitesindeki burst supresyon, düşük voltaj ve 

elektroserebral inaktivite gibi bozukluklar, yüksek risk nörolojik sekel açısından 

sensitiftir (32,33).  

c. Transfontanel USG: Kolay uygulanabilmesi, ucuz ve non-invaziv olması, erken 

dönemde BT’den daha üstün olması nedeniyle perinatal asfikside sıklıkla kullanılır. 

Dezavantajları ise uygulayan kişiye bağımlı olması, parankim ve beyin sapını 

değerlendirmede yetersiz kalmasıdır. Akut dönemde etkilenen bölgede doppler USG ile 

azalmış akım saptanması tanıyı destekler. Tekrarlayan USG incelemelerinde bu 

bölgede tam düzelme, kısmı düzelme, hipoekojen alan, kistik değişiklikler ve 

proensefalik alan görülebilir (34).  

d. Kraniyal BT: Yenidoğan beyninde su içeriği fazladır ve BOS yüksek protein içerir. Bu 

nedenle BT’nin hipoksik iskemik ensefalopati tanısındaki yeri kısıtlıdır ve düşük 

sensitiviteye sahiptir. BT,  hemoraji düşünülüyorsa sedasyona gerek olmadan en kısa 

sürede tarama yapabilmemizi sağlar. Ağır nöronal nekrozda görülen diffüz kortikal 

hasar, bazal ganglion ve talamus hasarı, periventriküler lökomalazi, fokal ve multifokal 

iskemik beyin nekrozu hakkında önemli tanısal bilgiler verir (34). 

e. Kraniyal MRG: Hipoksik iskemik hasarın görüntülenmesinde en iyi yöntemdir. 

Lezyonlar her evrede görüntülenebilir. Özellikle intravasküler alanda yani gri ve beyaz 

cevheri ayıran sınır zonundaki hasarlanmayı saptamada duyarlıdır (35). Etkilenen 
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alanın büyüklüğüne göre ılımlı, orta ve derin etkilenme olarak tanımlanır. Lateral 

talamus, posterior putamen, hipokampus ve kortikospinal traktus etkilenmişse derin 

etkilenmeden söz edilir.  

Tanıda yardımcı olabilecek diğer belirteçler ise; astrositlerden salınan kan beyin bariyerini 

geçerek dolaşıma katılan Protein S100B ve kreatin kinaz beyin izoenzimi (CKBB) rahatlıkla 

tesbit edilebilir ve tanıda kritik önemleri vardır (36). 

4.8 Evreleme  

Hastalığın prognozunu belirleyebilmek için şiddetinin belirlenmesi önem taşımaktadır. 

Günümüzde evreleme için Sarnat ve Thompson skorlama sistemleri kullanılmaktadır (37, 38). 

Bu skorlama sistemlerinde genel olarak bebeğin bilinç durumu, postürü, tonusu, solunumu, 

moro refleksi, nöbet geçirip geçirmediği, EEG bulguları gibi bilgiler değerlendirilmektedir.  

4.9  Ayırıcı tanı 

Hipoksik iskemik ensefalopatili hastaların ayırıcı tanısında; sepsis, menenjit ve 

menengoensefalit gibi santral sinir sistemi enfeksiyonları, konjenital kalp hastalıkları, 

nörometabolik hastalıklar, konjenital anomaliler akla gelmelidir. 

     4.10 Tedavi 

Obstetri ve yenidoğan alanındaki tüm bilimsel gelişmelere rağmen ilk yaklaşım her 

zaman hipoksiden korunmak olmalıdır. Hipoksik iskemik ensefalopati günümüz teknolojik 

olanakları ile bile halen önemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.  

Tedavi rejimi, destekleyici ve organ sistem tutuluşlarına yönelik olarak 

belirlenmelidir. Destek tedavide yeterli ventilasyon ve perfüzyon, vücut ısısı, serum glikozu, 

kalsiyum ve asit-baz dengesinin sağlanması ana hedef olmalıdır.  

Perfüzyon-ventilasyon dengesi nöronal hasarın sınırlandırılması açısından önemlidir. 

Hiperoksijenizasyon, hipoksi kadar zararlı olabilir. Hiperokside de serebral kan akımın 

azaldığı ve nöronal hasarlanmanın arttığı bilinmektedir. Hiperkarbide serebrovasküler 
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otoregülasyon bozulur ve parankimde hemoraji görülebilir. Hipokarbide ise serebral kan 

akımı azalır ve santral sinir sistemi deprese olur. Böylece nöronal hasarlanma artar. Amaç tam 

bir denge sağlamak olmalıdır.  

Beyin hücrelerinin ana enerji kaynağı glikozdur. Hasta normoglisemik olmalıdır. 

Hipoglisemi serebral kan akımını azaltır. Hiperglisemi beyin ödemini arttırır. Öncelikli amaç 

hipoglisemiye karşı korumak, gerektiğinde insülin desteği ile normoglisemi sağlamaktır.  

Yararı kanıtlanmış tek tedavi yöntemi hipotermi uygulamasıdır. Westin ve arkadaşları 

1955 yılında hipoterminin perinatal asfikside yararlı olduğunu, parasagittal nöronal hasarı 

azalttığını saptamışlardır. Orta veya ağır asfiksiye maruz kalmış seçilmiş infantlarda ilk 6 

saatte başlayıp 72 saat süreyle orta dereceli (33,5°C) baş ve vücut soğutma uygulmasının 

mortaliteyi ve nörogelişimsel bozuklukları azalttığı gösterilmiştir (39,40,41,42). Çok merkezli 

yapılmış bir çalışmada (n:234) baş soğutulması yapılan bebeklerde nörolojik sekel ve ölüm 

oranı %55, kontrol grupta ise %66 bulunmuştur (43). Başka bir çalışmada da tüm vücut 

soğutması yapılan orta-ağır HİE’li 208 hastada nörolojik sekel ve mortalite oranlarında 

kontrol grubuna göre anlamlı azalma olduğu görülmüştür (44). Bu çalışma sonuçlarına göre 

Higgins ve arkadaşları 2006 yılında bir bildiri yayınlamışlar ve hipotermi tedavisinin uzun 

dönem güvenlik ve etkinliğinin belirlenmesi gereken bir tedavi olduğuna karar vermişlerdir 

(45). Günümüzde ise hipotermi ile kombine tedavilerin etkilerine yönelinmiştir. 

Bu hastalarda beyin ödemi sıklıkla görülür. Ne mannitolün ne de kortikosteroidin 

yararı kanıtlanamamıştır. Bu durumda uygunsuz ADH sendromundan da korunmak amacıyla 

sıvı yüklemekten kaçınmak en doğru yaklaşımdır. Günlük sıvı ihtiyacı, idame sıvı ve 

insensible kayıpları göz önüne alınarak hesaplanmalıdır. Henüz kanıtlanmış olmasa da 

kalsiyum kanal blokörleri, serbest radikal inhibitörleri, glutamat ve aspartat reseptör 

blokerleri, lipid peroksidasyon inhibitörleri, allopurinol, magnezyum sülfat gibi ajanlar ile 
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çalışmalar sürmektedir (46,47,48). Hasta nekrotizan enterokolit yönünden riskli olduğu için 

enteral beslenme geciktirilmelidir.  

Bu dönemdeki konvülsiyonlara beklenmeden müdahale edilmesi nöronal hasarın 

artmaması açısından önemlidir (49). İlk seçenek, GABA inhibisyonunu arttırıp glutamat 

eksitasyonunu azaltan fenobarbital olmalıdır. Fenobarbital tedavisine rağmen nöbetler 

sürüyorsa voltaj bağımlı Na kanal blokeri olan fenitoin tedaviye eklenir. Persiste eden 

konvulsiyonlarda barbitürat grubundan olan lorezepam ve midazolam infüzyonu başlanabilir. 

Kontrol altına alınmayan konvülsiyonlarda ise 100 mg intravenöz pridoksin denenebilir.  

4.11 Prognoz 

Prognoz, bebeğin hipoksi ile karşılaştığında nöronal gelişim evresinin neresinde 

olduğuna ve ne kadar süre etkilendiğine göre değişir. Tam iyileşmeden ölüme kadar geniş bir 

yelpazede karşımıza çıkabilir.  

Hipoksik iskemik ensefalopati tanısı konulan bebeklerde yaklaşık olarak %10 eksitus, 

%30 nörolojik sekel ve %60 oranında normal gelişim beklenir. Preterm bebeklerde ise bu 

sıralama %30 eksitus, %20 nörolojik sekel ve %50 oranında normal gelişim şeklindedir (50). 

Apgar skoru nörolojik morbiditeyi belirlemede önemlidir. 5.dakika Apgar skoru yedinin 

altında olan bebeklerde nörolojik sekel riskinin üç kat arttığı, 10. dakika Apgar skorunun 4’ün 

altında olan bebeklerde ise hayatın ilk yılında mortalite riskinin yüksek olduğu görülmüştür. 

EEG ve MRG bulguları bize prognoz hakkında bilgi verir. Normal EEG ve MRG iyi prognoz 

ile ilişkiliyken patolojik EEG ve MRG bulguları ise kötü prognozu gösterir (51). 

5. GEREÇ ve YÖNTEM 

 Çalışmamıza Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel Araştırma Birimi’nden 

(DEÜTFAB) temin edilen postnatal 7. gününde olan, ağırlıkları 9-11 gram arasında değişen 

Wistar cinsi 21 adet yavru sıçan alındı. Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney 

Hayvanları Laboratuvarında Wistar Albino suşunun bulunması ve literatürle uyumlu olması 
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nedeniyle denek olarak bu tür tercih edildi. Deneklerin çalışma süresince barındırılması ve 

bakımları bu ünite tarafından yapıldı. Denekler araştırma başlangıcına kadar 12 saat aydınlık, 

12 saat karanlık ortamda 20±2°C oda sıcaklığında barındırıldı ve standart pellet yem, musluk 

suyu ile beslendi. Bu yavru sıçanlara, annelerinin emzirdikleri göz önüne alınarak, 

kanibalizmi önlemek amacıyla el ve eldivenle yapılacak manipülasyonlarda mümkün olduğu 

kadar pamukla dokunuldu.   

5.1 Hipoksik-Ġskemik Beyin hasarının OluĢturulması 

a. Anestezi başlangıcı: Anestezi uygulaması için denekler, anestezik gazın giriş ve çıkış 

yapabileceği bölümleri bulunan cam fanusa yerleştirildi ve sisteme %100 O2 içinde 

halotanın %2,5 konsantrasyonu verilerek anestezi uygulaması gerçekleştirildi. 

Halotan vaporizatöründen gelen gaz karışımı, anestezik gaz monitöründen 

(Anesthesia Gas Monitoring 1304, Denmark) izlenerek sabit tutuldu. Cerrahi işlem 

için deney hayvanı cam fanustan çıkarıldığında anestezi idamesi, deneğin ağız ve 

burnuna adapte olan bir maske ve konnektör yardımıyla sağlandı. Oksijen ve halotan 

düzeyleri anestezik gaz monitöründen izlenerek sabit tutuldu. 

b. Cerrahi işlem: Deney hayvanlarının boyunları hiperekstansiyona getirilerek orta 

hattan vertikal olarak 0,5-1 cm’lik cilt, ciltaltı insizyonu yapıldı. Trakea bulunarak sol 

kommon karotid arter mikroskop altında 6/0 ipek ile askıya alındı, aynı ipek ile kalıcı 

olarak bağlandı. Mikroskop altında karotid arterde pulsasyon olmadığı doğrulandıktan 

sonra, insizyon yeri dikildi. Anestezik gaz girişi durdurulup deney hayvanının 

uyanması sağlandı. 

c. Beslenme: Deney hayvanı derlenmesi ve beslenmesi için annesinin yanına 2 saat 

süreyle bırakıldı. 

d. Hipoksi düzeneği: Her deney hayvanı için ayrı olmak üzere 450 ml
 
hacimli gaz giriş 

ve çıkış sistemi bulunan cam kavanozlar kullanıldı. Cam kavanozlara nemlendirilmiş 
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%92 saf nitrojen ve %8 oksijen girişi sağlandı. Hipoksik karışımın monitorizasyonu, 

ortak giriş hattına bağlanan anestezik gaz monitörü ile izlenerek sabit tutuldu. 

Kavanoz çıkışlarında gaz çıkış basıncı 3 - 4 cm H2O olacak şekilde sabit tutuldu. Tüm 

kavanozlar 37C sabit sıcaklıkta su banyosuna yerleştirildi. Deney hayvanları 2,5 saat 

süre ile, bu kavanozlarda hipoksik karışımı soludular (52).  

5.2  Tedavi grupları;  

Grup I, n=7, HİE modeli geliştirilen ve intraperitoneal neotrofin verilen grup  

Grup II, n=7, HİE modeli geliştirilen ve intraperitoneal serum fizyolojik verilen grup 

Grup III, n=7, Sham 

 5.3 Neotrofin uygulanması; 

Yedi günlük hipoksik iskemik ensefalopati oluşturulmuş sıçanlara 60 mg/kg AIT-082 

0,3 ml salin içinde çözünmüş halde intraperitoneal yol ile uygulandı. Kontrol grubuna ise aynı 

gestasyon günlerinde sadece 0,3 ml normal salin intraperitoneal yol ile uygulandı. 

5.4. Hayvan yaĢamını sonlandırma zamanı ve yöntemi 

 Hayvanlar; hipoksi uygulamasından 48 saat sonra, eter anestezisi altında dekapitasyon 

uygulanarak sakrifiye edildi. Sıçanlar sakrifiye edildikten sonra beyin dokuları çıkartıldı ve % 

10’ luk tamponlanmış nötral formaldehid içinde fikse edildi. 

 

Postnatal 7. gününde olan Wistar cinsi

21 sıçan 

Grup 1

HĠE+Neotrofin

n:7 

Grup 2

HĠE

n:7

Grup 3

Sham

n:7

Sol kommon karotid arter 

ligasyonu

2,5 saat %92 saf nitrojen 

ve %8 oksijen ile hipoksi

Sol kommon karotid

arter ligasyonu

2,5 saat %92 saf 

nitrojen ve %8 oksijen 

ile hipoksi

60 mg/kg AIT-082 

0,3 ml salin ile 

intraperitoneal yol

0,3 ml salin

intraperitoneal

yol

Hipoksi oluĢtuktan sonra 48. saatte sakrifiye edildi 

Crezyl-Viole

Kaspaz 3 ile apopitoz değerlendirildi.  
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5.5. IĢık Mikroskobik Doku Takip Protokolü 

Beyin dokuları %10' luk tamponlanmış nötral formalin içerisinde 3 gün süreyle tespit 

edilerek rutin doku takip işlemine başlatıldı. Tespit maddesinin uzaklaştırılmaları için 1 gece 

akarsu altında yıkandıktan sonra, 60˚C de etüvde 20' şer dakika sırasıyla %70, %80, %96' ya 

artan etil alkol serilerinden geçirildi. Daha sonra 60˚C de etüvde 20’ şer dakika dört değişim 

asetonda dehidrate edildi. Ardından şeffaflandırma amacıyla 60˚C de etüvde 30' ar dakika iki 

değişim ksilolde bekletildi. 60°C' lik etüvde iki değişim halinde 1’er saat parafin ile 

immersiyonu sağlanarak ince doku dilimleri parafin bloklar içerisine gömüldü. Rotary 

mikrotom (RM 2255, Leica) aracılığı ile 5 μ' luk koronal kesitler alındı. Kesitler rat beyin 

atlasına (Paxinos ve Watson rat atlası) göre prefrontal korteks için 9, 11. düzlemler, hipokampus 

için 21, 23, 25. düzlemler, parietal korteks için 21. düzlemlerden alındı.  

        Kesitlerin bir kısmı doku histolojisini incelemek amacıyla crezyl-violet ile boyandı, diğer 

kesitler polilizinli lamlara yerleştirilerek apopitotik hücreleri işaretlemek amacıyla aktive kaspaz-

3 immunhistokimya uygulandı. 

5.5.1. Crezyl-violet boyaması 

Alınan parafin kesitler 3 gün 37˚ de etüvde bekletildi. 20 dakika 60˚C de etüvde, 20 

dakika da iki değişim halinde oda ısısında olmak üzere üç değişim ksilolde bekletildi. Ardından 

%96' dan %60' a azalan alkol serilerinden geçirilerek hidrate edildi. Distile suda yıkandıktan 

sonra 0,2 gr Crezyl-violet boyası (61123 Fluka, Chemika) 150 ml. distile suda çözülerek 

STOK solusyon yapıldı. 30 ml STOK solusyon 100 ml 0,1M, pH 3,5 asetat tampon ile 

sulandırılarak %30 luk çalışma solusyonu hazırlandı. Kesitler çalışma solusyonu içerisinde 

20-30 dakika bekletildikten sonra %96’lık alkolle çalkalandı. 3 kez 20 dakika ksilol ile 

şeffaflandırma yapılıp entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatıldı.       
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5.5.2. Hücre sayımı 

Crezyl-violet ile boyanan kesitlerin görüntüleri, ışık mikroskobu (Olympus BH-2 Tokyo, 

Japonya) ve yüksek rezolüsyon video kamera (JVC TK-890E, Japonya) içeren bilgisayar destekli 

görüntü analiz sistemi kullanılarak elde edildi. Prefrontal korteks, parietal korteks ve hipokampal 

nöron sayıları 20x Olympus lensle görüntülenen monitörde 15800 μm
2
 lik sayım çerçevesi 

yardımıyla sayıldı. Sayım çerçevesi görüntü analiz sistem monitörü üzerine randomize olarak 3 kez 

yerleştirildi. Prefrontal korteks, parietal korteks ve hipokampal nöronlar sağ ve sol hemisferde sayıldı, 

elde edilen sonuçların ortalamaları alındı ve istatistiksel olarak değerlendirildi. 

5.5.3. Aktive Kaspaz-3 Ġmmunreaktivitesi 

Aktive kaspaz-3, immunreaktivitelerinin gösterilmesi amacıyla kullanıldı. 

İmmunohistokimyasal inceleme için 60ºC lik etüvde 1 gece  ve de 3 değişim 20’şer dakika 

deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten sonra  10 

dakika distile su ile yıkandı. Dokuya zarar vermeden kurulanıp dakopen (Dako, Glostrup, 

Denmark) ile çevreleri sınırlandı. Kaspaz-3 boyanmasında sitrat buffer (pH:6) içerinde 

ısıtıldıktan sonra soğumaya bırakıldı. Daha sonra kesitlere, doku endojen peroksidazını inhibe 

etmek amacıyla 5 dk %3’lük Hidrojen peroksit uygulandı. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon 

solüsyonu ile yıkanan kesitler 1 saat oda ısısında bloklama solusyonu ile enkübe edildi ve 

ardından yıkama yapılmadan kaspaz-3 antikoru ile +4
o
C’de enkübe edildi. Ardından fosfatlı 

tampon solüsyonu ile 3 defa yıkanan kesitler biyotinlenmiş sekonder antikor (ile 30 dk enkübe 

edildi. PBS solusyonu ile yıkama yapıldıktan sonra enzimle işaretli (peroksidaz) avidin-

biyotin kompleksi (streptavidin) 30 dakika uygulandı. Reaksiyonun görünür hale getirilmesi 

için Diaminobenzidin (DAB) kullanıldı. Zemin boyaması Mayer hematoksilen ile yapıldı. 

Dereceli alkollerde dehidratasyon işlemi gerçekleştirilen kesitler  ile şeffaflaştırma işleminden 

sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatıldı. Apopitotik indeksi 

hesaplamak için prefontal korteks, hipokampus ve parietal korteksde her ik hemisferde 1000 

hücre sayıldı. Apopitotik morfoloji gösteren hücreler % olarak hesaplandı. 
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5.6. Ġstatistiksel Analizler 

Deneyde elde edilen değerler Windows için SPSS 15.0 programı kullanılarak analiz 

edildi. Parametrik veriler arasındaki fark analizi icin Anova analizi kullanıldı. Gruplar arası 

karşılaştırma amacıyla ise Mann-Whitney U-testi uygulandı ve p<0,05 olan değerler 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  

6. SONUÇLAR 

   6.1. Crezyl-violet boyaması 

Sham grubunda (grup III), prefrontal korteks, hipokampus ve parietal korteks doku 

örneklerinden alınan kesitlerde normal histolojik yapı gözlendi. Nöronlar normal 

görünümdeydi, sınırları belirgin hücre zarı bütünlüğü korunmuştu. Çekirdek sınırları düzenli, 

kromatin dağılımı normal ve çekirdekçik belirgin olarak gözlendi. Kapiller endotel bütünlüğü 

ve kapillerlerin perifer doku ile bütünlüğü normaldi (Resim 1,4,7). 

Hipoksik iskemi modeli oluşturulan grupta (grup II) deneklerin, prefrontal korteks, 

parietal korteks ve hipokampus doku örneklerinden alınan kesitler crezyl-violet ile boyanarak 

incelendiğinde hipoksik iskemi uygulanan grup ile tedavi grupları arasında ışık mikroskopik 

olarak belirgin farklılık gözlendi.  

Hipoksik iskemi grubunda, prefrontal korteks ve parietal korteks piramidal nöronlarda 

belirgin büzülme, hücre ve çekirdek sınırlarında düzensizlik, bazı hücrelerde çekirdek 

kromatininde yoğunluk, nöron sitoplazmalarında dansite artışı izlendi (Resim 2,5). 

Hipokampal doku kesitlerinde ise hipokampusun tipik çok sıralı hücre dizilimi bozulmuş, 

hücreler seyrekleşmişti. Daha büyük büyütmede sham grubuna göre nöronların büzüldüğü ve 

sayıca azaldığı, birbirinden uzak, seyrek dizilimli yerleştiği saptandı. Hücre ve çekirdek 

sınırlarında düzensizlik gözlendi (Resim 8). 

Hipoksik iskemi+Neotrofin verilen grupta (grup I), prefrontal ve parietal korteksin 

izlenen tabakaları alışılmış yapıdaydı. Nöronlar normal yapıda, çekirdek ve çekirdekçik 
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belirgindi. Grup II’de bulunan nöronlarda büzülmeler oldukça seyrek olarak izlendi. 

Perinöronal ve perikapiller ödem gözlenmedi (Resim 3,6). Hipokampus kesitlerinde ise 

hipokampusun yeniden çok sıralı görünümde ve olağan yapıdaydı. Hücreler birbiriyle yakın 

komşuluktaydı. Nöronlarda çekirdek ve çekirdekçik belirgindi (Resim 9). 

 

Resim 1: Sham grubu prefrontal korteks genel görünüm Crezyl-violet 

 

Resim 2: HİE grubu prefrontal korteks nöronlarda büzülme, hücre ve  

çekirdek sınırlarında düzensizlik Crezyl-violet 
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Resim 3: HİE+Neotrofin grubu prefrontal korteks genel görünüm Crezyl-violet 

 

 

Resim 4: Sham grubu parietal korteks genel görünüm Crezyl-violet 
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Resim 5: HİE grubu parietal korteks nöronlarda büzülme, hücre ve  

çekirdek sınırlarında düzensizlik Crezyl-violet 

 

 

Resim 6: HİE+Neotrofin grubu parietal korteks genel görünüm Crezyl-violet 
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Resim 7: Sham grubu hipokampus genel görünüm Crezyl-violet 

 

 

Resim 8: HİE grubu hipokampus, nöronlarda büzülme ve sayıca azalma, 

Crezyl-violet 
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Resim 9: HİE+Neotrofin grubu hipokampus genel görünüm Crezyl-violet 

 

6. 2. Hücre Sayımı Sonuçları 

Hipoksik iskemi oluşturulan tedavisiz grupta hipokampus, prefrontal korteks ve parietal 

korteks bölgesindeki hücre sayıları, sham grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel anlamlı 

olarak azalma saptandı.  

Neotrofin verilen grupta her iki hemisferde özellikle hipoksik hasara daha duyarlı 

olduğu bilinen hipokampusun, CA1 ve dentat girus bölgesine ek olarak CA2 ve CA3 

bölgesinde de hücre sayıları yüksek bulundu. Karotis arter ligasyonu yapılan ve neotrofin 

verilen grubun sol hipokampusunun CA1, CA3 dentat girus bölgelerindeki hücre sayılarında, 

tedavisiz gruba göre istatistiksel olarak anlamlı yükseklik saptandı (p<0,05) (Tablo1,2). 

Karotis arter ligasyonu yapılmayan; ancak hipoksiye maruz bırakılan sağ hemisferde ise 

prefrontal korteks dışındaki tüm bölgelerde hücre sayıları normal salin verilen grupla 

karşılaştırıldığında yüksek bulundu ve bu sonucun istatistiksel olarak da anlamlı olduğu 

görüldü (p<0,05). 
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Tablo1: Neotrofinin hipoksik-iskemik beyin hasarı oluşturulan yenidoğan rat hipokampus bölgesindeki etkisi 

(Sol hemisfer)             

                                            Nöron sayısı (n/15800µ
2
) 

 CA1 CA2 CA3 Dentat girus Prefrontal korteks Parietal korteks 

1. Sham (n:7) 57.56±0.62 38.54±1.37 26.86±1.22 66.70±1.68 23,22±1,09 33,02 ± 0.87 

2. Neotrofin (n:7) 53.01±1.21 32.48±1.47 23.07±0.83 62.48±1.62 19,71± 1,72 29± 2 

3. Salin (n:7) 34.16±1.61 30.3±2.18 19.66±1.96 53.42±1.37 18,28 ± 1,33 24,16 ±1,36 

       

p değeri       

1 ve 3 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 

2 ve 3 0,002 0,063 0,006 0,002 0,096 0,002 

Değerler ortalama±standart deviasyon olarak verilmiştir 

 

Tablo2: Neotrofinin hipoksik-iskemik beyin hasarı oluşturulan yenidoğan rat hipokampus bölgesindeki etkisi 

(Sağ hemisfer)             

 Nöron sayısı (n/15800µ
2
) 

 CA1 CA2 CA3 Dentat girus Prefrontal korteks Parietal korteks 

1. Sham (n:7) 58.22±1.24 38.28±1.46 27.10±0.98 67.68±1.24 23,36±0.89 34,08±0.95 

2. Neotrofin (n:7) 57.10±1.88 37.81±1.44 26.10±1.38 66.52±1.27 23,18±1,13 33,10±0,9 

3. Salin (n:7) 47.16±0.94 33.48±1.14 22.96±1.76 59.50±1.23 22,02±1,37 30,08±2,03 

       

p değeri       

1 vs 3 0,002 0,002 0,002 0,002 0,084 0,002 

2 vs 3 0,002 0,002 0,003 0,002 0,128 0,003 

Değerler ortalama±standart deviasyon olarak verilmiştir 

 

6.3. Ġmmunohistokimyasal Bulgular 

Sham grubunda, aktive kaspaz-3 ile boyanan prefrontal korteks, parietal korteks ve 

hipokampus kesitlerinde belirgin bir tutulum gözlenmedi ve normal histolojik yapı izlendi 

(Resim 10,13,16). 

HİE modelinde deneklerden alınan ve aktive kaspaz-3 ile boyanan prefrontal korteks, 

parietal korteks ve hipokampus kesitlerinde ise, HİE uygulanan grup ile tedavi grupları 

arasında fark vardı. HİE grubunda, aktive kaspaz-3 ile boyanan kesitlerde apopitoza giden 

nöronlar çok sayıda ve belirgin olarak işaretlenmişti (Resim 11,14,17). 

Tedavi grubunda ise kaspaz-3 ile pozitif boyanan hücrelerde azalma olduğu görüldü 

(Resim 12,15,18). 
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Resim 10: Sham grubu prefrontal korteks genel görünüm Aktive Kaspaz-3 

 

 

 

Resim 11:HİE grubu prefrontal korteks Aktive Kaspaz-3 (+) hücrelerde artış 
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Resim 12: HİE+Neotrofin grubu prefrontal korteks Aktive Kaspaz-3 

 

 

 

Resim 13: Sham grubu parietal korteks Aktive Kaspaz-3 
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Resim 14: HİE grubu parietal korteks Aktive Kaspaz-3 

 

 

 

Resim 15: HİE+Neotrofin grubu parietal korteks Aktive Kaspaz-3 
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Resim 16: Sham grubu hipokampus Aktive Kaspaz-3 

 

Resim 17: HİE grubu hipokampus Aktive Kaspaz-3 
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Resim 18: HİE+Neotrofin grubu hipokampus Aktive Kaspaz-3 

6.1 Neotrofinin apopitoz üzerine etkisi:  

Hipokampus (CA1, CA2, CA3, dentat girus), prefrontal korteks ve parietal kortekste 

aktif kaspaz-3 immunhistokimya kullanılarak apopitoz değerlendirildi. Neotrofin 

uygulanan grupta her iki hemisferde de hipokampusun CA1, CA2, CA3, dentat girus 

bölgelerinde, prefrontal ve parietal kortekste apopitotik hücrelerde sayıca azalma saptandı. 

Gruplar birbirleriyle karşılaştırıldıklarında tüm bölgelerdeki sonuçların istatistiksel olarak 

da anlamlı olduğu görüldü (p<0,05) (Tablo 3,4). 

Tablo3: Neotrofinin hipoksik-iskemik ensefalopati oluşturulmuş yenidoğan sıçan modelinde apopitoz  

üzerine etkisi (sol hemisfer)     

                               Aktive Kaspase-3 pozitif hücre (%)  

 Hipokampus Prefrontal korteks Parietal korteks 

1. Sham (n:7) 0.72±0.02 0,82±0,04 3.00±0,16 

2. Neotrofin (n:7) 2,72±0.24 2,88±0,26 4,17±0,21 

3. Salin (n:7) 4,52±0.10 3,54±0,33 6,44±0,25 

    

p değeri    

1 vs 3 0,002 0,002 0,002 

2 vs 3 0,002 0,008 0,002 

Değerler ortalama±standart deviasyon olarak verilmiştir 
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7. TARTIġMA  

Hipoksik iskemik ensefalopati, yenidoğanlarda önemli bir sağlık sorunu olmaya devam 

etmektedir. Hipoksik iskemik hasara uğramış nöronların hipoksiye dayanıksız olması ve 

çoğalma yeteneklerinin olmayışı nedeniyle tedavi başarısı düşüktür. Bu bağlamda, nöronal 

dokuda tamir mekanizmalarını harekete geçirebilecek ya da güçlendirebilecek yeni tedavi 

yaklaşımlarına ihtiyaç vardır. 

Bu çalışmada neotrofinin, hipoksik iskemik beyin hasarı oluşturulan yenidoğan sıçan 

modelinde nöronal hücre kaybını ve apopitozu önlediği gösterilmiştir. Neotrofin hipoksi ve 

iskemiye maruz bırakılan sıçan beyninde nöroprotektif etki göstermektedir. Deneysel olarak 

kanıtladığımız bu etki gelecekte hipoksik iskemik ensefalopatili çocukların tedavisinde umut 

ışığı olabilir. Literatüre bakıldığında bu çalışma neonatal hipoksik iskemik beyin hasarında 

neotrofinin nöroprotektif etkilerini gösteren ilk çalışma olma özelliği taşımaktadır.  

Çalışmada 7 günlük sıçanların seçilmesinin nedeni beyin gelişim basamakları göz önüne 

alındığında yenidoğan beyin fizyolojik özelliklerine en yakın olduğu dönemin 7. gün 

olmasıdır. Başka bir deyişle insan yenidoğanlarına göre sıçanlar prematüre doğarlar ve 

yaklaşık 7. günde matür yenidoğan özelliklerine ulaşırlar.  

Tablo 4: Neotrofinin hipoksik-iskemik ensefalopati oluşturulmuş yenidoğan sıçan modelinde apopitoz  

üzerine etkisi (sağ hemisfer)     

                               Aktive Kaspase-3 pozitif hücre (%) 

 Hipokampus Prefrontal korteks Parietal korteks 

1. Sham (n:7) 0,74±0.011 0,82±0,04 3,24±0,22 

2. Neotrofin (n:7) 1,34±0.19 1,11±0,27 3,1±0,27 

3. Salin (n:7) 4.52±0,10 2,18±0,13 4,22±0,13 

    

p değeri    

1 vs 3 0,002 0,002 0,002 

2 vs 3 0,002 0,002 0,002 

Değerler ortalama±standart deviasyon olarak verilmiştir 
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Neonatal hipoksik iskemik ensefalopatideki majör patofizyolojik mekanizma; glutamatın, 

serbest radikallerin ve hücre içi Ca birikmesinin destrüktif etkisidir (54). Daha önce in vitro 

yapılan çalışmalarda neotrofinin, hipokampal nöron hücre kültürlerinde glutamat toksisitesini 

engellediği gösterilmiştir. Hem deneysel hem de gönüllü erişkinlerde yapılan çalışmalarda da 

neotrofinin doz bağımlı olarak NGF, NT-3 ve BDNF gibi çeşitli nörotrofik faktörlerin 

dokudaki ekspresyonunu arttırdığı saptanmıştır (55). Glasky ve arkadaşları, 7 günlük 

neotrofin tedavisi sonrasında parietal kortekste ve hipokampus bölgelerinde BDNF ve NGF 

düzeylerinde anlamlı düzeyde artış olduğunu göstermişlerdir (56). Farmakodinamik 

çalışmalarda neotrofinin kan-beyin bariyerini kolayca geçtiği, astrositler ve nöron 

hücrelerinde anlamlı düzeylere hızlı ulaştığı gösterilmiştir (57). Yine deneysel çalışmalarda 

neotrofinin reaktif oksijen ürünlerine karşı defansif etki gösterdiği heme-oksijenaz 1 ve 2 

düzeylerini arttırdığı saptanmıştır (58). Yenidoğan hipoksik iskemi ensefalopati modelimizde 

neotrofinin, hipokampus (CA1,CA3,dentat girus), prefrontal ve parietal korteks bölgelerinde 

nöroprotektif etki gösterdiğini kanıtladık. Etki mekanizması çok net olmamakla beraber, 

yukarıda anlatılan şekilde etki gösterdiği düşünülmektedir.  

Neotrofin uygulanan grupta hipokampusun CA2 bölgesindeki hücre sayıları kontrol 

grubuyla karşılaştığında yüksek bulundu; ancak bu sonuç istatistiksel olarak anlamlı değildi. 

Literatüre bakıldığında hipoksik iskemik ensefalopati modelinde yapılmış diğer çalışmalarda 

da benzer sonuçlar elde edildiği görüldü (59). Bu sonuçların anlamlı çıkmaması, bu bölgedeki 

nöronların plastisite yeteneklerinin yetersiz olmasından kaynaklanıyor olabilir.   

Neotrofinin nöroprotektif etkisi, hem deneysel çalışmalarla hem de erişkinlerde yapılmış 

faz 1 ve faz 2 çalışmalarla kanıtlanmıştır. Literatürdeki birçok çalışmada gösterilen 

nöroprotektif etki yüksek ve çoklu doz kullanılarak elde edilmiştir (60,61). Bu çalışmada ise 

neotrofin 60 mg/kg tek doz uygulandı ve anlamlı sonuçlar elde edildi. 
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Apopitozis, perinatal dönemde beyin hasarında ve hücre ölümünde en önemli 

mekanizmalardan biridir (62). Deneysel çalışmalarda serebral hasarın DNA hasarı ile oluşan 

gecikmiş hücre ölümüne bağlı olduğu gösterilmiştir. Neonatal hipokampal CA1 bölgesi, 

hipoksik hasara en duyarlı olan bölgedir. İkinci en sık duyarlı olan bölge, hipokampusun CA3 

ve onu takip eden girus dentatus bölgesidir. Bu çalışmada DNA fragmantasyonu; 

hipokampus, prefrontal ve parietal kortekste aktive kaspaz-3 ile değerlendirildi. Sham 

grubunda tüm bölgelerde sadece birkaç adet apopitotik hücreye rastlandı. Hipoksik iskemik 

beyin hasarı oluşturulan ve normal salin solüsyonu uygulanan grupta ise kaspaz-3 ile boyanan 

hücre sayılarında artış vardı. Bununla beraber neotrofin verilen grupta ise tüm bölgelerde 

apopitotik hücrelerin azaldığı görüldü. Böylece yenidoğan hipoksik iskemik beyin hasarı 

modelinde nöroprotektif etkisinin yanı sıra antiapopitotik etkisinin de olduğu gösterildi.  

Özet olarak bu çalışmanın sonuçlarına göre 60 mg/kg intraperitoneal yol ile uygulanan 

neotrofin, hipokampus, prefrontal ve parietal kortekste hipoksi-iskemi sonucu gelişen nöronal 

hücre kaybını ve apopitotik hücre indeksini azaltır. Yenidoğan hipoksik iskemi beyin hasarı 

modelinde yapılmış, neotrofinin nöroprotektif ve antiapopitotik etkisi olduğunu gösteren ilk 

çalışmadır. Sonuçlar değerlendirildiğinde neotrofin yenidoğanlarda görülen mortalitesi ve 

morbiditesi çok yüksek olan hipoksik iskemik ensefalopatinin tedavisinde umut ışığı olabilir.    
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