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OZET
DENEYSEL HiPOKSIK ISKEMIK ENSEFALOPATI MODELINDE
NEOTROFININ ROLU
Dr. Pmar Gengpmar, Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi, Cocuk Saghg1 ve Hastaliklar

Anabilim Dali, izmir, Tiirkiye (dr.dmrl@yahoo.com)

Hipoksik iskemik ensefalopati, sistemik hipoksi ve serebral kan akiminin azalmasi ile
olusan beyin hasaridir. Konviilsiyon, mental retardasyon, serebral palsi ve diger birgcok
norolojik defisite neden olabilir. Tip diinyasindaki ve teknolojideki gelismelere ragmen
giniimiizde halen norolojik morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedeni olmaya devam
etmektedir. Sinir dokusunun rejenerasyon yetenegi azdir. Bununla beraber beyin dokusundan
salinan ve ndrotrofin denilen bir grup maddenin sinir hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve
rejenerasyonunda oOnemli role sahip oldugu bilinmektedir. Biz de hipoksik iskemik
ensefalopati modelinde sinir norotrofik faktdr agonisti olan neotrofinin santral sinir sistemi
iizerindeki etkilerini arastirmay1 amacladik. Bu nedenle postnatal 7. giiniinde olan 21 tane
wistar-albino susu sicanda hipoksik iskemik beyin hasar1 modeli olusturuldu ve tedavi
grubuna intraperitoneal yol ile neotrofin uygulandi. Calismamizin sonucunda neotrofinin,
hipokampus, prefrontal ve parietal kortekste hipoksi-iskemi sonucu gelisen noronal hiicre
kaybin1 ve apopitotik hiicre indeksini azalttigi saptandi. Bu calisma, yenidogan hipoksik
iskemi beyin hasar1 modelinde yapilmis olan ve neotrofinin néroprotektif ve antiapopitotik
etkisini gosteren ilk caligmadir. Sonuglar degerlendirildiginde neotrofin, mortalitesi ve

morbiditesi ¢ok yliksek olan hipoksik iskemik ensefalopatinin tedavisinde umut 15181 olabilir.

Anahtar sozciikler: neotrofin, yenidogan, hipoksik iskemik beyin hasar1
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ABSTRACT
ROLE OF NEOTROFIN IN EXPERIMENTAL HYPOXIC ISCHEMIC
ENCEPHALOPATHY MODEL
Dr. Pmar Gencpinar, 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" 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



3. GIRIS VE AMAC

Hipoksik iskemik ensefalopati (HIE), fetus ve yenidogan bebekte, plasental ve
pulmoner gaz degisiminin bozulmasi sonucunda sistemik hipoksi ve serebral kan akiminin
azalmasi ile olusan beyin hasari olarak tanimlanabilir (1).

Hipoksik iskemik ensefalopati; ¢cocuklarda konviilsiyon, mental retardasyon, serebral
palsi ve diger bircok ndrolojik defisite neden olabilen bir durumdur. Tip diinyasindaki ve
teknolojideki gelismelere ragmen giiniimiizde de norolojik morbidite ve mortalitenin en
onemli nedeni olmaya devam etmektedir (2).

Hipoksik iskemik ensefalopatinin sikligi term canli yenidoganlarda 1-3/1000 olarak
bildirilmektedir (3). Etkilenmis bebeklerin %15-20’si postnatal donemde kaybedilmekte;
%?25’inde ise motor-mental retardasyon, gorme bozukluklari, hiperaktivite, serebral palsi ve
epilepsi gibi ciddi noérolojik sekel olusmaktadir (4). Prognoz hipoksinin siddeti, siiresi,
yenidoganin gestasyonel yasi, beyin hasarinin yeri, metabolik ve kardiyopulmoner
komplikasyonlara baghdir (5).

Oksijensizlik durumunda hipoksinin derecesine goére tiim organlar etkilenir ve
etkilenen organlar i¢inde de en duyarli olani beyindir. Oksijensizlige bagli beyinde gelisen
olaylar, hipoksik iskemik ensefalopati olarak adlandirilir. HIE; %50 oraninda antepartum,
%40 oraninda intrapartum ve %10 oraninda da postpartum donemde goriiliir (6).

Giinlimiizde yeterli donanim ile basarili kardiyopulmoner resiisitasyon uygulanmas,
iyi bakim ve gelismis ventilasyon teknikleri ile bile kalic1 hasara ve néronal dokunun kaybina
engel olunamamaktadir. Boylece ndronal dokuda tamir mekanizmalarini harekete
gecirebilecek ya da giiclendirebilecek yeni tedavi yaklagimlarma ihtiyag vardir. Sinir
dokusunun rejenerasyon yeteneginin az oldugu bilinmekle beraber, beyin dokusundan salinan

norotrofinler denen bir grup maddenin, sinir hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve rejenerasyonunda



onemli role sahip oldugu bilinmektedir. Bagka bir deyisle hasar gérmiis néron hiicrelerinin
yasam siiresi norotrofinlerle iliskilidir (7).
Son yillarda plastisiteyi arttirmak, noronal iyilesmeyi hizlandirmak, hasarin
smirlandirilmasi ve beyin dokusunun kaybinin 6nlenmesi tedavide esas amag haline gelmistir.
Biz de hipoksik iskemik ensefalopati modelinde sinir ndrotrofik faktér agonisti olan
neotrofinin, hipoksik iskemik ensefalopati modelinde ndroprotektif etkilerini arastirmayi
amagcladik.
4. GENEL BILGILER
4.1 Tammlar

Hipoksi, arteriyel oksijen konsantrasyonunun normalden daha az olmasini ifade eder.
Iskemi, hiicre ve organlarm normal fonksiyonlarmi siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan kan
akimindaki azalmadir. Asfikside temel bozukluk, hipoksi-iskemik hasarlanma ve bunun
sonucunda gelisen hiperkapni ve asidozun olusmasidir.

Perinatal asfiksi, hipoksi ve iskeminin bir arada goriildiigii bir durumdur. Anne, fetiis ve
plasentadan olusan biyolojik iinitenin veya postpartum pulmoner gaz degisiminin
bozukluguna bagl olarak fetiis veya yenidoganda hipoksemi, hiperkapni ve asidoz ile birlikte
olan klinik depresyon tablosu olarak tanimlanabilir.

Plastisite: 1k kez 1890 yilinda tanimlanmistir. O donemde insanlarin davranislarinin
hayatlarindaki anlamli degisikliklerle bi¢imlendigi ve degistigi gozlenmis ve buna
‘Davranigsal Plasitisite’ ad1 verilmistir. Baska bir deyisle santral sinir sisteminin g¢evresel
uyarilara gore cevap degistirme yetenegine plastisite denir. Ogrenme, beynin yiiksek dereceli
plastisite yetenegidir ve beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) gen ekspresyonunun
arttirilmasiyla gerceklesir (8).

Norotrofinler: Noronal gelisim, diferansiyasyon, fonksiyon ve plastisitede anahtar rolleri

vardir. Beyin kaynakli norotrofik faktor, sinir biiyline faktorii (NGF), norotrofin-3 (NT-3) ve



norotrofin-4 (NT-4) baslica norotrofinler arasinda sayilabilir. Etkilerini 2 farkli reseptor
tizerinden gosterirler. Tirozin kinaz reseptor ailesinden olan tropomiyozin iliskili Kinaz (Trk)
reseptorlerine yiiksek afinite, tiimor nekrozis faktor ailesinden olan p75NTR reseptoriine
diisiik afinite ile baglanirlar (9).

Tropomyozin iliskili kinaz reseptor ailesinde TrkA, TrkB ve TrkC bulunur. Ornegin NGF
TrkA respetoriine, BDNF ve NT-4 TrkB reseptoriine, NT-3 TrkC reseptoriine daha 6zgiil
baglanir. Bununla beraber her nérotrofin pS7NTR reseptoriine baglanabilir. Norotrofinler
reseptorlere direkt baglanirlar ve Trk reseptorlerini dimerize ederler. Bu islem sitoplazmik
tirozin rezidiilerinde fosforilasyonla sonuglanir. Bu asamadan sonra 3 sinyal kaskadi
tanimlanmigtir.  Bunlar; Ras/ERK  (ekstraseliller sinyal-ayarli  kinaz) yolu, PI-
3(fosfatidilinositol-3) yolu ve PLC-gama (fosfolipaz c) yoludur (10).

AIT-082 diger adiyla neotrofin, bir hipoksantin derivesidir ve sinir biiyime faktorii
agonistidir. Beyin kaynakli norotrofik faktor, ndrotrofin-3, glial norotrofik faktor, fibroblast
norotrofik faktor gibi faktorlerin astrositlerde hem sentezini hem salgilanmasini arttirir ve
etkilerini giiclendirir (11,12). 1994 yilindan bu yana yapilan galismalarda siganlarda kognitif
fonksiyonlar1 arttirdigi, uzun ve yakin donem bellek iizerine olumlu etkilerinin oldugu
saptanmistir. In vitro calismalarda PC12 hiicreleri ve hipokampal ndronlarda hiicre
¢ogalmasmi stimiile ettikleri kanitlanmustir. Yine in vitro c¢alismalarda, glutamatin
hipokampal noronlardaki toksik etkisine kars1 noroprotektif etkisi oldugu gosterilmistir (13).
Deneysel spinal kord hasar1 olusturularak yapilan bir ¢alismada da neotrofinin; glial hiicre
aktivasyonunu azalttigi, daha az doku nekrozu ve kavitasyon olusturdugu ve hiicre sayilarinda
artisga neden oldugu goriilmiistiir. Baska bir ¢alismada, arekolin ile tremor olusturulmus
sicanlarda neotrofinin yedi giin siireyle kullanilmasi sonucunda patolojik degisikliklerde
gerileme oldugu, 6zellikle dopaminerjik ve hipokampal noronlarin korundugu saptanmistir

(14). Benzer noroprotektif etki ‘kainat’ ile olusturulan beyin hasarinda da gosterilmistir (15).

10



Son yillarda Alzheimer gibi 6zellikli bir hastalik grubunda, 6grenme ve hafiza fonksiyonlarini
iyilestirmede gelecek vadeden tedavi yaklasimlari i¢ine girmistir. Faz 2 ¢aligmalarinda oral
olarak iyi tolere edildigi, kan-beyin bariyerini hizlica ve metabolize olmadan gegtigi ve 1limli-
hafif Alzheimer hastalarinda bellegi giiglendirdigi gozlemlenmistir (16).
4.2 Insidans

Perinatal asfiksi siklig1 toplumlarda degisiklik gostermektedir. Genel olarak insidans
1000 canli dogumda 1-6 olarak bildirilmektedir (17). Saglik bakanlig1 verilerine gére her yil
dogan 1000 bebekten 1°i asfiksi nedeniyle kaybedilmektedir. Hayatta kalan ancak asfiksiye
maruz kalan bebek sayisi net degildir bu nedenle gercek insidansin daha yiliksek oldugu
diistiniilmektedir. Diinya saglik orgiitii gelismekte olan iilkerlerdeki insidansini 8-10/1000
olarak bildirmektedir. Ulkemizde ¢ok merkezli yapilan bir ¢aligmada hipoksik iskemik
ensefalopati sikligi 1000 canli dogumda 2,3 olarak saptanmistir (18). Ancak bu c¢aligma
iiniversite hastanelerinde yapildigi ve devlet hastanelerini kapsamadigi i¢in gercek insidansi
yansitmamaktadir. Hastane dis1 dogumlarin sik oldugu Giineydogu Anadolu Bolgemizde ise
bu oran %14,5’a ¢ikmaktadir (19). Kanada’da yapilan bir ¢aligmada ise insidans, 1000 canli
dogumda 15 olarak bildirilmistir (20).

4.3 Etiyoloji

Perinatal asfiksi anteparum, intrapartum ve postpartum donemde gelisebilir. Yapilan
calismalarda farkli veriler olmasma karsin yaklasik %90’1 antepartum ve intrapartum
donemde goriilmektedir. Neonatal asfiksi ile ilgili faktorler ¢ok degisken olabilir. Maternal
diabet, maternal enfeksiyon, kronik hipertansiyon, hizli dogum eylemi, uzamis dogum ve

erken membran riiptiirii en sik goriilen antepartum ve intrapartum nedenlerdir.
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4.4 Patofizyoloji

Perinatal asfiksi fizyopatolojisindeki primer olay, plasentadaki yetersiz gaz degisimi
sonucunda pulmoner yatakta ventilasyonun bozulmasidir (21). Hipoksi sirasinda beyindeki
kan akimi, serebral vaskiiler direncin diismesi sonucunda artar. Ancak hipoksi uzarsa sistemik
hipotansiyon gelisecegi i¢in serebral kan akimi azalir. Otoregiilasyon sonucunda normal bir
beyinde serebral kanlanma azalirsa serebral kan akimini korumak amaciyla arteriyoller hizla
dilate olur. Hipoksiye maruz kalan beyin hiicreleri, ortama uyum saglayabilmek amaciyla
inhibitér mediatérler [gamma amino butirik asit (GABA), glisin] salgilayarak metabolizmay1
yavaslatir.

Santral sinir sisteminde asfiksiye bagl hiicre 6liimiinde iki farkli faz tanimlanmustir. Ik
fazda hipoksiye sekonder olarak sitotoksik 6dem olusur ve primer hiicre 6liimii gergeklesir.
Ikinci faz ise reperflizyon-reoksijenizasyon fazidir. Hipoksiye sekonder anaerobik glikoliz &n
plandadir ve laktik asidoz olusur. Bunun sonucunda adenosin trifosfat (ATP) {iretimi diiser.
Boylece hiicre membranlarindaki Na/K pompasi gorevini yerine getiremez ve ndronal
membranlarda depolarizasyon olusur.

Eger hipoksi devam ederse biitiin hiicreler hizli ve belirgin bir depolarizasyona ugrarlar
ve membran potansiyeli tamamen kaybolur. Noronal membran potansiyeli kayboldugu anda
iyon dengesi bozulur. Bunlar hiicre igine Na+, ClI ve Ca++ girisi ve hiicreden K+ ¢ikisidir.
Hiicre i¢i Ca++ ylikselir, ekstraselliiler K+ 6nemli miktarda artar ve ekstraselliiler Ca++, Na+
ve Cl azalir. Ekstraselliiler alanda glutamat konsantrasyonunda 6énemli miktarda artig olur.
Sonu¢ olarak noéronal eksitator reseptorleri asirt uyarilir. Glutamatin asirt yapimi ve
reseptorlerinin agir1 uyarilmasi hiicre 6liimiine katkida bulunur (22). Hiicre igi Ca artmasi
nekrozun yol acti1 apopitozisin son asamasidir. Ikinci faz uygunsuz laktik asidozun olustugu

fazdir ve klinik olarak konviilsiyonlarin goriilmesiyle tani konur.
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4.5 Noropatoloji

Neonatal iskemik ensefalopatide goriilen néropatolojik bulgular; hipoksinin siddetine
ve siiresine, infantin gestasyonel yasina, viicut sicakligi ve metabolik durumuna baglidir (23).

Gestasyonel yas1 36 hafta ve biiylik olanlarda serebral korteks ve subkortikal gri madde
etkilenirken, 36 haftadan kiiciik olanlarda periventrikiiler beyaz cevher hasari olusur (24).

Matiir yenidoganlarda hipoksi sonucu goriilen en sik lezyon, selektif noronal nekrozdur.
Iskeminin baslamasindan 5-30 dakika sonra hiicrelerde sitoplazmik vakuolizasyon ve
mitokondriyal sisme gOriilir. Santral sinir sisteminde en ¢ok etkilenen bolgeler;
hipokampusun CAl1 ve dentat girus bolgesindeki noronlar, serebral korteksin derin
katmanlari, putamen, talamus ve serebellar purkinje hiicreleridir. Iskemi olustuktan hemen
sonra noroprotektif mekanizmalar harekete geger ve serebral 1s12-3 derece diiser (25,26).

Noronal 6liim iki fazda gergeklesir. Primer hiicre kaybi, hiicresel hipoksi sonucunda
gerekli olan yiiksek enerji metabolizmasmin saglanamamasi ve hiicre depolarizasyonu ile
olur. ikincil hasar reperfiizyonun saglanmasiyla baslar. Sekonder ndronal Oliim,
hipereksitabilite ve sitotoksik 6dem ile iliskilidir ve hipoksik hasardan 6-100 saat sonra
goriilir. Bu donemde sik goriilen konvulsiyonlar hiicre 6liimiine katkida bulunur. Bugiin
biliyoruz ki en 6nemli hasar ikinci fazda olusur. Hiicre 6liimii gerceklestikten sonra mikroglial
hiicreler aktive olur ve glializasyon baslar.

Matiir yenidoganlarda sik goriilen lezyonlar; selektif noronal nekroz (en sik),
parasaggital serebral hasar, status marmaratus ve fokal veya multifokal iskemik serebral
nekroz olarak gosterilebilir.

Prematiire yenidoganlarda daha sik goriilen lezyonlar, hipoksiye daha duyarli olan
periventrikiiler beyaz cevherde olusur. Daha biiylik prematiirelerde ise gri cevher lezyonlar1

da gorilebilir. En sik goriilen klinik durumlar; periventrikiiler 16komalazi, periventrikiiler
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hemorajik lezyonlar, selektif noronal nekroz, fokal veya multifokal iskemik serebral
nekrozdur (27,28).
4.6 Klinik

Perinatal asfikside klinik oldukca degiskendir. Yukarida da anlatildigi gibi birgok
faktorle iligkilidir.

Bebegin klinik durumunu hizli bir sekilde degerlendirmemize olanak saglayan ve ilk
kez 1952 yilinda tanimlanmis olan APGAR skorlama sistemi, bilim diinyasinda ve
klinisyenler arasinda ortak dil olmasi bakimindan onem tasimaktadir. Apgar skorlamasi
dogumu takiben 1, 5 ve daha nadir olarak 10 ve 20.dakikalarda degerlendirilir. Besinci dakika
Apgar skoru, nérolojik prognozun daha iyi bir gostergesidir (29). Dogum sirasinda amniyon
stvisinin ya da bebegin mekonyum boyali olmasi bulgular1 destekler. Yenidogan tamamen
normal olabilir. Ancak genellikle spontan solunum yapamaz ve hipotoniktir. Siklikla
miidahale gerektirecek kadar siyanotik ve bradikardiktir. Beyin 6demi bulgular1 gelisir. Bu
dénemde konviilsiyonlar baslayabilir ve genellikle tedaviye direnglidir (30).

Klinik ilk 72 saatte ¢ok degisken olabilir;

e Ik 12 saatlik dénemde: Bebek hipotonik ve depresedir. Solunum hareketleri
diizenli ve kuvvetli degildir. Isik refleksi ve okiilosefalik refleks alinir. Ciddi
asfiksi gelismis yenidoganlarda bu dénemde bile konviilsiyonlar goriilebilir.

o 12-24 saatlik donemde: Asfiksi cok siddetliyse hipotonisite ve koma hali
goriilebilir. Ancak genellikle bu donemde hipotonisite degil hipertonisite beklenir.
Uyaranlara yanit abartilidir. Konviilsiyonlar bu donemde baslar. Status epileptikus
gelisebilir. Apne, etkilenmis bebeklerin yaklagik olarak yarisinda goriiliir.

o 24-72 saatlik donemde: Agir asfiktik bebekler bu donemde daha da kétiilesir.

Beyin sap1 fonksiyonlar1 azalir. Pupil ve okiilosefalik refleks alinamaz. Oliim
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genelde bu donemde goriiliir. Eger bebek prematiire ise intraventrikiiler kanama
yine bu donemde olur ve klinigin hizli kétiilesmesinden sorumludur.

e 72. saatten sonraki donemde: Ik 72 saati geciren bebeklerde hizli bir iyilesme
gbzlenir. Klinik tablo hasarin yeri ve siddeti ile ilgili olarak degiskendir. Eger
etkilenmis bebegin ilk bir haftadan sonra noérolojik muayeneleri normal ise
prognozunun iyi olacagi sdylenebilir.

4.7 Tam

Temel olan detayli hikdye ve fizik muayenedir. Hipoksinin erken tanisi prognoz
acisindan ¢ok 6nemlidir. Metabolik asidoz gelismisse asfiksi olusmus demektir ve santral
sinir sisteminde ve diger organlarda geri doniistimsiiz sekeller birakabilir. Fetus hipoksiye
intrapartum maruz kalmigsa; umblikal kord kaninda pH <7.00, 5. Dakika Apgar skoru <6,
fetal distress belirtileri, dogumdan sonraki ilk 24 saat i¢inde konviilsiyon gibi klinik bulgular
ortaya ¢ikabilir (31). Santral sinir sistemi disinda olusabilecek klinik durumlar; akut tiibiiler
nekroz, hepatik nekroz, kardiyomiyopati, nekrotizan enterokolit, mekonyum aspirasyon
sendromu, persistan fetal sirkiilasyon, uygunsuz ADH (Antidiiiretik hormon) sendromu ve
adrenal yetmezliktir. Yukarida sayilan klinik durumlar igin hasta takip edilmelidir.
Etkilenmenin siddetine gore klinik bulgular ve laboratuar bulgulari1 degisiklik gosterebilir.
Asidoz gelismeyen; ancak etkilenmis bebeklerde klinigin siddetini ve prognozu belirlemede
beyin-omurilik siwvis1  (BOS) incelemesi, elektroensefalografi (EEG), transfontanel
ultrasonografi incelemesi, kraniyal bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans goriintiileme
(MRG) yardimci olur.

Asfiksili bir yenidoganda mutlaka yapilmasi gerekli tetkikler ise sunlardir: Tam kan
sayimi, idrar tetkiki, kan sekeri Ol¢iimii, kan tre azotu, Kreatinin, kalsiyum, fosfor,
magnezyum, karaciger fonksiyon testleri, aspartat aminotransferaz (AST), alanin

aminotransferaz (ALT), kreatinin kinaz (CK), laktat dehidrogenaz (LDH) seviyeleri,
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arteriyel veya kapiller kan gazlar1 degerlendirmeleri, kan kiiltiirti, BOS kiiltiirli, gogis
grafisi, USG, bilgisayarli tomografi (BT) veya MRG ve EEG’dir.

a. Lomber Ponksiyon: Hipoksik iskemik ensefalopatinin tanisinda olmasa da ayirici tani
icin gerekli olabilir.

b. EEG (Elektroensefalografi): Hipoksik iskemik ensefalopati diisiiniilen prematiir veya
term yenidoganlara nobet aktivitesi olsun olmasin yapilmasi gereklidir. Hem tanisal
hem prognostik 6nemi vardir. Zemin aktivitesindeki burst supresyon, diisiik voltaj ve
elektroserebral inaktivite gibi bozukluklar, yiiksek risk norolojik sekel agisindan
sensitiftir (32,33).

c. Transfontanel USG: Kolay uygulanabilmesi, ucuz ve non-invaziv olmasi, erken
donemde BT’den daha iistiin olmasi nedeniyle perinatal asfikside siklikla kullanilir.
Dezavantajlar1 ise uygulayan kisiye bagimli olmasi, parankim ve beyin sapimi
degerlendirmede yetersiz kalmasidir. Akut donemde etkilenen bolgede doppler USG ile
azalmis akim saptanmasi taniy1 destekler. Tekrarlayan USG incelemelerinde bu
bolgede tam diizelme, kismi diizelme, hipoekojen alan, kistik degisiklikler ve
proensefalik alan goriilebilir (34).

d. Kraniyal BT: Yenidogan beyninde su igerigi fazladir ve BOS yiiksek protein igerir. Bu
nedenle BT’ nin hipoksik iskemik ensefalopati tanisindaki yeri kisithdir ve diisiik
sensitiviteye sahiptir. BT, hemoraji diisiiniiliiyorsa sedasyona gerek olmadan en kisa
slirede tarama yapabilmemizi saglar. Agir noronal nekrozda goriilen diffiiz kortikal
hasar, bazal ganglion ve talamus hasari, periventrikiiler lokomalazi, fokal ve multifokal
iskemik beyin nekrozu hakkinda 6nemli tanisal bilgiler verir (34).

e. Kraniyal MRG: Hipoksik iskemik hasarin goriintiilenmesinde en iyi yontemdir.
Lezyonlar her evrede goriintiilenebilir. Ozellikle intravaskiiler alanda yani gri ve beyaz

cevheri aymran smir zonundaki hasarlanmayi saptamada duyarlidir (35). Etkilenen
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alanin blylikliigiine gore 1limli, orta ve derin etkilenme olarak tanimlanir. Lateral

talamus, posterior putamen, hipokampus ve kortikospinal traktus etkilenmisse derin

etkilenmeden soz edilir.

Tanida yardimci olabilecek diger belirtegler ise; astrositlerden salinan kan beyin bariyerini
gecerek dolagima katilan Protein S100B ve kreatin kinaz beyin izoenzimi (CKBB) rahatlikla
tesbit edilebilir ve tanida kritik nemleri vardir (36).

4.8 Evreleme

Hastaligin prognozunu belirleyebilmek i¢in siddetinin belirlenmesi 6nem tagimaktadir.
Giiniimiizde evreleme i¢in Sarnat ve Thompson skorlama sistemleri kullanilmaktadir (37, 38).
Bu skorlama sistemlerinde genel olarak bebegin biling durumu, postiirii, tonusu, solunumu,
moro refleksi, nobet gecirip gecirmedigi, EEG bulgular1 gibi bilgiler degerlendirilmektedir.

4.9 Ayirici tam

Hipoksik iskemik ensefalopatili hastalarin ayiric1 tanisinda; sepsis, menenjit ve
menengoensefalit gibi santral sinir sistemi enfeksiyonlari, konjenital kalp hastaliklari,
nérometabolik hastaliklar, konjenital anomaliler akla gelmelidir.

4.10 Tedavi

Obstetri ve yenidogan alanindaki tiim bilimsel gelismelere ragmen ilk yaklasim her
zaman hipoksiden korunmak olmalidir. Hipoksik iskemik ensefalopati giiniimiiz teknolojik
olanaklari ile bile halen 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.

Tedavi rejimi, destekleyici ve organ sistem tutuluslarina yonelik olarak
belirlenmelidir. Destek tedavide yeterli ventilasyon ve perflizyon, viicut 1sis1, serum glikozu,
kalsiyum ve asit-baz dengesinin saglanmasi ana hedef olmalidir.

Perflizyon-ventilasyon dengesi noronal hasarm sinirlandirilmasi agisimdan dnemlidir.
Hiperoksijenizasyon, hipoksi kadar zararli olabilir. Hiperokside de serebral kan akimin

azaldigi ve noronal hasarlanmanin arttig1 bilinmektedir. Hiperkarbide serebrovaskiiler
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otoregiilasyon bozulur ve parankimde hemoraji goriilebilir. Hipokarbide ise serebral kan
akimi azalir ve santral sinir sistemi deprese olur. Boylece néronal hasarlanma artar. Amag tam
bir denge saglamak olmalidir.

Beyin hiicrelerinin ana enerji kaynagi glikozdur. Hasta normoglisemik olmalidir.
Hipoglisemi serebral kan akimini azaltir. Hiperglisemi beyin ddemini arttirir. Oncelikli amag
hipoglisemiye karsi1 korumak, gerektiginde insiilin destegi ile normoglisemi saglamaktir.

Yarar1 kanitlanmis tek tedavi yontemi hipotermi uygulamasidir. Westin ve arkadaslar1
1955 yilinda hipoterminin perinatal asfikside yararli oldugunu, parasagittal néronal hasari
azalttigin1 saptamislardir. Orta veya agir asfiksiye maruz kalmis secilmis infantlarda ilk 6
saatte baslaylp 72 saat silireyle orta dereceli (33,5°C) bas ve viicut sogutma uygulmasinin
mortaliteyi ve norogelisimsel bozukluklar1 azalttigi gosterilmistir (39,40,41,42). Cok merkezli
yapilmis bir ¢calismada (n:234) bas sogutulmasi yapilan bebeklerde norolojik sekel ve 6liim
orant %55, kontrol grupta ise %66 bulunmustur (43). Baska bir ¢alismada da tiim viicut
sogutmasi yapilan orta-agir HIE’li 208 hastada nérolojik sekel ve mortalite oranlarinda
kontrol grubuna gore anlamli azalma oldugu goriilmiistiir (44). Bu ¢alisma sonuglarina gore
Higgins ve arkadaslar1 2006 yilinda bir bildiri yaymlamiglar ve hipotermi tedavisinin uzun
dénem giivenlik ve etkinliginin belirlenmesi gereken bir tedavi olduguna karar vermislerdir
(45). Giintimiizde ise hipotermi ile kombine tedavilerin etkilerine yonelinmistir.

Bu hastalarda beyin 6demi siklikla goriilir. Ne mannitoliin ne de kortikosteroidin
yarar1 kanitlanamamistir. Bu durumda uygunsuz ADH sendromundan da korunmak amaciyla
stv1 yiklemekten kagcmnmak en dogru yaklasimdir. Gilinlik sivi ihtiyaci, idame sivi ve
insensible kayiplar1 g6z Oniine almarak hesaplanmalidir. Heniliz kanitlanmig olmasa da
kalsiyum kanal blokorleri, serbest radikal inhibitorleri, glutamat ve aspartat reseptor

blokerleri, lipid peroksidasyon inhibitorleri, allopurinol, magnezyum siilfat gibi ajanlar ile
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caligmalar stirmektedir (46,47,48). Hasta nekrotizan enterokolit yoniinden riskli oldugu igin
enteral beslenme geciktirilmelidir.

Bu donemdeki konviilsiyonlara beklenmeden miidahale edilmesi ndronal hasarin
artmamasi acisindan Snemlidir (49). ilk secenek, GABA inhibisyonunu arttirip glutamat
eksitasyonunu azaltan fenobarbital olmalidir. Fenobarbital tedavisine ragmen ndbetler
slirliyorsa voltaj bagimli Na kanal blokeri olan fenitoin tedaviye eklenir. Persiste eden
konvulsiyonlarda barbitiirat grubundan olan lorezepam ve midazolam infiizyonu baslanabilir.
Kontrol altina alinmayan konviilsiyonlarda ise 100 mg intravendz pridoksin denenebilir.

4.11 Prognoz

Prognoz, bebegin hipoksi ile Karsilastiginda ndéronal gelisim evresinin neresinde
olduguna ve ne kadar siire etkilendigine gore degisir. Tam iyilesmeden 6liime kadar genis bir
yelpazede karsimiza ¢ikabilir.

Hipoksik iskemik ensefalopati tanis1 konulan bebeklerde yaklasik olarak %10 eksitus,
%30 norolojik sekel ve %60 oraninda normal gelisim beklenir. Preterm bebeklerde ise bu
siralama %30 eksitus, %20 norolojik sekel ve %50 oraninda normal gelisim seklindedir (50).
Apgar skoru nérolojik morbiditeyi belirlemede onemlidir. 5.dakika Apgar skoru yedinin
altinda olan bebeklerde norolojik sekel riskinin ti¢ kat arttigi, 10. dakika Apgar skorunun 4’{in
altinda olan bebeklerde ise hayatin ilk yilinda mortalite riskinin yiiksek oldugu gorilmiistiir.
EEG ve MRG bulgular1 bize prognoz hakkinda bilgi verir. Normal EEG ve MRG iyi prognoz
ile iliskiliyken patolojik EEG ve MRG bulgular ise kotii prognozu gosterir (51).

5. GEREC ve YONTEM

Caligmamiza Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Birimi’nden
(DEUTFAB) temin edilen postnatal 7. giiniinde olan, agirliklar1 9-11 gram arasinda degisen
Wistar cinsi 21 adet yavru sigan alindi. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney

Hayvanlar1 Laboratuvarinda Wistar Albino susunun bulunmasi ve literatiirle uyumlu olmasi
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nedeniyle denek olarak bu tiir tercih edildi. Deneklerin ¢alisma siiresince barmdirilmasi ve
bakimlar1 bu iinite tarafindan yapildi. Denekler aragtirma baslangicina kadar 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik ortamda 204+2°C oda sicakliginda barindirildi ve standart pellet yem, musluk
suyu ile beslendi. Bu yavru siganlara, annelerinin emzirdikleri g6z Oniine alinarak,
kanibalizmi 6nlemek amaciyla el ve eldivenle yapilacak manipiilasyonlarda miimkiin oldugu
kadar pamukla dokunuldu.

5.1 Hipoksik-Iskemik Beyin hasariin Olusturulmasi

a. Anestezi baslangici: Anestezi uygulamasi i¢in denekler, anestezik gazin giris ve ¢ikis
yapabilecegi boliimleri bulunan cam fanusa yerlestirildi ve sisteme %100 O, iginde
halotanin  %2,5 konsantrasyonu verilerek anestezi uygulamasi gergeklestirildi.
Halotan vaporizatoriinden gelen gaz karisimi, anestezik gaz monitoriinden
(Anesthesia Gas Monitoring 1304, Denmark) izlenerek sabit tutuldu. Cerrahi islem
icin deney hayvani cam fanustan ¢ikarildiginda anestezi idamesi, denegin agiz ve
burnuna adapte olan bir maske ve konnektor yardimiyla saglandi. Oksijen ve halotan
diizeyleri anestezik gaz monitoriinden izlenerek sabit tutuldu.

b. Cerrahi islem: Deney hayvanlarinin boyunlar1 hiperekstansiyona getirilerek orta
hattan vertikal olarak 0,5-1 cm’lik cilt, ciltalt1 insizyonu yapildi. Trakea bulunarak sol
kommon karotid arter mikroskop altinda 6/0 ipek ile askiya alindi, ayni ipek ile kalict
olarak baglandi. Mikroskop altinda karotid arterde pulsasyon olmadig1 dogrulandiktan
sonra, insizyon yeri dikildi. Anestezik gaz girisi durdurulup deney hayvaninin
uyanmasi saglandu.

c. Beslenme: Deney hayvami derlenmesi ve beslenmesi i¢in annesinin yanina 2 saat
stireyle brrakild1.

d. Hipoksi diizenegi: Her deney hayvani i¢in ayr1 olmak iizere 450 ml hacimli gaz giris

ve ¢ikis sistemi bulunan cam kavanozlar kullanildi. Cam kavanozlara nemlendirilmis
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%92 saf nitrojen ve %8 oksijen girisi saglandi. Hipoksik karisimm monitorizasyonu,
ortak giris hattina baglanan anestezik gaz monitorii ile izlenerek sabit tutuldu.
Kavanoz ¢ikislarinda gaz ¢ikis basinci 3 - 4 cm H,0 olacak sekilde sabit tutuldu. Tim
kavanozlar 37°C sabit sicaklikta su banyosuna yerlestirildi. Deney hayvanlar1 2,5 saat
stire ile, bu kavanozlarda hipoksik karigimi soludular (52).
5.2 Tedavi gruplar;
Grup I, n=7, HIE modeli gelistirilen ve intraperitoneal neotrofin verilen grup
Grup I, n=7, HIE modeli gelistirilen ve intraperitoneal serum fizyolojik verilen grup
Grup I, n=7, Sham
5.3 Neotrofin uygulanmasi;
Yedi giinliik hipoksik iskemik ensefalopati olusturulmus siganlara 60 mg/kg AIT-082
0,3 ml salin i¢inde ¢6ziinmiis halde intraperitoneal yol ile uygulandi. Kontrol grubuna ise ayni
gestasyon giinlerinde sadece 0,3 ml normal salin intraperitoneal yol ile uygulanda.
5.4. Hayvan yasamim sonlandirma zamani ve yontemi

Hayvanlar; hipoksi uygulamasindan 48 saat sonra, eter anestezisi altinda dekapitasyon
uygulanarak sakrifiye edildi. Siganlar sakrifiye edildikten sonra beyin dokular1 ¢ikartildi ve %

10’ luk tamponlanmis nétral formaldehid i¢inde fikse edildi.

Postnatal 7. giiniinde olan W istar cinsi
21 sican

Grup 1
HIiE+Neotrofin

n:7

R Sol kommon karotid
IS_ol kommon karotid arter arter ligasyonu
lgasyonu o 2,5 saat 2692 saf
2,5 saat 2692 saf nitrojen nitrojen ve 268 oksijen

ve 268 oksijenile hipoksi ile hipoksi

]

60 mg/kg AIT-082
0,3 ml salinile
intraperitoneal yol

[ Hipoksi olustuktan sonra 48. saatte sakrifiye edildi ]

0,3 ml salin
intraperitoneal
yol

Crezyl-Viole
Kaspaz 3 ile apopitoz degerlendirildi.
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5.5. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Beyin dokulart %10" luk tamponlanmis nétral formalin igerisinde 3 giin siireyle tespit
edilerek rutin doku takip islemine baslatildi. Tespit maddesinin uzaklastirilmalari i¢in 1 gece
akarsu altinda yikandiktan sonra, 60°C de etiivde 20' ser dakika sirasiyla %70, %80, %96' ya
artan etil alkol serilerinden geg¢irildi. Daha sonra 60°C de etiivde 20 ser dakika dort degisim
asetonda dehidrate edildi. Ardindan seffaflandirma amaciyla 60°C de etiivde 30" ar dakika iKi
degisim ksilolde bekletildi. 60°C' lik etiivde iki degisim halinde 1’er saat parafin ile
immersiyonu saglanarak ince doku dilimleri parafin bloklar igerisine gomiildii. Rotary
mikrotom (RM 2255, Leica) araciligi ile 5 p' luk koronal kesitler alindi. Kesitler rat beyin
atlasma (Paxinos ve Watson rat atlas1) gore prefrontal korteks i¢in 9, 11. diizlemler, hipokampus
icin 21, 23, 25. diizlemler, parietal korteks i¢in 21. diizlemlerden alind1.

Kesitlerin bir kism1 doku histolojisini incelemek amaciyla crezyl-violet ile boyandi, diger
kesitler polilizinli lamlara yerlestirilerek apopitotik hiicreleri isaretlemek amaciyla aktive kaspaz-
3 immunhistokimya uygulandi.

5.5.1. Crezyl-violet boyamasi

Alman parafin kesitler 3 giin 37° de etiivde bekletildi. 20 dakika 60°C de etiivde, 20
dakika da iki degisim halinde oda 1sisinda olmak {izere ti¢ degisim ksilolde bekletildi. Ardindan
%96' dan %60' a azalan alkol serilerinden gecirilerek hidrate edildi. Distile suda yikandiktan
sonra 0,2 gr Crezyl-violet boyas1 (61123 Fluka, Chemika) 150 ml. distile suda ¢6ziilerek
STOK solusyon yapildi. 30 ml STOK solusyon 100 ml 0,1M, pH 3,5 asetat tampon ile
sulandirilarak %30 luk ¢alisma solusyonu hazirlandi. Kesitler ¢aligma solusyonu igerisinde
20-30 dakika bekletildikten sonra %96’lik alkolle ¢alkalandi. 3 kez 20 dakika ksilol ile

seffaflandirma yapilip entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi.
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5.5.2. Hiicre sayimi

Crezyl-violet ile boyanan kesitlerin goriintiileri, 151k mikroskobu (Olympus BH-2 Tokyo,
Japonya) ve yiiksek rezoliisyon video kamera (JVC TK-890E, Japonya) igeren bilgisayar destekli
goriintii analiz sistemi kullanilarak elde edildi. Prefrontal korteks, parietal korteks ve hipokampal
noron sayilari 20x Olympus lensle goriintillenen monitorde 15800 pm’ lik sayim gergevesi
yardimiyla sayildi. Sayim g¢ergevesi goriintii analiz sistem monitorii lizerine randomize olarak 3 kez
yerlestirildi. Prefrontal korteks, parietal korteks ve hipokampal néronlar sag ve sol hemisferde sayildi,
elde edilen sonuglarmn ortalamalar1 alind1 ve istatistiksel olarak degerlendirildi.

5.5.3. Aktive Kaspaz-3 immunreaktivitesi

Aktive  kaspaz-3, immunreaktivitelerinin  gdsterilmesi  amaciyla  kullanildi
Immunohistokimyasal inceleme igin 60°C lik etiivde 1 gece ve de 3 degisim 20’ser dakika
deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten sonra 10
dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar vermeden kurulanip dakopen (Dako, Glostrup,
Denmark) ile gevreleri sinirlandi. Kaspaz-3 boyanmasinda sitrat buffer (pH:6) igerinde
isitildiktan sonra sogumaya birakildi. Daha sonra kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe
etmek amaciyla 5 dk %3’liikk Hidrojen peroksit uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon
soliisyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda 1sisinda bloklama solusyonu ile enkiibe edildi ve
ardindan yikama yapilmadan kaspaz-3 antikoru ile +4°C’de enkiibe edildi. Ardindan fosfath
tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor (ile 30 dk enkiibe
edildi. PBS solusyonu ile yikama yapildiktan sonra enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-
biyotin kompleksi (streptavidin) 30 dakika uygulandi. Reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi
icin Diaminobenzidin (DAB) kullanildi. Zemin boyamasi Mayer hematoksilen ile yapild.
Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gergeklestirilen kesitler ile seffaflastirma isleminden
sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi. Apopitotik indeksi
hesaplamak icin prefontal korteks, hipokampus ve parietal korteksde her ik hemisferde 1000

hiicre say1ldi. Apopitotik morfoloji gdsteren hiicreler % olarak hesaplandi.
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5.6. Istatistiksel Analizler

Deneyde elde edilen degerler Windows i¢in SPSS 15.0 programi kullanilarak analiz
edildi. Parametrik veriler arasindaki fark analizi icin Anova analizi kullanildi. Gruplar arasi
karsilastirma amaciyla ise Mann-Whitney U-testi uygulandi ve p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

6. SONUCLAR
6.1. Crezyl-violet boyamasi

Sham grubunda (grup I1), prefrontal korteks, hipokampus ve parietal korteks doku
orneklerinden alman Kesitlerde normal histolojik yapt gozlendi. Noronlar normal
goriiniimdeydi, sinirlar1 belirgin hiicre zar1 biitlinliigii korunmustu. Cekirdek sinirlar1 diizenli,
kromatin dagilimi normal ve ¢ekirdekgik belirgin olarak gozlendi. Kapiller endotel biitiinliigii
ve kapillerlerin perifer doku ile biitiinliigii normaldi (Resim 1,4,7).

Hipoksik iskemi modeli olusturulan grupta (grup 1) deneklerin, prefrontal korteks,
parietal korteks ve hipokampus doku orneklerinden alinan kesitler crezyl-violet ile boyanarak
incelendiginde hipoksik iskemi uygulanan grup ile tedavi gruplar1 arasinda 151k mikroskopik
olarak belirgin farklilik gdzlendi.

Hipoksik iskemi grubunda, prefrontal korteks ve parietal korteks piramidal néronlarda
belirgin biiziilme, hiicre ve ¢ekirdek smirlarinda diizensizlik, bazi hiicrelerde ¢ekirdek
kromatininde yogunluk, ndron sitoplazmalarinda dansite artis1 izlendi (Resim 2,5).
Hipokampal doku kesitlerinde ise hipokampusun tipik ¢ok sirali hiicre dizilimi bozulmus,
hiicreler seyreklesmisti. Daha biiyiik biiylitmede sham grubuna gore néronlarin biiziildiigii ve
sayica azaldigi, birbirinden uzak, seyrek dizilimli yerlestigi saptandi. Hiicre ve c¢ekirdek
sinirlarinda diizensizlik gozlendi (Resim 8).

Hipoksik iskemi+Neotrofin verilen grupta (grup 1), prefrontal ve parietal korteksin

izlenen tabakalar1 aligilmis yapidaydi. Noronlar normal yapida, ¢ekirdek ve gekirdekgik
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belirgindi. Grup II’de bulunan ndronlarda biiziilmeler oldukga seyrek olarak izlendi.
Perindronal ve perikapiller 6dem gozlenmedi (Resim 3,6). Hipokampus kesitlerinde ise
hipokampusun yeniden ¢ok sirali gériiniimde ve olagan yapidaydi. Hiicreler birbiriyle yakin

komsuluktaydi. Noronlarda gekirdek ve ¢ekirdekgik belirgindi (Resim 9).
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Resim 1: Sham grubu prefrontal korteks genel goriiniim Crezyl-violet

3 A

Resim 2: HIE grubu prefrontal korteks néronlarda biiziilme, hiicre ve

¢ekirdek sinirlarinda diizensizlik Crezyl-violet
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Onf‘rf;

Resim 3: HIE+Neotrofin grubu prefrontal korteks genel gériiniim Crezyl-violet

Resim 4: Sham grubu parietal korteks genel goriiniim Crezyl-violet
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Resim 5: HIE grubu parietal korteks néronlarda biiziilme, hiicre ve

¢ekirdek sinirlarinda diizensizlik Crezyl-violet

Resim 6: HIE+Neotrofin grubu parietal korteks genel goriiniim Crezyl-violet
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Resim 8: HIE grubu hipokampus, néronlarda biiziilme ve sayica azalma,

Crezyl-violet
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Resim 9: HIE+Neotrofin grubu hipokampus genel goriiniim Crezyl-violet

6. 2. Hiicre Sayim Sonuclar

Hipoksik iskemi olusturulan tedavisiz grupta hipokampus, prefrontal korteks ve parietal

korteks bolgesindeki hiicre sayilari, sham grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli

olarak azalma saptandi.

Neotrofin verilen grupta her iki hemisferde 6zellikle hipoksik hasara daha duyarh

oldugu bilinen hipokampusun, CAl ve dentat girus bolgesine ek olarak CA2 ve CA3
bolgesinde de hiicre sayilar1 yiiksek bulundu. Karotis arter ligasyonu yapilan ve neotrofin
verilen grubun sol hipokampusunun CA1, CA3 dentat girus bolgelerindeki hiicre sayilarinda,
tedavisiz gruba gore istatistiksel olarak anlamli yiikseklik saptandi (p<0,05) (Tablol,2).
Karotis arter ligasyonu yapilmayan; ancak hipoksiye maruz birakilan sag hemisferde ise
prefrontal korteks digindaki tiim bolgelerde hiicre sayilari normal salin verilen grupla

karsilastirildiginda yiiksek bulundu ve bu sonucun istatistiksel olarak da anlamli oldugu

goriildii (p<0,05).
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Tablol: Neotrofinin hipoksik-iskemik beyin hasari olusturulan yenidogan rat hipokampus bdlgesindeki etkisi
(Sol hemisfer)
Noron sayis1 (n/ 15800u2)

CAl 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 degeri
1ve3 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
2ve3 0,002 0,063 0,006 0,002 0,096 0,002

Degerler ortalama+standart deviasyon olarak verilmistir

Tablo2: Neotrofinin hipoksik-iskemik beyin hasar1 olusturulan yenidogan rat hipokampus bolgesindeki etkisi
(Sag hemisfer)
Noron sayisi (n/ 15800u2)

CAl 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 degeri
1vs3 0,002 0,002 0,002 0,002 0,084 0,002
2Vvs 3 0,002 0,002 0,003 0,002 0,128 0,003

Degerler ortalamatstandart deviasyon olarak verilmistir

6.3. Inmunohistokimyasal Bulgular

Sham grubunda, aktive kaspaz-3 ile boyanan prefrontal korteks, parietal korteks ve
hipokampus kesitlerinde belirgin bir tutulum gézlenmedi ve normal histolojik yap1 izlendi
(Resim 10,13,16).

HIE modelinde deneklerden alman ve aktive kaspaz-3 ile boyanan prefrontal korteks,
parietal korteks ve hipokampus kesitlerinde ise, HIE uygulanan grup ile tedavi gruplari
arasinda fark vardi. HIE grubunda, aktive kaspaz-3 ile boyanan kesitlerde apopitoza giden
noronlar ¢ok sayida ve belirgin olarak isaretlenmisti (Resim 11,14,17).

Tedavi grubunda ise kaspaz-3 ile pozitif boyanan hiicrelerde azalma oldugu gorildi
(Resim 12,15,18).
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Resim 10: Sham grubu prefrontal korteks genel goriiniim Aktive Kaspaz-3
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Resim 11:HIE grubu prefrontal korteks Aktive Kaspaz-3 (+) hiicrelerde artis
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Resim 12: HIE+Neotrofin grubu prefrontal korteks Aktive Kaspaz-3
Sp P _
—— _ > - -~
BN TN T s
a *.. - - ..
-
- N - - - y
» "
» - ’ -
11
» '.
- - ’ ‘ .
¢
= . ~
: . /
g -
» s B
5 % © 50.0 ym

Resim 13: Sham grubu parietal korteks Aktive Kaspaz-3
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Resim 14: HIE grubu parietal korteks Aktive Kaspaz-3
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Resim 15: HIE+Neotrofin grubu parietal korteks Aktive Kaspaz-3

33



Resim 16: Sham grubu hipokampus Aktive Kaspaz-3
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Resim 17: HIE grubu hipokampus Aktive Kaspaz-3
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Resim 18: HIE+Neotrofin grubu hipokampus Aktive Kaspaz-3

6.1 Neotrofinin apopitoz iizerine etkisi:

Hipokampus (CAL, CA2, CAS3, dentat girus), prefrontal korteks ve parietal kortekste

aktif kaspaz-3 immunhistokimya kullanilarak apopitoz degerlendirildi. Neotrofin

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

bolgelerinde, prefrontal ve parietal kortekste apopitotik hiicrelerde sayica azalma saptandi.

Gruplar birbirleriyle karsilastirildiklarinda tiim bolgelerdeki sonuglarmn istatistiksel olarak

da anlamli oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 3,4).

Tablo3: Neotrofinin hipoksik-iskemik ensefalopati olusturulmus yenidogan sigan modelinde apopitoz

tizerine etkisi (sol hemisfer)

Aktive Kaspase-3 pozitif hiicre (%)

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) 4,524+0.10 3,54+0,33 6,44+0,25
p degeri
1vs3 0,002 0,002 0,002
2vs 3 0,002 0,008 0,002

Degerler ortalama+standart deviasyon olarak verilmistir
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Tablo 4: Neotrofinin hipoksik-iskemik ensefalopati olusturulmus yenidogan sigan modelinde apopitoz
iizerine etkisi (sag hemisfer)
Aktive Kaspase-3 pozitif hiicre (%)

Hipokampus Prefrontal korteks Parietal korteks
1. Sham (n:7) 0,74+0.011 0,82+0,04 3,244+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 degeri
1vs3 0,002 0,002 0,002
2Vs 3 0,002 0,002 0,002

Degerler ortalamastandart deviasyon olarak verilmistir

7. TARTISMA

Hipoksik iskemik ensefalopati, yenidoganlarda 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir. Hipoksik iskemik hasara ugramis noronlarin hipoksiye dayaniksiz olmasi ve
cogalma yeteneklerinin olmayis1 nedeniyle tedavi basaris1 diisiiktiir. Bu baglamda, ndronal
dokuda tamir mekanizmalarin1 harekete gecirebilecek ya da giliclendirebilecek yeni tedavi
yaklasimlarma ihtiyag¢ vardir.

Bu calismada neotrofinin, hipoksik iskemik beyin hasari olusturulan yenidogan si¢an
modelinde noéronal hiicre kaybini ve apopitozu onledigi gosterilmistir. Neotrofin hipoksi ve
iskemiye maruz birakilan sican beyninde néroprotektif etki gostermektedir. Deneysel olarak
kanitladigimiz bu etki gelecekte hipoksik iskemik ensefalopatili ¢ocuklarin tedavisinde umut
15121 olabilir. Literatiire bakildiginda bu ¢aligma neonatal hipoksik iskemik beyin hasarinda
neotrofinin noroprotektif etkilerini gosteren ilk ¢aligma olma 6zelligi tasimaktadir.

Caligmada 7 giinliik sicanlarin se¢ilmesinin nedeni beyin gelisim basamaklar1 goz Oniine
alindiginda yenidogan beyin fizyolojik ozelliklerine en yakmn oldugu donemin 7. giin
olmasidir. Baska bir deyisle insan yenidoganlarma gore siganlar prematiire dogarlar ve

yaklagik 7. glinde matiir yenidogan 6zelliklerine ulagirlar.
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Neonatal hipoksik iskemik ensefalopatideki major patofizyolojik mekanizma; glutamatin,
serbest radikallerin ve hiicre i¢i Ca birikmesinin destriiktif etkisidir (54). Daha 6nce in vitro
yapilan ¢alismalarda neotrofinin, hipokampal néron hiicre kiiltiirlerinde glutamat toksisitesini
engelledigi gosterilmistir. Hem deneysel hem de goniillii erigkinlerde yapilan ¢alismalarda da
neotrofinin doz bagimli olarak NGF, NT-3 ve BDNF gibi ¢esitli norotrofik faktorlerin
dokudaki ekspresyonunu arttirdign saptanmustir (55). Glasky ve arkadaslari, 7 giinliik
neotrofin tedavisi sonrasinda parietal kortekste ve hipokampus bolgelerinde BDNF ve NGF
diizeylerinde anlamli diizeyde artis oldugunu gostermislerdir (56). Farmakodinamik
caligmalarda neotrofinin kan-beyin bariyerini kolayca gectigi, astrositler ve ndron
hiicrelerinde anlamli diizeylere hizli ulastig1 gosterilmistir (57). Yine deneysel ¢alismalarda
neotrofinin reaktif oksijen Urilinlerine kars1 defansif etki gosterdigi heme-oksijenaz 1 ve 2
diizeylerini arttirdigi saptanmstir (58). Yenidogan hipoksik iskemi ensefalopati modelimizde
neotrofinin, hipokampus (CA1,CA3,dentat girus), prefrontal ve parietal korteks bolgelerinde
noroprotektif etki gosterdigini kanitladik. Etki mekanizmasi ¢ok net olmamakla beraber,
yukarida anlatilan sekilde etki gosterdigi diisiiniilmektedir.

Neotrofin uygulanan grupta hipokampusun CA2 bolgesindeki hiicre sayilari kontrol
grubuyla karsilastiginda yiiksek bulundu; ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildi.
Literatiire bakildiginda hipoksik iskemik ensefalopati modelinde yapilmis diger ¢alismalarda
da benzer sonuglar elde edildigi goriildii (59). Bu sonuglarin anlamli ¢ikmamasi, bu bdlgedeki
ndronlarin plastisite yeteneklerinin yetersiz olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Neotrofinin néroprotektif etkisi, hem deneysel ¢alismalarla hem de erigkinlerde yapilmis
faz 1 ve faz 2 c¢aligmalarla kanitlanmistir. Literatiirdeki bir¢ok c¢alismada gosterilen
noroprotektif etki yiikksek ve ¢oklu doz kullanilarak elde edilmistir (60,61). Bu ¢alismada ise

neotrofin 60 mg/kg tek doz uygulandi ve anlamli sonuglar elde edildi.
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Apopitozis, perinatal donemde beyin hasarinda ve hiicre Olimiinde en Onemli
mekanizmalardan biridir (62). Deneysel ¢alismalarda serebral hasarin DNA hasar1 ile olusan
gecikmis hiicre Oliimiine bagh oldugu gosterilmistir. Neonatal hipokampal CAl bélgesi,
hipoksik hasara en duyarli olan bolgedir. Ikinci en sik duyarli olan bélge, hipokampusun CA3
ve onu takip eden girus dentatus bolgesidir. Bu c¢alismada DNA fragmantasyonu;
hipokampus, prefrontal ve parietal kortekste aktive kaspaz-3 ile degerlendirildi. Sham
grubunda tiim bolgelerde sadece birkac adet apopitotik hiicreye rastlandi. Hipoksik iskemik
beyin hasar1 olusturulan ve normal salin soliisyonu uygulanan grupta ise kaspaz-3 ile boyanan
hiicre sayilarinda artig vardi. Bununla beraber neotrofin verilen grupta ise tiim bolgelerde
apopitotik hiicrelerin azaldig1 goriildii. Boylece yenidogan hipoksik iskemik beyin hasari
modelinde noroprotektif etkisinin yani1 sira antiapopitotik etkisinin de oldugu gosterildi.

Ozet olarak bu ¢aligmanim sonuglarma gére 60 mg/kg intraperitoneal yol ile uygulanan
neotrofin, hipokampus, prefrontal ve parietal kortekste hipoksi-iskemi sonucu gelisen néronal
hiicre kaybini ve apopitotik hiicre indeksini azaltir. Yenidogan hipoksik iskemi beyin hasar1
modelinde yapilmis, neotrofinin néroprotektif ve antiapopitotik etkisi oldugunu gosteren ilk
calismadir. Sonuglar degerlendirildiginde neotrofin yenidoganlarda goriilen mortalitesi ve

morbiditesi ¢ok yliksek olan hipoksik iskemik ensefalopatinin tedavisinde umut 15181 olabilir.
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