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OZET

Hipoksik-Iskemik Ensefalopati Modeli Olusturulan Yenidogan Sicanlarda
Sodyum Hidrosiilftin (NaHS) Antioksidan Etkinliginin Degerlendirilmesi

Perinatal dénemde olusan hipoksik iskemik beyin hasar1 (HIBH) yenidogan
oliimlerinin ve engellilik hallerinin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Hipoksi-iskemi
ve reperfiizyon Sirasinda olusan reaktif oksijen radikallerinin (ROS) olusturdugu hasar
sonucu gergeklesen hiicre 6liimii HIBH nin baslica nedenidir. Bu déneme gegmeden
once verilecek tedaviler ile hasar1 dnlemek ya da azaltmak miimkiin olabilir.Hidrojen
stlfit (H2S)’in, kalp, karaciger, beyin gibi bircok dokuda reperfiizyon dénemindeki
ROS hasarina karsit koruma sagladigi gosterilmistir. Bir H2S vericisi olan sodyum
hidrosiilfitin (NaHS) apopitozisi, nitrik oksit ve serbest radikal tiretimini azaltarak
etkin oldugu diisiiniilmektedir.Bu ¢alismada hipoksik- iskemik ensefalopati modeli
olusturulan sicanlarda NaHS’nin antioksidan etkinliginin ve ndronal apopitozis

tizerine etkisinin histopatolojik ve biyokimyasal testlerle, degerlendirilmesi planlandi.

Calismamiz yedi giinliik sprague-dawley cinsi kirk adet sigan iizerinde yapildi.
Levine-Rice metoduna gore hipoksik iskemi olusturulan yedi giinliik Sicanlar rastgele
dort gruba ayrildi. Grup 1 (n:10) siganlara arter ligasyonu ve hipoksi uygulanmadi.
Grup 2 (n:10) siganlara hipoksik-iskemiden sonra serum fizyolojik (SF) intarperitonel
(ip) yolla verildi. Grup 3 (n: 10) si¢anlara hiposik-iskemiden yarim saat sonra tek doz
50 pmol/kg NaHS ip yolla verildi. Grup 4 (n:10) siganlara hipoksik-iskemiden yarim
saat sonra tek doz 100 umol/kg NaHS ip yolla verildi. Siganlar uygulamanin 5.
saatinde dekapitasyonla beyin dokulari, histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirme
icin ayrildi. Elde edilen verilerin analizinde SPSS-23 programi kullanilarak yapildi.
[statistiksel olarak anlamlilik diizeyini igin p<0.05 anlaml kabul edildi.

Dokular histopatolojik olarak hemotoksilen-eozin (H&E) ve TUNEL
yontemleriyle degerlendirdik. Her iki yontemde de Grup 2’ye gore, Grup 3 ve Grup
4’de bulunan siganlarin beyin dokusundaki apopitotik hiicre sayilar1 azalmis olarak
bulduk (p=0.00).

Ayrilan dokulardan TNF-o, IL-6, INOS, NGF, Total Antioksidan Status
(TAS), Total Oksidan Status (TOS), Oksidatif Stres indeksi (OSI) diizeyleri ¢alisildi.



Yapilan degerlendirilmede Grup 2 ye gore Grup 3 ve 4 de TNF-a, IL-6, INOS
diizeylerinde azalma, NGF de artma saptandi. (p=0.34, p=0.24, p=0.26, p=0.110).
TOS, TAS, OSI diizeyleri karsilastirildiginda ise Grup 2 ye gore Grup 3 ve 4 TAS ve
OSI de artma, TOS da azalma oldugunu gordiik (p=0.04, p=0.00, p=0.032).

Sonu¢ olarak bu c¢alismada hipoksik-iskemik ensfalopati modeli
olusturdugumuz yenidogan sicanlarda verilen NaHS’nin antioksidan etkisiyle,

noronlardaki apopitozu anlamli sekilde azalttigini saptadik.

Anahtar Kelimeler: Hipoksik-iskemik ensefalopati, yenidogan, NaHS,

antioksidan



ABSTRACT

Evaluation of Sodium Hydrosulfite (NaHS) Antioxidant Activity in Newborn
Rats with Hypoxic-l1schemic Encephalopathy

Hypoxic ischemic brain injury (HIBD) in the perinatal period consists of
neonatal deaths and major causes of disability. Damage caused by reactive oxygen
radicals (ROS) for hypoxia-ischemia and reperfusion is as much the cause of death as
the cause of death. It can be given before proceeding with this period. Any disease can
be appropriate. In hydrogen sulfide (H2S), it provides protection against ROS damage
during reperfusion period such as heart, liver, brain. The aim of this study is to evaluate
the effects of hypoxic-ischemic encephalopathy model on neuronal apoptosis with

histopathological and biochemical tests.

Our study was carried out on forty rats of sprague-dawley species for seven
days. According to the Levine-Rice method, seven-day-old rats with hypoxic ischemia
were randomly divided into four groups. Arterial ligation and hypoxia were not applied
to rats in Group 1 (n:10). Group 2 (n:10) was given to the rats after hypoxic-ischemia
in a physiological saline (SF). Group 3 (n: 10) rats were given a single dose of 50
umol/kg NaHS ip half an hour after hypocytic-ischemia. Group 4 (n:10) rats were
given a single dose of 100 umol/kg NaHS ip half an hour after hypoxic-ischemia. Rats
were disangaged for brain tissue, histopathological and biochemical evaluation by
decapitation at the 5th hour of administration. The data were analyzed by using SPSS-

23 program. For statistical significance, p <0.05 was considered as significant.

The tissues were histopathologically evaluated with hematoxylin-eosin (H &
E) and TUNEL methods. In both methods, the rats in Group 3 and Group 4 had

decreased apoptotic cell numbers in the brain tissue (p = 0.00).

TNF-a, IL-6, INOS, NGF, Total Antioxidant Status (TAS), Total Oxidant
Status (TOS), Oxidative Stress Index (OSI) levels were determined. According to
Group 2, TNF-a, IL-6, INOS levels were decreased and NGF levels increased in Group
3 and 4 groups. (p = 0.34, p = 0.24, p = 0.26, p = 0.110). When TOS, TAS and OSI
levels were compared, it was seen that Group 3 and 4 TAS and OSI increased and TOS
decreased according to Group 2 (p =0.04, p = 0.00, p = 0.032).



In conclusion, we found that NaHS in hypoxic-ischemic encephalopathy model
decreased the apoptosis in neurons with antioxidant effect of NaHS.

Keywords: Hypoxic-ischemic encephalopathy, newborn, NaHS, antioxidant
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GIRIS VE AMAC

Perinatal asfiksi, plasenta yoluyla fetiise giden oksijen miktarinin azalmasi
sonucu doku zedelenmesine yol agmasi durumunu tanimlamak i¢in kullanilir. Bu
durum fetiiste hiperkapni ve hipoksinin birlikte olusmasina neden olur. Perinatal
asfiksi sonrasi hipoksik-iskemik ensefalopati (HIE) (literatiirde de perinatal hipoksi-
iskemi veya asfiksi neonatorum olarak da tanimlanmistir.) 1000 canli dogumda 2-
9°dur(1). Tiirkiye’de, Tiirk Neonatoloji Dernegi Hipoksik Iskemik Ensefalopati
Calisma Grubu’nun 2008 yilinda yayimladigi verilere gore binde 2.6, yogun bakim
{initelerinde yatan hastalar icinde %1.2 olarak saptanmustir (2). HIE, yenidogan
déneminde meydana gelen 6liimlerin, yenidogan dénemi sonrasi gelisen serebral palsi,

mental retardasyon ve epilepsinin 6nde gelen nedenlerinden biridir.

Perinatal asfiksiyi takiben gelisen irreversibl hasar ve oliim insidansi
yiiksektir, bu nedenle olusan hasari Onlemek amaciyla noroprotektif stratejiler
tizerinde durulmaktadir. Terap6tik hipotermi, gesitli calismalarca da kanitlandigr gibi
noroprotektiftir, perinatal asfiksi ve ensefalopatisi olan term ve ge¢ preterm
yenidoganlarda standart tedavidir (3). Devam eden ¢alismalarda, hipoterminin
noroprotektif etkisini arttirmak i¢in ilave stratejiler hedeflenmektedir (4). Serbest
oksijen radikalleri (SOR) olusumunun engellenmesi, serbest oksijen radikallerini
ortadan kaldiran ajanlar (Selenyum, E vitamini, N-Asetilsistein, Askorbik asit), kok
hiicre nakli, dekzametazon, kalsiyum kanal blokorleri uygulanmasi, magnezyum siilfat

ve antiepileptik ilaglar bunlara 6rnek olarak verilebilir (5).

Hayvanlarda yapilan galigmalarda, preterm bir yenidoganin beyninin, term
bir yenidoganin beynine gore hipoksi-iskemiye daha direngli oldugu gosterilmistir.
Daha disiik bir serebral metabolik hiz; potansiyel norotoksisiteye sahip
norotransmiterlere daha diisiik hassasiyet ve immatiir santral sinir sisteminin daha
fazla olan plastisitesinin preterm yenidoganlarda daha az hasar olusumunda rol

oynadig distiniilmektedir.



Hidrojen Siilfiir (H2S); yeni bir gaz molekiili olarak sinir sistemi ve
kardiyovaskiiler aktivitenin diizenlenmesinde 6nemli bir rol almaktadir (6). Endojen
H>S direkt merkezi sinir sisteminde rol almakla birlikte ayrica serebral vaskiiler
duvarin diiz kas kontraktilitesini diizenleyerek beyne kan gitmesini saglamakla dolayl
olarak da merkezi sinir sistemini etkilemektedir (7). Beyindeki endojen HzS, sisteinin
sistation -sentez katalizi sonucunda olusur. Fizyolojik konsantrasyondaki H>S, sinir
sistemi icindeki c¢esitli oksitleyici maddelerin olusumunun engellenmesi Ve
temizlenmesinde; oksidatif stres kaynakli hiicre hasarinin azaltilmasinda ve noéronal
korumada etkilidir (8). Sodyum Hidrosiilfiir (NaHS), ekzojen H2S’in vericisi olup kan
emiliminden sonra direkt hidrojen siilfiire donisebilir.Yapilan arastirmalarda;
NaHS’nin miyokardiyal, bobrek, karaciger, kalin barsakda iskemi-reperfiizyon hasar1
sirasinda  hedef organda olusabilecek hasar1 azaltabildigi, antiinflamatuar,
antiapopitotik ve antioksidan olarak 6nemli bir rol oynadigi saptanmustir (9, 10). Son
yillarda yapilan bir¢ok arastirmalarda (8, 9) NaHS’iin serebral iskemi hasarinda
noroprotektif ve antioksidan etkinliginin oldugu farkedilmis ancak tam olarak
netlestirilememistir. Bu calismada, HIBH olusturulan yenidogan sicanlarda
noroprotektif olarak NaHS’in, noronal apopitozis {izerine etkisinin histopatolojik ve

biyokimyasal testlerle, degerlendirilmesi amaglandi.



1. GENEL BILGILER
1.1. Tanimlar

1.1.1. Hipoksik Iskemik Ensefalopati

Neonatal ensefalopati, 35. gebelik haftasi1 ve sonrasinda dogmus, erken
yenidogan doneminde ortaya ¢ikan, biling bozuklugu veya konviilsiyonlarla kendini
gosteren, solunum depresyonu ve hipotoni ile karakterize heterojen klinik bir sendrom
olarak tamimlanmustir (2). Daha Once, asfiksiyal ensefalopati terimi de kullanilmustir.
HIE Klinik bulgulara bagh olarak hafif, orta ve agir olmak iizere simiflandirilmustir.
Literatiirde en yaygin olarak Sarnat ve Sarnat siiflandirilmasi kullanilmaktadir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalarda, klinik siddeti degerlendirmek i¢in de Thompson

puanlama sistemi gelistirilmistir.

1.1.2. Hipoksi ve Anoksi

Kanda ve beyin dokusunda oksijenin normalden az olmasi hipoksi, oksijenin

tam yoklugu ise anoksi olarak tanimlanir (11).

1.1.3. iskemi

Iskemi, bir doku veya organdaki kan akiminin azalmasi veya kesilmesini ifade
eder. Iskemi olustugunda dokuya yeterli oksijen ve glukoz saglanamadig: ve toksik
metabolitler uzaklastirilamadig igin hipoksiye gore daha agir bir hasara neden olur
(12).

1.1.4. Perinatal Asfiksi

Yunanca bogulma kelimesinden gelen asfiksi terimi, plasenta yoluyla fetiise
giden oksijen miktarinin azalmasini tanimlamak i¢in kullanilir. Bu durum fetiiste
hiperkapni ve hipoksinin birlikte olugsmasina neden olur. Beraberinde dakikalar iginde
anaerobik glikoliz ve sonucunda laktik asidin ortaya ¢ikmasiyla da metabolik asidoz
tablosu olusur. EKk olarak, bu duruma iskeminin de eslik etmesiyle fetal bradikardi

olusur, bu da hipoksi ve hiperkapniyi arttirir.



1.2. Epidemiyoloji

Obstetrik ve yenidogan bakimindaki onemli gelismelere ragmen, HIE
insidansi, 1000 canli dogumda 2-9’dur. Tiirkiye’de, Tiirk Neonatoloji Dernegi
Hipoksik Iskemik Ensefalopati Calisma Grubu’nun 2008 yilinda yayimladig1 veriye
gore, 19857 canli dogumda 93 bebek HIE tanisi altinda incelenmis, siklik binde 2.6,
yogun bakim iinitelerinde yatan hastalar iginde %1.2 olarak saptanmistir (2). Her ne
kadar HIE, sadece perinatal dsnemde devam eden beyin hasarndan kaynaklandig
diistiniilse de son veriler, neonatal beyin hasarinin sadece %10'unun perinatal veya

intrapartum olaylarla iliskili oldugunu gostermektedir.

1.3. Patofizyoloji
1.3.1. Hipoksik- Iskemik Hasarda Sistemik Adaptasyon

Ciddi fetal hipoksik iskemik hasar tlim organizmayi etkiler ve bu etkiler hayvan
modellerinde de gosterilmistir (12, 13). Hipoksik-iskemik hasar perinatal, natal veya
postnatal herhangi bir zamanda ortaya ¢ikabilir. Bu durum maternal, uteroplasental

veya fetal problemlerden kaynaklanabilir.

Gebeligin ilk trimesterinde olusan uteroplasental hipoksi nedeniyle fetiiste agir
beyin hasari olugurken, sag kalim orani yiiksektir, bu durum gebeligin 2. trimesterinde
meydana gelirse sag kalim orani daha diisiiktiir. Serebral hipoksi-iskeminin nedeni ne

olursa olsun, néropatolojik sonug genellikle yikicidir.

Term bir yenidoganda, hafif ile orta derecede hipoksemi periyodu, tutarli bir
tepki modeli olusturur. Baslangicta kan basincinda ani bir yiikselme ile birlikte fetal
bradikardi ve 6zellikle de viicudun geri kalan kisminina oranla beyin ve diger hayati
organlara perfiizyonda artis olur. Devam eden hipoksemi ile birlikte, fetal bradikardi
daha da artar, sonrasinda apne olusur. Takip eden 10 ile 15 dakika iginde kalict beyin

hasar1 meydana gelir. Bu da yapilan ¢calismalarda gosterilmistir.



Fetus hafif hipoksemiye ¢ok daha direnglidir.Parsiyel oksijen basinci (PaO2)
15 mm Hg oldugunda bile normal kardiyovaskiiler fonksiyonun bir saate kadar
korundugu gosterilmistir. (Normal fetal PaO2 25 mm Hg'dir). Uzamis hipoksiye bagl
olarak serebral perfiizyon normal kalir, asimetrik biiylime geriligi ortaya ¢ikar.
Hipoksinin siddeti arttik¢a, bolgesel serebral kan akiminda degisiklikler meydana
gelir. Cok diisik PaO2’de bile, metabolizmay: siirdiirmek icin beyin parankimi
oksijensiz birakilarak beyin sap1 oksijenizasyonu saglanir. Miyokardiyal fonksiyonun
yetersiz olmasi kardiyak outputta diismeye neden olabilir ve bu durum en ¢ok serebral

hemisferleri etkiler.

1.3.2. On Kosullanma

Hiposik- iskemik hasar tam olarak meydana gelmeden birkag saat 6nce
hipoksiye maruz kalmaya baslayan beyin hiicrelerinde bir duyarsizlasma bagslar. Bu
durum immatiir beyin parankiminin hipoksiye olan direncini a¢iklamamizi saglar. Bu
durum &n kosullanma olarak tanimlanmaktadir (1). On kosullanma bu durumu hipoksi
sirasinda  aktiflesen hipoksi-indiiklenebilir faktor-la  (HIF-1a)’in  eritropoezi,

anjiyopoezi ve antiapopitozu kodlayan genleri uyarmasi yoluyla yapar.

1.3.3. Perinatal Hipoksik- iskemik Beyin Hasar1 Patogenezi

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, yenidoganlarda ndron kaybina yol acan
stirecler daha detayli olarak agiklanabilmistir. Yetigskinlerin aksine, neonatal
hipoksemi, serebral hipoksi (ve bradikardi sirasinda iskemi), ardindan takip eden
reperfiizyon ve reoksijenizasyonun bir kombinasyonu ile karakterizedir.
Reperfiizyonun serebral hasara olan katkist daha iyi anlasilabildigi i¢in, yenidogan
resiisitasyonu sirasinda kullanilan oksijen miktar: da azaltilmistir (1). Akut hipoksik-
iskemik hasar, primer ve sekonder ndron hasari olarak siniflandirilabilir. Primer
noronal hasar, mikrodolagim bozuklugu ve enerji iireten molekiiler stireglerin
inhibisyonunun neden oldugu sitotoksik degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar.

Hiicre i¢i asidozun artmasi ve Na */K *- Adenozin trifosfataz(ATPaz) membran



pompasinin devre digi kalmasi, sitotoksik ddem ile birlikte hiicrenin i¢ine Na * ve CI°
birikmesi ile sonuglanir

Bununla birlikte serbest radikal iiretimi baslar. Bu akut siire¢ néronlar1 nekroza
gotiirlir. Resiisitasyon sonrasinda meydana gelen reperfiizyon, ge¢ (ikincil) noronal
hasarin baglamasina neden olur. Bu akut siire¢ hiicrenin enerji iiretimindeki aksamaya
bagli olarak ortaya ¢ikar ve 72 saate kadar uzayabilir (1).

Hiicre i¢i enerji tiretim mekanizmasinin bozulmasi ve bunun sonucu olusan
primer ve sekonder enerji yetmezligi, olusan hasarin ana patogenezinden sorumludur.
Bununla birlikte baslayan hiicre 6liimiine, molekiiler ve hiicresel diizeyde bakildiginda
iki farkl faz tanimlanmistir (2).

Birinci faz; reperfiizyon ve reoksijenasyon sirasinda olusur; ikinci faz ise
saatler sonra baslar, bu siire 72 saati bulabilir. Birinci faz esnasinda asfiksi,
Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD")’1n hizli bir sekilde NADH’a indirgenmesine
sebep olur. Hiicre enerji ihtiyaci karsilanamayinca aerobikten yoldan anaerobik enerji
tiretimine dogru yonelir, bu da daha fazla glikoliz anlamina gelir ki, bu da laktat
tiretimindeki artis1 agiklar (2). Artan laktik asit ve hidrojen iyonu hiicre i¢i ve hiicre
dis1 pH’ nin diismesine neden olur. Bununla birlikte hiicrede iiretilen ATP nin azalmasi
sonucu hiicre membraninda bulunan Na*?/K* ATPaz pompasinin fonksiyonu bozulur.
Hiicre zar1 iyon pompa islevinde aksama hiicre i¢inde sodyum, kalsiyum ve su
birikimine neden olur ve noronal hasar daha da artar (11). Bu durumda sinir
hiicrelerinin membran potansiyeli ortadan kalkar hiicreler depolarize duruma geger.

Hipoksik-iskemik esfalopati patogenezi Sekil 1-1 de 6zetlenmistir(11).
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Sekil 1-1: Hipoksik-Iskemi Beyin Hasar1 Patogenezi

(NOS:Nitrik Oksit Sentaz, NMDA:N-metil D-aspartat, DNA: Deoksiriboniikleik Asit)

1.3.4. Sekonder Noron Hasar

Hiicre nekrozu veya apoptoz ile sonuglanan, ilk hipoksik-iskemik hasar

sonucunda kamasik bir hiicre i¢i olaylar zinciri tetiklenir.

1.3.4.1. Glutamat Hasari

Hipoksi esnasinda ekstraselliiler glutamattaki artma, NMDA reseptorlerini
aktive eder ve hiicre 6liimiine neden olur. Glutamata bagli iyon kanallar1 ile fazla
miktarda Na* hiicre igine girer, beraberinde C1” ve su hiicre i¢ine girerek osmotik lizise

neden olur. Intraselliiler Ca®"daki siirekli artis toksik kaskadi uyarir, bu da nekrotik



hiicre 6liimiine neden olur (2). Ca®*"

nin hiicre igindeki yiiksek konsantrasyonu
lipazlar1, proteazlari, endoniikleazlar1 ve fosfolipaz C'yi aktive eder ve bu enzimler de
organel membranlarini pargalar. Bu durum nitrik oksit(NO) dahil birgok serbest
radikalin ortaya ¢ikmasina neden olur. Sonugta, nihai son olan DNA
fragmantasyonuna yol acar (1). Yapilan ¢aligmalar bu siirecin hayvanlarda
insanlarinkinden farkli olugunu gostermistir. Siganlar iizerinde yapilan ¢aligmalar bu
stirecin disi ve erkek cinsiyet arasinda farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Fakat

insanlarda yapilan ¢alismalar bu konuda yeterli degildir.

1.3.4.2.  Serbest Radikal Formasyonu

Serbest radikaller hiicrelerde yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olurlar.
Ozellikle fosfolipitten zengin beyin dokusu serbest radikal saldirisma oldukca
duyarlidir. Beyinde bulunan oksijen radikallerini yok etmekte gorevli mekanizmalar
immatiir beyinde yeterince gelisememistir. Beyin arteriyol endoteli, ksantin oksidazin
etkisiyle serbest radikal {iretiminin ana kaynagidir, bunula birlikte aktif nétrofiller,
mikroglia ve intranéronal yapilar tarafindan da tiretilir. Reperfiizyon sirasinda arteriol
endoteli tarafindan {iiretilen serbest radikaller platelet-aktive edici faktoriin (PAF)
aktiflesmesine, bu da trombosit adezyonuna ve nétrofil yigilmasina neden olur.
Bununla birlikte serbest demir de serbest radikal hasarina neden olur (1). Yapilan rat
calismalarinda, immatiir siganlarin transferrin seviyelerinin diisiik olmas1 dokularda
serbest demir konsantrasyonun artmasina neden oldugu gosterilmistir. Serbest demirin
daha az reaktif olan oksijen radikallerini daha reaktif serbest oksijen radikallerine
cevirdigi gosterilmistir (1). Hipoksik- iskemik olaylarin baglamasiyla birlikte birkag
saat icinde serbest demirin noronlarda yiikseldigi ve bu artisin haftalar boyunca devam

ettigi gosterilmistir.

Serbest radikal olusumuna yol agan bir diger nemli mekanizma da néronlarda
NO {iretiminin artmasidir. Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) 'un tarafindan ¢ yol
ile tiretilir: néronal (nNOS), endotelyal (eNOS) ve indiiklenebilir (iNOS). NO iiretimi,
hiicre igi Ca?* akisi ile hizlanir ve yiiksek konsantrasyonlarda nérotoksiktir (1). Nitrik

2+

oksit vaskiiler endoteldeki Ca** ’a bagh K* kanal {izerinden vaskiiler dilatasyon



yapar. Yiiksek konsantrsyondaki NO, DNA da hasar ile birlikte, kaspaz-3 aktivasyonu
ile aracilik edilen noéronal apoptoza neden olur. Bununla birlikte, endotelyal

hiicrelerden (eNOS) gelen NO, serebral perfiizyonun siirdiiriilmesi i¢in esastir.

1.3.4.3. Apopitoz

Apopitoz, hipoksi-iskemik ensefalopti patogenezinde yeni doganlarda belki de
en 6nemli noronal 6lim nedenidir. Apopitotik hiicrede DNA yikimi gelisir, bu da jel
elektroforezinde karakteristik bir merdiven goriiniimii verir. Apopitoz oncelikli olarak
kaspaz ailesi tarafindan yiiritiiliir ve kaspaz-3, ana proteini olarak tanimlanir. Kaspaz
ailesi (spesifik proteazlar) oncii enzimler ile aktive olduktan sonra, niikleus, hiicre
iskeleti ve hiicre i¢i sitozolik orgenalleri pargalamaya baslar. Apopitoza hiicre zarinda
bulunan 6zel reseptorlerce baslatilir. Tiimor nekrozis faktor reseptor ailesi 6lim
reseptorleri olarak da bilinir. Fas ligandlarin TNF ailesinden bir iiye tarafindan
baglanmasi ile Fas aktivasyonuna neden olur (14). Aktiflesen p53 apopitozu
kaskadini baglatir. Bu yolagin kaspas inhibitorleri ile apopitozu engelleyerek, hasari
azaltabilecegi gosterilmistir.

Nekroz ise, hiicrenin akut gelisen hasar sonrast hemostazi siirdiirememesi ile
sonuglanan hiicre 6liimiidiir. Nekroz stireci hiicre membran1 hasar1 sonrasi,hiicre i¢i
iyon ve su oranmin artmast Sonucu hiicre parcalanmasiyla sonlanir.Nekroz
apopitozdan farkli olarak programlanmis bir olay olmayip ani olusan olaylar sonucu
meydana gelir (15). Calisilan hayvan modelleri ile hipoksik iskemik ensefalopati
sonas1 gelisen apopitoz ve nekroz i¢in ndroprotektif stratejiler gelistirilebilir. Bu
tedaviler apopitotik enzimlerin inhibisyonu, hiicre membrandaki reseptorlerin
inhibisyonu, noronal hasar siirecinde ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerin
tiretiminin 6nlenmesini saglayan ilaglarin bulunmasiyla bu siirecin engellenebilecegi

distilmektedir.

1.3.4.4. Sitokinler

Yapilan hayvan ¢alismalarinda baz1 proinflamatuar sitokinlerin (timdr nekroz
faktorii-o. (TNF-a), interlokin (IL) -1p ve IL-18) hipoksik iskemik ensefalopati de



ozellike immatiir beyinlerde ndrotoksik etkilerinin oldugu gosterilmistir. HiE hasar
sonrasinda mikroglialarda 1L-8 ve kaspas-1 aktivasyonunun yaygin oldugu
saptanmustir. Elimizdeki bu bulgular hipoksi- iskeminin yol agtig1 inflamatuar siirecin
noronal hasara neden olabilecegidir (1).

Hayvanlarda ve insanlarda yapilan ¢alismalarda gram negatif bakterilere bagh

koryoamnionitte de noronal hasarin arttig1 gosterilmistir (1).

1.3.5. Insan Calismalar

Yenidoganlarda yapilan ¢alismalar perinatal asfiksi sonrasi sekonder enerji
yetmezliginin varligin1 dogrulamistir (16). Etkilenen infantlarda manyetik rezonans
spektroskopisi (MRS) dogumdan sonraki ilk 6 saat iginde normal oldugunu bu da
resiisitasyonun baslangigta néron fonksiyonlarini korudugunu gosterdi. 8 saat sonra
hiicre diizeyinde ATP sentezinde diisiis bagladig1 gosterilmis. En siddetli etkilenmenin
48 ile 72 saat arasinda oldugu gosterilmistir. Dogumdan 12-24 saat sonra yapilan
transfontanel doopler ultrason g¢alismalarinda diyastolik kan akiminda artma ve

karbondioksit (CO>) reaktivitesinde azalma belirtilmistir (1).

1.3.6. Secici Duyarhhk

Yenidoganlarda ve yapilan hayvan g¢alismalarinda gosterilmistir ki, hipoksi
iskeminin siddetine, siiresine ve fetiisiin beyin gelisimine bagli olarak farkli beyin
hasari paternleri gosterilmistir (1).

Hipoksi- iskemi sonras1 Beyin Hasarini Etkileyen Faktorler (1):

e Hiicresel Duyarlilik

e Matiirite

e Vaskiiler Yapilanma

e Bolgesel Duyarlilik

e Hipoksik- iskemik Hasarm Tipi

e Genetik Predispozisyon ve Plesental Faktorler
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1.3.7. Hiicresel Duyarhhk

Yenidoganda, noron, hipoksik-iskemik hasara en hassas hiicredir. Preterm
yenidoganda noronlar ve oligodendrositlerin prekiirsorleri en hassas hiicre tipleri
olarak bilinir (1).

1.3.8. Matiirite

Gestasyonel yas, serebral yapilarin hipoksik iskemiye karsi degisen
duyarliliginda 6nemli rol oynar. Noron gelisiminde hizli degisiklikler, voliim
degisikleri, eksitator ve inhibitor mekanizmalardaki degiskenler néron matiiritesinde
rol oynayan fakorlerdir (1).

20. gebelik haftasindan dnce ortaya ¢ikan hipoksik- iskemik hasar ¢ogunlukla
maternal kaynaklidir. 21. gebelik haftasinda néronal migrasyon tamamlanacagindan,
bu haftadan 6nce hiposi- iskemiye maruz kalmasi durumunda ndronal heterotopiye
veya polimikrogliye yol agabilir. Hasarm 26 ila 36 haftalarda meydana gelmesi
durumunda, kistik periventrikiiler l6komalazi'ye yol agabilir. 35 haftadan sonra

meydana geldiginde ise gri cevher hasarina yol agtigi bilinmektedir (1).

1.3.9. Vaskiiler Degisikliklere Bagh Hasar

Vaskiiler alandaki kan basincinin azalmasina bagli olarak, o damar bolgesinin
suladigr alanda da iskeminin baslamasidir. Kardiyak outputta diisme sonucunda
beynin vaskiiler anastomozlarina en uzak bolgeleri iskemiye en hassas bolgelerdir.
Yenidoganlarda pozitron emisyon tomografisi ile yapilan calismalarda beyin
hemisferlerinde Ozellikle parasagital bolgedeki kan akisinda azalma oldugu

saptanmistir (17).

1.3.10. Bolgesel Duyarhhk

Yapilan ¢alismalarda beynin metabolik olarak daha aktif olan niikleuslarin
hipoksi-iskemiye daha duyarli oldugu gosterilmistir. Bu da yenidoganda posterior ve
lateral talamik niikleus ve lentiform niikleuslarin akut total asfiksi sonrasi hasara

duyarliligi agiklanabilir (1).
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1.4. Hipoksik- Iskemik Hasarmn Tipleri

Yapilan hayvan ¢alismalar, iki farkli hipoksik-iskemik modeli ortaya koymus
ve tiirline bagli olarak farkli néronal hasar paternleri gostermistir (13). Maymunlarda
yapilan bir c¢alismada umblikal kordun klemplesiyle olusturulan total asfiksi
modelinde talamus, beyin sap1 ve spinal kordda hasar saptanmistir. Siire uzadik¢a bu
bolgelerdeki hasarin arttigi belirlenmistir.

Yapilan bir diger hayvan deneyinde 1 ile 5 saat siiren uzamis asfiksi
modellenmis, beyin hemisferleri ile beraber beyin sapi, hipokampus ve temporal ve

oksipital loblarda hasara yol a¢tig1 goriilmiistiir (1).

1.4.1. Noropatoloji

Hipoksik-iskemik hasarin ndropatolojik 6zellikleri, hasarin tiiriine, siiresine ve

gebelik haftasina bagl olarak degisir.

1.4.1.1. Serebral Odem

Beyin 6demi, agir serebral hipoksik-iskemik hasar olusan yenidoganlarda sik
goriildiigii yapilan otopsi ¢alismalarinda gosterilmistir. Hiicresel 6dem hizla geligir ve
baslangicindan yedi giin sonra diizelmeye baslar, ancak goriintiilleme yontemleriyle
tespit edilmesi yenidogan doneminde hiicrelerin igerdigi yiiksek su oranindan dolay1
olaydan 24 saat sonrasina kadar giivenilir bir sekilde tespit edemez. Beyin hasari
yaygin ve siddetliyse, ventrikiillerin genislemesi, serebral sulkusun silinmesi, serebral

giruslarin diizlesmesi ve hippokampal yapilarin herniasyonu goriilebilir (1).

1.4.1.2. Hiicre Cevabi

Beyindeki farkli hiicre tipleri akut hipoksik-iskemik zarara degisik sekillerde
tepki gosterir. Ayni hasra bazi hiicreler apotozise ugrarken bazilari ise nekroz ile cevap
verir. Nekrozda, H&E ile boyanan bolimler hasardan 5 ila 6 saat sonra degismeye
baslar. Niikleer membranlar, niikleer kromatinin disar1 salinmasi ve ikincil inflamatuar

reaksiyonla birlikte dejenere olur (18).
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Aktif mikroglialar, bir dizi sitotoksik sitokin eksprese etmeye baslar. Her ne
kadar mikroglial hiicreler hipoksik-iskemik bir hasar sonrasi hizla tepki gosterdigi
distiniilse de siddetli perinatal asfiksi sonrasi 6len 22 term yenidoganda yapilan
calismada hipoksik-iskemik nekroz sonrasi kalanlar1 lizis eden, aktif mikrogliya ve
makrofajlart gosteren cluster of differentiation (CD) 68-pozitif hiicreler, hasardan en
az 24 saat sonra tespit edildigi bildirilmistir(19). Yapilan ayni ¢calismada 24 saat i¢ide
kaspas aktivitesi gosterilebilmistir. Ayrica, NO toksisitesinin {iriinii olarak kabul
edilen nitrotirozin boyamasi, beyin ve omurilik dokusunda gosterilebilmistir(20).
Dentat girusta bulunan mikroglial hiicreler, 9 ayliktan kiiglik bebeklerde daha 6nceki
hipoksik-iskemik hasarin giivenilir bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Glial yanat,

17. gestasyonel haftadan itibaren goriillmeye baslandig1 saptanmustir(21).

1.4.1.3. Kalsifikasyon

Zarar gormiis noronlarda kalsiyum birikmesi siklikla hipoksik-iskemik
hasardan sonra goriiliir ve eger hasar yeterince genisse, beyin goriintiileme
yontemleriyle belirlenebilir. Hipoksi- iskemi disindaki beyin hasarlarina neden olan

durumlarda da kalsifikasyon gozlenebilir (1).

1.4.1.4. Kronik Lezyonlar

Serebral atrofi, beyindeki hiicresel kayiplarin son asamasi olarak goriilebilir.
Atrofi beynin 6zellikle hassas bolgelerini etkiler.

Status marmoratus, bazal gangliya ve talamusun diiz, mermer benzeri bir
goriiniimiinii tanimlar ve siddetli perinatal hipoksik-iskemik hasardan yaklasik 6 ay
sonra gelisir. Yapilan histolojik ¢alismalarda noronlardan ziyade glial demetlerde
anormal miyelinasyon tespit edilmistir. Bu siirecin kronik fazi, sulkusta derin gri
cevher kayb1 nedeniyle mantar benzeri gyruslarin ortaya ¢ikmasini saglar(22).

Parasagital serebral hasar, daha ¢ok beyin korteksi ve subkortikal beyaz cevheri
tutar. Olusan hasar genellikle bilateral ve simetriktir, lezyonlardan ¢ogunlukla

hemoraji degil, infarktlar sorumludur. Yaygin néron kaybi ile sonuglanabilir(23).
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Periventrikiiler 16komalazi (PVL), ozellikle lateral ventrikiillerin dorsal ve
laterallerinde serebral beyaz cevherin hipoksik-iskemik nekrozu olarak tanimlanir.
Daha ¢ok prematiire bebeklerde gozlenir ve olusan hasar, koagiilasyon nekrozu ve
periventrikiiler ~beyaz  maddenin  infarkt1 ile  sonuglanir(24).Beraberinde
intraventrikiiler hemoraji goriilebilir.

Periventrikiiler hemorajik infarkt (PVHI),cogunlukla prematiirelerde goriiliir
ve itraventrikiiler hemoraji ile birlikte ortaya ¢ikabilir. Genellikle venoz kaynaklidir.
Venoz infarkt mediiller ve terminal venlerin genis subepandimal germinal matriks
hemorajisi ile tikanmasi sonucu olusur(25).

Selektif noronal nekroz, miad yenidoganlarda en sik rastlanan noronal nekroz
tipidir. Siklikla beyin korteksi ve talamusu tutar. Bu durum néronal kayip ve
multikistik ensefalomalazi ile sonuglabilir(26).

Fokal nekroz, asfiktik bebeklerde goriilebilen ana serebral arterin tikanmasi
sonucu gelisen iskemik beyin hasari olarak tanimlanir.Cogunlukla terme yakin
yenidoganlarda goriliir. Prematiirelerde ise daha ¢ok multipl kiiciik damarlarin
titkanmasi sonucu olusan ¢ok sayida infarkt alanlar1 goriiliir. Lezyonlar, genellikle orta
serebral arterin sulama alanlarinda gozlenir (23, 24). Infarktlara bagh kistik kaviter
lezyonlar olusur. Bu lezyonlar yenidogan doneminde asemptomatik olabildigi gibi

fokal konviilsiyonlara ve hemipareziye sebep olabilir(2).

1.5. Hipoksik Iskemik Beyin Hasarinda Tam Yontemleri

Hipoksik- iskemik hasara maruz kalan term yenidoganlarda norogelisimsel
sonuclarin daha kesin tahmin edilmesine yardimci olmak i¢in birgok farkli arag

kullanima sunulmustur.

1.5.1. Klinik Degerlendirme

Daha once yapilan calismalar, ensefalopati donemdeki yenidoganda klinik
degisiklikleri ayrintili olarak tanimlamistir (27, 28).

Sarnat siniflamasi1 Sarnat kardesler ( Sarnat HB & Sarnat MS) tarafindan ilk
defa 1976 yilinda tanimlanmistir. Bu klinik ndrolojik durum diger arastirmacilar

tarafindan tekrar gozden gecirilerek, asfiktik yenidoganlarin baslangigta
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degerlendirilmesinde ve prognozun tahmin edilmesinde yardimci olabilecegi
konusunda fikir birligine varilmistir (29). Sarnat siniflamasi temel olarak hasardan 24
saat sonraki klinik ve elektroensefalografiye(EEG) bulgularina dayanarak
olusturulmustur. Bu siniflama yenidoganlarin hipoksi-iskemiye maruz kalmasindan
kisa bir siire sonra hipotermi tedavisine uygun olup olmadigini belirlemek amaciyla
modifiye edilmistir. Modifiye Sarnat Siniflamasi Tablo 1-1°de gosterilmistir.
Thompson skoru ise Thompson CM tarafindan 1997 yilida gelistirilen birkag
klinik maddeye dayanan ve nicel bir skorla sonuglanan bir klasifikasyon sistemidir
(30). Hafif ve siddetli ensefalopatinin uzun dénem ndrogelismesi i¢in 6ngorii degeri
lyi olsa da orta derecede ensefalopati igin prediktif degeri zayiftir (31). Thompson

siniflamas1 Tablo 1-2’de gosterilmistir.
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Tablo 1-1 Modifiye Sarnat Siniflamasi

Bulgular Evre- | (Hafif) Evre- 11 (Orta) Evre- III (Agir)
Biling diizeyi Uyanik Uykuya egilimli Stupor, Koma
Kas tonusu Normal Hipotonik Gevsek
Tendon refleksleri | Artmis Artmig Azalmis
Miyoklonus Var Var Yok
Nobet Yok Sik Sik
Karmasik refleksler
Emme refleksi Iyi Zayif Yok
Moro refleksi Abartilt Zayif Yok
Yakalama refleksi | Normal/abartili Abartili Yok
Okiilosefalik refleks | Normal Asir aktif Azalmis/ yok
Otonom iglevler
Pupiller Genis, reaktif Dar, reaktif Anizokorik,nonreak
Solunum Diizenli Diizensiz Y
. : Diizensiz, apneik
Kalp hizi Normal/tagikardi Bradikardi - P
Bradikardi
EEG Normal Degisen oranda [zoelektrik veya
diisiik voltaj patlama-baskilanma
goruntusu
Semptomlarin <24 saat 2-14 giin Giinler-haftalar
stiresi
Sonug Yaklasik %100 % 80 normal, 5-7 Yaklasik %50’si
normal gilinden sonra oliir, yasayanlarda
anormal yiiksek oranda sekel
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Tablo 1-2 Thompson Skorlama Sistemi

Thompson Skoru
Belirti 0 1 2 3
Tonus Normal Hipertonik Hipotonik Flasit
Biling Normal Hiperalert Letharjik Komatoz
Nobet Yok <3 giinde >2 giinde
Postiir Normal | Fisting, Cevirme Distal Fleksiyon Deserebre
Moro Normal Parsiyel Yok
Yakalama | Normal Az Yok
Emme Normal Az Yok
Solunum | Normal | Hiperventilasyon Apne Solunum Destegi
Fontanel | Normal Gergin Bombe

1.5.2. Norofizyoloji
1.5.2.1. Elektroensefalografi (EEG)

Neonatal EEG hipoksik iskemik ensefalopatiye neden olan hipoksi-
iskemiden sonra beyin biitiinlinii degerlendirmek i¢in bilinen iyi bir yontemdir.
Yenidoganlarda 16 derivasyonlu EEG kullanilir ve ayrintili bilgi saglar ve eszamanl
video kaydi ile yapildiginda klinik ve subklinik noébetler arasinda bir ayrim
yapilmasina yardimci olur. EEG'de normal ve ciddi anormal sonuglar 6nemli prediktif
degerler olustururlar. Hafif ve orta derecede EEG anormalligi olan ¢cocuklarda tahmin
daha az giivenilirdir ve sirali kayitlar gerektirir. Term yenidoganlarda EEG aktivitesi
tamamen farklidir. Uyaniklikta, EEG diisiikk voltaj karisik teta-delta aktivitesi ile
karakterizedir. Aktif uykuda, karigik bir orta voltaj delta-teta aktivitesi goriliir.
EEG'deki anormallikler, arka plan anormallikleri, iktal anormallikler ve diger
anormallikler olarak smiflandirilabilir. Hafif diizeydeki HIBHnda EEG genellikle
normal iken, orta diizeydeki HIBH nda voltaj baskilanmas1 veya elektriksel ndbet
aktivitesi sik olarak gdzlenmektedir. Agir diizeydeki HIBH nda ise baslangicta keskin
ve yavas dalga bosalimlari ve ara ara voltaj baskilanmasi olur. Ilerleyen giinlerde ise
diken yavas dalga bosalimlarimni takiben voltaj baskilanma periyotlar1 izlenir. Buna
patlama-baskilanma goriintiisii (supresyon-burst paterni) denir. Bu gdriintiiniin

izlendigi yenidoganlarda prognozun kétii oldugu bildirilmistir (1, 32).

17



15.2.2. Amplitiid-Entegre Elektroensefalogram (aEEG)

Son yillarda daha sik kullanilmaya baslanan aEEG’nin geleneksel EEG’den
farki daha az sayida elektrotla ve hasta basinda siirekli olarak beynin elektriksel
aktivitesinin izlenebilmesidir (33). Subklinik nobetlerin varligi bu yontem kullanilarak
daha iyi degerlendirilebilir. Yapilan bir ¢alismada ise aEEG ile takip edilen
yenidoganlarda status epileptikusun goriilme oraninin %18 oldugu gosterilmistir (34).
Ayni calismada arka plan paternleri iyi ve kotli olan yenidoganlar arasinda status
epileptikus siireleri arasinda fark oldugu gosterilmistir (34).

Yapilan hayvan ¢alismalari, yenidogan ndbetlerinin noronal gelismeyi kalict
olarak bozabilecegini gostermistir (35, 36). Hipoksik iskemik hasar olusturulan yavru
sicanlarda gozlenen nobetlerin beyin hasarini arttirdigi gézlenmistir(37). 2002 yilinda
yapilan bir diger ¢alismada yeterli plazma konsantrasyonlarindaki antiepileptiklerin
norodejenerasyona yol actigi belirlenmistir (10).

Hipoksi iskemiye bagl konviilsiyon gelisen vakalarda postneonatal epilepsi

gelisme oraninin %8-9 arasinda oldugu belirlenmistir.

1.5.2.3. Uyarilms Elektriksel Potansiyeller

Uyartlmig  potansiyeller,  hipoksik iskemik  ensafalopatili ~ term
yenidoganlarda norogelisimsel sonuglarint dngérmede yardimer olabilir(38, 39).
Beyin sap1 isitsel uyarilmis potansiyelleri (BAEPs) veya beyin sap1 uyarilmig yanit ve
gorsel uyarilmis potansiyeller (VEPs) somatosensoriyel uyarilmig potansiyellere
(SEP'ler) gore teknik olarak daha kolaydir.

BAEPs, bir akustik uyaranin ardindan isitsel beyin sap1 yolunda iiretilen
yanitlardir. Hem ¢evresel duyarliligi hem de isitsel yolun nérolojik biitiinligiini
degerlendirmek i¢in kullanilirlar. BAEPS yenidoganda periferik isitsel fonksiyonun
degerlendirilmesinde en objektif ve giivenilir yontem olarak kabul edilmektedir.
Ciinkii perinatal asfiksi, sensorindral isitme kaybina yol agtigi bilinen bir risk
faktortdiir. Yapilan bir ¢alismada Hipoksi- iskemik hasara maruz kalan ¢ocuklar 4 ile
12 yil arasinda tekrar degerlendirildiginde, sonraki norogelisimsel sonuglar igin
neonatal BAEP'lerin duyarlilik, 6zgiillikk, pozitif prediktif degeri ve yanlis negatif
oram sirastyla % 40.5,% 87.8,% 75.0 ve% 59.5 oldugu goriilmiistiir. HIBH’li
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yenidoganlarda yapilan ¢aligmalarda normal dalga yapisinin bozuldugu veya latansin
belirgin olarak uzadigi durumlarda prognozun iyi olmadig bildirilmistir (32).

VEP gorsel bir uyarana cevap olarak korteksin oksipital alani tarafindan
tiretilen bir briit elektrik sinyalidir. Uyaran, yaygin bir yanip sonen 1s1k ya da herhangi
desenli bir gorsel uyaran olabilir. Flas VEP'ler (FVEP'ler), perinatal asfiksi sonrasi
serebral gorme bozuklugunun iyi belirleyicileridir. VEP'lerin  semptomatik
hipoglisemi ve oksipital gorme korteksine zarar veren term yenidoganlarda serebral
gorme bozuklugunu 6ngdrdiigli gosterilmistir. Normal dalga yapisinin bozuldugu veya
dalga latansinin belirgin olarak uzadigi durumlarda prognozun iyi olmadig
bildirilmistir. Ozellikle gorsel uyarilmis potansiyelin almamadigi durumlarda
prognozun daha kotii oldugu gosterilmistir (32).

Teknik olarak, SEP'ler gerceklestirilmesi en zor olan ve en ¢ok zaman alan
olan uyarilmis elektriksel potansiyeldir. Median sinir genellikle uyarilir ¢linki tibial
sinirin uyarilmasindan daha iyi tolere edildigi gdzlenmistir. HIBH gelistikten sonraki
ilk 24 saat i¢inde median sinir kullanilarak yapilan somato-sensoriyel uyarilmis
potansiyellerin normal bulunmasinin iyi prognozu 6nceden belirlemede %94 duyarli
oldugu gosterilmistir (32).

FVEP'leri ve VEP'leri karsilastirirken, yapilan bazi galismalarda SEP'ler
norogelisimsel sonuglarin tahmininde tstiindiir (38).

Genel olarak, uyarilmig potansiyellerin predikif giicii ve norogelisimsel
sonuglar daha iyi gosteren ve ulasilabilir olmasi nedeniyle aEEG kullanimi1 daha

yaygindir (39).

1.5.2.4. Norogoriintiileme

Tani igin farkli goriintiileme yontemleri kullanilsa da, son veriler Manyetik
Rezonans Goriintilleme (MRG)’nin ultrasonografi ve bilgisayarli tomografi (BT) ile
karsilagtirildiginda daha {istiin oldugunu gostermistir.

Kraniyal ultrasonografinin, HIE'li term yenidoganlar da erken perinatal
olaylarin 6zellikle yaygin kanama ve anormal gelisimin tespit edilmesi i¢in erken
donemde ilk giin i¢inde yapilmasi ve daha sonra hastabasi degerlendirmesi kolay
oldugu i¢in uygun araliklarla tekrar edilmesi yararlidir. Ultrasonografik inceleme

sirasinda, anterior veya tercihen orta serebral arter seviyesinde bir doppler sinyali elde
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edilebilir. Yapilan birgok g¢alismada diyastolik akimda bir artisa neden oldugunu
gosterilmistir. Bununla birlikte serebral kan akim hizindaki artigin, zayif nérogelisimi
isaret ettigi de belirtilmistir. Degisiklikler genellikle dogumdan sonraki ilk 24 saat
sonra gelisir (19). Sagittal siniis boyunca renkli doppler akisi, bir sinoven6z trombozun
teshisi veya diglanmasi igin kullanilabilir.

BT, ciddi asfiktik olaydan sonra birka¢ hafta sonra yaygin kortikal néronal
hasarin degerlendirilmesinde yararlidir. Merkezi gri niikleuslardaki degisiklikleri
saptamak i¢cin MRG'den daha az duyarlidir; ki bu durum HIE'li term yenidoganlarda
en sik goriilen problemdir (40). Ozellikle antepartum etkilenmeyi gdsteren beyin
kalsifikasyonlarinin veya dogum travmasi ya da perinatal inmeye bagli hemorajik
lezyonlarin saptanmasinda degerlidir. Bununla birlikte BT nin MRG’den daha kolay
ulagilabilmesi ve acil cerrahi gerektiren durumlarda c¢ekim siiresinin kisa olmasi
avantajlarindandir.

MRG, HIE bagh hasar1 tespitte kullanilabilecek en uygun gériintiileme
yontemidir (41, 42). Nobet sirasinda bazal gangliya ve talamus en sik etkilenen
bolgelerdir. Diflizyon agirlikli MRG kullanimu ile talamus ve bazal gangliyondaki
anormallikler genellikle dogumdan sonraki gilinlerde goriilebilir, ancak sinyal
yogunlugundaki degisiklikler ilk haftadan sonra daha da belirgin oldugu saptanmustir.
Bazal ganglionlardaki anormallikler siklikla sentral giyrustaki degsikliklerle beraber
gozlenebilir ve bu birliktelik kotii prognozun gostergesidir. Beyaz cevherdeki ve
serebral arterlerin sulama bdolgelerindeki hasarlanan alanlar en iyi difiizyon agirlikli
MRG ile saptanabilir (41, 42). Beyaz madde anormalliklerinin siddeti odaktan odaga
farklilik gostermektedir. Lezyonlar, siklikla punktatik beyaz cevher lezyonlar ile
birlikte goriilmekte ve 6zellikle hafif ensefalopatisi olan ve diisiik gebelik yasi olan
bebeklerde 6zellikle yaygin oldugu belirtilmistir (43). MRG ve EEG deki erken donem
degisiklikleri, sonraki donem MRG bulgular1 ve norogelisim ile korelasyon
gostermektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda bazal ganglionlarin tutulumu olmaksizin
yaygin beyin parankimi tutulumu olan bebeklerde erken biligsel ve motor sonuglar
genellikle beklenenden daha olumlu oldugu gosterilmistir, ancak bu gocuklar okul
cagina kadar siki takip gerektirdigi de eklenmistir (44, 45).

MRG ozellikle fokal iskemik lezyonlarin gosterilmesinde faydalidir.

Ozellikle orta serebral arterin ¢ogunlukla sol dalmin sulama alaminda gozlenir.
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Difiizyon agirliklt MRG, konvansiyonel MRG'dan ¢ok daha giivenilir olarak bolgenin
saptanmasina izin verir.

Manyetik rezonans anjiyografi, bir emboli veya diseksiyon durumunda
bulunan arter boyunca anormal akimin goriintiilenmesine yardime1 olabilir. HIE bagl
olarak sagittal siniis, siniis rektus veya bazal gangliyonun derin venleri etkilenebilir.
Sinovendz trombiisler her ne kadar nadir goriilseler de MRG ve vendéz MRG
kullanilmasi ile birlikte daha sik olarak goriildiigii belirtilmistir (46). Sinovendz
trombiislerle birlikte tek tarafli talamusta hemoraji saptanabilir. Boyle vakalarda
kanama faktorleri mutlaka konrol edilmelidir. Pozitron emisyon tomografisi ise seyrek
olarak kullanilmistir (47, 48).

1.5.25. Kimyasal Biyobelirtecler

Neonatal HIE siireci basladig1 andan itibaren doku ve organlardan kan ve
beyin omurilik sivis1 (BOS)’a salinan {iriinlerdir. Bu biyo-belirteglerin diizeyleri
olusan hasarla dogru orantili olarak degismeli, goriintileme ve ndrofizyolojik
yontemlerden daha erken taniya yardimci olmali, ayirici taniya elverisli olmalidirlar
(49). Norogelisimsel sonuglarin biyobelirtegleri olarak kullanilmak iizere ¢ok sayida
biyomarker kullanilmaktadir. Serum glutamik oksaloasetik transaminaz (SGOT),
eritropoetin, hipoksantin, kreatin kinaz, laktat, iirik asit, kreatinin, laktat dehidrogenaz
(LDH), hidroksibutirat dehidrogenaz, fibrin yikim iriinleri, askorbik asid, néron
spesifik enolaz bunlar arasinda gosterilebilir. Gelecekte neonatal HIE’de
kullanilabilecek biyo-belirtecler ise soyle siralanabilir (50);

1. Sinir dokusu hasarina iligskin belirte¢ler: NSE, Miyelin Proteini (MBP), ProteinS-
100B, Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP), Ubikutin(UCH-L1), Beyin Norotofik
Faktor, Tau Protein(BDNF), MiRNA-21, Aktivin-A

2. Beyin vaskiiller ve kan-beyin bariyerine iliskin belirtegler: Matrix
Metaloproteinaz(MMP-9), VEGF

3. Oksidatif stres belirtegleri: Siiperoksid Dismutaz(SOD), MDA

4. Inflamasyon belirtecleri: HsCRP, IL-1B, IL6, IL8, IL10; TNF-o, ICAM-1,

Selektinler

21



Test sonuglarint etkileyebilecek degisik durumlar nedeniyle iki veya daha
fazla biyo-belirtegin birlikte kullanimi onerilmektedir. LDH/ CK-BB /S100-3; LDH/
CK-BB/ Aktivin-A; IL6 ve IL16 / EEG; Apgar (10) / IL16; MR / GFAP / UCH-L1
(prognozu belirlemede daha etkin); Tau (sadece beyin kaynakl1)(50, 51).
Norogelisimsel sonuglarin biyobelirtegleri olarak kullanilmak tizere ¢ok sayida bilesik
test edilmistir. Bu bilesikler hipoksi iskemiye bagli hasarin siddetini yansitabilir, fakat

uzun vadede norogelisimin 6ngoriilmesinde kisith bir degere sahiptir.

1.6. Tedavi

Oncelikli olarak dogum eylemi ve dogum sirasinda hipoksik-iskemik
etkilenme yasama ihtimali yiiksek olan veya yasamis olan fetuslar saptanmalidir.
Olumsuz bir intrauterin ortamin sona erdirilmesi HIE’yi azaltma veya dnlemenin en
etkin yoludur (52).

Elektronik fetal izleme (EFM) hipoksik bebekleri tanimlamak i¢in yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Yapilan randomize kontrollii calismalarda EFM ile
izlenen fetuslarda nobet sayisinda belirgin azalma oldugu gosterilmistir (53). Ayn
calismada fetal 6liim hizinda anlamli bir farklilik bulunmamustir. Siddetli hipoksinin
intrapartum degerlendirmesi, dogumda iyilesme ile sonuglanabilir ve hipoksik-
iskemik ensefalopati riskini azaltabilir, ancak hipoksik-iskemik beyin hasarinin
onlenebilecegi fikrini destekleyen ¢ok az kanit vardir (1).

Tedavide amag¢ yeterli oksijenasyonunu ve perfiizyonunu saglamaktir.
Intrapartum asfiksi sonucu gelisen sistemik asidoz kardiyak kontraktiliteye zarar verir,
ancak serebral fonksiyon iizerindeki etkisi daha az anlagilabilirdir. Bu yenidoganlar
beklenmedik derecede kotii durumda dogabilir ve acil resiisitasyon gerektirebilir.
Dogum oncesi ve dogum esnasinda olusabilecek asfiksinin Onlenmesine yonelik
olarak yiiksek riskli fetiisiin gebelik ve dogum esnasinda yakindan takibi, anneye ait
risk faktorlerinin belirlenmesi ve yenidogan resiisitasyonu konusunda egitimli
personelin dogumda mutlaka uygun ekipmanla dogum odasinda bulunmasi 6nemlidir
(45). Miidahale sirasinda yiiksek konsantrasyonda oksijen kullanimi beyinde serbest

oksijen radikallerinin yol acacagi hasari arttiracagindan kaginilmasi gereklidir. Bu
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durumu engellemek amaciyla oksijen miktarin1 diizenleyen mikserler kullanilmasi ve
yenidoganin monitdrize edilmesi son derece 6nemlidir(1).

Hipoksik iskemik ensefalopati gelisme riski olan bebekte solunum
yetmezligini Onlemek olduk¢a Onemlidir. PaCO, diizeyi serebral kan akimini
etkiledigi igin, normal sinirlarda tutulmalidir. Bu nedenle yenidogan stabilize
edildikten hemen sonra kan gazi kontrolii gereklidir(54).

Bunula birlikte yenidogani hipertermi ve hipoglisemiden korumak
onemlidir. Asfiksi gelistigi diistiniilen ve riskli oldugu ongoériilen bebeklerin radyant
1siticilart kapatilarak miidahaleye devam edilmelidir(2).

Erken donemde ortaya ¢ikan nobetler genellikle koti prognoz ile iliskilidir,
bu nedenle, kontrol altin alinmalar1 gok 6nemlidir(2).

Canlandirma islemlerini takiben, sistemik ve serebral fonksiyonlarin
monitdrize edilebilecegi bir merkezde izlenmeleri saglanmalidir. Term ve terme yakin
yenidoganlarda teropatik hipotermi etkinliginin giiniimiizde kanitlanmig tedavi
yontemi oldugu bilinmektedir. Teropatik hipoterminin teknik donanimi olan
merkezlerde uygulanmasi tedavinin etkinligi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu teknik
donanimin olmadigr merkezlerden en kisa siirede, tedavinin uygulanabilecegi bir
merkeze sevk edilmesinin mortalite ve morbiditenin diisiiriilmesi agisindan énemli

oldugu unutulmamalidir (2).

1.6.1. Multisistemik Yaklasim

Dalis refleksi, daha az hayati organ fonksiyonlarinin kaybi pahasina beyin
gibi hayati organlara kan akisini korumak i¢in deneysel asfiksi sirasinda ortaya ¢ikan
bir durumdur. Klinik olarak anlamli bir hipoksik iskemik hasar sonrasi kalp, bobrekler
ve karaciger en savunmasiz organlardir.

Dogumda hipoksik-iskemik olaydan sonra klinik seyir ongoriillemez, bu
nedenle beklenen biitiin problemlere kars1 Klinikte egitimli personel tarafindan uygun

sekilde gozlemlenmelidir.
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1.6.1.1. Renal Sistem

Asfiksiye maruz kalan yenidoganlarin % 23 ila % 70'inde bobrek yetmezligi
gelistigi bildirilmistir (55). Yapilan bir diger ¢alismada 33. gestasyonel haftanin
altinda asfiksiye maruz kalan yenidoganlarin %19’unda bobrek yetmezligi gelistigi
raporlanmistir (55). Bobrek yetmezligi ve asir1 sivi yiiklenmesi korkusu nedeniyle,
birgok klinisyen asfiksili yenidogan bebeklerde sivi kisitlamasi politikasini
benimsemistir. Uygunsuz ADH salinimi halinde siv1 kisitlamasi gereklidir. Oligoiiri
serum, idrar elektrolitleri ve giinliik tart1 alimina gore yonetilmelidir. Kronik bobrek

yetmezligi ve diyaliz ihtiyaci oldukga nadirdir.

1.6.1.2. Kardiyovaskiiler Sistem

Hipoksik iskemik hasardan sonra miyokardiyal kontraktilite bozulur, bu da
kardiyak output, hipotansiyon ve serebral kan akiminin daha da bozulmasi ve diger
organlarin perfiizyonunda belirgin bir azalmaya neden olur. Agir hipoksik-iskemik bir
hasar sonrasi ortaya ¢ikan diger kardiyak patolojik siiregler, fonksiyonel trikiispit
kapak yetersizligi, miyokardiyal iskemi, papiller kasin iskemik nekrozu olarak
siralanabilir. Hipotansiyon, siddetli hipoksik-iskemik hasardan sonra sik goriilen bir
komplikasyondur ve voliim destegi, tansiyonu diizeltmede siklikla etkisizdir (55).

Inotrop desteginin tansiyonu yiikseltmede daha etkili oldugu gosterilmistir (1).

1.6.1.3. Hepatik- Gastrointestinal Sistem

Asfiksiye maruz kalan yenidoganlarda yasamin 6zellikle ilk haftasinda %80
ila 85 oraninda karaciger enzimlerinde yiikselme saptanabilir (55). Geri doniisiimsiiz
karaciger hasar1 olduk¢a nadirdir.

Nekrotizan enterokolit, asfiktik bebeklerde iyi bilinen bir komplikasyondur,

ancak bu sebepten dolay1 nispeten nadir goriiliir.
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1.6.1.4. Hematopoetik Sistem

Siddetli hipkosik-iskemik ensefalopatiye bagl koagiilasyon bozuklugu
yaygin goriilen bir sorundur (1). Kemik iligindeki hasara bagli olarak gegici
trombositopeni ortaya ¢ikabilir. Siddetli hipkosik-iskemik ensefalopatiye maruz kalan
tim yenidoganlar pihtilasma bozukluguna karigi mutlaka taranmalidir. Trombosit
destegi, k vit., spesifik faktorlerle destek tedavileri uygulanabilir (1). Hipoterminin
pihtilasma sistemi tizerinde higbir etkisi yoktur, ancak hipotermi sirasinda trombosit
sayilar1 daha diisiik bulunabilir (1).Bununla birlikte yenidoganda polisitemi tablosu da

trombositopeninin olmaksizin saptanabilir. (56)

1.6.2. Noroprotektif Yaklasim

Siddetli bir hipoksik-iskemik hasardan sonra serebral homeostazisin
korunabilmesi i¢in beyin islevinde dogrudan ya da dolayli etki yaratabilecek
komplikasyonlarin 6nceden tahmin edilmesi olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Siddetli bir hipoksik iskemik hasara bagli olusan hipogliseminin beyin
fonksyonlarini oldukga olumsuz etkiledigi bilinen bir durumdur (57). Yapilan hayvan
deneylerinde hipoksiye maruz birakilan hayvalarin hipoglisemik olan deneklerde
nomoglisemik olanlara gére mortalitenin artmig oldugu raporlanmistir. Asfiksi
baslangigta glikozun serebral metabolik oranini artirir ve hipoksik-iskemik hasar
sirasinda glukoz tiikketimi intraserebral glikozun azalmasina neden olur. Caligmalar,
matiir ve immatiir beynin glukoz inflizyonuna yonelik davraniginda biiyiik farkliliklar
oldugunu gostermistir(1). Yapilan siirh sayidaki ¢alismalarda immatiir beyinlere
verilen glukoz infuzyonunun verilmeyen deneklere gore koruyucu etkinliginin oldugu
gosterilmistir. Fakat hipoksik- iskemik hasardan sonra glikoz infizyonunun yapilmasi
halen tartigmalidir. Yenidoganda hipoksik-iskemik hasardan  sonra yiiksek
konsantrasyonda glikoz kullanimi Onerilmemesine ragmen, hipoglisemiden

kacinilmasi gerektigi belirtilmistir.
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1.6.3. Nobetlerin Kontrol Altina Alinmasi

Nobet, orta ve siddetli hipoksik-iskemik ensefalopatide yaygin olarak gozlenen
bir semptomdur. Ozellikle uzamis ve siddetli hipokside ndbet sayisinin daha fazla
oldugu gozlenmistir. Hipoksik-iskemik hasar sonrasi nobet aktivitesinin, olumsuz
norogelisimsel takibi agisindan bebek {izerinde ek bir risk faktorii olusturup
olusturmadigi konusunda 6nemli tartismalar olmustur. Yakin zamandaki ¢alismalar,
tekrarlayan nobetlerin gelisen beyin iizerindeki olumsuz etkilerini gdstermistir ve
bunlarm, subklinik olsa bile EEG ile kanitlanmasi gerektigi vurgulanmistir.(34, 58).
Baslayan hipoksik-iskemik hasar, hiicre 6liimiine yol agabilecek intrandronal olaylar
zincirini baglatir. Hayvan galismalarinda, yasamin ilk giinlerinde birgok kisa nobetin
indiiklenmesi, noronal kayip ile sonuglanmadigi, fakat beyin yetiskin yasaminda
incelendiginde kortikal aktivasyon ve hiicre yogunlugunu iceren morfolojik
degisikliklere yol agtig1 goriilmiistiir (1). Calisilan deneklerin devam eden takiplerinde
bozulmus 6grenme ve diisiik nébet esigi oldugu Saptanmustir. Yenidoganlarda ise,
klinik olarak belirgin ndbetler ile EEG monitorizasyonu iizerinde taninan ndbetler
arasindaki siklikta farkliliklar vardir, hipoksik-iskemik bir hasar sonrasi ndbet
aktivitesinin siklig1 klinik izlem sirasinda tespit edilemeyebilir. Hipoksik-iskemik
zedelenmeden sonra geri doniisii olmayan noéronal hasarin gogunlugunun, bu durumun
altinda yatan nedene bagli olmasina ragmen, ek fonksiyonel hasarin nobet yiikiine
sekonder olabilecegine dair kanitlar sunulmustur. Bu nedenle nébetlerin etkin bir

sekilde durdurulmasi, hipoksik iskemik hasarin yonetiminde biiyiik 5neme sahiptir (1).

Yenidogan déneminde tam etkili antikonviilzan tedavi zordur, ancak ek tedavi
olarak lidokain gibi yeni ilaglar hem klinik hem de sadece elektrografik olarak tespit
edilebilen nobetlerin kontroliinde etkilidir (22). Fenobarbital hala ilk tercih edilen
antiepileptiktir. EEG ile tanis1 konan ndbetlerin tedavisinde fenobarbitalin fenitoine
kars1 etkinligini karsilastiran bir caligmada, her iki ilac1 da alan bebeklerin % 50'sinden
azinda tam bir ndbet kontroliiniin oldugu gosterilmistir. Yapilan bir caligmada, yiiksek
doz fenobarbitalin, ciddi nérogelisimsel yetersizlikte anlamli bir azalma ile iliskili
oldugu bulunmustur (59). Bugiin birgok Klinikte fenobarbital nobetler baslamadan
once verilmektedir. Bununla birlikte yapilan hayvan deneylerinde fenobarbitalin,

prematiir deneklerde beyin gelisimi, noronal toksisite ve olumsuz biligsel ve
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davranigsal etkileri tizerinde olumlu etkileri oldugu da gosterilmistir (60). Hipoksik-
iskemik bir hasar sonrasi ortaya ¢ikan ndbetlerin tedavisinde kullanilan diger
antikonviilsanlar arasinda fenitoin (fenobarbitalden daha fazla etkinligi yoktur),
benzodiazepinler (klonazepam, midazolam, lorazepam), lidokain, tiopental, sodyum

valproat, lamotrijin ve levetirasetam bulunmaktadir.

Avrupa'da, lidokain ikinci veya iiglincii sira antikonviilzan olarak daha sik
kullanilir, ancak fenitoin uygulandiginda kullanilmamalidir, ¢iinkii kardiyotoksisite
meydana getirebilir. Lidokain, hem fenobarbital hem de midazolam tedavisinden sonra
nobet gecirmeye devam eden yenidoganlarin % 76'sinda elektrokonviilsif nébetlerin

ortadan kaldirilmasinda etkili oldugu gosterilmistir (22, 61).

Antiepileptik ilaglarin apopitoz, beyin gelisiminin inhibisyonu ve ilaglarin geng
hayvan deneklerine uygulandiginda yetiskin donemlerinde olumsuz davranissal ve
biligsel etkileri olduguna dair kanitlar elde edilmistir (57). Yapilan bazi ¢alismalarda
da hipotermi uygulanan bazi yenidoganlarda ndbetlerin azaldigi belirtilmistir (1).
Fakat bu azalmanin siddetli hipoksik- iskemik hasarda olmadig1 gozlenmistir .Bu da
bize hipotermi uygulamasmmin  orta derecede HIE deki terapotik etkinligini
aciklayabilir (62, 63).

Uzun siireli kullanimin olasi yan etkilerini 6nlemek i¢in antikonviilsan siiresi
minimize edilmelidir. Antikonviilzanlarin optimum kullanim siiresi hakkinda varilmis
ortak bir goriis yoktur (1). MRG ile kanitlanmig noronal hasar durumunda

antikonviilzan tedaviyi 2-3 ay siirdiiren klinik yaklagimlar da mevcuttur.

1.6.4. Serebral Odem

Genellikle siddetli HIE sonrasi1 serebral 6dem olustugu bilinmektedir. Kafa ici
basincin rutin olarak izlenmesinin yenidogana fayda sagladigina dair bir kanit yoktur.
Artmig intrakraniyal basing biiyiik olasilikla hipoksik-iskemik hasar sonrasi ortaya
¢ikan anormal patofizyolojik siireglerin bir sonucudur ve kendi basina bir sebep

olmaktan ziyade bir hasar gostergesi olarak kabul edilir (1).
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1.6.5. Spesifik Noroprotektif Tedavi

Hipoksik-iskemik hasara maruz kalan sinir hiicrelerini korumak amaciyla bir
¢ok arastirma yapilmistir, ancak su ana kadar yararliligi kanmitlanmis Klinik veri
oldukga azdir. Orta derecede hipotermi, rutin bakimin bir pargasi olan tek spesifik

noroprotektif tedavi olarak gecerliligini korumaktadir.

1.6.5.1. Hipotermi

Yapilan hayvan ve insan ¢aligmalarinda hipoterminin ndroprotektif etkinligi
gosterilmistir. Ozellikle birden fazla hayvan tiiriinde yapilan calismalarda 3 ila 72 saat
arasinda degisen derecelerde hafif hipoterminin (2 ila 5°C), beyin fonksiyonunun
korunmasinda etkili oldugunu gdstermistir. Hipoterminin, serebral metabolizmay1 ve
ATP tiiketimini azaltarak ve erken gen aktivasyonunun hizli sentezlenmesiyle iliskili
birgok intraserebral metabolik siireci yavaslatacak bir etkiye sahip oldugu one

siirtilmistiir.

Jacobs ve arkadaslarmin hipoksiye maruz kalan yenidoganlarda yapilan
randomize kontrollii ¢alismanin ardindan gelen veriler sonrasinda, perinatal asfiksiye
bagli ensefalopati izlenen yenidoganlarda hipotermi uygulamasi standart haline
gelmigtir (3). O zamandan beri siklikla giincellenen Cochrane analizinde, kafa
sogutmasi ya da tiim viicut hipotermisi arasinda higbir farklilik gosterilmemistir (3).
Tiim viicut hipotermisi ile rektal sicaklik 72 saat 33.0 ila 34.0°C'ye disiiriiliirken,
sogutma baslig1 10 °C'de bir sogutucu soliisyon ile perfiize edilir ve viicut sicaklig1 34
ila 35°C arasinda tutulur. Yapilan randomize kontrollii ¢alismalarda hipoterminin
morbidite ve 6liim oran1 azalttigi, norogelisimsel hasar olmaksizin sag kalim oranini
arttirdigr gosterilmistir. Noroprotektif etkinliginin ise, orta siddetli ensefalopatilerde
siddetli ensefalopatilere gore daha etkili oldugu gosterilmistir. Hipoterminin en bilinen
komplikasyonlarimin hipotermi ve sinlis bradikardisi oldugu gosterilmistir(64).
Bununla birlikte aritmi, hipotansiyon, koagiilopati, trombositopeni, bobrek yetmezligi,
infeksiyonlar ve pulmoner hipertansiyon goriilebilir. Hipotermik bebeklerin
sicakliginin 6nceden belirlenmis sinirlar icinde tutulmasi ¢ok dnemlidir, ¢iinkii daha

siddetli hipotermi (<33°C) kardiyak aritmiye yol agabilir.
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Terapotik hipoterminin 35 haftanin altina uygulanmasi 6nerilmez. Yapilan
caligmalarda daha prematiir olan yenidoganlarda uygulandiginda mortalite oranin

arttigin1 gostermistir (1).

1.6.6. Diger Tedavi Stratejileri

Yapilan bir¢ok klinik ¢alisma sonucunu hipoksik-iskemik hasar sonrasi

yararliligi kanitlanmis birkag klinik veri mevcuttur.

Bir kalsiyum kanal blokorii olan nifedipin, hipoksik-iskemik hasara maruz
kalan dort yenidogana verildiginde ti¢iinde ortalama arteryel kan akimi ile birlikte
serebral kan akiminda da azalma gorildigii belirtilmistir. Fakat kalsiyum kanal

blokorlerinin sistemik yan etkileri hakkinda ¢ok sinirli bilgi mevcuttur (1).

Magnezyum siilfat (MgSO4) bir NMDA reseptdr antagonistidir ve beyin
korumasi igin etkili bir madde oldugu ileri siiriilmektedir. Fakat yapilan ¢alismalarda
herhangi bir yarar sagladigi gosterilememistir. Yiiksek dozda kullanilmasinin

hipotansiyona yol agtig1 bildirilmistir (65).

Yapilan ¢alismalarda birgok néroprotektif ajan degerlendirilmistir (4). Bunlar
arasinda melatonin, eritropoetin (EPO), N-asetilsistein, allopurinol ve ksenon ilk

sirada bulunan ajanlar arasindadir (4).

Melatonin epifiz bezi tarafindan iiretilen, cesitli biyolojik fonksiyonlarin ve
sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde yer alir. Melatonin ayn1 zamanda bir antioksidan
islevi goriir ve anti-apopitotik etkilere sahip olduguna yonelik ¢alismalar mevcuttur
(1). Potansiyel yararli galismalar olmasina ragmen, farmakokinetik ek ¢alismalara

thtiyag vardir.

EPO ekspresyonu hipoksiye yanit olarak serebral doku noéronlarinda belirgin
bir sekilde arttigi goriilmiistiir. Noroprotektif etkilerinin, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii sekresyonu ve beyin kaynakli norotrofik faktor dahil olmak iizere biiyiime
faktorlerinin iiretiminin uyarilmasi tizerinden yaptigi diisiilmektedir. Yapilan bir
calismada hipotermi almadan EPO verilen yenidoganlarda ndrolojik sonuglari

tyilestirdigi goriilmistiir (66).
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N-asetilsistein, glutatyonun oOnciisiidiir ayni zamanda serbest oksijen
radikallerini temizleyen bir antioksidandir. Hayvan deneylerinde, hipotermi ile birlikte

kullanilmistir, ancak insanlarda yapilan klinik ¢alismalar heniiz yeterli degildir(1).

Allopurinol bir ksantin oksidaz inhibitoriidiir ve serbest radikalleri
uzaklastirma etkisine sahiptir. Serbest oksijen radikallerinin olusumunda 6nemli rol
oynayan ksantin oksidaz enziminin baskilayicis1 olarak allopurinoliin kullanimiyla

ilgili ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir (1).

Bir soy gaz olan Ksenon'un ¢ok giivenli bir anestetik ve giiglii bir néroprotektan
oldugu gosterilmistir. Ksenon, glutamat reseptoriiniin NMDA alt tipinin non-
kompetatif antagonistidir, bununla birlikte etkili farkli mekanizmalar da rapor
edilmistir. Halen, hipotermiye ek olarak ksenonun néroprotektif etkilerinin incelendigi

klinik ¢aligmalar yapilmaktadir (67).

Kok hiicreler veya progenitor hiicreler, klinik dncesi ¢calismalarda gosterildigi
gibi, hipoksik iskemik hasar sonrasi sonug iizerinde ¢ok sayida faydali etkiye sahip
olabilirler. Bununla birlikte, randomize kontrollii ¢alismalar dikkate alinmadan once,

translasyonel hayvan modellerinde daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir(1).

1.6.7. H2S

H2S; yeni bir gaz molekiilii olarak sinir sistemi ve kardiyovaskiiler aktivitenin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol almaktadir (6). Endojen H.S direkt merkezi sinir
sisteminde rol almakla birlikte ayrica serebral vaskiiler duvarin diiz kas
kontraktilitesini diizenleyerek beyne kan gitmesini saglamakla dolayli olarakda
merkezi sinir sistemini etkilemektedir (7). Beyindeki endojen H.S, sisteinin sistation
Bsentez katalizi sonucunda olusur. Fizyolojik konsantrasyondaki H»S, sinir sistemi
i¢cindeki ¢esitli oksitleyici maddelerin olusumunun engellenmesi ve temizlenmesinde;
oksidatif stres kaynakli hiicre hasarinin azaltilmasinda ve néronal korumada etkilidir
(8). Sodyum Hidrosiilfiir (NaHS), ekzojen H2S’iin vericisi olup kan emiliminden sonra
direkt hidrojen siilfiire doniisebilir. Aragtirma da; NaHS ’nin miyokardiyal, bobrek,
karaciger, kalin barsakda iskemi-reperfiizyon hasar1 sirasinda hedef organda

olusabilecek hasar1 azaltabildigi, antiinflamatuar, antiapopitotik ve antioksidan olarak
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onemli bir rol oynadig1 kanitlanmaktadir (9, 10). NaHS nin molekiil yapisi Sekil 1-2

de gosterilmistir.
Na— S

H

Sekil 1-2 Sodyum hidrosiilfit molekiil yapis1

1.7. Prognositik Faktorler

Serebral hipoksi-iskemi perinatal asfiksi, neonatal mortalite ve morbiditenin en
onemli nedenlerinden biridir. Serebral hipoksiye maruz kalan yenidogan beyni, hasar
stiresi ve siddeti dahil olmak tizere ¢esitli faktorlerden etkilenir. Bunlar gebelik yas;
nobetlerin varhigi; ve iliskili enfeksiyéz ve metabolik hastaliklar, travma olarak
sayilabilir. Perinatal asfiksiye maruz kalan bir yenidoganin prognozunun siklikla
tahmin edilmesi zor olsa da, perinatal serebral hipoksi-iskemi ile birlikte baz1 klinik

ve laboratuvar anormallikleri yiiksek norolojik morbidite riski ile iligkilidir (1).

Perinatal asfiksiye maruz kalan yenidoganda mortalitenin en Onemli
belileyicisi beynin immatiiritesidir. Prematiirlerde mortalite orani daha yiiksek
bulunurken, term yenidoganlarda serebral palsi riskinin daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (68). Pretemlerdeki morbiditenin termlere gore daha diisiik olmasinin
nedeni olarak ise, pretemlerde hayatta kalma oranmin daha diisiik olmasi

gosterilmistir.

1.7.1. Dogumdaki Apgar Skoru

Yapilan bir¢ok calisma, uzun siireli norolojik sonuglar1 dngérmede 1. -5.
dakika Apgar skorlarinin diisiik duyarlilikta oldugunu géstermistir. Bununla birlikte

yapilan bir diger ¢alismada, 5. dakika Apgar skoru 3 ve altinda olan 39 yenidogan

incelendiginde yasayan 14 vakanin 8’inde serebral palsi oldugu gosterilmistir (69).
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1.7.2. Asidoz

Klinisyenler intrauterin asidozu tespit edebilmek igin kan gazim
kullanmislardir. Yapilan ¢alismalarda agir derecede asidotik yeni doganlarin énemli
6l¢iide umbilikal arter pH degeri daha yiiksek olan bebeklere kiyasla daha diisiikk Apgar
skoru ile dogdugu gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada asidozu olan grupta mortalite orani
daha yiiksek saptanmistir. Yapilan bir diger ¢alismada dogumda umblikal arterden
bakilan kan gazinda asidozu olmayan yenidoganlarda ensefalopati dahil tim
komplikasyonlarin daha az goriildiigii saptanmistir (70). Bununla birlikte kord kaninin

terapotik hipotermi tedavisinin prediktif degeri hala tartismalidir.

1.7.3. Ensefalopatinin Siddeti

Yenidoganin ilk ndrolojik muayenesi Ozellikle term yenidoganlarda daha
sonraki gelisimsel sonuglart 6ngérmede oldukg¢a yararli oldugu gosterilmistir. Takip
eden calismalar sadece hafif HIE olarak degerlendirilen bebeklerin hemen hemen hig
major norogelisimsel sekel kalma riski tasimadigini ve orta derecede HIE'li
bebeklerde% 75'inin major norolojik defisit olmaksizin sag kaldigini gostermistir.
Siddetli HIE'li yenidoganlarda mortalitenin %50 ile %2100 oraninda oldugu
saptanmigtir. Bununla birlikte sag kalan yenidoganlarda %65 ile %75 oraninda

morbidite oldugu saptanmustir (1).
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2. HIPOKSIiK iSKEMIiK BEYIiN HASARI HAYVAN MODELI

Perinatal hipoksik-iskemik beyin hasarinin patogenezinin anlasilmasi ve yeni
tedavi  yaklagimlarinin  belirlenmesi amaciyla immatir sican  modelleri
kullanilmaktadir. Sigcanlarin ortalama omrii 2,5-3,5 yil arasinda degismektedir.
Yenidogan bir siganin ortalama agirligi 5-6 gramdir. Dogum sonrast 20-24. giinlere
kadar anne siitii ile beslenmeleri gerekmektedir. Yenidogan siganlarin beyin gelisimi
daha ge¢ oldugu i¢in insan fetiis beyninin yaklasik 15. haftasina karsilik gelmektedir.
Yapilan c¢aligmalar sonucunda yedi gilinliik sicanlarin histolojik olarak beyin
gelisimleri 34-37. gebelik haftasindaki insan yenidogan beynine benzerdir. Siganlarin
beyin korteksinde ndron tabakalari olugsmus, germinal matriks degisime ugramaya
baslamis ve beyaz cevherde kismen miyelinizasyon tamamlanmis oldugu
goriilmektedir (71). Siganlarlarda beyin gelisimi dogum sonrasi ilk 3 haftada ¢ok hizli
olmaktadir. insanlarda ise bu dénemin karsiligi gebeligin ikinci trimestirinden
baglayarak dogum sonrasi yagsamin 2. yilina kadardir. Sigan beyninin hizli biiylime
zamanimin postnatal donemde gergeklesmesi, onlar1 postnatal donemde sinir
sisteminin gelisimini arastirmak i¢in deney hayvan modeli olusturmada avantaj
saglamaktadir (72, 73).

Yenidogan siganlarindaki hipoksi iskemi modeli Rice ve ark. tarafindan Levin
yonteminin modifiye edilmesi ile olusturulmustur (74). iskemi tek tarafli ana karotis
arter baglanmasiyla, hipoksi ise %92 azot ile %8 oksijen karigiminin solutulmasi ile
olusturulmaktadir. Ana karotis arter baglanmasiyla ayni taraf beyin hemisferinde,
serebral korteks, subkortikal ve periventrikiiler beyaz cevher, striatum, talamus (bazal

gangliyonlar) ve hipokampiisde iskemik lezyonlar gozlenmektedir (71, 74).

Islemde kullanilan NaHS dozlari, verilis zamani ve siganlarin dekapite
edilmesine kadar gegen siire daha 6nce si¢anlarda olusturulan iskemi- reperfiizyon

hasar1 modelleri baz alinarak uygulanmistir (75, 76).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calisma i¢in Dumlupinar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
onay alindi. Tiim deney hayvanlari Dumlupinar Universitesi deney hayvanlari
merkezinde on iki saat aydinlik, on iki saat karanlik ortamin ve optimum 1s1 ve nem

olan odada sigan yavrulari yedi giinliik olana kadar anne yaninda bekletildi.

Deney sirasinda mikroskop, deri ve deri alt1 dokularin agilmasi ve dekapitasyonu
icin pens, bistiiri, sag karotid arterin baglanmasi ve derinin kapatilmas1 i¢in 5-0 ipek
ve portegii, ila¢ ve s1vi uygulamalari igin 1 cc’lik insiilin enjektorii, hipoksi odacigi, %
8 oksijen % 92 azot karigiminin bulundugu gaz tanki, oksijen 6lger, hava iletimi igin
baglant1 hortumlari, sican yavrularinin 1sitilmasi icin 1sitilict masa, hipoksi odacigi
sicakliginin siirekli izlemi igin elektronik termometre, ¢ikarilan beyinlerin saklanmast
icin saklama kaplari, agirlik Olgiimleri i¢in hassas terazi, steril Ortii ve eldiven

kullanildi.

3.1. Hipoksik Iskemik Beyin Hasarimin Olusturulmasi

Calismaya alinan tiim 7 gilinliik yavru erkek si¢anlara isofluran emdirilmis
pamuk ile 30-45 saniye inhalasyon anestezisi uygulandi. Siganlar uyandik¢a doz
tekrarlandi. Siganlar igslem yapilacak masaya dort ekstremitesi flasterle sirt {istii
sabitlendi. Kontrol grubu harig tiim siganlarin boynunda orta hattan kesi yapilarak kiint
diseksiyonlarla mikroskop altinda sol karotid arter bulunarak 5-0 ipek ile baglandi ve
karotis arter pulsasyonun durdugu gozlendi. iskemi olusturulan tiim siganlar hipoksi
odacigina alindi. Hipoksi odacigimin sicakligi termometre ile oksijen orami ise
“oksimetri” ile siirekli olarak izlendi. Odacik sicakliginin 33,5+ 0,5 °C ve oksijen
diizeyinin ise % 8 olmasi saglandi. Cerrahi islem esnasinda ve hipokside iken her 3
dakikada bir solunum hareketleri ve cilt rengi yakindan takip edildi. ki saatlik hipoksi

stireci sonrasinda siganlar odaciktan ¢ikarilarak derlenme siirecine alindu.
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3.2. Deney Plam

40 adet erkek Sprague-Dawley cinsi yedi giinliilk yavru siganlar rastlantisal
olarak dort gruba ayrildi. Grup 1 disindaki tiim si¢anlara hipksik iskemik beyin hasari

islemi uygulandi.

Grup 1 (Kontrol), (n:10): Anestezi sonrasi sadece boyun diseksiyonu yapilarak

sol karotid arteri bulunan ancak baglanmayan, hipoksi uygulanmayan grup.

Grup 2 (HI), (n:10): hipoksik iskemik ensefalopati modeli olusturulduktan 30
dk sonra (77) SF verildi. (15 ml/kg).

Grup 3 (HI + 50 umol/kg NaHS), (n:10): hipoksik iskemik ensefalopati modeli
olusturulduktan 30 dk sonra (77) diisiik doz NaHS (50 umol/kg) (75) verildi.

Grup 4 (HI + 100 umol/kg NaHS), (n:10): hipoksik iskemik ensefalopati
modeli olusturulduktan 30 dk sonra (77) yiiksek doz NaHS (100 umol/kg) (75) verildi.

3.3. Ila¢ Uygulama Yontemi

NaHS grup 3’deki siganlara 50 pmol/kg ve grup 4’deki sicanlara ise 100
umol/kg dozunda ip insiilin enjektorii ile 20 pl SF igerisinde verildi. Grup 2’deki
sicanlara ise yine ip olarak 15ml/kg (77) sadece SF uygulandi.

3.4. Orneklerin Toplanmasi

Tiim deneysel periyodun sonundan 5 saat sonra(76) her gruptaki 10’ar sigan
servikal dislokasyon ile sakrifiye edilerek her bir siganin beyin dokusu etrafindaki bag
ve yag dokular1 temizlenerek, standart bir sekilde total olarak ¢ikarildi(76). %10’ luk
formaldehit iceren kaplara koyuldu. Cikarilan bu doku ornekleri histopatolojik,

immunohistokimyasal degerlendirmeler ve mRNA analizinde kullanildi.

35



3.5. Histopatolojik degerlendirme

Dogumu takiben yedinci giiniinde hipoksik iskemik beyin hasari islemi
sonunda ¢ikarilan beyinlerde H&E yontemi ile apopitozis degerlendirildi. Beyin
dokularinin degerlendirilmesi siganlarin hangi gruptan oldugunu bilmeyen bir patolog
tarafindan yapildi. Formaldehit tespit isleminin ardindan beyin dokularinin sag yarilari
doku boyasi ile isaretlenerek koronal seri kesitler alindi. Hipoksik-iskemik hasara daha
duyarli olan subtalamik niikleuslar, hipokampiis ve pariyetal korteksi temsil eden bir
veya iki 0rnek rutin takip islemine sokuldu. Rutin takip isleminde beyin dokulari alkol,
ksilol ve parafin soliisyonlarinda bekletildi. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen
bes mikron kalinligindaki kesitler rutin hematoksilen eozin histokimyasal boyasi ile
boyandi. Preparatlar 151k mikroskobik diizeyde incelendi. Koronal kesitlerde rutin

boya ile noronal morfolojik degisiklikler not edildi.

3.5.1. TdT-dUTP Nick-End-Labelling (TUNEL) Yéntemi

Noronlardaki DNA par¢alanmasini géstermek i¢in “Terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP end labeling” (TUNEL) yontemi (in
situ apopitosis detection kit, Biogen, katalog no S7101) se¢ildi. Bu iglem, elde edilen
5 mikron kalinligindaki koronal beyin kesitlerinin, deparafinizasyon ve alkol takip
islemlerinin ardindan proteinaz K ile 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi
(10ul/2.5 ml, fosfat tampon soliisyonu). Fosfat tampon soliisyonunda yikandiktan
sonra kesitler, buharli kabin igerisine yerlestirildi ve tizerlerine terminal deoksi
transferaz reaksiyon karisimi damlatilarak 37°C de etiiv igerisinde bir saat inkiibe
edildi. Kromojen olarak 3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorid, zemin boyasi igin
metil yesili kullanildi. Kesitler kapama maddesi ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak

germinal merkezleri belirgin tonsil kesitleri kullanildi.

3.5.2. Apopitozisin Degerlendirilmesi

Sag yarilar1 doku boyasi ile isaretlenen koronal beyin kesitleri TUNEL yontemi
ile  immiinohistokimyasal boyama islemlerinden sonra 1sik mikroskobunda

degerlendirildi. Her iki beyin yaris1 ayr1 ayr1 olacak sekilde subtalamik ¢ekirdekler,

hipokampiis ve pariyetal korteksteki TUNEL ile immiinreaktivite gosteren hiicreler
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sayildi. Sayim igin kesitler 151k mikroskopik diizeyde once kiigiik biiylitmede ve 40
biliylitme alaninda tarandi. Sayim i¢in uygun bes alan 400 biiyiitme (her biiyiik
biiyiitme =152 um?, toplam alan 760 um?) tarandi. TUNEL ile boyanan toplam

noronlar sayildi.

3.5.3. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Deney prosediirleri sonunda si¢anlardan ¢ikartilan beyin dokular1 buz
soguklugunda serum fizyolojikle iyice yikanarak kanli kisimlari temizlendi ve
kurutma kagidi ile 1slakligi giderildi. TAS ve TOS 6lgiimleri i¢in alinan beyin dokulari
PBS tampon ¢ozelti igerisinde homojenizator araciligr (WiseTis, HG-15A, Korea) ile
homojenize edildi. Doku homojenatlar1 4°C*“de 7800 x g*de 15 dakika santrifiij edildi

ve supernatantlar1 alinarak -80°C"de ¢alisma anina kadar saklandi.

3.6. Biyokimyasal Ol¢iim Yéntemleri
3.6.1. Total Oksidan Status (TOS) Ol¢iimii

TOS o6l¢timii ticari olarak iiretilen 6l¢iim kiti (Total Oxidant Status Assay Kit,
Uriin Kodu: RL0024, Rel Assay Diagnostics® Mega Tip Ltd., Gaziantep, Tiirkiye)
kullanilarak ELISA mikroplate reader (Thermo Multiscan GO, 1510, Finland)
analizoriinde yapildi. Kullamlan bu kitte; Ornekte bulunan oksidanlar ferro iyon
(Fe*?)-o-dianisidine kompleksini ferrik iyon (Fe*®) haline getirir. Ortamda bulunan
gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik lic katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyon
xylenol orange ile asidik ortamda renkli bilesik olusturur. Renk yogunlugu 6rnekte
bulunan oksidan molekiillerinin miktari ile iliskilidir. Ol¢iim hidrojen peroksit (H202)
ile kalibre edilir. Sonuglar litre bagina mikromolar hidrojen peroksit equivalan olarak
ifade edilir. (umol H202 Equiv./L)(76).TOS igin dl¢im prosediirii Tablo 3-1 de

gosterilmistir.
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Tablo 3-1 TOS igin Olgiim Prosediirii

Numuneler Standart
Standart i 75l
Numune
(Doku supernatanti) 75 pl _
Buffer soliisyon 500 pl 500 pl

Karistirildi, 30 saniye sonra 530 nm’de birinci absorbanslar okundu ve degerler
kaydedildi. Asagidaki islemlere devam edildi.

Prokromojen cozelti 25 ul 25 ul

Karistirildi, oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
530 nm’de ikinci absorbanslar okundu ve degerler kaydedildi

TOS Sonuclarinin Hesaplanmasi: Yukardaki tabloda belirtilen islemler yapildiktan
sonra asagidaki formiil kullanilarak TOS i¢in sonuglar hesaplandi. Sonuglar ‘pmol

H20. Eq/L’ olarak ifade edildi.

Sonug (umol H2O2 Eq/L) = (AAN/ AAs) X Cs

AAN = Numunenin ikinci absorbansi — Numunenin ilk absorbansi
AAS = Standart’in ikinci absorbansi1 — Standart’1n ilk absorban
CS = Standart konsantrasyonu (10 pumol H202 Eq/L)

3.6.2. Total Antioksidan Status (TAS) Ol¢iimii

TAS 6l¢timii ticari olarak iiretilen 6lgiim kiti (Total Antioxidant Status Assay
Kit, Uriin Kodu: RL0O017, Rel Assay Diagnostics® Mega Tip Ltd., Gaziantep,
Tirkiye) kullanilarak Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) mikroplate
reader (Thermo Multiscan GO, 1510, Finland) analizériinde yapildi. Erel (68)
tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiclii serbest radikallere kars1
viicudun total antioksidan kapasitesini Ol¢cen bir metoddur. Bu yontemin calisma
prensibi; Fe?"o-dianisidin kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon

olusturarak OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen turu indirgenerek diistik
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pH’da renksiz o-dianisidin molekiiliiyle reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidil
radikallerini olusturur. Dianisidil radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak
renk olusumunu artirir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon
reaksiyonlarini bastirarak renk olusumunu durdurmaktadirlar. Olgiim sonuglar1 mmol

Trolox equivalent/L olarak ifade edilir (78). TAS i¢in 6l¢iim prosediirii Tablo 3-2 de

gosterilmistir.
Tablo 3-2 TAS i¢in Ol¢iim Prosediirii
Numuneler Standart 1 Standart 2
Standart - 30 ul 30 ul
Numune 30 ul - -
(Doku
supernatanti)
Buffer soliisyon 500 pl 500 pl 500 pl
Karigtirildi, 30 saniye sonra 660 nm’de birinci absorbanslar okundu ve degerler
kaydedildi. Asagidaki islemlere devam edildi.
Prokromojen 75 pl 75 ul 75 pul
cozelti

Karistirildi, oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
660 nm’de ikinci absorbanslar okundu ve degerler kaydedildi

TAS Sonuc¢larimin Hesaplanmasi: Yukardaki tabloda belirtilen islemler yapildiktan
sonra asagidaki formiil kullanilarak TAS i¢in sonuglar hesaplandi. Sonuglar ‘mmol

Trolox Eq/L’ olarak ifade edildi.

Sonug (mmol Trolox Eq/L)= (AAS1- AAN) / (AAS:1 - AAS))

AAS1 = Standart 1’in ikinci absorbansi — Standart 1’in ilk absorbansi

AAS?2 = Standart 2’nin ikinci absorbansi — Standart 2’nin ilk absorbansi

AAN = Numunenin ikinci absorbansi - Numunenin ilk absorbansi
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3.6.3. Oksidatif Stres indeksi (OST)

TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak ifade edilen
OSI hesaplanirken, TAS testinin birimindeki mmol degeri TOS testindeki gibi pmol
birimine ¢evrildi (78). Sonuglar “arbitrary unit” (AU) olarak ifade edildi ve asagidaki
formiile gore hesaplandi (79).

OSI = [(TOS, umol H202 equivalent/L)/(TAS, pmol Trolox equivalent/L) x 100]

3.6.4. Beyin Dokularindan Total RNA izolasyonu ve Komplementer
DNA (cDNA) Sentezi

3.6.4.1. Beyin Dokularindan Total RNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen beyin doku orneklerinden total RNA izolasyonu ticari Kit
(GeneJET RNA Purification Kit, Thermo, Cat No: # K0732) yardimu ile yapildi. Total

RNA izolasyonu i¢in uygulanan protokolde temel basamaklar asagida verilmistir:

1. Doku ornekleri (her biri en fazla 30 mg) alindiktan hemen sonra, kitle birlikte
saglanan 300 pl “Lysis Buffer (B-merkaptoetanol eklenmis) tampon ¢ozelti icinde
homojenizator (rotor-stator homogenizer, WiseTis, HG-15A, Korea) yardimi ile
maksimum hizda 90-120 sn lize ve homojenize edilerek, steril, RNaz-free ependorf

tiiplerine aktarildi.

2. Homojenize olmus doku orneklerinin iizerine 600 pl dilue Proteinaz K ilave
edilerek, 15-25°C’de 10 dk inkiibe edildi. (Dilue Proteinaz K= 10 pl proteinaz K +
590 pl TE buffer) (TE Buffer = 10 mM Tris HCI, pH 8.0, 0.1 mM EDTA).

3. Ependorf tiiptindeki bu karisim 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve tisteki sivi
pipetle alinip, yeni bir steril ependorf tiipe aktarildi.

4. Bu tiipe, toplam hacim kadar %96-100’liik etanol ilave edildi ve mikropipet yardimi
ile homojenize edildi.
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5. Bu karisimdan 700 pl alind1 ve 2 ml’lik toplama tiipline yerlestirilmis olan spin
kolona aktarildi ve 12.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildikten sonra toplama tiipii
degistirildi.

6. Spin kolona 700 ul “Wash Buffer 1 (% 96-100 ethanol eklenmis)” ilave edildi ve
12.000 rpm’de 1 dk. satrifuj edildikten sonra toplama tiipii yeniden degistirildi.

7. Spin kolona 600 pl “Wash Buffer 2 (% 96-100 ethanol eklenmis)” ilave edildi ve
12.000 rpm’de 1 dk. satrifuj edildikten sonra toplama tiipii yeniden degistirildi.

8. Spin kolona 250 ul “Wash Buffer 2 (% 96-100 ethanol eklenmis)” ilave edildi ve
12.000 rpm’de 2 dk. satrifuj edildikten sonra toplama tiipii yeniden degistirildi.

9. Her bir spin kolon steril, RNaz-free 1.5 ml’lik ependorf tiipiine yerlestirildi ve

tizerine 100 pl Water nuclease-free eklenerek, 12.000 rpm’de 1 dk. santrifuj edildi.

10. Elde edilen total RNA o6rnekleri kullanilacagi zamana kadar -20 veya -70°C’de
saklandi.

3.6.4.2. Total RNA Konsantrasyonlarinin ve Saflik Derecelerinin
Belirlenmesi

Calisma grubuna ait 40 adet beyin dokusundan izole edilen total RNA
orneklerinin konsantrasyonlar1 ve safliklari, spektrofotometrik yontemle (Maestro
Nano Micro-Volume spectrophotometer, Maestrogen Inc., Las Vegas, NV)
belirlendi. Olgiimler sirasinda disposable spektrofotometre kiivetleri (Eppendorf)
kullanildi. Konsantrasyon 6l¢liimii yapilmadan 6nce, 0.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerinde total RNA 6rneklerinin 1/50 oraninda sulandirmalar1 hazirlandi. Daha
sonra, 1/50 oraninda sulandirilan RNA 6rnekleri, disposable spektrofotometre
kiivetlerine aktarildi ve spektrofotometrenin ssRNA programinda konsantrasyon ve
saflik dereceleri belirlendi. Tiim 6rneklerin “Konsantrasyon, A260, A280, A260/280

oran1” degerleri kaydedildi ve her bir 6rnegin “stok konsantrasyonlar1” hesaplandi.
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3.6.4.3. Total RNA Orneklerinden cDNA Sentezi

Izole edilen total RNA &rneklerinden ¢cDNA sentezi, ticari kit (EasyScript™

cDNA Synthesis Kit, abm) yardimi ile yapildi. ¢cDNA sentezi i¢in uygulanan

protokolde temel basamaklar agagida verildi:

1. Genomik DNA’nin eliminasyonu amaciyla, her 6rnek i¢in asagidaki Template

RNA reaksiyon karigimi hazirlandi.

Komponent Miktar
Oligo (dT) (10 uM) 1 ul
dNTP Mix (10 mM each) I ul
Nuclease-free H>O 14.5 ul
Total RNA 3.5l
Toplam hacim 20 pl

2. Hazirlanan reaksiyon karigimi 65 °C’de 5 dk karistirildi ve 1 dk buzda inkiibe edildi.

3. Reverse transkripsiyon amaciyla, her ornek i¢in asagidaki reaksiyon karigimi

hazirlandi:
Komponent Miktar
5XRT Buffer 4 ul
RNaseOFF Ribonuclease inhibitdr (40 U/ ul) | 0.5 pl
EasyScript Plustm RTase (200 U/ ul) 1 ul

4. Bu karisim, bir 6nceki basamaktan elde edilen Template RNA reaksiyon karigimina

(20 pl) ilave edildi.

5. Reverse transkriptazi inaktive etmek icin, 6rnekler 50 °C’de 50 dk inkiibe edildi.

6. Stop reaksiyon i¢in 85 °C’de 5 dk inkiibe edildi ve buzda bekletildi.

7. Bu asamalarin sonunda 20 pl miktarinda cDNA elde edildi.

8. Ornekler, gercek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile analiz edilmek

uzere -20 °C’de saklanda.

42




3.6.4.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Gen
Ekspresyonu

Timor nekroz faktor-alfa (TNF-o), intelokin (IL-6), néron growth faktor
(NGF), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) (hedef gen), ve B-aktin (referans gen)
icin relatif kantitasyon analizi, gercek-zamanli PCR sistemi (LightCycler 480 Gergek-
zamanli PCR Sistemi, Roche Diagnostics) kullanilarak yapildi. Hedef genlerin mRNA
diizeyinde ekspresyon analizi i¢in kullanilan primer setlerinin dizayni yapildi ve
sentezletildi. Ger¢ek-zamanli kantitatif PCR analizinde kullanilan hedef ve referans
genlere 6zgiin primer setlerinin dizilimleri Tablo 3-3’de verilmistir.

Tablo 3-3 TNF-alfa, IL-6, NGF, iNOS ve B-aktin mRNA ekspresyon analizinde kullanilan 6zgiin

problarmin ve primer setlerinin dizilimleri (5°—>3”)

TNF-alfa

Primer seti Sense: 5'-CCA CCA CGC TCT TCT GTC TAC-3’
Anti-sense: 5'-GCT ACG GGC TTG TCA CTC G-3'

IL-6

Primer seti Sense: 5'-CTT CCA GCC AGT TGCCTT CTT G-3'
Anti-sense: 5’-TGG TCT GTT GTG GGT GGT ATC C-3'

NGF

Primer seti Sense: 5'-CCA AGG ACG CAG CTT TCT AT-3'
Anti-sense: 5'-CTC CGG TGA GTC CTG TTG AA-3’

iNOS

Primer seti Sense: 5-TGT TGT AGC GCT GTG TGT CA-3’
Anti-sense: 5'-CAC CTT GGA GTT CAC CCA GT-3'

B-Aktin

Primer seti Sense: 5°-AGG CCA ACC GTG AAA AGA TG-3’
Anti-sense: 5°-ACC AGA GGC ATA CAG GGA CAA-3’

TNF-alfa, IL-6, NGF, iNOS mRNA diizeyinde ekspresyonlarini kantite etmek igin,
her bir hedef gen i¢in ve ayn1 zamanda referans gen i¢in de optimize edilen gercek-

zamanli PCR karisimi ve protokolii uygulandi (Tablo 3-4 ve 3-5).
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Tablo 3-4 TNF-alfa, IL-6, NGF, iNOS ve B-aktin genlerinin mRNA diizeyinde kantitasyonu amaci ile
hazirlanan reaksiyon karisimi

Karisim Hacim (pl) Final konsantrasyon
2xmaster mix 10 ul 1X

Forward Primer 0,6 ul 300 nM
Revers Primer 0,6 ul 300 nM
cDNA o6rnegi Sul -
PCR-grade su 3.8 ul -

Toplam 20 pl

Tablo 3-5 TNF-alfa, IL-6, NGF, iNOS ve B-aktin genlerinin mRNA diizeyinde kantitasyonu amaci ile
uygulanan gergek-zamanli PCR protokolii*

Analiz Modu Dongii Segment Is1 Siire

Pre-inkiibasyon

1 95°C 30 sn

Amplifikasyon

Denatiirasyon 95°C 15 sn

35-40 | Annealing /
Ekstensiyon

60°C 60 sn

* Gercek-zamanh PCR Protokolii; Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip ¢cDNA’nin
denatiirasyonu, Amplifikasyon: Hedef bolgenin primerler yardimi ile ¢ogaltilmasi basamaklarim

igermektedir.

Optimize edilen protokollerle Orneklerin gercek-zamanli PCR asamalari
tamamlandi ve “relatif kantitatif” olarak o6rneklerin ekspresyon diizeyleri belirlendi.
Kontrol gen ekspresyonu olarak B-aktin (housekeeping gene, ekternal standart)
kullanildi. B-aktin gen ekspresyonu internal kontrol olarak tanimlanmistir. Aym
zamanda gercek-zamanli PCR ile kantitasyon sirasinda hedef ve referans cDNA

miktarlart arasindaki farkliligi, Ornek yiiklemedeki varyasyonlar1 ve PCR
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inhibitorlerinin etkisini dengelemede yardimci olmasi amaci ile de secildi. Bu amagla,
her bir 6rnegin hedef gene ait mRNA ekspresyon diizeyinin ortalama Ct degerleri, ayni
ornegin referans gen olan B-aktin i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi. Sonuglar Comperative Ct
yontemi ile hesaplandi. ‘“Ct (threshold cycle) degiskeni; tespit edilen floresan 1sinim

esik degerinin asildig1 dongii sayisini belirtir.”’

3.7. istatiksel Analiz

Istatiksel degerlendirmeler SPSS (Stastistical Package for Social Sciences) 23.0
paket programi kullanarak yapilmistir. Biitiin degerler ortalama =+ standart error
seklinde verilmistir. ikiden fazla gruplar arasi karsilastirmalar Kruskal-Wallis testi ile,
ikili gruplarin karsilagtirilmasi ise Mann-Whitney U testi ile yapilmistir, p<0,05’den

kiigiik degerler istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

HIBH olusturulmak iizere ¢calismaya alian 40 adet erkek yedi giinliik yenidogan si¢an

rastgele 10’ar 11 4 gruba ayrildi.

Grup 1’deki (Kontrol grubu): 10 siganin deney baslangicinda (7. giin) ortalama
agirliklar1 10,84 £ 0,92 gr idi. Bu sicanlarin boyun diseksiyonu ile sol karotis arterleri
bulunduktan sonra baglanmadan boyun katlar1 kapatildi ve apopitotik néron sayimi

icin beyin dokulari ¢ikarilarak dekapite edildi.

Grup 2’deki (Hipoksi iskemik beyin hasar1 sonras1 SF uygulanan): 10 siganin
deney baslangicinda (7. gilin) ortalama agirliklar1 12,93 + 0,89 gr idi. Bu sigcanlara
uygulanan anestezi sonrasi boyun orta hattan kiint diseksiyonlarla sol karotis arter
baglandiktan sonra hipoksi odacigina alinarak 2 saat boyunca hipoksiye maruz
birakilmasinin ardindan 30 dk sonra (77) 15 ml/kg dozundan SF uygulmasindan 5 saat

sonra (76)noron sayimi i¢in beyin dokulari ¢ikarilarak dekapite edildi.

Grup 3’te (hipoksik iskemik beyin hasari sonrasi 50 pmol/kg NaHS uygulanan):
10 sicanin deney baslangicinda (7. gilin) ortalama agirliklar1 13,01 = 0,74 gr idi. Bu
sicanlara uygulanan anestezi sonrasi boyun orta hattan kiint diseksiyonlarla sol karotis
arter baglandiktan sonra hipoksi odacigina alinarak 2 saat boyunca hipoksiye maruz
birakilmasinin ardindan 30 dk sonra 50 pmol/kg ip NaHS uygulandi (77). Denekler
uygulamadan 5 saat sonra (76) néron sayimi i¢in beyin dokular1 ¢ikarilarak dekapite
edildi.

Grup 4’te (hipoksik iskemik beyin hasari sonrasi 100 pmol/kg NaHS uygulanan):
10 sicanin deney baslangicinda (7. giin) ortalama agirliklar: 11,95 + 0,54 gr idi. Bu
sicanlara uygulanan anestezi sonrasi boyun orta hattan kiint diseksiyonlarala sol
karotis arter baglandiktan sonra hipoksi odacigina alinarak 2 saat boyunca hipoksiye
maruz birakilmasinin ardindan 30 dk sonra 100 pmol/kg ip NaHS uygulandi (77).
Denekler uygulamadan 5 saat sonra (76) néron sayimi igin beyin dokulari ¢gikarilarak
dekapite edildi.
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4.1. Histopatolojik Bulgular

Hipoksi-iskemi uygulamasini takiben dekapite edilen yedi giinliik siganlarin
beyinlerinin her iki yaris1 da makroskopik olarak normal goriiniimdeydi. Ayrica
yapilan koronal kesitler makroskopik olarak normal idi ve kanama, 6dem ve enfarkt
alan1 saptanmadi. Rutin hematoksilen eozin boyasi ile apopitotik néronlar normal
morfolojideki ndronlara gore yuvarlak sinirli, niikleer kondansasyon ve sitoplazmik
biizlisme gostermekteydi. Normal goriinimlii néronlarda TUNEL ve ile pozitif
boyanma izlenmezken, apopitotik hiicrelerin ¢ogu TUNEL ile niikleer pozitif

boyanmaktaydi.

4.1.1. H&E Yontemiyle Beyindeki Apopitotik Hiicrelerin
Degerlendirilmesi

Hipoksi iskemi uygulanan si¢anlarin beyninde, H&E yontemiyle boyanan
apopitotik hiicre sayilarinda artis gozlendi. Hipoksi iskemi sonresi grup 2, 3 ve 4’teki
yavru siganlarin ortalama apopitotik hiicre sayilari sirasiyla 10 + 0,21, 5,9 0,45 ve 6,9
+ 0,34 iken; Grup 1’deki siganlarda ortalama apopitotik hiicre sayis1 2,5 + 0,16 olarak
bulundu. Kontrol, HI, 50 pmol/kg NaHS ve 100 pmol/kg NaHS gruplarmin beyin
dokusundaki apopitotik hiicre sayilar1 arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli
oldugu gortildii (p=0,00). Ayrica ikili karsilastirmalarda, 100 umol/kg NaHS grubunda
50 umol/kg NaHS grubuna gére anlamli bir fark gézlenmezken (p=0,19), Hi ile 50
umol/kg NaHS ve HI ile 100 pmol/kg NaHS gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunmustur (p degeri her ikisi i¢in de 0,00). H&E yontemi ile boyanan apopitotik
hiicreler Sekil 4-1, 4-2, 4-3 ve 4-4’de gosterilmistir. Bu yontemle ¢alisilan apopitotik

hiicre sayilar1 Sekil 4-5’de verilmistir.
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Sekil 4-1 H&E Yontemi Kontrol Grubu Sekil 4-2 H&E Yontemi HI Olusturulan Grup

Sekil 4-3 H&E Yontemi 50 umol/kg NaHS Sekil 4-4 H&E Yo6ntemi 100 pmol/kg NaHS
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50 pmol/kg NaHS 100 umol/kg NaHS

Sekil 4-5 H&E yontemi ile beyin dokusunda saptanan apopitotik néronlarin gruplara gére dagilimi.

*; K ile HI, 50 umol/kg NaHS , 100 umol/kg NaHS gruplari arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder
(Mann Whitney U test).

1; Hi ile 50 umol/kg NaHS, 100 umol/kg NaHS gruplari arasindaki anlamliligi (p<0.05) ifade eder
(Mann Whitney U test).
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4.1.2. TUNEL Yontemiyle Beyindeki Apopitotik Hiicrelerin
Degerlendirilmesi

Tiim sigan gruplarinin beyin dokular1 TUNEL yontemiyle boyandi. Hipoksi
iIskemi modeli olusturulan si¢an gruplarinin beyin dokularindaki apopitotik néronlarda
artis oldugu gozlendi. Grup 2, 3 ve 4’teki yavru siganlarin ortalama apopitotik hiicre
sayilar sirastyla 13,2 + 0,72, 13,2 £0,72 ve 6,9 + 0,43 iken; Grup 1’deki siganlarda
ortalama apopitotik hiicre sayis1 2,6 + 0,16 olarak bulundu. Kontrol, HI, 50 pmol/kg
NaHS ve 100 pmol/kg NaHS gruplarinin beyin dokusundaki apopitotik hiicre sayilar
arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p=0,00). Ayrica iKili
karsilagtirmalarda, 100 umol/kg NaHS grubunda 50 pmol/kg NaHS grubuna gore
anlamli bir fark gozlenmezken (p=0,43), Hi ile 50 umol/kg NaHS ve HIi ile 100
umol/kg NaHS gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmustur (p degeri her ikisi i¢in de
0,00). H&E yo6ntemi ile boyanan apopitotik hiicreler Sekil 4-6, 4-7, 4-8 ve 4-9 de
gosterilmistir. Bu yontemle ¢alisilan apopitotik hiicre sayilart Sekil 4-10’da

verilmistir.
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Sekil 4-6 TUNEL Y 6ntemi Kontrol Grubu Sekil 4-7 TUNEL Yéntemi HI Olusturulan Grup
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Sekil 4-8 TUNEL Yo6ntemi 50 umol/kg NaHS Sekil 4-9 TUNEL Yontemi 100 pmol/kg NaHS

15 *

10

Apopitotik Hiicre Sayisi

50 ymol/kg NaHS 100 pmol/kg NaHS

Sekil 4-10 TUNEL yontemi ile beyin dokusunda saptanan apopitotik ndronlarin gruplara gore
dagilimi.

*; K ile HI, 50 mmol/kg NaHS , 100 mmol/kg NaHS gruplar1 arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade
eder (Mann Whitney U test).

+; Hi ile 50 mmol/kg NaHS, 100 mmol/kg NaHS gruplar1 arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder
(Mann Whitney U test).
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Beyin dokusunda TNF-a, IL-6, NGF ve iINOS geni mRNA
ekspresyon diizeyleri

Calismaya dahil edilen gruplara ait beyin doku 6rneklerinde TNF-a, IL-6, noral
NGF ve INOS geni mRNA ekspresyon diizeyleri 3-aktin geni mRNA diizeyine gore

relatif olarak belirlendi.

Kontrol (0.37 +0.08), HI (0.56 £0.06), 50 umol/kg NaHS (0.37 + 0.12) ve 100
umol/kg NaHS (0.38 + 0.07) gruplarin beyin dokusunda TNF-a gen mRNA
diizeylerinin karsilastirilmasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.341). Ikili
karsilastirmalarda, 50 pmol/kg NaHS ve 100 umol/kg NaHS gruplarinda HI grubuna
gore TNF-a gen mMRNA ekspresyon diizeyindeki azalmanin istatiksel olarak anlamli

olmadig1 gozlendi.Gruplardaki TNF-o gen mRNA ekspresyon diizeyleri Sekil 4-11°de

gosterlmistir.
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Sekil 4-11 Caligma gruplarinda dl¢iilen TNF-o gen mRNA ekspresyon konsantrasyonlari
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Kontrol (1.21 + 0.20), HI (1.85 + 0.15), 50 umol/kg NaHS (1.32 + 0.33) ve 100
umol/kg NaHS (1.42 + 0.25 ) beyin dokusu IL-6 gen mRNA ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilmasinda gruplar arasindaki farkin anlamli olmadigi goriildi (p=0.245).
Ikili karsilastirmalarda ise HI grubunda, kontrol grubuna gore IL-6 gen mRNA
ekspresyon diizeyinde istatiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p= 0.017).
Gruplardaki IL-6 gen mRNA ekspresyon diizeyleri Sekil 4-12°de gosterlmistir.
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Sekil 4-12 Calisma gruplarinda dlgiilen 1L-6 gen mRNA ekspresyon konsantrasyonlari

*; K ile HI gruplar arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

Kontrol (0.33 + 0.06), Hi (0.21 + 0.03), 50 umol/kg NaHS (0.38 + 0.04) ve 100
umol/kg NaHS (0.35 + 0.03) beyin dokusu NGF gen mRNA ekspresyon diizeylerinin
karsilagtirllmasinda gruplar arasindaki farkin anlamli olmadigi goriildii (p=0.110).
ikili karsilastirmalarda HI grubunda, 50 pmol/kg NaHS ve 100 umol/kg NaHS
gruplarina gére NGF gen mRNA ekspresyon seviyesinde anlaml bir sekilde diisiis
gozlendi (sirasiyla p=0.026, p=0.017). Gruplardaki NGF gen mRNA ekspresyon
diizeyleri Sekil 4-13’de gosterlmistir.
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Sekil 4-13 Calisma gruplarinda dlgiilen NGF gen mRNA ekspresyon konsantrasyonlari

*; Hi ile 50 umol/kg NaHS gruplar1 arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
I; Hi ile 100 pmol/kg NaHS gruplar1 arasindaki anlamliligi (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

Kontrol (2.10 + 0.39), Hi (3.30 = 0.43), 50 umol/kg NaHS (2.14 + 0.64) ve 100
umol/kg NaHS (2.38 + 0.54) beyin dokusu iNOS gen mRNA ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilmasinda gruplar arasindaki farkin anlamli olmadigi goriildi (p=0.268).
Ikili karsilastirmalarda kontrol grubuna gére Hi grubunun iNOS gen mRNA
ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis gozlendi (sirasiyla p=0.05). Gruplardaki
INOS gen mRNA ekspresyon diizeyleri Sekil 4-14’te gosterlmistir.
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Sekil 4-14 Calisma gruplarinda 6lgiilen iINOS gen mRNA ekspresyon konsantrasyonlari

*; K ile HI gruplar1 arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
4.2.2. Beyin Doku TAS, TOS ve OSI Konsantrasyonlari

Hipoksik iskemik ensefalopatili yeni dogan siganlarda Sodyum hidrosiilfit’in
(NaHS) etkilerinin arastirildigr bu calismada, gruplarin beyin dokusundaki Total
Antioksidan Status, Total Oksidan Status ve Oksidatif Stres Indeksi konsantrasyon
diizeyleri arasindaki farkliliklar karsilastirildi. Kontrol, Hi, 50 pmol/kg NaHS ve 100
umol/kg NaHS gruplarina ait sonuglar Tablo 4-1’de verildi.
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Tablo 4-1 Calisma gruplarinda 6lgiilen Total Antioksidan Status (TAS), Total Oksidan Status (TOS)
ve Oksidatif Stres Indeksi (OSI) konsantrasyonlar1

K Hi 50 pmol/kg 100 pmol/kg
Gruplar (n=9) (n=9) NaHS NaHS p
(n=9) (n=9)
TAS a b ab
0.32+0.07 0.29+0.05 0.48 £ 0.07 0.65+0.11 0.041
mmol/L
TOS ab ac b c
14.4+0.77 25.9 +3.28 20.7 +£0.80 17.5+1.77 0.000
pmol/L
osi 4.78 £ 0.972 15.9 + 4.08%¢ 4.63 +0.90° 4.28 +1.05¢ 0.032

p: Gruplar arasindaki anlamlilig1 ifade eder (Kruskal Wallis).
abc; Ayni satirda, ayni harfi tagiyanlar arasindaki istatiksel olarak anlamlilik p<0.05 diizeyinde
anlamlidir (Mann Whitney U test).

Kontrol, Hi, 50 pmol/kg NaHS ve 100 umol/kg NaHS gruplarmin beyin

dokusu TAS konsantrasyonlari karsilastirildiginda aralarindaki farkin istatiksel olarak

anlamli oldugu goriildii (p=0.041) TAS konsantrasyonlari arasindaki farklilik Tablo 4-

1 de gosterilmistir. Ayrica ikili karsilagtirmalarda, 100 umol/kg NaHS grubunda 50

pmol/kg NaHS grubuna gore TAS konsantrasyonlarinda anlamli bir degisim

gdzlenmezken, 100 mmol/kg NaHS grubunda kontrol ve HI gruplarina gére TAS

konsantrasyonlari istatistiksel olarak anlamli artig goriildii (p=0.014, p= 0.04).

Gruplardaki TAS konsantrasyonlar1 Sekil 4-15’de gosterlmistir.
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Sekil 4-15 Calisma gruplarinda dl¢iilen Total Antioksidan Status (TAS) konsantrasyonlari

*; K ile 100 pmol/kg NaHS gruplar1 arasindaki anlamliligi (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U
test).
1; Hi ile 100 umol/kg NaHS gruplari arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U
test).

Kontrol, Hi, 50 pmol/kg NaHS ve 100 umol/kg NaHS gruplari, beyin dokusu
TOS diizeyleri bakimindan birbirleriyle karsilagtirildiginda, gruplar arasinda anlamh
bir fark bulundu (p=0.000). TOS konsantrasyonlar1 arasindaki farklilik Tablo 4-1 de
gosterilmistir. TOS diizeyleri bakimindan gruplar ikili olarak karsilastirildiginda, Hi
ve 50 umol/kg NaHS gruplarinda kontrol grubuna goére TOS diizeyleri anlamli olarak
yiiksek bulundu, bu anlamliliklar sirasiyla (p=0.000 ve p=0.000) seklindedir. Bunun
yaninda HI grubuna gére, 100 pmol/kg NaHS grubunun TOS diizeylerinin anlamli
olarak diisiik oldugu goriildii (p=0.021). Gruplardaki TOS konsantrasyonlar1 Sekil 4-
16°da gosterlmistir.
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Sekil 4-16 Calisma gruplarinda 6lgiilen Total Oksidan Status (TOS) konsantrasyonlari

*; K ile HI gruplar arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
1; Kile 50 umol/kg NaHS gruplar1 arasindaki anlamliligi (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
$; Hi ile 100 umol/kg NaHS gruplari arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

Kontrol, Hi, 50 pmol/kg NaHS ve 100 umol/kg NaHS gruplarinm OSIi
diizeyleri karsilastirlldiginda aralarindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu
goriildii (p=0.032). OSI konsantrasyonlar1 arasindaki farkliik Tablo 4-1 de
gosterilmistir. HI grubunu kontrol, 50 pmol/kg NaHS ve 100 pmol/kg NaHS
gruplariyla karsilastirildiginda HI grubunda OSI diizeyindeki artis istatiksel olarak
anlamli oldugu saptandi, bu anlamliliklar sirasiyla (p=0.027, p=0.024 ve p=0.011)
seklindedir. Gruplardaki OSI konsantrasyonlari Sekil 4-17de gosterilmistir.
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Sekil 4-17 Calisma gruplarinda 6lciilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI) konsantrasyonlari
*; K ile HI gruplari arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

+; HI ile 50 umol/kg NaHS gruplar1 arasindaki anlamliligi (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
$; Hi ile 100 pumol/kg NaHS gruplari arasindaki anlamliligi (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
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5. TARTISMA

HIE, yenidogan déneminde meydana gelen 6liimlerin, yenidogan dénemi
sonrasinda ise serebral palsi, zeka geriligi ve epilepsinin onde gelen nedenlerinden
biridir. Bu calismada, HIBH olusturulan yenidogan sigcan modelinde NaHS antioksidan

etkileri, histopatolojik ve biyokimyasal testlerle degerlendirildi.

H>S, anjiyogenez indiiksiyonu (80), vazodilatasyon, noronal aktivitenin ve
(81), glukoz metabolizmasinin diizenlenmesi araciligiyla; kalp, karaciger, bobrek,
akciger ve beyin dokusunda iskemi reperfiizyon hasarina kars1 kouyucu rol oynadigi
bilinen bir molekiildiir (82). Sodyum Hidrosiilfid (NaHS), ekzojen H2S’iin vericisi
olup serumda direkt H>S’e doniigebilir. Calismamizda hipoksik-iskemik ensefalopati
olusturdugumuz siganlarda ip yol ile 50 pmol/kg ve 100 ummol/kg dozlarinda NaHS
uygulayarak H2S’nin antioksidan etkinligini degerlendirdik.

Yapilan c¢aligsmalarda hipoksi iskemi sonrasinda olusan reperfiizyon
déneminde TNF-a, gibi enflamatuvar sitokinlerin yogun olarak salindigi tespit
edilmistir. Salnan bu sitokinlerin HIBH’yi arttirdign gosterilmistir (83, 84). Bu
nedenle inflamasyonu arttiran sitokinlerin baskilanmasinin olusacak beyin hasarini
azaltabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizda hipoksik iskemik beyin hasari
olusturulan siganlarda dlciilen TNF-a gen mMRNA ekspresyon diizeyinde artis oldugu
saptanmigtir. HIBH olusturulduktan sonra 50 pmol/kg ve NaHS ve 100 pmol/kg NaHS
verilen gruplarda, HIBH olusturulup sadece SF verilen gruba gére TNF-o. gen mMRNA
ekspresyon diizeyinde diislis saptanmistir. Bununla birlikte 50 pmol/kg ve NaHS ve
100 umol/kg NaHS gruplar karsilastirildiginda 50 umol/kg verilen gruptaki TNF-a
gen mMRNA ekspresyon diizeyindeki azalmanin 100 pmol/kg verilen gruptaki TNF-a
diizeyindeki azalmadan daha fazla oldugu saptandi. Bu veriler karsilagtirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gorildi. NaHS’nin
noroprotektif etkilerinin incelendigi Yin Jun ve arkadaslarinin yaptigi calismada sigan
beyninde olusturulan iskemi- reperfiizyon hasarinda 50 pmol/kg uygulanan gruba gore
100 umol/kg uygulanan grupta TNF-a diizeyinde benzer olarak belirgin bir diisiis
saptamiglardir(75).
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Yine Li Fang Hu ve arkadaslarinin yaptiklart mikroglial hiicre kiiltiirlerinde
lipopolisakkarid ile indiiklenen inflamasyon iizerinde NaHS’nin etkilerini
arastirdiklar1 c¢aligmalarinda, NaHS’nin TNF-a expresyonunu azalttigini tespit
etmislerdir(85). Bizim ¢alismamizda da bu ¢alisma ile paralellik gosterir bigimde
NaHS verilen gruplarda TNF-a mRNA gen ekspresyon diizeyinde azalma goriilmiis

fakat bu sayisal azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmuistir.

Siganlar lizerinde Di Chen ve arkadaslarinin sepsise bagli ensefalopati modeli
olusturduklart ¢aligmalarinda endojen iiretilen NaHS’nin inflamatuar kaskadin
baglatilmasinda 6nemli rolii olan TNF-o’nin etkinliginin arttirarak doku hasarina
neden oldugunu gostermistir. Yapilan bu calismada etkininin endojen H.S’in
proinflamatuar etkinligini arttirllmasina baglanmistir. Ayn1 ¢alismada ekzojen yolla
verilen HyS vericisinin (NaHS) H.S sentezinde gorev alan 2 enzimden biri olan
sistatiyonin 3 sentaz enzim inhibisyonu yaparak antiinflamatur etkinlik gosterdigi
diisiiniilmistlir. Bu antiinflamatuar etkinligini de TNF-a diizeyini azaltmasina
baglanmistir(86). Biz de yaptigimiz ¢alismada ekzojen yolla verilen NaHS nin TNF-

a diizeyini azalttigini gosterdik.

Beyin dokusu disinda yapilan c¢aligmalarda NaHS’nin TNF-o gen
ekspresyonunu azalttigin1 gostermistir. Bo Li ve arkadaslarinin anne siitiinden kesilen
siganlarin bagirsak epitel hiicrelerinde meydana gelen hasara karst koruyucu
etkilerinin arastirildigi ¢aligmalarinda, ekzojen verilen NaHS’nin TNF-o. mRNA

ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir(87).

Astrositler i¢in, IL-6 {iretilen ana inflamatuar mediatordiir (88). Calismamizda
hipoksik iskemik beyin hasari olusturulan sicanlarda oOlgiilen IL-6 gen mRNA
ekspresyon diizeyinde artis oldugu saptanmigtir. 50 pmol/kg NaHS ve 100 pmol/kg
NaHS verilen gruplarda HIBH olusturulan gruba gore 1L-6 gen mRNA ekspresyon
diizeyinde diisiis saptanmistir. Bununla birlikte 50 pmol’kg NaHS ve 100 pmol/kg
NaHS gruplan karsilastirildiginda 50 umol/kg verilen gruptaki 1L-6 gen mRNA
ekspressyon diizeyindeki azalmanin 100 pmol/kg verilen gruptaki IL-6 diizeyindeki
azalmadan daha fazla olmakla beraber istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

saptandi.

60



Moonhee Lee ve arkadaslarmin hiicre kiiltiirlerinde yaptiklar1 dejeneratif
norolojik hastaliklarda glia aracili néroinflamasyona karsi olan etkinliginin ¢alisildig
modelde ekzojen verilen H2S’in IL-6 ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir(88).Bizim
calismamizda HIBH olusturulup sadece SF verilen grup ile 50 umol/kg ve NaHS ve
100 umol/kg NaHS verilen gruba gore IL-6 diizeyinde diislis saptanirken bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii.

Noroglial hiicreler disinda yapilan ¢alismalarda da NaHS nin proinflamatuar
bir sitokin olan IL-6 tlizerindeki etkinligini ¢calisilmistir. Runmin Guo ve arkadaslarinin
yaptig1 ekzojen NaHS’nin doxorubisin ile indiiklenen inflamasyonun miyokard
hiicrelerindeki koruyucu etkinligine baktiklari calismalarinda inflamasyonda oncii

sitokinlerden biri olan IL-6 diizeyinin azaldigin1 gostermislerdir (89).

Yapilan bir¢ok calismada NaHS’nin etkinligi arastirilirken antiinflamatuar ve
antioksidan etkinliginin bircok mekanizmasi heniliz aydinlatilamamis olsa da en
onemli etkilerinden biri de NO diizeyini azaltarak antioksidan etki yapmasidir. Bunu
da INOS aktivitesini azaltarak yaptigi gosterilmistir. Perinatal asfiksiye maruz
birakilan siganlarin serebrospinal sivilarinda NO seviyesinin arttigi saptanmistir(90).
Bizim galismamizda kontrol grubuna gore Hi grubunun iNOS gen mRNA ekspresyon
seviyesinde anlamli bir artis gozlendi (sirasiyla p=0.05). NaHS verilen grupta ise INOS
gen mRNA ekspresyon diizeylerinde azalma saptandi. Ancak istatiksel olarak
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi goriildii (p=0.268). Zhen
Wanga ve arkadaslarinin neonatal sicanlarda hipoksinin indiikledigi ensefalopati
modelinde NaHS’nin hem néronal hem de indiiklenebilir nitrik oksit sentaz MRNA
ekspresyonunu azalttigini gdstermistir. Bizim ¢alismamizda HIBH olusturulup sadece
SF verilen grup ile 50 umol/kg ve NaHS ve 100 umol/kg NaHS verilen gruba gore
INOS diizeyinde diisiis saptanirken, 50 pmol/kg ve NaHS ve 100 pmol/kg NaHS
verilen iki grup karsilastirildiginda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlaml

olmadig goriildii.

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda reaktif oksijen radikallerinin (ROS)
reperfiizyon hasari sirasinda beyin hiicrelerine dogrudan zarar verdigi gosterilmistir.

TOS otomatik kolorimetrik bir yontemdir. TAS ise Erel (78, 79) tarafindan gelistirilen
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tam otomatik bir yontem olup, giiglii serbest radikallere karsi viicudun total

antioksidan kapasitesini 6l¢en bir metoddur.

Biz de yaptigimiz ¢alismada Kontrol, Hi, 50 pmol/kg NaHS ve 100 umol/kg
NaHS gruplari, beyin dokusu TOS diizeyleri bakimindan birbirleriyle
karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli fark bulduk. TOS diizeyleri bakimindan
gruplar ikili olarak karsilastirldiginda, Hi ve 50 pmol/kg NaHS gruplarinda kontrol
grubuna gore TOS diizeyleri anlaml1 olarak yiiksek bulundu. Bununla birlikte Hi
grubuna gore, 100 umol/kg NaHS grubunun TOS diizeylerinin anlamli olarak diisiik
oldugu goriildii.

Yaptigimiz ¢aligmada kontrol, Hi, 50 umol/kg NaHS ve 100 pmol/kg NaHS
gruplarmin beyin dokusu TAS konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda aralarindaki
farkin istatiksel olarak anlamli oldugu goriildii. HI grubu ile 50 pmol/kg NaHS ve 100
umol/kg NaHS verilen gruplar karsilastirildigin NaHS verilen gruplarda TAS
diizeylerine belirgin bir artis saptandi. Bununla birlikte 50 pmol/kg NaHS ve 100

umol/kg NaHS verilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Oksidatif Stres indeksi (OSI), TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin
yiizde derecesi olarak ifade edilir. Kontrol, HI, 50 umol/kg NaHS ve 100 umol/kg
NaHS gruplarmin OSI diizeyleri karsilastirildiginda aralarindaki farkin istatiksel
olarak anlamli oldugu goriildii. HI grubu; kontrol, 50 pmol/kg NaHS ve 100 umol/kg
NaHS gruplariyla karsilastirildiginda, OSI diizeyindeki artisin istatiksel olarak anlamli
oldugu saptandi.

Yapilan ¢aligmalarda NaHS nin antioksidan 6zelligini arastirmak amaciyla
reperfiizyon doneminde superoksid dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA), hidrojen
peroksid seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Qian Yu ve arkadaglarimin yaptiklart NaHS’ nin
noroprotektif etkinligine baktiklar ¢aligmalarinda NaHS nin oksidatif stresi azaltarak
iyi bir antioksidan oldugunu gostermistir. Oksijen- Glukoz Determinasyonuna (OGD)
bagli noron hasari1 olusturulan sicanlarda verilen NaHS nin MDA, NO, hidrojen
peroksiti inhibe ettigini gdstermistir(91). Hi olusturulan gruba gore, 50 pmol/kg NaHS
ve 100 pmol/kg verdigimiz gruplarda TAS da artma, TOS ve OSI seviyesinde ise

azalma oldugunu saptadik.
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Yine noronlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda da NaHS nin antioksidan etkinligi
calisilmigtir. Yali Wang ve arkadaglariin yaptiklar1 ¢aligmada; orta serebral arter
okliizyonu ile serebral iskemi olusturulan farelerde Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate (NADPH) Oxidase (NOX) aktiviesi ile antioksidan etkinligini
degerlendirmislerdir. NaHS’nin bir ROS tiirevi olan NOX enzim aktivitesini
baskiladigini, bu yolla kan-beyin bariyeri biitiinligiinii giiclii bir sekilde korudugunu
gostererek NaHS’ nin antioksidan etkinligini kanitlamislardir(92). Hipoksik iskemik
beyin hasari olusturdugumuz siganlarda NaHS nin antioksidan etkinligini kanitlamak
amactyla TOS, TAS ve OSI diizeylerini ¢alistik. Bizim bulgularimizda, Yali Wang ve
arkadaglarinin yaptiklari ¢alismaya paralel olarak, 50 pmol/kg NaHS ve 100 umol/kg
NaHS verilen gruplarda kontrol grubuna gére TAS artma, TOS ve OSI diizeylerinde

azalma saptadik.

NaHS’nin antioksidan 6zelliginin yani1 sira antiapopitotik etkinligi oldugu
bilinmektedir. X1ao-Hu1 L1 ve arkadaglarinin 2015 yilinda, sicanlar iizerinde yaptiklar
- amiloid peptit tarafindan indiiklenen norotoksisiteye karst NaHS nin néroprotektif
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda he birinde 14 sigan bulunan 3 grupta p-amiloid
verilen grup ile B-amiloid ile beraber NaHS verilen grup arasinda TUNEL yontemiyle
apopitotik noéron sayilar1 karsilagtirilmigtir. Yapilan bu c¢alismada NaHS verilen
gruptaki TUNEL pozitif boyali apopitotik noéron sayisinda anlaml diisiis
saptamiglardir (93). Biz de galismamizda hem TUNEL yontemiyle hem de H&E
yontemiyle boyanan Kkesitlerde kontrol, Hi, 50 pmol/kg NaHS ve 100 umol/kg NaHS
gruplarinin beyin dokusundaki apopitotik hiicre sayilari arasindaki farkin istatiksel
olarak anlamli oldugu goriildii. 100 umol/kg NaHS grubunda 50 pmol/kg NaHS
grubuna gore anlaml bir fark bulunmazken, Hi ile 50 pmol/kg NaHS ve HI ile 100
umol/kg NaHS gruplari arasindaki farkin anlamli oldugu saptanmistir. Aldigimiz bu
verilerle NaHS uygulanan gruplarda, Hi grubuna gore apopitotik hiicre sayisinda

anlamli olarak azalma oldugunu saptadik.

NaHS’nin antiapopitotik etkinligi heniiz tam olarak agiklanamamis olsa da
Eizo Marutani ve arkadaglarinin 2015 yilinda hiicre kiiltiiriinde yaptiklar
calismalarinda H2S’in hiicre apoptozunun mitokondriyal yolu iizerindeki caspase-3’i

inhibe ederek antiapopitotik etkilerine aracilik ettigini gostermislerdir (76). Biz de
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caligmamizda NaHS verilen iki grubun kontrol grubuna gore apopitotik hiicre sayisini

azaltarak antiapopitotik etkinlik gosterdigini saptadik.

Yaptigimiz calismada ndoroprotektif etkinligi oldugu bilinen NaHS’nin bu
etkisini aragtimak amaciyla noron growht faktor (NGF) diizeylerini olgtiikk. NGF;
noroblast ¢ogalmasi, periferal uyarima karsi reaksiyon gosteren doku ile bu dokuyu
uyaran sinirler arasinda mesaj alici rolii olan bir protein olarak tanimlanmistir. Yapilan
calismalarda NGF’nin anjiogenezis iizerinde etkinligi oldugu ve NGF ile uyarilan
retina hiicrelerinin retina sinir hiicrelerini gogalmaya tesvik ettigi bildirilmistir (94).
Calismamizda NGF diizeyi ile hipoksik iskemik beyin hasari olusturulan siganlarda
Olciilen NGF gen mRNA ekspresyon diizeyinde kontrol grubuna gore artis oldugu
saptanmigtir. 50 umol/kg ve NaHS ve 100 pmol/kg NaHS verilen gruplarda HIBH
olusturulan gruba gore NGF gen mRNA ekspresyon diizeyinde diisiis saptanmustir.
Bununla birlikte 50 pmol/kg ve NaHS ve 100 pmol/kg NaHS gruplari
karsilastirildiginda 50 pmol/kg verilen gruptaki NGF gen mRNA ekspresyon
diizeyindeki azalmanin 100 pmol/kg verilen gruptaki NGF diizeyindeki azalmadan
daha fazla oldugu saptandi. Bu veriler Karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark olmadig1 goriildii.

Yapilan caligmalar, H>S'nin sadece noromodiilator olarak islev gérmedigini,
ayni zamanda merkezi sinir sisteminde bir néroprotektan olarak da calistiginm
gostermektedir(95). Serebral iskemi-reperfiizyon hasarinin in vivo modelinde, diisiik
H2S konsantrasyonu ile tedavi enfarktiis boyutunu azalttigi ve anti apoptotik etki
yoluyla nérolojik fonksiyonu iyilestirdigi, bu da H2S'nin serebral iskemik olaylarda

terapdtik bir rol oynadigi gosterilmistir(96).

Sonu¢ olarak bu g¢alismamizda NaHS’nin, hipoksik-iskemik ensefalopati
olusturulan yenidogan ratlarda antioksidan Ozelligini gosterip apopitozu azaltarak
noroprotektif etkinligi oldugunu saptadik. Yakin zamanda, hayvan deneyleri
kullanilarak, bir H2S wvericisi olan NaHS’ nin molekiiler mekanizmasina yonelik
aragtirmalar da bazi ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen 6zellikle reperflizyon
donemindeki hasarlarda H2S'min roliiniin daha iyi anlagilmast i¢in klinik kanita dayal

daha fazla sayida arastirmalara ihtiya¢ oldugunu diistinmekteyiz. Buna ek olarak, H»S
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tedavisinin HIE’deki etkinliginin uzun siireli morbidite ve mortaliteyi azaltip

azaltmadigini belirlemek i¢in daha uzun siireli ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.
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10.

SONUCLAR

Beyin dokusundaki TNF-a gen mRNA ekspresyon diizeyinin kontrol
grubuna gore , Hi , 50 umol/kg NaHS ve 100 pmol/kg NaHS verilen gruplar
arasinda karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir farklilik bulunmadi
(p=0.341).

TNF-a gen mRNA ekspresyon diizeyi 50 umol/kg NaHS ve 100 umol/kg
NaHS gruplart ile Hi grubu karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli
olmadig1 gozlendi.

Beyin dokusu IL-6 gen mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol , HI, 50
umol/kg NaHS ve 100 umol/kg NaHS gruplari rasinda karsilastirildiginda,
aralarindaki farkin anlamli olmadig1 gorildi (p=0.245).

IL-6 gen mRNA ekspresyon diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda

HI grubunda, kontrol grubuna gére istatiksel olarak anlamli bir artis saptandi
(p=0.017).

Beyin dokusu NGF gen mRNA ekspresyon diizeylerinin karsilastirildiginda
kontrol, Hi, 50 pmol/kg NaHS ve 100 pmol/kg NaHS gruplar arasindaki
farkin anlamli olmadig1 goriildii (p=0.110).

NGF gen mRNA ekspresyon diizeyinin Hi grubunda, 50 pmol/kg NaHS ve
100 umol/kg NaHS gruplarina gore seviyesinde anlamli bir sekilde diisiik
oldugu saptandi. (sirasiyla p=0.026, p=0.017).

Beyin dokusu iNOS gen mRNA ekspresyon diizeylerinin Kontrol, HI, 50
umol/kg NaHS ve 100 upmol/kg NaHS gruplart arasinda yapilan
karsilastirilmasinda, gruplar arasindaki farkin anlamli olmadigi goriildi
(p=0.268).

iINOS gen mRNA ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna gore HI grubunda
anlamli bir artis gozlendi (sirasiyla p=0.05).

Beyin dokusu TAS konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda Kontrol, HI, 50
umol/kg NaHS ve 100 umol/kg NaHS gruplarinin aralarindaki farkin istatiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (p=0.041).

TAS konsantrasyonlarindari gruplar arasinda karsilagtirildiginda, 100 pmol/kg
NaHS grubunda 50 pmol/kg NaHS grubuna gore anlamli bir degisim
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11.

12.

13.

14

15.

16.

gdzlenmezken, 100 mmol/kg NaHS grubunda kontrol ve Hi gruplarina gore
TAS konsantrasyonlar: istatistiksel olarak anlamli artis oldugu saptandi
(p=0.014, p=0.04) .

Beyin dokusu TOS diizeyleri bakimindan gruplar birbirleriyle
karsilastirildiginda kontrol, HI, 50 pmol/kg NaHS ve 100 umol/kg NaHS
gruplar1 arasinda anlamli fark oldugu bulundu (p=0.000).

TOS diizeyleri bakimmdan gruplar degerlendirildiginde, HI ve 50 pumol/kg
NaHS gruplarinda kontrol grubuna gére TOS diizeyleri anlamli olarak yiiksek
bulundu. Bununla birlikte HI grubuna gére, 100 umol/kg NaHS grubunun
TOS diizeylerinin anlamli olarak diisiik oldugu saptandi (p=0.021).

OSI diizeyleri karsilagtirildiginda; kontrol, Hi, 50 umol/kg NaHS ve 100
pmol/kg NaHS gruplarmin aralarindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu
goriildii (p=0.032). HI grubunu kontrol, 50 umol/kg NaHS ve 100 umol/kg
NaHS gruplariyla karsilastirildiginda, HI grubunda OSI diizeyindeki artisin

istatiksel olarak anlamli oldugu saptanda.

. TUNEL yéntemiyle belirlenen apopitotik noéron sayisinin Kontrol, Hi, 50

umol/kg NaHS ve 100 pumol/kg NaHS gruplar arasinda karsilastirildiginda
aralarindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p=0,00). Bunula
beraber, 100 umol/kg NaHS grubunda 50 umol/kg NaHS grubuna gore anlaml
bir fark gézlenmezken, HI ile 50 pmol/kg NaHS ve Hi ile 100 umol/kg NaHS
gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmusgtur.

H&E yontemiyle belirlenen apopitotik ndron Kontrol, HI, 50 umol/kg NaHS
ve 100 umol/kg NaHS gruplarinin beyin dokusundaki apopitotik hiicre sayilari
arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu goriildi (p=0.00).Gruplar
arasi yapilan karsilagtirmalarda ise, 100 umol/kg NaHS grubunda 50 umol/kg
NaHS grubuna gére anlamli bir fark gézlenmezken (p=0.19), HI ile 50 pmol/kg
NaHS ve HI ile 100 pmol/kg NaHS gruplar1 arasinda anlamli fark oldugu
saptanmistir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile NaHS’nin HIBH olusturulmus yenidogan
siganlarda beyin dokusunda TAS diizeyi arttirip, TOS diizeyini azaltarak

antioksidan ve noron koruyucu etkide bulundugu histopatolojik olarak
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gosterilmigtir. NaHS nin néron koruyucu etkilerinin bir kismii ise NGF

ekspresyonunu indiikleyerek yapabilecegi gosterilmistir.
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