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OZET

Hipoksik iskemik Beyin Hasar1 Olusturulmus Yeni Dogan Ratlarda
Intraperitoneal Ozon Uygulamasimn Morris Su Tankindaki Spasyal Bellek
Performansina Etkisi

Calismada hipoksik iskemik beyin hasarli sicanlara, hipoksi Oncesi on
kosullama olarak tek doz, hipoksi sonrasinda da cesitli giinlerde tek ve tekrarlayan
dozlarda ozon uygulanmasimmin bu hayvanlarin morris su tanki spasyal bellek
performanslarina ve apoptotik hiicre miktarlarina etkisinin gosterilmesi
amaclandi. Cahsmaya 102 adet yedi giinliik Wistar cinsi erkek sican yavrulari
alindi. Sicanlar rastlantisal olarak bes gruba ayrildi ve boyun diseksiyonu
yapilarak sag karotid arteri bulunan ancak baglanmayan, hipoksi uygulanmayan
grup, Grup I, hipoksi yapildiktan sonra Serum Fizyolojigin (SF) intraperitoneal
olarak verildigi grup, Grup 2, hipoksi yapilmadan bir giin Once ozonun
uygulandig1 grup, Grup 3, hipoksinin yapildig: 7. giin islemden hemen sonra ozon
verilen grup, Grup 4 ve hipoksi yapildiktan sonra, Morris su tanki deneyinden
hemen once 107, 108, 109. giin ozon uygulanan grup, Grup 5 olarak isimlendirildi.
Grup 3, 4 ve 5’e ozon 1,2 mg/kg olarak intraperitoneal sekilde verildi. Hipoksi
sonrasinda ilk dort gruptan sekizer sican servikal dislokasyon ile oOtenazi
uygulanarak dekapite edildi. Cikarilan beyinlerde TUNEL ve Kaspaz-3 yontemleri
ile immiinohistokimyasal olarak apoptoz degerlendirildi. Kalp ici girisim yoluyla
alman kan orneklerinde MDA ve SOD diizeyleri ol¢iildii. Sicanlar 10 haftalikken
acik alan deneyi, 14 haftalikken uzak hafiza deneyi yapildi. Acik alan deneyinde
ortalama katedilen mesafe ve hareket hizlarimin gruplara gore karsilastirmasinda
her iki parametre icin de istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmad, (sirasiyla
p:0,241 ve p:0,238). Uzak hafiza deneyinde ilk dort giin yiikseltiyi bulma siiresi,
birinci giin ile dordiincii giin arasindaki yiikseltiyi bulma siiresi farki ve dogu
kadraninda gecirilen siire parametlerinin hepsi birden degerlendirildiginde
HiBH’i uyguladiktan sonra hemen ozon verilen grup 4, HIBH’nin tedavisinde
ozon kullanmim ile ilgili yeni calismalar yapmak icin umut vericidir.

Anahtar Kelimeler: Hipoksik iskemik ensefalopati, hipoksik iskemik beyin hasari,
Apoptoz, Davrams deneyleri
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ABSTRACT

The Effect of Intraperitoneal Ozone Administration on Spatial Memory
Performance in Morris Water Maze in Newborn Rats in which Hypoxic Ischemic
Brain Injury was induced

In our study, we aimed to show the effects of both administration of single
dose of ozone as preconditioning before hypoxia, and administration of single and
repeated doses of ozone on various days after hypoxia on spatial memory
performance in Morris water maze and on apoptotic cell numbers of the rats. We
included 102 Wistar male rats (aged seven days) in our study. The rats were
randomly divided into 5 groups. The group whose right carotid artery was found
by neck dissection but not tied up and to which hypoxia was not applied, was
called Group 1; the group to which Physiological Saline intraperitoneally injected
after hypoxia, was called Group 2; the group to which ozone was administered one
day before hypoxia was called Group 3; the group to which ozone was
administered immediately after hypoxia carried out on the 7™ day was called
Group 4, and the group to which on the 107", 108™ and 109" day ozone was
administered after hypoxia and before Morris water maze test, was called Group
5. 1.2 mg/kg of ozone was intraperitoneally injected to Groups 3, 4 and 5. After
hypoxia, eight rats from each group were decapitated by cervical dislocation. In
the removed brains of rats, apoptosis was immunohistochemically evaluated by
means of TUNEL and Caspase-3 methods. In blood samples obtained by
intracardiac puncture, levels of MDA and SOD were evaluated. Open field test was
performed when the rats were 10 weeks and reference memory test was performed
when the rats were 14 weeks. In open field test, inter-group comparisons of
average distance covered by rats and their movement speed were made and no
significant difference was found for these parameters (p= 0.241 and p= 0.238
respectively). When we take into account the parameters such as the time the rats
spent finding the platform on the first four days, the difference between the time
values obtained on the first day and on the fourth day, and the time spent in the
east wing; the group 4 to which we administered ozone immediately after HIBI,
gives us hope to make further studies on use of ozone in the treatment of HIBI.

Key words: Hypoxic ischemic encephalopathy, Hypoxic ischemic brain injury,
Apoptosis, Behavioral test.
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1. GIRIS

Yenidoganda hipoksik iskemik beyin hasari (HIBH) yenidogan donemindeki
Olimlerin, beyin felcinin, mental geriligin ve epilepsinin en 6nemli nedenlerindendir
(1). HIBH’de iskemi daha onemli bir rol oynamaktadir. Hipoksi ve iskemiden sonra
baslayan reperfiizyon donemi agir hasarin olustugu kritik evredir. Bu evre Oncesi
yapilacak tedaviler ile HIBH’yi 6nleme ya da azaltma miimkiin olabilir (2).

Gelismis toplumlarda HIBH goriilme insidanst 1000 canli dogumda 0.4-0.7
olup, buna bagl olarak 6liim ve norolojik hasar gelisme insidans1 1000 canli dogumda
0.2-1.3 olarak bildirilmistir (3).

Hipoksi-iskemi ve reperfiizyon sonrasinda gelisen apoptozisin siddeti beyin
hasarlanmasinin bir gostergesidir. HIBH’nin yeri ve genisligine gore serebral palsi,
nobetler, 6grenme giicliikleri, gorme ve isitme kayiplari, motor kusurlar gibi ¢ok sayida
kalic1 klinik durum gelisebilmektedir. HIBH’de klinik bulgular hipoksi ve iskeminin
siddeti, siiresi, norolojik tutulumun siddeti ve yerine gore farklilik gosterir. Ayrica diger
sistemlerin etkilenme dereceleri ve yerleri, fetus yasi ile baglantilidir (4).

HIBH nin tedavisi i¢in gesitli calismalar yapilmaktadir. Hipotermi uygulanmas,
serbest oksijen radikalleri (SOR) olusumunun engellenmesi (fosfolipid yikim yolunda
etkili olan maddeler (Fosfolipaz A2 Inhibitorleri, Siklooksijenaz Inhibitorleri,
Lipooksijenaz Inhibitorleri), Adenozin Trifosfat (ATP) yikim yolunda etkili olan
maddeler (Ksantin Oksidaz inhibitorleri), arjinin-iire doniisiim yolunda etkili tedaviler
(Nitrik Oksit Sentetazin (NOS) baskilanmasi)), olugsmus olan serbest oksijen
radikallerinin temizlenmesi (antioksidan enzimler (Glutatyon Peroksidaz, Superoksit
Dismutaz, Katalaz), serbest oksijen radikallerini notralize eden ajanlar (Selenyum, E
vitamini, N- Asetilsistein, Askorbik asit)), glutamatin zararh etkilerini azaltic1 tedaviler
(N-Metil D-Aspartat (NMDA) reseptor kapaticilari, o-Amino-3-Hidroksi-5-Metil-4-
[zoksazol Propiyonat (AMPA) reseptdr kapaticilari), néronal biiyiime hormon tedavisi,
kaspazlarin baskilanmasi, kok hiicre nakli uygulanmasi, dekzametazon tedavisi,

eritropoetin uygulanmasi, kalsiyum kanal kapaticilar1 uygulanmasi, magnezyum siilfat



tedavisi, Ostrodiol uygulanmasi, morfin uygulanmasi ve koagiilasyonun baskilanmasi
bunlara 6rnek olarak verilebilir (5-12).

Ozon, stratosforde bulunan en 6nemli gazlardan biridir. Azami konsantrasyonu
20-30 kilometre yiikseklikte yaklasik 1000 pg/m’ diizeyine ulasmaktadir. Giines
isinlarimn  filtreleyerek zararli olanlarin  yeryiiziine ulasmasim1 engeller. Solunum
sistemini tahris eden bir gazdir ve solunan havada bulunmasi hava kirliliginin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ote yandan ozonun diger uygulamalarinin (ozonlu
kan, ozonlu SF ve insuflasyon) cesitli klinik durumlarda yararl olabilecegini 6ne siiren
pek c¢ok arastirma yapilmistir (13-15). Ozonun etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber serbest oksijen radikallerinin olusumuna ve lipit
peroksidasyonuna yol actifi bilinmektedir (16). Bu nedenle antioksidan sistemi
uyararak etkisini kuvvetlendirdigi one siiriilmiistiir (17, 18). Ayn1 zamanda ozon 2,3
DPG artis1 yaparak hemoglobinin dokulara daha ¢ok oksijen serbestlemesini saglar (19).
TNFa, IFNy, IL-2 ve IL-8 artis1 yaptigi, vaskiiler PGl sentezini uyardigi ve bir
immiinmodiilator oldugu O©ne siiriilmiistir (20, 21). Yapilan bir ¢alismada ozon
uygulamasmin karacigerde iskemi reperfiizyon hasarma karsi koruyucu oldugu
bildirilmistir (22). Yine bir bagka caligmada ise beyin iskemisinde 6n kosullama olarak
kullanilarak hiperbarik oksijen tedavisiyle kiyaslanmstir (23).

Sicanlarin biligsel ve lokomotor yetilerinin degerlendirilmesinde tanimlanmis
cok sayida hayvan davramis deneyi modeli mevcuttur. Hayvan davramis deneyi
modelleri ile sicanlarin anksiyete, otonom islevler, 6grenme, hafiza ve lokomotor
aktivite gibi pek c¢ok Ozelliginin degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Davranig
deneylerinin sicanlarin néromotor gelisimini tamamladigi 80-85. giinlerden sonra
yapilmasi Onerilmektedir. Pek c¢ok calismada, deneylerin ortalama 180-400 gr
agirhigindaki eriskin erkek sicanlarla yapildig1 gozlemlenmistir (24-26).

Hayvan davranig deneylerinin en 6nemlilerinden biri Morris Su Tankidir. Su
tanki Morris tarafindan 1981 yilinda tanimlandigindan bu yana kemirgenlerin 6grenme
ve hafiza ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmigtir (27). Morris Su Tanki deneyleri ile
uzak hafiza, yakin hafiza ve 6grenme gibi yetiler degerlendirilebilir (24, 25, 28)

Hipoksik-iskemi ve reperfiizyon sonrasinda gelisen apoptozun siddeti serebral

hasarlanmanin gostergesidir. Hipoksi siiresinin uzamasi apoptotik ndron sayisinin



artmasina ve serebral hasarin siddetlenmesine neden olmaktadir. HIBH modellerinde
sicanlarin apoptotik ndron sayisinin immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi
TUNEL ve Kaspaz-3 yontemleri ile yapilabilmektedir (4). Son yillarda HIBH ile serum
Malondialdehid (MDA) diizeyleri arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir. Bir ¢alismada
zamaninda dogmus ve HIBH gelismis bebeklerin serum-BOS MDA diizeyleri,
BOS/serum MDA oram kontrol grubu ile karsilastirilmis, HIBH olan grupta her iki
deger de yiiksek bulunmustur. HIBH agirlastik¢a serum diizeyinin daha belirgin sekilde
yiikseldigi tespit edilmistir. HIBH gelisen bebeklerde MDA diizeyinde artis olacagi ve
diizey ne kadar yiiksekse HIBH’ nin o kadar agir oldugu ileri siiriilmiistiir (29).
Siiperoksit dismutaz enzimi siiperoksidin, hidrojen peroksid ve molekiiler oksijene
dontisiimiinii katalizler. Hiicresel diizeydeki siiperoksidin en onemli diizenleyicisidir.
Ozon uygulamasinin siiperoksit dismutaz enzim miktarmi artirdig bildirilmistir (17).
Literatiirde hipoksik iskemik beyin hasarinda ozon uygulamasiyla ilgili ¢caligma
bulunmamaktadir. Calismamizda hipoksi 6ncesi 6n kosullama olarak tek doz, hipoksi
sonrasinda da cesitli giinlerde tek ve tekrarlayan dozlarda ozon uygulanmasinin bu
hayvanlarin Morris Su Tanki spasyal bellek performanslarinda ve apoptotik hiicre

miktarinda etkisinin olup olmayacaginin arastirilmas1 amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hipoksik iskemik Beyin Hasar1

Yenidoganda hipoksik iskemik beyin hasar1 6limlerin, serebral palsinin, mental
geriligin ve epilepsinin baslica nedenlerindendir (1). Hipoksi hiicrelere yeterli oksijenin
saglanamamasi durumudur. Hipokside kan beyin, kalp ve adrenal bezde toplanir.
Akciger, bobrek, barsak ve ciltten ise uzaklasir. Hipoksi agirsa, dncelikle talamus ve
beyin sap1 hasar gormektedir. Sonrasinda ventrikiil ¢cevresindeki beyaz cevherde nekroz
meydana gelmektedir (3, 30). Yapilan caligmalar gostermistir ki, hipokside gelismekte
olan beyinde se¢ilmis bolgeler hasar gormektedir (30) . Iskemi bir doku veya organdaki
kan akiminmn azalmasi veya kesilmesini ifade etmektedir. Iskemi durumunda dokuya
yeterli oksijen ve besin maddeleri gitmediginden ve toksik maddeler
uzaklastirilamayacagindan hipoksiye gore daha agir hasar olugsmaktadir. Olgunlagmamis
beynin hipoksi ve iskemiye yanitinin olgunlagsmis beyninkinden farkli oldugu
caligmalarla gosterilmistir (31, 32). Dogum Oncesinde, dogum sirasinda veya dogum
sonrasinda yasanan hipoksik iskemik olaylar sonucunda bebekte anormal nérolojik

bulgular, perinatal hipoksik iskemik ensefalopati (HIE) olarak tanimlanir (33).

2.1.1. Epidemiyoloji

HIE yenidogan 6liimlerinin ve 6ziirlerinin 6nde gelen nedenlerinden olup hastaya,
aileye ve topluma ciddi yiikler getirmektedir. Tiim diinyada yilda dort milyon kadar
bebek yenidogan déneminde 6lmektedir ve bunlarin dortte birinde neden HIE’dir. HIE
tanist alan bebeklerden %10-15’1 yenidogan doneminde kaybedilmekte, %10-15"inde
serebral palsi gelismekte ve %40 kadarinda biligsel bozukluklar, nobetler, néromotor

gelisme geriligi, korliik, isitme bozukluklar1 gibi 6nemli oziirler olusmaktadir (34).



2.1.2. Fizyopatoloji
HIE siklikla bes nedene bagl olarak gelismektedir.

1. Gobek kordonu ile saglanan kan akiminin kesintiye ugramasi
a. Kordon sarkmasi
b. Kordon dolanmasi
c. Kisa kordon
2. Plasentadan gaz alis verisinin bozulmasi

a. Plasentanin yerinden ayrilmasi
b. Plasentanin dogum yoluna yerlesmesi
c. Plasenta gelisim bozukluklar1
d. Plasentada yangisal degisikliklerin olmas1

3. Plasentanin anne yiiziiniin yetersiz kanlanmasi
a. Annede hipotansiyon, sok
b. Hipertansiyon
c. Diyabet
d. Uzamis dogum eylemi
e. Anormal uterus kasilmasi

4. Annenin oksijenizasyonunun bozulmasi
a. Kalp damar sistemi hastaliklar1
b. Akciger hastaliklar1
c. Agir anemi
d. Annenin diger kronik hastaliklar

5. Yenidogan akcigerinin yeterince havalanamamast ve fetal dolagimdan

neonatal dolasima geciste basarisizlik (35).

HIE nin sebepleri farkli olsa bile néropatolojik sonuglar1 benzerdir. Beyin
hasarinin agirligi hipoksinin siiresi, siddeti ve fetusun yasi ile baglantilidir. Biiyiik
cocuk ve erigkin beynine gore fetusun gelisimini tamamlamamis beyni hipoksik iskemik
olaylara daha direnclidir. Hipokampus, beyincik ve korteksin bazi katmanlar1 hipoksi ve
iskemiye daha hassastir (33). Hipoksik iskemik olaylara en duyarl hiicreler ndronlardir.

Hipoksi ve iskemiye bagh olarak meydana gelen hiicresel hasarin kesin mekanizmalar1



tam olarak aciklanamasa da ardigik biyokimyasal olaylarin HIE nin patogenezinde rol
oynadigi bilinmektedir.

HIBH modelinde hiicre i¢i asidoz ve kalsiyum birikimi &nemli rol oynamaktadir.
Hiicre i¢i kalsiyum artiginda anahtar rol sinapslardan salinan uyarici aminoasitlerdir
(36-38). Insanda en ¢ok bulunan uyarici aminoasit glutamattir. Yapilan calismalar
glutamat reseptorlerinin uyarilmasinin néronal hiicre Oliimiinde en ©Onemli rolii
oynadigim1 gostermektedir (39). Glutamat, 6zgiin reseptorleri araciligi ile duysal
bilgilerin iletilmesi, motor aktivite, spinal reflekslerin diizenlenmesi, hafiza ve 6grenme

gibi bir¢ok islevde rol oynamaktadir (40).

Glutamat icin dort reseptor bilinmektedir.
1. NMDA reseptorleri
2. AMPA reseptorleri
3. Kéinat reseptorleri

4. Metabotropik reseptorler

NMDA reseptorlerine glutamatin baglanmasi sonrasinda sodyum ve kalsiyum
hiicre i¢ine girerken, potasyum ise hiicre dismna c¢ikmaktadir. Hiicre ici kalsiyum
diizeyinin artmasi sonucu, serbest radikal olusumu ve mitokondriyal hasar meydana
gelmektedir (41, 2). AMPA reseptorlerinin uyarilmasi sonucunda sodyum hiicre igine
girerken, potasyum ise hiicre digina c¢ikmaktadir. Kainat reseptorlerinin, NMDA
reseptorlerinin spinal kord eksitator norotransmisyonunda yOnetici Ozelligi oldugu
diisiiniilmektedir. NMDA reseptorleri hiicre i¢i kalsiyumun artmasina ve magnezyumun
azalmasina sebep olmaktadir. Hiicre ici kalsiyum artis1 sonucunda proteaz, lipaz,
fosfotaz ve endoniikleaz gibi litik enzimler uyarilir. Hiicre i¢ci magnezyumun azalmasi
da noronal hasarin siddetlenmesine neden olur. Metabotropik reseptdrlerin uyarilmasi
sonucu fosfolipaz C aktiflesir ve bunun sonucunda hiicre i¢cinde bagl olan kalsiyum
serbestlesir (42).

Hipoksiye verilen ilk metabolik cevap anaerobik glikolizdir. Fakat bu yolla
yeterli ATP iiretilemez ve laktik asidoz olusur. ATP miktarinda azalma ile bazi iyon
pompalar1 (Na-K pompasi vs.) gorevlerini yerine getiremez duruma gelirler. Iyon
pompalart iglevlerini kaybettiklerinde ndronal membran degismeye baglar. Bazi

noronlar hiperpolarize bazi néronlar ise depolarize olur. Eger anoksi devam ederse tiim



hiicreler hizli bir sekilde depolarizasyona ugrarlar. Bunun sonucunda membran
potansiyeli ortadan kalkar. Noronal membran potansiyeli kayboldugu zaman iyon
degisiklikleri meydana gelir. Bu degisiklikler hiicre icine sodyum, klor ve kalsiyum
girisi ve hiicreden potasyum cikisidir. Sonug¢ olarak hiicre ici kalsiyum yiikselir, hiicre
dis1 potasyum miktar1 artar ve hiicre dis1 kalsiyum, sodyum ve klor azalir. Glutamatin
hiicre dig1 yogunlugunda 6nemli bir artig vardir. Bu durum noérotransmitter saliniminda
artma ve hiicre i¢ine geri alinmasinda azalma sonucu olusur. Sonucta ndronal eksitator
reseptorlerin asir1 uyarilmasi ve hiicre oliimii gerceklesir. Hizli hiicre oliimii fazla
sodyumun iyon kanallar1 yoluyla hiicre i¢ine girmesinden dolayr olusur. Bu da klorun
noronlara girmesine sebep olur. Artmis hiicre i¢i klor daha fazla katyonun hiicre i¢ine
girmesini uyarir. Klor ve katyon girisi suyu hiicre icine ¢eker ve sonugta osmotik
parcalanma meydana gelir. Hiicrede en Onemli hasar kalsiyum girisi ile olur. Hiicre

icinde asir1 kalsiyum iyonu birikimi bir dizi reaksiyona sebep olur (43, 44, 42) .

1. Fosfolipaz A, aktivasyonu

2. Serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi

3. Yag asitlerinin serbestlesmesi

4. Toksik eikosanoidlerin sentezi

5. Mitokondrial oksidatif fosforilasyonun bozulmasi

6. Kalsiyuma bagimli ATP aktivasyonu sonucu enerji rezervlerinin titkenmesi
7.Hiicre iskeletinin mikrotubuler ve norofilament komponentlerinin farklilagmasi
8. Aksonal dejenerasyon

9. Proteaz, fosfataz ve endoniikleaz gibi litik enzimlerin aktivasyonu (42)

Hiicre icindeki kalsiyumun fazla miktarda artis1 katabolik enzimlerin
(fosfolipazlar, proteazlar ve endoniikleazlar) uyarilmasina sebep olur. Katabolik
enzimlerin uyarilmasi sonucunda zardaki fosfolipitlerin yapis1 bozulur. Hiicre ici
kalsiyum artmasi ile fosfolipaz A, uyarilir ve arasidonik asit salimr, boylece hiicre
hasar1 olusur. Proteazlarin uyarilmasi ile yapisal zar proteinleri yikilir. Lipazlarin
uyarilmasi ile lipid peroksidasyonu meydana gelir. Endoniikleazlarin uyarilmasi ile
genetik yap1 bozulur. Prostaglandinler salinir, boylece mikrovaskiiler gecirgenlik ve
vazodilatasyon artar. Kalsiyum ayrica nitrik oksit sentazi1 (NOS) uyarir ve nitrik oksit

(NO) olusumu yiikselir ve bu da serbest oksijen radikalleri iiretimini artirir (45). Serbest



oksijen elektron transport zinciri i¢inde suya doniisiirken oksijen radikalleri meydana
gelir. En zararh radikal hidroksil (OH) radikalidir. NO siklik GMP olusumunu bozarak
hasara sebep olur. NO ayrica oksijen ile reaksiyona girerek DNA hasar1 ve membran
lipid peroksidasyonuna neden olan siiperoksit, peroksit ve peroksinitrit serbest
radikallerini olusturur (45). Bunlar apoptozisin potansiyel uyaricilaridirlar. NO’nun
deneysel ¢calismalarda fokal serebral iskemiye yol a¢tig1 ve bu hasarin NOS inhibitorleri
ile 6nlenebilecegi bildirilmistir (46).

Yeniden canlandirma sonras1 doneme denk gelen yeniden kanlanma evresinde
ise serbest oksijen radikalleri salinimi, NO iiretimi, yangisal reaksiyonlar olusmakta ve
ikinci dalga hiicre oliimii meydana gelmektedir. Son yillarda yeniden kanlanma
doneminde olusan hiicre oliimiiniin patogenezde daha 6nemli rol oynadigina isaret
edilmekte ve tedavi seceneklerinin bu evrede etkili olmas1 beklenmektedir (45). Bu
donemin hipoksik iskemik olaydan iki saat sonra basladigi ve 48 saate kadar
uzayabildigi diisiiniilmektedir. HIBH’ de hiicre 6liimii nekroz veya apoptoz ya da her iki
sekilde gerceklesebilmektedir (48, 35). Nekrotik hiicre 6liimii hiicrenin sismesi, zar
biitiinliigliniin bozulmasi, hiicre igeriginin salinmast ve bunun sonucunda yangi
olugsmas1 ve fagositoz ile meydana gelir. Apoptotik hiicre Olimii ise kromatinin
yogunlasmasi, hiicrenin biiziismesi ile gerceklesir ve yangi eslik etmez (Sekil 2.1).
Hiicrenin 6liim sekli ile iskeminin derecesi arasinda bir iligki oldugu bildirilmektedir.
Agir iskemi durumunda nekroz ile hiicre 6liimii daha ¢ok goriiliirken hafif iskemi
durumunda apoptozis ©On plana gec¢mektedir. Son yillarda perinatal donemde
gerceklesen HIBH’de apoptozisin nekrozdan daha 6nemli oldugu gosterilmistir.
Apoptoz ve nekroz yoluyla meydana gelen hiicre 6liimii arasinda énemli farklar vardir.

Bu farklar Cizelge 2.1’ de 6zetlenmistir (49, 35).



Sekil 2.1. Apoptozis ve nekroz ile hiicre 6liimii (42).

Cizelge 2.1. Apoptoz-Nekroz arasindaki farklar (42).

Nekroz

Apoptozis

Hiicre ici dengelerin kaybi

Baslangigta 6nemli degisiklik yok

Hiicre zarn gegirgenliginde artma

En azindan baslangicta hiicre zari

gecirgenligi degismez

Potasyum kaybi, sodyum girisi,

potansiyelinde diisme

zar

Sodyum girisi yok, hiicre potasyum
yogunlugu degismez

Sitoplazmik yapilarin tiimiinde sisme

Sitozol yogunlagmasi

Mitokondri ve diger organellerde yikim

Organeller genelde saglam

Hiicresel enerjide tiikenme

Hiicresel enerjide tiikenme yok

Diisiik makromolekiiler sentez

Makromolekiiler sentez aktivasyonu

gerekli

Bitisik hiicreler etkilenir

Sadece ilgili hiicre etkilenir

Kromatin ag1 gevsek

Kromatin ag1 yogun

Pasif atrofi

Aktif dejenerasyon

Mutasyona ugramis ya da hasarlanmis hiicre genellikle yasamamayi tercih eder.

Sonucta malign hale gelebilecek olan bu hiicrelerin bir kismi1 basta apoptoz olmak iizere




hiicre 6lim mekanizmalar1 araciligi ile ortadan kaldirilirlar. Memeli hiicrelerinde,
muhtemelen Deoksiriboniikleaz-I (DNAaz-I) araciligi ile diizenlenen niikleer DNA’ nin
degradasyonu, apoptozun en erken kanitlarindandir. Apoptozun hiicre icinde
olusturdugu harabiyet, biiyiik oranda proteaz kaskadi sonucu meydana gelir. Tek basina
proteazin, ¢oklu proteaz aktivasyonuna onciiliik ettigi bir amplifiye proteaz kaskadi,
apoptozun morfolojik degisikliklerini aciklayabilir. Hiicrelerin yasami ve oliimii
arasindaki dengenin korunmasi olduk¢a onemlidir. Uygunsuz hiicre 6liimiinii dnleyen
faktorler de en az apoptoz kadar bu dengenin saglanmasinda rol oynar. Apoptozu
baslatan ve engelleyen genler bu dengenin saglanmasi icin Onemlidir. En 1iyi

tanimlanmig antiapoptotik gen bcl-2' dir (50, 51, 52).

Apoptozu baslatan ve engelleyen faktorler:
a. Bcl-2 grubu proteinler:
- Apoptozu engelleyen genler: Bcl-2, Bel-xL,
- Apoptozu baglatan genler: Bad, Bak, Bax,
b. APAF: Apoptotik proteaz aktive edici faktor.
c. CASPASE: Sistein iceren aspartat 6zgiin proteazdir (52).

2.1.3. Hipoksik iskemik Ensefalopatide Noropatolojik Bulgular

Odem: Beyin dokusunda 24- 48 saat icinde 6dem olusabilir. Odemden baslica iki
mekanizma sorumludur. Birincisi hiicre zarinda meydana gelen islevsel bozulma ile
sodyum ve suyun hiicre icine girmesi ve sitotoksik 6dem gelismesidir. Ikinci
mekanizma ise kan beyin bariyerinin gecgirgenliginin artmas1 ve kapiller sizma ile
hiicreler arast s1v1 birikimi meydana gelmesidir (53).

Secici Noronal Nekroz: Bu durum daha ¢cok zamaninda dogan bebeklerde goriiliir.
Agirlikli olarak serebral ve serebellar korteks, hipokampus, talamus, bazal ganglionlar,
beyin sap1 ve spinal kordun 6n boynuz hiicreleri etkilenmektedir. Olayin baslangicindan
24- 36 saat icinde degisiklikler baslar. Sec¢ici noronal nekroza bagh olarak ge¢ donemde
serebral atrofi ve multikistik ensefalomalazi olusur (53, 35).

Bazal Ganglion ve Beyin Sap1 Hasar1: En az goriilen noropatolojik lezyon olup

genellikle zamaninda dogan bebeklerde goriilmektedir. Noronal nekroz, gliozis ve
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hipermiyelinizasyon bazal ganglion, talamus ve serebral kortekste mermer goriiniimiine
neden olur. Otopside bazal ganglionlarda saptanan bu mermerimsi goriiniim status
marmoratus olarak adlandirilir (54).

Parasagital Serebral Nekroz: Serebral korteks ve subkortikal beyaz maddedeki
nekrozu ifade edmektedir. Hipoksik iskemik zedelenme 6n, orta ve arka serebral arterler
arasindaki vaskiiler yataktan parasagital yayilim gosterir ve c¢ogunlukla simetrik
yapidadir. Serebrovaskiiler otoregiilasyonun bozulmasi bu alanlarda belirgin iskemi ile
sonuclanir. Yenidogan doneminde bu zedelenme hipotoni ve kuvvetsizlik bulgulariyla
kendini gosterir ve bu bulgular iist ekstremitede alt ekstremiteye gore daha belirgindir.
Uzun donemde ise spastik kuadriparezi, konusma bozuklugu ve gbz hareketlerinde
bozukluk ile sonuclanir (54, 35).

Bolgesel ve Coklu Bolgesel iskemik Beyin Nekrozu: Beyin parankiminde
infarktlara bagl oyuklar olusur. Tek bir oyuk varsa bu porensefalik kist, cok sayida
oyuk varsa multikistik ensefalomalazi olarak adlandirilir. En sik etkilenen bolge orta
serebral arterin kanlandirdig1 alandir. Genellikle tek taraflidir. Hipoksik iskemik
ensefalopatili yenidoganlarin %15-20’sinde goriildigi bildirilmektedir.
Erkendoganlarda genellikle bu durum ¢oklu bolgesel yapidadir. Yenidogan doneminde,
tist ekstremitede giicsiizliik, asimetrik moro refleksi, hemiparezi, fokal konviilziyonlar,
uzun donemde ise spastik hemiparezi, kuadriparezi, biligsel bozukluklar ve nobetler
goriiliir (55, 35).

Periventrikiiler Lokomalazi: Erkendogan bebeklerde hipoksi ve iskemiye bagli en
fazla goriilen lezyondur. Erkendoganlarda ventrikiil ¢cevresindeki beyaz madde damarlar
acisindan oldukca zengindir ve iskemiye ve kanamaya karsi oldukca hassastir (54).
Hafif olgularda kii¢iik gliozis alanlari, ventrikiillerde genisleme ve miyelin azalmasi
meydana gelir. Daha agir olgularda multikistik ensefalomalaziye kadar farklilagan

bulgular ortaya ¢ikabilir (35).

2.1.4. Hipoksik Iskemik Beyin Hasarinda Klinik Bulgular

HIBH’ de klinik bulgular hipoksi ve iskeminin siddetine, siiresine ve bebegin
gebelik yasma gore farkliik gosterir. HIBH konviilziyonu, hipotonisi ve biling
degisikligi olan bebeklerde diisiiniilmelidir. Olgularin biiyiik bir kisminda beyin

11



disindaki organlar da etkilenir. En sik etkilenenler sirasiyla bobrekler, kalp, akcigerler,

karaciger ve barsaklardir.

Modifiye Sarnat siniflamasi giiniimiizde HIE’nin evrelemesinde en fazla

kullanilan smiflamadir. Bu smiflamaya gore olgular hafif, orta ve agir olarak

siiflandirilmaktadir (33)

Cizelge 2.2. Hipoksik iskemik ensefalopatide modifiye sarnat simflamasi (35).

(Cizelge 2.2).

Bulgular Evre- 1 (Hafif) Evre- II (Orta) Evre- I (Agir)
Biling diizeyi Uyanik Uykuya egilimli Koma
Kas tonusu hli\II)(Z:l;rtI(l:Illli/k Hipotonik Gevsek
Tendon refleksleri Artmig Artmig Azalmis
Myoklonus Var Var Yok
Konviilziyon Yok Sik Sik
Karmagsik refleksler
Emme reﬂekgl Iyi Zayif Yok
Moro refleksi
Yakalama refleksi Abartih Zayif Yok
Okiilosefalik refleks Normal/ abartili Abartlh' Yok
Normal Asir1 aktif Azalmig/ yok
Otonom islevler
Pupiller Genis, reaktif Dar, reaktif Anizokorik,nonreaktif
Solunum Diizenli Diizensiz Diizensiz, apneik
Kalp hizi Normal/ tasikardi Bradikardi Bradikardi
Elektro(eélls;gz;logram Normal Dusggb\;(zltaj/ Nobet/ izoelektrik

HIBH’ de beynin yam sira olgularim iicte ikisinde en az iki organ etkilenmistir.

Organ hasari en fazla bobreklerde goriiliir (1) . HIBH’ nin sistemik etkileri Cizelge 2.3’

de gosterilmistir. Klinik bulgularin diizelme derecesi degiskenlik gosterir ve onceden

tahmin edilemez. Siklikla en hizli diizelme gosteren bebekler en iyi prognoza sahiptirler

(56) .
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Cizelge 2.3. Hipoksik iskemik beyin hasarinin sistemik etkileri (42).

Sistem

Etki

Merkezi sinir sistemi

Hipoksik-iskemik  ensefalopati, beyin Odemi, infarkt,

intrakraniyal kanama, hipotoni, hipertoni, konvulsiyonlar

Solunum sistemi

Pulmoner hipertansiyon, surfaktan yikimi, mekonyum

aspirasyonu, akciger kanamasi

Dolasim sistemi

Trikiispit yetmezlik, miyokard nekrozu, sok, hipotansiyon

Mide-bagirsak sistemi

Nekrotizan enterokolit, karaciger yetmezligi

Bobrekler Oligiiri, akut bobrek yetmezligi, akut tiibiiler nekroz, idrar
debisinde azalma, asfiktik mesane sendromu, renal ven
trombozu

Endokrin Uygunsuz ADH salinimi sendromu, adrenal kanama, adrenal
yetmezlik, pankreatik hasar

Metabolik Metabolik asidoz, hipoglisemi, hipokalsemi, hiponatremi

Hematolojik Trombositopeni, polisitemi, beyaz kiire hiicrelerinde sola
kayma, yaygin damar i¢i pihtilasma

Deri Deri alt1 yag nekrozu

2.1.5. HIBH’nin Tanisi

Perinatal HIE nin tamsinda 6ykii ve fiziksel muayene oldukca 6nemlidir. Oykiide

dogum 6ncesi donem, dogum siireci ve dogumdan sonraki donemle ilgili detayl bilgiler

alinmalidir. Bebegin fiziksel muayenesinin 6zellikle de norolojik muayenesinin dikkatli

bir sekilde yapilmasi HIE tanisimin konmasina, agirhigimn belirlenmesine ve erken

donemde tedavinin baslanmasina yardimci olacaktir. Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji

Dernegi 2004 yilinda asagida yer alan tami Slgiitlerinin kullanilmasini 6nermistir (57,

58, 35).

Tani i¢cin bulunmasi zorunlu tutulan dlgiitler:

1.Gobek kordonundan alinan arteriyel kan gazinda metabolik asidozun varligi

(pH< 7.0 ve baz a¢1g1> 12 mmol/L),
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2.Gebelik yas1 34 hafta veya daha biiylik olan bebeklerde erken donemde orta
veya agir derecede ensefalopati bulgulariin varligi,
3.Enfeksiyon, travma, kanama bozukluklari, genetik bozukluklar gibi

ensefalopatiye neden olabilecek diger nedenlerin dislanmasa.

Hipoksik iskemik ensefalopatiye 6zgiin olmayan ek Slgiitler:

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

2.1k 72 saat icinde ¢oklu organ tutulumunun olmast,

3.Hipoksik iskemik olaym dogum Oncesinde veya dogum sirasinda baslamig
olmasi,

4.Erken donemde yapilan goriintiillemede akut ve yaygin beyin hasar1 varliginin
kanitlanmasi,

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

bulgularin (bradikardi, gec veya degisken deselerasyonlar) saptanmast.

HIE tanismin konmasi kadar siddetinin belirlenmesi de onemlidir. Hafif HIE
genellikle tedavi gerektirmeden kisa zamanda diizelmekte ve Onemli Oziirlere sebep
olmamaktadir. Agir HIE ciddi seyretmekte ve var olan tedavilere ragmen agir dziirlere
sebep olmaktadir. Orta derecede HIE’li bebeklerin ise bir kismi tedaviden yarar
goriirken ve onemli oziirler gelismezken, diger kisminda 6nemli 6ziirler olugsmaktadir
(59). Orta derecede HIE’nin bu kadar farkli bicimde sonuglanabilmesi evreleme
amactyla yaygin olarak kullanilan Sarnat ve Sarnat siniflamasinin yetersiz oldugunu
diisiindiirmektedir. Oykii ve fiziksel inceleme her zaman HIE tanisinin konmasi ve
tedaviden fayda saglayacak hasta grubunun belirlenmesi icin yeterli olmamaktadir, bu
nedenle elektrofizyolojik, biyokimyasal ve radyolojik yontemlerden de yararlamlmaya

calisilmaktadir.

2.1.5.1. Biyokimyasal Testler

HIBH tanisinda ¢ok sayida biyokimyasal testten faydalanilmaktadir. Bunlardan
birkism1 agagida belirtilmistir.

* Kord kani pH’sinin 7,1’in altinda olmast
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* Plazma laktat oraninda artma

* Artmis beyin omurilik sivisinda protein diizeyi

* Artmig Kreatin Kinaz (CK), CK-MB, iirik asit, amonyak diizeyleri

* N-asetil-aspartat (Naa) diizeyinde diisme

* Naa/kreatinin veya Naa/kolin oraninda diistiklitk

* Son zamanlarda CK’nin beyine spesifik izoenzimi (CK-BB) iizerinde caligmalar
yogunlasmistir. HIBH sonras1 alt1 saat icinde 6lciilen CK-BB diizeylerinin 6len veya
agir hasarli olan bebeklerde ¢ok daha fazla oldugu saptanmistir.

* BOS’ un laktat dehidrogenaz ve hidroksibiitirat dehidrogenaz, plazmanin ise
hipoksantin, vazopressin, eritropoetin diizeylerinde artis.

e Son yillarda HIBH ile serum malondialdehid diizeyleri arasinda bir baglanti
oldugu saptanmistir. Bir calismada zamaninda dogmus ve HIBH olusmus bebeklerin
serum-BOS MDA diizeyleri, BOS/serum MDA oran1 kontrol grubu ile karsilastiriimis,
HIBH olan grupta her iki deger de yiiksek bulunmustur. HIBH agirlastikca serum
diizeyinin daha belirgin sekilde arttig1 gosterilmistir. HIBH gelisen bebeklerde MDA
diizeyinde artis ne kadar yiiksekse HIBH nin o kadar siddetli oldugu ileri siiriilmiistiir
(29, 42).

2.1.5.2. Elektrofizyolojik testler

EEG: HIBH’ de hasarm derecesini tespit etmede yardimci olur. Ayrica tani
koymak ve prognozu belirlemekte EEG nin 6nemi vardir. Agir HIBH’ den sonra
0zellikle zamaninda dogmus yenidoganlarda 6zgiin EEG bozukluklarn gbzlenebilir (60).
[k olarak amplitiidte 1hml1 baskilanma, elektriksel aktivetede yavaslama goriiliir. Ara
sira patlamalarla boliinen voltaj baskilanma donemleri ve keskin ve yavas dalga sekli
vardir. Zamanindan Once dogan bebeklerde bu degisikliklerin ayirt edilmesi zordur.
[lerleyen giinlerde daha ciddi voltaj baskilanmasi ve diken, yavas dalga patlamalari
goriiliir. Buna patlama baskilanma goriintiisii denir. Bu goriintiiniin elde edilmesi kotii
prognoz anlamina gelmektedir (61, 42). Klinik bulgular olmasa da sessiz nobetlerin
degerlendirilmesi amaciyla siipheli vakalarda EEG yapilmasi tavsiye edilmektedir (62).

Beyin sapinin isitsel ve gorsel uyarilmis potansiyelleri (BAEP ve VEP) 6l¢iimii:

Beyin sapmin isitsel uyarilmis potansiyelleri ve gorsel uyarilmis potansiyellerin
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Olctimiiniin sinirsel sagirhik ve gorsel bozuklugu retrospektif olarak onceden bildiren
yontemler oldugu kabul edilmektedir. Uyarilmis beyin sap1 potansiyelleri perinatal
asfiksinin tani, izlem ve prognoz tayininde kullamlmaktadir. Bu testler, beyin sapi
yapilarim1 degerlendirmeye imkan tanir. Zamamnda dogan bebeklerde yapilan bir
caligmada ilk 24 saatte normal somato-sensoriyel uyarilmis potansiyellerin (SEP) iyi

prognozu dnceden belirlemede %94 duyarli oldugu bildirilmistir (61).

2.1.5.3. Radyolojik Yontemler

¢ Kraniyal Ultrasonografi

e Renkli Doppler Sonografi

¢ Bilgisayarli Tomografi (BT)

e Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG)

e Manyetik Rezonans Spektroskopi (MRS)

¢ Proton Manyetik Rezonans Spektroskopi

HIBH’ nin tanisinda kullanilan radyolojik yontemlerdir (52, 63)

2.1.6. HIBH’ de Tedavi

Gebe ve yenidogan izleminde dnemli ilerlemeler saglanmasina ragmen HIE tiim
diinyada yenidogan oliimlerinin ve Oziirlerinin onde gelen sebeplerinden biri olmay1
siirdiirmektedir ve istenen derecede etkili bir tedavi sekli bulunmamaktadir. Var olan
tedavi yontemlerinden ozellikle sogutma tedavisinin etkinligi kanitlanmis olmasina
ragmen biitiin hasta gruplari i¢in yeterince etkili gibi gériinmemektedir. Bu nedenle yeni
tedavi yontemleri ile ilgili aragtirmalar devam etmektedir (64, 65, 66).

Tiim ugraslara ragmen HIBH 6nlenememisse asagidaki tedavi sekillerinden bebek

icin uygun olan se¢ilmeli ve uygulanmalidir.

* Solunumun saglanmasi
* Beyin dolagiminin saglanmasi

* Normal kan sekeri diizeyinin saglanmasi
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* Nobetlerin kontrolii
* Beyin 6deminin kontrolii

* Deneysel tedavi yontemleri

Solunumun Saglanmasi: Oksijen ve karbondioksit normal sinirlarda tutulmalidir.
Ciinkii hipoksinin kontrol edilmedigi kosullarda serebral hasar artmaktadir.

Beyin Dolasimmin Saglanmasi: HIBH’ de beynin otoregiilasyonu bozulmustur.
Beynin dolasimi, kan basinci araciligi ile pasif olarak saglanmaktadir. Kan basinci
diistiigiinde beynin dolagim1 azalmakta ve hasar artmaktadir. Bu sebeple sistemik basing
normal sinirlarda tutulmalidir. Bradikardinin eslik ettigi apnelerde beyin kan akimi
azalacagindan apneye neden olabilecek durumlar ortadan kaldirilmalidir. Polisitemi
hiperviskositeye neden olarak dolasimi bozar ve beyinde enfarktlara sebep olabilir, bu
nedenle olmasi1 durumunda tedavi edilmelidir (67, 68, 69).

Kan Seker Diizeyinin Ayarlanmasi: HIBH tedavisi sirasinda en uygun kan
sekeri seviyesi tartigmalidir (70). Hiperglisemi ile hipoksik dokuya yeterli substrat
saglanarak enerji yetersizliginin engellenecegi ve hasarin azaltilabilecegi iddia
edilmistir. Bazi hayvan deneyleri ise hipergliseminin hipoksik dokudaki laktat
seviyesini yiikselterek hasar1 arttirdigim bildirmislerdir. Bu sebeplerle kabul goren
giincel yaklagim hastalarda normoglisemi saglanmasidir (71, 72).

Nobetlerin Kontrolii: Orta ve agir derecede HIE’li bebeklerde ilk saatlerden
itibaren genellikle nobetler goriilmektedir. Yapilan hayvan ve insan ¢aligmalari
nobetlerin yanhzca bir bulgu olmadigini, var olan HIBH’yi arttirdigini bildirilmislerdir.
Ayrica hipoksik iskemik ensefalopatili bebeklerde olusan nobetlerin siddeti ve beyin
hasar1 arasinda bagimsiz bir iliskinin varlig1 da gosterilmistir (73, 74, 75).

Beyin Odemi Tedavisi: HIBH sebebiyle olusan beyin 6demi 6nemli bir sorundur.
Bugiine dek tedavisi i¢cin mannitol, steroid, idrar soktiiriicii gibi ilaclar ve bas yilikseltme

gibi fiziksel yontemler kullanilmigtir.

2.1.6.1. Deneysel Tedavi Yontemleri

Hipotermi Uygulanmasi: Hipotermi serebral metabolizma hizim1 diisiirdir.

Nekrotik ve apoptotik hiicre 6liimiinii baglatan néronal enerji kaynaklarindaki azalmay1
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onleyerek apoptozu engeller. Ayrica oksijen metabolizmasini yavaslatir, sitotoksik
o0demi Onler, eksitotoksin ve NO salinimini inhibe eder (76, 77, 78). Deneysel
caligmalar ile hafif hiperterminin olasilikla eksitotoksinleri arttirarak hipoksik-iskemik
hasar1 agirlagtirdig1 gosterilmistir (79). Serebral hipoterminin yararh etkisinin eksitator
amino asitler ve nitrik oksit sentezini inhibe etmesi ve apaptozu azaltmasina baglh
oldugu ileri siiriilmektedir (80, 81, 82).

Kok Hiicre Tedavisi: Vaskiiler endotelyal biiylime hormonu ve néronal kok
hiicre tedavisinin damar i¢i uygulandigi sican ¢aligmasinda, iki maddeyi ayn1 anda alan
grupta, tek madde uygulanan ve madde uygulanmayan gruplara gore daha yiiksek
proanjiogenetik etki gozlenmistir. HIBH nin etkilerinin azaltilabilecegi one siiriilmiistiir
(83). Hipoksik iskemik hasar olusturulan siganlara rekombinant insan graniilosit koloni
uyarict faktdr verilmesi sonrasi siganlarin yasam siirelerinin arttii, infarkt alanin
kiigiildiigii bildirilmistir (84).

Bir ¢alismada si¢anlarda olusturulan HIBH modelinde, hipoksik iskemik sicanlara
cok yonlii kok hiicre astrositleri verildiginde bu hiicrelerin hasarlanmig bolgeye goc
ettigi gosterilmistir. Verilen kok hiicre astrositlerinin hasarlanmig bolgelerde néronlora
ve glial hiicrelere farklilagtig1 saptanmistir (85).

Zheng ve ark. dogumdan sonra siganlardan 1-6 giinler arasinda supepandimal
bolgeden ¢ok yonli astrositik kok hiicreler elde etmis ve bu astrositik kok hiicreleri
dogumdan sonraki yedinci giinde hipoksi-iskemi gelistirilmis si¢anlara vermislerdir.
Sonrasinda astrositik hiicrelerin noronlara doniistiigiinii ve hasarlanmis bodlgede
bulunduklarin gostermislerdir (85).

Takeshi Hayashi ve ark. hipoksi ve iskemiden sonra astroglial, oligodendroglial
ve mikroglial hiicrelerde artis oldugunu bildirmislerdir. Bu da iyilesme evresinde bu
hiicrelerin dnemli rollerinin oldugunu gostermektedir. Perinatal beyin hasarlanmasinin
tedavisinde bu progenitdr hiicrelerin Onemli bir potansiyele sahip oldugu
belirtilmektedir (86). Perinatal dénemde hipoksiye maruz kalan yenidoganlara cok
yonlii astrositlerin verilmesi ile meydana gelen norolojik hasarin en az seviyeye
indirilebilecegi diisiiniilmektedir.

N-asetil Sistein: N- asetil sistein kan beyin bariyerinden ve plasentadan rahatlikla
gecebilmesi, yan etkisinin az olmasi ve ndron koruyucu 6zelliginin olmas1 sebebiyle

dikkat ceken bir ilagtir. Glutatyon onciilii gibi hareket ederek oksidan radikallerin,
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apoptozisin ve yanginin meydana gelmesini baskilar (87). Eriskin inme modelinin
olusturuldugu ¢alismalarda oksijen radikallerini temizledigi, yangiyr ve NO iiretimini
baskiladig1 boylece reperfiizyon doneminde olusan hasar1 azalttigir gosterilmistir (88,
35).

Magnezyum Siilfat: Magnezyum siilfat gebelige ikincil gelisen hipertansiyon
tedavisinde sik olarak kullamilmaktadir ve bunun i¢in kullanildiginda yenidoganlar
izerine de olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir (89). Magnezyumun bir uyarici
aminoasit olan glutamatin NMDA reseptorlerini inhibe ederek hiicre igine kalsiyum
girisini engelledigi ve bunun sonucunda noron Sliimiinii onledigi bildirilmistir (90).
Yenidogan siganlarda yapilan calismada magnezyum siilfatin orta derecede HIBH
tedavisinde etkili oldugu ancak agir HIBH de etkili olmadig1 gosterilmistir (91).

Ksenon: Ksenon anestezide kullanilan ve yakin ge¢cmiste ndron koruyucu
etkisinin oldugu bulunan bir gazdir (92). Etkisini uyarici bir aminoasit olan glutamatin
NMDA reseptorlerine yarigsmasiz olarak baglanarak gosterdigi diisiiniilmektedir.
Yenidogan siganlarda olusturulan hipoksi-iskemi sonrasinda ksenon uygulamasinin
yararh etkileri oldugu bildirilmistir (93). Ayrica sogutma tedavisi ile birlikte ksenon
verilmesinin daha faydali sonuclar sagladigi gosterilmistir (94).

Allopurinol: HIBH’nin olusumunda o6zellikle yeniden kanlanma evresinde
serbest oksijen radikalleri onemli rol oynarlar. Ksantin oksidaz siiperoksit iiretiminde
etkin olan bir enzimdir. Bir ksantin oksidaz baskilayicisi olan allopurinoliin HIBH’de
kullanimiyla ilgili ¢cok sayida ¢aligma bulunmaktadir. Yenidogan sicanlarda yapilan bir
arastrmada hipoksi iskemi olusturulmasindan sonra 15. dakikada allopurinol
verilmesinin beyin hasarini azalttig1 bildirilmistir (95). Insanlarda da HIE’de allopurinol
tedavisi ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. Yakin zamanda yayinlanan bir ¢alismada
allopurinoliin hipoksik iskemik ensefalopatide onemli derecede yararl etkisi oldugunu
gosteren bir kanit bulunamamustir (96).

Eritropoetin: Eritropoetin glikoprotein yapisinda bir hormondur ve en dnemli
gorevi eritrosit yapimini kontrol altinda tutmaktir. Gebeligin erken doneminde fetus
karacigerinde, daha sonraki donemlerde ise bobregin tubuluslar1 ¢evresinde yer alan
kilcal damarlarin endotel hiicreleri tarafindan sentezlenir (97-98). HIE’li bebeklerin
gobek kordonu kaninda eritropoetin diizeyinin yiiksek oldugu gézlemlenmis ve bu

sebeple onarim mekanizmalar1 ile iligkisinin olabilecegi diisiiniilmiistiir (99).
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Eritropoetinin dogrudan ndron koruyucu etkisinin yaninda, ndron ¢ogalmasini ve yeni
damar yapmmini uyarici, glutamat toksisitesini onleyici, apoptozisi, yangiyl ve serbest
radikal hasarim baskilayic1 etkileri bildirilmistir (87, 97, 35). Yenidogan si¢an
calismalarinda eritropoetinin HIBH sonrasinda erken dénemde uygulanmasimin yararh
etkileri oldugu gosterilmistir (100, 101).

Kalsiyum Kanal Kapaticilari: Voltaj kapili Ca* kanallarin kapatict maddelerin
kullanimi ile kalsiyumun hiicre i¢ine girisininin engellenebilecegi ve dolayisiyla hem
nekroz hem de apoptozu tetikleyen mekanizmalarin baskilanabilecegi ileri siiriilmiistiir
(102). Yapilan bir ¢aligmada serum iyonize kalsiyum diizeyi diisiik yenidoganlarda,
HIBH ve diger organ hasarlarimin daha az oldugu bildirilmistir (103).

Nitrik Oksit Sentaz Baskilayicillari: NOS’ un arjininden sitrullin olugumunu
katalizledigi reaksiyon esnasinda NO meydana geldigi bilinmektedir. NOS
uyarilmasinin apoptozu aktive ettigi gosterilmistir (104). NO’ nun deneysel
caligmalarda fokal serebral iskemiye yol actig1 ve bu hasarin NOS inhibitorleri verilerek
Onlenebilecegi bildirilmistir (44).

Sitokin Baskilayicilari: Hipoksik iskemik olaydan sonra baglayan yeniden
kanlanma evresinde TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, PAF gibi yangisal sitokinler yogun olarak
salimirrlar ve HIBH’yi agirlagtirirlar (64). Bu sebeple yangiyr arttiran sitokinlerin
baskilanmasinin meydana gelecek hasar1 azaltabilecegi diistiniilmektedir. Son yillarda
bu amacla TNF-a baskilayicisi olan etanersept ile ilgili arasgtirmalar yapilmis ve ndron
koruyucu etkileri oldugu bildirilmistir (42, 105). Yakin zamanda yapilmis bir calismada
HIBH olusturulmus yedi giinliik sicanlara etanersept uygulamasi ile apoptozisin azaldig
saptanmistir (42). Yangisal siirecte onemli rol oynayan diger bir sitokin olan trombosit
uyarict faktoriin baskilanmasi da hipoksi-iskemiye kars1 noronlar1 korumaktadir.
Trombosit uyarici faktér baskilayicisi olan ABT-491’in HIBH’ye karsi koruyucu
oldugu yenidogan sicanlarda yapilan caligmalarda gosterilmistir (106, 52).

Hiperbarik Oksijen Tedavisi: Iskemik kas hastaliklarmin tedavisinde hiperbarik
oksijenin aralikli olarak uygulanmasinin 6demi ve nekrozu azalttigi gecmis yillarda
yapilan caligmalarda gosterilmistir (107). Yenidogan sicanlarda yapilan bir arastirmada
hipoksi-iskemi olusturulduktan bir saat sonra hiperbarik oksijen tedavisi (HBO)
uygulanmig ve HBO uygulamas ile beyin hasarinin azaldig, islevsel testlerde iyilesme

oldugu saptanmistir (108). Ancak HBO’nun bu etkileri hangi mekanizmalarla yaptigi
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acik degildir. Yakin zamanda yapilan bir arastirmada HBO tedavisinin hipoksik iskemik
olaydan ne kadar zaman sonraya kadar etkili oldugu arastirilmistir. Bu calismada HIBH
meydana getirilmis siganlara hipoksik iskemik olaydan ii¢, alti, 12 ve 24 saat sonra
HBO tedavisi uygulanmustir. Ug, alt1, 12 saat sonra uygulanan HBO tedavisi ile beyin
hasarinda azalma ve davranis deneylerinde iyilesme oldugu gosterilmistir. 24 saat sonra
HBO uygulanmasimin ise etkinliginin ¢ok az oldugu tespit edilmistir. Sonucta HBO
tedavisinin ilk 12 saat i¢inde uygulanmasinin beyin hasarmi azalttifi ve davranig
deneylerinde iyilesme sagladig1 gosterilmistir (109).

Onkosullama: Hiicre, doku ve organlar hasara sebep olabilecek bir olay veya
etkenle kargilastiklarinda bu etkene karsi koruyucu mekanizmalar gelistirirler. Bunun
sonucunda olay tekrarladiginda daha az hasarla atlatilabilir. Agir hipoksik iskemik
olaydan saatler veya giinler once dnkosul olarak o6ldiiriici derecede olmayan hipoksi-
iskemi uygulanmasinin hiicre Oliimiinii azaltabilecegi bildirilmistir (110). Fakat
perinatal donemde yasanan hipoksik iskemik durumun 6nceden tahmin edilememesi bu

yontemin klinikte kullanilmasini olanaksizlastirmaktadir (87).

2.2. Ozon

Ozon kelimesi Yunanca “koklamak” anlamina gelen “ozein”den tiiremistir. Bu
gaz 1840 yilinda Alman kimyaci Christian Friedrich Schonbein (1799-1868) tarafindan
kesfedilmistir. Ozon, ii¢ oksijen atomundan olusan bir bilesendir. Normal atmosferik
oksijenin enerji yiiklii bir bigimidir. Oda sicakliginda ozon renksiz ama karakteristik
kokusu olan bir gazdir (111).

Ozon, stratosforde bulunan en 6nemli gazlardan biridir. Azami konsantrasyonu
20-30 kilometre yiikseklikte yaklasik 1000 pg/m’ diizeyine ulasmaktadir. Giines
isinlarimn  filtreleyerek zararli olanlarin  yeryliziine ulasmasin1 engeller. Solunum
sistemini tahris eden bir gazdir ve solunan havada bulunmasi hava kirliliginin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. 200-300 nanometre (nm) dalga boyunda UV
araligindaki emilim kapasitesi sayesinde ozonosfer, giinesin yaydig: yiiksek enerji yiiklii
ultraviyole 1smlarma kars1 koruyucu bir filtre mekanizmas1 sunmakta ve biyosferdeki

biyolojik dengeyi korumaya yardimci olmaktadir. Baz1 zamanlarda hava tiirbiilanslar1
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sonucunda ozon, yeryliziine daha yakin katmanlara kiiclik miktarlarda da olsa

sizabilmektedir (112).

2.2.1. Ozonun kullanim alanlar

® Ozon; Asir1 derecede oksidan bir madde ve ileri derecede etkin bir dezenfektan
olmas1 nedeniyle biitiin diinyada su tesislerinde icme suyunun temizlenmesinde,

. Oksidanlarin aktivasyonunda (ugaklarda ve klima sistemlerinde vb.),

. Leke temizlemede (tekstil malzemelerinde yaglarin ve istenmeyen maddelerin

biyolojik olarak ¢6ziinmesi),

° Sogutma suyu, seliiloz imalatinda (istiridye, midye ve diger deniz iiriinlerinin
kiiltiirii),

° Demir ve manganezin elimine edilmesinde,

. Sise dolumunda (6rn. maden sular1),

° Hidrokiiltiirde,

. Sinai uygulamalarda, demirin yok edilmesinde,

° Kaolin imalatina,

. Organik sentezlerde oksidasyon icin,

o Farmasotik tiretim ve paketleme, foto-kimya, protein sentezi, pirojensiz su
eldesinde

o Dogal artiklarin yok edilmesinde,

] Yiizme havuzlari ve uzay arastirmalarinda (miihendislik),

o Termal banyo havuzlarinda, tat ve koku iyilestirmesi i¢in,

o Viriis deaktivasyonunda,

o Su, temizleme suyu eldesinde ve mum islemede kullanilir.

2.2.2. Medikal ozonun elde edilmesi

Farkli teknik yapilarda ozon jeneratorleri piyasada bulunmaktadir. Ornegin,

yiikksek veya algak frekanslt alternatif akimlar1 temel alan, ylizey veya plazmik desarjli
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jeneratorler vardir. Bu cihazlarda medikal ozon, seri baglanmis iki yiliksek voltaj
tiipiinden gegmektedir. Tiipler de yaklasik 4000 ile 9000 V arasinda degisen voltaja
baghdir. Enerji, tekil O, molekiillerinin, oksijen atomlarina ayrismasim saglar. Atomlar,
var olan bir O, molekiilii ile birleserek O; molekiiliinii olusturur. Fazla veya
kullanilmayan ozon, katalitik yolla yeniden oksijene doniistiiriiliir. Ozonun ayrigmasi
yalmzca sicakliga degil, sistemin biitiiniine baghdir. Konteynerin hacmi kiiciildiikce ve
sicaklik yiikseldikce, ozon/oksijen karistminin yar1 Omrii azalir. Bunun yaninda
kullanilan konteynerin malzeme yapisi da yar1 dmrii etkilemektedir.

Kullanict kural olarak ozon konsantrasyonunu iki parametre ile degistirebilir:
voltaj ve gaz akim miktari. Uygulanan voltaj artirildik¢a ozon konsantrasyonu da artar.
Gaz akis1 arttikca, yani oksijenin desarj bolgesinden akis1 hizlandik¢a, ayrismamis O,
molekiillerinin sayisi, yani ozon konsantrasyonu daha az olacaktir. Oksijen akis1
cogaldikca ve daha fazla voltaj uygulandikca, ozon konsantrasyonu da yiikselir. Ancak
yaklagik olarak 1-10 litre/dakikadan daha yiiksek bir degerin uygulanmasi pratik olarak
miimkiin degildir. Ozon konsantrasyonu voltaja ek olarak sicaklik, basing, akis hacmi
gibi cesitli parametrelere bagli oldugu icin ozon jeneratorlerinde O; konsantrasyonu
stirekli olarak olgiilmelidir. Standart 6l¢iim olarak UV fotometresi, konsantrasyonun

belirlenmesinde tercih edilen yontemdir (112).

2.2.3. Medikal ozonun uygulama bicimleri

a. Sistemik uygulamalar

Major otohemoterapi: Son yillarda major otohemoterapi, diisiik riskli ozon
uygulamalarinin en Oonemli sekli haline gelmistir. “Ozon+kan reaksiyonu”, hastanin
viicudunun disinda gerceklesmekte, bundan sonra hastanin kendi kani aktif eritrositlerle
reinflizyona sokulmakta ve immiino-kompetan hiicreler aktive olmaktadir.

Bu tedavide ilke olarak uygulama steril malzemeler kullamlarak kapali, basinci
almmis bir sistem i¢inde yapilmaktadir. Hastadan 50-100 ml kan alinir, organizma
disinda ozon ile zenginlestirilir. Ozon/oksijen karisimi, kandan son derece ince
kabarciklar bi¢giminde gecirilir. Kan daha sonra hastaya rutin transfiizyon islemlerinde

oldugu gibi tekrar infiize edilir. Major otohemoterapinin en 6nemli endikasyonlari,
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arteriyel dolasim bozukluklari, enfeksiyonlar, bagisiklik sistemi yetersizlikleri, kanser
hastaliklarinin adjuvan tedavileri ve romatizma/eklem iltihaplaridir (113).

Rektal insiiflasyon: En eski sistemik ve lokal uygulama yollarindan biri, ozon
gazinin rektal uygulanmasidir. Sistemik etkileri agisindan major otohemoterapiye
alternatif olusturmustur. Bu yontemle, yaklasik 10-12 insiiflasyonluk bir uygulama
dizisini takiben major otohemoterapiye benzer sonuglar elde edilebilir. Rektal
insiiflasyon, katetere bagli ozona direngli bir enjektdor yardimi ile veya bir ozon
konteyneri ve silikon doz cantas1 kullanarak gergeklestirilebilir. Kural olarak 150-300
ml ozon/oksijen karistmi uygulanir. Bu tatbik ydnteminin cocuklarda en uygunu ve
pratigi oldugu gosterilmistir. Insiiflasyon, hastaya yiiziikoyun yatar pozisyonda
uygulanmalidir (113).

Genel olarak rektal insiiflasyon, vendz yapilarinin uygun olmadigi major
otohemoterapi endikasyonu olan hastalarda, bagirsaklarda proktit veya kolit gibi
patolojik durumlarda veya immiin sistemi zayif pediatrik vakalarda rekiirren

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilir (113).

b. Topikal uygulamalar

Diisiik basinch ozon gaz uygulamasi: Lokal olarak sinirlt yaralarda
ozon/oksijen karigimi plastik kap bigiminde bir cihazdan siirekli olarak tedavi edilecek
olan bolgeye akitilir. Bolge daha 6nce su ile 1slatilir. Basing, yani kismi vakum, hastanin
kendisini en az rahatsiz hissedecegi bicimde ayarlanir. Uygulamanin, dzellikle dekiibit
yaralarinda, radyasyon hasarinda ve fistiillerde yararli olabilecegi gosterilmistir.
Diyabetik ayak yaralarinda plastik bir bot kullanilir ve hastanin bacagi bot igine
yerlestirildikten sonra botun iist kism1 gaz kacirmayacak sekilde kapatilir (113).

Ozona direncli plastik kaplarda transkiitan ozon irrigasyonu: Venoz iilserler
ve genis alana yayilan asir1 enfekte olmug yaralarin tedavisinde ozona direngli plastik
canta ve/veya torbalarin kullanilmasi1 pratiktir. Yara, uygulama Oncesinde salin ile
yikanir; ardindan bir velcro band: ile gaz kagirmasi Onlenir. Igerisindeki hava once
acma-kapama muslugu ile cikartilir ve ardindan belirlenmis oksijen/ozon karigimi ile
doldurulur. Ulser veya yara bolgesi ile gaz karisimimin temasi saglanir. Medikal ozon

ortalama 10-15 dakika kadar siireyle uygulanir. Artik ozon, katalizér kullanilarak
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oksijene doniistiiriiliir ve solunum yolu ile ortaya cikabilecek bir sorun engellenmis
olunur (113).

Ozonize su uygulanmasi: Ozonize su, yeni veya yakin zamanda yapilmig
cerrahi miidahaleler de dahil olmak iizere, enfekte olmus her tiir yaraya kars1 topikal
uygulama i¢in endikedir. Ozonize su, kompresler biciminde uygulanabilir. Ayni
zamanda tamamlayici bir tedavidir. Ciinkii 1slak bir ortam s6z konusu oldugundan, polar
O; molekiilii, aym yapidaki H,O molekiilleri tarafindan cevrilir; boylelikle
enflamasyon, yanik ve diger deri lezyonlar1 gibi lokal uygulamalarda optimal bir konum
saglar. Ayrica ozonize kompresler, 6dem olusumu gibi enflamatuar siireclerin baslangi¢
asamalar1 swrasinda hizli ve Onemli Olgiide agr1i kontrolii saglar. Lokal ozon
uygulanmasi, hiicresel metabolizmay1 aktive eder, ATP artis1 saglar ve lezyonun
yakinindaki iireme yatkinligin1 koruyan hiicrelerin polarize olmalarina katkida bulunur.
(113).

Kural olarak ozonize su, ¢ift damitilmig sudan taze olarak hazirlanir. Bu su
maksimum 20 pg/ml ozon absorbe eder ve oda sicaklifinda yar1 omrii ortalama 10
saattir. Pratik olarak herhangi bir gaz aciga ¢ikarmadig icin havaya ozon karismaz.
Kullanilan ozon miktar1 suda erime 6zelligi ile orantili oldugundan doz asimi
gozlenmez. Ozonize su, enfekte yaralarin tedavisinde, mantar enfeksiyonlari, liken veya
kiiflerde, zona, herpes tedavisinde ve dis hekimliginde hem dezenfektan olarak, hem de
dis cekimi sonrasindaki yaralarin tedavisinde, bukkal kavitedeki iltihaplar, candida veya
prodontitis vakalarinda kullanilabilir (113).

Topikal uygulama olarak rektal insiiflasyon: Sistemik etkisine ek olarak
rektal insiiflasyonunun lokal etkisi de kolit ve proktit tedavisinde 6nemli yer tutar. Fistiil
tedavisinde fistiil icine ozon/oksijen infiltrasyonu i¢in kateter ve emilim kabi1 birlikte
kullanilir (113).

Intraartikiiler enjeksiyon: Intraartikiiler ozon enjeksiyonunun basta omuz ve
diz eklemleri olmak iizere akut ve kronik agrili eklem rahatsizliklarinda yararh ve etkili
oldugu kanitlanmistir. En 6nemli kullanim alanlar1 gonartroz, akut/kronik agrili eklem
rahatsizliklar1 ve hareket kisithgi olusturan eklem rahatsizhklaridir. Intraartikiiler ozon

uygulamasi, eklem agrilarinin tedavisinde yardimci bir yontemdir (113).
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2.2.4. Medikal ozonun etki mekanizmalanr

1-100 pg/ml konsantrasyon araligindaki saf oksijen ve saf ozon karigimi olan
medikal ozon, fizyolojik kosullarda yiiksek derecede secici reaktivite gosteren bir terapi

ajanidir.

Lokal uygulamada medikal ozonun etkileri:

1. Antimikrobiyal etki,

2. Yaralar1 etkin ve hizli temizleme etkisi,

3. Yara iyilestirmede gelisme ve hizlanma saglamasi,

4. Etkin bir bagisiklik sistemi harekete geciricisidir.

Sistemik uygulamada medikal ozonun etkileri:

a.Alyuvar hiicreleri

1. Reolojik 6zeliklerin gelismesi,

2. RBC metabolizmasinin aktivasyonu, 2,3-DPG ve ATP artisi,
3. HbO,/Hb dengesinin saga kaymasi,

4. O, salimmminda artma,

b.Immiino-kompleman hiicreler

1. Mononiikleer hiicrelerin 1liml aktivasyonu,

2. Sitokinlerin serbest kalmasi (IL-1, IL-2, IFN-y, TNF-a, TGF- vb) (114).

Ozon, oksijen ile kiyaslandiginda 1.6 kat daha agirdir ve suda 10 kat daha fazla
¢Oziiniir. Her ne kadar ozon radikal bir molekiil degilse de, fluorin ve persiilfattan sonra
ticiincii en potent oksidandir (Eo= +2.076 V). Ozon, saklanamayan ve kararli olmayan
bir gazdir ve 20°C’de yar1 6mrii 40 dakika oldugundan iiretilir iiretilmez kullanilmalidir.
Ozonun tipta kullanilmasi isteniyorsa mutlaka toksisitesinden korunmak gerekir ve bu
da yalnizca iyi standardize olmus bir fotometresi olan ozon jeneratdrii ve daha 6nceden
belirlenmis gaz hacmini kullanarak saglanabilir. Bunun yaninda toksisite olusturmadan
terapotik etkinlik saglayacak optimal dozu bilmeliyiz. Degisen derecelerde goz ve
akcigerler, ozona son derece hasastir ciinkii bu organlarin minimal notralize edici
kapasiteleri vardir ve bu yiizden ozon, bu organlarla temas etmemelidir.

Herhangi bir gaz gibi, sicakliga bagl olarak ozon saf su icinde Henry kanununa

gore fiziksel olarak c¢oziiniir. Sadece bu durumda ozon reaksiyona girmez ve sikica
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kapatilmis bir cam sisede ozonlu su birka¢ giin boyunca aktif olarak kalir. Diger
yandan, biyolojik sivilarda (fizyolojik salin, plazma, lenf sivisi, idrar vb.) ¢Oziiniir
¢Oziinmez reaksiyona girer.

Tercih sirasina gore ozon ¢oklu doymamis yag asitleri, askorbik asit ve iirik
asitler, sistein gibi —SH grubu olan tiol bilesikleri ile indirgenmis glutatyon (GSH) ve
albiimin ile reaksiyona girer. Ozonun dozuna bagh olarak karbonhidratlar, enzimler,
DNA ve RNA da etkilenebilir. Biitiin bu bilesikler, elektron vericisi olarak davranirlar
ve oksidasyona ugrarlar (114).

Temel reaktif oksijen tiirii molekiilii, bircok biyolojik ve terapotik etkiden
sorumlu olan, ozon mesajcis1 gibi davranan hidrojen peroksittir (115, 116). Reaktif
oksijen tiirlerinin her zaman zararh olduklar1 goriisii artik kabul gormemektedir ciinkii
fizyolojik miktarlarda, sinyal iletiminin diizenleyicisi olarak gorev yaparlar ve savunma
ve immiin yanitin 6nemli medyatorleridir. Her ne kadar reaktif oksijen tiirlerinin yar1
Omiirleri bir saniyeden daha az olsa da, 6nemli hiicresel bileskeleri hasara ugratabilirler
ve bu yiizden hasar olusturmaksizin biyolojik etki saglayabilmeleri i¢in dikkatlice
kalibre edilmelidirler. Bu, kamn 6l¢iilebilen antioksidan kapasitesine karsilik ozon
dozunu ayarlayarak saglanabilir ve eger gerekir ise ozon tedavisi ncesi veya siiresince
oral antioksidan verilmesi ile gliclendirilebilir (21).

Plazmadaki mevcut coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu, lipid
oksidasyon iiriinlerinin {iretimi takip eder: bunlar heterojendirler ve lipoperoksitler
(LOO), alkoksil radikalleri (LO), lipohidroperoksitler (LOOH), izoprostanlar ve
MDA’nin bulundugu alkenaller olarak siniflandirilabilirler. Radikaller ve aldehidler
intrinsik olarak toksiktirler ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda ortaya cikartilmalidirlar.
Reaktif oksijen tiirlerine gore in vitro kosullarda daha kararhidirlar fakat kanin
reinfiizyonu, safra ve idrardan atilimlar1 ve GSH-transferaz ve aldehid transferazlarla
metabolize olmalar ile viicut sivilarinda belirgin bir diliisyona ugrarlar. Bu yiizden,
yalmzca mikromolar diizeyin altinda konsantrasyonlar1 kemik iligi, karaciger, santral
sinir sistemi, endokrin bezler gibi organlara ulasabilir ve buralarda devam eden akut
oksidatif streste sinyal ileti molekiilii olarak gorev yaparlar. Eger hastalik durumu cok
ileri boyutta degil ise, bu molekiiller siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin upregiilasyonunu

saglayabilirler (117).
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Mikromolar diizeylerin altindaki lipid oksidasyon iiriinleri seviyelerinin uyarici
ve yararli, yiiksek seviyelerin ise toksik olabilecegi bildirilmistir (117). Bir¢ok deneysel
veriye dayandirilan bu sonug, terapotik sonuca ulasabilmek icin ideal ozon
konsantrasyonlarina ulagmak gerektigi sonucunu kuvvetlendirmektedir: ¢ok diisiik
konsantrasyonlar etkisizken, ¢ok yiliksek dozlar negatif etki (halsizlik, yorgunluk vb.)
aci8a cikartabilirler. Bu ylizden toksisite ortaya ¢ikartmadan oksidatif etkiyi tetikleyerek
biyolojik etki gosterebilmeleri i¢in esik seviyenin hemen {izerinde bir degere
ulasmalidirlar.

Ozonasyon olay1 reaktif oksijen tiirleri ve lipid oksidasyon iiriinleri olusumu ile
karakterizedir. Reaktif oksijen tiirleri aninda etki gosterip kayboldugundan, dolagim
yolu ile lipid oksidasyon iiriinleri dokulara dagilir.

H,0; kolaylikla plazmadan hiicre i¢ine difiize olur ve sitoplazma icinde aniden
ortaya ¢ikmasi tetikleyici uyariciyr temsil eder; hiicre tipine bagh olarak eritrositler,
I6kositler ve trombositler i¢inde ¢esitli biyokimyasal yollar aktive olur ve ¢ok sayida
biyolojik etkinin ortaya cikmasini saglar. Eritrositlerde cevap olarak ATP ve 2-3 DPG
tiretiminde artiy meydana gelir. Oksijen-hemoglobin disosiasyon egrisindeki saga
kaymadan dolay1 iskemik dokulara oksijen taginmasi kolaylasir (118).

Ozon notrofilleri aktive ederek ve bazi sitokinlerin sentezini uyararak immiin

sistemin ¢aligmasini artirarak etki gosterir (119).

2.3. Sicanlarin Biligsel ve Lokomotor Yetilerinin Degerlendirilmesi

Sicanlarin biligsel ve lokomotor yetilerinin degerlendirilmesinde bugiine dek
tanimlanmig ¢cok sayida hayvan davrams deneyi (HDD) modeli mevcuttur. HDD’ ler ile
sicanlarda anksiyete, otonom fonksiyonlar, 6grenme, hafiza ve lokomotor aktivite gibi
bircok yetinin degerlendirilmesi yapilmaktadir. Bilimsel yeterlilik dlgiitlerinin tiimiine
ayni anda sahip olan bir HDD modeli yoktur ve bu modellerin cogu %100 kesinlikte
sonug¢ saglayamamaktadir. Bilim ve teknolojideki ilerlemelerle hayvan davranis deneyi
modelleri giderek istenen ideal diizeye ulasabilecektir (52).

Davranis deneylerinin siganlarin néromotor gelisiminin tamamlandigr 80-85.

giinlerden sonra yapilmasi dnerilmektedir (24). Siganlarin dogumu takiben kag¢ haftalik
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oldugu belirtilen ya da belirtilmeyen pek ¢ok calismada, deneylerin ortalama 180-400 gr
agirhigindaki eriskin erkek sicanlarla yapildig: bildirilmistir (25, 26, 28).

Bu deneylerde sicanlarin cinsiyetlerine gore farkli davranmiglar sergiledigi tespit
edilmistir (120). Ozellikle uzaysal 6grenmenin degerlendirilmesinde erkek cinsiyeti
daha uygun oldugu saptanmistir (121-123). Bu durumun hormonal farklilik ve
hipokampiis gelisimdeki farktan kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir (121). Bu nedenle
yapilan pek ¢cok calismada erkek sigan kullanilmistir (25, 26, 124) .

Tim HDD’lerin 23 + 1°C sicaklifinda, 12 saatlik gece-giindiiz dongiisiiniin
saglandig1 bir odada ses, 151k, sicaklik ve bekleme kosullarinin standardize edildigi
ortamlarda yapilmasi Onerilmektedir. Bu standardizasyonun saglanabilmesi i¢in tiim
hayvan gruplariin deney alanina deney giiniinden birkac giin once getirilmesi ve
ortama alistirilmasi gerekliligi bildirilmistir (52).

Calismaya alinacak sicanlarin daha Onceden yavrulayan ve onceki yavrulara
bakmis olan bir anneden alinmalari 6nemlidir. Aksi durumuda caligmaya alinan
sicanlarin anne tarafindan bakilmama ve 6lme riski olabilir. Tiim sicanlar ayn1 siirede
annelerinden ayrilmali, benzer sekilde beslenmeli ve benzer sayida sican aym kafese
konmalidir. Boylece néromotor geligimlerini etkileyebilecek diger faktorler miimkiin
oldugunca azaltilmalidir (52).

Davranig deneyi modelini uygulayan arastirmacinin da her gurup icin aym kisi
olmasi, aym renk giysi giymesi, ayn1 parfiimii kullanmasi, her zaman aym yerde
durmasi gibi faktorlere de dikkat edilmelidir (52).

Sicanlarda biligsel ve motor yetilerin degerlendirilmesi amaciyla pek cok farkli
diizenek kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 rotarot diizenegi, sekiz kollu 1sinsal
labirent, T labirent, yiikseltilmis art1 labirent, acik alan ve Morris su tankidir.

Sicanlarin duygusal durumunu, sedasyonunu, lokomotor aktivitesini Slgmede
acik alanmn kullanilmasi ve c¢alismanin dogumu takiben 10. haftada yapilmasi
onerilmektedir (125, 126). Morris su tanki Prof. Richard Morris tarafindan
tanimlandigindan bu yana kemirgenlerin Ogrenme ve hafiza ¢aligmalarinda sikca

kullanilmaktadir.
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2.3.1. Acik Alan Deneyi

Sicanlarin duygusal durumunu, anksiyete davraniglarini, otonom islevlerini,
lokomotor aktivitelerini degerlendirmek icin kullanilmaktadir (127). Ilk defa 1934
yilinda Hall ve arkadaslar1 tarafindan daire tabanli olarak tanimlanmistir ancak
giiniimiizde kare, dikdortgen sekillerde kullanilmaktadir. Diizene§in zemini cesitli
sayida, esit Olciilerde, kare seklinde alana boliinmiistiir. Calismaya alinan sigan bu
diizenege 2- 20 dakika siireyle birakilir. Hayvanin tek olarak bilmedigi ortama
birakilmas1 genis alan korkusunu tetikler ve anksiyete davranis1 goriilebilir. Dolasilan
kare sayis1 ¢evreyi arastiriciligin olciisii olarak kabul edilir. Donakalma siganin hicbir
hareket yapmadig1 ve cevresi ile iligkisini kestigi durumdur. Sahlanma si¢anlarin 6n
pengelerini  kaldirip arka bacaklar1 iizerinde durduklar1 pozisyondur. Cevreyi
aragtiriciligin belirtisi olarak degerlendirilir (127, 128). Anksiyete i¢in; sahlanma sayisi,
kenarda kare gecme sayisi, kasinma sayisi ve siiresi, merkezde kare gegme sayisi
incelenir. Otonom fonksiyonlar icin kasimmma, gaita cikarma sayilarma bakilir.
Lokomotor aktivite icin kare ge¢cme sayisi, donakalma siiresi, katettigi yol ve hiz
degerlendirilir. Veri kayitlar1 bilgisayar programi vasitasiyla yapilabilecegi gibi gozle

takip edilerek ve siire dlger kullanilarak manuel olarak da yapilabilir (52).

2.3.2. Morris Su Tanki

Su tanki 1981 yilinda Morris tarafindan (27) tanimlandigindan bu yana
kemirgenlerin 6grenme ve hafiza ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (129).
Genellikle silindir seklinde bir tank kullanilir ve ici 21- 26°C sicaklikta su ile
doldurulur, oda sicaklig1 23 £1°C’de sabit tutulur (52). Su tankinin i¢ine su yiizeyinin 1-
2,5 cm kadar altina hayvan tarafindan goriilemeyecek sekilde kare veya daire seklinde
bir yiikselti yerlestirilir. Hafizanin degerlendirilmesinde su tanki sanal olarak dort
kadrana ayrilir. Bir kadrana gizli yiikselti sabit olarak yerlestirilir. Her giin sicanlar
strastyla farkli bir kadrandan yiizleri su tankinin duvarina doniik sekilde birakilirlar ve
gizlenmis sabit yiikseltiyi bulmalar1 beklenir. Sicanlar suya her birakildiklarinda
yiikseltiyi bulmalar1 icin beklenen siire esit olmalidir ve bu siire 30- 180 saniye arasinda

belirlenebilir. Eger gizli yiikselti bulunamaz ise deneyi uygulayan kisi tarafindan sigan
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yonlendirilerek gizli yiikseltiyi bulmasi saglanir. Yiikselti tizerinde bekleme siiresi her
sigan icin esit olmak iizere ii¢ saniye ile 30 saniye arasinda belirlenebilir. Giin gectikce
sicanlarin gizli ylikseltinin yerini 6grenerek daha kisa siirede bulmalar1 beklenir. Hafiza
deneyleri bes ile 13 giin arasinda siirdiiriilebilmektedir. Deneyin son giiniinde yiikselti
yerinden ¢ikarilir ve eskiden yiikseltinin bulundugu yerde sicanlarin ne kadar siire

gecirdikleri degerlendirilir (52, 128).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu cahgma Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji, Cocuk Saghigi ve
Hastaliklari, Patoloji ve Tibbi Biyokimya Anabilim Dallar1 tarafindan yiiriitiilmiistiir.
Calisma Mersin Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari ve
Fizyoloji Anabilim Dali Davranig Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calisma icin

Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alinmistr.

3.1. Kullanilan Ara¢ ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

¢ Diseksiyon icin mikroskop (Leica S6D)

e Deri ve deri alt1 dokularin agilmas1 ve dekapitasyon icin pens, bistiiri

e Sag karotid arterin baglanmas1 ve derinin kapatilmasi i¢in 6-0 ipek ve
portegii

¢ Hipoksi Odacig (25x25x10), (Sekil 3.1)

®* %8 oksijen %92 azot karisiminin bulundugu gaz tanki

e Oksimetre (Hudson RCI)

e Hava iletimi i¢in baglant1 hortumlari

e Sican yavrularinin isitilmasi i¢in 1sitic1 su banyosu (Elektro-mag M96-KP)

e Hipoksi odacigi sicakliginin siirekli izlemi icin elektronik termometre

e Agirhik dl¢iimleri i¢in hassas terazi (Dikomsan KD-KC-300)

® Lokomotor aktivite Ol¢iimii i¢in kare seklinde ve zemini 100x100 cm,
kenar yiiksekligi 40 cm, i¢ ylizeyi siyah olan pleksiglas bir a¢ik alan deney
kutusu

e Ogrenme ve hafizanin degerlendirilmesi icin daire seklinde ¢ap1 150 cm,
derinligi 60 cm olan ve i¢inde 15 cm ¢apl bir yiikselti bulunan paslanmaz

celikten Morris Su Tank1
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® Ozon uygulamasi i¢in ozona direncli 10 ml’lik enjektor

e Ozon jeneratorii (Evozone Basic Plus Ozone Unite)

Sekil 3.1. Hipoksi odacig.

3.2. Deney Hayvanlar

Calismaya 102 adet yedi giinliik Wistar cinsi erkek sican yavrular1 alind1 (Sekil
3.2). Sicanlar rastlantisal olarak bes gruba ayrildi. Sham grubu digindaki tiim sicanlarda
HiBH olusturuldu.

Grup I (Sham) (n=26): Anestezi sonrasinda boyun diseksiyonu yapilarak sag
karotid arteri bulunan ancak baglanmayan, hipoksi uygulanmayan grup.

Grup II (HIBH) (n=22): Hipoksi yapildiktan sonra SF’in intraperitoneal olarak
verildigi grup.

Grup III (HIBH+Ozon On Kosullama) (n=21): Hipoksi yapilmadan bir giin 6nce
ozonun uygulandig grup (6. giin).

Grup IV (HIBH+Ozon Aym Giin) (n=21): Hipoksinin yapildig1 7. giin islemden

hemen sonra ozon verilen grup.
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Grup V (HIBH+Ozon 96., 97., 98. Giinlerde) (n=12): Hipoksi yapildiktan sonra,

Morris su tanki deneyinden hemen once 96., 97., 98. giin ozon uygulanan grup.

Bu gruplara ozon 1,2 mg/kg dozda intraperitoneal olarak verildi.

Hayvanlar davranis deneyleri yapilana kadar Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvarmda barindirildilar. 24. giinden itibaren anne yanindan
ayrilarak her kafeste 4 adet sican olacak sekilde ayri kafeslere alindi. Davranig
deneylerinden iki giin 6nce hayvanlar ortama uyum saglamalari i¢cin Mersin Universitesi

Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal1 Davranis Deneyleri Laboratuvarina alindilar.

Sekil 3.2. 7 giinliik si¢anlar.

3.3. Hipoksik iskemik Beyin Hasarimin Olusturulmasi

Calismaya alinan yedi giinliik sigan yavrularina isofluran inhalasyon anestezisi

yapildi. Sicanlar sirtlar1 masaya sabitlenecek sekilde kol ve bacaklarindan flaster
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araciligi ile masaya yapistirildi (Sekil 3.3). Boyunda orta hattan kesi yapilarak
mikroskopta sag karotid arter bulundu. Sham Grubu disinda diger tiim sicanlarin sag
karotid arterleri bagland1 (Sekil 3.4). Bu igslemden sonra Sham Grubu haricindeki tiim
sicanlar hipoksi odacigina alindi. Hipoksi odacigiin sicakligi ve oksijen oram siirekli
olarak takip edildi. Odacik sicakliginin 33,5+ 0,5°C ve oksijen diizeyinin ise % 8 olmasi
saglandi. Iki saatlik hipoksi sonrasinda sicanlar odaciktan ¢ikarildi ve anne yanina
verildi. Olusturulan HIBH’ nin gosterilmesi ve noronal apoptozisin degerlendirmesi igin
iki saatlik derlenme siirecinden sonra ilk dort gruptan sekizer sican servikal
dislokasyonla dekapite edildi. Beyin, biitiinliikleri bozulmadan %10’luk formaldehit
iceren kaplara konuldu. Cikarilan beyinlerde TUNEL ve Kaspaz-3 yontemleri ile

immiinohistokimyasal olarak apoptoz degerlendirildi (35).

Sekil 3.3. Deney masasina sabitlenen yedi giinliik sican yavrusu.
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Sekil 3.4. Karotid arterin baglanmast.

3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Cikarilan beyinler sicanlarin hangi gruptan oldugunu ve sicanin hangi karotid
arterinin baglandigin1 bilmeyen bir patolog tarafindan degerlendirildi. Subtalamik
cekirdekler, hipokampus ve parietal korteksi temsil eden bir veya iki Ornek takip
islemine sokuldu. Hipoksik iskemik hasara daha duyarli oldugu i¢in bu bdlgedeki
noronlar secildi. Rutin takip isleminde beyin dokular1 alkol, ksilol ve parafin
soliisyonlarinda bekletildiler. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen bes mikron
kalinligindaki kesitler rutin hematoksilen eozin histokimyasal boyasi ile boyandi.
Preparatlar 151k mikroskopik diizeyde (Nikon Eclipse 80i) incelendi. Koronal kesitlerde
rutin boya ile ndronal morfolojik degisiklikler not edildi (130, 131).

3.4.1. TUNEL Yontemi

Noronlardaki DNA  fragmantasyonunu  gostermek amaciyla  Terminal

deoxynucleotidyl transferase-mediated-dUTP nick end labeling (TUNEL) metodu (“in
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situ apoptosis detection kit” ,Biogen, katolog no S7101) uygulandi. Elde edilen 5
mikron kalinligindaki koronal beyin kesitleri, deparafinizasyon ve alkol takip
islemlerinin sonrasinda proteinaz K ile 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Fosfat
tampon soliisyonunda yikandiktan sonra kesitler, buharli kabin icerisine konuldu ve
lizerlerine terminal deoksi transferaz reaksiyon karistmi damlatilarak 37°C de etiiv
icinde bir saat inkiibe edildi. Kromojen olarak 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride,
zemin boyamas1 i¢in metil yesili uygulandi. Kesitler kapama maddesi ile kapatildi.

Pozitif kontrol olarak germinal merkezleri belirgin tonsil kesitleri kullamldi (130, 131).

3.4.2. Kaspaz-3 Yontemi

5 mikron kalinligindaki koronal beyin kesitlerine, deparafinizasyon ve alkol takip
islemlerinin sonrasinda, Avidin Biotin kompleks immun peroksidaz yontemi ile
poliklonal tavsan antikoru, Kaspaz antikoru (1:100 dilusyon, Neomarkers, RB-1197-B0)
uygulandi. Immunhistokimyasal boyama yonteminde Lab-Vision, Ultravision Large
Volume Detection System Anti-Polyvalent, HRP biokimyasal kit, zemin boyamasi i¢in
Mayer hematoksilen uygulandi. Preparatlar Nikon E 600 151k mikroskobunda
degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak germinal merkezleri belirgin tonsil kesitleri

kullanildi (130, 131).

3.4.3. Apoptozisin Degerlendirilmesi

Koronal beyin kesitleri TUNEL ve Kaspaz yontemi islemlerinden sonra 1sik
mikroskobu ile degerlendirildi. Her iki beyin yaris1 ayr1 ayr1 ele alindi. Her iki taraftaki
subtalamik cekirdekler, hipokampus ve parietal korteksteki TUNEL ve Kaspaz ile
immiinreaktivite gosterip boyanan hiicreler sayildi. Sayim i¢in kesitler 1g1k mikroskopik
diizeyde Oncelikle kiiciik biiylitmede ve x 40 biiylitme alaninda taranarak sag ve sol yar1
icin sayim yapilacak alanlar belirlendi. Sayima uygun bes alan X 400 biiyiitmede (her
biiyiik biiyiitme =152 pm?, toplam alan 760 pum?) tarandi. TUNEL ve Kaspaz ile

boyanan toplam apoptotik ndronlar sayildu.
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3.4.4. Atrofinin Degerlendirilmesi

Davranig deneylerinin bitirilmesinin ardindan 16. haftada sicanlar dekapite edildi.

Makroskopik olarak HIBH bulgular1 ve beyinlerinin agirliklar1 degerlendirildi.

3.5. Biyokimyasal Degerlendirme
3.5.1. Plazma Malondialdehid Diizeyi Tespiti

Dogumudan sonra yedinci giinde dekapite edilen sicanlardan kalp ici girisim ile
alman kan orneklerinde, lipid peroksidasyonunda ikincil iiriin olarak meydana gelen

MDA diizeyleri olciildii.

Aerobik kosullarda drneklerin pH: 3.4’ de ve 95°C 1s1da tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile inkiibasyonu yoluyla MDA varlig1 saptandi. Olusan MDA ve TBA pembe renkli bir
kompleks meydana getirmekte ve renk siddetinin 532 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciimii ile lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri 6lciilmektedir.
Tiiplere alinan kan 6rnekleri 3000 rpm’ de 10 dk santrifiij edilerek elde edilen plazma
calisilacag: giine kadar -20°C’ de muhafaza edildi. Islem uygulanacag: giin hazirlanan
soliisyonlar 95°C’ de 30 dk inkiibe edildi. Sonrasinda musluk suyunda sogutuldu. 1 ml
distile su ve 5 ml n-biitanol: piridin soliisyonu ilave edildi. Vorteksde karistirildi. 4000
rpm’ de 15 dk santrifiije edildi. Ustteki kism1 alinarak spektrofotometrede 532 nm.’de
absorbsiyonu okundu. Sonuglarin degerlendirilmesinde 1.1.33 tetraetoxypropane ile

hazirlanan standart egri kullanildi (132).

3.5.2. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi Tayini

Ksantin- ksantin oksidaz sistemi ile siiperoksit radikali tiretilir. Ortamda yiiksek
stiperoksit radikali NBT’yi (Nitroblue Tetrazoluim) rediikler ve mavi renk olusur.
Ortamdaki SOD miktarina gore siiperoksit radikalinin ortamdan kalkmasi ve NBT
rediiksiyonunun inhibe olmasi mavi rengin siddetinde azalmaya neden olur. Yontem bu

prensibe dayanmaktadir (133).
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3.6. Ozon Uygulamasi

Ozon jeneratorii olarak Evozone Basic Plus Ozone Unite cihazi kullamldi (Sekil
3.5). Cihazin akis hiz1 10 ml/sn ve konsantrasyon aralig1 ise 0-80 pg/ml’dir. Calismada
25 pg/ml konsantasyonda ozon kullanildi. Sicanlara ozon 1,2 mg/kg olarak
intraperitoneal sekilde verildi (Orn: 10 gramlik bir sicana 25 ug/ml konsantrasyonda
0,48 ml hacim verildi). Ozon uygulamasi ozona dayanikli 6zel kaplamali enjektorler ile
yapildi. Ozon cihazdan cekildikten ve hacmi ayarlandiktan sonra enjektdr cihazdan
alindi. Ozonun havadan agir olmasi nedeniyle enjektér ucu yukari gelecek sekilde

tagind1 ve ozon hizlica intraperitoneal olarak sicanlara uygulandi.

Sekil 3.5. Ozon jeneratorii.

3.7. Davrams Deneyleri

Davranig deneyleri eni 2,9, boyu 3,9 ve yiiksekligi 3,1 metre olan bir odada
yapildi. Bu odanin camlarina hem 151k hem de ses yalitimi1 amaciyla kopiikle izolasyon
uygulandi. Oda sicakligimi sabitlemek icin dijital olarak 1sis1 ayarlanabilen klima
yerlestirildi. Oda sicakligi 23°C’de sabit tutuldu. Ayrica deney sirasinda 1sik siddeti

ayarlanabilen dort adet halojen lamba ile 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ritmi
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otomatik bir ayarlayici ile saglandi. Tiim deneyler Noldus Ethovision XT yazilimi
vasitasiyla kaydedildi.

Her deneyden iki giin 6nce deneyin yapilacagr gruptaki siganlar davranig
laboratuvarina getirilerek, tiim siganlarin ayni streslere maruz kalmalar1 ve ortama
alismalar1 icin esit slire gecirmeleri saglandi. Tiim deneyler siiresince sicanlar ayni
arastirmaci tarafindan diizeneklere kuyruklarindan tutularak birakildi. Bir deneyin biitiin
gruplara uygulanisi siiresince arastirmaci ayni renk kiyafet giydi ve odada ayni yerde
durdu. Davranig deneylerine sabah saat 09:00° da bagland1 ve en ge¢ saat 14:00‘de
bitirildi. Dort adet seffaf, plastikten yapilmais, talagsiz ve kuru kap bekleme kafesi olarak
kullanildi. Her sican diizeneklere birakilmadan 6nce 10 dakika siireyle bu kaplarda
bekletildi. Deney siiresince her kafes degisiminde bu kaplar yikandi. Acik alan
deneylerinde her siganin birakilmasindan Once alan temizlendi. Su tankinin dibinde
biriken kirler, hergiin deney bitiminde vakumlu bir sistemle temizlendi. Hayvan

kafesleri li¢ giin aralarla diizenli olarak temizlendi.

3.7.1. Acik Alan Deneyi

Acik Alan deneyinde lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi amacland1 (Sekil
3.6). Tim sicanlara 10. haftayr tamamlamalarindan sonra bir giin, bir defa ve 5 dk
stireyle, saat 09:00 ile 13:00 arasinda uygulandi. Ekrandaki goriintiiye gore sag alt kose
baslangic alam olarak belirlendi ve kuyruklarindan tutulan siganlar yiizleri alanin
duvarina bakacak sekilde birakildi. 100x100 cm olciilerindeki zeminde bes dakika
boyunca katettikleri mesafe cm ve hareket hizlar1 cm/sn tiiriinden kaydedildi. Deney

bitiminde sicanlarin agirliklar 6l¢iildii.
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Sekil 3.6. Acik alan diizenegi.

3.7.2. Ogrenme ve Hafiza Deneyleri

Spasyal bellek performansinin 6l¢iimii siganlarin dogumundan sonra 14. haftada
yapildi. 150 cm caph, 60 cm derinliginde, sicaklik kontrollii, paslanmaz celik bir su
tanki kullanild1 (Sekil 3.7). Tankin ¢evresine goriilebilir ve yerleri sabit gorsel ipuglari
yerlestirildi (Sekil 3.8). Deneyler hergiin saat 09:00-13:00 arasinda uygulandi.
Bilgisayar ekranindaki goriintii iizerinden su tanki bati, kuzey, dogu ve giiney olmak
tizere dort esit kadrana boliindii. Tank 42 cm derinlik olacak sekilde ve 22 + 1 C°
sicakliginda suyla dolduruldu. Deneyin ilk dort giiniinde 15 cm c¢aph platform su altinda
gizlenecek bicimde 40 cm yiikseklige ayarlanip, yeri sabit olarak dogu kadramnin orta
noktasina yerlestirildi. Deneyin ilk giinii tiim sicanlar bati kadranindan baglanip saat
yoniinde ilerleyerek her kadrandan bir kez olmak kosuluyla toplam dort kez, baslart su
tanki duvarina doniik olacak sekilde suya brrakildi (Sekil 3.9). Deneyin 2,3 ve 4.
giinlerinde saat yoniinde ilerleyerek ilk atiglarin hergiin farkli bir kadrandan yapilmasi
sagland1 (3.10). Sicanlar her atigta 60 sn siire ile yiizdiiriildii, bu siire i¢inde platform
tizerine c¢ikip 5 sn orada kalan sicanlar deneyin bu asamasin1 tamamlamis olarak kabul
edildi ve 15 sn siireyle platform iizerinde kalmalarina izin verildi (Sekil 3.11). 60 sn

icinde platformu bulamayan sicanlar elle yonlendirilerek yiikseltiyi bulmalar1 ve 15 sn
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siireyle platform {izerinde kalmalar1 saglandi. Dort giin boyunca her atista platformu
bulma siireleri kaydedildi. Deneyin 5. giinii platform cikarilarak bati kadranindan tek
atis yapilip 60 sn siiresince kayit alindi. Bu siire sonunda eskiden yiikseltinin oldugu
dogu kadraninda ortalama gecirdikleri siire sn, yiizme hizlar1 cm/sn ve katetikleri

mesafeler cm tiiriinden kaydedildi.

Sekil 3.7. Su tankinin iistten ve yandan goriiniimii.
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Sekil 3.8. Sabit gorsel ipuglari.

2. Ats

Kuzey [ e

Bati

Sekil 3.9. Uzak hafiza deneyinde 1. giinde sicanlarin suya atilis semasi (ilk atis bat1 kadramindan yapilir

ve saat yoniinde ilerleyerek her sican icin giinliik toplam 4 atisla deney tamamlanir).
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1. Giin 2. Giin 3. Glin 4. Giin 5. Giin

Sekil 3.10. Uzak hafiza deneyi giinlere gore uygulama semas:t (B bati, K kuzey, D dogu, G giiney

kadranini, oklar ise hergiiniin ilk atis yapilan kadranini gostermektedir).

Sekil 3.11. Platformu bulmus bir sican.
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3.8. Uygulama Takvimi

7. giin hipoksik-iskemi
yapilmasi ve ayni giin ozon
uygulamasi (grup IV)

L { { {

96, 97, 98. giin ozon 16. hafta beyin ve viicut
uygulamasi (grup V) agirhklan Si¢limi

| { v

6. giin 6n kogullama 10. hafta agik alan denevi 14. hafta urak hafiza deneyi
ozon uvgulamas:
(grup 1II)

3.9. istatistiksel Yontemler

Veriler SPSS 11.5 paket programina (134) girildikten sonra siirekli ol¢iimlere ait
normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edilmis ve normal dagilim gosterdigi
belirlenmistir.  Biyokimyasal ve histopatolojik veriler olan SOD, MDA, viicut
agirliklari, beyin agirliklari, mesafe ve hiz parametreleri i¢in gruplar arasi farkliliklar
varyans analizi (One Way ANOVA) ile test edilmistir. Varyanslarin homojenligi
kontrolii Levene testi ile yapilmistir ve ikili karsilagtrmalar Tukey testi ile
gerceklestirilmistir. Tunel ve Kaspaz Ol¢iimlerinin sag ve sol beyin apoptotik néron
sayilari icin es yapma t testi (Paired sample t test) kullanilmistir. Uzak hafiza deneyinin
1, 2, 3 ve 4. giinlerine ait karsilastirmalar icin iki faktorlii ve faktorlerden biri
tekrarlanan Ol¢iim iceren bir varyans analizi (Repeated measures ANOVA) ile hem
gruplar arast farkliliklar hem de her bir gruba ait giinler arasindaki farkliliklar
incelenmistir. Uzak hafiza deneyinin 5. giiniinde kuzey, giiney, dogu ve bat1 bolgeleri
arasindaki farkliliklar i¢in de tekrarlanan Olctimlii varyans analizi (Repeated measures
ANOVA) kullanilmistir. Tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart sapma

degerleri verilmistir. Istatistik anlamlilik olarak p<0,05 alinmistir.
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4.BULGULAR

Baslangicta ¢aligmaya aliman 102 adet yedi giinliik sican yavrusundan 32’si
planlandig1 gibi dekapite edildi. Kalan 70 sicanla agik alan deneyleri yapild:.
Sicanlardan ikisi belirlenemeyen nedenlerle 6ldii, bunun sonucunda 6grenme ve hafiza

deneyleri 68 siganla yapild1.

Grup 1°de deneyin baglangicinda (7. giin) ortalama agirligr 11,884 + 0,961 olan
26 sicandan 8’1 apoptotik ndron sayimui i¢in dekapite edildi. Kalan 18 sican ile acik alan
deneyleri yapildiktan sonra, belirlenemeyen bir nedenden 1 sigan 6ldii ve uzak hafiza

deneyleri 17 sigan ile yapildi.

Grup 2’de deneyin baglangicinda ortalama agirhigr 11,772 £ 1,017 olan 22
sicandan 8’1 apoptotik néron sayimi i¢in dekapite edildi. Kalan 14 si¢an ile acik alan ve

uzak hafiza deneyleri yapildi.

Grup 3’de deneyin baglangicinda ortalama agirhigr 11,880 + 0,956 olan 21
sicandan 8’1 apoptotik néron sayimi i¢in dekapite edildi. Kalan 13 sican ile agik alan
deneyleri yapildiktan sonra, belirlenemeyen bir nedenden 1 sigan 6ldii ve uzak hafiza

deneyleri 12 sigan ile yapildi.

Grup 4’de deneyin baglangicinda ortalama agirhigr 11,890 + 1,284 olan 21
sicandan 8’1 apoptotik néron sayimi i¢in dekapite edildi. Kalan 13 si¢an ile acik alan ve

uzak hafiza deneyleri yapildi.

Grup 5’de deneyin baslangicinda ortalama agirhigr 12,375 + 1,267 olan 12 sican

ile acik alan ve uzak hafiza deneyleri yapildi.

4.1. Apoptoz Bulgulan

Hipoksi-iskemi uygulamasini takiben dekapite edilen yedi giinliik si¢anlarin

beyinleri makroskopik olarak normal goriiniimdeydi (Resim 4.1). Yapilan koronal
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kesitlerde de normal makroskopik bulgular vardi ve kanama, O6dem, infarkt alani
saptanmadi. Rutin hematoksilen eozin boyasi ile apoptotik noronlar normal morfoloji
gosteren noronlara gore yuvarlak sinirli, niikleer kondansasyon ve sitoplazmik biiziisme
gostermekteydi. Normal goriiniimlii noronlarda TUNEL ile pozitif boyanma
gozlenmezken, apoptotik hiicrelerin cogu TUNEL ile niikleer pozitif olarak boyandi.
Kaspaz-3 ile apoptotik ndronlarda sitoplazmik ve niikleer pozitif boyanma izlenirken,

normal néronlarda boyanma izlenmedi.

Sekil 4.1. Yedinci giinde hipoksi iskemi islemi uygulanan ve ardindan dekapite edilen bir siganin beyni.

4.1.1. TUNEL Yontemiyle Beyindeki Apoptotik Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Gruplara gore TUNEL yontemiyle tespit edilen apoptotik ndron sayilarini
degerlendirecek olursak (Cizelge 4.1), beynin sag yarisinda uygulanan hipoksi-iskemi

modeliyle apoptotik hiicre sayisinda artis gézlenmektedir.
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Cizelge 4.1. TUNEL yontemiyle tespit edilen apoptotik noron sayilar1 (SS: standart sapma).

Grup Sag Beyin (Ort £ SS) Sol Beyin (Ort + SS)
1. Grup (n=8) 2,900 + 0,737 2,800 + 0,632
2. Grup (n=8) 10,900 + 1,728 5,000 + 1,632
3. Grup (n=8) 6,400 + 1,173 2,800 + 1,032
4. Grup (n=8) 5,888 + 1,054 3,333 +£0,707

Sag beyin yarisinda TUNEL yontemiyle tespit edilen apoptotik ndron
sayisilarinin istatistiksel degerlendirmesinde, sadece 3. ve 4. grup arasinda fark
gozlemlenmedi (p=0,803), diger gruplar arasinda ise apoptotik ndron sayis1 bakimindan
anlamli fark vardi (p<0,001). Sonug¢ olarak on kosul olarak ozon verilmis grup 3 ve
hipoksiyle ayni giin ozon verilen grup 4 sicanlarin sag beyinlerindeki apoptotik noron
sayilart sham grubundan anlamli olarak fazla iken tedavi verilmeyen grup 2’den ise
anlaml1 olarak azdir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6), aralarinda ise

bir fark g6zlemlenmemistir.

Sol beyin yarisinda TUNEL yontemiyle tespit edilen apoptotik ndron sayilariin
istatistiksel degerlendirmesinde (Sekil 4.7), grup 1 ile grup 3, grup 1 ile grup 4 ve grup
3 ile grup 4 arasmda fark bulunamadi (swrasiyla p=0,991, p=0,698, p=0,710), diger
gruplar arasinda ise apoptotik néron sayist bakimindan anlamh fark vardi (grup 1-grup
2 arasinda p<0,001, grup 2-grup 3 arasinda p<0,001, grup 2-grup 4 arasinda p=0,01).
Bu veriler degerlendirildiginde her iki ozon grubundaki apoptotik néron sayilarinin
HIBH’l1 gruptan anlamli olarak az oldugu gozlemlendi. Ozon gruplarinin apoptotik
noron sayilarinin sham grubundan anlaml olarak yiiksek olmamasida diger kayda deger

istatistikti.

Gruplarin kendi i¢lerinde sag ve sol beyinleri arasindaki apoptotik ndron
sayllarinin farkina bakildiginda (Sekil 4.8), sham grubu hari¢ diger tim gruplardaki
sicanlarin sag beyinlerindeki apoptotik noron sayilar1 sol beyinlerindekinden anlamli

diizeyde fazla bulunmustur (grup 1 p=0,678, grup 2, grup 3, grup 4 p<0,001).
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Sekil 4.2. TUNEL yontemi ile gruplardaki siganlarin beyinlerinin sag yarisinda saptanan apoptotik ndron
sayilarinin karsilastirilmasi. (sadece 3. ve 4. grup arasinda fark gézlemlenmedi. p=0,803)

Sekil 4.3. 1. gruptan bir sicana ait beyin kesitinde az sayida TUNEL-pozitif apoptotik néron goriintimii
(ok ile isaretli) (orjinal bityiitme, X400).
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Sekil 4.4. 2. gruptan bir sigana ait beyin kesitinde yaygin TUNEL-pozitif apoptotik néron goriiniimii (ok
ile isaretli) (orjinal biiytitme, X400).
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Sekil 4.5. 3. gruptan bir sigana ait beyin kesitinde daginik TUNEL-pozitif apoptotik ndron goriiniimii (ok
ile isaretli) (orjinal biiytitme, X400).
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Sekil 4.6. 4. gruptan bir si¢ana ait beyin kesitinde daginik TUNEL-pozitif apoptotik ndron goriiniimii (ok
ile isaretli) (orjinal biiytitme, X400).

Apoptotik Noron Sayisi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4.7. TUNEL yontemi ile gruplardaki si¢anlarin beyinlerinin sol yarisinda saptanan apoptotik néron
sayilarinin karsilastirilmasi. (grup 1 ile grup 3 arasinda, grup 1 ile grup 4 arasinda ve grup 3 ile grup 4
arasinda fark bulunamad: (sirastyla p=0,991, 0,698, 0,710), diger gruplar arasinda ise apoptotik noron
sayis1 bakimindan anlaml: fark vardi.)
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Sekil 4.8. Gruplarda TUNEL yontemi ile beynin sag ve sol yarisinda saptanan apoptotik noron sayilarinin
karsilastirilmasi. (sham grubu harig¢ diger tiim gruplarda sag beyin dokusundaki apoptotik néron sayist sol
beyindekine gore anlamli derecede (p<0,001) yiiksek bulundu)

4.1.2. Kaspaz-3 Yontemiyle Beyindeki Apoptotik Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Beynin sag yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle yapilan apoptotik hiicre sayilarinin
degerlendirilmesinde; uygulanan hipoksi ve iskemi modeliyle beyindeki apoptotik hiicre
sayisinda artis oldugu belirlendi (Cizelge 4.2). Apoptotik néron sayilar1 kiyaslandiginda
grup 1-grup 2, grup 1-grup 3 ve grup 2-grup 4 arasinda anlamli fark oldugu gozlemlendi
(srasiyla p<0,001, p=0,011 ve p=0,014), diger gruplar arasinda anlamh bir fark yoktu.
HIBH islemi ile aymi giin ozon verdigimiz grup olan grup 4 siganlarm sag beyin
yarilarindaki apoptotik noron sayilart sham grubundan anlamli olarak farkli degilken,
HIBH grubundan anlamli olarak azdi (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12,
4.13).
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Cizelge 4.2. Gruplarda Kaspaz-3 yontemiyle tespit edilen apoptotik noron sayilar1 (SS: standart sapma).

Grup Sag Beyin (Ort £ SS) Sol Beyin (Ort + SS)
Grup 1 (n=8) 3,900 £ 1,197 3,600 £ 1,577
Grup 2 (n=8) 10,700 + 4,083 6,600 + 2,458
Grup 3 (n=8) 8,000 £ 2,236 3,444 + 1,589
Grup 4 (n=8) 6,420 + 1,988 3,714 + 1,603

Gruplardaki sicanlarda beynin sol yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle belirlenen
apoptotik noron sayilar1 degerlendirilecek olursa; sadece grup 2 HIBH’1 grubundaki
apoptotik noron sayilarinin digerlerinden anlamli olarak daha fazla oldugu belirlendi
(grup 2-grup 1 p= 0,006, grup 2-grup 3 p= 0,005 ve grup 2-grup 4 p= 0,019), diger
gruplarda ise anlamli bir fark yoktu. Grup 3 ve grup 4 ozon gruplarindaki apoptotik

noron sayilart sham grubundan anlamli olarak yiiksek bulunmadi (Sekil 4.14).

Gruplarin kendi i¢lerinde sag ve sol beyinleri arasinda apoptotik néron sayilari
acisindan farka bakilacak olursa (Sekil 4.15), sham grubu hari¢ diger tiim gruplardaki
sicanlarin sag beyinlerindeki apoptotik noron sayilar1 sol beyinlerindekinden anlamli
olarak fazla bulunmustur (grup 1 p=0,279, grup 2 p=0,003, grup 3 p=0,001, grup 4
p=0,02).
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Sekil 4.9. Kaspaz-3 yontemi ile gruplardaki sicanlarin beyinlerinin sag yarisinda saptanan apoptotik

noron sayilarinin karsilastirilmasi. (grup 1-grup 2, grup 1-grup 3 ve grup 2-grup 4 arasinda anlaml fark
oldugu gozlemlendi. Sirasiyla p<0,001, p=0,011 ve p=0,014)

Sekil 4.10. 1. grupta bir sicana ait beyin kesitinde seyrek kaspaz-3 ile pozitif boyanan apoptotik néron
goriintimii. (ok ile isaretli) (orjinal biiytitme, X400).
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Sekil 4.11. 2. grupta bir sicana ait beyin kesitinde yaygin kaspaz-3 ile pozitif boyanan apoptotik néron
goriintimii. (ok ile isaretli) (orjinal biiylitme, X400).

Sekil 4.12. 3. grupta bir sicana ait beyin kesitinde daginik kaspaz-3 ile pozitif boyanan apoptotik néron
goriintimii. (ok ile isaretli) (orjinal biiytitme, X400).
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Sekil 4.13. 4. grupta bir sicana ait beyin kesitinde daginik kaspaz-3 ile pozitif boyanan apoptotik néron
goriintimii. (ok ile isaretli) (orjinal biiylitme, X400).
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Apoptotik N6ron Sayisi
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Sekil 4.14. Kaspaz-3 yontemi ile gruplardaki sicanlarin beyinlerinin sol yarisinda saptanan apoptotik

noron sayilarinin karsilagtirilmasi. (sadece grup 2’deki apoptotik noron sayilarinin digerlerinden anlaml1
olarak fazla oldugu gozlemlendi. grup 2-1 p= 0,006, grup 2-3 p= 0,005 ve grup 2-4 p= 0,019)
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Sekil 4.15. Gruplarda Kaspaz-3 yontemi ile beynin sag ve sol yarisinda saptanan apoptotik ndron
sayilarinin karsilagtirilmasi. (sham grubu hari¢ diger tiim gruplarda fark bulundu. grup 2 p=0,003, grup 3
p=0,001, grup 4 p=0,02)

4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Plazma Malondialdehid Diizeyi

Dogumu takiben yedinci giin yapilan HIBH’ den sonra kalp ici girisimle alinan
kan orneklerinde en yiiksek ortalama MDA diizeyi grup 3’deki sicanlarin plazmalarinda
saptand1 (Sekil 4.16). Plazma MDA diizeyleri grup 1°de 11,720 + 7,486, grup 2’de
19,705 £ 6,163 grup 3°de 24,775 £+ 9,488 ve grup 4’de 24,166 + 10,966 nmol/ml olarak
Olciildii. Plazma MDA diizeylerinin gruplar arast karsilagtirilmasinda grup 1-grup 3 ve
grup 1-grup 4 arasinda anlaml bir fark gézlemlendi (sirasiyla p=0,008, p=0,018), diger

gruplar arasinda ise anlaml fark yoktu.
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Sekil 4.16. Gruplarda plazma MDA diizeylerinin karsilastirilmasi. (grup 1-3 ve grup 1-4 arasinda anlamli
bir fark gdzlemlendi (sirasiyla p=0,008, p=0,018))

4.2.2. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi Tayini

Dogumu takiben yedinci giin yapilan HIBH’den sonra kalp igi girisimle alman
kan orneklerinde en yiiksek ortalama SOD enzim aktivitesi grup 3’deki sicanlarda
saptandi. SOD diizeyleri grup 1’de 2,857 + 0,987, grup 2’de 2,444 + 1,206, grup 3’de
3,519 £ 1,426 ve grup 4°de 3,060 + 1,162 U/ml olarak ol¢iildii (Sekil 4.17). SOD enzim
aktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmasinda herhangi anlamli bir fark bulunamamigtir

(p=0,253).
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Sekil 4.17. Gruplardaki sicanlarin plazma SOD diizeylerinin karsilagtirilmasi. (anlamh fark

gozlemlenmedi. p=0,253)

4.3. Davrams Deneyleri

4.3.1. Acik Alan Deneyi

Acik Alan Deneyi 10. haftasin1 tamamlamis sicanlara uygulandi. Acik alan
deneyinde her grubun 5 dakikada ortalama katettigi mesafe ve hareket hizlar1 ¢izelge
4,3’de gosterilmistir. Ortalama katedilen mesafe ve hareket hizlar1 icin gruplar arasi

karsilastirmada her iki parametre icin de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(Sekil 4.18, Sekil 4.19), (sirasiyla p:0,241 ve p:0,238).

59



Cizelge 4.3. Acik alan deneyinde gruplarin katedilen ortalama mesafe ve hareket hizi degerleri ve bu
degerler icin gruplar arasi kargilastirmalar (SS: standart sapma).

Katedilen mesafe (cm) Hareket Hizi (cm/sn)
(Ort £ SS) (Ort £ SS)
Grup 1 (n=18) 2274,025 + 379,965 7,656 + 1,331
Grup 2 (n=14) 2362,893 + 743,754 7,933 + 2,502
Grup 3 (n=13) 2101,638 + 775,041 7,017 + 2,584
Grup 4 (n=13) 2360,125 + 504,226 7,928 + 1,684
Grup 5 (n=12) 2690,916 + 780,165 9,011 +2,559
p 0,241 0,238
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Sekil 4.18. Acik alan deneyinde gruplardaki sicanlarin katettikleri ortalama mesafenin gruplar arasi
karsilastirilmasi. (anlaml fark gozlemlenmedi. p=0,241)
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Sekil 4.19. Acik alan deneyinde gruplardaki sigcanlarin ortalama hareket hizlarimin gruplar arasi
karsilastirilmasi. (anlamli fark gozlemlenmedi. p=0,238)

4.3.2. Morris Su Tanki Ogrenme ve Hafiza Deneyleri

Tim gruplarda dogumu takiben 14. haftasim1 tamamlamis olan sicanlara
uygulandi. Siganlarin gruplara gore ortalama viicut agirliklari ¢izelge 4,4’de verilmistir.
Her grup i¢in ayr1 ayr1 Morris su tanki deneyinin birinci, ikinci, iiglincli ve dordiincii
giinlerinde yiikseltiyi bulmalar1 i¢in gecen ortalama siireler hesapland1 (Cizelge 4.5,
Sekil 4.20). Grup 1’de giinler ilerledikce yiikseltiyi bulma siireleri anlamli olarak
azalirken (p<0,001), diger gruplarda sadece 1. ve 2. giin arasinda yiikseltiyi bulma
siireleri bakimindan anlamli bir fark goriilmedi. Uciincii ve 4. Giinlerdeki platformu
bulma siireleri birinci giin degeri ile karsilastirildiginda istatistiksel bakimdan anlamli
olarak azaldig belirlendi.

Gruplarin Birinci giin yiikseltiyi bulma siireleri incelendiginde yiikseltiyi en
cabuk grup 1’in buldugu ve grup 3 ile arasinda anlamli fark oldugu belirlenmistir
(p=0,035). Diger gruplar arasinda 1. giinde yiikseltiyi bulma siireleri acisindan fark

gozlemlenmedi.
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Ikinci giinde de yiikseltiyi en cabuk grup 1 sicanlar buldu. ikinci en iyi sonug
grup 4 sicanlarda dl¢iildii ve aralarinda anlamli fark belirlenmedi (p=0,483). 1. Grubun
yiikseltiyi bulma siiresi diger 3 gruptan anlaml olarak daha kisa idi (p<0,001). Grup
4’tin yiikseltiyi bulma siiresi ise sadece grup 3’ten anlamli olarak daha kisa idi
(p<0,001).

Uciincii giinde yiikseltiyi yine en ¢abuk Grup 1 sicanlar buldu ve bulma siireleri
diger tim gruplardan anlamh olarak kisaydi (p<0,001). Diger gruplar arasinda ise
anlaml bir fark g6zlemlenmedi.

Doérdiincii giin sonuclarindada en kisa bulma siireleri grup 1 sicanlara aitti ve
diger gruplardan anlamh olarak farkliydi (grup 1 ile grup 2,3 ve 5 arasinda p<0,001,
grup 1 ile grup 4 arasinda p=0.04). Grup 1’den sonra en kisa siire ortalamasi1 grup 4’e
aitti ve grup 4’te grup 2,3 ve 5’ten anlaml olarak daha kisa siirede yiikseltiyi bulmustu
(p<0,001).

Birinci giin ile dordiincii giin arasindaki yiikseltiyi bulma siiresi farki
incelendiginde, en fazla siireyi diisiiren ve en iyi 6grenmis olarak ol¢iilen gruplar olan
grup 1 ve grup 4 arasinda anlamlh fark gozlenmiyordu. Bu gruplarla grup 2,3 ve 5
arasinda ise anlaml fark vardi (grup 1 ve diger gruplar arasinda p<0,001, grup 4 ile

grup 2 aras1 p=0,015, grup 4 ile grup 3 aras1 p=0,001, grup 4 ile grup 5 aras1 p=0,037 )

Cizelge 4.4. Gruplardaki si¢anlarin 14. haftada ortalama viicut agirliklar: (SS: standart sapma).

Grup Viicut Agirhgi (gr) (Ort £ SS)
Grup 1 (n=17) 230,665 + 19,254
Grup 2 (n=14) 211,414 +23,805
Grup 3 (n=12) 215,825 + 42,486
Grup 4 (n=13) 221,062 +24,224
Grup 5 (n=12) 208,800 + 23,242

62




Cizelge 4.5. Ogrenme ve hafiza deneylerinde gruplarin giinlere gore ortalama yiikseltiyi bulma siireleri ve
bir ile dordiincii glin arasindaki yiikseltiyi bulma siiresi farklari (SS: standart sapma).

Yiikseltiyi bulma siireleri (sn) (Ort + SS) 1- 4.giin arasindaki
yiikseltiyi bulma
1. giin 2. giin 3. giin 4. giin siiresi farklari (sn)
(Ort £SS)
Grup 1 48,820+ | 32,082 + | 18,520+ | 12,288 + 38,973 + 19,536
20,640 21,729 16,881 12,218
Grup 2 54,757 + | 48,803 + | 41,742 + | 40,250 + 19,235 £ 22,229
15,113 20,038 22,881 22,598
Grup 3 57,370 £ | 55,295 + | 43,354 + | 43,670 + 15,241 + 20,544
10,680 11,947 23,287 21,234
Grup 4 49,600 + | 38,915+ | 35,069 + | 22,276 + 32,500 £22.427
19,533 23,571 23,622 22.549
Grup 5 53,758 + | 48,412 + | 40,441 + | 40,725 + 19,900 + 22,965
17,293 21,863 21,630 23,318

=
ML
k7]
y
=1
]
@©
£
=
o
&
£
e
£
)

2 B Grup3

10 o
= Grup 4
0 - Grup 5
1 2 3 4

GUN

Sekil 4.20. Ogrenme ve hafiza deneylerinde gruplarm yiikseltiyi bulma siirelerinin giinlere gore
karsilastirilmasi.
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Ogrenme ve hafiza deneylerinin 5. giiniinde siganlarin eskiden yiikseltinin
oldugu dogu kadraninda gecirdikleri siire incelendi (Cizelge 4.6, 4.7). Dogu kadraninda
en fazla siireyi grup 1 ve grup 4 sicanlarin gecirdigi ol¢iildii. Bu 2 grupta da sicanlarin
dogu kadraminda gecirdikleri siire diger kadranlarda gecirdikleri siireden anlamli olarak
fazlaydi (p<0,001). Diger gruplarda anlamli bir fark gézlemlenmedi (grup 2 p=0,577,
grup 3 p=0,382, grup 5 p=0,111).

Cizelge 4.6. Morris su tanki deneyinin 5. giiniinde gruplarin dogu kadraninda gecirdikleri siireler (SS:
standart sapma).

Grup Dogu kadraninda gecirilen siire (sn)
(Ort £SS)
Grup 1 23,011 +£4,756
Grup 2 13,357 £7,610
Grup 3 13,116 + 8,837
Grup 4 21,261 +£6,140
Grup 5 18,066 + 6,934

Cizelge 4.7. Morris su tanki deneyinin 5. giiniinde gruplarin tiim kadranlarda gecirdikleri siireler (grup 2
ve 4’in dogu kadraninda gegcirdikleri siireler diger kadranlardan anlamli olarak fazlaydi. p<0,001) (SS:
standart sapma).

Kadranlarda Gegirilen Siireler (sn) (Ort + SS)

Grup Bati Kuzey Dogu Giiney
Grup 1 13,129 £3,042 | 12,705 £3,588 | 23,011 £4,756 | 11,152 + 3,899
Grup 2 17,657 + 5,788 | 14,457 £7,760 | 13,357 £ 7,610 | 14,528 + 8,002
Grup 3 20,033 £1,755 | 15,183 £4,518 | 13,116 £8,837 | 11,666 + 5,414
Grup 4 13,292 + 6,510 | 14,384 £4,747 | 21,261 £ 6,140 | 11,061 £ 3,809
Grup 5 11,833 £7,892 | 17,883 £5,837 | 18,066 £ 6,934 | 12,216 £ 7,243
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4.5. Sicanlarin Beyin Agirhiklar1 ve Makroskopik Inceleme

Tim gruplarda 16. haftasin1 tamamlamig sicanlar dekapite edildi. Beyinleri
biitiinliigli bozulmadan ¢ikarildi. Cikarilan beyinler makroskopik olarak incelendi. Grup
1’e ait sican beyinleri normal olarak izlenirken (Sekil 4.21), dogum sonrasi1 yedinci
giinde HIBH olusturulmus olan Grup 2, 3, 4 ve 5’e ait sican beyinlerinin sag beyin
yarilarinin kii¢lilmiis oldugu goriildii (Sekil 4.22). Grup 2’ye ait sican beyinlerinin sag
yarikiireleri diger gruplara gore daha kiiclilmiis ve smmirlart daha diizensiz
goriinlimdeydi. Beyin agirliklarina bakildiginda Grup 1’deki si¢anlarin beyin agirligimin
diger gruplardan anlamli olarak fazla oldugu goriildii (p <0,001), (Cizelge 4.8). En
diisiik beyin agirliklarida grup 2 ve grup 5°de 6l¢iildii.

MEU TIP. FK.
Patoloji A.D.

Sekil 4.21. Grup 1’deki bir sicamn beyni.
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7| MEU TIP. FK.
Patoloji A.D.

Grup 1l Grup IV

Sekil 4.22. Tiim gruplardan birer sicana ait beyin drnekleri.

Cizelge 4.8. 16. haftada gruplara gore sicanlarin ortalama beyin agirliklar: (SS: standart sapma).

Grup Beyin Agirhg (gr) (Ort £ SS)
Grup 1 1,860 + 0,127
Grup 2 1,447 +£ 0,229
Grup 3 1,525+ 0,189
Grup 4 1,620 £ 0,190
Grup § 1,413 £ 0,214

4.6. Sicanlarin Viicut Agirhiklar:

Sicanlar yedi giinliik iken calismaya alindiklarinda ortalama viicut agirliklari
11,961 £ 1,097 gr idi ve viicut agirliklar1 acisindan gruplar arasinda anlamli fark yoktu.
Sicanlar 16. haftada tekrar tartildiklarinda viicut agirliklar1 241,843 + 25,771 gr olarak
Olciildii. Gruplarin 16. haftada ortalama viicut agirliklar1 Cizelge 4,9’da gosterilmistir.

Gruplar arasinda anlamh fark gozlemlenmedi (p=0,059). En diisiik viicut agirliklari

66




grup 5 ve 2 de goriilirken en yiiksek viicut agirhigi ise sham grubu olan grup 1°de

oleiildii.

Cizelge 4.9. 16. haftada gruplara gore sicanlarin ortalama viicut agirliklar: (SS: standart sapma).

Grup Viicut Agirhgi (gr) (Ort £ SS)
Grup 1 254,523 £20,579
Grup 2 236,157 £ 23,300
Grup 3 246,609 + 32,225
Grup 4 240,492 + 27,056
Grup 5 227,608 + 21,193
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S.TARTISMA

HIBH ve buna bagh komplikasyonlar gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
yenidoganlardaki en 6nemli mortalite ve morbitide nedenlerindendir (135). Son yillarda
gebe ve yenidogan izleminde kaydedilen ilerlemelere karsin goriilme sikliginda biiyiik
bir degisiklik olmamistir ve istenen diizeyde etkili bir tedavi yontemi bulunmamaktadir
(136). HIBH gelistikten sonra ge¢ dénemde uygulanacak tedavilerin yeterince etkili
olmadig1 bilinmektedir. Bunun neticesinde arastirmacilar erken donemde hasar1 azaltict
tedavilere yonelmislerdir. Yakin zamana kadar destek tedavisi disinda bir tedavi
secenegi bulunmamisken, HIiE’nin fizyopatolojisinin daha iyi anlasiimasi ile beraber
bircok tedavi yontemi gelistirilmistir. Bunlar arasinda allopurinol, magnezyum siilfat,
eritropoetin, melatonin, ksenon, serbest radikal temizleyicileri, nitrik oksit sentaz
baskilayicilari, kalsiyum kanal kapaticilari, sogutma tedavisi, kok hiicre nakli ve
biiytime faktorleri tedavileri sayilabilir (87). Sunulan tez calismasinda ise bu amacgla
ozon kullanildi. Ozonun etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber serbest
oksijen radikallerinin olusumuna ve lipit peroksidasyonuna yol actigi bilinmektedir
(16). Bu nedenle antioksidan sistemi uyararak bu sistemin etkisini kuvvetlendirdigi 6ne
stiriilmistiir (17, 18). Aym zamanda ozon 2,3 DPG artis1 yaparak hemoglobinden
dokulara daha c¢ok oksijen serbestlenmesini saglar (19). TNFa, IFNy, IL-2 ve IL-8 artis1
yaptigi, vaskuler PGI, sentezini uyardigi ve bir immiinmodiilatér oldugu One
stiriilmistiir (20, 21). Yapilan bir calismada ozon uygulamasinin karacigerde iskemi
reperfiizyon hasarma karst koruyucu oldugu bildirilmistir (22). Yine bir bagka
caligmada ise beyin iskemisinde On kosullama olarak kullanilarak etkisi hiperbarik
oksijen tedavisiyle kiyaslanmistir (23).

Ozonun kronik oksidatif strese yonelik adaptasyonu indiikledigi ilk olarak 1996
yilinda ileri siiriilmiistir (137). Baska calismalarda kontrollii ozon verilmesinin,
oksidatif 6n kosullama yaptig1 ve oksidatif strese adaptasyonu saglayarak reaktif oksijen
tiirleri ile indiiklenen hasar1 azaltabilecegi gosterilmistir (113, 138).

Literatiirde iskemi reperfiizyon hasarina kars1 6n kosul olarak ozon kullanim ile

ilgili ¢aligmalar vardir. Ajamieh ve ark. sicanlarda olusturduklar1 hepatik iskemi-
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reperfiizyon modelinde iskemik 6n kosullama ve ozon 6n kosullamasinin etkilerini
karsilastirmiglar ve biyokimyasal parametreler agisindan iki yontemin es sonuglar
verdigini fakat histopatolojik incelemede ozonun iyilestirme etkisinin iistiin geldigini
bildirmislerdir (139). Bircok c¢aligma karacigerin yeniden oksijenasyonunu takiben
oksijen serbest radikallerinin olusmasinin karaciger hiicre hasari, nekroz/apoptoz ve
sonrasinda enflamatuar hiicre infiltrasyonu kaskadini baglatabilecegini gostermistir. Her
ne kadar reaktif oksijen tiirleri bircok kaynaktan tiireyebilirse de, ksantin oksidaz bu
toksik oksijen tiirlerinin belirgin bir kaynagi olarak gosterilmistir. Iskemik ©n
kosullama, tekrarlanan kisa siireli iskemi/reperfiizyon ile ardindan gelen iskemi
reperfiizyona karsi koruma sagladigina inanilan potent, endojen bir mekanizmadir. Ote
yandan, diisik dozlarda ozonun endojen antioksidan sistemlerin korunmasi ve aktive
edilmesini saglayarak oksidatif O6n kosullama yapabildigi gosterilmistir (140).
Stadlbauer ve ark. kardiyak greft vericisi ve alicisina transplantasyon Oncesi
intraperitoneal olarak ozon uygulamislar ve transplantasyon sirasinda gelisen iskemi-
reperflizyon hasarim1 azaltict etkisini histolojik ve biyokimyasal bulgularla
gostermislerdir (141). Son zamanlarda yapilan farmakolojik ¢alismalarin 15181inda ozon,
bir 6n-ilag¢ olarak kabul edilebilir. Belirli toksik olmayan dozlarda biyokimyasal yollarin
yeniden diizenlenmesini indiikleyebilir ve bircok sistemde ikincil mesajcilarin
aktivasyonunu saglayabilir. Giiniimiizde diisilk doz ozon ile antioksidan enzimlerin,
nitrik oksit yolunun ve diger hiicresel aktivitelerin diizenlenebilecegi gosterilmistir
(140). Bu calismalarin verilerinin dogrultusunda calismamizda ©n kosul grubu
olugturuldu. On kosul grubunun histopatolojik bulgularinda HIBH grubundakine gore
daha olumlu sonuclar elde edilmesine ragmen, davranis deneylerinde olumsuz sonuglar
alindi. Davranig deneylerinde daha iyi sonug¢ alabilmek i¢in sonraki ¢alismalarda ozon
dozunun artirilmasi ve ardigik giinlerde tekrarlayan uygulamalar 6n kosul grubu igin
Onerilebilir.

Karacigerde yapilan c¢aligsmalara ek olarak Calunga ve ark. tarafindan yapilan
calismada sicak iskemiye maruz birakilan sicanlarda, bobreklerin ozona kars1 biyolojik
cevaplari test edilmis ve ozon tedavisi ile antioksidan enzim aktivitelerinin artirildigi ve
reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkilerine kars1 bobreklerde etkili bir savunma

mekanizmasinin olusturuldugu bulunmustur. Burada yapilan histolojik calismalarda
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ozona iligkin en iyi sonuglar, iskemi-reperfiizyon hasart olusumundan 6nce en az 10
veya daha ilizeri kiirde ozon tedavisi alan sicanlarda gdzlenmistir (142).

Bir diger calismada intermitan kladikasyosu olan hemodiyaliz hastalarinda, ozon
ile otohemoterapi yapilmis ve agrisiz yiiriime mesafesi ile maksimum yiiriime mesafesi
saptanmistir. Oksijen ile kiyaslandiginda, ozon ile otohemoterapi yapilan periferik arter
hastalarinda yiiriime mesafesinin arttig1, iskeminin subjektif klinik bulgularinin azaldig:
gosterilmistir (143) Yine periferik arter hastaliglr ve diabetes mellitusu olan hastalarda
yapilan bir ¢caligmada ozon terapisi yapilanlarda maksimum agrisiz yiiriime mesafesinin
arttigi tespit edilmis, ayn1 zamanda kan ve plazma viskozitesinde de anlamli azalmalar
gozlemlenmistir. Burada intermitan kladikasyoda azalmanin derecesi, ozon terapisi
sonrasinda kan viskozitesindeki azalma ile korele bulunmustur (144).

Sanchez ve ark. yaptiklar1 bir calismada tip 2 diabetes mellitusu bulunan ve
noroenfeksiydz diyabetik ayagi olan hastalarda ozon tedavisinin hiperglisemiyi
azaltarak glisemik kontrolii iyilestirdigini, insiilin duyarliligim artirdigimi ve diabetes
mellitus ve komplikasyonlar ile iligkili oksidatif stresi iyilestirerek yara iyilesmesinde
rol oynadigimmi One siirmiistir. Bu calismada ozonun farmakodinamik etkilerinin
stiperoksitler iizerine olan etkilerine dayandigi belirtilmistir. Ozon ile medikal tedavi
alan grupta kontrol grubuna kiyasla lezyonlarda iyilesmenin daha fazla oldugu ve
amputasyonlarin daha az goriildiigii belirtilmis, bu 6zelliklerine dayanarak diabetes
mellitus ve komplikasyonlarina yonelik alternatif bir tedavi metodu olabilecegi
belirtilmistir. (145)

Merin O. ve ark. tarafindan yapilan bir calismada izole sican kalbinde ozon
verilmesinin reperfiizyon hasari azalttigi bildirilmistir. (146)

Gliniimiizde iskemi-reperfiizyon hasarimin etiyopatogenezinde oksijen serbest
radikallerinin rol oynadigim sdylemek miimkiindiir. Bu radikaller etkilerini sarkolemma
fosfolipidlerinin oksidasyonu ve bunun sonucunda membran biitiinliigliniin bozulmasi
ile gostermektedirler. SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi serbest radikal hasarini
azaltan enzimlerin iskemi sonrasinda miktarlarimin azalmis oldugu tespit edilmistir
(147). Ozon ile karistirtlmis kamin reinflizyonu ile iskemik alanlarda vazodilatasyon,
SOD aktivasyonu ve glutatyon seviyesinde azalma meydana gelir. Bunun sonucunda
oksidatif stresin azaltildig1 gosterilmistir (148, 113). Bizim cahsmamizda da bu

calismalara paralel olarak HIBH grubunda SOD aktivitesinin azaldig1 ozon gruplarinda
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ise arttigl gozlenmistir. Ozon gruplarinda olusan SOD aktivitesindeki bu artisinda
oksidatif stresi azaltic1 bir etkisinin olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Medikal ozon daima saf ozon ve saf oksijenin karigimi seklinde konsantrasyonu
1 ve 100 pg/ml (%0.05— 5 O*) arasinda kullamlir ve antioksidandir. Bu etkinin IFN-B
indiiksiyonu, siiperoksit dismiitaz aktivasyonu, TGF-f indiiksiyonu ile ortaya ¢iktigi
diisiiniilmektedir. Siiperoksit dismiitaz aktivasyonu ile oksijen radikalleri azalirken,
TGF-f indiiksiyonu ile kollajen, proteoglikan ve hyaluronik asit tiretimi uyarilir, proteaz
ve proteaz inhibitorleri arasindaki oran modiile edilir (149).

Serebral palsi, isitme ve gorme kayiplari, nobetler, 6grenme giicliigii gibi bir cok
komplikasyona neden olan HIBHyi (4) hiicresel diizeyde nekroz ve apoptozu azaltarak
tedavi etmek miimkiindiir (106). Erken donemde hipoksi ve iskeminin neden oldugu
hiicre oliimii nekrozla olusur. Ge¢ donemde ise noronal Oliim; saatler ve giinler
icerisinde apoptozla sonuglanan bir dizi karmagik biyokimyasal ve molekiiler olaylar
sonucunda olusur. Hipoksik-iskemi ve reperfiizyon evresini takiben olusan hiicresel
olaylar zinciri eksitator bir aminoasit olan glutamatin asir1 salimimina, NMDA ve diger
reseptorlerin uyarilmasina, kalsiyumun hiicre icinde artmasina, lipid peroksidasyonu ve
aragidonik asit metabolitlerinin meydana gelmesine, SOR iiretimine, kaspazlar
aktivasyonuna, sonu¢ olarak geriye doniisiimsiiz olarak hiicre O©liimiine neden
olmaktadir (36).

Yapilan caligmalar yenidogan doneminde meydana gelen hipoksik iskemik
beyin hasarinda apoptozun en az nekroz kadar dnemli oldugunu gostermektedir (36,
150). Apoptotik noron sayis1 ne kadar fazla ise hasar da o derece fazla olmaktadir. Bu
nedenle apoptozu azaltmaya yonelik pek ¢ok tedavi denenmektedir.

Perinatal HIE’de en &nemli problem ndronlarin ve glial hiicrelerin 6lmeleri,
buna kars1 beynin 6len hiicrelerin yerine yenilerini koyamamasidir. Bu sebeple tedavi
yontemleri li¢ ana nokta {izerinde yogunlasmistir. Bunlardan birincisi beyin hiicrelerinin
Olmesinin engellenmesi, ikincisi dlen hiicrelerin yerine yenilerinin disaridan verilmesi,
iciinciisii  ise beynin gerekli yeni hiicreleri kendisinin yapmasi amaciyla
desteklenmesidir.

HIBHyi ve olumsuz etkilerini engellemeye yonelik tedavilerin sonuglarini
sicanlarda biyokimyasal ve histopatolojik yontemler ile biligsel ve lokomotor yetilerin

degerlendirilmesiyle gostermek miimkiindiir.
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HIBH'yi kavrayabilmek amaciyla farkli deneysel hayvan modelleri
kullanilmigtir. Bu modellerde beynin kan akimi ve oksijen yogunlugu diisiiriilerek
beyinin belirli bdlgelerinin nasil etkilendigi arastirdmigtr (151, 152, 153). Bu
caligmalarda karotid arter veya orta serebral arterin kapatilmasiyla beyinde iskemi
meydana getirilmistir (154). Giiniimiizde yenidogan HIBH’nin degerlendirildigi
deneysel calismalarda en ¢ok kullanilan model Rice ve Vannucci tarafindan uygulanan
yontemdir (155). Bu modelde tek tarafli karotid arter baglanmasinin yanisira deney
hayvanlar1 hipoksi odaciklarina konulmaktadir. Hipoksi modellerinde %5-10 oksijen ve
%90-95 azot kullanilmaktadir. Calismamizda yedi giinliik sicanlarin sag karotid arterleri
baglandiktan sonra derlenme siirecini takiben iki saat boyunca %8 oksijen ve %92 azot
karisimiyla hipoksi olusturulmustur.

HIBH’nin insanlarda olusturdugu klinik ve histopatolojik bulgular1 taklit
edebilecek en uygun hayvanin hangisi oldugu tartismalidir. Bizim ¢calismamizda da yedi
giinliik sicanlar kullanilmustir. Ozellikle insanlarin beyin gelisimi gz ©niinde
bulunduruldugunda, yedi giinliik yavru sican beyinlerinin insanlardaki perinatal dénem
icin uygun oldugu diistiniilmektedir (36).

Subtalamik niikleuslar, hipokampus ve paryetal korteks bolgelerindeki
noronlarin hipoksik-iskemik hasara daha duyarli oldugu gosterilmis ve apoptozisin
histopatolojik degerlendirilmesi i¢in bu bolgelerin arastirilmasi Snerilmistir (32, 2, 44).
Bizim ¢alisgmamizda da 6zellikle beyinin bu bolgeleri incelenmistir.

Yenidogan siganlarda, iskemi ve 1-3 saatlik hipoksiden sonra beyinde apoptotik
ndron sayisinin, karotid arter baglamasi yapilan tarafta daha fazla olmak iizere, her iki
beyin yarisinda da arttig1, calismalarda gosterilmistir (106).

Calismamizda, HIBH nin ve HiBH’de ozon uygulamasimin histopatolojik ve
biyokimyasal etkileri, beyin dokularinda apoptotik noronlar sayilarak ve kan
orneklerinde SOD ile MDA diizeylerine bakilarak degerlendirildi.

Apoptotik néron sayisinin artmasimn HIBH’nin siddetini artiracag bilgisi
dogrultusunda gruplar degerlendirildiginde, TUNEL yontemi ile grup 3 ve grup 4
sicanlarin apoptotik néron sayilarinin HIBH’li gruptan anlamli olarak az bulunmasi,
ayrica kaspaz-3 yontemiyle de grup 4 siganlarin apoptotik ndron sayilarinin shamdan

anlamli olarak fazla olmamasi ozon uygulamasinin apoptoza ugrayan ndron sayisini

72



etkileyebilecegini diistindiirmektedir. Cikarilan beyinlerin makroskobik goriintiileri ve
agirliklar1 da bu goriisiimiizii desteklemektedir.

Plazma MDA diizeyi artis1 ile HIBH nin siddeti arasinda paralel bir iliski oldugu
saptanmis, MDA diizeyi ne kadar yiiksekse HIBH’nin de o kadar siddetli oldugu
gosterilmistir (29). Calismamizda da en yliksek ortalama MDA diizeyi ozon uygulanan
grup 3 ve grup 4 sicanlarda Olgiildii fakat bu degerler grup 2’nin plazma MDA
diizeyinden anlaml olarak yiiksek degildi.

Siiperoksit dismutaz enzimi siiperoksidin, hidrojen peroksid ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizler. Hiicresel diizeydeki siiperoksidin en Onemli
diizenleyicisidir. Ozon uygulamasinin SOD miktarint artirdigir bildirilmistir (17).
Sunulan caligmada da en yiiksek SOD diizeylerinin ozon uygulanan grup 3 ve grup 4
sicanlarda oldugu belirlendi. Bu iki grup ile diger gruplar arasinda SOD diizeyi
bakimindan anlaml bir fark gdzlemlenmedi.

Sicanlarin biligsel ve lokomotor yetilerini degerlendirme amaciyla kullanilan
davranig deneylerinin, sicanlarin ndromotor gelisimini tamamladigi 80-85. giinlerden
sonra (24) ve/veya ortalama 180-400 gr agirhgindaki eriskin erkek sicanlarda
uygulanmasi Onerilmektedir (25). Literatiirde sicanlarin cinsiyetlerine gore de farkl
davraniglar sergiledigi, bu olayin hormonal farklilik ve hipokampiis gelisimdeki farktan
kaynaklandig1 ve ozellikle uzaysal 6grenmenin degerlendirilmesinde erkek cinsiyetin
daha uygun oldugu bildirilmektdir (120-122). Bu nedenle bizim ¢alismamizda da son
yillarda yapilan pek ¢cok hayvan davranis deneyi ¢alismasinda oldugu gibi erkek sicanlar
kullanilmastir.

Hayvan davranis deneylerinde, siganlarin stres ve anksiyeteye girerek
beklenenden farkli davramslar sergiledikleri bilinnmektedir. Daha Once yapilmisg
caligmalarin bulgulart dogrultusunda Ehman ve Moser, bu durumu en aza indirmek
amactyla diizeneklerin siyaha boyanmasini, deneyin yapildigi odanin los bir sekilde
aydmnlatilmasini, aym giin icinde tekrarlarin yapildigi caligmalarda sicanlarin
yorulmamasi icin atiglar arasinda yeterince siire birakilmasini, su tanki deneyinde
yiikseltinin sicanin biiyiikliigiine uygun olacak sekilde su altina gizlenmesini ve
sicanlarin viicut sicakliklarmin korunmasi amaciyla 6nlem alinmasin 6nermistir (156).

Acik alan diizenegi kare veya daire sekilli olabilmekle birlikte, deneylerde en

fazla 1 m*lik kare zemin iizerine yerlestirilen 30 cm yiikseklikteki duvarlar1 olan, iistii
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acik bir diizenek kullanilmaktadir (126). Acik alan deneyi genellikle her sicana bir defa,
2-20 dakika siireyle uygulanmaktadir (125, 126). Acik alan, sicanlarin lokomotor
aktivitesini degerlendirmede en sik kullanilan diizenektir. Lokomotor aktivite; katedilen
mesafe ve hareket hizinin Olgiimiiyle degerlendirilebilmektedir (126). Yapilan
caligmalarda, lokomotor etkilenmesi olan sicanlarin acik alan deneyinde kontrol
grubuna gore daha yavas hareket ettikleri ve daha az mesafe katettikleri gosterilmistir.
Acik alana brrakilan hayvanin kendi ortamindan alinip tek basina bilmedigi farkli bir
ortama birakilmasi sicanlarda anksiyete meydana getirir. Stresin si¢canlarin koselerde
donup kalmasina neden olacagi gibi asir1 hareketli olmasina da sebep olabilecegi iddia
edilmektedir (157, 158). Ancak c¢alismamizin bu asamasi, biitiin si¢anlar icin esit
sartlarin olusturuldugu bir odada yapildi. Uygulamalar aym kisi tarafindan
yapildigindan, anksiyete-stres gibi problemlerin tiim si¢anlari esit diizeyde etkilemesi
saglanmistir. Calismamizda agik alan deneyinde gruplarm katetikleri mesafe ve hareket
hizlar1 degerlendirildiginde bu parametreler icin gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamanmustir. Bu sonug dikkate alindiginda da HIBH’nin lokomotor etkilerini
gostermek icin sonraki calismalarda daha agir hipoksi yapilmasi ve agik alanda kalma
stirelerinin uzatilmasi onerilebilir.

Sicanlar 14 haftalik oldugunda uyguladigimiz Morris Su Tanki Deneyleri
hakkinda yapilmis pek cok ¢alisma bulunmaktadir. Bu deneylerde kullanilan havuzlarin,
yiikseltilerin ¢aplar1 ve yiikseklikleri degiskenlik gostermektedir. Son yillarda 150 cm
cap ve 45-60 cm yiikseklikteki havuzlar daha fazla kullanilmaktadir. Bu havuzlar
galvanizli sactan, fiberglastan ve poliiiretandan iiretilebilmektedir. Ogrenme ve bellek
degerlendirmesi icin bu bilgiler 1518inda ¢alismamizda galvanizli sagtan iiretilen, 150
cm ¢ap ve 60 cm yiikseklikte, ici siyaha boyanmis bir su tanki ve 15 cm c¢apinda daire
sekilli bir yiikselti kullanildi.

Literatiirde Morris su tanki ile 6zellikle uzaysal 6grenmenin degerlendirildigi ve
bu yetinin de hipokampal fonksiyonlarla ilgili oldugu bildirilmistir (129, 27). HIBH
meydana gelmis siganlarda kontrol grubuna gore gizli yiikseltiyi bulma siiresinin daha
uzun oldugu tespit edilmistir (24, 159, 160, 161). Calismamizda gruplarin ilk dort giinde
yiikseltiyi bulma siireleri incelendiginde tiim gruplar i¢in giinler ilerledik¢e bulma
stireleri anlaml1 olarak diismekteydi. En kisa ortalama bulma siireleri grup 1 sicanlara

aitti ve birinci giin hari¢ diger giinlerde grup 2, 3 ve 5’ten anlamh olarak farkliydi.

74



Ikinci en kisa degerler HIBH’nin yapildigi giin ozon verdigimiz grup 4’e aitti ve
dordiincii giin bu grup, grup 2, 3 ve 5’ten anlaml olarak daha hizli yiikseltiyi buldu.
Grup 1 ve grup 4 kendi aralarinda karsilastirildiginda 2. giin hari¢ diger giinlerde grup
1’in degerleri anlamli olarak daha kisayda.

Ogrenme krtiteri olarak inceledigimiz diger bir paremetre olan birinci giin ile
dordiincii giin arasindaki yiikseltiyi bulma siiresi farkina bakilacak olursa, 6grenmenin
en iyi oldugu belirlenen grup 1 ve grup 4 arasinda anlamli fark gozlenmiyordu. Bu
gruplarla grup 2,3 ve 5 arasinda ise anlaml fark vardi. Ozon uyguladigimiz grup 4’tin
hem ilk dort giinlik performanst hem de birinci giin ile dordiincii giin arasindaki
yiikseltiyi bulma siiresi farki paremetresindeki degerleri HIBH’de ozon uygulamast igin
kayda deger verilerdir.

Ogrenme ve hafiza deneylerinin 5. giiniinde, siganlarmn yiikseltinin yerini
o0grendiklerini teyit etmek ve ylikseltiyi bulmalarinin tesadiif olmadigin1 géstermek igin
yiikselti ¢ikarild1 ve sicanlarin eskiden yiikseltinin oldugu dogu kadraninda gegirdikleri
siire incelendi. Dogu kadraninda en fazla siireyi grup 1 ve grup 4 si¢anlarin gecirdigi
Olciildii. Bu 2 grupta da sicanlarin dogu kadraninda gecirdikleri siire diger kadranlarda
gecirdikleri siireden anlamli olarak fazlaydi. Diger gruplarda anlamli bir fark
gozlenmedi.

[k dort giin yiikseltiyi bulma siiresi, birinci giin ile dordiincii giin arasindaki
yiikseltiyi bulma siiresi farki ve dogu kadranminda gecirilen siire parametrelerinin hepsi
birlikte degerlendirildiginde HIBH uygulandiktan sonra hemen ozon verilen grup 4,
HIBH’nin tedavisinde ozon kullanimi ile ilgili yeni ¢aligmalar yapmak icin bizi

umutlandirmaktadir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Hipoksi-iskemi uygulamasimi takiben dekapite edilen yedi giinliikk sicanlarin
beyinleri makroskopik olarak normal goriinimdeydi. TUNEL ve Kaspaz-3
yontemiyle yapilan sayimlarda iskemi modeliyle apoptotik hiicre sayisinda artig
gozlendi. Sag beyin yarisinda TUNEL yontemiyle tespit edilen apoptotik ndron
sayilarinin istatistiksel degerlendirmesinde, sadece 3. ve 4. grup arasinda fark
gozlemlenmedi (p=0,803), diger gruplar arasinda ise apoptotik ndron sayisi
bakimindan anlamh fark vardi ve en diisiik ndron sayis1 sham grubu olan grup
1’deydi. Beynin sag yarisinda Kaspaz-3 yoOntemiyle yapilan apoptotik hiicre
sayilarinin degerlendirilmesinde; grup 1-grup 2, grup 1-grup 3 ve grup 2-grup 4
arasinda anlamli fark oldugu gozlemlendi (sirastyla p<0,001, p=0,011 ve p=0,014),
diger gruplar arasinda anlaml bir fark yoktu. Her iki yontemle de gruplarin kendi
iclerinde sag ve sol beyinleri arasindaki apoptotik ndron sayilarimin farki
degerlendirildiginde, sham grubu haric tim gruplardaki sicanlarin sag
beyinlerindeki apoptotik néron sayilar1 sol beyinlerindekinden anlamli olarak fazla

bulunmustur.

Dogumu takiben yedinci giin yapilan HIBH’ den sonra kalp igi girisimle alinan kan
orneklerinde en yiiksek ortalama MDA diizeyi grup 3’deki sicanlarin plazmalarinda
saptand1. Plazma MDA diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda grup 1-grup
3 ve grup l-grup 4 arasinda anlamli bir fark gozlemlendi (swrasiyla p=0,008,
p=0,018), diger gruplar arasinda ise anlamh fark yoktu.

Dogumu takiben yedinci giin yapilan HIBH’ den sonra kalp igi girisimle alinan kan
orneklerinde en yiiksek ortalama SOD aktivitesi grup 3’deki siganlarda saptandi.
SOD aktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmasinda herhangi anlamli bir fark

bulunamamistir (p=0,253).
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Acik alan deneyinde ortalama katedilen mesafe ve hareket hizlarinin gruplara gore
karsilastirmasinda her iki parametre i¢in de gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark bulunmadi (sirasiyla p:0,241 ve p:0,238).

Morris su tanki Ogrenme ve hafiza deneylerinin ilk dort giiniinde yiikseltiyi bulma
stireleri incelendiginde, Grup 1’de giinler ilerledikce yiikseltiyi bulma siireleri
anlamli olarak azaliyordu (p<0,001). Diger gruplarin tamaminda ise sadece 1. ve 2.
giinler arasinda yiikseltiyi bulma siireleri bakimindan anlamli fark bulunmazken,
diger giinlerde bulma siireleri birinci giinle kiyaslandiginda istatistiksel bakimdan
anlamli olarak azaliyordu. Giinlere gore gruplarin birbiriyle karsilastirilmasinda ise
en kisa ortalama yiikseltiyi bulma siireleri grup 1 siganlara aitti ve birinci giin hari¢
diger giinlerde grup 2, 3 ve 5’ten anlaml olarak farkliydi. Grup 1’den sonra en kisa
degerler HIBH nin yapildig1 giin ozon verdigimiz grup 4’e aitti ve dordiincii giin bu
gruptaki siganlarda grup 2, 3 ve 5’ten anlamh olarak daha hizli yiikseltiyi buldu.
Grup 1 ve grup 4 kendi aralarinda karsilagtirildiginda 2. giin hari¢ diger giinlerde

grup 1’in degerleri anlamli olarak daha kisayd.

Birinci giin ile dordiincii giin arasindaki yiikseltiyi bulma siiresi farki
incelendiginde, en fazla siireyi diisiiren ve en iyi 0grenmis olarak olgiilen gruplar
olan grup 1 ve grup 4 arasinda anlamh fark gézlenmiyordu. Bu gruplarla grup 2, 3
ve 5 arasinda ise anlamli fark vardi (grup 1 ve diger gruplar arasinda p<0,001, grup
4 ile grup 2 aras1 p=0,015, grup 4 ile grup 3 aras1 p=0,001, grup 4 ile grup 5 arasi
p=0,037).

Ogrenme ve hafiza deneylerinin 5. giiniinde sicanlarin eskiden yiikseltinin oldugu
dogu kadraninda gegirdikleri siirelere bakildiginda, dogu kadraninda en fazla siireyi
grup 1 ve grup 4 sicanlarin gegirdigi ol¢iildi. Bu 2 gruptada sicanlarin dogu
kadraninda gecirdikleri siire diger kadranlarda gegirdikleri siireden anlaml olarak
fazlaydi (p<0,001). Diger gruplarda anlamli bir fark gozlemlenmedi (grup 2
p=0,577, grup 3 p=0,382, grup 5 p=0,111).
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10.

11.

12.

13.

16 haftalikken dekapite edilen sicanlarin beyin aguwliklarina bakildiginda Grup
1’deki sicanlarin beyin agirligimin diger gruplardan anlamli olarak fazla oldugu

goriildii (p <0,001). En diisiik beyin agirliklarida grup 2 ve grup 5’°de dl¢iildii.

16. haftada sicanlarin viicut agirliklar tartildiginda gruplar agirdan hafife dogru 1,
3, 4, 2 ve 5 olarak srralamiyordu. Gruplar arasinda anlamli fark gozlemlenmedi

(p=0.059).

Ogrenme ve hafiza deneyi sonuglarinin daha iyi irdelenebilmesi amaciyla siganlara

yiikseltiyi bulmasi i¢in verilen siirenin 120-180 saniyeye ¢ikarilmas1 onerilebilir.

Ozonun etkilerinin daha iyi gosterilebilmesi i¢in sonraki calismalarimizda ardigik

giinlerde tekrarlayan ozon uygulamalar1 yapilabilir.

Antioksidan, antiinflamatuar ve antienfektif Ozellikleri ile ozon vazookliizif
hastaliklarin tedavisinde yeni bir alternatif olarak goziikmekle birlikte klinikte
uygulanabilmesi i¢cin uygulama zamani, dozu, tekrar sayis1 ve endikasyonlariin

belirlenmesi ileride yapilacak ¢aligmalarla miimkiin olacaktir.

Diger caligmalarda ortaya konan ozon ile ilgili basarili klinik uygulamalar goz
Oniine almacak olursa, basarili hayvan modellerinde test edildikten sonra uygun
deneysel modellerde yapilacak insan calismalarina da ihtiya¢ vardir. Her ne kadar
ozon tedavisi bagarili 6rneklere sahip olsa da, kanita dayal tip kapsaminda etkinligi

mutlaka bilimsel verilerle dogrulanmalidir.
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