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OzET

Perinatal dénemde olusan hipoksik iskemik beyin hasari (HIBH) yenidogan
bebeklerde zeka geriligi, gorme ve isitme kaybi, motor kusurlar, epilepsi, beyin felci
ve Olumin en o©Onemli nedenlerindendir. Hipoksi-iskemi ve yeniden kanlanma
sonrasinda gelisen apoptozis siddeti beyin hasarinin bir gostergesidir. Hipoksi ve
iskemiyi takiben yeniden kanlanma dénemine gegmeden once verilecek tedaviler ile
hasari 6nlemek ya da azaltmak mamkun olabilir.

Bu calismada, HIBH olusturulan yenidogan sican modelinde yeni kusak
antiepileptik bir ilag olan levetirasetamin ndronal apopitozis Uzerine etkisi erken
donemde histopatolojik ve biyokimyasal testlerle, ge¢ donemde ise davranis
deneyleriyle arastinidi.

Calismaya 7 gunlik yenidogan siganlar rastgele alinarak dort gruba ayrildi.
Her bir gruptan 27 sigan ¢alismaya alindi. Grup 2, 3 ve 4’teki sicanlara orta hat kesisi
yapllarak sag karotid arterleri baglandi. Bu siganlar %8 oksijen igeren hipoksi
odacidinda iki saat bekletildi. Hipoksi sonrasi Grup 2’dekilere serum fizyolojik, grup
3’'tekilere levetirasetam (100 mg/kg) ve grup 4’tekilere levetirasetam (200 mg/kg)
periton i¢gi yolla (intraperitoneal, i.p) verildi. Grup 1’deki siganlarin ise karotid arterleri
bulundu, fakat baglanmadi. Bu siganlara hipoksi de uygulanmadi. Her gruptan 9 adet
sicandan hipoksi sonrasi ikinci saatte kalp ici girisimle kan Ornegdi alinarak
malondialdehit, glutatyon peroksidaz, superoksit dismutaz ve katalaz enzim
dizeylerine bakildi. Kan 6rnekleri alindiktan sonra dekapite edilerek TUNEL ve
Kaspaz-3 yontemiyle apopitotik ndéron sayisi degerlendirildi. Geriye kalan siganlarin
ge¢ donemde lokomotor yetileri agik alan deneyi, 6grenme ve hafizalari ise morris su
tanki testi ile degerlendirildi.

TUNEL ve Kaspaz-3 yontemi ile boyanan apopitotik hlicre sayisinin grup
2’'deki siganlarda diger gruptakilere goére anlamli bir sekilde fazla oldugu saptandi
(p<0.001). TUNEL ydntemiyle Levetirasetam 100 mg/kg ve 200 mg/kg uygulanan
gruplarda, Kaspaz-3 yontemiyle ise sadece levetirasetam 200 mg/kg uygulanan
grupta apopitotik néron sayisi serum fizyolojik uygulanan gruba goére anlamli
derecede daha azdi (p<0,001).

Plazma malondialdehit dizeyi de grup 2’deki siganlarda daha yuksekti ve grup

1’deki sonuglarla karsilastirildiginda anlamli fark saptandi (p=0,002). Plazma katalaz
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dizeyi grup 3’teki sicanlarda daha yuksekti, ancak gruplar arasinda anlamli farkhlik
yoktu. Plazma glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz grup 4’te grup 1, 2 ve
3’ten istatistiksel olarak anlamli derecede daha yuksek bulundu.

Dogumdan sonraki 10. haftada lokomotor aktivite agik alan deneyi ile
degerlendirildi. Gruplar arasinda hareket hizlari ve katettikleri mesafeler yoninden
farklihk yoktu.

Morris su tanki testinde ise gruplarin ilk dort gunde yukseltiyi bulma sureleri
incelendiginde tum gruplar gunler ilerledikge bu sureyi anlamli olarak dusurmekteydi.
Yukseltiyi bulma suresi, 1. gun ile 4. gun arasindaki yukseltiyi bulma suresi farki ve 5.
gun yukseltinin oldugu dogu kadraninda gegcirilen sire bakimindan sham grubu ile
levetirasetam 200 mg/kg uygulanan grup 4 siganlarin sonuglari benzerdi. Bu
gruplarla grup 2 ve 3 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark vardi.

On altinci haftada dekapite edilen sicanlarda en yuksek vicut agirhgr grup
1’de, en dusuk ise grup 3’te dlguldl. En ylksek beyin agirligi ise ise grup 1 ve 4’teki
siganlarda saptandi ve diger 2 gruba gére anlamli derecede daha yUksekti.

Sonug olarak bu calisma ile levetirasetamin HiBH olusturuimus yenidogan
sicanlarda erken ddénemde apopitotik ndéron sayisini azaltarak ndéron koruyucu
etkide bulundugu histopatolojik olarak gdsterilmistir. Ge¢ dénemde doz bagimli
olarak davranig deneylerine olumlu katkisinin oldugu tespit edilmistir.
Sonuglarimiza goére levetirasetamin ndéron koruyucu etkinliginin nedenlerinden
birinin glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz enzim dizeylerini arttirarak
yaptigini disiinmekteyiz. Bu c¢alisma bizim bilgilerimize gore levetirasetamin HiBH
olusturulmus yenidogan siganlarda néron koruyucu etkinligini histopatolojik,

biyokimyasal ve ge¢ donemde davranis deneyleriyle gosteren ilk calismadir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan enzimler, apopitozis, davranis deneyleri,

hipoksik iskemik beyin hasari, levetirasetam



ABSTRACT

Perinatal hypoxic ischemic brain injury (HIBI) is encountered one of the major
causes of mental retardation, visual and auditory impairment, motor deficiencies,
epilepsy, stroke and death in newborns. The severity of hypoxia-ischemia and
increased number of the apoptotic neurons after reperfusion period are indicators of
the brain injury. There is likelihood of preventing or minimizing the injury through the
treatments to be administered prior to reperfusion, following hypoxia and ischemia.

In this study, the effects of a new generation antiepileptic drug levetiracetam,
on neuronal apoptosis by histopathological and biochemical tests in early period and
experimentally in the long term behavior in neonatal rat model of HIBI were
investigated.

The 7 days-old neonatal rats included in the study were randomly divided into
four groups. Twenty-seven rats from each group were studied. Midline incision was
performed on the rats in Group 2, 3 and 4 and their right carotid arteries were ligated.
These rats were kept in a hypoxia chamber containing 8% oxygen for two hours.
After the hypoxia, normal saline was administered intraperitoneally to the rats in
group 2, levetiracetam (100 mg/kg) to those in group 3 and levetiracetam (200
mg/kg) to those in group 4. The carotid arteries of those in group 1 were located, but
not were ligated. The rats in this group were not exposed to hypoxia either. Blood
samples were taken from 9 rats in each group two hours later than hypoxia and
malondialdehyde, glutathione peroxidase, superoxide dismutase and catalase
enzyme levels were determined. After blood samples taken, those were capitated
and the number of apoptotic neurons were evaluated by TUNEL and Caspase-3
methods. The long-term motor capabilities of remaining rats were evaluated through
open field tests and learning and memories were evaluated through morris water
tank test.

The number of the apoptotic neurons dyed by TUNEL and Caspase-3
methods was observed to be significantly higher in group 2 compared to the other
groups (p<0.001). The number of apoptotic neurons dyded by TUNEL was observed
to be significantly lower in groups administered levetiracetam 100 mg/kg and 200

mg/kg and the number of apoptotic neurons dyded by Caspase-3 method was



observed to be significantly lower in only levetiracetam 200 mg/kg group compared to
saline group.

Plasma malondialdehyde levels were also higher in group 2 rats and there
was statistically significant difference compared to group 1 (p=0,002). Plasma
catalase levels were higher in group 3 rats, but no statistically significant difference
was identified in the comparision among the groups. Plasma glutathione peroxidase
and superoxide dismutase levels were detected to be significantly higher in group 4
compared to group 1, 2 and 3.

Locomotor activity was evaluated through open field tests at the 10™ week of
birth. The avarage speed activity and the distance they covered were not significantly
different among the groups.

In morris water tank test, in the first four days all groups significantly declined
the period to find elevation as the days progressed. The findings of finding elevation
time, the difference of finding elevation time in first and fourth days and time spent in
the eastern quadrant in fifth day were similar between sham group and group 4.
There were statisticaly significant difference compared to group 2 and group 3.

In the rats decapitated in 16. week, the highest body weigth in group 1, the
lowest body weight in group 3 were measured. Brain weight was highest in group 1
and 4 and there was statisticaly significant difference compared to other two groups.

In conclusion, by this study in HIBI created neonatal rats, the levetiracetam’s
neuroprotection efficacy by reducing the number of the apoptotic neurons in the early
period is revealed histologically. In late period, positive contribution was found to be
dose-dependent on behavioral tests. In this study, we think that levatiracetam shows
a neuroprotective efficacy through increasing levels of glutathione peroxidase and
superoxide dismutase. According to our knowledge, this is the first study showing the
neuroprotection efficacy of levetiracetam in HIBI created newborn rats

histopathological, biochemical and behavioral experiments on late period

Key words: Antioxidant enzymes, Apoptosis, behavioral experiments, hypoxic

ischemic brain injury, levetiracetam.



GIRIS VE AMAG

Yenidoganda hipoksik iskemik beyin hasari (HIBH) tim dinyada yenidogan
doneminde meydana gelen olumlerin, beyin felcinin, zeka geriliginin ve epilepsinin
onde gelen nedenlerinden biridir. Gelismis Ulkelerde HIBH sikligi 1000 canli
dogumda iki olarak bildiriimekle birlikte gelismekte olan Ulkelerde ¢ok daha sik
goraldugu dusunulmektedir. Olgunlasmamis beynin hipoksi ve iskemiye duyarliligi
daha fazladir™. Hipoksi gelismekte olan beyinde talamus, periventrikiiler beyaz
cevher ve hipokampiis gibi secilmis bdlgeleri daha cok etkilemektedir®.

HIBH’nda hiicre 8limii nekroz, apopitozis veya her iki sekilde olabilmektedir®.
Hipoksi-iskemi ve yeniden kanlanma sonrasinda gelisen apopitozisin giddeti beyin
hasarlanmasinin 6nemli bir gdstergesidir. Yapilan c¢alismalarda yenidogan
déneminde gelisen HiBH'nda apopitozisin nekrozdan daha énemli rolii oldugu
gésterilmigtir7‘8. Hipoksi ve iskemiyi takiben baslayan yeniden kanlanma dénemi
agir hasarin olustugu en o6nemli dénemdir. Bu dénem baslamadan yapilacak
tedaviler ile HIBH'ni énlemek ya da azaltmak miimkiin olabilir®.

HiBH’na yénelik olarak klinik ve deneysel hayvan modellerinde néronal hasari
Onlemek icin cesitli ilaglar ve ydntemler Uzerinde c¢alisiimaktadir. Hipotermi
uygulanmasi, serbest oksijen radikalleri (SOR) olusumunun engellenmesi, serbest
oksijen radikallerini ortadan kaldiran ajanlar (Selenyum, E vitamini, N-Asetilsistein,
Askorbik asit), kdék hucre nakli, dekzametazon, kalsiyum kanal kapaticilarinin
uygulanmasi, magnezyum sulfat ve antiepileptik ilaglar bunlara 6rnek olarak
verilebilir®,

Son yillarda yapilan calismalarda HIBH olusturulan yenidogan hayvanlara
topiramat, lamotrijin ve valproik asit gibi bazi antiepileptik ilaglarin verilmesiyle
beyin hasarinin azaldigi ve islevsel testlerde iyilesme oldugu bildirilmistir'®*2. HIBH
olusturulmus yenidogan siganlarda kullanilan antiepileptik ilaglarin néron koruyucu
etkiyi hiicre icine kalsiyum girisini engelleyerek, glutamat seviyesini azaltarak veya
gama amino biitirik asit (GABA) seviyesini arttirarak yaptigi tespit edilmistir*>*.
Levetirasetam (LEV) ise Ulkemiz de dahil olmak Uzere bir¢cok Ulkede 1 ayliktan
itibaren epilepsili cocuklarda glivenle kullanilan yeni kusak antiepileptik bir ilagtir.
Son zamanlarda yenidogan noébetlerinde kullanimi ile ilgili birkag klinik calisma

15,16

mevcuttur™*®. Ancak yenidogan dénemindeki HiBH’ndaki etkinligi ve néronal
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apopitozis Uzerine etkisi tam olarak bilinmemektedir. Bizim bilgilerimize goére bu
zamana kadar LEV'In HIBH olusturulmus yenidogan siganlardaki etkisini gdsteren
herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Bu caligmada, HIBH olusturulan yenidogan sican modelinde yeni kusak
antiepileptik bir ilag olan LEV’In ndéronal apopitozis Gzerine etkisinin erken donemde
histopatolojik ve biyokimyasal testlerle, ge¢ donemde ise davranig deneyleriyle

degerlendiriimesi amaclandi.
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GENEL BILGILER

Hipoksik iskemik Beyin Hasari

Tanim

Yenidogandaki HIBH mortalitenin, serebral palsinin, mental motor geriligin ve
epilepsinin en dnemli nedenlerinden biridir™. Hipoksi kanda oksijenin normalden az
olmasi olarak tanimlanir. Hipoksiye maruz kalan yenidogan bebeklerde beyin basta
olmak Uzere bir veya birden fazla organ etkilenimi olmaktadir. Hipoksi gelismekte
olan beyinde ventrikll gevresindeki beyaz cevher, talamus ve hipokampus gibi
beynin secilmis bolgelerini daha ok etkiler'”. iskemi ise bir doku veya organdaki
kan akiminin azalmasi veya kesilmesini ifade eder. iskemide dokuya yeterli oksijen
ve glukoz gibi bazi besin maddeleri gidemeyecegi ve toksik maddeler
uzaklastirlamayacag! icin hipoksiye gore daha agir bir hasara neden olur.
Olgunlagsmamigs beynin hipoksi ve iskemiye yanitinin olgunlasmis beyinden farkl
oldugu bilinmektedir®*.

Dogum oOncesinde, dogum sirasinda veya dogum sonrasinda yasanan
hipoksik iskemik olaylar sonucunda yenidoganlarda olusan anormal noérolojik
bulgularin varli§i perinatal hipoksik iskemik ensefalopati (HIE) olarak tanimlanir.
Yasanan hipoksi ve iskeminin agirhigina ve suresine bagl olarak hafif, orta veya

agir derecede HIE olarak siniflandirilir®,

Epidemiyoloji

HiBH yenidogan dlimlerinin ve sakatliklarinin énde gelen nedenlerinden olup
hastaya, aileye ve topluma agir ylUkler getirmektedir. Tium dinyada yilda bir milyon
kadar bebek yenidogan déneminde HIBH nedeniyle kaybedilmektedir'®. Dogum
oncesi ve dogum sirasindaki izlem yontemlerindeki gelismelere ragmen halen
gelismis Ulkelerde HIBH sikligi 1000 canli dogumda 2 ile 4 arasindadir. Gelismekte
olan ulkelerde ise bu oran 1000 canli dogumda 9 ile 18 gibi cok daha yuksek
oranlara ulasmaktadir*™®. HIBH ile dogan bebeklerden %10-15'i yenidogan
doneminde kaybedilmektedir. Yasayanlarin da %10-15’inde serebral palsi, %40
kadarinda bilissel bozukluklar, noéromotor gelisme geriligi, nobetler, isitme

bozukluklari, korliik gibi 6nemli sakatliklar gelismektedir®®?. Bu kadar sik
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kargilagilan ve c¢esitli norolojik sekellere neden olan bu durum fetis ve

yenidoganlara yonelik uygun tedavi yaklasimini da zorunlu hale getirmektedir.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Patofizyoloji

Perinatal HIBH'nin patofizyolojisinden sorumlu temel olay plasentada yetersiz
gaz degdisimi veya akcigerlerde ventilasyonun bozulmasidir. Oksijen ve
karbondioksit degisimindeki bozulma arteryel hipoksemi, hiperkarbi ve asidoza
neden olmaktadir. Erken donemde olay hizli gelistiginden organlar arasi ve beyin
icindeki kan dolaniminin yeniden duzenlenmesi yetersiz kalmaktadir. Buna bagl
olarak hipoksik iskemik zedelenme bulgulari, metabolik aktivitenin fazla, enerji
depolarinin az oldugu beyin, kalp gibi dokularda daha fazla géralmektedir. Beyinde
talamus ve beyin sapi nukleuslari belirgin derecede etkilenirken, serebral
hemisferler daha iyi korunmaktadir®*°,

Altta yatan patolojik olayin bilinmesi hastaligin tim ydnlerinin anlagiimasini
saglayacaktir. Yenidogandaki HiBH'na hipoksi ve iskemi birlikteligi neden olur.
HiBH’nda olaylarin %50’si dogum dncesinde, %40’1 dogum sirasinda, %10 kadari
ise dogum sonrasinda meydana gelmektedir'®.

HiBH siklikla dért nedene bagli olarak gelismektedir.

1) Plasentaile ilgili sorunlar
a. Plasentanin yerinden ayrilmasi (ablasyo plasenta)
b. Plasentanin dogum yoluna yerlesmesi (plasenta previa)
c. Plasenta gelisim bozukluklari
d. Plasentada enflamatuvar degisikliklerin olmasi
e. Plasentanin kalsifikasyonu, 6demi veya enfarkti
2) Gobek kordonu ile ilgili sorunlar
a. Kordon sarkmasi veya dolanmasi
b. Kisa kordon
c. Kordonun anormal yerlegimi
3) Fetusle ilgili sorunlar
a. Cogul gebelikler
b. Zamanindan 6nce veya ge¢ dogum
c. Fetal anomaliler (hidrosefali gibi)
d. Anemi (hidrops, eritroblastozis fetalis vb.)
e

. Fetal enfeksiyonlar
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f. Irifetls
g. Intrauterin gelisme geriligi
4) Anneye ait nedenler
a. Anne yasinin 16’dan kuguk, 40’tan buyuk olmasi
DuslUk sosyoekonomik duzey
Kronik hastaliklar (diabetes mellitus, bdbrek, akciger, karaciger vb)
Hipertansif hastaliklar

Uzamis dogum eylemi

~ ® oo o

Anormal uterus kasiimasi

Agir anemi

=«

Gebelik toksemisi

I. Perinatal enfeksiyonlar

J. Alkol ve narkotik ila¢ aligkanhgi

k. Annenin magnezyum veya antiepileptik ila¢ kullanmasi

HIBH farkli nedenlere bagli olarak gelisse de ndropatolojik sonuglari

benzerdir. Beyin hasarinin agirligi ve dagilimi neden olan olayin giddeti, suresi ve
gebelik yasi ile iligkilidir. BUylUk c¢ocuk ve eriskin beynine goére gelisimini
tamamlamamis beyin hipoksik iskemik olaylara karsi daha direnclidir'®*°. HIBH'nin
ana noropatolojik goOstergeleri secgici noéron hasari ve enfarkttir. Segici néron
hasarinda (nekroz ya da apopitoz) ndronlar oOlurken, glia hicreleri (astrositler,
oligodentrositler) ve kan damarlari korunur®. Erken dogan bebeklerde HiBH daha
cok serebral hemisferin beyaz cevher yapilarinda I6komalazi ve kanama seklinde,
zamaninda dogan bebeklerde ise beynin gri cevher yapilari olan korteks,
hipokampus, bazal gangliyonlar, talamus ve beyin c¢ekirdeklerini daha sik

etkilemektedir'">>

. Bu lezyonlar genellikle segici néronal nekroz, parasagital
beyin hasari (pariyeto-oksipital), bolgesel ve ¢oklu boélgesel beyin hasari seklinde
olmaktadir’®.

HiBH’nda olusan hiicresel hasarin mekanizmasi tam olarak agiklanamasa da
ardisik biyokimyasal olaylar sonucu meydana geldigi bilinmektedir (Sekil 1).
Hipoksi ve iskemi sonrasi enerji eksikligi ve protein sentezinin baskilanmasi
sonucunda sitotoksik 6dem gelisir ve buna badl birincil hicre 6limi
olusmaktadir®?. Ancak HIBH sonrasi asil etkilenme daha ¢ok yeniden kanlanma
ve yeniden oksijenlenme doneminde ortaya cikmaktadir. Bu donemde bazi

biyokimyasal mekanizmalar sonucunda ikincil hucre olumu olusmaktadir. Bu
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biyokimyasal mekanizmalar hdcre ig¢i kalsiyumun artmasi, glutamat algaglarinin
uyariimasi,  nitrik oksit (NO) dretimi, SOR salinimi ve bazi enflamatuvar
reaksiyonlarin aktive olmasi sonucudur. Son yillarda yeniden kanlanma doneminde
meydana gelen hicre 6lumunun birincil hicre 6lumune gore daha fazla oldugu ve
tedavi seceneklerinin de bu dénemde etkili olabilecegi bildirilmistir®*%. ikincil hiicre
olumu hipoksik iskemik olaydan iki saat sonra basladigi ve 48 saate kadar

uzayabildigi ileri surdimustar.

Hipoksik | Enerji
iskemik olay | yetersizligi

v

Yeniden kanlanma ve

Birincil hiicre oliimii

A\ 4

oksijenlenme
Beyaz kiire gogii Glutamat salinim
Sitokinlerin uyarilmasi v
NOS’in uya't'*llmas1' N NMDA ve diger
Serbest oksijen radikallerinin olusumu algaclarin uyarilmas:
Enzimlerin . _* :
uyarilmasi < H.u.cr.e i¢ine kalsiyum
Fosfolipaz A2 giris1
Proteinkinaz C
Endoniikleaz ) . )
Kaspaz Prostoglandin ve 16kotrienlerin olusumu
Ksantin oksidaz Urik asid olusumu
NOS _»| Asirt NO iiretimi
DNA pargalanmasi
Hiicre zarinin pargalanmasi
Proteinlerin yikimi
A 4
A 4
Kaspaz . SOR of
uyarilmasi » Apopitozis > olusumu <
A 4 A 4 \ 4
Ikincil hiicre 6liimii | Lipid
peroksidasyonu

Sekil 1: Hipoksi iskemi sonucunda beyin hiicrelerini olime go6tiiren
fizyopatolojik olaylar. (NOS: nitrik oksit sentaz, NMDA: N- metil D- aspartat,
NO: Nitrik oksit, DNA: Deoksiriboniikleik asit, SOR: Serbest oksijen

radikallleri)
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HIBH'nda hiicre 8limii nekroz, apopitoz veya her iki sekilde olabilmektedir®.
Bu iki mekanizma arasindaki en belirgin fark apopitozisde enflamatuvar olaylarin
olmamasidir. Nekroz, hicreye disaridan gelen saldirilar (osmotik, termal, toksik
veya travmatik) sonucu hicrenin gigsmesi, zar butunliginin bozulmasi, huicre
iceriginin salinmasi ve bunun sonucunda enflamasyon olusumu ve fagositoz ile
hdcrenin olumadur. Apopitoz 6zel molekuler yolaklarla ilerleyen kendine 6zgu
mekanizmalarin karistigi aktif organize programlanmis hicre 6lumudur. Apopitozise
bagli htcre 6lumu kromatinin yogunlagmasi, hicrenin buzismesi ile gerceklesir ve
enflamasyon eslik etmez?®? (Sekil 2). Hiicrenin 6lim sekli ile iskeminin derecesi
arasinda bir iligki oldugu bildiriimektedir. Agir iskemi durumunda nekroz ile hucre
olumi daha c¢ok gorulirken hafif iskemi durumunda apopitozis on plana
gecmektedir. Son yillarda perinatal dénemde gerceklesen HiBH’nda apopitozisin

nekrozdan daha énemli oldugu gosterilmigtir.

A|}0|1101i5 Tomurcuklanma we apoptotik
Hicre hizigmesi ve gizimlerin olugumu

kromatin yodunlasmas: Apoptatik cisimciklerin yand

olmaksizin fagosite edilmeleri

<) Qg TS

T,

# .-- ﬂ ———
/ é’f - % _.
Mormal hilcre I_._’-," ';:._ 3‘
)
o i
o el =
. \ ,.Dﬁ?_\l : 4 & '.l."'.l T
Nekroz ,ﬂ@ & |+l 0.y -
Hiicre sismesi | ﬂ ot shiria

Lo

e

B e ‘fangiyla bidikte gergeklesen hicre
Hicre zar bitOnliginin pargalanmas;

hozulmas

Sekil 2: Apopitozis veya nekroz ile hiicre olimii.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Hiicresel Mekanizma

a) Enerji Eksikligi ve Asidoz Geligimi

Beynin normal fonksiyon goérebilmesi icin yeterli oksijen ve enerjiye ihtiyaci
vardir. Vlcuttaki tim hucrelerde oldugu gibi noronlarin enerji ihtiyact da birincil
olarak adenozin trifosfat (ATP) yoluyla saglanir. ATP Uretimi temel olarak
mitokondriler icinde oksidatif fosforilasyonla olusur. Néronlar glikojen

depolayamazlar ve surekli glikoza gereksinimleri vardir. Hipoksiye ilk metabolik
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yanit anaerobik glikolizdir. Doku O, basinci kritik bir deger altina indiginde (<0.1
mmHg) mitokondrilerin sitokrom sistemleri galisamaz ve indirgenmis maddeler
birikmeye baslar. Oksidatif fosforilasyonla olusan ATP dretimi durur. Aerobik
ortamda mitokondrilerde gerceklesen oksidatif fosforilasyon ile 36 mol ATP
uretilirken anaerobik glikoliz ile sadece 2 mol ATP daretilir. Enerji ihtiyacinin
karsilanmasi icin anaerobik glikoliz hizinin 18 kat artmasi gerekir. Ancak glikolizis
en cok 4-5 kat artabilir®®. ATP eksikligi hiicre zarl iyon pompalarinin islevlerini
bozar, hicre zari uyarilir, akson terminalinden uyarici aminoasitler salinir, hicre igi
kalsiyum artar, ksantin birikimi olur ve sonugta nekroz ve apopitozis olur®.

Anaerobik glikolizin istenmeyen bir sonucu da laktik asit ve hidrojen iyon
birikimidir. Artan laktik asit ve hidrojen iyonu hicre i¢i ve hicre disi pHnin
dismesine neden olur. Hlcre zar iyon pompa iglevinde aksama hucre iginde
sodyum, kalsiyum ve su birikimine neden olur ve néronal hasar daha da artar'®.

Hipoksi-iskemi sirasinda birincil enerji yetmezliginin ardindan gelisen ve
enerjinin kismen geri kazanildigi bir yeniden kanlanma evresi vardir. Yaklasik
hipoksi iskemi sonrasi 2. saatte baslayip 48 saate kadar uzayan bu evre sonunda
yeterli serebral kanlanma ve oksijenizasyonun olmasina ragmen ikinci bir eneriji
yetmezliginin oldugu dénem gelisir. Bu dénem gecikmis hlcre hasarinin olustugu
evre olup calismalarin yogun olarak yapildigi ilgi ceken bir ddnemdir®*.

b) Uyarici Aminoasitlerin Norotoksisitesi

Beyindeki temel uyarici aminoasit glutamattir. Glutamat algaclari néron
gelisimi, 6grenme, hafiza ve sinaptik baglantilarin organizasyonu gibi fizyolojik
islevlerin yerine getiriimesinde dnemli goérevleri vardir. Glutamat saliniminin hipoksi
iskemi sonrasi hicre olumd mekanizmasinda o©onemli rolinun oldugu
kanitlanmistir®®-2,

Oksijen eksikligi beyinde oksidatif fosforilasyonda azalmaya ve eneriji
eksikligine neden olur. Hlcre zarindaki iyon pompalari (Na, K ve Ca) eneriji
eksikliginden dolayi iyon dengesini saglayamaz. Hicre zari uyarilir ve néronun
presinaptik bolgesinden basta glutamat olmak Uzere uyarici aminoasitler salinir.
Glutamatin norotoksik etkileri yapay ortamda ve canlida yapilan calismalarda
gosterilmistir. Glutamat néron zarinda bulunan dustk ve yliksek duyarlikli kainik
asit, N-metil D-aspartat (NMDA) ve amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoazopropiyonik asit
(AMPA) algaclarini uyarir®33. Yapilan klinik calismalarda beyindeki NMDA

algaclarinin talamus, striatum, serebellum, korteksin 3. 5. ve 6. tabakalari ile
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hipokampusiun CA1 bolgesinde daha fazla bulundugu saptanmistir. AMPA
algaclarinin ise korteksin derin tabakalari, striatum ve hipokampusun piramidal
hdcrelerinde yogun olarak bulundugu gosterilmigtir. Beynin bu bolgelerinin hipoksik
iskemik hasarlanmada en fazla etkilenen bélgeler oldugu gérilmiistiir®3,

NMDA, AMPA ve kainik asit algaclarinin uyariilmasi ile postsinaptik zardan
sodyum, klor ve potasyum gegisi olur. NMDA algacindaki iyon kanalindan sodyum,
klor ve potasyuma ek olarak kalsiyum da gecer. Hucre igine gegen sodyum, klor ve
su osmotik hucre parcalanmasini gercgeklestirir. Hicre igine gegen kalsiyumun,
kalsiyum bagimli enzimleri (proteaz, lipaz, endonukleaz, fosfolipaz, proteinkinaz,
NOS) uyarmasi sonucu hiicre hasari ve apopitozis olusur®*.

c) Hiicre igi kalsiyum birikimi

Vucuttaki diger hicreler gibi ndronlardaki kalsiyum, hicre i¢i dengeyi saglayan
enzimlerin islevlerinde ve hucre iginde ikincil haberci olarak goérev yapar. Hulcre
icinde kalsiyum birikimi hdcre zari butinlagundn bozulmasina ve néron dlumine
neden olur. Hucre i¢i kalsiyum mitokondri, endoplazmik retikulum, hucre zari ve
cekirdegi gibi organellere bagli halde bulunur®=°.

Hipoksi-iskemi esnasinda glutamat algaclarinin asiri uyarilmasi sonucunda
glutamat bagimli kalsiyum kanallari araciligiyla hicre iginde kalsiyum miktari artar.
Ayni zamanda endoplazmik retikulumdan ve mitokondrilerden sitoplazmaya
kalsiyum salinimi da olur®=>%_ Enerji yetmezligi nedeniyle hiicre zarindan disariya
kalsiyum c¢ikigi da bozulur. Hulcre igi kalsiyum miktarindaki artis lipaz, proteaz,
siklooksijenaz, endonlkleaz ve fosfolipaz gibi birgcok enzimi aktive eder. Aktive olan
bu enzimler lipid peroksidasyonuna, zar proteinlerinin yikimina ve SOR’nin
olusumuna da neden olur?>3°,

Sonu¢ olarak, hipoksi-iskemi sonrasi hucre iginde kalsiyum birikimi
noronlarda geri déniistimsiiz hasara neden olmaktadir®>°.

d) Serbest Oksijen Radikallerinin Hasari

SOR doku ve organlardan surekli salinan ve bir yandan da cesitli yollarla
temizlenen Urdnlerdir. SOR dokularda normalde ¢ok disuk dizeyde Uretilir; ancak
patolojik durumlarda miktarlari artmaktadir®2. Hiicreler kendilerini SOR’nin zararli
etkilerinden enzimatik (katalazlar, endoperoksidazlar, dismutazlar) ve enzimatik
olmayan mekanizmalar (glutatyon, kolesterol, askorbik asit ve a-tokoferol gibi

antioksidan maddeler) ile korur. Hipoksi iskemi sonrasi yeniden kanlanma
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doneminde SOR uretimi artar ve hucrenin kendisini koruma kapasitesinin Uzerine
Qlkar32‘35‘36.
Beyin dokusu g¢oklu doymamis yag asitleri agisindan zengin olup SOR’ne
kargi olduk¢a duyarlidir. Yeniden kanlanma doneminde olusan SOR (hidroksil
radikali, superoksit radikali, hidrojen peroksit, hipoklorit iyonu, nitrik oksit,
peroksinitrit) hucre zarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini, hicre iskeletindeki
proteinleri, nukleik asitleri okside ederek hlcre hasarina ve apopitozise neden
olur®. Yenidogan beyninde yetersiz olan antioksidanlar nedeniyle normalden daha
agir hasar gorilir?,

f) Nitrik Oksit

Nitrik oksit, L-argininin NOS tarafindan L-sitrulline donusturulmesi sirasinda
olusan zayif bir serbest radikaldir. Beyindeki noronlar, endotel hucreleri, mikroglia
ve astrositler tarafindan Uretilir. NO normalde merkezi sinir sisteminde noéronal
olgunlasmada, dogum sonrasi kortikal plastisitede ve uyari iletiminde gorev
almaktadir. Hipoksik iskemik olaylar sonrasinda Ozellikle yeniden kanlanma
doneminde NOS enziminin ileri derecede aktive olmasi asiri miktarda NO
olusumuna neden olur®’.

Ug farkli NOS enzim izoformu vardir ve farkli genlerce kodlanmaktadir®"3,
Endotelyal NOS (eNOS) kalsiyuma bagimli olarak endotel hicrelerinde sentezlenir
ve olusan NO vazodilatasyona neden olur. Beyinde eNOS kokenli NO
serebrovaskuler kan akimini duizenler. Uyarilabilir NOS (iNOS) imminolojik
olaylarda ve néron hasarinda mikroglia hicreleri ve makrofajlarda sitokinlere yanit
olarak salinir. Néronal NOS (nNOS) ise beyinde astroglia ve néronlardan kalsiyuma
bagimli olarak salinir. Digstk dizeylerde Uretilen NO nérotransmitter olarak islev
gorir. Hafiza ve 6grenme ile iligkili roli oldugu dusinilmektedir. Beyinde korteks,
hipokampus, serebellum ve korpus striatumdaki néronlarin %1-2’si nNOS salinimi

yapan néronlardir®®®,

Beyinde nNOS uyariimasi ile artan NO glutamatin
serbestlesmesine, glutamat algaclarinin  kolay uyarilabilirligine, peroksinitrit
olusumuna, hucre i¢i serbest kalsiyumun artigina ve mitokondriyal hasar ile hucre
élimiine neden olur®.

g) Enflamatuvar Mediyatorler

HiBH’nda patolojik mekanizmalara beyindeki mikroglia/makrofaj, astrositlerin
ve dolasimdan gelen nétrofillerin asiri sitokin (TNF, IL-1, IL-6, PAF vb.) salinimi

neden olur®®. Mikroglia/makrofaj ve astrositlerin olaya katiimasi ilk hipoksi
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doneminde (1-4 saat) olurken, notrofillerin olaya katiimasi genellikle yeniden
kanlanma doneminde (24-48 saat) olmaktadir. Hipoksik iskemik olaya sitokinlerin
katilmasi IL-6 salinimi gibi yararli etkisinin yaninda IL-1 gibi zararli etkisinin de
oldugu bildirilmistir. Aktive olmus notrofiller ayrica NADPH oksidaz enzimi
uyariilmasi ile yeniden kanlanma esnasinda SOR'’ni arttirarak ileri doku hasarina

neden olmaktadir*®*:,

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Noéropatolojik Bulgular

HiBH'nda birgok noropatolojk mekanizma tanimlanmistir ve  ayri
mekanizmalarla ayni anda birden fazla lezyon gdzlenebilmektedir. HiBH'ndaki
lezyon ve klinik bulgular olayin siddetine (total veya kismi), suresine (akut veya
kronik), etkiledigi alanin genigligine, gebelik yasina (erken dogum veya zamaninda
dogum), bolgesel damarsal faktorlere ve NMDA algaclarinin dagilimina gore
farkliliklar géstermektedir?*?>4!,

a) Odem: Hipoksi iskemi sonrasi beyin dokusunda 24-48 saat icinde 6dem
gelismektedir. Hlucre zarindaki islevsel bozulma sonucunda sodyum ve suyun
hicre icine girmesiyle sitotoksik ddem gelisir. Ayrica kan beyin engelinin
gecirgenliginin artmasi ve kapiller sizma ile hiicreler arasi sivi birikimi olur *2.

b) Segici Néronal Nekroz: HiBHnin en sik karsilasilan noéropatolojik
durumudur. Daha ¢ok zamaninda dogan bebeklerde gorulir. Genellikle serebral ve
serebellar korteks, hipokampus, talamus, bazal gangliyonlar, beyin sapi ve spinal
kordun 6n boynuz hucreleri etkilenir. Yenidogan déoneminde stupor, koma, nobetler,
hipotoni, okulomotor, emme ve yutma bozukluklari gibi klinik bulgular goézlenir.
Segcici néronal nekroza bagli olarak ge¢c dénemde ise serebral ve serebellar atrofi
ve multikistik ensefalomalazi gelisir®.

c) Bazal Gangliyon ve Beyin Sapi Hasari: En az goérllen ndropatolojik
lezyon olup genellikle zamaninda dogan bebeklerde gozlenir. Kronik kismi hipoksi
iskemiden c¢ok, hizli tam hipoksi iskemi sonrasinda gelistigi gosterilmistir. Genel
olarak néronal nekroz, gliyozis ve hipermiyelinizasyon bazal gangliyon, talamus ve
serebral kortekste mermer gérinimine neden olur. Otopside bazal gangliyonlarda
saptanan bu mermerimsi goérinim nedeniyle “status marmoratus” olarak da
isimlendirilir. Uzun dénemde distoni, koreoatetoz ve tremor gibi bazal gangliyon

tutulum bulgulari gdsterir®3,
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d) Parasagital Serebral Nekroz: Genellikle serebral korteks ve subkortikal
beyaz maddeyi etkileyen bir lezyon tipidir. Hipoksik iskemik hasar on, orta ve arka
serebral arterler arasindaki vaskuler yataktan parasagital yayilim gosterir. Siklikla
bilateral ve simetrik yapida olmasina ragmen asimetrik de olabilir. Beynin
oyoregulasyon islevinin bozulmasi sonucunda belirgin iskemi geligir. Yenidogan
doneminde bu zedelenme genellikle proksimalde ve ust ekstremitede hipotoni ve
kuvvetsizlik bulgulariyla kendini gosterir. Ge¢ donemde ise spastik kuadriparezi,
konusma bozuklugu ve gz hareketlerinde bozukluk ile sonuglanir®®*3,

e) Periventrikiler Lokomalazi: Erken dogan bebeklerde hipoksi ve iskemiye
bagli en sik gorulen lezyondur. Dustuk dogum agirlidi, kalp ve solunum sistemindeki
sorunlar nedeniyle solunum cihazina ihtiyaci olanlarda daha sik gorulmektedir.
Erken dogan bebeklerin ventrikll gevresindeki beyaz madde damarlar agisindan
oldukga zengin oldugu igin iskemi ve kanamaya karsi daha hassastir.
Periventrikller 16komalazi 6zellikle lateral ventriklllerin arka-dis-yan koselerinde
nekroz ve kanamayla kendini goOsterir. Hafif olgularda kiguk gliyozis alanlari,
ventriklllerde genisleme ve miyelin azalmasi gorulirken, agir olgularda multikistik
ensefalomalaziye kadar degisen bulgular ortaya c¢ikabilir. Kortikospinal yolda
bacaklara giden liflerin periventrikller alandan ge¢meleri nedeniyle bu bodlgenin
hasarlanmasi siklikla spastik dipleji ile sonuglanir*®,

f) Periventrikiiler Hemorajik infarkt: Erken dogan bebeklerde genellikle ciddi
ventrikul i¢i kanama ile birlikte ortaya ¢ikar. Siklikla iki tarafli ve ven6z kaynaklidir.
Vendz enfarkt meduller ve ug venlerin tikanmasi sonucunda olusur. Kisa ve uzun
donem bulgulari zamanindan 6nce dogan bebeklerdeki diger bolgesel iskemik
lezyonlarda gozlenen klinik bulgulara benzerdir. Ayrica, kanama sonrasi ventrikul
genislemesi veya hidrosefali bulunabilir***3,

g) Bolgesel ve Coklu Bolgesel iskemik Beyin Nekrozu: Genellikle
zamaninda dogan bebeklerde ana serebral artelerden birinin tikanmasi sonucu
gelisen iskemik beyin hasaridir. En sik etkilenen bolge orta serebral arterin suladigi
alandir. Genellikle tek taraflidir. Hipoksik iskemik ensefalopatili yenidoganlarin
%15-20’sinde goruldagu bildirilmektedir. Beyin parankiminde enfarktlara bagl
kistler olusur. Bu Kkistler porensefalik veya multikistik ensefalomalazi olarak
isimlendirilir. Erken dogan bebeklerde siklikla bu durum cok sayida, kuigulk,
dagiimis enfarktlar seklinde gorulir. Tromboemboli fokal beyin hasarinin en

muhtemel nedenidir. Emboli kaynagi da genellikle plesental enfarkt, harabiyete
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ugramis veya kateterize edilmis damarlardir. Yenidogan doéneminde, Ust
ekstremitede gugsuzluk, asimetrik moro refleksi, hemiparezi, fokal nébetler, uzun
donemde ise spastik hemiparezi, kuadriparezi, biligsel bozukluklar ve ndbetler
gorulirt?*3,

Hipoksik iskemik Beyin Hasar Klinik Belirti ve Bulgular

HIBH'nda klinik belirti ve bulgular hipoksi ve iskeminin siddetine, siresine,
gebelik yasina, diger sistemlerin etkilenme dereceleri ve lezyonlarin yerlerine bagl
olarak degisir. HIBH'ni takiben goriilen en sik klinik bulgular solunum anormallikleri,
apne, huzursuzluk, ndbet, postur ve hareket bozukluklari, anormal pupil yaniti,
hipotoni ve 6n fontanelde kabarikliktir®.

Nobetler orta veya agir derecede beyin hasari durumunda goérulen en onemli
klinik bulgudur. Genellikle hipoksiden sonraki ilk 24 saat iginde baslar. En sik
goriilme zamani ise ilk 6-12 saattir**°. Noébetler multifokal-klonik veya fokal olarak
gelisebilir. Hipoksik iskemik hasarin siddeti ne kadar fazla ise ndbetin baslangici da
o kadar erken olmaktadir. Bazi agir olgularda nobetler antiepileptik tedaviye direngli
olabilir®.

Hafif derecede etkilenmis olgularda genellikle irritabilite artisi, derin tendon
reflekslerinde artma ve abartili Moro refleksi olur. Bulgular genellikle 24 saatten
uzun surmez. Orta derecede etkilenmis yenidoganlar ise letarjik, hipotonik ve derin
tendon refleksleri hipoaktiftir. Ayrica nébet sik olarak goéralur.

Glnimizde HIiBH olgularinin degerlendirimesinde ve prognozun tahmin
edilmesinde Modifiye Sarnat siniflamasi kullaniimaktadir. ilk olarak 1976 yilinda
Sarnat ve Sarnat tarafindan dnerilen bu siniflama gliinimuzde diger arastirmacilar
tarafindan gézden gecirilmistir. Bu sinifflamaya gore olgular hafif, orta ve agir olarak

siniflandiriimaktadir*® (Tablo 1).
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Tablo 1: Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Modifiye Sarnat Siniflamasi.

Bulgular Evre- | (Hafif) Evre- Il (Orta) | Evre- lll (Agir)

Biling duzeyi Uyanik Uykuya egilimli | Stupor, Koma

Kas tonusu Normal Hipotonik Gevsek

Tendon refleksleri Artmis Artmis Azalmis

Miyoklonus Var Var Yok

Nobet Yok Sik Sik

Karmasik refleksler

Emme refleksi lyi Zayif Yok

Moro refleksi Abartili Zayif Yok

Yakalama refleksi Normal/abartili | Abartili Yok

Okdulosefalik refleks Normal Asiri aktif Azalmis/ yok

Otonom iglevler

Pupiller Genis, reaktif Dar, reaktif Anizokorik, nonreaktif

Solunum Duazenli Dulzensiz Duzensiz, apneik

Kalp hizi Normal/tagikardi | Bradikardi Bradikardi

EEG Normal Degisen izoelektrik veya
oranda dusuk | patlama-baskilanma
voltaj goéruntusu

Semptomlarin <24 saat 2-14 gln Gunler-haftalar

suresi

Sonug¢ Yaklasik %100 | % 80 normal, Yaklasik %50’si oldr,

normal 5-7 gunden yasayanlarda yuksek

sonra anormal | oranda sekel

Sarnat ve Sarnat’in siniflamasi diginda Volpe dogum sonrasi hipoksik iskemik

sureci 12'ser saatlik dilimler seklinde 72 saat ve sonrasi dénem olarak
incelemistir®.

ilk 12 Saatlik Dénem: Agir olgularda ilk 12 saatte stupor, koma, diizensiz
solunum, solunum yetmezligi, hipotoni, yenidogan reflekslerinde azalma ve nébetler
gOzlenir. Pupiller ise hafif olgularda genis ve 1siga tepki verirken, agir olgularda dar
ve Isifa tepki vermezler®®,

12-24 Saatlik Donem: Bu dénemde agir olgularda koma devam ederken hafif
olgularda biling durumunda bir miktar iyilesme gorulir. Orta ve agir derecede
etkilenmig olgularda uyanikhgin artmasi ile beraber nobetler, apne, huzursuzluk,

jitterines (titreme benzeri) gibi klinik belirtiler artabilir®.
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24-72 Saatlik Donem: Agir etkilenmis olgularda 24-72 saat iginde beyin ve
beyin sapi iglevleri bozulur, biling giderek koétulesir, pupillerin 1sik tepkisi ve beyin
sapina ait refleksler alinamaz. Koma giderek agirlasir, solunum durmasi olur ve bu
dénemde bebeklerin gogu kaybedilir'®.,

72. Saatten Sonraki Donem: 72 saatten sonra hayatta kalan olgularda
gunler, haftalar icerisinde bir miktar dizelme devam eder. Biling dizeyinde kismi
iyilesme olmakla birlikte hafif bir stupor hali devam edebilir. Ancak bu dénemdeki
dizelme devam etse bile bazi vakalarda emme, yutma ve dil hareketlerindeki
sorunlara bagli olarak beslenme zorluklari yasanir*.

Hipoksik iskemik olaylar esnasinda %60-70’'inde beynin yani sira en az iki
organ daha etkilenir. Beyin diginda en sik etkilenen organlar sirasiyla bobrekler,
kalp, akcigerler, karaciger ve barsaklardir. Hipoksi-iskemiyi takiben bdbrek
kanlanmasinin azalmasi sonucu olusan akut tubuler nekroz, kortikal veya meduller
hasara ikincil olarak bdbrek yetmezligi gelisebilir. Bazi vakalarda oliguri hatta anuri
bile gériilebilir’. Kalpte ise miyokard iskemisine bagl olarak, miyokard nekrozu,
konjestif kalp yetmezligi, ritim bozuklugu, hipotansiyon ve sok gelisebilir.
Akcigerlerde de sulrfaktan yapiminin baskilanmasi veya yikimina baglh olarak
respiratuvar distres sendromu olusabilir. Ayrica agir hipoksi iskemide akcigerlerde
0dem, kanama ve pulmoner hipertansiyon gelisebilir. Barsaklarda yasanan hipoksi
ve iskemi sonucunda nekrotizan enterekolit gorulebilir. Ayrica karaciger
enzimlerinde yukselme ve pihtilasma testlerinde bozulma da olabilir. Agir olgularda
adrenal yetmezlik, adrenal bezlerde kanama, uygunsuz antiditretik hormon salinimi
da goérllebilir. Agir olgularda ayrica metabolik asidoz, hipoglisemi, hipokalsemi,

hiperpotasemi ve hiponatremi gibi metabolik sorunlar gelisebilir®.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Tani

Yenidogan bebekte HIBH’nin tanisinda ayrintili éykii ve nérolojik muayene
oldukga 6nemlidir. Oykide fetlis kalp hizinin monitérizasyonu, fetlisiin asit-baz
durumu, Apgar skoru, mekonyum varligi gibi dogum oncesi, dogum sireci ve
dogum sonrasi donemle ilgili ayrintil bilgiler alinmalidir. Bebegin norolojik
muayenesinin de dikkatli bir sekilde yapilmasi erken dénemde HIBH tanisinin
konmasina, agirliginin belirlenmesine ve uygun tedavinin baslanmasina yardimci

olacaktir.
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HIBH tani kriterleri ile ilgili olarak bu zamana kadar pek ¢ok galisma
yapilmistir. Son zamanlarda ise Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji Dernedi
tarafindan 2004 yilinda yapilan tani élgiitleri kullanilmaya baslanmistir®.

HIBH tanisi icin bulunmasi zorunlu dlgitler:

1. Gobek kordonundan alinan arteriyel kan gazinda metabolik asidoz olmasi

(pH< 7.0 ve baz acigiz 12 mmol/L)

2. Gebelik yasi 34 hafta veya daha buylk olan bebeklerde erken donemde
orta veya agir derecede ensefalopati bulgularinin olmasi

3. Enfeksiyon, travma, kanama bozukluklari, genetik bozukluklar gibi
ensefalopatiye neden olabilecek diger nedenlerin dislanmasi.

HIBH'na 6zgl olmayan ek olgiitler

1. Besinci dakika Apgar puaninin ug¢ veya Ugten dusuk olmasi,

2. ik 72 saat icinde ¢oklu organ tutulumunun olmasi,

3. Hipoksik iskemik olayin dogum oncesinde veya dogum sirasinda baglamis
olmasi,

4. Erken doénemde yapilan goéruntilemede akut ve yaygin beyin hasari
varliginin kanitlanmasi,

5. Baslangigta fetal izlem bulgulari normal iken hipoksik olay sonrasinda
anormal bulgularin (bradikardi, ge¢ veya degQisken deselerasyon)
saptanmasi.

HIiBH tanisinin konmasi kadar agirliginin belirlenmesi de énemlidir. Hafif
diizeydeki HiBH'nin codu tedavi gerektirmeden kisa siirede diizelmektedir. Agir
diizeydeki HIBH ise ciddi seyretmekte ve mevcut tedavi yéntemlerine ragmen agir
sakatliklara neden olmaktadir. Orta derecedeki HIBH’lI yenidoganlarin bir kismi
tedaviden fayda gorir ve dnemli sakatliklar gelismezken bir kisminda ise 6nemli
sakatliklar gelisebilmektedir®. Bu nedenle diizeltimis Sarnat ve Sarnat
siniflamasinin orta derecede etkilenmis HIBH’li yenidoganlari tanimlamada yetersiz
kaldigi dusunulmektedir. Erken donemde taninin konmasi ve hangi hastalarin
tedaviden yarar géreceklerinin belilenmesi oldukca dnemlidir. Oyki ve nérolojik
muayene ile her zaman HIiBH tanisinin konmasi ve tedaviden fayda gérecek hasta
grubunun belirlenmesi yeterli olmamaktadir. Ayrica erken dogan bebeklerde
hipoksik iskemik hasarin tanimlayici klinik ve norolojik bulgulari olmadigi igin
gelismis tani yéntemlerine ihtiyac duyulmaktadir. HIBH diisiniilen yenidoganlarda

taniy1 desteklemek, tedaviden fayda gorecek hasta grubunun belirlenmesi ve
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prognoz hakkinda bilgi verebilecek biyokimyasal, elektrofizyolojik ve radyolojik
yontemlerden de yararlaniimaya c¢aligiimaktadir.

1) Biyokimyasal incelemeler

HIBH tanisinda birgok biyokimyasal testten yararlaniimaktadir. Ancak
HIBH'nin varligini, siddetini, prognozunu gosterebilen ve klinikte kullanilan
biyokimyasal bir test su an igin bulunmamaktadir’’. Ancak hipoglisemi, hipokalsemi,
hiponatremi, hiperpotasemi, hiperamonyemi ve metabolik asidoz gibi bazi
biyokimyasal bozukluklar HiBH'na eslik edebilir. Artmis kreatin kinaz (beyin
spesifik), hipoksantin, aspartat amino transferaz, eritropoetin, laktat, laktat
dehidrogenaz, beta endorfin, fibrin yikim Grlnleri ve néron spesifik enolaz gibi bazi
biyokimyasal belirtegler de HiBH'ni destekleyebilir. Ayrica gliinimiizde bu amagla
kan, idrar veya beyin omurilik sivisinda (BOS) bakilabilecek biyokimyasal
belirteclerle ilgili arastirmalar devam etmektedir. Ramaswamy ve ark. tarafindan
HIBH'lI yenidoganlarda biyokimyasal belirteclerin incelendigi bir metaanalizde IL-
6’nin hem kordon kaninda, hem de serumda bakilmasinin prognoz agisindan pozitif
tahmin degerinin oldugu bildiriimigtir. Kordon kaninda bakilmasi erken tani igin
onemli bir avantajdir. Bunun diginda serumda IL-1 3, BOS’'nda IL-1 8 ve ndron
spesifik enolaz gibi biyokimyasal belirtecler klinik kullanim igin uygun olabilir. Ayrica
idrar protein S-100 B’nin da prognozu gdsterme acisindan Umit verici oldugu
bildirilmistir*’.

Son yillarda HiBH ile lipid peroksidazlari ve antioksidan enzimler arasinda
iliski oldugu gésterilmistir. Kumar ve ark. calismasinda HiBH gelismis bebeklerde
serum-BOS malodialdehit (MDA), BOS/serum MDA orani, glutatyon peroksidaz
(GPO), superoksit dismutaz (SDO) ve katalaz duzeylerinin kontrol grubuna goére
daha ylksek oldugu tespit edilmistir. HIBH agirlastikca serum diizeyinin daha
belirgin sekilde arttigi gosterilmis. Ayrica HIBH gelisen bebeklerde MDA diizeyinde
artis ne kadar yiiksekse HiBH’nin o kadar agir oldugu ileri stiriimistiir*®.

a) Malondialdehit (MDA)

MDA, genellikle oksidatif stres belirteci olarak kullanilan ve lipid
peroksidasyonu ile paralellik gosteren bir enzimdir. Kan, idrar ve dokuda MDA
dizeyi oOlgulmesi ile lipid peroksitleri hakkinda yorum yapilabilir. Lipid
peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilegiklere

donusmesiyle sona ermektedir. Bu Dbilesiklerden sonuncusu olan MDA,
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tiyobarbiturikasit testi ile olgulmekte ve bu yontem lipid peroksidasyonunun
saptanmasinda siklikla kullaniimaktadir®®4°.

b) Superoksit Dismutaz (SOD)

ilk olarak Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de kesfedilmis bir enzimdir.
Metalloprotein 6zellikte olan SOD enzimi superoksit (O2) molekulina oksijene (O,)
ve hidrojen perokside (H;O,) donusturir. SOR’ne karsi en onemli antioksidan
enzimdir.

20, + 2H'— H,0, + O,

Enzimin fizyolojik iglevi vucutta oksijen kullanan hucreleri superoksit serbest
radikallerinin zararli etkilerine kargi korumaktir. Ayrica lipid peroksidasyonunu da
inhibe ederek hicre koruyucu etkinlik gosterir. SOD enzim aktivitesi, beyin ve
eritrositler gibi yiiksek oksijen kullanan dokularda oldukca fazladir*®4°.

c) Katalaz

Katalaz ¢cogu organizmada bulunan ve hem igeren homotetramerik yapida bir
enzim olup hicrede o6zellikle peroksizomlarda yuksek oranda bulunur. Vicutta
Ozellikle eritrositler ve beyin gibi oksijen tliketiminin fazla oldugu htcrelerde olugan
bir SOR olan hidrojen peroksidin H,O ve oksijene ddonusiminu saglar. Katalazin
hidrojen perokside affinitesi glutatyon peroksidaza gére daha fazladir*®4°.

2 H,0,— 2 H,0 + O,

d) Glutatyon Peroksidaz (GPO)

GPO hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu antioksidan 6zellikte bir
metalloenzimdir. Ayrica lipid peroksitlerini de daha az toksik oOzellikteki yag
asitlerine indirger. Bu enzim de vlcutta oksijen tuketiminin fazla oldugu eritrosit ve
noronlarda olugan hidrojen peroksidin suya donusumunu saglar.

H202 + 2GSH — GSSG + 2 H202

GPO aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve agir derecede
hicre hasarina neden olur. Vicutta olusan SOR, peroksitler ve kanserojenlere
kargi savunmada o©nemli bir antioksidandir. Ayrica GPO, lipooksijenaz ve
siklooksijenaz yollarinda da etkin bir enzim olup hipoksi iskemi veya yeniden
kanlanma déneminde dnemli rol oynar®®“°.

2) Elektrofizyolojik incelemeler
a) Elektroensefalogram (EEG)
HiBH'nda zedelenme diizeyini belilemede oldukca dnemlidir. Ayrica taniyi

desteklemede, prognozu belirlemede ve klinik olarak gozlenemeyen ndbetlerin
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tanisinda da gok 6nemlidir. Bu nedenle HIBH disginilen veya tani konulan tiim
hastalara EEG yapilmalidir. Hafif diizeydeki HIBH'nda EEG genellikle normal iken,
orta diizeydeki HIBH'nda voltaj baskilanmasi veya elektriksel ndbet aktivitesi sik
olarak gbzlenmektedir. Agir diizeydeki HIBH'nda ise baglangigta keskin ve yavag
dalga bosalimlari ve ara ara voltaj baskilanmasi olur. llerleyen giinlerde ise diken
yavas dalga bosalimlarini takiben voltaj baskilanma periyotlari izlenir. Buna
patlama-baskilanma goéruntlisu (supresyon-burst paterni) denir. Bu gorantindn
izlendigi yenidoganlarda prognozun kétii oldugu bildirilmistir'®°.

b) Amplitud-Entegre Elektroensefalogram (aEEG)

Son yillarda kullaniimaya baslanan aEEG’nin geleneksel EEG’den farki daha
az sayida elektrotla ve hasta baginda surekli olarak beynin elektriksel aktivitesinin
izlenebilmesidir>. Shankaran ve ark. tarafindan HIBH'li yenidoganlarda yapilan
calismada aEEG’nin %91 duyarlilik ve %88 o6zglnlukle uzun dénemli sonuglari
ongdrebildigi bildirilmistir. Bu ¢alisma ile erken dénemde kullanilan aEEG’nin HIiBH
tanisinda ve tedaviye karar vermede yardimci oldugu gosterilmistir®.

c) isitsel Uyariimis Elektriksel Potansiyeller

Beyin sapinin isitsel uyariimis potansiyelleri HiBH'li bebeklerin izleminde ve
prognozlarinin  belilenmesinde kullanilabilir. HiBH’lI yenidoganlarda yapilan
calismalarda normal dalga yapisinin bozuldugu veya latansin belirgin olarak
uzadigi durumlarda prognozun iyi olmadigi bildirilmistir®.

d) Gorsel Uyarilmig Elektriksel Potansiyeller

Goérsel uyariimis potansiyellerin de HIBH'lI yenidoganlarin izleminde ve
prognozlarinin belilenmesinde katkida bulundugu gdésterilmistir. Normal dalga
yapisinin bozuldugu veya dalga latansinin belirgin olarak uzadigi durumlarda
prognozun iyi olmadigi bildirilmistir. Ozellikle goérsel uyarilmis potansiyelin
alinamadigi durumlarda prognozun daha kétii oldugu gésterilmistir™.

e) Somatosensoryel Uyarilmisg Elektriksel Potansiyeller

Somato-sensoriyel uyariimis potansiyeller HiBHnin tani ve tedavisini
yonlendirmede katkisi olmasa da prognoz hakkinda onemli ipuglari saglayabilir.
HiBH gelistikten sonraki ilk 24 saat icinde median sinir kullanilarak yapilan somato-
sensoriyel uyarilmis potansiyellerin normal bulunmasinin iyi prognozu onceden

belirlemede %94 duyarl oldugu gosterilmistir™.
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3) Goruntuleme Yontemleri

a) Kraniyal Ultrasonografi

Hasta basi uygulanabilmesi, zararsiz, guvenilir ve ucuz olmasi nedeniyle sik
tercih edilen tanisal bir yontemdir. Bazal gangliyon ve talamus hasarlari, ventrikul
ici ve cevresi kanamalar, ventrikll cevresi |6komalaziler, bodlgesel veya c¢oklu
bolgesel iskemik hasarlar on fontanelden yapilan ultrasonografi ile taninabilir.
HIBH'lI yenidoganlarda erken dénemde beyin ekodansitesinin artmasi, temel
anatomik yapilarin ayirt edilememesi, sulkuslarin silinmesi ve ventrikillerin basiya
ugramis olmasi beyin édemini distindirir*.

b) Renkli Doppler Sonografi

Son yillarda kullaniimaya baglanan bu yontem beyin arter kan akim hizi ve
beyin kan hacmi dlgllerek tani ve prognoz hakkinda bilgi vermektedir. On serebral
arterden yapilan dlgimlerde diyastol sonu kan akim hizinin sistolik kan akim hizina
oraninin 0,55’den kiigiik olmasinin HIE'li bebeklerde kétli prognoz isareti oldugu
bildirilmistir*.

c) Bilgisayarli Tomografi (BT)

HIBH'lI yenidoganlarda 6zellikle agir néronal nekrozdaki yaygin kortikal
hasari, bazal gangliyon ve talamus hasari, periventrikiler I6komalazi, bélgesel ve
coklu bolgesel iskemik beyin nekrozu hakkinda ultrasonografiye gére daha énemili
tanisal bilgiler verir. HIBH sonrasinda beyinde ortaya ¢ikan dansite azalmasi ve
zamaninda dogan bebeklerde daha sik olarak rastlanan parasagital enfarktlarin
gosterilmesinde BT oldukga yararlidir. BT'nin 6zellikle beyin 6deminin en belirgin
oldugu iki ile besinci gunler arasinda dansite degisikligini yansitacagi kabul
edilmektedir. Beyin dansitesindeki azalmanin kotu prognozu yansittigi
g6sterilmistir. Ozellikle asfiktik olaydan 1-2 hafta sonra, diffiiz kortikal néronal hasar
tayininde en degerli yontemdir. Erken donemde lezyonlari BT ile ayirt etmek gugtur.
Ancak gunler veya haftalar sonra damar dagiliminda azalma ortaya ¢iktigindan
BT nin degeri artmaktadir®.

d) Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG)

Glnimiizde perinatal HIBH'lI yenidoganlarda hasarin derecesini ve
Ozelliklerini en iyi gbsteren goruntiuleme yontemlerinden biridir. MRG
miyelinizasyonda gecikme, korpus kallozumda incelme, kortikal atrofi, bazal
gangliyon lezyonlari ve beyaz cevher patolojilerini daha detayli gdstermesi

nedeniyle prognozun tahmininde &énemli gelismeler saglamistir. Ayrica MRG
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yonteminin iyonize edici radyasyon icermemesi de diger bir tercih sebebidir. Beyin
dokusu hakkinda daha detayll bilgi saglamasi nedeniyle HIBH’nin erken
donemlerinde olusan beyin 6deminin bir hafta icinde duzeldigi ve yerini korteks,
beyaz cevher, bazal gangliyonlar ve kapsula internanin arka bacaginda saptanan
anormal sinyallere biraktigi seri MRG tetkikleri ile gosterilmistir. Bu degisikliklerin
agir derecede HIBH ve kétii prognoz ile birlikte oldugu saptanmistir®?.,

e) Difizyon Agirlikli Manyetik Rezonans Goruntiileme

Bu gorintileme yontemi beyin dokusundaki suyun molekuler hareketlerinden
kaynaklanan goruntulerden elde edilir. Dogum sonrasi beyaz cevher hasarini,
ventrikll ¢evresinde olusan I6komalaziyi ve diger hasarlari daha erken dénemde
gOsterebilmesi nedeniyle standart MRG’ye gobre daha duyarhdir. Hasarin erken
donemde gosteriimesi tedavi gerektiren hasta grubunun erken ddnemde
belirlenmesini saglayabilir. Ancak teknik nedenlerden dolayi erken ddnemde
kullaniimasi zordur**>2,

f) Manyetik Rezonans Spektroskopi

Hucresel dlzeyde metabolik degisiklikleri godsterebilen bir goruntileme
yontemidir. Bu ydntemle hipoksi-iskeminin erken ve ge¢ dénem bulgularini ve
prognoza etkisini degerlendirmek mimkunddr. Manyetik rezonans spektroskopi ile
3P kullanilarak fosfokreatinin (PCr) ve inorganik fosfat (Pi) olcimi
yapilabilmektedir. PCr/Pi orani beyindeki fosforile enerji durumunu gdsterir, HiBH’li
bebeklerde bu oranin diisiik olmasi kétli prognoza isaret eder*?>2.

g) Proton Manyetik Rezonans Spektroskopi

HiBH'li bebeklerin beyinlerinde laktat oraninda artis ve N-asetil-aspartat (NAA)
dizeyinde duslUs oldugu bu yontemle saptanmistir. NAA/kreatinin veya NAA/kolin
oranindaki diisiikl(igiin k6t prognozu yansittigi gésterilmistir*?>2.

h) Kafa i¢i Basincin izlenmesi

Kafa ici basincin devamli veya sik dlgiimleri HIBH'lI bebeklerde beyin édemi,
kanama sonrasi hidrosefalinin tanisinda degerlidir. Artmis kafa ici basing koétu

prognozla iligkilidir.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Tedavi
Son yillardaki gebe ve yenidogan izleminde 6nemli gelismeler olmasina
ragmen HIBH tiim diinyada yenidogan &limlerinin ve sakatliklarinin énde gelen

nedenlerinden biridir. Bu nedenle HIBH’nin tedavisine yénelik ¢alismalar yogun bir
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sekilde devam etmektedir. Ancak bu zamana kadar HIBH olustuktan sonra
uygulanan tedavi yéntemleriyle heniiz istenen basari saglanamamistir>®>*. Dogum
oncesi ve dogum esnasinda olusabilecek asfiksinin onlenmesine yonelik olarak
yuksek riskli fetistn gebelik ve dogum esnasinda yakindan takibi, anneye ait risk
faktorlerinin belirlenmesi, dogum 6ncesi bakim kalitesinin arttirlmasi ve dogumlarin
uzmanlar tarafindan yaptiriimasi HIBH gelisiminin 6nlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Ayrica dogum sonrasi olusabilecek asfiksinin dnlenmesine yodnelik
olarak da yenidogan canlandiriimasi konusunda deneyimli en az bir kisinin dogum
odasinda bulunmasi dnerilmektedir. Tiim c¢abalara ragmen HIBH dnlenememis ise
bebek igin uygun olan destek tedavileri uygulanmalidir®®.

1. Destek Tedavileri

a) Solunumun Saglanmasi

Dogumu takiben etkin bir sekilde uygulanan solunum destegi 6zellikle dogum
esnasinda ve dogum sonrasinda bebekte olusabilecek HIBH’ni énleyebilir veya
baglamis olan HIBH'nin siiresini ve siddetini azaltabilir. Hipoksi beyin hasarina
neden olurken, solunum destegi esnasinda uygulanan hiperoksi de istenmeyen
sonuglara neden olabilir. Yasamin ilk saatlerinde hiperoksiye maruz kalinmasi
SOR’nin olusumuyla beyinde oksidatif hasara ve uzun dénemde kotlu norolojik
sonuglara neden olabilmektedir. Bu yuzden gunUmizde zamaninda dogan
bebeklerin yeniden canlandiriimasinda baslangigta oda havasi ile solunum destegi
%100 oksijene gére tercih edilmektedir>>.

Dogum odasindaki yeniden canlandirma sonrasinda gerekirse solunum
destedine yenidodan Unitesinde etkin sekilde devam edilmelidir. Bu esnada
karbondioksit normal sinirlar igerisinde tutulmalhdir. Karbondioksit dusukligu beyin
damarlarinda daralma yaparak HiBHnin daha da artmasina neden olabilir.
Karbondioksitin yuksekligi ise beyin damarlarinda genislemeye neden olarak beyin
kanamasi yapabilir.

b) Beyin kan dolagsiminin saglanmasi

Beynin kan dolasimi, sistemik kan dolasimi ile pasif olarak saglanir. HIBH
kan—beyin bariyerini ve beynin damarsal otoregilasyonunu bozmaktadir. Kan basinci
diistiigli esnada beyin dolasimi azalir ve HIBH daha da artar. Bu nedenle sistemik
kan basinci normal sinirlarda tutulmaya calisiilmalidir. Tansiyon distkligu yoninden

bebek yakin takip edilmeli gerekirse sivi ve inotrop ila¢ destegi saglanmalidir. Ayrica
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beyin dolagimini bozacak duktus acikligi, polisitemi, apne ve bradikardi gibi nedenler
uygun sekilde tedavi edilmelidir®®>*.

c) Sivi-elektrolit ve kan sekerinin ayarlanmasi

Tansiyon dusukligu yonunden yakin takip edilerek sivi destegi saglanan
bebegin elektrolitlerinin ve kan sekerinin de yakin takip edilmesi gerekmektedir. Sivi
destedi esnasinda uygunsuz antididretik hormon salinimi ve beyin 6demi yonunden
dikkat edilmelidir.  Elektrolit takibi esnasinda hipokalsemi, hiponatremi,
hipomagnezemi, metabolik asidoz, hiperpotasemi, bobrek yetmezligi yoninden de
yakin takip edilmeli ve gerekli durumlarda uygun sekilde tedavi edilmelidir®®.

HIBH tedavisinde en uygun kan sekeri diizeyi hala tartismalidir. Yiiksek kan
sekeri ile hipoksik iskemik dokuya yeterli enerji saglanarak hasarin onlenebilecegi
One surulmastir. Ancak yapilan hayvan galismalarinda ylksek kan sekeri dizeyinin
hipoksik dokuda laktat seviyesini arttirarak hasari arttirdidi gosterilmistir. Klinik
sonuglar hala tartisiimaya devam etmektedir. Bunun yaninda hipogliseminin hem
HiBH'ni arttirdigi hem de uzun doénem bilissel bozukluklara neden oldugu
kanitlanmistir’’. Bu nedenle HIBH'li yenidoganlarda kan sekeri diizeyinin normal
sinirlarda olmasi 6nerilmektedir.

d) Nobetlerin kontrol altina alinmasi

Orta ve agir derecede HiBH'li yenidoganlarda dogum sonrasi ilk saatlerden
itibaren nébetler siklikla ortaya gikar. Nébetler HiBH'nin bir bulgusu oldugu gibi
HiBH'ni arttirdigi da kanitlanmistir. Bu nedenle HiBH’li yenidoganlarda ndbetlerin
etkili bir sekilde tedavi edilmesi beyin hasarinin daha da artmasini
engelleyecektir®®®. Nébet tedavisinde éncelikli olarak varsa hipoglisemi, hipokalsemi
gibi elektrolit dengesizlikleri dizeltilmelidir. Yenidogan nébet tedavisinde ilk segenek
olarak fenobarbital, ikinci olarak da fenitoin &nerilmektedir®™®. Nobet kontrolii
saglandiktan sonra, nérolojik muayene ve EEG’nin normal olmasi durumunda ilag
erken donemde kesilmelidir. No6bet kontrol edilmesine ragmen EEG’de anormal
bulgular devam ediyorsa tedavi EEG normal olana kadar sirdartlmelidir. EEG’de
anormal bulgular ve néromotor gelisme geriligi olan hastalarda tedavi daha uzun
siireli olmahdir**. HIBH olan yenidoganlarda klinik nébet olmasa bile subklinik nébet
icin EEG yapilmasi 6énerilmektedir®.

1. Fenobarbital

Fenobarbital 1912 yilinda bulunan ve gunumuzde hala kullanimda olan en

eski antiepileptik ilagtir. Antiepileptik etkinligini GABA aracili klor kanallarinin agik
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kalma surelerini arttirarak ve glutamat etkilerini azaltarak yapar. Buyuk kismi
karacigerde metabolize edilir. Biligsel fonksiyonlarda bozulma, uykusuzluk, sersemlik,
konusma bozukludu, ataksi, hipotansiyon ve koma gibi yan etkiler gériilebilir®.

Yapilan hayvan c¢alismalarinda fenobarbitalin néron koruyucu etkinligi hala
netlik kazanmamistir. HIBH olusturulmus yenidogan siganlarda fenobarbitalin belirli
dozun Ustiinde apopitotik néron hasarina neden oldugu bildirilmistir®. Ancak buna
ragmen fenobarbital yenidogan ndbetlerinde ilk tercih edilen antiepileptik ilagtir. Orta
ve agir derecede HiIBH'li yenidoganlarda fenobarbitalin 6n koruyucu olarak kullanilip
kullaniilmamasi ise halen tartigsma konusu olup daha fazla ¢alismaya ve uzun dénemili
sonuglara ihtiyag vardir**%23,

2. Fenitoin

Fenitoin, noronlara sodyum girigini engelleyerek ndron zarinin uyarilabilme
esigini yukseltir. Emilim hizi ve karacigerdeki metabolizasyonu Kkigiler arasinda
onemli farklihklar gosterir. Plazma proteinlerine ylksek oranda baglanir. Fenitoin
kullanimina bagl olarak uykusuzluk, sinirlilik, tremor, yiksek dozlarda da deliryum ve
koma gibi nérolojik yan etkiler gériilebilir®’. Yenidogan ndbetlerinde fenobarbitalden
sonra ikinci siklikta kulanilan antiepileptik ilactir.

Hayakawa ve ark. calismasinda HIBH olusturulmus yenidogan siganlarda
fenitoinin néron koruyucu etkinliginin olmadigr bildirilmistir®. HIBH olusturulmus
yenidogan sigcanlarda fenitoinin doz bagimhi ndrotoksik aktivitesinin  oldugu
gOsterilmistir®*%4,

3. Topiramat

Topiramat erigkinlerde ve g¢ocuklarda epilepsi tedavisinde sik kullanilan yeni
kusak bir antiepileptik ilactir. Antiepileptik etkisini voltaj bagimli sodyum ve kalsiyum
kanallarini inhibe ederek zar stabilizasyonuyla ve glutamat algag alt tiplerinden kainik
asit ve AMPA algaclarini engelleyerek gdsterir. Proteinlere baglanma orani dusuktr.
Topiramat kullanimina bagli olarak parestezi, kilo kaybi, sedasyon, halsizlik,
psikomotor yavaslama ve bdbrek tasi olusumu gibi yan etkiler bildirilmistir®°°.
Yenidogan ndbetlerinde fenobarbital, fenitoin ve benzodiazepin tedavisine yanit
alinamayan durumlarda kullanilmaktadir. Ancak etkinligiyle iliskili yeterli veri yoktur.

HiBH olusturulmus yenidogan sicanlarda topiramatin néron koruyucu etkisinin
oldugu bildiriimistir. Noh ve ark. calismasinda HIBH olusturuimus yenidogan
sicanlarda topiramatin ndron hasarini azalttigi ve davranig deneylerinde sham

grubuyla benzer sonuglar gosterdidi tespit edilmistir®”. Literatiirde yapilan farkl
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calismalarda topiramatin tek basina veya sogutma tedavisi ile birlikte verilmesinin
HIBH'ni azalttigi gbsterilmistir. Topiramatin néron koruyucu etkisini AMPA ve kainik
asit algaglarini baskilayarak, voltaj bagimli sodyum ve kalsiyum kanallarini kapatarak
ve asir glutamat salinimini engelleyerek gosterdigi diisiiniilmektedir®®®®. Filippi ve
ark. calismasinda HIBH’lI yenidoganlarda topiramat ile birlikte sogutma tedavisinin
erken donemde olumlu sonuglarinin oldugu bildirilmistir. Ancak tedavi etkinliginin
degerlendiriimesi icin uzun dénemli sonuglarin beklenmesi dnerilmistir .

4. Lamotrijin

Lamotrijin, feniltriazin sinifindan olan yeni kusak bir antiepileptiktir.
Antiepileptik etkisini voltaj duyarli sodyum kanallarini kapatarak ve Ozellikle basta
glutamat olmak Uzere uyarici nérotransmitter salinimini azaltarak gosterir. Agizdan
biyoyararlanimi %100’e yakindir. Karacigerde metabolize edilip, idrarla atilir. En sik
gorilen yan etkileri deri lezyonlari, sersemlik, ¢ift gérme, ataksi ve gdérme
bulanikigidir. Yenidogan nébetlerinde etkinligine yonelik yeterli veri yoktur™.

HIBH olusturulmus yenidogan ve eriskin sigan modellerinde lamotrijinin néron
koruyucu etkinligi gdsterilmistir’?. Papazisis ve ark. ¢alismasinda HiBH olusturulmus
yenidogan sicanlarda lamotrijinin iskemi olusturulan tarafta glutamat, aspartat
dizeyini azaltirken ve GABA dizeyini arttirarak noéron koruyucu etkide bulundugu
tespit edilmistir”>.

5. Valproik asit

Valproik asit, GABA’in beyindeki dizeyini arttirarak ve néron zarindaki voltaj
bagimli sodyum kanallarini kapatarak antiepileptik etki gosterir®. Valproik asit
agizdan alim sonrasi hizla ve tama yakin barsaklardan emilir. Karacigerde
metabolize edilir*. En sik godzlenen yan etkileri tremor, sedasyon, yorgunluk,
trombositopeni, karaciger enzimlerinde yukselme, polikistik over sendromu,
hiperandrojenizm ve kilo alimidir. Yenidoganlarda ve sut¢cocuklugu doneminde
hepatotoksisiteye neden olabilecegi icin metabolik hastaliklar dislanmadan
kullanilmamalidir®®™,

Hayvan calismalarinda GABAerjik etki ile serebral iskemiye karsi direnci ve
antiapopitotik gen olusumunu arttirdigi, hicre zari viskositesini diizenleyerek néron
koruyucu etkinlik yaptigi bildirilmistir’>. Kim ve ark. calismasinda ise valproik asidin
yuksek dozlarda (400 mg/kg) yenidogan siganlarda apopitotik hiicre 6limine neden
oldugu gosterilmistir’®. Kabakus ve ark. ¢alismasinda HIBH olusturulmus yenidogan

sicanlarda valproik asidin doz bagimli néron koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir'®.
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6. Levetirasetam
Son on yilda epilepsi tedavisinde kullanilmaya baslanan yeni kusak bir

antiepileptik ilagtir’”®.

LEV (a-etil-2-okso-1-pirolidin asetamidin S-enantiomeri),
pirasetamin etil analogunun S-kimyasal bilesenidir. Diger antiepileptik ilaglarla
kimyasal benzerligi yoktur’®®°. Kimyasal yapisi Sekil 3'te, molekill yapisi ise Sekil

4’'te gOsterilmektedir.

Sekil 3. LEV'in kimyasal yapisi®.
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Sekil 4. LEV molekil(®.

Antiepileptik ila¢ olarak 1999'da FDA onayi alan levetirasetam 2000 yilindan
itibaren klinikte kullaniimaya baslanmistir. ilk zamanlarda diger antiepileptik ilaglara
direng goOsteren, parsiyel ndbetli (ikincil jeneralizasyon olan veya olmayan) erigkin
hastalarda kullanilirken, son 2 vyil igerisinde 1 ayliktan itibaren kullaniimaya
baslanmistir. Ancak yenidogan déneminde kullanim onayi yoktur’®®.

Etki mekanizmasi

LEV’In antiepileptik etki mekanizmasi hala tam olarak aciklanamamaktadir.
Yapilan invitro ¢alismalarda N-tipi yuksek voltajli aktive kalsiyum kanallarini kismi
olarak kapatarak hucre ici depolardan kalsiyumu azaltarak etki ettigi gosterilmistir.
Ayni zamanda GABA ve glisin ile dizenlenen akimlardaki azalmay! kismen tersine
cevirir' #8283 Diger taraftan antiepileptik olmayan bir 6zelligi ise presinaptik diizeyde

sinaptik vezikul proteini 2A’'ya (SV2A) spesifik olarak baglanmasi ve bu proteinin
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ekzositoz iglevini duzenlemesidir. Zar glikoproteini olan SV2A en fazla sinaptik ve
endokrin hucrelerin vezikul zarlarinda bulunmaktadir. LEV’ In SV2A Uzerinden de
antiepileptik etkisinin oldugu ileri surtlmastir. LEV digindaki diger antiepileptik
ilaglarin SV2A'ya etkinligi yoktur®*®.

Farmakolojik ozellikleri

Agizdan alindiktan sonra tama yakin olarak emilir. Gida ile birlikte alimi
biyoyararlanimi etkilemez ancak emilim orani yavaglar. Cocuklarda gunlik idame doz
eriskinin  %130-140Ina biyoesdegerdir. Gunluk ¢ocuk dozu: 10-20 mg/kg/gin
baslanilip, haftalik 10 mg/kg arttirilarak 32-60 mg/kg/giin dozuna kadar verilebilir’®.

LEV karaciger tarafindan metabolize olmaz, plazma proteinlerine baglanma
orani dusuk oldugundan, diger antiepileptik ilaglarla alindiginda etkilesime girmez.
Kararli plazma dizeyine 2 gun iginde ulasmaktadir. Alinan miktarinin % 66-76’sI
degismeden idrar ile atilmakta ve % 27’si aktif olmayan metabolitlere donlismektedir.
Yarilanma émr{i 7 saat olup bébrek yetersizliginde bu siire uzamaktadir’®®,

Endikasyonlari

Bir ayin Ustindeki bebek, cocuk ve erigkin epilepsili hastalarda, ikincil
jeneralize olan veya olmayan parsiyel baslangicli ndbetlerin ek tedavisinde,
semptomatik ve idiyopatik jeneralize nébetlere etkilidir®2°.

Yan etkileri

Yan etkiler genellikle tedavi baslangicinin ilk 5 ayinda gortlmektedir. Sikhigi
%17,2 - 51,3 oraninda bildirilmistir. Halsizlik, yorgunluk, uyuklama, sinirlilik, ajitasyon,
depresyon, davranigsal bozukluklar, saldirganlik ve Kkisilik degisikligi gibi
noropsikiyatrik yan etkiler gorilebilir. Davranis bozukluklarinda pridoksin (vitamin B6)
ile birlikte kullanildiginda yan etkinin duizeldigi bildirilmistir. Hastaneye yatis veya
6liim gibi ciddi olumsuz yan etkiler bildirilmemistir®®®’.

LEV’la yapilan hayvan calismalarinda nobetleri kontrol altina almasinin
yaninda néron koruyucu etkisinin de oldugu bildiriimistir’®. Eriskin sicanlarda orta
beyin arterinin baglanmasiyla olusturulan beyin hasarinin LEV tedavisi ile azaldigi
gOsterilmistir. Hanon ve ark. erigkin siganlar Uzerinde yaptiklari ¢alismada LEV’In
antiepileptik etkinin yaninda antiepileptogenezis etkisinin de oldugu bildiriimistir®.
Oliveira ve ark. calismasinda ise LEV’In erigkin siganlarda pilokarpinin indikledigi
nobetlerde hipokampuste lipid peroksidasyonunu ve oksidatif stresi azalttigi
gosterilmistir®®. Yine yapilan hayvan calismalarinda LEV’in tedavi dozunun birkag kat

ustiinde dahi néron 6limine neden olmadigi ve bu durumun fenobarbital, fenitoin,
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valproat gibi geleneksel antiepileptik ilaglara gore 6nemli bir Gstinlik oldugu ileri
surulmustur. Kim ve ark. status epileptikus olusturulmus yenidogan siganlardaki
calismasinda LEV’'In yuksek dozlarda beyin dokusunda apopitozisi Onledigi
histopatolojik olarak tespit edilmistir’®. Ancak LEV’in HIBH’'nda ge¢ dénem etkinligini
g6steren hayvan calismasi yoktur. Bu nedenle perinatal HiBH'nda ge¢ dénem
etkiniligini gosterecek deneysel hayvan galismalarina ihtiyag vardir.

Ayrica son zamanlarda bazi merkezlerde yenidogan ndbetlerinin tedavisinde
kullaniimig ve onemli bir yan etkisi olmadan nobetleri kontrol altina aldigi
gosterilmistir*>16-9091,

e) Sogutma Tedavisi

Son yillarda HiBH'lI yenidoganlarda uygulanmaya baslanan sogutma
tedavisinin olum oranlarini azaltidr ve noérogelisimi olumlu yonde etkiledigi
gOsterilmistir. Sogutmanin beyin metabolizma hizini, glutamat salinimini, NO
uretimini, lipid peroksidasyonunu ve SOR Uretimini azaltarak apopitozisi onledigi
dustiniilmektedir>®. Sogutma tedavisi tlim viicut sogutma veya segici bas sogutma
tedavisi seklinde yapilabilmektedir. Bas sogutma tedavisinde sadece basa sogutma
uygulanarak sogutmanin sistemik yan etkilerinden kaciniimaya calisilmaktadir®. Her
iki ydbntemde de HIBH sonrasi erken dénemde sogjutmaya baslanmakta ve 72 saat
boyunca devam edilmektedir. Yapilan klinik ¢alismalar sonucunda hangi yontemin
daha Ustln olduguna dair yeterli kanit bulunmamaktadir.

2. Deneysel tedavi yontemleri

a) Kok Hiicre Tedavisi

Son yillarda HiBH’li yenidogan sicanlarda kok hiicre tedavisi ile ilgili deneysel
calismalar yapilmaya baslanmistir. HIBH olusturulan yenidogan sicanlara ¢ok yénlii
astrosit kdk hucreleri verilmis ve bu hucrelerin hasarli beyin alanina go¢ ederek
noronlara ve astrositlere donustiikleri gdsterilmistir®. Yine ayni model ile
mezenkimal kok hucreleri ile yapilan galismada da siganlarda beyin hasarinin
azaldig: ve islevsel testlerde iyilesme oldugu bildirilmistir®. Mezenkimal kék hiicre
verilerek yapilan bagka bir calismada ise ndronlar, oligodendrositler ve astrositler
daha fazla ¢gogalirken, mikroglialarin gogalmasinin baskilandi§i tespit edilmistir. Bu
calismanin sonucunda HiBH'li hayvan modelinde mezenkimal kdk hiicrelerinin
hasarli beyin alanini azalttigi ve davranis testlerinde iyilesme yaptidi
gosterilmistir®. Perinatal HIBH’lI yenidoganlara cok yonlii astrositlerin  ve

mezenkimal kok hucrelerinin verilmesi ile olugan norolojik hasarin en aza
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indirilebilecedi dusunulmektedir. Ancak daha fazla deneysel hayvan galigmalarina
ihtiyag vardir®,

b) Sitokin Baskilayicilari

Immiin sistem hormonlari olarak da bilinen sitokinler uyaran etkisi ile immiin
ve immun olmayan hucrelerden sentezlenerek hedef hicre davranigini etkiler.
Yapilan c¢alismalarda hipoksi iskemi sonrasinda baglayan yeniden kanlanma
doneminde TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, PAF gibi enflamatuvar sitokinlerin yogun olarak
salindi§! tespit edilmistir. Salinan bu sitokinlerin HIBH'ni arttirdigi gésterilmistir °/%¢,
Bu nedenle enflamasyonu arttiran sitokinlerin baskilanmasinin olusacak beyin
hasarini azaltabilecegi dustunulmektedir. Yakin zamanda yapilmig bir arastirmada
HIBH olusturulmus yenidogan sicanlara TNF-a alga¢ blokérii olan etanersept
veriimesi ile apopitozisin azaldigi gosterilmistir®. Bir diger sitokin olan trombosit
uyarici faktorin baskilanmasi da hipoksi-iskemiye karsi ndronlari korumaktadir.
Trombosit uyarici faktdr baskilayicisi olan ABT-491’in yenidogan HIBH sican
modelinde koruyucu etkisinin oldugu gdsterilmistir'®®*°*,

c) Magnezyum Silfat

Magnezyum sulfat gebelikte olusan tansiyon ylksekliginin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan bir ilagtir. Magnezyum sulfat kullanilan annelerin bebeklerinin
dogum sonrasinda yenidogan Unitelerine daha az yattiklari ve daha az entibasyon
gereksinimlerinin oldugu bildirilmistir'®®. Hipoksik iskemik hayvan calismalarinda
magnezyum sulfatin enflamatuvar sitokinleri ve hipoksi iskemi sonrasi yeniden
kanlanma doéneminde olusan SOR’ini azaltarak beyin hasarini azalttidi
gosterilmistir’®®,

Orta ve agir derecede HIE’li yenidoganlarda magnezyum silfatin NMDA
algaclarini engelleyerek huicre igi kalsiyum artisini engelleyerek beyin hasarini
azalttig bildiriimistir’®®. Yenidogan sicanlarda yapilan bir calismada magnezyum
siilfatin orta derecede HIiBH tedavisinde etkili oldugu ancak agir HiBH'nda etkili
olmadig bildirilmistir'®. Klinik kullanim icin magnezyum siilfat ile ilgili daha fazla
sayida ¢alismalara ihtiyac vardir.

d) Allopurinol

HiBH’nda 6zellikle yeniden kanlanma déneminde SOR énemli rol oynar. SOR
olusumunda oOnemli rol oynayan ksantin oksidaz enziminin baskilayicisi

allopurinolin  kullanimiyla ilgili ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Bu
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calismalardan elde edilen metaanalizde allopurinoliin HIBH'nda énemli derecede
yararl etkisinin olmadigi bildirilmistir*®®.

e) N-asetil Sistein

N- asetil sisteinin HIBH sonrasi yeniden kanlanma déneminde olugan SOR’ni
temizledigi, trombosit agregasyonunu azalttigi tespit edilmistir. Ayrica son yillarda N-
asetil sistein kan beyin bariyerinden ve plasentadan kolaylikla gecebilmesi, yan
etkisinin az olmasi ve noron koruyucu etkisinin de gosterilmesi nedeniyle 6nem

kazanmistir'®”.

Glutatyon oOncull gibi hareket ederek oksidan radikallerinin,
apopitozisin ve enflamasyonun olusumunu baskilar’. Wang ve ark. HiBH
olusturulmus hayvan calismasinda 200 mg/kg dozunda N-asetil sistein verilmesinin
hipoksi ve iskemiye karsi beyni korudugu bildiriimistir'®®. Jatana ve ark. HIBH
olusturulmus yenidogan siganlarda hipotermi ile birlikte N-asetil sistein verilmesi ile
hasar alani azalmig, miyelin yapimi artmis ve islev testlerinde iyi sonuglar alindigi
gosterilmistir’®.
f) E vitamini
Yagda eriyen vitaminlerden biri olup ¢ok guglu bir antioksidandir. E vitamininin
hlcre zarinda oksidanlara bagli olusan lipid peroksidasyonunu 6nledigi bilinmektedir.
Ozellikle eser bir element olan selenyum ile birlikte GPO'I aktive ederek lipid
peroksidasyonunu azaltma yéniinde tamamlayici etki gdsterdikleri bildirilmistir'°.
g) Eritropoetin
Eritropoetinin hangi mekanizmayla apopitozu azalttigi tam olarak bilinmese de
HIE’'li yenidogan bebeklerin gébek kordon kaninda yiiksek diizeyde saptanmasi
onarim mekanizmalari ile iligkisinin olabilecedini distndirmuastir. Yakin zamanda
eritropoetin ile ilgili yapilmig ¢alismalarin metaanalizinde dogrudan noron koruyucu
etkisiyle birlikte, ndéron c¢ogalmasini ve yeni damar yapimini uyaricl, glutamat
toksisitesini onleyici, apopitozisi, enflamasyonu ve SOR hasarini baskilayici
etkilerinin oldugu bildirilmistir'**.
h) Melatonin
Hipofizde bulunan pineolasit hlcreleri tarafindan triptofandan uretilen gece-
giindiiz ritminden sorumlu ve giclii bir SOR temizleyicisi hormondur®. SOR
temizleyici etkisini GPO, glutatyon rediktaz, katalaz ve SDO gibi antioksidan
enzimleri uyararak yapar. Ayrica mitokondriyal elektron transport sisteminin
etkinligini de arttirarak oksidatif strese karsi koruyucu o6zelligi vardir. Sigcanlarda

yapilan hipoksi iskemi modelinde melatoninin SOR'ni temizledigi, enflamasyon ve
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apopitozisi engelleyerek néron koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir**2. HIEli
yenidoganlara melatonin verilerek yapilan bir klinik galismada serum MDA ve
nitrit/nitrat duzeyinin dustugu ve melatonine bagli herhangi bir yan etkinin olmadigi
bildirilmistir**®. Ancak tiim bu galismalara ragmen melatoninin HIE’deki etkinligine
yonelik daha fazla sayida ¢alismalara ihtiyag vardir.
1) Kalsiyum Kanal Kapaticilar
HIBH tedavisinde néronlara kalsiyum girisini engelleyecek ilaglarin kullanimi
ile kalsiyumun hucre igine girisininin onlenebilecegi, dolayisiyla hem nekroz hem de
apopitozu tetikleyen mekanizmalarin baskilanabilecegi ileri sirilmiistir'*®. Yapilan
klinik bir calismada iyonize kalsiyum diizeyi diisik olan yenidoganlarda, HIBH ve

115

diger organ hasarlarinin daha az oldugu bildirilmigtir~™. Bu nedenle ndoronlara

kalsiyum girisini engelleyerek hasarin azaltiimasina yonelik ¢ok sayida arastirma
yapilmistir’®. Kalsiyum kanal kapaticilarindan &zellikle nikardipin ve flunarizin ile

hayvan calismalarinda her ki ilacin noéron koruyucu etkisinin oldugu
116,117

. Nikardipin ile HIE'li yenidogan bebeklerde yapilan klinik bir

calisma ciddi hipotansiyon gelismesi {izerine sonlandiriimistir*®,

gosterilmigtir

i) indometazin

HIiBH olusturularak yapilan hayvan calismalarinda siklooksijenaz enzim
baskilayicisi olan indometazinin beyin hasarini azalttigi bildirilmistir. Taskin ve ark.
calismasinda HiBH olusturuimus yedi giinlik siganlarda indometazinin néronal
apopitozisi dnemli derecede azalttigi gdsterilmistir™®.

j) Alfa-2 Agonistler

HiBH'lI hayvan modellerinde vyapilan c¢alismalarda alfa-2 agonistlerden
klonidinin ve deksmedetomidinin ndéron koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir.
Klonidinin ve deksmedetomidin HiBH olusturuimus koyunlarda hasarli beyin alanini
azalttig ve ndéromotor islevlerde kismi iyilesme yapti§i gosterilmistir'?®*?*, Ancak
klinik kullanim dncesi daha fazla sayida HiBH olusturuimus hayvan calismalarina
ihtiyag vardir.

k) Nitrik Oksit Sentaz Baskilayicilari

Yeniden kanlanma déneminde NOS enzimi tarafindan asiri miktarda Gretilen
NO’in apopitozisi aktive ederek beyin hasarini arttirdigi gosterilmistir. Bu hasarin
NOS baskilayicilari verilerek onlenebilecegi bircok calismada bildirilmistir'??1%,
Segici olmayan bir NOS baskilayicisi olan nitro-L-argininin (7 nitroindazole) HiBH

123

olusturuimus siganlarda beyin hasarini azalttigi gosterilmistir=". Yedi gunluk
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sicanlarda HIBH'nin hemen ardindan 50 mg/kg L-NAME (N-Nitro-L-Arginin Metil
Ester) verilen grupta apopitotik hlcre sayisinin azaldidi saptanmig ancak
néromotor testlerde iyilesme bulunamamistir®®.
|) Bliyiime Faktorleri
HIBH olusturulmus hayvan modellerinde cesitli blylime faktorleri ile tedavi
yéntemleri denenmistir'?*'>>. En sik kullanilan biyiime faktorleri insiilin benzeri
blyuime faktori-1, epidermal buylume faktord, noéronal buyume faktorl, beyin
kaynakli norotrofik faktor, vaskuler endotelyal buylime faktort ve fibroblast buyime
faktorleridir (FBF).
1-Noronal Bluyume Faktoru
HIBH olusturularak yapilan bir hayvan calismasinda néronal blylime faktori
ventrikill igine verildiginde beyin hasarini dnleyici etkisinin oldugu gdsterilmistir?°,
Noronal buylime faktorinin apopitotik hicrelerde bulunan “terminal transferaz nick
end labeling” (TUNEL) algaci Uzerinden etki ettigi, noéronal hicrede NOS

127 Ancak literatiirde

uyariimasinin ve apopitozun daha az oldugu saptanmistir
néronal bayime faktoru ile ilgili az sayida g¢alisma olmasi nedeniyle klinik kullanim
¢in daha fazla sayida hayvan g¢alismalarina ihtiyag vardir.

2-Fibroblast Buyliime Faktorleri

Yapilan hayvan calismalarinda FBF-2’nin travmaya bagh olusan beyin
hasarinin onariimasinda énemli islevleri oldugu bildirilmistir. iskemik beyin hasari
olusturularak yapilan bir hayvan calismasinda FBF-2 verilen hayvanlarin beyninde
hiicre cogalmasinin ve farklilasmasinin arttigi gosterilmistir®®*?°. Yapilan hayvan
calismalari sonucunda oOzellikle iskemi sonrasinda FBF-2'nin néron koruyucu
etkilerinin oldugunu dugsunulmektedir. Ancak klinik kullanimi ile ilgili herhangi bir

calisma bulunmamaktadir.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Prognoz

HiBH’nda prognoz ézellikle HIBH’nin derecesine, metabolik sorunlara, kalp ve
solunum sistemi komplikasyonlarina bagli olarak degisir. Ayrica bebegin kaginci
gebelik haftasinda dogdugu da prognozu etkiler. Olim veya nérolojik sekel orani agir
derecede HiBH'nda %78, orta HiBH'nda %24 iken hafif HiBH'nda %2’ye kadar
diismektedir. Agir derecede HiBH koma, apne, okiilosefalik refleks yoklugu ve
direncli nobetlerle karakterize ve kotu prognozlu bir durumdur. Dogum sonrasi 20.

dakikada APGAR skorunun ¢ok dusuk olmasi, kendiliginden solunumun olmamasi,
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ikinci haftada anormal nérolojik bulgularin devam ediyor olmasi 6lum veya biligsel ve
motor yetilerde ciddi bozukluk gelisecedinin gostergesidir. Klinik bulgulara ek olarak
EEG anormallikleri ve MRG’de patolojik gorinum saptanmasi da kotu prognozu
destekler. Hastalarin noéromotor sorunlarinin erken ortaya konmasi, ndéromotor
gelismeyi destekleyici tedavi ve fiziksel aktiviteye erken baslanmasi prognozda daha
iyi sonuclar elde edilmesini saglamaktadir®®. HIBH derecesinin énemli prognostik

faktor olmasi, HIBH’ni énlemeye yénelik tedavileri 6n plana gikarmaktadir.

Hipoksik iskemik Beyin Hasari Hayvan Modeli

GunUumuzde hayvan c¢aligmalarinda laboratuvar siganlari yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sicanlarin ortalama omru 2,5-3,5 yil arasinda degismektedir.
Yenidogan bir siganin ortalama agirhg 5-6 gramdir (gr). Dogum sonrasi 20-24.
gunlere kadar anne sutu ile beslenirler. Ortalama beyin agirhdi ise 1,8 gr/250

grdirt®

. Yenidogan siganlarin beyni ¢ok az gelismis oldugundan insan fetls
beyninin yaklasik 15. haftasina karsilik gelmektedir. Siganlarda beyin geligimi
dogum sonrasi ilk 3 haftada ¢ok hizli olmaktadir. insanda bu dénemin karsiligi
gebeligin ikinci trimestirinden dogum sonrasi yasamin 2. yilina kadardir. Beynin
hizhh blyime déneminin postnatal hayatta gergceklesmesi, sigcanlari postnatal
dénemde sinir sisteminin gelisimini arastirmada ideal bir deney hayvan modeli

yapmaktadir'31132

. Yine yapilan ¢alismalar sonucunda yedi gunlik siganlarin
histolojik olarak beyin gelisimleri 34-37. gebelik haftasindaki insan fetis ya da
yenidogan beynine benzerdir. Serebral kortekste noéron tabakalari olusmus,
germinal matriks degisime ugramaya baslamis ve beyaz cevherde kismen
miyelinizasyon tamamlanmistir*®?,

Yenidogan sigcanlarda hipoksi iskemi modeli Rice ve ark. tarafindan Levin
yonteminin modifiye edilmesi ile olusturulmustur***. iskemi tek tarafli ana karotis
arter baglanmasiyla, hipoksi ise %92 azot ile %8 oksijen karisiminin solutulmasi ile
olusturulmaktadir. Ana karotis arter baglanmasiyla ayni taraf beyin hemisferinde,
serebral korteks, subkortikal ve periventrikiler beyaz cevher, striatum, talamus
(bazal gangliyonlar) ve hipokampusde secici ndron hasarindan enfarkta kadar

ilerleyen iskemik lezyonlar gézlenmektedir™>>*3*,

41



Siganlarin Biligsel ve Lokomotor Yetilerinin Degerlendirilmesi

Siganlarin biligssel ve lokomotor yetilerinin degerlendiriimesinde glinimuizde
pek ¢cok hayvan davranig deney modeli bulunmaktadir. Hayvan davranig deney
modelleri ile siganlarda 6grenme, hafiza, lokomotor aktivite, anksiyete ve otonom
islevlier gibi pek cok Ozellik degerlendirilebilmektedir. Bu bilimsel yeterlilik
Olcutlerinin timline ayni anda sahip olan hayvan davranis deney modeli yoktur.
Bununla birlikte var olan hayvan davranig deney modellerinin higbirinin % 100
guvenilirlikleri de bulunmamaktadir. Bilim ve teknolojideki ilerlemeler ve yapilacak
calismalar ile hayvan davranis deney modelleri giderek istenen ideal diuzeye
ulasabilecektir'®-**.

Davranis deneylerinin si¢canlarin néromotor geligimlerini tamamladiklarn 80-
85. gunlerden sonra yapilmasi 6nerilmektedir. Davranis deneylerinde cinsiyete
bagli énemli farkhliklar olabildigi igin ¢alismalarda genellikle erkek siganlar tercih
edilmektedir. Deneylerin ayrica siganlar 180-250 gram agirligina ulastiktan sonra
yapilmasi dnerilmektedir'®-*3°,

Calismaya alinacak siganlarin tumuinidn daha 6nce yavrulayan, bir gebelikte
birbirine yakin sayida yavru doguran ve onceki yavrulara bakmis olan annelerin
yavrularindan segilmesi 6nemlidir. Aksi durumda c¢alismaya alinan siganlarin anne
tarafindan reddedilme ve yenme riski olabilecektir. TUm yavru siganlar ayni glinde
sutten kesilmeli ve annelerinden ayrilmahdir. Anneden ayrilan siganlar her kafeste
ayni sayida olacak sekilde barindiriimalidir. Boylece néromotor geligimlerini
etkileyebilecek faktorlerin esit olmasi saglanacaktir.

Siganlar davranis deneylerinin yapilacagi laboratuvara iki giin 6énce getirilerek
ortama alismalari saglanmalidir. Oda sicakhgr 23+1°C olmali, 12 saatlik gece
gunduz ritmi saglanmali, ses, bekleme kosullari standardize edilmis olmalidir.
Davranis deneyi modelini uygulayan arastirmacinin da her grup icin ayni Kisi
olmasi, ayni renk giysi giymesi, ayni yontemle dizeneklere konmasi ve her zaman
ayni yerde durmasi gibi faktorlere de dikkat edilmelidir'®:*3®.

Sicanlarin bilissel ve lokomotor yetilerinin degerlendiriimesinde Holeboard,
Morris su tanki, agik alan, rotator dizenegi, T labirent, yukseltiimig arti labirent testi
gibi testler kullaniimaktadir.

Acik Alan Testi

Sicanlarin duygusal durumunu, sedasyonunu, anksiyete davraniglarini,

otonom islevlerini, lokomotor aktivitesini dlgmek icin sik kullanilan bir diizenektir'®,
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Ik kez 1934 yilinda Hall ve ark. tarafindan deney hayvanlarinin emosyonel
durumunu test etmek igin kullanilmigtir. Baslangigta daire tabanli olarak
kullanilirken, ginimuzde kare, dikdortgen seklinde ve ortami i1siklandiriimis olan
degisik formlari vardir*”*®, Acik alan deneyinde 80x80x50 cm veya 100x100x30
cm boyutlarinda zemini 16 esit kareye bolunmas bir kutu kullaniimaktadir.
Calismaya alinan siganin agik alana birakilma siresi 2-20 dakika arasinda
degismekle birlikte genellikle 5 dakikadir. Acik alana birakilan sicanda anksiyete
davranisi hayvanin kendi ortamindan alinip tek basina bilmedigi bir ortama
birakilmasi genis alan korkusu yapacaktir. Test sirasinda siganin hareketleri
(dolasilan kare sayisi, donakalma, arka ayaklar Uzerine yukselme) kasinma ve
defakasyon sayisi degerlendirilir. Donakalma ve arka ayaklari Gzerinde yukselme

sicanin tanimadi§i cevreyi arastiricihigi olarak kabul edilir'®.

Kasinma ve
defekasyon sayisi siganin  otonom fonksiyonlarinin  gOstergesi  olarak
degerlendirilir139. Kasinma sayisindaki artig sicanin anksiyetesi hakkinda dolayl
olarak fikir vermektedir. Ancak dogrudan anksiyete degerlendiriimesinde
kullanilamaz**. Anksiyete icin; sahlanma sayisi, kasinma sayisi ve siresi, kenarda
kare gegme sayisi, merkezde kare gegme sayisi incelenir. Otonom fonksiyonlar igin
kasinma ve gaita ¢ikarma sayisina bakilir. Lokomotor aktivite ise kare ge¢gme
sayisi, donakalma slresi, Kkatettigi yol ve hareket hizinin dlgima ile
degerlendirilebilir. Agik alan testinde elde elden veri kayitlar bilgisayar programlari
araciliyiyla yapilabilecegi gibi kronometre ile gozle takip edilerek de yapilabilir'®*3>,

Morris Su Tanki Testi

Su tanki testi ilk olarak 1981 yilinda Morris tarafindan tanimlanmistir.
Siganlarin 6grenme ve hafiza galismalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Morris
su tanki testi ile hayvanlarin uzak hafiza, yakin hafiza ve d6grenme yetileri
degerlendiriimektedir. Test icin kullanilan su tanki genellikle silindir seklindedir**.
Su tanki sicakhgl 21-26°C olan su ile doldurulur ve oda sicakhgi da 23 £1°C’ye
ayarlanir'®*®_ Silindir seklindeki su tankinin icine su yiizeyinin 1-2,5 cm kadar
altina hayvan tarafindan goértlmeyecek bir sekilde kare veya daire seklinde bir
yukselti yerlestirilir. Hafizanin degerlendiriimesinde hayali olarak doért kadrana
ayrilmis su tankinin bir kadranina gizli ylkselti sabit olacak sekilde yerlestirilir. Her
gun siganlar farkh bir kadrandan baslamak sartiyla ardisik olarak birka¢ kez yuzleri
su tankinin duvarina bakacak sekilde birakilirlar ve gizlenmis sabit yukseltiyi

bulmalari beklenir. Gunler ilerledikge sabit yikseltinin yerini 6grenerek daha kisa
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surede bulmalari beklenir. Sigcan gizli yukseltiyi bulamaz ise deneyi uygulayan kisi
tarafindan yonlendirilerek gizli yuUkseltiyi bulmasi saglanir. Ylkselti Uzerinde
bekleme siresi her sigcan igin esit olmak Uzere U¢ saniye ile 30 saniye arasinda
belirlenebilir®**®. Deneyin son giini ise sabit yiikselti su tankindan gikarilarak
sigcanlarin sabit yukseltinin oldugu kadranda gegcirdikleri sure de degerlendirilir.
Sicanlar suya her birakildiklarinda yukseltiyi bulmalari igin beklenen sure esit
olmalidir ve bu sire 30-180 saniye arasinda belirlenebilir. Hafiza deneyleri bes ile

13 giin arasinda sirdirilebilir*?4.
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GEREG VE YONTEMLER

Galisma EKibi: Bu g¢alisma Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhgi ve
Hastaliklari Cocuk Noroloji Bilim Dali, Fizyoloji, Patoloji ve Biyokimya Anabilim
Dallari tarafindan yuritilmustir. Calisma Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Deney
Hayvanlari Arastirma Laboratuvari ve Fizyoloji Anabilim Dali Davranig Deneyleri
Laboratuvarinda yapilmistir.

Etik Kurul Onayi: Calisma icin Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan onay alindi.

Geregler: Deney sirasinda mikroskop, deri ve deri alti dokularin agilmasi ve
dekapitasyonu igin pens, bistiri, sag karotid arterin baglanmasi ve derinin
kapatilmasi igin 6-0 ipek ve portegu, ilag ve sivi uygulamalari igin 10 ul ve 100 pl'lik
Hamilton enjektoru, hipoksi odacigi, % 8 oksijen % 92 azot karisiminin bulundugu
gaz tanki, oksijen Olger, hava iletimi i¢in baglanti hortumlari, sigan yavrularinin
Isitiimasi igin 1sitici su banyosu, hipoksi odacigi sicakhiginin surekli izlemi igin
elektronik termometre, ¢ikarilan beyinlerin saklanmasi i¢in saklama kaplari, agirlik
Olcumleri icin hassas terazi, steril 6rtu ve eldiven kullanildi.

Lokomotor aktivite dlcumu icin kare seklinde ve zemini 100x100 cm, kenar
yuksekligi 40 cm, i¢ yuzeyi siyah olan bir agik alan deney kutusu kullanildi.
Ogrenme ve hafizanin degerlendiriimesi icin ise daire seklinde 150 cm ¢apli, 60 cm
derinligi olan ve igcinde 15 cm ¢apli bir yukselti bulunan Morris su tanki kullanildi.

Deney Hayvanlari: Calismaya yedi glnlik Wistar cinsi erkek si¢gan yavrulari
alindi. Hayvanlar davranis deneyleri tamamlanana kadar Mersin Universitesi Tip
Faklltesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda izlendi. 24. gunden itibaren
annelerinden ayrilarak her kafeste 4-5 adet sican olacak sekilde ayri kafeslerde
barindirldi. Davranig deneylerinden iki gun o©Once hayvanlar ortama uyum
saglamalar i¢in Mersin Universitesi Tip Fakultesi Fizyoloji Anabilim Dali Hayvan
Davranis Deneyleri Laboratuvarina alindilar.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinin Olusturulmasi

Calismaya alinan tium yavru sig¢anlara isofluran emdiriimis pamuk ile 30-45
saniye inhalasyon anestezisi uygulandi. Sicanlar uyandikca doz tekrarlandi.
Siganlar islem yapilacak masaya dort ekstremitesi flasterle sirt Gsti yapistirildi

(Resim 1). Boyunda orta hattan kesi yapilarak mikroskop altinda sag karotid arter
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bulundu (Resim 2). Sham grubu hari¢ diger tum sigcanlarin sad karotid arterleri
baglandi (Resim 3). Sag karotid arteri baglanarak iskemi olusturulan tim siganlar
hipoksi odacigina alindi. Hipoksi odaciginin sicakhgi termometre ile oksijen orani
ise “oksimetri” ile surekli olarak izlendi. Odacik sicakhgdinin 33,5+ 0,5 °C ve oksijen
dizeyinin ise % 8 olmasi saglandi. Cerrahi igslem esnasinda ve hipoksi oldaciginda
iken her 3 dakikada bir solunum hareketleri ve cilt rengi yakindan takip edildi. Iki
saatlik hipoksi sureci sonrasinda siganlar odaciktan ¢ikarilarak anne yanina verildi.
Anne yaninda iki saatlik derlenme slreci sonrasinda her gruptaki 9ar sigandan
MDA, MPO, SOD ve katalaz olgumu igin kalp i¢i girisimle kan 6rnedi alindiktan
sonra erken donem ndronal apopitozisin degerlendiriimesi icin servikal dislokasyon
ile otenazi uygulanarak dekapite edildi. Beyin, butunlUkleri bozulmadan %10’luk
formaldehit iceren kaplara koyuldu. Cikarilan beyinlerde TUNEL ve Kaspaz-3

yontemleri ile immunohistokimyasal olarak apopitozis degerlendirildi.

Resim 1: Sag karotid arterin baglanmasi i¢cin deney masasina sabitlenen
yedi glinliik yenidogan si¢an goriilmekte.

Resim 2: Sag karotid arterin bulunmasi.
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Resim 3: Karotid arterin baglanmasi.

Deney Plani ve Uygulama Takvimi

108 adet wistar cinsi yedi gunlik yavru siganlar rastlantisal olarak dort gruba
ayrildi. Sham Grubu digindaki tiim siganlara HiBH islemi uygulandi.

Grup 1 (n=27): Anestezi sonrasl sadece boyun diseksiyonu yapilarak sag
karotid arteri bulunan ancak baglanmayan, hipoksi uygulanmayan (Sham Grubu).

Grup 2 (n=27): HIiBH olusturulduktan sonra iP olarak SF uygulanan grup

Grup 3 (n=27): HiBH olusturulduktan sonra iP olarak 100 mg/kg LEV
uygulanan grup

Grup 4 (n=27): HiBH olusturulduktan sonra iP olarak 200 mg/kg LEV
uygulanan grup

Geri kalan diger sicanlara islem sonrasi 10. haftada acik alan, 14. haftada
ogrenme ve hafiza deneyleri yapildi. 16. haftada gruplardaki tim siganlar dekapite
edilerek vicut ve beyin agirliklari olgtldd. Tdm sigcanlari beyinleri makroskopik
olarak incelendi. Deney uygulama takvimi Sekil 5’te gosterilmigtir.

ilag Uygulama Yontemi

Levetirasetam grup 3’deki sicanlara 100 mg/kg ve grup 4’deki siganlara ise
200 mg/kg dozunda IP hamilton enjektéri ile 20 ul SF igerisinde verildi. Grup 2’deki

sicanlara ise yine iP olarak 20 pl sadece SF uygulandi.
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7.Giln 24. Gin 10. Hafta 14. Hafta 16. Hafta
Hipoksi-iskemi  Anneden ayrilma Acik alan testi Morris su tanki Dekapitasyon
testi

Sekil 5: Deney uygulama takvimi.

Histopatolojik degerlendirme

Dogumu takiben yedinci giinde HIBH islem sonunda cikarilan beyinlerde
TUNEL ve Kaspaz-3 yontemleri ile immuanohistokimyasal olarak apopitozis
degerlendirildi. Beyin dokularinin degerlendiriimesi siganlarin hangi gruptan
oldugunu bilmeyen bir patolog tarafindan yapildi. Formaldehit tespit isleminin
ardindan beyin dokularinin sag yarilari doku boyasi ile isaretlenerek koronal seri
kesitler alindi. Hipoksik-iskemik hasara daha duyarli olan subtalamik nukleuslar,
hipokampus ve pariyetal korteksi temsil eden bir veya iki 6rnek rutin takip islemine
sokuldu. Rutin takip isleminde beyin dokulari alkol, ksilol ve parafin sollisyonlarinda
bekletildi. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen bes mikron kalinligindaki
kesitler rutin hematoksilen eozin histokimyasal boyasi ile boyandi. Preparatlar 11k
mikroskobik diizeyde (Nikon Eclipse 80i) incelendi. Koronal kesitlerde rutin boya ile
néronal morfolojik degisiklikler not edildi.

TUNEL Yontemi

Noéronlardaki DNA pargalanmasini gostermek icin “Terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP end labeling” (TUNEL) yontemi (in situ apopitosis
detection kit, Biogen, katalog no S7101) secildi. Bu igslem, elde edilen 5 mikron
kalinligindaki koronal beyin kesitlerinin, deparafinizasyon ve alkol takip islemlerinin
ardindan proteinaz K ile 15 dakika oda sicakliginda inklbe edildi (10ul/2.5 ml,
fosfat tampon solisyonu). Fosfat tampon solisyonunda yikandiktan sonra kesitler,
buharli kabin icerisine yerlestirildi ve Gzerlerine terminal deoksi transferaz reaksiyon
karisimi damlatilarak 37°C de etlv icerisinde bir saat inklbe edildi. Kromojen
olarak 3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorid, zemin boyasi icin metil yesili kullanildi.
Kesitler kapama maddesi ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak germinal merkezleri

belirgin tonsil kesitleri kullanildi.
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Kaspaz-3 Yontemi

Yine elde edilen 5 mikron kalinligindaki koronal beyin kesitlerine
deparafinizasyon ve alkol takip islemlerinin ardindan Avidin Biotin kompleks immun
peroksidaz yontemi ile poliklonal tavsan antikoru, Kaspaz antikoru (1:100 dilisyon,
Neomarkers, RB-1197-B0) uygulandi. Immiin histokimyasal boyama y6nteminde
Lab-Vision, Ultravision Large Volume Detection System Anti-Polyvalent, HRP
biyokimyasal kit, zemin boyamasi i¢cin Mayer hematoksilen kullanildi. Preparatlar
Nikon E 600 i1sik mikroskop ile de@erlendirildi. Pozitif kontrol olarak germinal
merkezleri belirgin tonsil kesitleri kullanildi.

Apopitozisin Degerlendirilmesi

Sag yarilari doku boyasi ile isaretlenen koronal beyin kesitleri TUNEL ve
Kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama islemlerinden sonra isik mikroskobunda
degerlendirildi. Her iki beyin yarisi ayri ayri olacak sekilde subtalamik ¢ekirdekler,
hipokampUs ve pariyetal korteksteki TUNEL ve Kaspaz-3 ile immUnreaktivite
gOsteren hucreler sayildi. Sayim icin kesitler 151k mikroskopik dlizeyde 6nce kuguk
buyitmede ve x 40 buyltme alaninda taranarak sag ve sol yari icin sayim
yapilacak alanlar segildi. Sayim i¢in uygun bes alan X 400 buylUtme (her blyuk
blyutme =152 pm?, toplam alan 760 ym?) tarandi. TUNEL ve Kaspaz-3 ile boyanan

toplam néronlar sayildi.

Biyokimyasal Degerlendirme
Dogumu takiben yedinci giinde HiBH islem yapilan sicanlardan kalp ici girisim
yoluyla alinan kan érnekleri 3000 rpm’de 10 dakika santriflj edilip plazma olarak
hazirlandiktan sonra 8lgiim giiniine kadar -70 °C’de muhafaza edildi. islem gini
plazma oda isisina gelene kadar bekletildikten sonra analiz edildi. MDA, GPO,
SOD ve katalaz duzeyleri “Enzim Linked Immune Assay” (ELISA) yontemiyle
saptandi.
Malondialdehit
MDA dizeyi ELISA yontemi ile “Rat Malondialdehyde (MDA) ELISA Kit”
(Katalog No: CSB-E08558r), (Cusabio Biotech Company, in PRC) kiti kullanilarak
olguldu.
1. 100 ul standart, érnek dilGeti (kor icin) ve drnekler sirayla antikor kapli
kuyucuklara eklendi.
2. Iki saat 37 °C’de inkiibe edildi.
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3. Kuyucuklardaki sivi kisim aspire edildi.

4. Her kuyucuga 100 pl biotin antikor eklendi. Bir saat 37 °C’de inkube
edildi.

5. Her bir kuyucuk aspire edildikten sonra 3 kez 200 pl yikama soltisyonu
ile yikandi.

6. Her kuyucuga 100 yl HRP-avidin galisma solusyonu eklendi. Bir saat 37
°C’de inkube edildi.

7. Yikama islemi 5 kez tekrarlandi.

8. Her kuyucuga 90 ul TMB substrat eklendi.

9. 20 dakika 37 °C’de inklbe edildi.

10. 50 pl stop solusyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Mavi renkli
karisim sari renge donustu. 450 nm dalga boyunda 30 dakika okutuldu.

Superoksit Dismutaz

SOD duzeyi ELISA yontemi ile “Superoxide Dismutase Assay Kit” (Katalog
No: 706002), (Cayman Chemica Company, in USA) kiti kullanilarak lguldu.

1.

SOD standart kuyucuklarina 200 uL dilie radikal detektér ve 10 pL
standart (A-G tuplerine) eklendi.

2. Ornek kuyucuklarina 200 uL diliie radikal detektor ve 10 pL érnek eklendi.

Reaksiyonu baslatmak igin her kuyucuga 20 uL dilie ksantin oksidaz

eklendi.

4. 96 kuyucuklu plak dikkatli birka¢ saniye karigimi saglamak igin sallandi

5. Plak 20 dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonuglar 450 nm dalga boyunda

Slciildi.

Katalaz
Katalaz dlizeyi ELISA yontemi ile “Catalase Assay Kit” (Katalog No: 707002),
(Cayman Chemica Company, in USA) kiti kullanilarak ol¢ildu.

1.

Her bir kuyucuga 100 pL test tamponu, 30 yL metanol eklendi. Standart
kuyucuklarina farkli konsantrasyonlardaki standartlar, kontroller ve hasta
ornekleri 20’ser pL olacak sekilde eklendi.

Bu karisima 20 pL hidrojen peroksit eklendi. Calkalanarak oda isisinda 20
dakika inklbe edildi.

Reaksiyonu sonlandirmak i¢in her kuyucuga 30 pyL potasyum hidroklorur
ve kromojen olarak da 30 uL purpald eklendi.

10 dakika oda isisinda g¢alkalanarak inkube edildi.
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5. 10 pL potasyum periodat eklenerek 5 dakika inktbe edildi.

6. 540 nm'de absorbans okuyucuyla okutuldu.

Glutatyon Peroksidaz (GPO)

GPO duzeyi ELISA yontemi ile “Glutathione Peroxidase Assay Kit” (Katalog

No: 703102), (Cayman Chemica Company, in USA) kiti kullanilarak olguldu.

1. Kor olarak alinan kuyucuga 120 pL, diger kuyucuklara 100 pL olacak
sekilde test tamponu eklendi.

2. Kontrol kuyucuga ise 20 uL GPO kontrol 6rnegi, 6rnek kuyucuklarina 20 pyL
plazma eklendi. Her kuyucuga 50 uL ko-substrat karigimi eklendi.

3. Tum kuyucuklara 20 yL Cumene hidroperoksit eklendi.

4. Birkag¢ saniye calkalandiktan sonra 340 nm’de 5 kez 1’er dakika arayla

okutuldu.

Davranig Deneyleri

Davranis deneylerine baglamadan iki gun dnce deneyin uygulanacagi gruptaki
si¢anlar davranis laboratuvarina getirilerek ortama alismalari ve ortamda esit sire
gecirmeleri saglandi. TUm deneyler suresince ayni arastirmaci ayni renk kiyafet
giydi ve odada ayni yerde durdu. Davranis deneyleri tim gruplara saat 09.00 ile
14.00 arasinda yapildi.

Acik Alan Deneyi

Acik alan deneyi ile sigcanlarin lokomotor aktivitelerinin degerlendirilmesi
amagclandi. Onuncu haftasini dolduran siganlarin 100x100cm’lik zeminde bir gln,
bir kez olmak Uzere bes dakika slreyle kat ettikleri mesafe (cm) ve hareket hizlari
(cm/sn) kaydedildi (Resim 4).
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Resim 4: Acik Alan Diizenegi.

Ogrenme ve Hafiza Deneyleri

Sicanlar dogumdan sonraki 14. haftayr tamamladiginda 6grenme ve hafiza
deneylerine baslandi. Test ardisik olarak bes gun sireyle uygulandi. 42 cm derinligi
olan tank 22°C sicakhgindaki su ile dolduruldu (Resim 5). Bilgisayar ekranina
aktarilan gorunttde tank bati, kuzey, dogu ve guney olmak Uzere dort esit kadrana
ayrildi (Resim 6). Deneyin ilk dort glininde 15 cm c¢apli gizli yukselti 40 cm
yukseklige ayarlanip dogu kadraninin orta noktasina yerlestirildi. Deneyin ilk ginu
tum sigcanlar bati kadranindan baslayip saat yonunde ilerleyerek her kadrandan
glnde bir kez olmak Uzere toplam doért kez, baslari su tankina donlk olarak suya
birakildi. Siganlar her suya birakiligsta en ge¢ 60 saniye iginde gizli yukseltiyi
bulmalari beklendi. Bu sure iginde yukselti Uzerine ¢gikan ve orada 5 saniye kalan
sicanlar deneyin bu agsamasini tamamlamig olarak kabul edildi. 60 saniyelik sturede
yukseltiyi bulamayan siganlar elle yonlendirilerek yukseltiyi bulmalari saglandi.
Deneyin 2, 3 ve 4. gunlerinde atiglar saat yonunde degistirildi ve her gun farkli bir
kadrandan suya birakildi. Dért giin boyunca her atista yukseltiyi bulma sureleri
kaydedildi. Her grubun 1., 2., 3. ve 4. gunlerdeki ortalama yukseltiyi bulma sureleri
hesaplandi. Bu sureler her grup icin kendi iginde birbirleriyle ve her gun icin gruplar
arasinda karsilastinidi. Ayrica 1. gun ile 4. gun arasindaki yukseltiyi bulma suresi
farki da gruplar arasinda karsilastirildi.

Deneyin besinci glint (son glin) dodu kadranindaki gizli yukselti su tankindan

cikarildi. Tim sicanlar bati kadranindan suya birakilarak 60 saniye sureyle suda
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kalmalari saglandi. Eskiden yukseltinin bulundugu dogu kadraninda gegirilen sure
(sn) kaydedildi.

Resim 5: Su tankinin listten ve yandan gorunimu.

2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN

101

Resim 6: Uzak hafiza deneyi glinlere gore uygulama semasi~ . (B bati, K kuzey, D

dogu, G guney kadranini, oklar ise hergtiniin ilk atis yapilan kadranini géstermektedir.)

Atrofinin Degerlendirilmesi
Davranis deneylerinin tamamlanmasinin ardindan 16. haftada her gruptaki
tim sicanlar dekapite edilerek vucut ve beyin agirliklari olguldli. Tam sigcanlarin

beyinleri makroskopik olarak incelendi.

istatistiksel Yontemler
Veriler SPSS 11.5 paket programina girildikten sonra surekli dlgimlere ait

normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edilmis ve normal dagilim gdsterdigi
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belirlenmistir. Biyokimyasal veriler olan MDA, katalaz, SOD ve GPO, vucut agirhgi,
beyin agirliklari, mesafe ve hiz parametreleri icin gruplar arasi farklliklar varyans
analizi (One Way ANOVA) ile test edilmigtir. Varyanslarin homojenligi kontrolu
Levene testi ile yapilmistir ve ikili kargilastirmalar Tukey testi ile gergeklestiriimistir.
Biyokimyasal veri olan TUNEL ve Kaspaz-3 verilerin sag ve sol olgumleri igin es
yapma t testi (Paired sample t test) kullaniimistir. Su tanki verilerinin 1., 2., 3. ve 4.
gunlerine ait karsilastirmalar igin iki faktorli ve faktorlerden biri tekrarlanan 6lgim
iceren bir varyans analizi (Repeated measures ANOVA) ile hem gruplar arasi
farklihklar hem de her bir gruba ait gunler arasindaki farkliliklar incelenmistir. Su
tankinin 5. gunuande kuzey, guney, dogu ve bati bdlgeleri arasindaki farkhliklar igin de
tekrarlanan olgumli varyans analizi (Repeated measures ANOVA) kullaniimigtir.
Ayrica, kuzey, guney ve bati bdlgelerinin ortalamasi ile dogu bdlgesine ait ortalama
deger arasindaki farkliliklar icin es yapma t testi (paired samples t test) kullaniimistir.
Tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart sapma degerleri verilmistir. istatistik

anlamlilik olarak p<0,05 alinmigtir.
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BULGULAR

HIBH olusturulmak Uzere galismaya alinan 108 adet yedi giinliik yenidogan
sicandan 10’u ¢esitli nedenlerle 6ldu. 36’si planlandidi gibi dekapite edildi. Kalan 62
sigana davranis deneyleri yapildi.

Grup 1’deki (Sham grubu) 27 sicanin deney baslangicinda (7. gin) ortalama
agirliklart 11,88 + 0,96 gr idi. Bu siganlarin 9’undan kalp igi girisim ile biyokimyasal
testler igin kan alindiktan sonra apopitotik ndéron sayimi igin beyin dokulari
cikarilarak dekapite edildi. Kalan 18 sigcan ile acik alan deneyleri yapildiktan sonra,
belirlenemeyen bir nedenden 1 sigan 6ldu ve 17 sigana morris su tanki ile 6grenme
ve hafiza deneyleri yapildi.

Grup 2’'deki (hipoksi iskemi sonrasi SF uygulanan) 27 sicanin deney
baslangicinda (7. gun) ortalama agirliklari 11,77 £ 1,02 gr idi. Bu siganlarin 9’'undan
kalp ici girisim ile kan alindiktan sonra apopitotik néron sayimi igin beyin dokulari
cikarilarak dekapite edildi. Bilinmeyen bir nedenden dolayi 4 sigan 6ldu. Kalan 14
sigana acik alan ve morris su tanki ile 6grenme ve hafiza deneyleri yapildi.

Grup 3’te (LEV 100 mg/kg) 27 siganin deney baslangicinda (7. guin) ortalama
agirliklart 11,84 + 1,16 gr idi. Bu siganlarin 9'undan kalp igi girisim ile biyokimyasal
testler icin kan alindiktan sonra apopitotik néron sayimi igin beyin dokulari
cikarilarak dekapite edildi. Hipoksi iskemi iglemi esnasinda 3 sigcan ve hipoksi
iskemi sonrasinda bilinmeyen bir nedenden dolayi da 2 sigan 6ldid. Kalan 13
si¢cana acik alan ve morris su tanki ile 6grenme ve hafiza deneyleri yapildi.

Grup 4’te (LEV 200 mg/kg) 27 siganin deney baslangicinda (7. giin) ortalama
agirhiklan 11,79 £ 1,04 gr idi. Bu siganlardan 9Qundan kalp igi girisim ile
biyokimyasal testler igin kan alindiktan sonra apopitotik néron sayimi igin beyin
dokulari ¢ikarilarak dekapite edildi. Kalan 18 sigana acik alan ve morris su tanki ile

ogrenme ve hafiza deneyleri yapildi.

Histopatolojik Bulgular

Hipoksi-iskemi uygulamasini takiben dekapite edilen yedi gunlik sigcanlarin
beyinlerinin her iki yarisi da makroskopik olarak normal gérinimdeydi (Resim 6).
Ayrica yapilan koronal kesitler makroskopik olarak normal idi ve kanama, 6dem ve

enfarkt alani saptanmadi. Rutin hematoksilen eozin boyasi ile apopitotik néronlar
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normal morfolojideki noronlara gore yuvarlak sinirli, nikleer kondansasyon ve
sitoplazmik blzusme gostermekteydi. Normal goérinumli noronlarda TUNEL ve
Kaspaz-3 ile pozitif boyanma izlenmezken, apopitotik hucrelerin gogu TUNEL ile

nukleer pozitif, Kaspaz-3 ile sitoplazmik ve nikleer pozitif olarak boyanmaktaydi.

Resim 7: Dogumu takiben yedinci guinde hipoksi iskemi iglemi uygulanan

ve ardindan dekapite edilen bir siganin beyni normal yapida goériinmekte.

TUNEL Yontemiyle Beyindeki Apopitotik Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Hipoksi iskemi uygulanan siganlarin beyin sag yarisinda TUNEL yontemiyle
boyanan apopitotik hlicre sayilarinda artis gozlendi (Resim 8-11). Hipoksi iskemi
sonrasi grup 2, 3 ve 4’teki yavru siganlarin sag beyin yarisindaki ortalama
apopitotik hicre sayilari sirasiyla 10,33 + 1,12, 6,67 +1 ve 4,89 + 0,78 iken; Grup
1’deki siganlarda (Sham) ortalama apopitotik hicre sayisi 3,56 = 0,73 olarak
bulundu (Tablo 2, Sekil 6).

Grup 2'deki sicanlarin beyinlerinin sag yarisinda TUNEL yontemiyle boyanan
apopitotik hicre sayilari, grup 1, 3 ve 4 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede yuksek bulundu (sirasiyla p<0,001, p<0,001 ve p<0,001). Ayrica
grup 171’deki sicanlarin beyinlerinin sad yarisinda TUNEL ydntemiyle boyanan
apopitotik htcre sayilari grup 3 ve 4 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede diusuk saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p=0,021).

Hipoksi iskemi sonrasi 200 mg/kg LEV uygulanan grup 4’teki siganlarin

beyinlerinin sag yarisinda TUNEL yodntemiyle boyanan apopitotik hucre sayilari
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Grup 3 (100 mg/kg LEV) ile karsilastirildidinda istatistiksel olarak anlamli derecede
dusuk oldugu tespit edildi (p=0,001) (Tablo 2).

Beynin sol yarisinda ise TUNEL yontemiyle boyanan apopitotik hucre sayilari
grup 2, 3 ve 4’'te 6,33 + 1,94, 4,56 + 1,01 ve 3,33 + 1,12 iken, grup 1'de (sham)
saptanan ortalama apopitotik hidcre sayisi 3,11 + 0,78 olarak bulundu (Tablo 2,
Sekil 7). Grup 2’deki sigcanlarin beyinlerinin sol yarisinda TUNEL ydntemiyle
boyanan apopitotik hicre sayilari grup 1, 3 ve 4 ile karsilastinldiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede yuksek dizeyde oldugu tespit edildi (sirasiyla p=0,004,
p=0,046 ve p=0,007). Grup 1‘deki sicanlarin beyinlerinin sol yarisinda TUNEL
yontemiyle boyanan apopitotik hicre sayilari grup 3 ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede daha duguk oldugu saptandi (p=0,019).

Hipoksi iskemi sonrasi 100 mg/kg LEV uygulanan grup 3’teki siganlarin
beyinlerinin sol yarisinda TUNEL yontemiyle boyanan apopitotik hicre sayilari
Grup 4 (200 mg/kg LEV) ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (p=0,112).

Beyin sag ve sol yarisinda TUNEL yontemiyle saptanan apopitotik hucre
sayllarinin her bir grup igin karsilastirimasinda; Grup 1’de istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmaz iken (p=0,055), Grup 2, 3 ve 4’te beynin sag yarisinda
saptanan apopitotik hlcre sayilari sol taraftakine goére istatistiksel olarak anlamli
derecede daha yUksekti (sirasiyla p<0,001, p=0,001 ve p<0,001 ) (Tablo 2, Sekil 8).

Tablo 2: TUNEL yontemiyle tespit edilen apoptotik néron sayilari.

Sag Sol Po
Grup 1 (n=9) 3,56+0,73 3,11+0,78 0,055
Grup 2 (n=9) 10,33 £ 1,12 6,33 + 1,94 <0,001
Grup 3 (n=9) 6,67 £ 1,00 4,56 + 1,01 0,001
Grup 4 (n=9) 4,89 +0,78 3,33+1,12 <0,001
P1 <0,001 0,004
P <0,001 0,019
Ps 0,021 0,96
P4 <0,001 0,046
Ps <0,001 0,007
Ps 0,001 0,112

Po. Sag-sol beyin arasindaki apopitotik néron sayisinin karsilastirmasi. (Bakiniz Sekil 6,7,8).
P1. Grup 1-Grup 2 P2. Grup 1-Grup 3 Ps. Grup 1-Grup 4
P4. Grup 2-Grup 3 Ps. Grup 2-Grup 4 Ps. Grup 3-Grup 4
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 6: TUNEL yontemi ile beynin sag yarisinda saptanan apopitotik

noronlarin gruplara gore dagilimi. [Grup 2 ile grup 1, 3 ve 4 karsilagtirmasinda (p<0,001),
grup 1 ile grup 3 ve 4 Kkarsilastirmasinda (sirasiyla p<0,001 ve p=0,021), grup 3 ile grup 4
karsilagstirmasinda (p=0,001)] (Bakiniz Tablo 2).

N W b~ OO0 O N
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Apoptotik Hiicre Sayisi

o

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 7. TUNEL yontemi ile beynin sol yarisinda saptanan apopitotik

noronlarin gruplara gore dagilimi. [Grup 2 ile grup 1, 3 ve 4 karsilastirmasinda (sirasiyla
p=0,004, p=0,046 ve p=0,007), grup 1 ile grup 3 karsilastirmasinda (p=0,019), grup 3 ile grup 4
karsilastirmasinda (p=0,112)] (Bakiniz Tablo 2).
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Apoptotik Hiicre Sayisi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 8. TUNEL yontemi ile beynin sag ve sol yarisinda saptanan

apopitotik noronlarin gruplara gore dagilimi. (Grup 1 disinda diger 3 grubun
kendi aralarindaki karsilastirmada anlamli farkhlik saptandi. Grup 1 p=0,055, grup 2 p<0,001,
grup 3 p=0,001 ve grup 4 p<0,001). (Bakiniz Tablo 2).

~

Resim 8: Sham grubuna ait beyin kesitlerinde az sayida TUNEL-pozitif
apopitotik noron goriildii. (ok ile isaretli) (orjinal biiyiitme, X400).
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Resim 9: 2. gruba ait beyin kesitlerinde yaygin TUNEL-pozitif apopitotik
noéron goruldi. (ok ile isaretli) (orjinal bilyitme, X400).

Resim 10: LEV 100 mg/kg dozda uygulanan 3.gruba ait beyin kesitlerinde

TUNEL ile niikleer pozitif boyanma gosteren noronlar izlenmekte. (ok ile
isaretli) (Orjinal biyitme, X400).
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Resim 11: LEV 200 mg/kg dozda uygulanan 4.gruba ait beyin kesitlerinde

TUNEL ile niikleer pozitif boyanma gdsteren noronlar izlenmekte. (ok ile
isaretli) (Orjinal blyutme, X400).

Kaspaz-3 immiinohistokimya Yoéntemiyle Beyindeki Apopitotik Hiicrelerin
Degerlendirilmesi

Beynin sag yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle yapilan apopitotik hiicre sayilari
degerlendirildiginde; uygulanan hipoksi ve iskemi modelinin beyindeki apopitotik
hlcre sayisini arttirdi§i gézlendi (Resim 12-15). Grup 2, 3 ve grup 4’teki ortalama
apopitotik hicre sayilari sirasiyla 9,89 + 3,10, 8,44 + 2,01 ve 6,33 £ 1,0 iken; grup
1’in (sham) ortalama apopitotik hiicre sayisi 3,89 + 0,78 olarak tespit edildi (Tablo
3, Sekil 9). Grup 2 ve 3’Un beyin sag yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle belirlenen
ortalama apopitotik hlicre sayilari grup 1 ile karsilastirildiginda; istatistiksel olarak
anlamli derecede yuksek bulundu (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Grup 2’'deki
beyin sag yarisindaki Kaspaz-3 yontemiyle saptanan apopitotik hiicre sayilari grup
4 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek tespit edildi
(p=0,003) (Tablo 3, Sekil 9).

Hipoksi iskemi sonrasi 100 mg/kg LEV uygulanan grup 3’teki siganlarin
beyinlerinin sad yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle saptanan apopitotik hiicre sayilari
grup 4 (200 mg/kg LEV) ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmedi (p=0,121).
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Beynin sol yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle saptanan apopitotik hicre sayilari
degerlendirildiginde; grup 2, 3 ve 4’teki ortalama apopitotik hicre sayisi sirasiyla 6,56
+ 1,81, 4,78 + 0,97 ve 4,22 + 1,3 iken, grup 1'in (sham) ortalama apopitotik hicre
sayisi 3,67 + 0,71 olarak tespit edildi. Grup 2'deki ortalama apopitotik hiicre sayisi
grup 1, 3 ve 4 ile kargilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek
bulundu (sirasiyla p=0,005, p=0,043 ve p= 0,032). Grup 1'deki ortalama apopitotik
hicre sayisi grup 3 ve 4 ile karsilastinlldiginda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigi saptandi (sirasiyla p=0,062 ve p=0,682) (Tablo 3, $ekil 10).

Hipoksi iskemi sonrasi 100 mg/kg LEV uygulanan grup 3’teki sicanlarin
beyinlerinin sol yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle saptanan apopitotik hlcre sayilari
grup 4 (200 mg/kg LEV) ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmedi (p=0,737).

Beynin sag ve sol yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle saptanan apopitotik hicre
sayllari her bir grup igin karsilastirildiginda, grup 1’de istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmaz iken (p=0,447), grup 2, 3 ve 4’te beyin sag yarisinda saptanan
apopitotik hucre sayisi sol taraftakine goére istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksekti (sirasiyla p=0,022, p=0,001 ve p=0,006) (Tablo 3, Sekil 11).

Tablo 3: Kaspaz-3 yontemiyle tespit edilen apopitotik néron sayilari.

Sag Sol Po

Grup 1 (n=9) 3,89+0,78 3,67 £0,71 0,447
Grup 2 (n=9) 9,89 + 3,10 6,56 + 1,81 0,022
Grup 3 (n=9) 8,44 + 2,01 4,78 + 0,97 0,001
Grup 4 (n=9) 6,33 + 1,00 4,22 +1,30 0,006
P1 <0,001 0,005
P2 <0,001 0,062
P3 0,056 0,682
P4 0,41 0,043
P5 0,003 0,032
P6 0,121 0,737

Po: Sag-sol beyin arasindaki apopitotik néron sayisinin karsilastirmasi. (Bakiniz Sekil 9,10,11).

P1. Grup 1-Grup 2 P2. Grup 1-Grup 3 P3. Grup 1-Grup 4

P4. Grup 2-Grup 3 Ps. Grup 2-Grup 4 Pe. Grup 3-Grup 4
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 9: Kaspaz-3 yontemi ile beynin sag yarisinda saptanan apopitotik
noronlarin gruplara gore dagilimi. [Grup 1 ile grup 2 ve 3 karsilastirmasinda (p<0,001),

grup 2 ile grup 4 kargilastirmasinda (p=0,003), grup 3 ile grup 4 karsilastirmasinda (p=0,121)]. (Bakiniz
Tablo 3).

o N

w ~ O

Apoptotik Hiicre Sayisi
N

—_—

o

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 10: Kaspaz-3 yontemi ile beynin sol yarisinda saptanan apopitotik

noronlarin gruplara gore dagilimi. [Grup 2 ile grup 1, 3 ve 4 karsilastirmasinda (sirasiyla
p=0,005, p=0,043 ve p=0,032), grup 1 ile grup 3 ve 4 karsilastirmasinda (sirasiyla p=0,062 ve p=0,682),
grup 3 ile grup 4 karsilastirmasinda (p=0,737)]. (Bakiniz Tablo 3).
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Apoptotik Hiicre Sayisi

Sekil 11: Kaspaz-3 yontemi ile beynin sag ve sol yarisinda saptanan
apopitotik noronlarin gruplara gore dagilimi. (Grup 1 disinda diger 3 grubun

kendi aralarindaki karsilastirmada anlamli farklilik saptandi. Grup 1 p=0,447, grup 2 p<0,022,
grup 3 p=0,001 ve grup 4 p=0,006). (Bakiniz Tablo 3).
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Resim 12: Sham grubuna ait beyin kesitlerinde az sayida Kaspaz-3 poazitif
apopitotik noron goriildii. (ok ile isaretli) (orjinal bilyiitme, X400).
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Resim 13: 2. gruba ait beyin kesitlerinde yaygin kaspaz-3 ile pozitif
boyanan apopitotik néron goruldu. (okile isaretli) (Orjinal blyitme, X400).

Resim 14: LEV 100 mg/kg dozda uygulanan 3.gruba ait beyin kesitlerinde

Kaspaz-3 ile sitoplazmik pozitif boyanan noronlar izlenmekte. (ok ile isaretli)
(Orjinal buyttme, X400).
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Resim 15: LEV 200 mg/kg dozda uygulanan 3.gruba ait beyin kesitlerinde

Kaspaz-3 ile sitoplazmik pozitif boyanan noronlar izlenmekte. (ok ile isaretli)
(Orjinal buyttme, X400).

Biyokimyasal Bulgular

Malondialdehit Duzeyi

Dogumu takiben yedinci giin yapilan HiBH'den sonra kalp ici girisimle alinan
kan orneklerinde en ylksek ortalama MDA dizeyi grup 2’deki siganlarin
plazmalarinda saptanirken, en dusik MDA dizeyi ise grup 1'deki siganlarin
plazmalarinda saptandi. Plazma MDA duzeyleri grup 1’de 3,4 £ 1,02 nmol/ml, grup
2'de 6,4 = 1,6 nmol/ml, grup 3'de 4,88 + 1,02 nmol/ml ve grup 4'de 4,44 + 1,77
nmol/ml olarak olguldid. Plazma MDA duzeyi grup 2’de grup 1’den istatistiksel olarak
olarak anlamli derecede daha yuksek bulundu (p=0,02). Diger gruplar birbirleri ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 4) (Sekil 12).

Tablo 4: Plazma orneklerindeki MDA, GPO, SOD ve katalaz degerleri.

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4

(n=9) (n=9) (n=8) (n=9)
MDA (nmol/ml) 3,4+1,02 6,4+1,6 4,88 + 1,02 4,44 +1,77
Katalaz (nmol/ml) | 2,13+1,03 | 2,59+0,98 | 3,07 +0,58 2,42 £0,93
SOD (U/ml) 3,92+1,08 | 293+1,02 | 3,84+1,69 573+1,32
GPO (nmol/ml) 11,27 +6,9 | 14,09+10,7 | 17,43 +11,39 | 36,5+ 17,11
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Plazma MDA Diizeyi
(nmol/ml)

o

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 12: Plazma MDA duzeyinin gruplara gore dagilimi. [Grup 1 ile 2 arasinda
anlamli fark saptandi (p=0,02)]. (Bakiniz Tablo 4).

Katalaz Duzeyi

Dogumu takiben yedinci giin yapilan HiBH'den sonra kalp igi girisimle alinan
kan oOrneklerinde en ylksek ortalama katalaz duzeyi grup 3’teki siganlarda tespit
edilirken, en dusuk katalaz duzeyi ise grup 1’deki siganlarda saptandi. Serum katalaz
dizeyleri grup 1’de 2,13 £ 1,03 nmol/ml, grup 2’de 2,59 + 0,98 nmol/ml, grup 3’te
3,07 £ 0,58 nmol/ml ve grup 4’te 2,42 + 0,93 nmol/ml olarak él¢uldl. Plazma katalaz
dizeylerinin gruplar arasi karsilastirlmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (Tablo 4, Sekil 13).

= 2 NN DN W Wb

Plazma Katalaz Diizeyi
(nmol/ml)

Sekil 13: Plazma Katalaz diizeyinin gruplara goére dagilimi. (Gruplar arasinda

anlamh bir fark saptanmadi). (Bakiniz Tablo 4).
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Glutatyon Peroksidaz Duzeyi

Dogumu takiben yedinci giin yapilan HIBH’den sonra kalp igi girisimle alinan
kan Orneklerinde en ylksek ortalama GPO duzeyi grup 4’teki siganlarin
plazmalarinda saptanirken, en dusik GPO dizeyi ise grup 1'deki siganlarin
plazmalarinda saptandi. Serum GPO duzeyleri grup 1'de 11,27 £ 6,9 nmol/ml, grup
2'de 14,09 = 10,7 nmol/ml, grup 3'de 17,43 £ 11,39 nmol/ml ve grup 4’te 36,5 £ 17,11
nmol/ml olarak oélguldl. Plazma GPO duzeyi grup 4’te grup 1, 2 ve 3’ten istatistiksel
olarak olarak anlamli derecede daha ylUksek bulundu (sirasiyla p<0,001, p=0,003 ve
p=0,013). Diger gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (Tablo 4, Sekil 14).

sl

0 .
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

GPO Diizeyi
(nmol/ml)
= O NN W WD
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Sekil 14: GPO duzeyinin gruplara gore dagilimi. [Grup 4'te grup 1, 2 ve 3'ten
istatistiksel olarak olarak anlamli derecede daha yliksek bulundu (sirasiyla p<0,001, p=0,003
ve p=0,013).]. (Bakiniz Tablo 4).

Superoksit Dismutaz Diizeyi
Dogumu takiben yedinci giin yapilan HiBH'den sonra kalp ici girisimle alinan
kan Orneklerinde en ylksek ortalama SOD duzeyi grup 4’teki siganlarin
plazmalarinda saptanirken, en duasik SOD dizeyi ise grup 2’deki siganlarin
plazmalarinda saptandi. Serum SOD duzeyleri grup 1'de 3,92 £ 1,08 U/ml, grup 2’'de
2,93 £ 1,02 U/ml, grup 3’te 3,84 £ 1,69 U/ml ve grup 4’te 5,733 + 1,3181 U/ml olarak
Olculdu. Plazma SOD dlzeyi grup 4’te grup 1, 2 ve 3’ten istatistiksel olarak anlamli
derecede daha ylksek bulundu (sirasiyla p=0,033, p=0,030 ve p<0,001) (Tablo 4,
Sekil 15).
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Sekil 15: SOD duizeyinin gruplara gore dagilimi. [Grup 4'te grup 1, 2 ve 3'ten
istatistiksel olarak olarak anlamli derecede daha ylksek bulundu (sirasiyla p<0,001, p=0,003

ve p=0,013)]. (Bakiniz Tablo 4).

Davranig Deney Bulgulari

Acik Alan Deneyi Bulgular

Dogumu takiben 10. haftasini tamamlamis sigcanlara uygulandi. Agik alan

deneyinde her grubun 5 dakikada ortalama katettigi mesafe ve hareket hizlari

degerlendirildi (Tablo 5). Ortalama katedilen mesafe ve hareket hizlari gruplar

arasinda karsilastirildiginda her iki parametre igin de istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmadi (sirasiyla p:0,087 ve p:0,08) (Sekil 16).

Tablo 5: Ag¢ik alan deneyinde siganlarin katettikleri mesafelerin gruplara gore

dagilimi.
Gruplar Katedilen mesafe (cm) Hareket hizi (cm/sn)
Grup 1 (n=18) 2274,025 + 379,965 7,656 + 1,331
Grup 2 (n=14) 2362,893 + 743,755 7,934 + 2,502
Grup 3 (n=13) 1991,239 + 723,797 6,667 + 2,422
Grup 4 (n=18) 1819,356 + 783,275 6,090 + 2,625
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Sekil 16: Acgik alan deneyinde siganlarin katettikleri mesafenin gruplara
gore dagilimi. (Gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi). (Bakiniz Tablo 5).
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Hareket hizi (cm/sn)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 17: Ac¢ik alan deneyinde siganlarin hareket hizlarinin gruplara gore
dagilimi. (Gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi). (Bakiniz Tablo 5).
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Morris Su Tanki Ogrenme ve Hafiza Deneyleri

Morris su tanki 6grenme ve hafiza testi dogumu takiben 14. haftasini
tamamlamig, ortalama agirliklari 217,42 + 23,27 gram olan siganlara uygulandi. Her
grup icin ayri ayri birinci, ikinci, uglincu ve dorduncl gunlerde ortalama yukseltiyi
bulma sureleri hesaplandi. Grup 1, 3 ve 4'te gunler ilerledikge yuUkseltiyi bulma
surelerinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi tespit edildi (p<0,001). Grup
2'de ise sadece 1. ve 2. glnler arasinda yukseltiyi bulma suresi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmazken (P=0,3), 1. gun ile 3. ve 4. gunler
arasinda yukseltiyi bulma slresi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu saptandi (her ikisi igin p<0,001) (Tablo 6).

Birinci gun gruplarin yukseltiyi bulma sureleri incelendiginde yukseltiyi en
¢abuk grup 1’in buldugu ancak diger gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadigi tespit edildi (p>0,05) (Tablo 6).

ikinci glinde ylikseltiyi yine en gabuk grup 1’deki siganlar buldu. ikinci en iyi
sonug grup 4’teki siganlarda olguldlu ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
tespit edilmedi (p=0,2). Birinci grubun 2. ve 3. gruptan istatistiksel olarak anlamli
(Tablo 6).

Uclincli glinde ylkseltiyi yine en g¢abuk sirasiyla grup 1 ve grup 4 sicanlar
buldu. Bu 2 grup arasinda yukseltiyi bulma sureleri agisindan istatistiksel olarak
anlamlh bir fark saptanmadi (p=0,18). Grup 1 ve 4’Un her ikisi grup 2 ve 3’ten
istatistiksel olarak anlamli seviyede daha kisa surede yukseltiyi bulduklari tespit edildi
( her ikisi i¢in p<0,001) (Tablo 6). Dérdlinci gun sonuglarinda da yukseltiyi en kisa
strede bulma grup 1 siganlara aitti ve grup 2, 3, 4’ten istatistiksel olarak anlamli
derecede daha kisa surede yukseltiyi bulduklari saptandi (sirasiyla p<0,001, p<0,001
ve p=0,001). Yine ikinci en ¢abuk slrede yukseltiyi bulan grup 4 idi ve grup 2 ve 3’ten
istatistiksel olarak anlamli derecede daha kisa surede yukseltiyi buldugu tespit edildi
(sirasiyla p=0,001 ve p=0,001) (Tablo 6).

Birinci gun ile doérdinci gun arasindaki yukseltiyi bulma siresi farki
incelendiginde, en fazla sureyi dislren ve en iyi 6grenmis olarak dlcllen gruplar olan
grup 1 ve grup 4 arasinda anlaml fark saptanmadi. Bu gruplarla grup 2 ve 3

arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edildi (grup 1 ile grup 2 ve 3
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arasinda p<0,001, grup 4 ile grup 2 arasi p=0,001, grup 4 ile grup 3 arasi p=0,015)
(Tablo 6).

Tablo 6: Morris su tanki 6grenme ve hafiza deneylerinde gruplarin glinlere gore

ortalama yukseltiyi bulma siireleri ve bir ile dordiincu glin arasindaki yukseltiyi

bulma suresi farklari gériinmekte.

1-4. guin

Gruplar 1. gin 2. gun 3. glin 4. glin arasindaki

P (sn) (sn) (sn) (sn) YBS farki
(sn)

Grup 1 (n=17) | 48,82+ 20,64 | 32,08 +21,73 | 18,52 + 16,88 | 12,29 + 12,22 | 36,53 + 2,89

Grup 2 (n=14) | 54,76 + 15,11 | 48,80 + 20,04 | 41,74 + 22,88 | 40,25 + 22,60 | 14,50 + 3,42

Grup 3 (n=13) | 55,56 + 13,48 | 48,80 + 20,04 | 45,37 + 19,82 | 34,19+ 24,95 | 21,37 + 3,45

Grup 4 (n=18) | 54,20 + 16,12 | 39,81 + 24,78 | 25,17 + 21,61 | 24,42+ 22,32 | 29,78 + 2,97
P 0,257 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
P, 0,141 0,001 <0,001 <0,001 <0,001
P3 0,322 0,207 0,181 0,001 0,451
P4 0,991 0,781 0,814 0,552 0,063
Ps 0,997 <0,001 <0,001 0,001 0,001
Ps 0,956 0,616 <0,001 0,118 0,015

Gruplar arasi gunlere gore ortalama yukseltiyi bulma sureleri ve 1-4. gin arasindaki yukseltiyi bulma suresi
farklarinin kargilagtiriimasi.

P1. Grup 1-Grup 2 P2. Grup 1-Grup 3
P4 Grup 2-Grup 3 Ps. Grup 2-Grup 4

Ps. Grup 1-Grup 4
Ps. Grup 3-Grup 4

Ogrenme ve hafiza deneylerinin 5. gliniinde sicanlarin eskiden ytikseltinin
oldugu dogu kadraninda gegcirdikleri sure incelendi. Dogu kadraninda en fazla sureyi
grup 1 ve grup 4 sicanlarinin gegirdigi tespit edildi. Bu 2 grupta da siganlarin dogu
kadraninda gecirdikleri sire diger kadranlarda gecirdikleri stireden istatistiksel olarak
anlamli derecede daha fazlaydi (p<0,001). Diger gruplarda ise anlamli bir fark

g6zlemlenmedi (grup 2 p=0,577, grup 3 p=0,105) (Tablo 7).
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Tablo 7: Morris su tanki ogrenme ve hafiza deneyinin besinci gununde

sicanlarin gruplara gore dogu kadraninda gecirdikleri siireler (Grup 1 ve 4'tin dogu

kadraninda gegirdikleri sureler diger kadranlardan anlamli olarak fazlaydi. p<0,001).

Kadranlarda Gegirilen Siireler (sn)
Gruplar
Bati Kuzey Glney Dogu
Grup 1 (n=17) | 13,43+3,50 | 12,71 +3,59 | 11,15+£3,90 | 23,01 £4,76
Grup 2(n=14) | 1766 +5,79 | 1446+7,76 | 1453 +8,00 | 13,36 + 7,61
Grup 3 (n=13) | 20,74 +14,29 | 10,85+6,20 | 18,12+ 14,26 | 10,29 + 6,22
Grup 4 (n=18) | 12,13 +6,74 15,19 +6,38 | 10,56 £ 5,97 | 22,12 +9,94

Siganlarin Ortalama Beyin Agirliklari ve Makroskopik inceleme

TUm gruplarda 16. haftasini tamamlamis siganlar dekapite edildi ve beyinleri
batinligu bozulmadan ¢ikarildi. Cikarilan beyinler makroskopik olarak incelendi.
Grup 1’e ait sican beyinleri normal olarak izlenirken, dogum sonrasi yedinci gunde
HiBH olusturulmus olan Grup 2, 3 ve 4’e ait sican beyinlerinin sag beyin yarilarinin
kGg¢ulmis oldugu goéruldia (Resim 16). Grup 2 ve 3’e ait sican beyinlerinin sag
yariklreleri diger gruplara gore daha belirgin sekilde kugllmus ve sinirlari daha

dlzensiz gériunimdeydi.

Beyin agirliklari yénidnden incelendiginde en fazla beyin agirfligina sahip
gruplar olan grup 1 ve grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.
Bu gruplarin ortalama beyin agirliklari ile grup 2 ve 3 arasinda ise istatistiksel olarak
anlamli derecede fark oldugu tespit edildi (grup 1 ile grup 2 ve 3 arasinda her ikisi

icin p<0,001, grup 4 ile grup 2 ve 3 arasinda her ikisi i¢in p=0,002) (Tablo 8).
Siganlarin Ortalama Viicut Agirliklan

Sicanlar yedi gunlik iken calismaya alindiklarinda ortalama vicut agirliklari
11,82 + 1,097 gram idi ve gruplar arasinda anlamli fark yoktu. Sicanlar 16. haftada
tekrar tartildiklarinda vucut agirliklari ortalama 243,28 + 23,1 gram olarak oOlguldu. En
yuksek ortalama vucut agirligi grup 1°deki siganlarda Olgulirken en dusuk ortalama
vucut agirhgr grup 3’teki siganlarda o6lguldi. Ortalama vicut agirhigr grup 1’de grup

3’ten istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek bulundu (p=0,045) (Tablo 8).
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Siganlarin Beyin Agirliklarinin Viicut Agirliklarina Orani

Gruplarin ortalama beyin agirliklarinin vicut agirliklari oranina bakildiginda en
yuksek oran grup 1 ve grup 4 siganlarda tespit edildi (sirasiyla 0,74 + 0,07 ve 0,7 £
0,1). Her iki grubun beyin agirliklarinin vucut agirliklarina orani grup 2 ve 3’ten
istatistiksel olarak anlamli derecede farklh saptandi (grup 1 ile grup 2 ve 3 arasinda

her ikisi igin p=0,001, grup 4 ile grup 2 ve 3 arasinda her ikisi igin p=0,023)

Tablo 8: Gruplara gore sigcanlarin ortalama viicut ve beyin agirliklan ve beyin

agirhginin vicut agirhgina orani.

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4
(n=17) (n=14) (n=13) (n=13)
Vucuzg‘?)g'"'g' 254,52 + 20,58 236,16 + 23,30 232,69 + 21,49 246,85 + 22,72
Bey"‘(gArf’""g' 1,86 + 0,128 1,448 + 0,229 1,449 + 0,164 1,716 + 0,197
Beyin agirhigi /
Viteut Agirig 0,74 + 0,07 0,62+ 0,12 0,63 + 0,07 0,7 +0,1

Resim 16: On altinci haftada her gruptan c¢ikarilan sigan beyinlerinden birer

ornek makroskopik olarak izlenmekte. (Grup 1’e ait sigan beyni normal olarak izlenirken

diger gruplardaki sican beyinlerinin sag yarikurelerinin kiguldigu goérilmekte. Grup 2'den ¢ikarilan
sigan beyninin sag yarikuresinin diger gruplara goére daha kuguk ve sinirlarinin daha diizensiz oldugu

gorulmekte.)
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TARTISMA

Yenidogan dénemindeki HIBH ve buna bagli komplikasyonlar, tani ve
tedavideki gelismelere ragmen tim dinyada yenidogan oOlumlerinin ve
sakatliklarinin énde gelen nedenlerindendir®. HiBH'nda yakin zamana kadar
destek tedavisi diginda bir tedavi segcenegdi bulunmazken, fizyopatolojisinin daha iyi
anlasiimasi ile birlikte ok sayida tedavi yontemi gelistirilmistir®#%132°°35¢  Djger
taraftan deneysel tedavi yontemleri arasinda allopurinol, magnezyum sulfat,
eritropoetin, melatonin, ksenon, nitrik oksit sentaz baskilayicilari, kalsiyum kanal
kapaticilari, serbest radikal temizleyicileri, sogutma tedavisi, kdk hicre nakli ve
antiepileptik ilaclar yer almaktadir'#9:2536:54,56.60,62,104,106.108

Bu calismada, HIBH olusturulan yenidogan sican modelinde yeni kusak bir
antiepileptik ilag olan LEV’In néron koruyucu etkileri erken dénemde histopatolojik
ve biyokimyasal testlerle, ge¢ donemde ise davranis deneyleriyle degderlendirildi.
HIBH modifiye Levine ydntemi ile olusturuldu®*.

LEV néron koruyucu etkisi ve glglu antiepileptik etkinligi ile dikkat ¢eken yeni
kusak bir antiepileptik ilagtir. Noéron koruyucu etkinligi az sayida hayvan galismasi
ile gosterilmis olsa da etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamigtir®14414°,
Niespodziany ve ark. ve Angehagen ve ark. ¢alismalarinda LEV’in “N” tipi kalsiyum
kanallarini segici olarak kapatarak antiepileptik etkinin yaninda néron koruyucu etki
de gosterdigi ileri sirilmistur'*®**’. Diger taraftan LEV'In dogrudan GABAerijik
sistemi etkilemeden GABA giris ¢ikisini ve GABA-A antagonistlerinin aktivitesini
dizenleyerek ve SV2A denilen sinaptik vezikul proteinine baglanarak antiepileptik
ve noron koruyucu etki gosterebilecegi ileri striilmistir*®**!. Ayrica Madeja ve
ark. calismasinda LEV’In hicre icine potasyum akisini azaltip zar uyarilmasini
engelleyerek geri déniisiimsiiz hiicre hasarini énledigi bildirilmistir’”**2. Marini ve
ark. calismasinda ise kainik asit ile olusturulan nérotoksisiteye karsi LEV’'In lipid
peroksidasyonunu engelleyerek direkt koruyucu etkisinin oldugu gésterilmistir™>3,
Gibbs ve ark. calismasinda ise status epileptikus olusturulmus eriskin sicanlarda
LEV'In glutatyon duzeyini doz bagimlh arttirarak mitokondriyal iglevler Uzerinde
olumlu etkisi oldugu ve bunun néron koruyucu etkiye yol actigi ileri striimustiir*?.
Bizim ¢alismamizda néron koruyucu etkinligi biyokimyasal, histopatolojik ve geg¢

dénemde davranis deneyleriyle gosterilen LEV’In bu etkisini SOD ve GPO enzim
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duzeylerini arttirarak yapmis olabilecegini dusundiren sonuglar elde edilmistir.
Ayrica LEV’In hicre igi kalsiyum miktarini azaltarak da néron koruyucu etkiye

katkida bulunmus olabilecegini dusinmekteyiz.

Apopitozisin Degerlendiriimesi

Yenidogan siganlarda HIBH olusturulduktan sonra beyinde apopitotik néron
sayisinin, karotid arterin baglandidi tarafta daha fazla olmak Uzere, her iki beyin
yarisinda da artti§i pek cok calisma ile gosterilmistir’®****’3  HIBH olusturulmus
yenidogan siganlarda antiepileptik ilaglarin ndron koruyucu etkisi gesitli

10,11,14,67,73

calismalarda bildirilmistir Kabakus ve ark. calismasinda HIiBH
olusturulmus yenidogan siganlarda valproik asitin, Liu ve ark. ¢alismasinda ise
topiramat ile memantinin birlikte uygulanmasinin apopitotik néron sayisini
istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi gdsterilmistir’®*!. Bizim calismamizda
ise apopitotik néron sayisinin TUNEL ydntemiyle grup 3 ve grup 4’te, Kaspaz-3
yontemiyle ise yalnizca grup 4'te grup 2'ye gore istatistiksel olarak anlamli
derecede daha az oldugu tespit edildi. Bu sonuglarla calismamizda HiBH
olusturuimus yenidogan siganlarda LEV’In doz badimli olarak apopitotik néron
sayisini azalttigi histopatolojik olarak gosterilmistir. Bizim bilgimize gére ¢alismamiz
LEV’'In HIBH olusturulmus hayvan modellerinde néron koruyucu etkinliginin
histopatolojik olarak gdsterildigi ilk ¢calismadir. LEV’In gdsterilen etkisinin daha 6nce
belirttigimiz gibi hiucre i¢i kalsiyum duzeyini azaltarak ve antioksidan enzim

dizeylerini arttirarak yapmis olabilecegini distinmekteyiz.

Lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzimler;

Son yillarda oksidatif stresin bir gdstergesi olan plazma MDA dizeyi artigi ile
HIBH’nin agirh§ arasinda paralel bir iliski oldugu saptanmistir>>*°***". Kumar ve
ark. tarafindan HiBH gelismis bebeklerde serum ve BOS MDA diizeyleri ve
BOS/serum MDA orani kontrol grubuna gére yiiksek bulunmustur. HiBH
agirlagstikga serum duzeyinin daha belirgin sekilde arttigi tespit edilmistir. Ayrica
HiBH'ndan dolayr kaybedilen bebeklerde serum ve BOS MDA diizeyinin
yasayanlara gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir®®. Oliveira ve ark. tarafindan
erigkin siganlarda pilokarpinle uyariimig nobette LEV uygulanan grupta serum MDA
diizeyinin istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu gosterilmistir®. Marini

ve ark. galismasinda ise kainik asit ile olusturulan norotoksisiteye karsi LEV'in MDA
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diizeyini azaltarak ndron koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir’™3.  Bizim
galismamizda HIBH olusturulup SF uygulanan grupta plazma MDA dizeyi en
yuksek dizeyde Olguldia ve sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark
oldugu saptandi (p=0,02). LEV uygulanan gruplarda (grup 3 ve grup 4) ise plazma
MDA duzeyleri SF uygulanan gruba goére daha dusuktl, ancak gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Bu sonuglar LEV'In HiBH
olusturuimus sicanlarda oksidatif stresin bir gostergesi olan MDA duzeyini
istatistiksel olarak anlamli dizeyde olmasa da azalttigini gostermistir. Bu konuda
daha fazla yorum yapilabilmesi igin ileri galigmalara ihtiyag vardir.

Oksijenli ortamda, hucrede metabolizma sonucunda olusan SOR’leri
hldcredeki antioksidan enzimler tarafindan ortadan kaldirilmaktadir. Hipoksi iskemi
ve yeniden kanlanma doneminde hucre igine kalsiyum giriginin artmasinin

23,24,25,32,34,47,

SOR’lerini arttirdigi gosterilmistir 8 Son vyillarda HIBH ile antioksidan

14,39,47,48,67,89 Kumar

enzimler arasindaki iliskiyi gosteren cgesitli galismalar mevcuttur
ve ark. tarafindan HIiBH gelismis bebeklerin serum GPO, SOD ve katalaz
dizeylerinin kontrol grubuna gore ylksek oldugu tespit edilmistir. Antioksidan
ozellikteki bu enzimlerin artisinin HIBH gelismis bebeklerde SOR’nin zararli
etkilerine karsi hiicrelerin savunma mekanizmasi olabilecegi ileri sirilmistiir*.
Guncel bazi ¢alismalarda LEV’In néron koruyucu etkinligini antioksidan enzimleri
arttirarak yaptigi bildirilmistir®**®. Oliveira ve ark. tarafindan eriskin sicanlarda
pilokarpinle uyariimis ndbette LEV’In nitrit-nitrat seviyelerini azalttigi, glutatyon
kaybini Onledigi ve hipokampusteki katalaz aktivitesini korudugu saptanmigtir.
Calisma sonucunda LEV'In, lipid peroksidasyonunu ve hipokampal oksidatif stresi
azaltarak néron koruyucu etkide bulundugu ileri striilmistir®®. Ueda ve ark.
calismasinda ise LEV’In antioksidan etkiyi arttirip glutamat dlizeyini azaltarak néron
koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir™®. Bizim sonuglarimiz da Oliveira ve Ueda’nin
calismalariyla biyik benzerlik géstermekteydi. Calismamizda HIBH olusturuimus
yenidogan siganlarda hipoksi iskemi sonrasi LEV 200 mg/kg uygulanan sig¢anlarin
GPO ve SOD enzim dlzeylerinin diger 3 gruba gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yuksek oldugu saptandi. Bizim galismamizda néron koruyucu etkinligi
goOsterilen LEV’In, bu etkisini antioksidan enzimler olan SOD ve GPO duzeyini
arttirarak yapmis olabilecegini dustunuyoruz. Ayrica LEV'In MDA duzeyini azaltmasi
da bu sonucu desteklemektedir. LEV'In ¢alismamizda tespit edilen etkileri hicre igi

kalsiyum duzeyini azaltmasiyla da iligkili olabilir.
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Davranig deneyleri
HIBH olusturulmus yenidodan siganlarda davranig deneyleriyle antiepileptik
ilaglarin  ge¢ donemde ndron koruyucu etkisi gesitli galismalarda

101112626773 = Noh ve ark. calismasinda HIBH olusturulmus

degerlendirilmigtir
si¢canlarda topiramat verilen grubun yukseltiyi bulma sdrelerinin sham grubuyla
benzer oldugu ve hipoksi iskemi uygulanip tedavi almayanlara gore ise istatistiksel
olarak anlamli derecede daha kisa oldugu tespit edilmistir®’. Bizim ¢alismamizda da
davranis deneyleri acik alan ve morris su tanki testi ile yapildi®13139141 | E\/in
HIBH ve SE olusturuimus sicanlarda apopitozisi azalttigi az sayida calismada
goOsterilmesine karsin, bu ilacin ge¢ donemde davranis deneylerine olan etkileri
arastinimamistir. Calismamizda acik alan deneyinde gruplarin katettikleri mesafeyi
ve hareket hizlarini inceledigimizde gruplar arasinda anlamh bir fark
bulunamamistir (Tablo 5). Gelecekteki calismalarda HiBH’nin lokomotor etkilerini
daha iyi degerlendirmek amaciyla daha agir hipoksi veya acgik alanda kalma
suresinin arttirilmasi planlanabilir.

Morris su tanki testinde ise gruplarin ilk dort gunde yukseltiyi bulma sireleri
incelendiginde tum gruplar gunler ilerledikge bu sureyi anlamli olarak
disurmekteydi. YUkseltiyi bulma suresi, 1. gun ile 4. gun arasindaki yukseltiyi
bulma suresi farki ve 5. gin yUkseltinin oldugu dogu kadraninda gegirilen sure
bakimindan sham grubu ile LEV 200 mg/kg uygulanan grup 4 siganlarin sonuglari
benzerdi. Bu gruplarla grup 2 ve 3 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark
vardi. Bu bulgularla LEV dozunun arttirlmasinin siganlarda 6grenme yetilerine
olumlu katkida bulundugu sonucuna ulagilmistir. Ayrica HiBH'nin tedavisinde LEV
kullaniminin hem nébet kontroliine hem de dogrudan ya da dolayl olarak 6grenme
yetilerine olumlu katkisinin olacagini disindirmektedir. Bizim ¢alismamizdan farkl
olarak Brandt ve ark. galismasinda ise status epileptikus olusturulmus si¢anlarda
morris su tanki ve acik alan testi ile yapilan davranis deneylerinde LEV’in kontrol

grubuna gdére olumlu bir etkisinin olmadigi bildirilmistir™®.

Bu sonug¢ bizim
calismamizda tespit edilen olumlu etkilerin nébet kontroliinden ¢cok HIBH'ni azaltici

etkisi ile iligkilendirilmesi gerektigini dusundtrmustar.

Beyin ve Viicut Agirligi
Calismamizin 16. haftasini tamamlamis sicanlarda vicut agirliklari, beyin

agirliklari ve beyin agirliginin vucut agirligina orani degerlendirildi. En yuksek beyin
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agirhgr ve beyin agirhginin vacut agirligina orani grup 1 ve grup 4 siganlarda
saptandi, ve grup 2 ve 3’ten anlamli derecede daha yuksek olarak tespit edildi.
Ortalama vucut agirhgi ise en yuksek grup 1’deki siganlarda saptandi ve grup 3’ten
anlamli derecede daha yiiksekti. Calismamizda HIBH olusturulmus siganlarda
LEV’In doz bagimh olarak beyin ve vicut agirhidina olumlu etkisinin oldugu tespit
edildi. Bu durum HiBH’nin siddeti azaldikga beslenme giigligu ve iligkili olarak
malnatrisyonun da azaldigini dusundurmektedir. Kim ve ark. calismasinda SE
olusturuimus yenidogan siganlarda MK-801, fenitoin ve valproik asidin hem
apopitotik néron sayisini arttirdigi hem de buyume geriligi yaptigi, LEV’In ylksek
dozlarda bile (500-1500 mg/kg) bdyle bir etkide bulunmadigi gdsterilmistir™®.

Son zamanlarda yapilmis klinik c¢alismalarda yenidogan ndbetlerinin
tedavisinde LEV’In dnemli bir yan etki yapmadan ndbetleri kontrol altina aldigi
gosterilmistir. LEV’In tedavi dozunun birkag¢ kat Ustliinde dahi néron dlimine neden
olmamasi, ndbet tedavisinde geleneksel olarak kullanilan fenobarbital, fenitoin,
valproik asit gibi diger antiepileptik ilaclara gére dnemli bir Ustlinliiktirt*2276.77,
Kim ve ark. ¢alismasinda SE olusturulmus yenidodan sigcanlarda MK-801, fenitoin
ve valproik asidin apopitozise neden oldugu tespit edilirken, LEV’In tedavi
dozundan ¢ok daha ylUksek dozlarda bile apopitozise neden olmadigi
gosterilmistir®. Bizim calismamizda da LEV'In yiiksek dozlarda (200 mg/kg) néron
koruyucu etkisinin daha belirgin oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglarla LEV ylksek
dozlarda bile noron koruyucu etkisinin devam etmesi ve guven araliginin genis
olmasi nedeniyle yenidogan nébetlerinde ve HiBHnda kullanilabilecegini
dusunuyoruz.

Sonug olarak bu ¢alisma ile LEV'in HIBH olusturulmus yenidodan siganlarda
erken dénemde apopitotik néron sayisini TUNEL yontemiyle LEV 100 mg/kg ve
200 mg/kg uygulanan gruplarda, Kaspaz-3 yontemiyle ise sadece 200 mg/kg
uygulanan grupta azaltarak néron koruyucu etkide bulundugu histopatolojik olarak
gosterilmistir. Ge¢ donemde ise doz bagimli olarak davranis deneylerine olumiu
katkisinin oldugu tespit edilmistir. Bu calisma ile LEV’In néron koruyucu etki
mekanizmasindan birinin de hipoksi iskemi ve yeniden kanlanma doneminde
olusan GPO ve SOD gibi antioksidan enzimleri arttirmasi olabilecegi gosterilmistir.
Bu sonuclarla LEV HiBH'lI yenidoganlarda hem hipoksi iskemiye bagh hasari
onlemede hem de nobet kontrolinde guvenle kullanilabilecek bir ila¢ olabilecegi ve

bu konuda ileri galigmalara ihtiya¢ oldugu dusunulmagtur. Bu calisma bizim
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bilgilerimize gére LEV'In HIBH olusturuimus yenidogan hayvan modelinde néron
koruyucu etkinligini histopatolojik, biyokimyasal ve ge¢ donemde davranis

deneyleriyle gosteren ilk galigsmadir.
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SONUG ve ONERILER

. Apopitotik néron sayisinin TUNEL yontemiyle LEV 100 mg/kg ve 200
mg/kg uygulanan gruplarda, Kaspaz-3 yontemiyle ise yalnizca LEV 200
mg/kg uygulanan grupta SF uygulanan gruba gore istatistiksel olarak
anlamli derecede daha az oldugu tespit edildi.

. Plazma MDA duzeyi SF uygulanan grupta en yuksek duzeyde idi ve sham
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi (p=0,02). LEV
uygulanan gruplarda (grup 3 ve grup 4) ise plazma MDA dizeyi azalmakla
birlikte fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

. Plazma katalaz duzeyi en ylksek LEV 100 mg/kg uygulanan siganlarda
tespit edilirken, gruplar arasi karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi.

. Plazma GPO dizeyi en ylksek LEV 200 mg/kg uygulanan grupta
saptanirken, diger gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik mevcuttu (sirasiyla p<0,001, p=0,003 ve p=0,013).

. Plazma SOD duzeyi en yuksek LEV 200 mg/kg uygulanan grupta
saptanirken, diger gruplarla kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik oldugu tespit edildi (sirasiyla p=0,033, p=0,030 ve p<0,001)

. Acik alan deneyinde siganlarin ortalama katettigi mesafe ve hareket hizlari
gruplar arasi karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (sirasiyla p=0,087 ve p=0,08).

. Morris su tanki 6grenme ve hafiza deneylerinde yukseltiyi bulma suresi, 1.
gun ile 4. gln arasindaki ylUkseltiyi bulma suresi farki ve 5. gun yukseltinin
oldugu dogu kadraninda gegcirilen sure bakimindan sham grubu ile LEV
200 mg/kg uygulanan grup 4 sicanlarin sonuglari benzerdi. Bu gruplarla
grup 2 ve 3 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark saptandi.

. En yuksek beyin agirligi ve beyin agirliginin vacut agirhgina orani grup 1
ve grup 4 siganlarda saptandi ve grup 2 ve grup 3’e gore anlamli derecede
daha ylksek oldugu tespit edildi.

En yuksek ortalama vucut agirhgr grup 1'deki sicanlarda, en dusuk

ortalama vicut agirligi grup 3’teki sicanlarda tespit edildi. Ortalama vicut
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agirligr grup 1’de grup 3’ten istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek
bulundu (p=0,045).

10. Sonug olarak bu calisma ile LEV’In HIBH olusturulmus yenidogan
sicanlarda erken donemde apopitotik néron sayisini azaltarak noéron
koruyucu etkide bulundugu histopatolojik olarak gdosterilmistir. Geg
donemde ise doz bagimli olarak davranis deneylerine olumlu katkisinin
oldugu tespit edilmistir. Bu c¢alisma ile LEV’In ndéron koruyucu etki
mekanizmasindan birinin de hipoksi iskemi ve yeniden kanlanma
doneminde olusan GPO ve SOD gibi antioksidan enzimleri arttirmasi
olabilecegi gosterilmistir.

11. Bu sonuglarla LEV HIBH'li yenidoganlarda hem hipoksi iskemiye bagli
hasari dnlemede hem de ndbet kontrolinde glvenle kullanilabilecek bir
ilag olabilecegi ve bu konuda ileri calismalara ihtiya¢ oldugu gosterilmigtir.
Bu calisma bizim bilgilerimize gére LEV’in HIBH olusturulmus yenidogan
hayvan modelinde néron koruyucu etkinligini histopatolojik, biyokimyasal

ve ge¢ donemde davranis deneyleriyle gdsteren ilk ¢galismadir.
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