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OZET

Perinatal hipoksik iskemik ensefalopati tum dunyada yenidogan olumlerinin ve
sakatliklarinin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Hipoksik iskemik ensefalopati
tedavisinde son yillarda uygulanmaya baglanan sogutma tedavisi ile olumlu
sonuglar alinmakla birlikte bu tedavi yontemi butiin bebekler icin yeterince etkili
degildir. Yakin zamanda yapilan hayvan caligmalarinda kok hucre verilmesinin
beyin hasarini azalttigi ve islevsel testlerde iyilesme sagladigi bildiriimigtir. Ayrica
az sayida yapilan hayvan deneyinde iskemik beyin hasarinin fibrobast blylime
faktori- 2 (FBF- 2) uygulamasi ile azaldigi bildirilmistir. Biz de bu calisma ile
hipoksik iskemik beyin hasari olusturdugumuz yenidogan siganlara ¢ok yonlu
astrosit kok hiicre ile birlikte FBF-2 vererek beyin hasarinin azalip azalmadigini,
islevsel testlerde iyilesme olup olmadigini arastirmay1 amacladik.

Calismaya yedi gunlik sigan yavrulari (n:78) alindi ve rastlantisal olarak dort
gruba ayrildi. Sham Grubu (Grup S, n: 15) disindaki bitlin sicanlar sag karotid
arterleri baglandiktan sonra iki saat sureyle %8 oksijen igeren hipoksi odaciginda
tutuldular. Bir gruba (Grup AF, n: 24) hipoksi- iskemiden bes gun sonra motor
korteks icine ¢cok yonlu astrosit kok hicresi, periton icine FBF-2 verilirken, diger bir
gruba (Grup A, n: 22) motor korteks icine ¢ok yonli astrosit kok hiicresi ve periton
icine fosfath tuz tamponu verildi. Hipoksik iskemik beyin hasari olusturulan Gguncu
gruba (Grup M, n: 17) ise motor korteks icine taze hucre kultartd sivisi (medium)
verildi. Grup A ve AF'den kodk hlcre verilmesi isleminden Gg¢ gun ve iki hafta sonra
ucer sigcan dekapite edilerek isaretli hucrelerin yerlegimleri incelendi. Tum
gruplardaki siganlara agik alan, Morris su tanki 6grenme ve hafiza deneyleri
yapildi. 14. haftada butun siganlar tartildi ve her gruptan Uger sigan dekapite
edilerek beyinleri makroskopik olarak incelendi ve tartildi.

Grup A ve AF’de kok hicre verildikten Gg¢ glin sonra isaretli hiicrelerin enjekte
edilen yerde bulunduklari saptandi. iki hafta sonra ise kok hiicrelerin hipokampus
cevresindeki hasarli alanlara gog¢ ettikleri goruldu. Agik alan davranis deneyinde
lokomotor aktivitesi en iyi olan Grup S’iken bunu sirasiyla Grup AF, A ve M takip
ediyordu. Ancak gruplar aralarinda istatistiksel olarak anlaml fark yoktu. Ogrenme
ve hafiza deneylerinin Uguncu ve dordincu gununde Grup S’deki siganlar yukseltiyi
bulmada en basarili iken bunu sirasiyla Grup AF, M, A’dakiler izliyordu. Her iki

ginde de Grup A’daki siganlar, Grup S’dekilerden istatitiksel olarak anlamli



derecede daha basarisizdi (sirasiyla p:0.01, 0.007). 14. haftada gruplar vicut ve
beyin agirliklari yoninden agirdan hafife dogru sirasiyla S, AF, A ve M olarak
siralanmaktaydi. Grup S’deki siganlarin vucut agirliklari diger gruplardakilerden
anlamli sekilde fazlaydi (p<0,001).

Sonug olarak hipoksik iskemik beyin hasari olusturulmus si¢canlarda ¢ok yonlu
astrosit kok hucre verilmesi ile kdk hucreler hasarli beyin alanina gogmus ancak
beyin hasarinda belirgin bir azalma ve iglevsel testlerde iyilesme olmamistir. Cok
yonli astrosit kok hicre ile birlikte FBF- 2 verilmesi ise beyin hasarinin
azaltimasinda ve islevsel testlerde istatistiksel dnemlilik dlzeyine ulasamasa da
olumlu etkiler saglamistir. Buna gore hipoksik iskemik beyin hasari tedavisinde
FBF- 2'nin yararli olabilecegini ve farkh dozlarin uygulandigi yeni c¢aligmalara

ihtiya¢ oldugunu dustinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Fibroblast biytume faktord, hipoksik iskemik ensefalopati,

kok hicre tedavisi.



ABSTRACT

The Effects of Fibroblast Growth Factor-2 Administration in Addition to
Pluripotent Astrocytic Stem Cell Transplantation on Cognitive and Motor

Functions in a Rat Model of Neonatal Hypoxic Ischemic Brain Injury

Perinatal hypoxic ischemic encephalopathy is one of the major causes of
neonatal mortality and disability worldwide. In the previous studies therapeutic
hypotermia was found to be effective in some, but not all, of the hypoxic ischemic
encephalopathy cases. Recent studies showed that transplantation of stem cells
succesfully reduced brain damage and improved functional outcome after neonatal
hipoxic-ischemia in animals. Additionally in a few number of animal studies
fibroblast growth factor-2 was found to be effective in decreasing ischemic brain
injury. The aim of this study was to evaluate the effects of pluripotent astrocytic
stem cells (PASCs) together fibroblast growth factor-2 (FGF-2) on brain damage
and functional outcomes of neonatal rat pups in an experimental setting of hypoxic
ischemic brain injury (HIBI).

Seven-day-old male Wistar rat pups (n:78) were included in the study. They
were divided into four groups randomly. Except Sham Group (Grup S, n:15) all the
rats were subjected to right common carotid artery ligation and hypoxia (92%
nitrogen and 8% oxygen). A group of rats (Group AF, n=24) were given PASCs into
the motor cortex together with FGF-2 into the peritoneum five days after hypoxic
ischemia. An other group (Group A, n: 22) was given PASCs into motor cortex
together with phosphate buffered saline (PBS) into the peritoneum. And the last
group (Group M, n: 17) received fresh cell culture solution (medium) into the motor
cortex. Three rats from Groups A and AF were sacrificed at the 3" and 14™ days of
intracerebral injection to check the presence and location of PASCs. Motor and
cognitive functions were evaluated by using open field arena and Morris water
maze settings in all groups. All the rats were weighted at the 14™ week, three rats
from each group were sacrificed, all brains were weighted and examined
macroscopically.

In Groups A and AF the labeled PASCs were detected only around injection
site on 3" day after grafting and then observed to migrate from the injection site to

hippocampus on 14" day after transplantation. Regarding the motor functions, the



distance covered by the rats in Sham Group was longer compared to the rats in
Groups AF, A and M, but the differences were not significant. On third and fourth
days Morris water mase test, rats in Group S were more successfull in terms of
learning and memory functions compared to rats in groups AF, M and A. But the
difference was significant only between the groups S and A on both of the days (p:
0.007, p:0.01 respectively).

The mean body and brain weights were highest in Group S and followed by
groups AF, A and M at postnatal 14™ week. But only mean body weight of rats in
Group S was significantly higher compared to the rats in other groups (p<0,001).

In conclusion; PASCs survived and migrated to the damaged area after
transplantation to the motor cortex in a rat model of HIBI. But these cells failed to
improve motor and cognitive functions in our settings. Although FGF-2
administration in addition to PASCs transplantation slightly increased motor and
cognitive functions compared to PASCs transplantation alone, the difference was
not significant. FGF-2 treatment alone may be effective in the treatment of HIBI and

more studies using different doses of this drug are needed.

Key words: Fibroblast growth factor, hypoxic ischemic encephalopathy, stem cell

treatment.



GIRIS VE AMAG

Perinatal hipoksik iskemik ensefalopati (HIE) tim diinyada yenidogan
élimlerinin ve sakatliklarinin 6nde gelen nedenlerinden biridir*. Gelismis Ulkelerde
HIE sikligi 1000 canh dogumda iki olarak bildirilmekle birlikte gelismekte olan
lilkelerde cok daha sik gériildigi distinilmektedir’. Yakin zamana kadar HiE'de
destek tedavisi disinda bir tedavi segenegi bulunmazken son yillarda uygulanmaya
baslanan sogutma tedavisinin etkinligi artik genel kabul gérmektedir'. Ancak
sogutma tedavisi ile ilgili de énemli sorunlar bulunmaktadir. Yapilan calismalarin
hemen hepsinde yalnizca 35 gebelik yasindan buyuk bebekler sogutulmustur,
bunun altindaki bebeklere ne yapilacagi 6nemli bir sorundur. Yine vyapilan
¢alismalarin hepsinde ilk alti saat iginde ulasilabilen bebekler ¢caligmalara alinmis
ve sogutulmustur®. Bu durumda gec dénemde yakalanan bebeklere nasil bir
tedavi uygulanacagdi yine o6nemli bir sorundur. Daha da O6nemlisi sodutma
tedavisinden agir derecede HIE’li bebeklerin pek fayda gérmedikleri bildirilmistir®.
Yakin zamanda yayinlanan ¢ok merkezli randomize kontrolli bir calismada ise
sogutma tedavisinin 6lum veya agir sakatliklari sadece %15 oraninda azaltabildigi
gosterilmistir’. Bitin bunlarin gosterdigi gibi HiE'de sogutma tedavisi yararlidir
ancak tum hasta gruplari igin yeterince etkili ve kullanilabilir degildir. Bu durumda
tek basina veya sogutma tedavisine ek olarak yapilacak yeni tedavi yontemlerine
ihtiyag oldugu gorulmektedir.

Hipoksik iskemik beyin hasari (HIBH) olusturulan hayvanlarda kék hiicre,
hiperbarik  oksijen, N-asetil sistein, eritropoetin, indometazin, melatonin,
desferoksamin, ksenon, buyume faktorleri verilmesi gibi gok sayida tedavi yontemi
lizerinde calismalar sirdiriilmektedir®. Son yillarda yapilan calismalarda HIBH
olusturulan yenidogan hayvanlara kdk hicrelerin veriimesiyle beyin hasarinin
azaldi§i ve islevsel testlerde iyilesme oldugu bildirilmistir®™ ™. Yakin zamana kadar,
verilen kok hucrelerin gogalarak ve farklhlagsarak dogrudan beyin hasarini azalttiklar
dusundlurken, ginimuzde kok hucrelerin bu etkileri daha ¢ok salgiladiklari gesitli
faktorler araciligiyla sagladiklari disiinilmektedir®. HIE tedavisinde insiilin benzeri
biyume faktoru-1 (IBF-1), epidermal buyume faktéri (EBF), beyin kaynakh
norotrofik faktor (BKNF), vaskuler endoteliyal btuyime faktorti (VEBF) ve fibroblast
blyume faktori-2 (FBF-2) gibi gesitli buyume faktorlerinin kullaniimasi ile ilgili

calismalar da yapilmaktadir*®®. Yapilan az sayida calismada iskemik beyin hasari



olusturulan siganlara FBF-2 verilmesi ile beyinde hlcre c¢ogalmasinin arttigi,
néronlara, astrositlere ve oligodendrositlere farklilasmanin uyarildigi gésterilmistir'®”
17

Bilgilerimize gére HIBH olusturulmus sicanlarda ¢ok yonli astrosit kok hiicre
(CYAKH) ile birlikte FBF-2 uygulanan bir ¢alisma su ana kadar yapilmamistir. Biz
bu calisma ile HIBH olusturdugumuz yenidogan sicanlara CYAKH ile birlikte FBF-2
vererek beyin hasarinin azalip azalmadigini, iglevsel testlerde iyilesme olup

olmadigini arastirmayi amagladik.
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GENEL BILGILER

Perinatal Hipoksik iskemik Ensefalopati
Tanim
Kanda veya dokuda oksijenin yokluguna anoksi, yetersizligine ise hipoksi
denir. Yetersiz kan akimi sonucunda doku veya organlara oksijen ile birlikte diger
gerekli maddelerin ulasamamasi ise iskemi olarak isimlendirilir'®. Oksijenle birlikte
Ozellikle glikozun dokulara ulagamamasi nedeniyle tek basina hipoksiye goére
iskemi daha énemli sorunlara neden olur'®. Dogum &ncesinde, dogum sirasinda
veya dogum sonrasinda yasanan hipoksik iskemik olaylar sonucunda bebekte
anormal nérolojik bulgularin varligi perinatal hipoksik iskemik ensefalopati (HIE)
olarak tanimlanir'®. Yasanan hipoksi ve iskeminin agirligina ve siiresine bagl
olarak HIE hafif, orta veya agir derecede olabilir'®.
Epidemiyoloji
HIE yenidogan oliimlerinin ve sakatliklarinin énde gelen nedenlerinden olup
hastaya aileye ve topluma agir yiikler getirmektedir’®.Tim diinyada yilda dért
milyon kadar bebek yenidogan doneminde kaybedilmektedir ve bunlarin dortte
birinde neden HIE’dir*®. Dogum oncesi ve dogum sirasindaki izlem ydntemlerindeki
gelismelere ragmen halen gelismis tilkelerde HIE sikligi 1000 canli dogumda 2
olarak bildiriimektedir’>. Gelismekte olan (lkelerde ise cok daha sik olarak
gorulmektedir. HIE tanisi alan bebeklerden %10-15’i yenidogan ddneminde
O0lmekte, %10-15’'inde serebral palsi gelismekte ve %40 kadarinda biligsel
bozukluklar, noromotor gelisme geriligi, nobetler, igsitme bozukluklari, korluk gibi
énemli sakatliklar gelismektedir®™ ™,
Fizyopatoloji
Perinatal hipoksik iskemik olaylarin %50’si dogum 6ncesinde, %401 dogum
sirasinda, %10 kadari ise dogum sonrasinda gelismektedir'®. HIE siklikla bes
nedene bagl olarak gelismektedir.
1) Gobek kordonu ile saglanan kan akiminin kesintiye ugramasi
a. Kordon sarkmasi
b. Kordon dolanmasi
c. Kisa kordon
2) Plasentadan gaz alig verisinin bozulmasi

a. Plasentanin yerinden ayrilmasi (ablasyo plasenta)

11



b. Plasentanin dogum yoluna yerlesmesi (plasenta previa)
c. Plasenta gelisim bozukluklar
d. Plasentada yangisal degisikliklerin olmasi
3) Plasentanin anne yuzunun yetersiz kanlanmasi
a. Annede hipotansiyon, sok
b. Hipertansiyon
c. Diyabet
d. Uzamig dogum eylemi
e. Anormal uterus kasilmasi
4) Annenin oksijenizasyonunun bozulmasi
a. Kalp damar sistemi hastaliklari
b. Akciger hastaliklari
c. Agir anemi
d. Annenin diger kronik hastaliklari

5) Yenidogan akcigerinin yeterince havalanamamasi ve fetal dolasimdan

neonatal dolagima gegciste basarisizlik

HIE'nin nedenleri farkli olsa da ndropatolojik sonuglari benzerdir. Beyin
hasarinin agirhgr ve dagilimi neden olan olayin siddeti ve slresi, gebelik yasi ile
iligkilidir. Buyuk c¢ocuk ve erigskin beynine gore gelisimini tamamlamamis beyin
hipoksik iskemik olaylara kargi daha direnclidir’®. Hipokampus, beyincik ve
korteksin bazi katmanlari hipoksi iskemiye daha hassastir. Sinir sisteminin
olgunlagsma derecesi ile hipoksik iskemik olaydan etkilenme gsekli degigir.
Erkendogan bebeklerde daha ¢ok ventrikul ¢evresinde I6komalazi ve kanamalar
gorulurken, zamaninda doganlarda segici noronal nekroz, parasagital beyin hasari
(parieto-oksipital), bdlgesel ve coklu bolgesel beyin hasari daha siktir'®.

Hipoksik iskemik olaylara karsi en duyarli hicreler néronlardir. Hipoksi ve
iskemiye bagl olarak gelisen hucresel hasarin kesin mekanizmalari tam olarak
agiklanamasa da ardigik biyokimyasal olaylarin HIE’nin patogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir (Sekil 1). Erken donemde hipoksi ve iskemi sonrasinda adenozin
trifosfat (ATP) eksikligi ve protein biyosentezinin baskilanmasina bagli olarak hicre

olimi olmaktadir®®.
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A 4

ATP
yetersizligi

A 4

Yeniden : L
Canlandirma |, | Yeniden kanlanma ve .| Proteine bagli olmayan
Uygulamalar oksijenlenme demir olusumu
Beyazkdire gogu Glutamat salinimi
Sitokinlerin uyarilmasi 5
iINOS’1n uyarilmasi ST e chi
Sebest oksijen radikallerinin olusumu B R :
uyarilmast
3+
Enzimlerin < Hcre igine
uyarilmas: kalsiyum girisi
Fosfolipaz A2
Proteinkinaz C
Endoniikleaz Prostoglandin ve I6kotrienlerin olusumu
Kaspa_z e > Urikasid olusumu
SR Cheltks Asiri NO iretimi
eNOS DNA pargalanmasi
nNOS Hucre zarinin pargalanmasi
Proteinlerin yikimi
Buyume faktorlerinin
yeniden dizenlenmesi A4
Serbest oksijen
! / N 4//,,ralldlkallerlnln <
. olusumu
Kaspaz .| Apoptozis ’
aktivasyonu l

- Lipid
peroksidasyon

Sekil 1: Perinatal hipoksi iskemi sonucunda beyin hucrelerini 6lime gotiren
fizyopatolojik olaylar (ATP: Adenozin trifosfat, iINOS: immiin hiicrelerdeki
nitrik oksit sentaz, eNOS: Endotel hicrelerindeki nitrik oksit sentaz, nNOS:
Noronlardaki nitrik oksit sentaz, NMDA: N- metil D- aspartat, NO: Nitrik oksit,
DNA: Deoksiribonukleik asit).
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Yeniden canlandirma sonrasi doneme denk gelen yeniden kanlanma
doéneminde ise serbest oksijen radikalleri (SOR) salinimi, nitrik oksit (NO) Uretimi,
yangisal reaksiyonlar, uyarici ve baskilayici nérotransmitter dengesizligi olusmakta
ve ikinci dalga hucre 6lumu meydana gelmektedir. Son yillarda yeniden kanlanma
doneminde meydana gelen hicre o6limunin patogenezde daha 6nemli rol
oynadigina isaret edilmekte ve tedavi segeneklerinin bu donemde etkili olmasi
beklenmektedir®®. Bu dénemin hipoksik iskemik olaydan iki saat sonra basladigi ve
48 saate kadar uzayabildigi dusuniimektedir. HIBH'de hiicre 6limi nekroz,
apoptoz veya her iki sekilde olabilmektedir®®*. Nekrotik hiicre olimu hiicrenin
sismesi, zar butunligunun bozulmasi, hucre igeriginin salinmasi ve bunun
sonucunda yangi olusmasi ve fagositoz ile gergeklesir. Apoptotik hicre 6lumu ise
kromatinin yogunlasmasi, hiicrenin biiziismesi ile gerceklesir ve yangi eslik etmez®
(Sekil 2). Hicrenin olum sekli ile iskeminin derecesi arasinda bir iligki oldugu
bildiriimektedir. Agir iskemi durumunda nekroz ile hiicre 6limu daha ¢ok goérulurken
hafif iskemi durumunda apoptozis 6n plana ge¢mektedir. Son yillarda perinatal
dénemde gerceklesen HiBH'de apoptozisin nekrozdan daha &énemli oldugu

gOsterilmisgtir.

hp-::ptozis Tomurcuklanma we apoptotik
Hicre hiizigmesi ve cisimlerin alugumu o
kromatin yodunlasmasi ) Apoptotik cizimeiklerin yanog
Y - olmakzizin fagosite edilmeleri
._II gl 'ﬁ c'_‘ Eﬂq}i
%.-0? - COS — AW
A e 3
Mormal hicre Pt '_'_P;. -
)
P PP
Nekr \'ﬂ'm\l' Jo¥ 8k
ekroz Qe =B 5 — @5
Hiicre F|§meg| ’ I.'-'l‘ -' 4 A ) ) ':':-"n; e = 4 4 N

. = il

) e Wangivla bidikte gergeklesen hijcre
Hicre zar bitinliguinin parzalanmasz

bozulmas

Sekil 2: Apopzozis veya nekroz ile hiicre 6limiu.

Apoptozis dis etkenlerle veya genetik faktorlerle hicrenin kendisi tarafindan

programlanmig bir mekanizma ile gergeklesen aktif bir surectir ve hicrenin intihar
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olarak tanimlanabilir. Vucutta fizyolojik olarak gergeklesen apoptozis doku ve
organlarin farklilasmasinda ve olgunlasmasinda énemli rol oynar. Ornegin el ve
ayak parmak taslaklari arasindaki dokunun ortadan kaldiriimasi, erkeklerde Muller
kanalinin yok edilmesi, adet dongusu gibi pek c¢ok olayda apoptozis rol

oynamaktadir®®?’.

Hlcre yaslanmasi, disaridan gelen fiziksel veya kimyasal
uyaranlar, hicre enerji ihtiyacinin karsilanamamasi, bazi iyonlar (kalsiyum),
molekdller (seramid), genler (bcl-2), proteinler (p53), hatta organeller dahi
apoptozisi baslatabilir. Apoptozis surecini Bcl-2 gen ailesi, kaspazlar ve apoptotik
proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1) olmak Uzere bagslica G¢ ana bilesen etkiler.
Apoptoz bu faktorlerin karmasik olan etkilesimi ile gerceklesmektedir.

HIE fizyopatolojisinde énemli rol oynayan etkenler baslica alti baslik halinde
incelenebilir.

a) Uyarici Aminoasitlerin Norotoksisitesi

Oksijen eksikligi beyinde oksidatif fosforilasyonda azalmaya sebep olur. Artan
oksijensiz solunum ile yeterli ATP Uretilemez. Hicre zarindaki iyon pompalari (Na,
K ve Ca) enerji eksikligi nedeniyle iyon dengesini saglayamaz. Hucre zari uyarilir
ve noronun presinaptik bdlgesinden basta glutamat olmak Uzere uyarici
aminoasitler salinir’®. Glutamatin nérotoksik etkileri yapay ortamda ve canlida
yapilan cgalismalarda gosterilmistir. Glutamat néron zarinda bulunan NMDA (N-
metil D- aspartat), AMPA (alfa amino 3-OH 5 metil 4- isoksazol proponat) ve
kainate almaclarini uyarir®®. AMPA ve kainate almaclarinin uyarilmasi ile hiicre
depolarize olur. Hlcre igine sodyum, klor ve su girerek osmotik hlicre pargalanmasi
gercgeklesir. NMDA almagclarinin uyariimasi ise hucre igine kalsiyum girisini arttirir.
Kalsiyum bagimh enzimlerin (proteaz, lipaz, endonukleaz, fosfolipaz, proteinkinaz,
nitrik oksit sentaz) tetiklenmesiyle hiicre hasari ve apoptozis olusur.

b) Enerji Eksikligi

Noronlarin enerji ihtiyaci birincil olarak ATP yoluyla saglanir. ATP Uretimi
temel olarak mitokondriler icinde ve oksidatif fosforilasyonla olusur. Noronlar
glikojen depolayamazlar ve surekli glikoza gereksinimleri vardir. Hipoksik iskemik
olayda oksijen eksikligi yaninda glikoz eksikligi de yetersiz ATP yapimina neden
olur. ATP eksikligi hucre zari iyon pompalarinin islevlerini bozar, hucre zari uyarilir,
akson terminalinden uyarici aminoasitler salinir, hicre i¢i kalsiyum artar, ksantin
birikimi olur ve sonucta nekroz ve apoptozis olur?®. Anaerobik glikolizin artmasiyla

laktat birikir ve pH’nin diismesi néronal hasari daha da arttirir®.
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c) Serbest Radikal Hasari

Serbest oksijen radikalleri doku ve organlarda surekli salinan ve bir yandan da
cesitli yollarla temizlenen urunlerdir. Beyin ¢oklu doymamis fosfolipidler agisindan
zengin oldugundan serbest radikallere kargi olduk¢a duyarhdir. Yeniden kanlanma
déneminde olusan serbest oksijen radikalleri (hidroksil radikali, stperoksit radikali,
hidrojen peroksit, hipoklorit iyonu, nitrik oksit, peroksinitrit) hiicre zarindaki lipidleri,
hiicre iskeletindeki proteinleri, nikleik asitleri okside ederek hiicre hasarina ve
apoptozise neden olurlar®®. Yenidogan beyninde zaten yetersiz olan antioksidanlar
nedeniyle hasar daha da agir olur?®.

¢) Nitrik Oksit

Nitrik oksit normalde merkezi sinir sisteminde fizyolojik mesaj ileten zayif bir
serbest radikaldir. N6éronal olgunlasmadan ve dogum sonrasi kortikal plastisiteden
sorumludur. Nitrik oksit sentaz (NOS) ile arjinin sitrilline donusurken olusur.
Hipoksik iskemik olaylar sonrasinda 6zellikle yeniden kanlanma déneminde NOS
ileri derecede aktive olur ve asiri miktarda NO olusumuna neden olur. Farkli NOS
cesitleri vardir. Noronlarda NOS-1 (nNOS), immuin hucrelerde NOS-II (iNOS),
damar endotel hiicrelerinde NOS-III (eNOS) bulunur. Beyinde nNOS uyarilmasi ile
olusan fazla NO uyarici aminoasitlerin serbestlesmesine, glutamat almaglarinin
kolay uyarilabilir olmasina, peroksinitrit olusumuna, hucre ici serbest kalsiyumun
artisina ve mitokondriyal hasar ile hiicre 6liimiine neden olur®",

d) Yangisal Mediyatorler

Ozellikle yeniden kanlanma déneminde yogun sitokin (TNF, IL-1, IL-6, PAF
vb.) salinimi olur. Bdylece damar gecirgenligi artar, bolgesel kan akimi bozulur,
beyaz kurelerin damar duvarina yapigsmasi kolaylasir, serbest oksijen radikallerinin
salinimi artar, biiylime faktérlerinin salinimi ile yeni damar yapimi artar®.

e) Genlerin ve Transkripsiyon Faktorlerinin Aktivasyonu

Hipoksik iskemik olay 6zel transkripsiyon faktorlerinin aracihgiyla fibroblast
buiyime faktorleri, endotelyal biyume faktori, eritropoetin, vaskiler endotelyal
bayume faktdrt gibi gen gruplarini yeniden dizenlenmesine neden olur. Sonugta
hipoksi ve iskemi ile bagslayan biyokimyasal olaylar nekroz ve apoptozis ile néron

olumiine neden olur®.
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Hipoksik iskemik Ensefalopatide Noropatolojik Bulgular

HiBH olayin siddetine, siresine, etkiledigi alanin genisligine, gebelik yasina,
bolgesel damarsal faktorlere ve NMDA almagclarinin dagihmina goére farkhlik
gosterir.

Odem: Beyin dokusunda 24- 48 saat iginde ddem gelisebilir. Odemden
baslica iki mekanizmayla sorumludur. ilki hiicre zarinda meydana gelen islevsel
bozulma ile sodyum ve suyun hdcre igine girmesi ve sitotoksik 6dem gelismesidir.
Ikinci mekanizma ise kan beyin engelinin gecirgenliginin artmasi ve kapiller sizma
ile hiicreler arasi sivi birikimi olmasidir®*.

Secici Noronal Nekroz: Bu durum daha ¢ok zamaninda dogan bebeklerde
goralur. Agirlikli olarak serebral ve serebellar korteks, hipokampus, talamus, bazal
ganglionlar, beyin sapi ve spinal kordun 6n boynuz hucreleri etkilenir. Olayin
baslangicindan 24- 36 saat iginde degisiklikler baglar. Secici néronal nekroza bagl
olarak ge¢ dénemde serebral atrofi ve multikistik ensefalomalazi gelisir®.

Bazal Ganglion ve Beyin Sapi Hasari: Yapilan deneysel ¢alismalarda bu tip
zedelenmenin suregen kismi hipoksi-iskemiden c¢ok, ivegen tam hipoksi-iskemi
sonrasinda gelistigi gosterilmistir. En az gorulen néropatolojik lezyon olup genellikle
zamaninda dogan bebeklerde go6zlenir. Noronal nekroz, gliosis ve
hipermiyelinizasyon bazal ganglion, talamus ve serebral kortekste mermer
gbérinimine neden olur. Otopside bazal ganglionlarda saptanan bu mermerimsi
goriiniim status marmoratus olarak isimlendirilir®>.

Parasagital Serebral Nekroz: Serebral korteks ve subkortikal beyaz madde
nekrozunu ifade eder. Hipoksik iskemik zedelenme ©n, orta ve arka serebral
arterler arasindaki vaskuler yataktan parasagital yayilim gosterir ve siklikla simetrik
yapidadir. Serebrovaskuler otoregulasyonun bozulmasi bu alanlarda belirgin iskemi
ile sonuglanir. Yenidogan déneminde bu zedelenme hipotoni ve kuvvetsizlik
bulgulariyla kendini gdsterir ve bu bulgular Ust ekstremitede alt ekstremiteye gore
daha belirgindir. Uzun donemde ise spastik kuadriparezi, konugsma bozuklugu ve
g6z hareketlerinde bozukluk ile sonuclanir®.

Bolgesel ve Coklu Bélgesel iskemik Beyin Nekrozu: Beyin parankiminde
infarktlara bagh oyuklar olusur. Tek bir oyuk varsa bu porensefalik kist, cok sayida
oyuk varsa multikistik ensefalomalazi olarak isimlendirilir. En sik etkilenen bolge
orta serebral arterin suladigi alandir. Genellikle tek taraflidir. Hipoksik iskemik

ensefalopatili yenidoganlarin %15-20’sinde goruldagu bildiriimektedir.
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Erkendoganlarda siklikla bu durum c¢oklu bdlgesel yapidadir. Yenidogan
doneminde, Ust ekstremitede gui¢stizlik, asimetrik moro refleksi, hemiparezi, fokal
konvulziyonlar, uzun donemde ise spastik hemiparezi, kuadriparezi, biligsel
bozukluklar ve nébetler goriilur?.

Periventrikiler Loékomalazi: Erkendodan bebeklerde hipoksi ve iskemiye
bagh en sik gorllen lezyondur. Erkendoganlarda ventrikil cevresindeki beyaz
madde damarlar agisindan oldukga zengindir ve iskemiye ve kanamaya karsi
oldukga hassastir®. Hafif olgularda kiigiik gliozis alanlari, ventrikiillerde genisleme
ve miyelin azalmasi gorultr. Daha agir olgularda multikistik ensefalomalaziye kadar
degisen bulgular ortaya c¢ikabilir. Kortikospinal yolda bacaklara giden liflerin
periventrikiler alandan gegmeleri nedeniyle bu bolgenin hasarlanmasi siklikla
spastik dipleji ile sonuglanir.

Hipoksik iskemik Ensefalopatide Klinik Belirti ve Bulgular

HiE’de Klinik belirti ve bulgular yasanan hipoksi ve iskeminin siddetine,
suresine, bebegdin gebelik yasina bagli olarak degiskenlik gosterir. Genellikle
hipoksik iskemik ensefalopati streci dogum sonrasinda 12 saatlik dilimler halinde
incelenir®>3°.

ilk 12 Saatlik Dénem: Agir olgularda ilk 12 saatte stupor, koma, diizensiz
solunum, solunum yetmezligi, hipotoni, yenidogan reflekslerinde baskilanma,
kendiliginden hareketlerde azalma vardir. Agir olgularin %50-60'inda ilk 6-12 saat
icinde konvilziyon gorular. Pupillanin 1g1da yanitt baslangigta tamdir. Hafif
olgularda pupilla genellikle genis ve uyarilabilirken, agir olgularda dar veya isiga
duyarl degildir 8.

12- 24 Saatlik Donem: Bu donemde agir olgularda koma devam ederken hafif
vakalarda biling durumunda bir miktar iyilesme goérular. Uyanikhgin artmasi ile
beraber konvulziyonlar, apne, huzursuzluk, titreme benzeri klinik belirtiler artabilir *.

24- 72 Saatlik Dénem: Agir olgularda 24- 72 saat icinde beyin ve beyin sapi
iglevleri bozulur, biling giderek kotulesir, pupil 1sik tepkisi ve okulosefalik tepki
alinamaz, koma gelisir, solunum durmasi olur ve bu donemde bebeklerin ¢ogu
kaybedilir *°.

72. Saatten Sonraki Donem: 72 saatten sonra hayatta kalan olgularda
gunler, haftalar igerisinde bir miktar dizelme olur. Biling duzeyinde kismen iyilesme
olmakla birlikte hafif bir stupor hali devam eder, emme, yutma ve dil hareketlerinde

sorunlar ortaya cikar. Genellikle beslenmede sorunlar yasanir. Bazal ganglion
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tutulumu olan hastalarda tonus artigi belirgin olmakla birlikte ¢ogu hastada
ekstremitelerde yaygin tonus azalmasi olur®*.

Perinatal hipoksik iskemik olaylar gogunlukla beyin disindaki organlari da
etkiler. Akcigerlerde surfaktan yapiminin baskilanmasina bagl olarak respiratuvar
distres sendromu gelisebilir. Dogum &ncesi baslayan hipoksi mekonyum
aspirasyonu sendromu ile sonuglanabilir. Akcigerde 6dem, kanama, pulmoner
hipertansiyon ve devamli fetal dolasim gelisebilir®’. Kalpte miyokard iskemisine
bagli olarak konjestif kalp yetmezligi, hipotansiyon, ritim bozuklugu, mitral ve
trikUspit kapak yetmezligi gorulebilir. Perinatal hipoksi-iskemiyi takiben bobrek
kanlanmasi azalir, akut tubuler nekroz, kortikal veya meduller hasar sonucunda
bobrek yetmezligi gelisebilir. Olgularin ¢ogunda oliguri gelisir, Ure ve kreatinin
degerlerinde yilkselme goriliir®. Hematiiri ve renal ven trombozu gelisebilir.
Barsaklarda yasanan hipoksi ve iskemi sonucunda nekrotizan enterekolit
gérulebilir. Siklikla karaciger enzimlerinde yukselme ve pihtilasma testlerinde
bozulma olur. Agir olgularda adrenal yetmezlik, adrenal bezlerde kanama,
uygunsuz antiditretik hormon (ADH) salinimi gorulebilir. Ayrica trombositopeni, deri
alti yag dokusu nekrozu ve hipoglisemi, hipokalsemi, hiponatremi gibi metabolik
sorunlarla sik karsilasilir®’,

Modifiye Sarnat siniflamasi glnimuizde hipoksik iskemik ensefalopatinin
evrelemesinde en sik kullanilan siniflamadir. Bu siniflamaya gore olgular hafif, orta

ve agir olarak siniflandiriimaktadir'® (Tablo 1).
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Tablo 1: Hipoksik iskemik Ensefalopatide Modifiye Sarnat Siniflamasi*®.

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

Biling duzeyi Uyanik Uykuya egilimli | Koma

Kas tonusu Normal/ Hipotonik Gevsek
hipertonik

Tendon refleksleri Artmis Artmis Azalmis

Myoklonus Var Var Yok

Konvilziyon Yok Sik Sik

Karmasik refleksler |

Emme refleksi lyi Zayf Yok

Moro refleksi Abartili Zayif Yok

Yakalama refleksi Normal/ abartili | Abartili Yok

Okulosefalik refleks Normal Asiri aktif Azalmis/ yok

Otonom iglevler

Pupiller Genisg, reaktif Dar, reaktif Anizokorik,nonreaktif

Solunum Duzenli Dlzensiz Duzensiz, apneik

Kalp hizi Normal/ Bradikardi Bradikardi
tasikardi

EEG Normal Dusuk voltaj/ NObet/ izoelektrik

nobet

Hipoksik iskemik Ensefalopati Tanisi

Perinatal HIE'nin tanisinda 6yki ve fizik muayene oldukg¢a énemlidir. Oykiide
dogum oncesi donem, dogum sureci ve dogum sonrasi donemle ilgili ayrintil
bilgiler alinmalidir. Bebegin fiziksel incelemesinin Ozellikle de norolojik
muayenesinin dikkatli bir sekilde yapilmasi HIE tanisinin konmasina, agirhgimin
belirlenmesine ve erken dénemde tedavinin baslanmasina yardimci olacaktir.
Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji Dernegi 2004 yilinda asagida yer alan tani
olcutlerinin kullaniimasini dnermistir®” 38,

Tani i¢in bulunmasi zorunlu tutulan odlgutler:

1. Gobek kordonundan alinan arteriyel kan gazinda metabolik asidozun
varligi (pH< 7.0 ve baz ac¢igi=z 12 mmol/L),

2. Gebelik yasi 34 hafta veya daha buylk olan bebeklerde erken donemde

orta veya agir derecede ensefalopati bulgularinin varligi,
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3. Enfeksiyon, travma, kanama bozukluklari, genetik bozukluklar gibi
ensefalopatiye neden olabilecek diger nedenlerin dislanmasi.

Hipoksik iskemik ensefalopatiye 6zgin olmayan ek olcitler:

1. Besinci dakika Apgar puaninin sifir ile U¢ arasinda olmasi,

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

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

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

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

HIE tanisinin konmasi kadar agirhginin belirlenmesi de énemlidir. Hafif HIE
¢ogu zaman tedavi gerektirmeden kisa zamanda duzelmekte ve énemli sakatliklara
neden olmamaktadir. Agir HIE ciddi seyretmekte ve var olan tedavi yéntemlerine
ragmen agir sakatliklara neden olmaktadir. Orta derecede HIE’li bebeklerin ise bir
kismi tedaviden yarar gorurken ve onemli sakatliklar gelismezken, diger kisminda
onemli sakatliklar gelismektedir®®. Orta derecede HIE’nin bu kadar farkl sekilde
sonuglanabilmesi evreleme icin yaygin olarak kullanilan Sarnat ve Sarnat
siniflamasinin yetersiz oldugunu dusundurmektedir. Erken doénemde taninin
konmasi ve hangi hastalarin tedaviden yarar goreceklerinin belirlenmesi oldukga
onemlidir. Oykii ve fiziksel inceleme her zaman HIE tanisinin konmasi ve tedaviden
fayda gorecek hasta grubunun belirlenmesi icin yeterli olmamaktadir, bu nedenle
elektrofizyolojik, biyokimyasal ve radyolojik yontemlerden de yararlaniimaya
calisiilmaktadir.

Biyokimyasal incelemeler

HiBH’nin varligini, siddetini, baglama zamanini, prognozunu gdsterebilen ve
klinik kullanimda olan bir biyokimyasal test su an igin bulunmamaktadir®.
Gunimuzde bu amagla kan, idrar veya beyin omurilik sivisinda bakilabilecek
biyokimyasal belirteclerle ilgili arastirmalar devam etmektedir. Bunlar arasinda
idrarda protein S-100B, laktat, kreatinin; serumda IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-9, IL-12,
IL-13, TNF-a, ndron spesifik enolaz (NSE), laktat, beyine 6zgu kreatin kinaz (CK-
BB), proteine bagli olmayan demir, glial fibriler asidik protein (GFAP), iyonize
kalsiyum; beyin omurilik sivisinda (BOS) GFAP, NSE, miyelin bazik protein (MBP),
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protein S-100B, IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, bulunmaktadir. Yakin zamanda
hipoksik iskemik ensefalopatili bebeklerde arastirilan biyokimyasal belirteclerin
incelendigi bir toplu bir ¢éziimleme yayinlanmistir®®. Bu toplu ¢éziimlemeye ileriye
donuk aragtirmalar ve en az 12 aylik takip sonucunda bebeklerin degerlendirildigi
calismalar dahil edilmistir. Sonuglar incelendiginde IL-6’'nin hem kordon kaninda,
hem de serumda bakilmasinin prognoz acgisindan pozitif tahmin degerinin ylksek
oldugu bildirilmistir. Ozellikle kordon kaninda bakilabilmesi erken tani igin 6nemli bir
avantaj gibi gorunmektedir. Bunun diginda serumda IL-1beta, beyin omurilik
sivisinda IL-1beta ve NSE Klinik kullanim igin uygun gibi goériunmektedir. Ayrica
idrar protein S-100B’nin de prognozu gdsterme acisindan Umit verici oldugu
bildirilmistir®®.

Elektrofizyolojik incelemeler

a) Elektroensefalogram

Elektroensefalogram (EEG) hipoksik iskemik ensefalopatinin tanisi,
evrelemesi ve prognozunun on gorulebilmesi igin olduk¢ca onemlidir. Ayrica klinik
olarak taninmasi gug olabilen gizli konvulziyonlarin tani ve tedavisinde de oldukca
dnemlidir. Hafif HIE’de genellikle EEG normaldir. Orta HIE de disik voltaj veya
ndbet aktivitesi sik gdzlenir. Agir HIE de ise ndbet aktivitesi veya siirekli izoelektrik
hatta cizecek kadar baskilanma gériilebilir'®.

b) Amplitud-Entegre Elektroensefalogram

Son yillarda uygulanmaya baslanan amplitud-entegre elektroensefalogram
(aEEQG) ile geleneksel EEG’den farkl olarak daha az sayida elektrot kullanilarak ve
daha kolay bir sekilde hasta basinda surekli olarak beynin elektriksel aktivitesi
izlenebilmektedir’®. Yakin zamanda yayinlanan bir toplu ¢dziimlemede HIEli
bebeklerde yapilan aEEG’nin %91 duyarlihk ve %88 o6zgunlikle uzun donemli
sonuglari 6ngorebildigi bildirilmistir (4). Bu toplu analizin isaret ettigi gibi erken
dénemde aEEG hangi hastalara néron koruyucu tedavi yontemlerinin uygulanmasi
gerektigini gostermesi agisindan olduk¢a énemli bir yontemdir.

Bazi merkezler sogutma uygulanacak HiE’li bebekleri belirlerken aEEG'yi bir
olciit olarak alirlarken digerleri almamaktadir®®. aEEG’yi sogutma icin bir 6lgit
olarak alan merkezler orta veya agir derecede aEEG bozuklugu varliginda sogutma
tedavisini uygulamaktadirlar®. Yapilan galismalarda orta derecede aEEG bozuklugu

olan olgularin sogutma tedavisinden daha fazla yarar gérdiikleri gdsterilmistir®. Agir
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derecede aEEG bozuklugu olan olgularin ise prognozlarinin daha kéti oldugu ve
sogutma tedavisinden belirgin fayda gérmedikleri bildirilmistir®.

c) Uyarilmig Elektriksel Potansiyeller (isitsel, gorsel ve somatosensoryel)

Beyin sapinin isitsel ve gorsel uyarilmig potansiyelleri HIE'li bebeklerin
izleminde ve prognozlarinin belirlenmesinde kullanilabilir. Somato-sensoriyel
uyariimis potansiyeller (SEP) de prognoz hakkinda énemli ipuclari saglayabilir. HIE
geligtikten sonraki 24 saat icinde median sinir kullanilarak yapilan SEP'in normal
bulunmasi hastanin prognozunun iyi olacagini géstermektedir®*.

Goruntileme Yontemleri

a) Kraniyal Ultrasonografi

Hasta baginda uygulanabilmesi, zararsiz ve giivenilir olmasi nedeniyle HiE'li
hastalarda siklikla kullaniimaktadir. Bazal ganglion ve talamus hasarlari, ventrikul
ici, ventrikul gcevresi kanamalar, ventrikll gevresinde olusan Iokomalaziler, bdlgesel
veya coklu bolgesel iskemik hasarlar fontanelden yapilan ultrosonografi ile
taninabilir. Perinatal HIE'li bebekte erken dénemde beyin ekodansitesinin artmasi,
temel anatomik yapilarin ayirt edilememesi, sulkuslarin silinmesi ve ventrikullerin
basiya ugramis olmasi beyin 6demini disundurar. Zamaninda dogan bebeklerde ilk
24 saatte yarik seklinde ventrikil gorilmesi beklenen bir bulgu olup, bunun 36
saatten sonra devam etmesi normal olmayan bir durumdur. HIE'li bebeklerde
onceleri cevresel kortikal hasari degerlendirmek ultrasonografi ile mumkin degilken
son zamanlarda daha yuksek derecede ¢6zunurligu olan problarin kullanimi ile
kortikal ekojenisitedeki artis kolaylikla gdsterilebilmektedir®*.

b) Renkli Dopler Sonografi

Bu yontem ile beyin arter kan akim hizi ve beyin kan hacmi dlgllerek tani ve
prognoz hakkinda fikir edinilebilmektedir. On serebral arterden yapilan dlgimlerde
diyastol sonu kan akim hizinin sistolik kan akim hizina oraninin 0,55'den kuguk
olmasinin HIE'li bebeklerde prognozun kéti olacadini gdsterdigi bildirilmistir®.

c) Bilgisayarli Tomografi

Hipoksi-iskemi sonrasinda beyinde ortaya c¢ikan dansite azalmasi ve
zamaninda dogan bebeklerde daha sik olarak rastlanan parasagital infarktlarin
gosterilmesinde bilgisayarli tomografi (BT) oldukga yararlidir BT'nin 6zellikle beyin
odeminin en belirgin oldugu iki ile besinci gunler arasinda dansite degisikligini
yansitacagl kabul edilmektedir. Beyin dansitesindeki azalmanin kotl prognozu

yansittig gdsterilmistir®*.
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¢) Manyetik Rezonans Gorlntileme

Glnimiizde perinatal HIEli bebeklerde beyin hasarinin derecesini ve
Ozelliklerini en iyi gosteren goruntileme yontemi manyetik rezonans gorunttleme
(MRG) dir*!. Detayli yapisal bilgi saglamasi HIE'ye yaklasimda ve prognozun
tahmininde o6nemli gelismeler saglamistir. Ayrica MRG ydnteminin iyonize
radyasyon icermemesi de tercih sebebi olmustur. MRG ile miyelinizasyonda
gecikme, korpus kallosumda incelme ile birlikte kortikal atrofi, bazal ganglionlarda
uzun sure devam eden sinyal degisiklikleri ve beyaz cevher patolojilerini gostermek
daha kolaydir ve bunlar kétii progronozu gésterirler. HIE'nin erken dénemlerinde
olusan beyin 6deminin bir hafta icinde dizeldigi ve yerini korteks, beyaz cevher,
bazal ganglionlar ve kapsula internanin arka bacaginda saptanan anormal
sinyallere biraktigi seri MRG tetkikleri ile gosterilmistir. Bu degisikliklerin agir HIE ve
kotl prognoz ile birlikte oldugu saptanmistir. Yakin zamanda yayinlanan bir
calismada sogutma tedavisi uygulanan ve uygulanmayan hastalarin beyin MRG
bulgulari kargilastinimistir. Bu calismada sogutma tedavisi ile gri ve beyaz cevher
anormalliklerinin azaldigi ve sogutma uygulanan grupta daha fazla sayida normal
MRG’nin bulundugu bildirilmigtir. Bu ¢alismanin sonunda deneysel néron koruyucu
tedavilerin  etkinliklerinin  belirlenmesinde MRG’den yararlanilabilecedi 6ne
suriimistir®,

d) Difuzyon Agirlikli Manyetik Rezonans Goriintiileme

Difizyon agirhkli manyetik rezonans goruntuleme yontemiyle dokudaki suyun
molekuler hareketlerinden kaynaklanan goéruntuler elde edilir. Duyarlihgi standart
MRG’ye gére daha yuksektir. En dnemli 6zelli§i dogumdan sonra erken dénemde
beyaz cevher hasarini, ventrikul cevresinde olugan Iokomalaziyi ve diger hasarlari
gOsterebilmesidir. Hasarin erken donemde goOsteriimesi tedavi gerektiren hasta
grubunun erken dénemde belirlenmesini saglayabilir. Ancak teknik nedenlerden
dolayi erken dénemde kullaniimasi zordur®* .

e) Manyetik Rezonans Spektroskopi

Hucresel duzeyde metabolik degisiklikleri gosterebilen bir goruntileme
yontemidir. Bu yontemle hipoksi-iskeminin erken ve ge¢ bulgularini detayl bir
sekilde degerlendirmek ve bunlari prognoz ile iligkilendirmek mumkundur. Manyetik
rezonans spektroskopi ile *'P kullanilarak fosfokreatinin (PCr) ve inorganik fosfat
(Pi) olcimu yapilabilmektedir. PCr/Pi orani beyindeki fosforile enerji durumunu

gosterir, HIE'li bebeklerde bu oranin diisiik olmasi kétii prognoza isaret eder® .

24



f) Proton Manyetik Rezonans Spektroskopi

HIE'li bebeklerin beyinlerinde laktat oraninda artis ve N-asetil-aspartat (Naa)
duzeyinde dugus oldugu bu yontemle saptanmistir. Naa/kreatinin veya Naa/kolin
oranindaki diisiikligiin kétii prognozu yansittigi gosterilmistir®.

g) Near- infrared Spektroskopi

Hasta basinda kullanilabilen, invazif olmayan bir tani yontemi olup, bu
yontemle beyinin oksi ve deoksi hemoglobin dizeyinin belirlenmesi mumkin
olmaktadir*>. HIE'li bebeklerde prognozun tahmininde kullaniimasina yénelik
arastirmalar devam etmektedir*?°.

Hipoksik iskemik Ensefalopatide Tedavi

Gebe ve yenidogan izleminde énemli gelismeler kaydediimesine ragmen HIE
tum dinyada yenidogan olumlerinin ve sakatliklarinin 6nde gelen nedenlerinden biri
olmaya devam etmektedir ve istenen derecede etkili bir tedavi yodntemi
bulunmamaktadir*”®°. Var olan tedavi ydntemlerinden 6zellikle sogutma tedavisinin
etkinligi kanitlanmis olmasina ragmen tum hasta gruplari icin yeterince etkili gibi
gorinmemektedir’. Bu nedenle yeni tedavi yéntemleri ile ilgili arastiriimalar yogun
bir sekilde devam etmektedir.

Destek Tedavisi

Tum perinatal hipoksik iskemik ensefalopatili bebeklerin %90 kadari dogum
oncesi donemde ve dogum sirasinda, %10 kadari ise dogum sonrasi donemde
hipoksik iskemik olayla karsi karsiya kalirlar'®. Bu nedenle yenidoganin yeniden
canlandiriilmasi konusunda deneyimli en az bir, mimkinse iki kigsinin dodum
odasinda bulunmasi ve gerektiginde etkin bir sekilde solunum ve dolagim destegi
saglamalari oldukga ©Onemlidir. Dogumu takiben etkin bir sekilde uygulanan
solunum ve dolasim destedi bebegdin hipoksik-iskemik olaya maruz kalmasini
onleyebilir veya baslamis olan hipoksik-iskemik olayin sudresini ve siddetini
azaltabilir. Hipoksi beyin hasarina neden olurken, hiperoksi de istenmeyen
sonuglara neden olabilmektedir. Yasamin ilk saatlerinde ciddi hiperoksiye maruz
kalinmasi beyinde oksidatif hasara ve uzun donemde kotlu ndrolojik sonuglara
neden olmaktadir’’. Bu nedenle giinimiizde zamaninda dogan bebeklerin yeniden
canlandiriimasinda baslangigta oda havasi ile solunum destedi %100 oksijene gére
tercih edilmektedir®.

HIE’li bebeklerde yeniden canlandirma uygulamalarinin ardindan gerekiyorsa

solunum destegine etkin sekilde devam edilmelidir. Karbondioksit normal sinirlar
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icerisinde tutulmalidir. Karbondioksit dlsukligu vazokonstriksiyona neden olarak
var olan hipoksik iskemik hasarin artmasina neden olabilir. Karbondioksitin fazlahgi
ise vazodilatasyona ve beyin kanamasina neden olabilir. Hipotansiyon agisindan
bebek yakindan takip edilmeli gerekiyorsa sivi ve inotrop destedi verilmelidir. Sivi
destedi uygulanirken uygunsuz ADH salinimi ve beyin édemi agisindan dikkatli
olunmaldir. Hipoglisemi, hipokalsemi, hiponatremi, hipomagnezemi, metabolik
asidoz, bobrek yetmezligi ve konvulziyonlar agisindan bebek yakindan izlenmeli ve
uygun sekilde tedavi edilmelidir 2.

Konviilziyonlarin Tedavisi

Orta ve agir derecede HIE'li bebeklerde ilk saatlerden itibaren siklikla
konviilziyonlar goralir®’. Yapilan hayvan ve insan galismalarinda konvulziyonlarin

sadece bir bulgu olmadidi, var olan HIBH'yi arttirdigi gésterilmigtir>*°.

Ayrica
hipoksik iskemik ensefalpatili bebeklerde gorulen konvulziyonlarin giddeti ile beyin
hasari arasinda bagimsiz bir iliskinin oldugu da gosterilmistir’®. Bu nedenle HIEli
bebeklerde konvulziyonlarin etkili bir sekilde tedavi edilmesi beyin hasarinin
artmasini engelleyebilir®. Fenobarbital HIE'li yenidoganlarda en sik tercih elden
antikonviilzandir®. Onkoruyucu olarak fenobarbitalin kullanilip kullaniimamasi
halen tartisma konusudur ve daha fazla c¢alismaya ve uzun dénemli sonuglara
ihtiyag vardir’®*"*"%° Son vyillarda yapilan hayvan calismalarinda topiramatin ve
levetirasetamin HIBH'de néron koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir®.

Topiramat eriskinlerde ve cocuklarda epilepsi tedavisinde sik kullanilan bir
glutamat karsiti ilactir®®3. Yapilmis olan hayvan calismalarinda tek basina veya
sogutma tedauvisi ile birlikte topiramat verilmesi ile iskemik beyin hasarinin azaldigi

gosterilmistir®*®’.

Topiramatin  AMPA, kainat almagclarini baskilayarak, voltaj
bagdimli sodyum ve kalsiyum kanallarini kapatarak ve asiri glutamat salinimini
engelleyerek néron koruyucu etkiler gosterdigi dusunulmektedir. Yakin zamanda
yayinlanan bir insan calismasinda HIE'li bebeklere sogutma tedavisi ile birlikte
topiramat verilmis ve kisa dénemli sonuglar incelenmistir®. Calismanin sonucunda
sogutma tedavisi ile birlikte topiramat verilmesinin guvenli oldugu bildirilmistir ancak
etkinligin degerlendirilmesi igin uzun dénemli sonuclarin beklenmesi gerekecektir.
Levetiracetam yakin zamanda epilepsi tedavisinde kullaniimaya baslanan bir
ilactir®. Konviilziyonlari kontrol altina almasi yaninda néron koruyucu etkisinin de
oldugu bildiriimektedir®®. Siganlarda yapilan bir calismada orta beyin arterinin

baglanmasiyla olusturulan beyin hasari levetiracetam veriimesi ile azalmistir®.
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Yakin zamanda yayinlanan bir baska calismada yenidogdan konvulziyonlarinin
tedavisinde kullaniimis ve onemli bir yan etki olmadan konvulziyonlari kontrol altina
almistir®. Levetiracetam tedavi dozunun birka¢ kat ustiinde dahi néron éliimiine
neden olmamaktadir ve bu konvulziyon tedavisinde geleneksel olarak kullanilan
fenobarbital, fenitoin, valproat gibi ilaclara gore ©nemli bir Gstunliktir’™,
Levetiracetamin perinatal hipoksik iskemik ensefalopati tedavisinde kullaniimasi
icin daha fazla arastirma gerekli gibi gérinmektedir.

Sogutma Tedavisi

Son yillarda uygulanmaya baslanan sogutma tedavisi ile 6lum oranlarinin
azaldigi ve olumlu noérogelisimsel sonuglarin elde edildigi bildiriimektedir.
Sogutmanin bu etkiyi beyin metabolizma hizini, uyarici aminoasit salinimini,
apoptozisi, NO dretimini, lipid peroksidasyonunu azaltarak ve serbest radikal
hasarini sinirlandirilarak yaptigi disiiniilmektedir’.

Sogutma tedavisi tUm vicut sogutma veya segici bas sogutma tedavisi
seklinde uygulanabilmektedir’®’*. Tum viicut sogutma ydnteminde biitiin viicut
sogutularak rektal sicakhigin 33- 34°C arasinda tutulmasi hedeflenmektedir. Bas
sogutma tedavisinde ise Ozellikle basa sogutma uygulanmakta ve bdylece beyine
daha etkili sogutma uygulanabilecegi varsayilmakta ve rektal sicakligin biraz daha
yuksekte (34- 35°C) tutularak sogutmanin sistemik yan etkilerinden kaginilmasi

hedeflenmektedir’>"*

. Her iki yontemde de mimkin olan en erken zamanda
sogutmaya baglanmakta ve 72 saat boyunca sogutmaya devam edilmektedir. Bazi
merkezler tUm vicut sogutma ydntemini tercih ederken bazilari da segici bas
sogutma yontemini tercih etmektedirler ancak hentz hangi yontemin daha Ustlun
olduguna dair vyeterli kanit bulunmamaktadir. Yakin zamanda yapilan bir
arastirmada kisa donem sonuglari acgisindan her iki yontem arasinda fark
bulunamamistir”. Su ana kadar HIiE'de sogutma tedavisi uygulanan dért biyiik
randomize kontrolli caligma yayinlanmistir.

Gluckman ve arkadaslarinin yaptiklari ¢ok merkezli randomize kontrollu
calismada hipoksik iskemik ensefalopatili 234 bebekten 112’sine secgici bas
sogutma tedavisi uygulanirken, 118'sine yalnizca destek tedavisi uygulanmistir®.
Calismaya alinma olgutleri arasina aEEG de alinmistir. Sogutmaya bagli
gelisebilecek yan etkiler incelendiginde bas sogutma uygulanan bebeklerin bir
kisminda kafa derisinde sislik gelismis ancak sogutmanin bitirilmesinin ardindan

kisa surede duzelmistir. Kafa derisinde sislik disinda segici bas sogutma tedavisine
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bagh ciddi bir yan etki olmamigtir. Bebekler 18 aylik olduklarinda
degerlendirilmiglerdir. Olgular orta derecede aEEG bozuklugu olanlar ve agir
derecede aEEG bozuklugu olanlar olarak iki gruba ayrilarak incelenmistir. Orta
derecede aEEG bozuklugu olanlarin segici bas sogutma tedavisinden fayda
gordukleri saptanmis ve bu grupta agir derecede noérolojik sakatliklarin gortlme
orani azalmisgtir. Agir derecede aEEG bozuklugu olanlarin ise segici bas sogutma
tedavisinden belirgin bir yarar gérmedikleri sonucuna varilmistir.

Shankaran ve arkadaslarinin vyaptiklari randomize kontrolli c¢alismada
hipoksik iskemik ensefalopatili 208 bebekten 102’sine tim vicut sogutma tedavisi
uygulanirken, 106’sina yalnizca destek tedavisi uygulanmistir. Calismaya alinma
Olgutleri arasina aEEG alinmamistir. Sogutmaya bagli geligebilecek istenmeyen
yan etkiler agisindan her iki grup arasinda fark bulunmamistir. Bebekler 18 aylik
olduklarinda sogutma uygulanan grupta 6lum veya orta- adir derecede norolojik
sakatlik gériilme orani anlamli derecede azalmistir’.

Azzopardi ve arkadaglarinin yaptiklari ¢cok merkezli randomize kontrollU
calismada hipoksik iskemik ensefalopatili 325 bebekten 163’ne tum vicut sogutma
tedavisi uygulanirken, 162’sine yalnizca destek tedavisi uygulanmistir®. Calismaya
alinma Olgltleri arasina aEEG de alinmistir. Sogutmaya bagh gelisebilecek
istenmeyen yan etkiler agisindan her iki grup arasinda anlaml fark bulunmamistir.
Bebekler 18 aylik olduklarinda degerlendiriimislerdir. Olgular henlz iki gruba
ayriimadan once yapilan aEEG’lerine gore Kkarsilastirildiklarinda aEEG’si agir
derecede bozuk olanlarda, orta derecede bozuk olanlara goére 6lum veya agir
derecede norolojik bozukluk gortulme orani belirgin olarak artmigtir. Tum viacut
sogutma tedavisi uygulanan grupta o6lum veya agir norolojik sakatlik gortulme
oraninda anlaml bir azalma olmamistir ancak ikincil ndrogelisimsel degerlendirme
sonuclarinda olumlu etkiler gézlenmistir®.

Bu U¢ calismay! iceren toplu ¢ozimlemede sogutma tedavisi ile 6lum veya
agir norolojik sakatlik gorulme orani anlaml derecede azalmistir. Ayrica sogutma
tedavisi uygulanan gruplarda ndrogelisimsel testlerde daha iyi sonuglar alinmis ve
norolojik sakatlik olmadan yasam oranlari da artmistir®.

Cok yakin zamanda Jakobs ve arkadaslarinin yayinladiklari ¢ok merkezli,
randomize kontrollii galismada 221 orta veya agir derecede HiE'li bebek calismaya
alinmig ve bunlardan 110’nuna tum vucut sogutma tedavisi uygulanirken 111’ine

yalnizca destek tedavisi uygulanmistir. Sogutma tedavisi uygulanan bebeklerde iki
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yasinda 6lum veya agir norolojik sakatlik orani %15 azalmistir ve nérolojik sakatlik
olmadan yasam oranlari artmistir’.

Deneysel tedavi yontemleri

a) Kok Hucre Tedavisi

Son yillarda kok hiicre tedavisi erigkinlerde Huntington hastaligi, Parkinson
hastali§i ve inmesi olan hastalarda klinik olarak uygulanmaya baslanmistir®®.
HiBH'de de kdék hiicre tedavisi giindeme gelmis ve bununla ilgili deneysel
calismalar yapiimaya baslanmistir.

Yedi gunliik sican yavrularinda yapilan bir ¢calismada HiBH olusturulduktan
sonra ¢ok yonli astrosit kdk hicreleri verilmis ve bu hucrelerin hasarlanmis beyin
alanina gog etikleri ve néronlara ve astrositlere dénistiikleri gdsterilmistir”®. HiBH
olusturulmus siganlara mezankimal kok huacrelerin (MKH) verildigi bir ¢alismada
MKH verilmesi ile siganlarda beyin hasarinin azaldigi ve islevsel testlerde iyilesme
oldugu bildiriimistir*. Bir baska arastrmada MKH veriimesi ile néronlarin,
oligodendrositlerin ve astrositlerin daha fazla ¢ogaldigi, mikroglialarin gogalmasinin
ise baskilandigi saptanmigtir. Mikroglialarin yangisal suregte dnemli rol oynamalari
nedeniyle azalmalarinin olumlu sonuglar saglayacagr dusunulmastir. Bu
¢alismanin sonuglari incelendiginde MKH verilmesi ile hasarli beyin alani azalmig
ve davranis testlerinde islevsel iyilesme gosterilmistir®.

b) N-asetil Sistein

N- asetil sistein kan beyin bariyerinden ve plasentadan kolaylikla gegebilmesi,
yan etkisinin az olmasi ve néron koruyucu etkilerinin olmasi nedeniyle oldukca
dikkat geken bir ilactir®. Glutatyon éncilii gibi hareket ederek oksidan radikallerinin,
apoptozisin ve yanginin olusumunu baskilar®. Eriskin inme modelinin olusturuldugu
calismalarda oksijen radikallerini temizledigi, yangiyr ve NO Uretimini baskiladigi
bdylece yeniden kanlanma déneminde olusan hasari azalttigi gdsterilmistir’®.
Yenidogan sigcan calismalarinda 200mg/kg dozunda N-asetil sistein verilmesinin
hipoksi ve iskemiye karsi beyni korudugu gésterilmistir’’. HIBH olusturulmus yedi
gunlik sicanlarda hipotermi ile birlikte N-asetil sistein verilmesi ile hasar alani
azalmig, miyelin yapimi artmis ve islev testlerinde iyi sonuglar alinmistir’®,

c) Allopurinol

HiBH'nin olusumunda &zellikle yeniden kanlanma déneminde serbest oksijen
radikalleri 6nemli rol oynarlar. Ksantin oksidaz stperoksit tretiminde 6nemli rol

oynayan bir enzimdir. Bir ksantin oksidaz baskilayicisi olan allopurinoliin HiBH de
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kullanimiyla ilgili ¢cok sayida arastirma bulunmaktadir. Yenidogan siganlarda
yapilan bir c¢alismada hipoksi iskemi olusturulmasini takiben 15. dakikada
allopurinol verilmesinin beyin hasarini azalttigi gdsterilmistir’®. insanlarda da HIE'de
allopurinol tedavisi ile ilgili gahigmalar yapilmigtir. Yakin zamanda yayinlanan bir
toplu ¢c6ziimlemede allopurinoliin hipoksik iskemik ensefalopatide 6nemli derecede
yararli etkisi olduguna dair bir kanit bulunamamistir®®. Bu konuda daha genis ve
sogutma ile birlikte uygulanacak arastirmalara gereksinim oldugu distiniimektedir®.
¢) Magnezyum Siulfat

Magnezyum sdulfat gebelige ikincil gelisen hipertansiyon tedavisinde yaygin
olarak kullaniimaktadir ve bu amagcla kullanildiginda yenidoganlar Uzerine de
olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir. Preeklampsi nedeniyle magnezyum sulfat
verilen gebelerin bebeklerinin  dogum sonrasinda yenidogan yodun bakim
Unitelerine daha az yattiklari ve daha az entibasyon gereksinimlerinin oldugu
saptanmistir®.

Magnezyumun bir uyarici aminoasit olan glutamatin NMDA reseptorlerini
baskilayarak hucre igine kalsiyum girigini engelledigi ve boylece ndron o6lumunu
onledigi  diistiniilmektedir®. Yenidogan sicanlarda yapilan bir calismada
magnezyum sllfatin orta derecede HIiBH tedavisinde etkili oldugu ancak agir
HiBH'de etkili olmadigi bildirilmistir®®. Yakin zamanda yayinlanan bir insan
calismasinda orta ve agir dercede hipoksik iskemik ensefalopatili yenidoganlara
magnezyum sulfat tedavisi verilmistir. Bu c¢alismanin kisa ddénem sonuglari
incelendiginde magnezyum siilfatin  olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir®.
Sogutma ile birlikte magnezyum siilfat tedavisinin uygulanacagi ¢alismalara ihtiyag
var gibi gorinmektedir.

d) Ksenon

Ksenon anestezide kullanilan ve yakin zamanda noéron koruyucu etkilerinin
oldugu anlasilan bir gazdir®. Bu etkiyi uyarici bir aminoasit olan glutamatin NMDA
almaglarina yarismasiz olarak baglanarak yaptigi dusunulmektedir. Yenidogan
siganlarda olusturulan hipoksi-iskemi sonrasinda ksenon verilmesinin yararl etkileri
oldugu gésterilmistir®™. Ayrica sogutma tedauvisi ile birlikte ksenon verilmesinin daha
fazla yararli sonuclar sagladigi bildirilmistir®®. Bu olumlu &zelliklerine ragmen gok
pahali olmasi ve tamamen kapali bir ventilator devresi gerektirmesi Kklinik

kullanimini giiglestirmektedir®. Son zamanlarda yapilan deneysel calismalarda
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argon gazinin da benzer ndéron koruyucu etkilerinin oldugu, ayrica daha ucuz
oldugu bildirilmektedir®’.

e) Melatonin

Melatonin  (N-asetil-5-metoksitriptamin) triptofandan Uretilen ve hipofiz
bezinde, retinada, mide-barsak sisteminde bulunan dogal bir serbest radikal
temizleyicisidir®. Ayrica glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz ve superoksit dismutaz gibi antioksidan enzimler Uzerine uyarici etki
yapar®’. Kan beyin bariyerini kolayca gecer ve beyinde 6zgiin almagclarina baglanr.
Yapilan c¢aligsmalarda melatoninin oksijen radikallerini temizledigi, yangly1 ve
apoptozisi engelledigi ve néron koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir®®®°. Sican
inme modeli olusturularak yapilan bir gcalismada hipoksi- iskemiden 30 dakika 6nce
periton igine tek doz melatonin verilmesi ile beyindeki hasar alani azalmistir®.
Koyunlarda gobek kordonu baglanarak olusturulan hipoksi iskemi modelinde gebe
koyuna melatonin verilmesi ile fetal beynin serbest radikal hasarina karsi
korundugu gosterilmistir®. Insanlarda yapilan bir calismada hipoksik iskemik
ensefalopatili yenidoganlara melatonin verilmesi ile serum malondialdehit ve nitrit/
nitrat duzeyinin dustugu ve melatonine bagl herhangi bir yan etkinin gézlenmedigi
bildirilmistir®®®®. Sogutma tedavisi ile birlikte melatonin verilmesi ile ilgili calismalara
ihtiyac var gibi gérinmektedir.

f) Eritropoetin

Eritropoetin glikoprotein yapisinda bir hormon olup en 6énemli islevi eritrosit

yapimini kontrol etmektir®%+®°.

Gebeligin erken déneminde fetus karacigerinde
daha sonraki dénemlerde ise bobregin tubuluslari etrafinda yer alan kilcal
damarlarin endotel hiicreleri tarafindan sentezlenir®* . Gegmiste erkendoganlarin
anemisinde kullanilmistir®®®. HIE'li bebeklerin gébek kordonu kaninda eritropoetin
dizeyinin yuksek oldugu saptanmis ve bu nedenle onarim mekanizmalari ile
iliskisinin olabilecedi distnilmustiir’’. Eritropoetinin dogrudan néron koruyucu
etkisinin yaninda, noéron c¢ogalmasini ve yeni damar yapimini uyarici, glutamat
toksisitesini Onleyici, apoptozisi, yangiyl ve serbest radikal hasarini baskilayici
etkileri saptanmistir®®?, Yenidogan sigan calismalarinda HiBH sonrasinda erken
dénemde kullanilmasinin yararl etkileri oldugu gosterilmistir®®°.

Yakin zamanda yayinlanan bir insan calismasinda perinatal HIE tedavisinde
eritropoetin denenmistir. Bu calismada orta veya agir derecede HIE'li 167 bebek

calismaya alinmistir. Bebeklerden 83’Une ilk 48 saat iginde eritropoetin verilirken
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84’Une yalnizca destek tedavileri uygulanmistir. Eritropoetin glnasiri olarak, 52
olguya 300 U/kg, 31 olguya 500 U/kg dozunda iki hafta sureyle verilmistir. Bu
calismada eritropoetine bagli 6nemli bir yan etki olmamigtir. Olgular 18. ayda
degerlendirildiklerinde eritropoetin tedavisi ile 6lum oraninda azalma olmazken, agir
norolojik sakatlik orani azalmistir. Eritropoetin verilen orta derecede HIE'li bebekler
tedaviden fayda gorirlerken, agir derecede HIE'li bebekler tedaviden fayda
goérmemislerdir. Eritropoetinin farkh dozlari karsilastirildiginda aralarinda etki ve
yan etki acisindan anlamli fark bulunmamistir'®.

g) Alfa-2 Agonistler

Alfa-2 agonistlerden klonidinin ve deksmedetomidinin néron koruyucu
etkilerinin oldugu gésterilmistir'®%, Klonidin hipertansiyon tedavisinde kullanilan
bir ilagtir. Deksmedetomidin klonidine gore sekiz kat daha gugli olarak alfa-2
almagclara baglanir®. Deksmedetomidinin HIBH olusturulmus hayvanlarda hasarli
beyin alanini azalttigi ve néromotor islevierde iyilesme sagladigi gosterilmistir',
Deksmedetomid agri kesici ve yatistirici etkileri nedeniyle c¢ocuklarda ve

194" Bu nedenle HIEli bebeklerde sogutma

yenidoganlarda kullanilabilmektedir
tedavisi ile birlikte deksmedetomidin verilerek yeni arastirmalar yapilabilir.

g) Onkosullama ve Ardkosullama

Hicre, doku ve organlar hasara neden olabilecek bir olay veya etkenle
kargilagtiklarinda bunlara karsi koruyucu mekanizmalar gelistirirler. Boylece olay
tekrarladiginda daha az hasarla atlatilabilir. Agir hipoksik iskemik olaydan saatler
veya gunler once oldartcti derecede olmayan hipoksi-iskemi uygulanmasinin

(6nkosullama) hiicre Slimiini azaltabilecedi gdsterilmistir®®

. Hipoksik iskemik
onkosullama i¢ kaynakh néron koruyucu faktorlere ve mekanizmalara yeni bir bakis
acisi getirmesi nedeniyle 6nemlidir. Ancak perinatal donemde yasanan hipoksik
iskemik olaylarin 6nceden tahmin edilememesi bu yontemin klinikte kullaniimasini
mimkin kilmamaktadir®. iskemiyi takip eden yeniden kanlanma déneminde kan
akiminin hizli ve aralikh olarak kesintiye ugratiimasi iskemik ardkosullanma olarak
isimlendirilir'®. Yakin zamanda yayinlanan bir arastirmada HIBH olusturulmus 10
gunlik sicanlarda ardkosullama ile beyin hasarinin azaldigi ve islev testlerinde iyi

107

sonuglar alindigi bildirilmigtir Bu konuda daha fazla arastirma yapilmasi

gerekmektedir.
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h) Kalsiyum Kanal Kapaticilari

HiBH tedavisinde noéronlara kalsiyum girisini engelleyerek hasarin
azaltimasina yonelik cok sayida arastirma yapilmistir®®. Kalsiyum kanal
kapaticilarindan 06zellikle nicardipin ve flunarizin ile hayvan c¢alismalari

108109 Nicardipin ile HIE'li zamaninda dogan bebeklerde yapilan klinik

yapimigtir
bir calisma ciddi hipotansiyon gelismesi iizerine sonlandiriimistir **°.

1) Desferoksamin

Desferoksamin klinikte sik kan verilmesini gerektiren kan hastaliklarinda demir
birikimini dnlemek amaciyla kullanilan ve kan beyin bariyerini gecebilen bir demir
baglayicisidir**. Yakin zamanda yapilan bir calismada yedi giinlik siganlarda
olusturulan hipoksi-iskeminin hemen ardindan desferoksamin uygulanmasi beyin
ddemini ve hasar alanini azaltmistir'*?. Yapilan baska hayvan calismalarinda da
desferoksaminin néronlari oksidatif hasara karsi korudugu ve HIBH'yi azalttig
gosterilmistirt™ 14 Ancak HIEli bebeklerde kullanilabilmesi icin daha fazla
hayvan galismasinin yapilmasina ve uzun donemli etkilerinin incelenmesine ihtiyag
vardir.

1) Nitrik Oksit Sentaz Baskilayicilari

Yeniden kanlanma doéneminde asir miktarda uretilen nitrik oksitin HIBH
olusumundaki rolu bilindiginden, nitrik oksit sentaz baskilayicilarinin tedavide
kullaniimasi ile ilgili cok sayida arastirma yapiimistir'*>*#, Secici olmayan bir NOS
baskilayicisi olan nitro-L-argininin HIBH olusturulmus siganlarda kullaniimasi ile

beyin hasarinin azaldigi bildirilmistir**>.

Yakin zamanda yapilan bir baska
arastirmada yedi gunluk siganlara hipoksi- iskemi olugturulmasinin hemen ardindan
50 mg/kg L-NAME (N-Nitro-L-Arginin Metil Ester) verilmistir. Bu ¢alismada L-NAME
verilen grupta apoptotik hucre sayisinin azaldigi saptanmis ancak islev testlerinde
iyilesme bulunamamistir %2,

j) indometazin

HIBH olusturularak yapilan havyan calismalarinda siklooksijenaz enzim
baskilayicisi  olan indometazinin veriimesi ile beyin hasarinin azaldigi
bildiriimistir'>**?*.  Yakin zamanda vyayinlanan bir arastirmada yedi giinlik
sicanlarda HIBH olusturularak indometazinin néronal apoptozis Uzerine etkileri
incelenmigtir. Bu arastirmada indometazin verilen siganlarda apoptozisin 6nemli

derecede azaldi§i bildirilmistir'®.
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k) Sitokin Baskilayicilari

Hipoksik iskemik olaydan sonra baslayan yeniden kanlanma doneminde TNF-
a, IL-1, IL-6, IL-8, PAF gibi yangisal sitokinler yogun olarak salinirlar ve HiBH'yi
arttirirlar®®. Bu nedenle yanguyi arttiran sitokinlerin baskilanmasinin olusacak hasari
azaltabileceg@i dusunulmektedir. Son yillarda bu amagla bir TNF-a baskilayicisi olan
etanersept ile ilgili calismalar yapiimig ve noron koruyucu etkileri oldugu
gosterilmistir'>'%. Yakin zamanda yapilmis bir arastirmada HIBH olusturulmus
yedi glinliik sicanlara etanersept verilmesi ile apoptozisin azaldi§i gdsterilmistir*?.
Yangisal surecte dnemli rol oynayan bir baska sitokin olan trombosit uyarici
faktorin baskilanmasi da hipoksi-iskemiye karsi néronlari korumaktadir. Trombosit
uyarici faktdr baskilayicisi olan ABT-491'in HiBH’ye karsi koruyucu oldugu
yenidogan sicanlarda yapilan calismalarda gésterilmistir?®*?’. Trombosit kaynakli
blylme faktdri baskilayicisi olan trapidilin de HiBH'ye karsi koruyucu etkilerinin
oldugu yenidogan sicanlarda gosterilmistir'?®.

|) Hiperbarik Oksijen Tedavisi

iskemik kas hastaliklarinin tedavisinde hiperbarik oksijenin aralikli olarak
uygulanmasinin édemi ve nekrozu azalttigi gecmis yillarda gosterilmistir'®.
Yenidogan si¢an yavrularinda yapilan bir ¢alismada hipoksi-iskemi olusturulduktan
bir saat sonra hiperbarik oksijen tedavisi (HBO) uygulanmistir. Bu ¢alismada HBO
ile beyin hasarinin azaldig, islevsel testlerde iyilesme oldugu bildirilmistir**. Ancak
HBO’nun bu etkileri nasil sagladigi acik degildir. Yakin zamanda yapilan bagka bir
calismada HBO tedavisinin hipoksik iskemik olaydan ne kadar zaman sonraya
kadar etkili oldugu arastirilmistir. Bu calismada HiBH olusturulmus sicanlara
hipoksik iskemik olaydan ug, alti, 12 ve 24 saat sonra HBO tedavisi uygulanmistir.
Ug, alti, 12 saat sonra uygulanan HBO tedavisi ile beyin hasarinda azalma ve
davranig testlerinde iyilesme oldugu bildiriimistir. 24 saat sonra HBO
uygulanmasinin ise etkinliginin ¢ok az oldugu bulunmustur. Sonug¢ olarak HBO
tedavisinin ilk 12 saat icinde uygulanmasinin beyin hasarini azalttigi ve davranig
testlerinde iyilesme sagladigi bildirilmistir'>".

m) Blyume Faktorleri

HiBH olusturuimus hayvan calismalarinda cesitli bliyiime faktorleri ile tedaviler
denenmigtir (12-15). En ¢ok insulin benzeri biyume faktéri- 1 (IBF- 1), epidermal
bayume faktort (EBF), beyin kaynakli nérotrofik faktor (BKNF), vaskuler endoteliyal

bayume faktori (VEBF) ve fibroblast bluylime faktorleri Gzerinde durulmaktadir.
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Fibroblast Buylime Faktorleri

Fibroblast bluyume faktorleri polipeptit yapili blytime faktorlerinin biyik bir
ailesini olusturmaktadir*®?. 23 gesit fibroblast biiylime faktérii (FBF) tanimlanmistir
ancak bunlarin tamami tim omurgali canlilarda bulunmaz. Ornegin insanlarda FBF-
15, sicanlarda ise FBF-19 bulunmaz*****. En cok bilinen FBF'ler asidik FBF ve
bazik FBF’dir. Asidik FBF’nin izoelektrik noktasi 4,5- 6 iken, bazik FBF’nin
izoelektrik noktasi 9,6- 9,8'dir'*>. Asidik FBF; aFBF veya FBF-1, bazik FBF ise;
bFBF veya FBF-2 olarak ifade edilebilir*®.

FBF’ler hicre icerisinde cekirdekte ve stoplazmada bulunurlar. Hicrenin
olimi veya hasara ugramasi durumunda disari salinirlar™’. Parakrin veya otokrin
mekanizmayla almaglara baglanarak etki gosterirler'®®. Disari salinan FBF
molekulleri heparan sulfat proteoglikanlara (HSPG) baglanarak korunur ve hiicreler
aras! sivida FBF-HSPG olarak saklanirlar'®*. FBF'ler hiicre yiizeyinde bulunan
tirozin kinaz almaclarina baglanarak etkilerini gosterirler. FBF’lere cevap veren tim
hicre tipleri 6zgin FBF hiicre ylzey almacglan (FBFA) tasirlar. Dort tip FBFA
(FBFA1- FBFA4) bulunmaktadir. FBF'nin almaglara baglanmasinda heparin veya
heparan sulfat proteoglikanlarin kolaylastirici etkileri bulunmaktadir. Ayni HSPG
birden fazla FBF’ye baglanabilmektedir*4°*4*.

Fibroblast Buylume Faktori- 2

FBF-2 ilk kez sigir hipofizinden elde edilmistir'*>. Dért nanometre capinda,
hidrofobik dizilerin i¢ kisimda, yUklu dizilerin ise yluzeyde yer aldigi 146 aminoasitlik
bir polipeptit zincirden olusur**®. Uclarda amino ve karboksil terminali, ortada ise
merkezi kisim yer alir. FBF-2 yapisinda R-yapraklari olarak isimlendirilen serit
seklinde 12 adet aminoasit dizisi bulundurur. Birinci ile ikinci R-yapraklari ve 10 ile
11. R-yapraklari arasinda heparin baglanma bélgeleri bulunur'®?,

FBF-2 ilk olarak fibroblastlarda hiicre boélinmesini uyarici bir faktor olarak
tanimlanmigtir. Ancak sonraki yillarda ¢ok sayida hucrenin, dokunun ve organin
buylumesinde, yenilenmesinde ve iglevlerini yerine getirmesinde onemli bir faktor
oldugu anlasiimigtir. FBF-2 sinir hucrelerinin yagamlarini surdirmelerini saglar, yeni
damar yapimini, mezodermal sekillenmeyi, hicre boélinmesini, hicre goégunul
uyarir, yara iyilesmesini hizlandirnr**. Kisacasi FBF-2'nin yasamin devamini
saglayan onemli etkileri vardir. FBF-2'nin yoklugu olgunlasmis normal hucrelerin

apoptozisi ile sonuclanirken, FBF-2 verilmesi apoptotik uyarilara kargi hicrenin
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yasamini surdurmesini saglar. FBF-2’nin farkli hticre, doku ve organlar Gzerine olan

etkileri tablo 2 ve 3 de verilmistir'*®.
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Tablo 2: FBF-2'nin normal

apoptozisi énleyen etkileri*®®.

hiucrelerde yasamin devamini saglayan ve

Hucre/ doku/ organ

FBF-2'nin etkisi

Aciklama

Damar endotel hiicreleri

Koruyucu

Apoptozise karsi koruyucu

Damar diz kas htcreleri

Koruyucu

FBF-2 yoklugu apoptozis ile

sonuglanir

Kalp miyosit hiicreleri

(sicanlarda)

Lipopolisakkaritlere

kars! koruyucu

Lipopolisakaritler INOS tizerinden

apoptozisi aktiflestirmektedir

Fibroblast

Koruyucu

Bcl-2 artigl Uzerinden etki

Hipokampusta bulunan

Glutamatla iligkili hiicre

noéronlar Olumulne karsi
koruyucu
Oligodendrosit Koruyucu
Yenidodan schwan Koruyucu cAMP tarafindan apoptozisin
hicreleri (sicanlarda) aktiflestiriimesini onler
Astrositler Koruyucu
Retina epitel hiicreleri Koruyucu Endojen FBF-1’i arttirarak etkili
olabilir
Karotid cisimcigi kromaffin | Koruyucu FBF-2 ile birlikte ve dlslk oksijen
hlcreleri (perinatal yogunlugu bu hicrelerin
dénemdeki sicanlarda) yasamlarini surdirmelerini saglar
Astrosit 6ncil hicreleri Koruyucu
Oligodendroglia 6ncul Koruyucu Apoptozisi 6nler
hicreleri
Lensin epitelyum hiicreleri | Koruyucu Apoptozisi 6nler
Gonad hucreleri Koruyucu
Midenin enterokromaffin Koruyucu

benzeri hiicreleri

Overin grantiloza hicreleri

(sicanlarda)

Kendiliginden baslayan

apoptozisi dnler

Tirozin kinaza bagl bir

mekanizma ile
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Tablo 3: FBF-2’nin hiicre ¢ogalmasi ve hicre donlisimii Uzerine olan

etkileri*®.

Hicre/ doku/

organ

FBF-2'nin etkileri

Aciklama

ic kulagin duysal
epitel hicreleri

Hucre ¢gogalmasi ve
farklilagmasi Uzerine farkl
etkiler

FBF-2 hucre ¢ogalmasini
baskilarken 6ncul hiicrelerin
olgun hicrelere dontsumunu

uyarir

Osteoblastlar

Hucre ¢ogalmasi ve

farklilasmasi Uzerine farkl

Farkhlasmig hucrelerde

apoptozisi arttirirken, immatur

etkiler hicrelerde gogalmayi uyarir
Noral retina Apoptozisi arttirir Noral retinanin gelisim
(gelisim asamasinda potansiyel
doneminde) olumcul etkileri var (civciv

embriyosunda)

Miyofibroblast Apoptozisi arttirir FBF-2 damakta skar olusumu
(damak geligimi sirasinda apoptozisi arttirir
sirasinda)
Podositler Hasari arttirir Glomerulosklerozu ve protein

gecirgenligini arttirir

Gelisen kalp (fare

embriyosu)

Apoptozisi baskilar

FBF-2 ventrikil myokardinda
ve endokardiyal yastikta

apoptozisi baskilar

Parmaklar arasi Koruyucu Parmaklar arasi bolgeye FBF

hiicreler (embriyo) verilmesi ile bu alanda hiicre
6lumU ve doku hasarlanmasi
yavaslar

Kortekste bulunan | Koruyucu Apoptozisi 6nler

noronlar (sigan

embiriyosu)

Sempatik néronlar Koruyucu Norotrofinlere karsi duyarliligin

devamini saglar
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Merkezi Sinir Sisteminde Fibroblast Blytme Faktéri 2'nin Etkileri

Merkezi sinir sisteminde (MSS) en yaygin olarak bulunan fibroblast blylime
faktorlerinden biri FBF-2'dir**>. Dogum &éncesi ve dogum sonrasi dénemde MSS de
FBF-2 yaygin olarak bulunmaktadir**®. FBF-2’nin ulak RNA’sI korteks, hipokampiis,
striatum, talamus, sustantia nigra, olfaktor bulbus, pons, medulla oblongata, motor
ve duysal cekirdekler, hipofiz bezinin &n ve arka bdlimlerinde saptanmistir**’*>2.
FBF-2 yalniz néronlarda degil glial hiicrelerde de bulunmaktadir®>®. Dogum sonrasi
birinci ve dordincu gunlerde piramidal néronlarda, dogum sonrasi dérdunci gunde
ise astrositlerde FBF-2 varligi gosterilmistir’®. FBF-2 diger FBF'ler gibi 6zgiin
FBFA'lara baglanarak etki gosterir'>*. Eriskin merkezi sinir sisteminde FBFA-1,
FBFA-2 ve FBFA-3 diensefalon ve telensefalonda yiksek miktarda bulunurken
diger alanlarda daha dusuk dizeyde bulunur. FBF-2 hipokampusta yaygin olarak
bulunan FBFA-1’e yilksek gekimle bagdlanir™*.

MSS’de FBF-2’nin hicrelerin ¢ogalmasinda, buyUmelerinde, yasamlarini
surdurmelerinde, farklilasmalarinda énemli islevieri bulunmaktadir****°. FBF-2
embriyonal donemde farkli zamanlarda farkli etkiler gosterebilmektedir. Yapilan bir
¢alismada 15.5 gunluk sigan embriyosunun beynine ventrikdl i¢i FBF-2 verildiginde
ndronlarin, 20.5 gunlik sigan embriyosuna verildiginde ise glial hicrelerin gogaldidi
gosterilmistir®®. Dogum sonrasi dénemde de disaridan FBF-2 verilmesinin néron
yapimini arttirdi§i gosterilmistir™’. Deri altindan verilen FBF-2'nin hipokampusta

néron cogalmasini uyardi§i saptanmistir'>®

. Yenidodan siganlara anti FBF-2
uygulayarak i¢ kaynakli FBF-2'nin baskilandigi bir arastirmada hipokampusta néron
¢ogalmasinin %50 oraninda azaldigi gosterilmistir. Eriskin hipokampusundaki
noronal kok hdcrelerin gogalmasi icin de FBF-2'nin gerekli oldugu gosterilmistir.
FBF-2 embriyonal donemde ve dogum sonrasi erken donemde daha c¢ok
ndronlarin, erigkin dénemde ise glial hucrelerin gogalmasini uyarmaktadir. Ayrica
FBF-2 noronlari serbest radikallere, nitrik okside, hipoglisemiye, uyarici
aminoasitlere, hipoksiye ve iskemiye karsi da korur. MSS yaralanmalari sonrasinda
onarim surecinde FBF-2 6nemli rol oynar.

Orselenmeye Bagh Olusan Beyin Hasarinda Fibroblast Biiyiime Faktorii

2'nin Etkileri

FBF-2'nin orselenmeye bagl olusan beyin hasarinin onarilmasinda onemli

155,158-160

islevleri olduguna dair ¢ok sayida kanit bulunmaktadir . Yapilan bir

arastirmada 10 gunlik siganlarda iki tarafli motor korteks hasari olusturulduktan
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sonra yedi guin boyunca gunlik 10 ng/gr dozunda FBF-2 deri altina verilmis. FBF-2
verilen sicanlarda hasarli beyin alanlarinin azaldigi ve biligsel aktivitelerinin iyilestigi
saptanmistir'®.

Yapilan baska bir calismada yine 10 gunluk siganlarda iki tarafli motor korteks
hasari olusturulmustur. Hasarin olusturuimasinin ardindan bir gruba yedi gin
boyunca gunlik 10 ng/gr dozunda FBF-2 deri alti yoldan uygulanmistir. FBF-2
verilen grupta noroblastlarin lezyon alanina go¢ ettigi ve lezyon alanini
doldurduklar gérulmustir. FBF-2 verilmeyen grupta ise yeni hicrelerin ventrikilin
hemen altinda ve striatumda kaldiklari, hasarli alana go¢medikleri saptanmistir.
Sonug olarak FBF-2'nin hasarli alana hiicre gégini uyardigi, hasarli beyin alanini
azalttigi ve davranis deneylerinde olumlu sonuglar sagladigi gosterilmistir'®.

Hipoksi ve iskemiye Bagh Olusan Beyin Hasarinda Fibroblast Biiyiime

Faktori 2'nin Etkileri

Beynin diger bdlgelerindeki ndéronlara gore hipokampusta yer alan néronlar
iskemik zedelenmeye karsi daha hassastirlar'®'. Hipokampusta yasanan iskemi
hizli bir sekilde ndronlarin 6lumune yol agar ve bu FBF-2 gibi bir takim noéron
koruyucu bilytime faktorleriyle dnlenebilir*3*,

Wei ve arkadaglari siganlarda orta beyin arterini bagladiklarinda i¢ kaynakl
FBF-2 yapiminin arttigini gdstermislerdir'®?. Bu da iskemi sonrasinda FBF-2'nin
noron koruyucu etkilerinin oldugunu dasundurmektedir.

Bir arastirmada 18 gunluk sican embriyolarinin korteksinden alinan néronlar
kaltar ortamina konmus ve bu hicreler hipoksiye maruz birakildiklarinda FBF-2
yapiminin iki buguk kat arttigi bulunmustur. Ayrica disaridan FBF-2 verilmesi ile
hipoksiye baglh noéron olumdnun azaldigi gosterilmistir. Bu nedenle FBF-2'nin
hipoksik stres durumunda noéronlari koruyucu bir faktdér oldugu sonucuna
varilmistirt®s,

Jin-giao ve arkadaslari iskemik beyin hasari olusturduklari siganlara FBF-2
verdiklerinde beyinde hicre c¢ogalmasinin ve farkhlagmasinin  arttigini
gostermislerdir'®.

Sigcanlarin Biligsel ve Lokomotor Yetilerinin Degerlendirilmesi

Gunumuzde pek c¢ok davranis deneyi modeli ile siganlarin bilissel ve
lokomotor iglevleri degerlendirilebilmektedir. Bununla birlikte var olan davranis

modellerinin hicbirinin % 100 guvenilirlikleri bulunmamaktadir. Bilim ve teknolojideki
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ilerlemelerle hayvan davranis deneyi modelleri giderek istenen ideal dizeye
ulasabilecektir*?’.

Davranis deneylerinin siganlarin néromotor geligsimlerini tamamladiklari 80- 85.
gunlerden sonra yapilmasi Onerilmektedir. Davranis deneylerinde cinsiyete bagl
onemli farkhilklar olugsabilmektedir bu nedenle calismalarda genellikle erkek
sicanlar tercih edilmektedir'?’.

Calismaya alinacak siganlarin daha onceden yavrulayan ve onceki yavrulara
bakmis olan bir anneden alinmalari énemlidir. Aksi durumuda c¢alismaya alinan
sicanlarin anne tarafindan bakilmama ve Olme riski olabilecektir. Tum siganlar
benzer surede annelerinden ayrilmali, benzer sekilde beslenmeli ve benzer sayida
sican ayni kafese konmalidir. Boylece ndromotor gelisimlerini etkileyebilecek diger
faktorler mUmkdn oldugunca azaltiimalidir. Siganlar davranig deneylerinin
yapilacagi laboratuvara bir veya iki gun Once getirilerek ortama alismalari
saglanmalidir. Oda sicakhdr 23 +1°C olmali, 12 saatlik gece gundiz ritmi
saglanmali, ses, bekleme kosullari standardize edilmis olmalidir. Davranig deneyi
modelini uygulayan aragtirmacinin da her gurup icin ayni kisi olmasi, ayni renk giysi
giymesi, ayni parfUmu kullanmasi, her zaman ayni yerde durmasi gibi faktorlere de
dikkat edilmelidir'®”.

Sicanlarin bilissel ve motor yetilerinin degerlendiriimesinde Holeboard, Morris
su tanki, agik alan, rotator duzenegi, T labirent, ylkseltiimig arti labirent testi gibi
testler kullanilabilmektedir.

Acik Alan Testi

Sicanlarin duygusal durumunu, anksiyete davranislarini, otonom iglevlerini,
lokomotor aktivitelerine degerlendirmek amaciyla kullaniimaktadir'®. ik kez 1934
yiinda Hall ve arkadaglar tarafindan daire tabanh olarak tanimlanmig ancak
gunimuzde kare, dikdortgen sekillerde kullaniimaktadir. Dizenedin zemini cesitli
sayida, esit blyuklikte, kare seklinde kutucuga boélunmustir. Calismaya alinan
sigan bu duzenege 2- 20 dakika sureyle birakilir. Hayvanin tek bagina bilmedigi bir
ortama birakilmasi agorofobi denilen genis alan korkusunu tetikler ve anksiyete
davranigi gorulur. Dolasilan kare sayisi cgevreyi arastiricihigin olgisu olarak
degerlendirilir. Donakalma siganin higbir hareket yapmadan donup kaldigi, ¢evresi
ile iligkisini kestigi durumdur. Sahlanma siganlarin 6n pengelerini kaldirip arka
bacaklari Uzerinde kaldiklari pozisyondur.Cevreyi arastiricihgin belirtisi olarak kabul

edilir'®*1%°. Anksiyete igin; sahlanma sayisi, kasinma sayisi ve siiresi, kenarda kare
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gegcme sayisl, merkezde kare gegme sayisi incelenir. Otonom fonksiyonlar igin
kasinma, gaita ¢cikarma sayisina bakilir. Lokomotor aktivite i¢in kare gegcme sayisi,
donakalma suresi, katettigi yol ve hiz hesaplanir. Veri kayitlar bilgisayar
programlari araciliiyla yapilabilecegi gibi gozle takip edilerek ve suredlger
kullanilarak da yapilabilir*?’,

Morris Su Tanki Testi

Sigcanlarin 6grenme ve hafiza ¢alismalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Morris su tanki testi ile hafiza ve 6grenme deg@erlendirilebilir. Genellikle silindir
seklinde bir su tanki kullanilir ve icine 21- 26°C sicaklikta su doldurulur, oda
sicakhdl 23 +1°C’ye ayarlanir?’. Su tankinin igine su yiizeyinin 1- 2,5 cm kadar
altina hayvan tarafindan gorulmeyecek bir sekilde kare veya daire seklinde bir
yukselti yerlegtirilir. Hafizanin degerlendirimesinde su tanki hayali olarak dort
kadrana bolunur. Bir kadrana gizli yukselti sabit olacak sekilde yerlestirilir. Her gun
siganlar sirasiyla farkli bir kadrandan yuzleri su tankinin duvarina bakacak sekilde
birakilirlar ve gizlenmis sabit ylUkseltiyi bulmalari beklenir. Sicanlar suya her
birakildiklarinda yukseltiyi bulmalari igin beklenen sture esit olmalidir ve bu sure 30-
180 saniye arasinda belirlenebilir. Eger gizli yukselti bulunamaz ise deneyi
uygulayan kisi tarafindan sigan yonlendirilerek gizli yukseltiyi bulmasi saglanir.
Yukselti Uzerinde bekleme suresi her sigan igin egit olmak Uzere U¢ saniye ile 30
saniye arasinda belirlenebilir. Gun gectikge siganlarin gizli yikseltinin yerini
dgrenerek daha kisa siirede bulmalari beklenir?’. Hafiza deneyleri bes ile 13 giin

arasinda sirdirilebilmektedir'®>%°,

Deneyin son gununde yukselti yerinden
cikarilarak, eskiden yukseltinin bulundugu vyerde siganlarin ne kadar sure

gecirdikleri incelenir'?’.
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GEREC VE YONTEMLER

Galisma EKkibi: Bu ¢alisma Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklari, Fizyoloji, Farmakoloji, Histoloji- Embiriyoloji, Patoloji ve Beyin Cerrahisi
Anabilim Dallar tarafindan yiritilmastir. Calisma Mersin  Universitesi Tip
Fakultesi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari ve Fizyoloji Anabilim Dall
Davranis Laboratuvarinda gergeklestirilmigtir.

Etik Kurul Onay:i: Calisma igin Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan onay alinmigtir.

Gerecler: Deney sirasinda mikroskop, deri ve deri alti dokularin agilmasi ve
dekapitasyon igin pens, bisturi, sag karaotid arterin baglanmasi ve derinin
kapatilmasi igin 6-0 ipek ve portegu, ilag ve sivi uygulamalari igin 10ul ve 100u I'lik
Hamilton enjektoru, hipoksi odacigl, %8 oksijen %92 azot karisiminin bulundugu
gaz tanki, oksijen olger, hava iletimi igin baglanti hortumlari, sigan yavrularinin
Isitiimasi igin 1sitici su banyosu, hipoksi odacigi sicakhginin suarekli izlemi igin
elektronik termometre, ¢ikarilan beyinlerin saklanmasi icin saklama kaplari, agirlik
Olcumleri icin hassas terazi, sretil 6rtu ve eldivenler kullanildi. Lokomotor aktivite
Olcimu icin kare seklinde ve zemini100x100cm, kenar yuksekligi 40 cm, i¢c ylzeyi
siyah olan bir agik alan deney kutusu kullanildi. Ogrenme ve hafizanin
degerlendiriimesi i¢in ise daire seklinde 150cm ¢apli, 60 cm derinligi olan ve iginde
15 cm c¢apl bir yikselti bulunan Morris su tanki kullanildi.

Deney Hayvanlari: Calismaya yedi gunlik Wistar cinsi erkek si¢gan yavrulari
alindi. Hayvanlar davranis deneyleri yapilana kadar Mersin Universitesi Tip
Fakultesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda tutuldu. 24. ginden itibaren anne
yanindan ayrilarak her kafeste 4- 5 adet sigan olacak sekilde ayri kafeslere alindi.
Davranis deneylerinden iki gun 6nce hayvanlar ortama uyum saglamalari igin
Mersin Universitesi Tip Fakltesi Fizyoloji Anabilim Dali Hayvan Davranis Deneyleri
Laboratuvarina alindilar.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinin Olusturulmasi

Calismaya alinan yedi gunluk sigcan yavrularina isofluran inhalasyon anestezisi
uygulandi. Siganlarin sirtlari masaya sabitlenecek sekilde kol ve bacaklarindan
flaster ile masaya yapistirildi (Resim 1). Boyun orta hattan kesi yapilarak mikroskop
altinda sag karotid arter bulundu (Resim 2). Sham Grubu hari¢ diger tim siganlarin

sag karotid arterleri baglandi (Resim 3). Bu islemden sonra Sham Grubu digindaki
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tum siganlar hipoksi odacigina alindi. Hipoksi odaciginin sicakligi ve oksijen orani
surekli olarak izlendi. Odacik sicakhginin 33,5+ 0,5 °C ve oksijen duzeyinin ise % 8
olmasi saglandi. iki saatlik hipoksi siireci sonrasinda sicanlar odaciktan ¢ikartildi ve
anne yanina verildi. Olusturulan HIBH’nin gdsterilmesi ve ndronal apoptozisin
degerlendirmesi igin iki saatlik derlenme sureci sonrasinda her gruptan Uger sican
servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulanarak dekapite edildi. Beyin, buatlinlukleri
bozulmadan %10’luk formaldehit igeren kaplara koyuldu. Cikarilan beyinlerde
TUNEL ve Kaspaz-3 yontemleri ile immunohistokimyasal olarak apoptoz

degerlendirildi.

Resim 1: Sag karotid arterin baglanmasi i¢in deney masasina sabitlenen yedi

gunliik sigan yavrusu goriilmekte.
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Resim 2: Sag karotid arterin bulunmasi.

Resim 3: Sag karotid arterin baglanmasi.

Deney Plani ve Uygulama Takvimi

78 adet yedi gunluk Wistar cinsi sigan yavrulari rastlantisal olarak dort gruba
ayrildi. Sham Grubu digindaki tiim sigcanlarda HiBH olusturuldu.

Grup M (n=17): HIBH olusturulduktan bes giin sonra motor Kkorteks igine
astrosit bulunmayan taze hicre kualtira sivisi (medium) verilen grup (Medium
Grubu).
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Grup A (n=22): HiBH olusturulduktan bes giin sonra motor korteks icine BrdU
(5-Bromo-2’-deoxyuridine) ile isaretlenmis ¢cok yonll astrosit kok hicresi ve periton
icine fosfat tampon soltisyonu verilen grup (Astrosit Grubu).

Grup AF (n=24): HIBH olusturulduktan bes giin sonra motor korteks igine
BrdU ile isaretlenmis ¢ok yonllu astrosit kdk hlcresi ve periton igine fibroblast
blyume faktori-2 verilen grup (Astrosit + FBF Grubu).

Grup S (n=15): Anestezi sonrasinda boyun diseksiyonu yapilarak sag karotid
arteri bulunan ancak baglanmayan, hipoksi uygulanmayan ve boyun diseksiyonu
isleminden bes guin sonra motor korteks igine igne batirilan grup (Sham Grubu).

Grup A ve AF’den astrosit kdk hticre verilmesi isleminden G¢ gun ve iki hafta
sonra uger sican dekapite edilerek isaretli hucrelerin yerlesimleri incelendi. TUum
gruplardaki siganlara 10. haftada acik alan, 12. haftada 6drenme ve hafiza
deneyleri yapildi. 14. haftada her gruptan Ucger sican dekapite edilerek beyin
agirhiklar 6lguldi ve makroskopik olarak incelendi. Kalan siganlarin verilen kok
hicrelere bagh tumor gelisim riski acisindan takip edilmeleri ve kendiliginden
olumleri durumunda otopsilerinin yapilmasi planlandi. Deney uygulama takvimi

Sekil 3'te gosterilmigtir.

L P Beyin ve wicut adirlklannn
Kk hilcre yerlagiminin Lk alan davranig deneyler Al yn J
dederlendirimesi HiGLMmU
15 gin 10.hafta 14, hafta
7.gin 12.90n 26 .gun 12 hafta
Hipokzi-izkemi Astrosit kik hilcre Kok hicre gdgindn Ofrenme ve hafiza deneyler
verimesi dederlendirimesi

Sekil 3: Deney uygulama takvimi.




Astrosit Hicre Kiilturuniin Hazirlanmasi

Astrosit hicre kdltarandn hazirlanmasi icin Wistar cinsi bir ganlik erkek
sican yavrulari alindi. Sican yavrulari karbondioksit odasinda oldurulerek % 70
etanol dolu kaba konuldu. Kafataslari kesilerek kafatasi icerigi disariya alindi ve
medium ile yikanarak kan ve diger dokulardan temizlendi. Olfaktor lob, beyincik,
bazal ganglionlar uzaklastirildi. Beynin kalan korteks kismi medium ile dilue
edildi ve ekim yapildi. 16 gun sonra hucrelerin sikigik duruma geldikleri goruldu.
Astrositleri isaretlemek amaciyla hasat donemine kadar mediuma BrdU eklendi.
Hasat icin hucreler Trypsin-EDTA ile kaldirilarak sayim yapildi ve 3000 rpm’de
10 dakika cevrildikten sonra Ustte kalan kismi dokulerekullde 50 .000 hicre
olacak sekilde hazirlandi.

BrdU Pozitif Cekirdege Sahip Hiicrelerin Gosterilmesi

Uretilen hiicrelerin BrdU pozitif gekirdeklere sahip oldugunu géstermek igin
monoklonal fare anti BrdU primer antikoru (Novocastra kat: NCL-BrdU) 1:200
oraninda kullanilarak immunohistokimyasal isaretleme yapildi. Ayrica bu hicrelerin
astrosit olduklarini kanitlamak icin de, sadece astrositlerde bulunan bir ara filaman
olan glial fibriler asidik proteine (GFAP) karsi Uretiimis monoklonal fare anti GFAP
antikoru (Santa Cruz kat: sc-33673) 1:200 oraninda sulandirilarak isaretleme
yapildi. Yapilan isaretlenmeler incelendiginde, BrdU antikoru ile boyanan
petrilerdeki hucrelerin tamamina yakininin BrdU pozitif ¢ekirdeklere sahip oldugu
goruldu. Negatif ¢ekirdek sayisi ise olduk¢a azdi (Resim 4). GFAP igin yapilan
isaretlemede ise hlcrelerin tamamina yakin kisminda sitoplazmik olarak filament6z

bicimde yogun GFAP isaretlenmesine rastlandi (Resim 5).

47



100 uin

Resim 4: Kilture astrositlerde anti BrdU antikoru ve DAB kromojeni
kullanilarak yapilan immunohistokimyasal isaretlemede c¢ok sayida pozitif
hiicre c¢ekirdegi gorulmekte (X200) (BrdU: Bromodeoksiuridin, DAB:
Diaminobenzidin).

—_— —

100 wim

Resim 5: Kiulture astrositlerde anti GFAP antikoru ve DAB kromojeni
kullanilarak yapilan immunohistokimyasal isaretleme. Hemen tim hiucrelerin
sitoplazmalan filamentoz GFAP proteini tarafindan doldurulmus (X200)
(GFAP: Glial fibriler asidik protein, DAB: Diaminobenzidin).
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Motor Korteksin Yerinin Belirlenmesi

Motor korteksin yerinin belirlenmesi amaciyla 12 gunluk bagka bir sicana
ketamin ile genel anestezi uygulandi. Sicanin kafatasi acilarak beyin ortaya
cikarildi. Ust ekstremitedeki kaslarin uyarilimasi icin bipolar igne elektrotlari
kullanildi. BIOPAC MP 100 sistem stimulatorine baglanan bu elektrotlar araciligiyla
kaslara 0.5 ms sureli ve 0.5 V siddetinde kare puls seklinde bir elektriksel uyaran
uygulandi. Bu uyariya karsi olusan potansiyel dedisiklikler dogrudan korteks
Uzerine yerlegtirilen kuaguk plaka seklindeki elektrotlarla kaydedildi. Bu kayitlar
Isiginda motor korteksin yeri belirlendi. Siganlarin motor korteksi gézin lateral
epikantuslarini birlestiren hattin 2 mm arkasi olarak belirlendi.

Cok YOnlu Astrosit Kok Hicre Verilmesi

1 pl'de 50.000udre olacak sekilde hazirlanan ¢ok yonlu astrosit kok
hicreler 2 pl hacminde (100.000 hucre) sag beyin yarisinin motor korteksi igine
Hamilton enjektort ile verildi.

Fibroblast Buyime Faktdra- 2'nin Verilmesi

Fibroblast buyume faktori- 2 (Recombinant Human FGF basic 146 aa, katolog
numarasi: 233-FB-025) igerisinde %0.1 oraninda sigir albumini bulunan fosfath tuz
tamponu (PBS- phosphate buffered saline solution) ile mililitrede 10 pg olacak
sekilde hazirlandi. AF Grubu'ndaki siganlara astrosit kok hlcre verilmesi

isleminin ardindan periton igine 10ng/gr dozunda FBF-2 verildi.

Siganlara Verilen isaretli Astrositlerin immiinofloresan Yéntemle

Gosterilmesi

Cok yonlu astrosit kok hacrelerinin verilmesinden 3 ve 14 gin sonra anestezi
altinda paraformaldehit ile kardiyak perfizyon yapildiktan sonra beyinleri
bekletiimeden cikartildi. Cikartilan beyinler hemen fosfatli tuz tamponunda (PBS)
hazirlanan %4’liik paraformaldehit soliisyonuna konarak +4 °C’'de 48 saat tespit
edildi. Daha sonra %20lik siikroz solisyonunda bir gece yine +4 °C'de
bekletildikten sonra %0.1 sodyum azid iceren %30’luk stikroz soliisyonuna konuldu.
Beyinler once sag ve sol yarim kurelere ayrildi. Hucrelerin verildigi sag yarim
kurelerde ilki enjeksiyonun yapildigi noktaya, ikincisi hipokampus hizasina denk
gelecek bigimde iki noktada koronal duzlemde kesi yapildi. Elde edilen bu
dokulardan enjeksiyon noktasi ve hipokampus seviyesinden kriyostat ile 20 um’lik

kesitler adheziv kapli lamlara alindi. Kesitlere immunofloresan isaretleme yapildi.
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Histopatolojik Degerlendirme

Cikarilan beyinler sicanlarin hangi gruptan oldugunu ve siganin hangi karotid
arterinin baglandigini bilmeyen bir patolog tarafindan degerlendirildi. Subtalamik
cekirdekler, hipokampus ve parietal korteksi temsil eden bir veya iki drnek takip
islemine sokuldu. Hipoksik iskemik hasara daha duyarh oldugu icin bu boélgedeki
noronlar secildi. Rutin takip isleminde beyin dokulari alkol, ksilol ve parafin
solusyonlarinda bekletildiler. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen bes mikron
kalinhgindaki kesitler rutin hematoksilen eozin histokimyasal boyasi ile boyandi.
Preparatlar 1s1k mikroskopik duzeyde (Nikon Eclipse 80i) incelendi. Koronal
kesitlerde rutin boya ile néronal morfolojik degisiklikler not edildi.

TUNEL Yontemi

Noronlardaki DNA pargalanmasini gdstermek igin Terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP end labeling (TUNEL) yontemi (in situ apoptosis
detection kit, Biogen, katalog no S7101) uygulandi. Bes mikron kalinhgindaki
koronal beyin kesitleri, deparafinizasyon ve alkol takip islemleri ardindan
proteinkinaz K ile 15 dakika oda sicakhginda inkube edildi. Kromojen olarak 3,3-
diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB), zemin boyasi i¢in metil yesili kullanildi.
Kesitler kapama maddesi ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak germinal merkezleri
belirgin tonsil kesitleri kullanildi.

Kaspaz- 3 Yontemi

Bes mikron kalinhigindaki koronal beyin kesitlerine deparafinizasyon ve alkol
takip islemleri ardindan Avidin Biotin kompleks immuin peroksidaz ydntemi ile
poliklonal tavsan antikoru, Kaspaz antikoru (1:100 dilisyon, Neomarkers, RB-1197-
BO) uygulandi. immin histokimyasal boyama yénteminde Lab-Vision, Ultravision
Large Volume Detection System Anti- Polyvalent, HRP biyokimyasal kit, zemin
boyamasi igin Mayer hematoksilen kullanildi. Preparatlar Nikon E 600 g1k
mikroskop ile degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak germinal merkezleri belirgin tonsil
kesitleri kullanildi.

Apoptozisin Degerlendirilmesi

Koronal beyin kesitleri TUNEL yontemi ve Kaspaz imminohistokimyasal
boyama islemlerinden sonra 11k mikroskobunda degerlendirildi. Her iki beyin yarisi
ayri ayri degerlendirildi. Her iki taraftaki subtalamik c¢ekirdekler, hipokampus ve
parietal korteksteki TUNEL ve Kaspaz ile boyanan hucreler sayildi. Sayim igin

kesitler 1sik mikroskopik dlizeyde dnce klguk buyutmede ve x 40 blyutme alaninda
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taranarak sag ve sol yari i¢in sayim yapilacak alanlar segildi. Sayim igin uygun bes
alan X 400 buyuatme (her blyuk buyitme =152um?, toplam alan 760 um?) tarand.
TUNEL ve Kaspaz ile boyanan toplam néronlar sayildi.

Atrofinin Degerlendirilmesi

Davranis deneylerinin tamamlanmasinin ardindan 14. haftada her gruptan
ucer sican dekapite edildi ve ¢ikarilan beyinler tartildi ve makroskopik degisiklikler
acisindan incelendi.

Davranis Deneyleri

Davranis deneylerine baslamadan iki gun énce deneyin uygulanacagi gruptaki
sicanlar davranis deneyleri laboratuvarina getirilerek ortama aligmalari saglandi.
Tum deneyler suresince siganlar ayni arastirmaci tarafindan duzeneklere konuldu.
Davranis deneyleri tim gruplara saat 09.00 ile 14.00 arasinda yapildi.

Acik Alan Deneyi

Aclk alan davranis deneyi ile siganlarin lokomotor aktivitelerinin
degerlendiriimesi amaglandi. 10. haftasini dolduran siganlarin 100x100cm’lik
zeminde bes dakika sureyle kat ettikleri mesafe (cm) ve hareket hizlari (cm/sn)
kaydedildi.

Ogrenme ve Hafiza Deneyleri

Sicanlar dogum sonrasi 12. haftalarini tamamladiklarinda 6grenme ve hafiza
deneylerine baglandi ve beg gun sureyle uygulandi. 42 cm derinligi olan tank 22°C
sicakhigindaki su ile dolduruldu. Bilgisayar ekranina aktarilan géruntude tank bati,
kuzey, dogu ve guney olmak Uzere dort esit kadrana ayrildi. Deneyin ilk dort
gununde 15 cm capl gizli yukselti 40 cm yukseklige ayarlanip dogu kadraninin orta
noktasina yerlestirildi. Deneyin ilk guinu tum si¢anlar bati kadranindan bagslayip saat
yonunde ilerleyerek her kadrandan gtnde bir kez olmak Uzere toplam dort kez,
baslari su tankina dénulk olarak suya birakildi. Siganlar her suya birakilista en ge¢
60 saniye icinde gizli ylUkseltiyi bulmalari beklendi. 60 saniyelik sirede yukseltiyi
bulamayan siganlarin elle yonlendirilerek yukseltiyi bulmalari ve orada 15 saniye
kalmalari saglandi. Deneyin 2, 3 ve 4. gunlerinde atiglar saat yonunde degigtirildi ve
her gun farkh bir kadrandan atis yapildi. Dért gun boyunca her atigta yuUkseltiyi
bulma sureleri (YBS) kaydedildi. Deneyin besinci gini dogu kadranindaki gizli
yukselti su tankindan ¢ikarildi. Tum siganlar bati kadranindan suya birakilarak 60
saniye sureyle suda kalmalari saglandi. Eskiden yukseltinin bulundugu dogu

kadraninda gegcirilen sure (sn) kaydedildi.
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istatistiksel Yontemler

istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) for
Windows paket programinda yapildi. Veri sayisinin yeterli oldugu durumlarda
verilerin ortalama * standart sapma (SS) degerleri hesaplandi ve p degerinin
0.05’in altinda olmasi anlamli kabul edildi.

Acik alan deneyinde kat edilen mesafe ve hizlarin karsilastirilmasinda varyans
analizi (ANOVA) testinden yararlanildi.

Ogrenme ve hafiza deneyinde bir, iki, iic ve dordiincii ginlerin verileri
tekrarlanan oOlcimli varyans analizi (repeated measures ANOVA) testi ile ve

besinci gun verileri ise varyans analizi (ANOVA) testi ile degerlendirildi.
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BULGULAR

Baslangigta calismaya alinan 78 adet yedi gunlik sigan yavrularindan altisi
cesitli nedenlerle oldu ve 24’G planlandidi gibi dekapite edildi. Kalan 48 sicana
davranis deneyleri yapildi.

Grup M’de deneyin baslangicinda alinan 17 sicandan ikisi hipoksi-iskemi
islemi sirasinda 6ldi. Ug sican hipoksi-iskemi igleminin ardindan dekapite edildi.
Kalan 12 sigana davranis deneyleri yapildi.

Grup A’da baslangigta alinan 22 sigandan biri hipoksi-iskemi iglemi sirasinda
6ldi. Ug sigan hipoksi- iskemi isleminin ardindan, (i¢ sican kok hiicre verilmesinden
sonraki Uguncu gun, U¢ sigan ise kok hucre verilmesinden iki hafta sonra dekapite
edildi. Bir sican sonraki gunlerde bilinmeyen bir nedenle oldu. Kalan 11 sigan
davranig deneylerine alindi.

Grup AF’de baslangigta alinan 24 sigandan ikisi hipoksi-iskemi iglemi
sirasinda 6ldi. Ug sigan hipoksi- iskemi isleminin ardindan, ¢ sican kok hiicre
verilmesinden sonraki Gguncu gun, Ug sigan ise kok hucre verildikten iki hafta sonra
dekapite edildi. Kalan 13 si¢can davranis deneylerine alindi.

Grup S’de baslangigta alinan 15 sigandan UglU anestezi ve boyun diseksiyonu
islemlerinin ardindan dekapite edildi. Kalan 12 sigan davranis deneylerine alindi.

Apoptoz Bulgulari

Hipoksi- iskemi uygulamasini takiben dekapite edilen yedi gunluk siganlarin
beyinleri makroskopik olarak normal gorinimdeydi (Resim 6). Yapilan koronal
kesitlerde de normal makroskopik bulgular vardi ve kanama, 6édem, infarkt alani
saptanmadi. Rutin hematoksilen eozin boyasi ile apoptotik néronlar normal
morfoloji goOsteren ndéronlara gore yuvarlak sinirli, nukleer kondansasyon ve
sitoplazmik buzusme gdstermekteydi. Normal goérinimli néronlarda TUNEL ile
pozitif boyanma gdzlenmezken, apoptotik hiicrelerin gcogu TUNEL ile nikleer pozitif
olarak boyandi. Kaspaz-3 ile apoptotik noronlarda sitoplazmik ve nikleer pozitif
boyanma izlenirken, normal néronlarda boyanma izlenmed..

TUNEL Yontemiyle Beyindeki Apoptotik Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Hipoksi-iskemi uygulanan gruplarda (Grup M, A ve AF) TUNEL yontemi ile
saptanan apoptotik hucre sayisi Sham Grubuna (Grup S) gore daha fazlaydi

(Resim 7, 8). Hipoksi- iskemi uygulanan gruplarda sag beyin yarisinda sola gore
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daha fazla apoptotik hiicre gozlenirken, Sham grubunda her iki beyin yarisinda
benzer sekilde ¢ok az sayida apoptotik htcre bulunmaktaydi.

Resim 6: Dogumu takiben yedinci glinde hipoksi iskemi iglemi uygulanan ve

ardindan dekapite edilen bir siganin beyni normal yapida goériinmekte.

Kaspaz-3 immiinohistokimya Yéntemiyle Beyindeki Apoptotik Hiicrelerin

Degerlendirilmesi

Hipoksi-iskemi uygulanan gruplarda (Grup M, A ve AF) Kaspaz-3
immiinohistokimya yéntemi ile saptanan apoptotik hiicre sayisi Sham Grubuna
(Grup S) gore daha fazlaydi (Resim 9, 10). Hipoksi- iskemi uygulanan gruplarda
sag beyin yarisinda sola goére daha fazla apoptotik hlicre goézlenirken, Sham
Grubunda her iki beyin yarisinda benzer gekilde ¢cok az sayida apoptotik hicre

bulunmaktaydi.
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Resim 7: Hipoksi- iskemi sonrasinda erken donemde beyinde olusan

cok sayida apoptotik hiicre (TUNEL yontemiyle) goriilmekte.

‘3 8

Resim 8. Sham grubuna ait bir sican beyninde az sayida apoptotik hiicre

(TUNEL y6ntemi ile) gorilmekte.
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Resim 9: Hipoksi- iskemi sonrasinda erken donemde beyinde ¢ok sayida

apoptotik hiicre (Kaspaz- 3 immiinohistokimya yontemi ile) goriilmekte.

Resim 10: Sham grubuna ait bir sican beyininde az sayida apoptotik hiicre
(Kaspaz- 3 immiinohistokimya yontemi ile) goriilmekte.
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Cok Yonliu Astrosit Kok Hucre Verilmesinin Uglinct Gintinde Verilen

Hucrelerin Yerlesimlerinin Degerlendirilmesi

K&k hlcre verilmesi isleminin ardindan Ugunci ginde Grup A ve AF’den
dekapite edilen Uger sigcanin beyinleri butunlikleri bozulmadan c¢ikarildi. Beyinler
makroskopik olarak incelendiginde sag beyin yarikurelerinin daha kiglk oldugu
gozlendi (Resim 11). Beyin kesitleri incelendiginde sadece enjeksiyonun yapildidi
bdlgede BrdU pozitif gekirdege sahip hicreler goruldi (Resim 12).

Resim 11: Kok hiicre verilmesi isleminden li¢ gun sonra c¢ikarilan sigcan

beyninin sag yarikiiresi daha kiigiik olarak gorulmekte.
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Resim 12: Cok yo6nli astrosit kok hlcrelerin verilmesinden ¢ gin sonra
beyindeki enjeksiyon yerinden alinan kesitte BrdU ile isaretli hicreler

gorulmekte (BrdU: Bromodeoksidridin).

Cok Yonlii Astrosit Kok Hiicre Verilmesinden iki Hafta Sonra Hiicrelerin

Yerlesimlerinin Degerlendirilmesi

Kok hicre verilmesi isleminden iki hafta sonra Grup A ve AF’den dekapite
edilen Uger sigcanin beyinleri butunlukleri bozulmadan ¢ikarildi. Cikarilan beyinlerin
sag yarikurelerinin kaguldugu ve sinirlarinin dizensiz oldugu goéruldu (Resim 13).
Beyin kesitleri incelendiginde enjeksiyonun yapildigi bélgede BrdU pozitif cekirdege
sahip hi¢bir hicre gorulmedi. Hipokampusa yakin bolgeden gecen kesitlerde ise

BrdU pozitif gekirdege sahip hucreler goruldu (Resim 14).
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Resim 13: Kok hiicre verilmesi igleminden iki hafta sonra ¢ikarilan bir sigan

beyninde sag yarikiirenin kug¢iik ve sinirlarinin diizensiz oldugu goriilmekte.

Resim 14: Cok yonlu astrosit kok htcrelerin verilmesinden iki hafta sonra
hipokampusa yakin bolgeden gecen kesitte nekroz alaninin gevresine BrdU ile

isaretli hiicrelerin gog ettikleri gorulmekte (BrdU: Bromodeoksiuridin).
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Acik Alan Deneyi Bulgulari

Dogumu takiben 10. hafta sonunda yapilan agik alan deneylerinde katedilen

mesafe incelendiginde en uzun mesafeyi Grup S’nin kat ettigi goruldi. Grup S'yi

sirasiyla Grup AF, A ve M takip etmisti ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamh fark yoktu (p=0,87). Gruplarin hareket etme hizlari incelendiginde en hizli

olan Grup S ve onu takiben sirasiyla Grup A, AF, M idi, ancak gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p=0,86). Gruplarin katettikleri mesafeler

ve hizlari Tablo 4, Sekil 4 ve 5 de verilmigtir.

Tablo 4: Gruplara gore siganlarin katettikleri ortalama mesafeler ve hizlar.

Katedilen mesafe (cm)

Hareket hizi (cm/sn)

Grup M 2071+ 935 6,95+ 3,14
Grup A 2120+ 585 7,19+1,94
Grup AF 2127+ 833 7,15+ 2,79
Grup S 2305+ 458 7,76 £ 1,52
p 0,87 0,86

Katedilen mesafe (cm)

2500

1504

1000

GrupM  GrupA Grup AF Grup S

60




Sekil 4: Acik alan deneyinde sicanlarin katettikleri mesafelerin gruplara gore

dagilhimi.

cm/s

Grup M Grup A Grup AF Grup S

Sekil 5: Acgik alan deneyinde siganlarin hareket hizlarinin gruplara gore
dagihimi.

Morris Su Tanki Ogrenme ve Hafiza Deneyi Bulgulari

Her grup icin ayri ayri birinci, ikinci, t¢incu ve doérdincli ginlerde ortalama
yukseltiyi bulma suireleri hesaplandi. Tum gruplarda ortalama yukseltiyi bulma
sureleri gun ilerledikge istatistiksel olarak anlamli derecede kisaldi (p<0,001).

Birinci gun gruplarin yukseltiyi bulma sureleri incelendiginde yukseltiyi en
cabuk Grup S ve ardindan sirasiyla Grup M, AF ve A bulmustu ancak aralarindaki
fark istatistiksel olarak anlaml degildi (p=0,59).

ikinci giinde yiikseltiyi en cabuk Grup S ve ardindan sirasiyla Grup AF, M ve A
bulmustu ancak aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamh degildi (p=0,073).

Ucuincti giinde yiikseltiyi yine en ¢cabuk Grup S ve ardindan sirasiyla Grup AF,
M ve A bulmustu. Grup S’'deki siganlar yukseltiyi 14.2+6.0 saniyede bulurken,
digerleri sirasiyla 22.9+14.3, 26.7+£10.6, 36.3+21,9 saniyede bulmuglardi.
Yukseltiyi en cabuk bulan Grup S’deki siganlar ile ylUkseltiyi en ge¢ bulan Grup
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A’daki siganlar arasinda yukseltiyi bulma sireleri agisindan istatistiksel olarak
anlamh fark vardi (p=0,01).

Dordunci gunde yukseltiyi bulma sireleri incelendiginde yine en ¢abuk Grup
S ve ardindan sirasiyla Grup AF, M ve A bulmustu. Grup S’deki siganlar yukseltiyi
9.2+5.2 saniyede bulurken, digerleri sirasiyla 21.7 £16.1, 24.0+14.2, 32.3t 22.7
saniyede bulmuslardi (Tablo 5, Sekil 6). Yukseltiyi en ¢abuk bulan Grup S’deki
siganlar ile yUkseltiyi en ge¢ bulan Grup A’daki siganlar arasinda yukseltiyi bulma
sureleri agisindan istatistiksel olarak anlaml fark vardi (p=0,007).

Birinci gun ile doérduncu gun arasindaki yukseltiyi bulma siresi farki
incelendiginde Grup S’deki siganlar en ¢ok 6grenmis ve 1. gline goére 4. gln
33.8£14.0 saniye daha kisa suUrede yukseltiyi bulmustu. Grup S’nin ardindan en
basarili olanlar sirasiyla Grup AF ve M idi. Grup A ise en basarisiz gruptu ancak

gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlaml degildi (p=0.098) (Sekil 7).

Tablo 5: Morris su tanki 6grenme ve hafiza deneylerinde gruplarin giinlere
gore ortalama yukseltiyi bulma sureleri ve bir ile dordiincu giin arasindaki

yukseltiyi bulma suresi farklari.

Yukseltiyi bulma sureleri (saniye) 1- 4.guin arasindaki

yukseltiyi bulma
1. gun 2. gun 3.gln 4.gun suresi farklari

Grup M | 46,7+11 | 38.5+12 | 26.7+10 24.0+14 | 22.6+15

Grup A 50,7+10 | 38.1+21 | 36.3+21 32.3+22 | 18.3+17

GrupAF | 49,015 |34.0£15 |22.9+14 21.7+¥16 | 27.3+12
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Grup S 43,1+10 | 21.6+7 14.2+6 9.2+5 33.8+14
P 0,596 0,073 0,01 0,007 0.098
Saniye
50
45
gg =+—GrupM
-=GrupA
30 G pAF
25 G”‘p <
-
20 rup
15

10

Giin 1

Giin 2

Gin 3

Giin 4

Sekil 6: Morris su tanki 6grenme ve hafiza deneylerinde gruplarin giinlere

gore yiikseltiyi bulma sirelerinin karsilastiriimasi.
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Grup A Grup AF Grup S

Sekil 7: Morris su tanki deneyinde bir ile dordiincii gun arasindaki ylikseltiyi

bulma siuresi farkinin gruplara gore dagilimi.

Hafiza deneyinin besinci guninde siganlarin eskiden yukseltinin oldugu dogu

kadraninda gecirdikleri sure incelendi. Dogu kadraninda engok zamani Grup S’deki

siganlarin gegirdigi, onu sirasiyla Grup AF ve A'daki siganlarin takip ettigi saptandi.

Dogu kadraninda en az zamani ise Grup M’deki siganlar gecirmisti, ancak bu

sureler arasinda istatistiksel olarak anlamh fark yoktu (p=0,51) (Tablo 6, Sekil 8).

Tablo 6: Morris su tanki 6grenme ve hafiza deneyinin besinci gliniinde

siganlarin gruplara gére dogu kadraninda gegirdikleri siireler.

Dogu kadraninda gegirilen siire (saniye)

Y
Grup M 15,93+ 4,37
Grup A 15,96+ 7,51 0,51
Grup AF 18,45+ 9,04
Grup S 19,80+ 8,06

64




Saniye
25 -

204
151

104

Grup b

Grup A Grup AR Grup S

Sekil 8: Morris su tanki 6grenme ve hafiza deneyinin besinci gliniinde

siganlarin gruplara gore dogu kadraninda gegirdikleri siireler.

Siganlarin Beyin Agirliklari ve Makroskopik inceleme

Her gruptan 14. haftalarini tamamlamis U¢ si¢gan dekapite edilerek beyin

batinltkleri bozulmadan ¢ikarildi. Cikarilan beyinler makroskopik olarak incelendi.

Grup S'’ye ait sigan beyinleri normal olarak izlenirken, dogum sonrasi yedinci ginde

HIBH olusturulmus olan Grup M, A ve AF’ye ait sigan beyinlerinin sag beyin

yarilarinin kigulmas oldugu goéruldu (Resim 15). Grup M’ye ait sigan beyinlerinin

sag yarikureleri diger gruplara gore daha kugulmus ve sinirlari daha dizensiz

gorunumdeydi. Beyin agirliklarina bakildiginda Grup S’nin beyin agirliklarinin en

fazla oldugu Grup M'nin ise en az oldugu goruldu (Tablo 7).

Tablo 7: Gruplara gore siganlarin ortalama beyin agirliklari.

Miligram
Grup M 1269
Grup A 1357
Grup AF 1427
Grup S 1641
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Siganlarin Vucut Agirliklari

Siganlar yedi gunlik iken ¢alismaya alindiklarinda ortalama vicut agirliklan
12,5 + 0,9 gram idi ve gruplar arasinda anlamli fark yoktu. Siganlar 14. haftada
tekrar tartildiklarinda Sham Grubundakiler diger gruplardakilerden istatistiksel
olarak anlamli derecede daha agirdi (p<0,001). Diger gruplar arasinda agirhk

acisindan anlaml fark yoktu (Tablo 8).

Tablo 8: Gruplara gore siganlarin ortalama viicut agirliklari.

Gram
Grup M 236,7+ 25,8
Grup A 240,8+ 36,3
Grup AF 262,3+ 28,8
Grup S 300,5+ 37,6
p <0,001

Grup AF

Resim 15: 14. haftada her gruptan ¢ikarilan sigan beyinlerinden birer 6rnek
makroskopik olarak izlenmekte. Grup S’ye ait sican beyni normal olarak
izlenirken diger gruplardaki sigan beyinlerinin sag yarikiirelerinin kiuguldugu
gorulmekte. Grup M’den cikarilan sigan beyninin sag yarikuresinin diger

gruplara gore daha kiiguik ve sinirlarinin daha dizensiz oldugu goriilmekte.
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TARTISMA

Tdm dunyada yenidogan Oolumlerinin ve sakatliklarinin 6nde gelen
nedenlerinden biri perinatal donemde meydana gelen hipoksik iskemik
ensefalopatidir’. Son yillarda gebe ve yenidogan izleminde kaydedilen ilerlemelere
karsin gorulme sikhdinda buyuk bir degisiklik olmamistir ve ne yazik ki istenen
diizeyde etkili bir tedavi ydntemi bulunmamaktadir'. Yakin zamana kadar destek
tedavisi diginda bir tedavi segenegi bulunmazken, HIE'nin fizyopatolojisinin daha iyi
anlasiimasi ile birlikte ¢cok sayida tedavi yontemi gelistirilmistir. Bunlardan arasinda
N-asetil sistein, allopurinol, magnezyum sulfat, eritropoetin, melatonin,
desferoksamin, ksenon, nitrik oksit sentaz baskilayicilar, kalsiyum kanal
kapaticilari, serbest radikal temizleyicileri, sogutma tedavisi, kok hucre nakli ve
bilylime faktorleri tedavileri sayilabilir®,

Perinatal HIE'de en énemli sorun néronlarin ve glial hicrelerin élmeleri, buna
karsilik beynin Olen hucrelerin yerine yenilerini koyamamasidir. Bu nedenle tedavi
yontemleri U¢ ana nokta Uzerinde yogunlagmistir. Bunlardan ilki beyin hicrelerinin
Olmesinin dnlenmesi, ikincisi 6len hucrelerin yerine yenilerinin digaridan verilmesi,
dclncust ise beynin gerekli yeni hicreleri kendisinin  yapmasi igin
desteklenmesidir.

Gunumuzde dogum oncesi izlem yontemleri arasinda hangi bebegin hipoksi
ve iskemiye maruz kalacagini kesin olarak goOsterecek bir yontem
bulunmamaktadir. Bu nedenle zaman zaman dogum oncesi izlemlerinde herhangi
bir sorunun olmadigi disinilen bebeklerde de HIE gelisebilmektedir. Erken
donemde genellikle enerji eksikligi hucrelerin dlumunden sorumlu olmaktadir.
Yeniden canlandirma uygulamalari gereken bebeklerde ise yeniden kanlanma ve
oksijenlenmeyle birlikte gelisen olduk¢ca karmasik ve ¢ok sayida mekanizma
hicreleri 6lume goturmektedir.  Yeniden kanlanma ve oksijenlenmenin
baglamasindan hucre olumunun gergeklesmesine kadar gegen sure bir bakima
tedavi icin dnemli bir firsattir. Bu nedenle deneysel tedavi ydntemlerinin ¢gogu bu
déneme odaklanmaktadir. Ginimuzde bu dénemde en etkili olan tedavi yontemi
sogutma tedavisidir. Sogutma tedavisi ¢cok sayida mekanizma Uzerine etki ederek
beyin metabolizma hizini, uyarici aminoasit salinimini, apoptozisi, NO uretimini ve
lipid peroksidasyonunu azaltir, serbest radikal hasarini sinirlandirir ve daha ¢ok

noéronun 6lmesini engeller’?. Sogutma tedavisinin etkin oldugu artik tim diinyada
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kabul gérmiistir ve bircok klinik tarafindan uygulanmaya baslanmistir’. Yakin
zamanda yayinlanan bir toplu ¢dzimlemede sogutma tedavisi ile 6lum ve agir
sakatliklarin azaldigi bildiriimistir®. Ancak sogutma tedavisi ile ilgili de &nemli
sorunlar bulunmaktadir. Hangi hastalarin sogutulacagi, sogutma tedavisine en ge¢
ne zaman baslanabilecegi, tUm vicut sogutma mi yoksa segici bas sogutma mi
yapilmasi gerektigi gibi cok sayida cevap bekleyen soru bulunmaktadir'. Yapilan
calismalarin hemen hepsinde yalnizca 35 haftanin Gzerinde gebelik yagina sahip
bebekler sogutulmustur, bunun altindaki bebeklere ne yapilacagr onemli bir
sorundur®”’. Yine yapilan ¢alismalarin hepsinde perinatal asfiksiyi takiben ilk alti
saat icinde ulasilabilen bebekler calismalara alinmis ve sogutulmustur®’. Gec
donemde getirilen bebeklere nasil bir tedavi uygulanacagi yine onemli bir sorundur.
Daha da dnemlisi sogutma tedavisinden agir derecede HIE'li bebeklerin pek fayda
gérmedikleri bildirilmistir®. Yakin zamanda yayinlanan ¢ok merkezli randomize
kontrolli bir calismada ise sogutma tedavisinin agir sakatliklari sadece %15
oraninda azaltabildigi gdsterilmistir’. Bitiin bunlarin gdsterdigi gibi sodutma
tedavisinin etkinligi kanittanmistir ancak tum hasta gruplar igin yeterince etkin ve
kullanilabilir degildir. Bu durumda sogutma tedavisine ek olarak yapilacak yeni
tedavi ydntemlerine ihtiya¢g oldugu goérulmektedir. Ayrica yeniden kanlanma
doéneminde etkili olmasi beklenen tedavi ydntemlerinin higbiri ge¢c donemde etkili
olmayacaklardir.

Beynin kendi kendini yenileme yetenegi oldugu ancak yakin zamanlarda

gosterilebilmistir*®’

. Hipoksi- iskeminin néronal kok hicrelerin ¢odalmasini ve
farklilasmasini uyardi§i yine yakin zamanda gdsterilmistir'®®. Ancak kendi kendine
yapilan bu ¢gogalma ve farkhlasmanin oldukga sinirl etkileri vardir ve klinik olarak
izlendigi gibi sakatliklari dnleyememektedir. Bu nedenle HiBH'de disaridan kok
hiicre verilmesi giindeme gelmistir’. Son yillarda eriskin hastaliklarinda kok hiicre
veriimesi ile ilgili c¢alismalar yogun olarak yurGtilmektedir. Spinal kord
yaralanmalari, Huntington hastaligi, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
multipl skleroz, iskemik beyin hastaliklari gibi erigskin hastaliklari igin kok hucre
veriimesi deneysel hayvan modellerinde uygulanmistir™®. Yakin zamanda kok
hdcre nakli Huntington hastaligi, Parkinson hastaligi ve inmesi olan hastalarda
klinik olarak da uygulanmaya baglanmigtir. Bu calismalardan alinan ilhamla
yenidogan hayvanlarda HIBH'de kdk hiicre nakliyle ilgili aragtirmalar yapilmaya

baslanmistir.
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Kok hicre nakillerinde embriyonal kok hicreler, néronal kdk hicreler, kemik
iligi hucreleri, mezankimal kok hucreler, gobek kordonu kanindan elde edilen

hiicreler gibi cesitli hiicreler kullanilabilmektedir®™°.

Biz bu calismada daha
Onceden yapilan aragtirmalarda noéronlara ve glial hucrelere donusebildigi
gOsterilmis olan ¢ok yonllu astrosik kok hicreleri kullandik.

Yakin zamanda yayinlanan bir arastirmada dokuz gunlik fare yavrularina
hipoksi- iskemi yapilmis ve ardindan beyinde yeni hiicre yapimi incelenmistir®. Bu
calismada hipoksi-iskemi sonrasinda beynin kendi kendine hucre yapiminin ilk gin
baskilandigi, ikinci glin artmaya basladigi ve Ugunclu gun ise zirve yaptidi
saptanmistir. Bu da hipoksi iskemi sonrasinda ilk glinde hiicre élimindn 6n planda
oldugunu ve hucre cogalmasinin baskilandigini, ikinci gunden itibaren hicre
¢ogalmasi igin uygun ortamin olugsmaya basladigini ve tguncu gunden sonra uygun
ortamin olustugunu dusundurur. Biz de ¢alismamizda kdk hucre naklini bu nedenle
hipoksi- iskemiden bes guin sonra yaptik. Gelecekte klinik olarak kok hiicre naklinin
sogutma ile birlikte yapilabilecegi dusunulirse sogutmanin tamamlandigi Uguncu
gunuden sonra kok hiicre nakli uygun olacak gibi gorinmektedir.

HIBH olusturulan hayvan calismalarinda kok hiicreler arter, ven, periton, kalp
veya beyin icine verilebilmektedir. Kok hicreler ven ya da periton yoluyla
verildiklerinde beyine ulasmalari giic olmaktadir*®®*’®. Biz bu nedenle hiicreleri
beyin icine verdik. Ancak gelecekte yapilacak insan galismalarinda gobek arteri
yoluyla hucrelerin kalbe verilmesi beyine ulagsmalari igin uygun bir yol olabilir.
Cunku yapilan hayvan calismalarinda kalbin igine veya internal karotid artere kok
hiicre veriimesiyle hiicrelerin beyine ulastiklari gdsterilmistir®. HIBH olusturulmus
dokuz gunlik siganlara burun iginden mezankimal kok hucrelerin verildigi bir
calismada da hiicrelerin hasarli beyin bélgesine gittikleri gdsterilmistir''. Bu
calismada MKH verilmesi ile hasarli beyin alaninin azaldigi ve siganlarda iglevsel
iyilesme oldugu bildirilmistir. Ancak sicanlarin anatomik yapilarinin farkh olmasi
nedeniyle hucrelerin insan burnundan verilmesi benzer sekilde sonuglanamayabilir.

Yedi gunliik sican yavrularinda yapilan bir ¢alismada HIiBH olusturulduktan
bes gln sonra il ¢inde 50 bin CYAKH beyin igine verilmigtir. Bu hucrelerin
hasarlanmis beyin alanina goc¢ etikleri, noronlara ve astrositlere donustukleri
g('jsterilmi§tir75. Bu c¢alismada verilen kok hdcrelerin beyin hasarini azaltip
azalmadigi arastirlmamistir. Ayrica davranis deneyleri de yapiimadigi i¢in verilen

kok hacrelerin iglevsel bir iyilesme saglayip saglamadiklari da incelenmemigtir. Bu
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nedenle bu ¢alismada verilen ¢ok yonlu astrosit kok hucrelerin gercek anlamda ise
yarayilp yaramadigini sOylemek gugtur. Ancak verilen hucrelerin hasarli beyin
alanlarina gogunu, noronlara ve astrositlere farklilagsmasini géstermesi agisindan
dnemli bir galismadir. Biz de HIBH olusturdugumuz yedi glnlik siganlarin beyinleri
icine 2l cinde 100bin CYAKH ver dik ve siganlara 10. ve 12. hafta da davranis
deneyleri yaptik. Ayrica 14. haftada sicanlarin beyinlerinin makroskopik 6zelliklerini
ve agirliklarini degerlendirdik. Verdigimiz hicrelerin enjeksiyondan U¢ gun sonra
verilen beyin alaninda olduklarini gorduk. Kok hiicre naklinden iki hafta sonra ise
enjeksiyon yerinde hi¢ hicre bulunmazken, hipokampusa yakin alanlarda isaretli
hicrelerin oldugunu gorduk. Kok hiicre verilmeyen gruptan (Grup M) ¢ikarilan sigan
beyinleri makroskopik olarak incelendiginde sag yarimkurelerinin diger gruplara
gore daha fazla kuguldugu ve sinirlarinin duzensizlestigi goruldl, ancak beyin
agirliklar acisindan belirgin bir farklilik yoktu. Davranis deneylerinde ne lokomotor
aktivitede ne de 6grenme ve hafiza testlerinde herhangi bir iyilesme bulamadik.
Bilgilerimize goére bu iki calismanin disinda HIBH olusturuimus yenidogan
sicanlarda kok hucre olarak CYAKH'nin verildigi bagka bir ¢alisma yoktur. Bu iki
calismanin sonuglarina gore hipoksik iskemik beyin hasari sonrasinda verilen
CYAKH’ler hasarli beyin alanina go¢ etmekte, néronlara ve astrositlere donismekte
ancak islevsel duzelme saglayamamaktadirlar. Bu sonug verilen hicre sayisinin az
olmasindan kaynaklanabilecegi gibi verilen kok hucre tipinden ve bu kok hucrelerin
salgilayacagi faktorlerin etkilerinin yetersizliginden de kaynaklanmis olabilir.

Yaptigimiz bu ¢alismada sasirtici gibi gérinen Grup S ile Grup M arasinda
Olcllebilen davranis 6gelerinde istatistiksel farklihk olmayisidir. Grup M’deki
sigcanlarin agik alan deneyinde kat ettikleri mesafenin Grup S’dekilerden daha az
olmasi gerektigi dusunulebilir. Bizim c¢alismamizda geriye donuk olarak video
kayitlarinin incelenmesinde Grup M’deki siganlar Grup S’dekilere gére anlamsiz ve
garip hareketler yaparak (kendi etrafinda dénme gibi) Grup S’dekilerin kat ettikleri
mesafeye ulastiklari gorulmustar. Baska bir deyisle sigcanlar normal olmayan
hareketlerde bulunmuslar fakat bu durum hiz ve kat edilen mesafeye etki
etmemiglerdir.

Ogrenme ve hafizanin degerlendirildigi Moris su tanki deneylerinde de Grup
M’deki siganlarin Grup S’dekilerden belirgin sekilde daha koti durumda olmasi
gerektigi dusunulebilir. Ancak c¢alismamizda bdyle bir durum ortaya ¢ikmamigtir.

Video kayitlarinin geriye donuk olarak incelenmesinde Grup M deki siganlarin
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blyuk bir kisminin yukseltiyi 60 saniyede bulamadiklari ve elle ydnlendirilerek
yukseltiyi bulmalarinin saglandigi gértulmastir. Siganlarin ytkseltiyi bulmalari igin
bekledigimiz sureyi diger bazi ¢aligmalarda oldugu gibi 120-180 saniye olarak
belirleseydik Grup M ve S’deki siganlar arasinda belki de 6grenme ve hafiza
acisindan istatistiksel farkliliklar ortaya cikabilirdi.

Yapilan bir bagka calismada HiBH olusturulmus yedi glinlik siganlara hipoksi-
iskemiden Ug¢ gun sonra insan kemik iliginden alinan mezankimal kok hucreler kalp
icerisine verilmistir. Sonuglar incelendiginde verilen MKH’lerin beyne gittikleri ancak
hasarli ve hasarsiz beyin alanlarinda benzer sayida dagildiklari géridimustir. MKH
verilen grupta hasarli beyin alaninin azaldi§gi ancak bunun dogrudan verilen
MKH’lerce saglanmadigi saptanmistir. Ayrica MKH verilen grupta iglevsel iyilesme
de gorulmustar. Sonug olarak MKH verilmesi ile dogrudan olmasa da dolayh olarak
beyin hasari azalmis, islevsel iyilesme saglanmistir'”®. Bizim calismamizda ise
verilen kok hulcreler hasarli beyin alanlarina go¢mus, ancak islevsel testlerde
iyilesme olmamistir. Gortldugu gibi kdk hicrelerin hasarli beyin alanina gécmeleri
ile iglevsel iyilesme saglamalari arasinda dogrudan bir iligki bulunmamaktadir,
muhtemelen kok hicreler dolayli etkilerle beyin hasarini azaltmakta ve iglevsel
iyilesme saglamaktadirlar.

Velthoven ve arkadaslari HIBH olusturduklari farelerin beyinlerine hipoksi-
iskemiden U¢ gun sonra bir farenin kemik iliginden alinmig olan mezankimal kok
hdcreleri vermiglerdir. MKH verilen grup, medium verilen grupla karsilastirildigina
ndronlarin, oligodendrositlerin ve astrositlerin anlamli derecede daha fazla
cogaldigi, mikroglialarin azaldi§i saptanmistir. Cogalan htcrelere ikili etiketleme
yapildiginda g¢ogalan hucrelerin tamamina yakininin nakledilen hucreler degil
beynin kendi 6z hucreleri oldugu gosterilmistir. Buda nakledilen hucrelerin
salgiladiklari  bazi faktérlerle beyinde hicre c¢ogalmasini  uyardiklarini
dusundurmaustir. Sonugta bu calismada MKH verilmesi ile néron ve oligodendrosit
yapimi artmig, hasarli beyin alani azalmis ve yapilan davranig testlerinde iglevsel
iyilesme oldugu gosterilmistir’. Bu calismanin da gdsterdigi gibi HIBH'de kék hiicre
verilmesinin yararl etkileri verilen hicrelerin dogrudan hasar alanina oturmalari ve
cogalmalari ile de@il muhtemelen salgiladiklari faktérlerle olmaktadir. Bu faktorlerin
anlasiimasi ve bulunmasi HIE’nin tedavisinin dogrudan ve daha etkin bir sekilde
yapilmasini saglayabilir. Bdylece kok hlcre verilmesine gerek kalmayabilir. Bu

durumda kok hucre verilmesiyle iligkili kanser gelisme riski de ortadan kalkacaktir.
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Glnimizde HIBH olusturulmus hayvan calismalarinda cesitli blyime

faktorleri ile tedaviler denenmektedirt®™*®

. Yedi gunluk siganlarda yapilan bir
calismada burun igine IBF- 1 verilmesi ile noronlarin ve oligodendroglial hucrelerin
daha fazla c¢ogaldiklari, apoptozisin baskilandigi ve iglevsel testlerde iyilesme
oldugu bildirilmistir*?. Bir baska calismada HiBH olusturulan yedi gunlik siganlara
beyin icine BKNF inflzyonu yapilmis ve BKNF’nin néron koruyucu etkilerinin oldugu
gosterilmistir®. Yakin zamanda yapilan baska bir calismada HIBH olusturulan yedi
gunluk sicanlara 5, 10, 20 ve 40ng VEBF beyin ventrikult i¢ine verilmigtir. Bu
calismada 10 ve 20ng dozunda VEBF verilmesi ile beyin hasarinin azaldigi
bildirilmistir®>.

Ug glnlik sigan yavrularinda iki tarafli karotid arterler baglanarak iskemik
beyin hasari olusturulan bir ¢alismada 54 sigana ventrikul icine 10ng/g dozunda
FBF-2, 54 sicana ise serum fizyolojik verilmistir. 54 sigan ise Sham Grubuna
alinmis ve iki tarafli karotid arterleri bulunmus ancak baglanmamistir. Ug grup dért,
yedi ve 14. gunlerde subventrikiler alanda yeni hicre yapimi agisindan
kargilastinimistir. FBF-2 verilen grupta her u¢ gunde de diger gruplara gore yeni
hiacre yapiminin daha fazla oldugu bulunmustur. Cogalan hicre tipleri
incelendiginde FBF-2 verilen grupta ndéronlar, astrositler ve oligodendrositlerde
kontrol grubuna gére daha fazla artis bulunmustur. FBF-2 verilen grupta ¢ogalan
hiicrelerin en buydk boluminu ndronlar olusturmustur. Bu ¢alismanin sonucunda
yazarlar FBF-2'nin yalnizca hucre ¢ogalmasini uyarmakla kalmadigini ayni
zamanda noéronlara, astrositlere ve oligodendrositlere farklilagsmayi da uyardigini
vurgulamislardir °.

Wang ve arkadaslari orta serebral arteri baglanarak iskemi yapilan erigkin
sicanlara FBF-2'nin sistemik uygulamalardan kaynaklanan istenmeyen etkilerinden
kacinmak amaciyla burundan FBF-2 vermiglerdir. Yapilan bu aragtirmanin
sonucunda yazarlar burundan FBF-2 uygulamasiyla hicre c¢ogalmasinin ve
noronlara donusumun uyarildigini ve iglevsel testlerde iyilesme oldugunu
bildirmislerdir®’.

FBF-2'nin néron koruyucu etkilerinin iyi bilinmesine ragmen HiBH olusturulmus
yenidogan hayvanlarda FBF-2'nin verildigi ¢calisma sayisi oldukg¢a sinirl sayidadir.
Biz de bu nedenle HIiBH olusturdugumuz yenidodan siganlara CYAKH ile birlikte
diger buyume faktorlerine gére FBF-2'yi vermeyi tercih ettik.
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Yakin zamanda yayinlanan bir calismada yedi ginlik sicanlarda HiBH
olusturularak gruplara sirasiyla néronal kék hicre, kondroitinaz ABC, néronal kdk
hacre ile birlikte kondroitinaz ABC ve fosfath tuz tamponu verilmigtir. Yedi gun
sonra sigan beyinleri ¢ikarilarak histolojik olarak incelendiginde tek basina néronal
kok hicre verilen grupta beyin hasarinda azalma olmazken, néronal kdk hcre ile
birlikte kondroitinaz ABC verilen grupta beyin hasarinda anlamli derecede azalma
olmustur™®.

Biz yaptigimiz bu calismada HIBH olusturdugumuz yenidogan sicanlara bir
gruba CYAKH, bir gruba CYAKH ile birlikte FBF-2 ve bir gruba medium verdik. Tek
basina CYAKH verilen grupta lokomotor aktivite deneyinde, 6grenme ve hafiza
deneylerinde, 14. haftada beyin ve vucut agirliklarinda medium grubu ile oldukca
benzer sonuclar bulduk. Bu sonuclar bize Grup A’da verilen kdk hicrelerin hasarl
beyin alanina go¢gmelerine ragmen iglevsel olarak énemli derecede bir iyilesme
saglayamadiklarini gostermektedir. Benzer galismalar yapilacak olursa daha fazla
sayida CYAKH’lerin veya mezankimal kok hucreler gibi baska kdk hicrelerin
verilmesi denenebilir.

CYAKH ile birlikte FBF-2 verilen grubun ise lokomotor aktivitelerinin daha iyi,
ogrenme ve hafiza deneylerinin daha basarili, 14. haftada beyin agirliklarinin ve
vucut agirhiklarinin daha fazla oldugu ve butlin sonuglari ile Sham Grubuna en
yakin grup oldugunu saptandik. Sonuglar istatistiksel agidan irdelendiginde anlaml
fark olmasa da CYAKH ile birlikte FBF-2 verilen grubun tek basina CYAKH veya
medium verilen gruptan daha iyi oldugu sdylenebilir. Bu g¢alismada FBF-2'nin
dogrudan mi yoksa dolayh olarak verilen CYAKH’leri uyarmasi ile mi etkili oldugunu
soylemek gugctur. Eger tek basina FBF-2 verdigimiz bir grup olsaydi bu konuda
yorum yapmak daha kolay olabilirdi.

Sonug olarak bu calisma ile yenidogan sicanlarda olusturulan HiBH'de ¢ok
yonlu astrosit kok hucre tedavisinin etkili olmadigi ancak kok hucre ile birlikte FBF-2
verilmesinin olumlu sonuglar sagladigi gosterilmistir. Hipoksik iskemik beyin
hasarinda tek basina FBF-2, sogutma tedauvisi ile birlikte FBF-2 veya diger buyume

faktorlerinin verilecegi yeni ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu distinmekteyiz.
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SONUG VE ONERILER

. Hipoksik iskemik beyin hasari olusturulduktan sonra verilen ¢ok yonli
astrosit kok hucrelerin U¢ gun sonra enjekte edilen yerde bulunduklari
saptandi. iki hafta sonra ise enjekte edilen yerde higbir isaretli hiicre
goérilmezken, hipokampus etrafindaki enfarkt alaninda isaretli hicrelerin
bulundugu saptandi. Bu nedenle verilen ¢ok yonlu astrosit kok hucrelerin
hasarli beyin alanina gog ettikleri sonucuna varildi.

. 10. haftada yapilan acik alan davranis deneyinde lokomotor aktivite
acisindan basari durumuna goére gruplar S, AF, A, M olarak siralaniyordu.
Ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Bununla birlikte Grup
M’deki siganlarin diger gruplardaki si¢canlara gore anlamsiz bir sekilde
hareket ettikleri (kendi etraflarinda surekli ddnme gibi) goruldu.

. 12. haftada yapilan 6grenme ve hafiza deneylerinin Gg¢linci guninde basari
durumuna gore gruplar S, AF, M, A olarak siralaniyordu. Grup A istatistiksel
olarak anlamli derecede Grup S’'den basarisizdi (p= 0.01).

. 12. haftada yapilan 6grenme ve hafiza deneylerinin dérdinci gununde
basari durumuna gore gruplar S, AF, M, A olarak siralaniyordu. Grup A Grup
S’den istatistiksel olarak anlamli derecede basarisizdi (p= 0.007).

. 12. haftada yapilan 6grenme ve hafiza deneylerinde butin gruplardaki
siganlar birinci ginden dorduncu gune kadar her gegcen gun yukseltinin yerini
istatistiksel olarak anlamli derecede daha g¢abuk bulmuslardi (p<0,001). Bu
acidan sirasiyla en basarili gruplar S, AF, M, A idi. Ancak gruplar arasinda
istatistiksel agidan anlamli fark yoktu.

. 12. haftada yapilan 6grenme ve hafiza deneylerinin begsinci gununde basari
durumuna gore gruplar S, AF, A ve M olarak siralaniyordu. Ancak gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark yoktu.

. Ug, dort, bes ve altinci maddelerdeki anlatilan 6grenme ve hafiza deneyi
sonuglarinin daha iyi irdelenmesi igin siganlarin yukseltiyi bulmalari igin
beklenen sure ve son gun dogu kadraninda gegcirdikleri surelerin 120-180
saniyeye cikarilabilecegi dugunuldu.

. 14. haftada sicanlarin vicut agirliklar tartildiginda gruplar agirdan hafife

dogru Grup S, AF, A ve M olarak siralaniyordu. Grup S’deki siganlar diger
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gruplardan anlamli derecede daha agirdi. Diger gruplar arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

9. 14. haftada her gruptan dekapite edilen Uger sigcanin beyin agirlklari
karsilagtinldiginda agirdan hafife dogru gruplar S, AF, A ve M olarak
siralaniyordu.

10.B0tin degerlendirme yontemlerinde Grup A ile M’'de (agik alan davranis
deneyi, 6grenme ve hafiza deneyleri, beyin agirliklari, vicut agirhklari)
birbirine benzeyen kotu sonuglar alindi. Bu nedenle Grup A'da verilen ¢ok
yonll astrosit kok hdcrelerin hasarli beyin alanina gé¢melerine ragmen
onemli derecede islevsel bir iyilesme saglayamadiklari sonucuna varildi.
Benzer ¢alismalar yapilacak olursa daha fazla sayida ¢ok yonlu astrosit kok
hdcrelerin veya mezankimal kdk hdcreler gibi bagka kok hucrerin verilmesi
Onerilebilir.

11.Ko6k hicre ile birlikte FBF- 2 verilen grupta (Grup AF) batin degerlendirme
yontemlerinde (acik alan davranis deneyi, 6grenme ve hafiza deneyleri,
beyin agirliklari, vacut agirliklar1) Sham Grubuna en yakin sonuglar alindi.
Bu nedenle HiIBHde FBF-2nin vyararh etkilerinin  olabilecegini
disunmekteyiz.

12. Tek basina veya sogutma tedavisi ile birlikte FBF-2 veriimesinin HiBH
tedavisinde etkili olabilecegini ve bu nedenle bu konuda yeni galigsmalar

yapilmasinin uygun olacagini diusunmekteyiz.
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