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OZET

Perinatal dénemde meydana gelen hipoksik iskemik beyin hasari (HiBH)
mortalite ve suregen norolojik hasarin baglica nedenlerindendir. Hipoksik-iskemi ve
reperfizyon sonrasinda gelisen apoptozun siddeti (apoptotik ndron yuzdesi) serebral
hasarlanmanin bir géstergesidir. HIBH' nin yeri ve geniglijine gore serebral palsi,
nobetler, dgrenme guglikleri, gorme ve isitme kaybi, motor kusurlar gibi pek ¢ok kalici
klinik durum gelisebilmektedir.

Hipoksi ve iskemiyi takiben reperfiizyon dénemine gegmeden verilecek tedaviler
ile hasari dnleme ya da azaltma mumkin olabilir. Trombosit uyarici faktor (platelet
activating factor-PAF) antogonisti olan ABT-491 ile ndéronal hasarlanmanin
engellenebilecedi Onceki calismalarda gosterilmistir. Sicanlar (zerinde yapilan bu
calismada akut donemde noron hasarlanmasinin dnlenmesinin uzun donemde bilissel ve
motor yetiler Uzerine olan etkisi aragstirildi.

Calismaya alinan siganlar ¢ gruba ayrildi. Grup A (n:30) ve B (n:30) deki
si¢anlara orta hat kesisi yapilarak sag karotid arterleri baglandi. Bu si¢anlar %8 oksijen
iceren hipoksi odaciginda bir saat bekletildi. Hipoksi sonrasi grup A’ dakilere ABT-491
(0.4mg/kg) ve grup B’ dekilere serum fizyolojik (SF) periton ici yolla (intraperitoneal, ip)
verildi. Grup C’ deki siganlarin (n:30) ise karotid arterleri bulundu, fakat baglanmadi. Bu
siganlara hipoksi de uygulanmadi (Sham grubu). Her gruptan yedi sigan hipoksi sonrasi
ikinci saatte dekapite edilerek beyinde apoptotik néron sayisi ve serum malondialdehid
(MDA) duzeylerine bakildi. Kalan siganlarin uzun donemdeki biligsel ve motor yetileri
davranig deneyleri (arti labirent, acik alan ve Morris su tanki) ile degerlendirildi.
Deneylerin bittigi 16. haftada tim siganlar dekapite edilerek beyin agirliklar 6élguldi ve
beyinleri makroskopik olarak incelendi.

TUNEL ve Kaspaz-3 yontemi ile boyanan apoptotik hiicre saysinin grup B’ deki
sicanlarda diger gruptakilere gore anlamli bir sekilde fazla oldugu saptandi (p<0.001).
Plazma MDA duzeyi de grup B’ deki siganlarda daha yuksekti ancak, gruplar arasi
karsilastirmada istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi.

Dogumdan sonraki altinci haftada arti labirent deneyi ile degerlendirilen 6grenme
yetisinin grup B’ deki siganlarda daha zayif oldugu, ancak bu durumun istatistiksel olarak
onemli olmadigi goralda.

Dogumdan sonraki 10. haftada lokomotor aktivite acik alan deneyi ile

degerlendirildi. Grup B’ deki siganlarin ortalama hareket hizlari ve birim zamanda
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katettikleri mesafe diger iki gruba gore daha disuk bulundu, ancak bu durumun da
istatistiksel bir Gneminin olmadigi anlasild.

Siganlarin uzak (reference) ve yakin (working) hafiza yetileri Morris su tanki
deneyleri ile sirasiyla 12 ve 14. haftalarda degerlendirildi ve gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Deneyin sonlandirildigi 16. haftada en dusuk ortalama beyin agirligi grup B’ deki
sicanlarda saptandi, ancak gruplar arasi karsilastirma sonugclari istatistiksel agidan
anlamli bulunmadi.

Sonug olarak olusturdugumuz hipoksi-iskemi modelinde bir saatlik hipoksinin
sicanlarin beyninde noronal apoptozu artirarak hasar olusturdugu, akut donemde olusan
bu hasarin bir PAF antagonisti olan ABT-491 uygulamasi ile azaltilabildigi gosterildi.
Ancak gorece kisa olan bu hipoksik slrecin uzun donemde siganlarin 6grenme,
lokomotor aktivite, uzak ve yakin hafiza yetilerini 6nemli 6lgide bozmadi§i anlasildi.
Benzer deneylerin daha uzun sireli (6rnegin iki saat) hipoksi uygulamasindan sonra
tekrarlanmasi ve ABT-491" in biligssel ve motor yetiler Uzerine olabilecek muhtemel

etkilerinin degerlendirilmesinin gerekli oldugu kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: ABT-491, apoptoz, hayvan davranig deneyleri, hipoksik iskemik
beyin hasari.



ABSTRACT

The effect of platelet activating factor antagonist on cognitive and motor functions
in neonatal rat model of hypoxic and ischemic brain injury

Hypoxic ischemic brain injury (HIBI) is one of the leading cause of acute mortality
and chronic neurologic damage in neonatal period. Transient and permanent clinical
situations such as cerebral palsy, seizures, difficulty of learning occurs depending the
location and severity, of HIBI.

Interventions before the reperfusion period may ameliorate the harmful effects of
hypoxia and ischemia. ABT-491, a highly potent and selective platelet activating factor
(PAF) antagonist was shown to be beneficial in decreasing [neuronal damage (cell death
and apoptosis)] after hypoxic-ischemic insult.

The aim of this study was to evaluate the effect of ABT-491 (0.4mg/kg) on long
term cognitive and motor functions in a neonatal rat model of HIBI.

Seven-day-old Wistar rats were subjected to right common artery ligation and
hypoxia (92% nitrogen and 8% oxygen) for one hour. They were treated either with ABT-
491 (n: 30) or saline (n: 30) immediately after hypoxia. In sham group (n: 30), neither
ligation nor hypoxia were performed. Seven rats from each group were sacrified at two
hours after hypoxia to evaluate neuronal apoptosis and measure plazma malondialdehid
(MDA) levels [neuronal apoptosis was evaluated by the terminal-transferase mediated
dUTP biotin nick-end-labeling (TUNEL) and caspase-3 staining methods]. Cognitive and
motor functions were evaluated by using elevated plus maze, open field arena and
Morris water maze settings. At the end all rats were sacrified and brains were evaluated
macroscopically.

The number of apoptotic neurons in saline group was significantly higher
compared to groups (p<0.001). The mean plasma MDA level was higher in hypoxic rats
treated with saline, but the difference between the groups was not significant.

Learning ability at six weeks, loco-motor activity (movement speed and total
distance) at 10 week, reference and working memory functions at 12-14 weeks were
weaker among rats in saline group compared to rats in ABT-491 and sham groups, but
the differences did not reach statistically significance.

In conclusion, this study showed that neuronal apoptosis was dimished by ABT-
491, administered soon after hypoxic-ischemic insult. We believe this relatively short

period of hypoxia (one hour) caused mild HIBI which did not cause significant
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deterioration in learning, locomotor and memory functions. Further studies with longer
periods of hypoxia (i.e: 2 hours) should be planned to evaluate possible effects of PAF

antagonists on cognitive and motor functions after hypoxic-ischemic insult.

Keywords: ABT-491, animal behavioral tests, apoptosis, hypoxic ischemic brain injury.



GIRIS VE AMAG

Hipoksik iskemik beyin hasari (HIBH) perinatal ddnemdeki 6liimlerin ve ndrolojik
hasarin baslica nedenlerinden birisidir™. HIBH’ de iskemi daha énemli bir rol oynar.
Hipoksi ve iskemiyi takiben baslayan reperfuzyon donemi agir hasarin olustugu en kritik
evredir. Bu donem baglamadan yapilacak tedaviler ile HIBH' yi 6nleme ya da azaltma
miimkiin olabilir’.

Hipoksik-iskemi ve reperflizyon sonrasinda gelisen apoptozun siddeti (apoptotik
néron yiizdesi) serebral hasarlanmanin bir géstergesi olabilir. HIBH gelismis hastalarda
hasarin yeri ve genigligine gore serebral palsi, nobetler, 6grenme gucltkleri, gérme ve
isitme kaybi, motor kusurlar gibi pek ¢ok kalici klinik durum geligebilmektedir“.

Yenidoganin HiBH modellerinde, hasari énlemek igin bu giine kadar ¢ok cesitli
farmakolojik ajanlar ve yéntemler kullaniimistir. PAF in cesitli ¢alismalarda HiBH
patogenezinde dnemli bir mediatér olarak rol oynadigi bildiriimektedir>®’. PAF HIBH’ de
zarar gormUs membran lipidlerinden agiga ¢ikan Uriin olup merkezi sinir sisteminde
siklikla néron ve mikroglialarda, daha az olmak lizere de astrosit ve merkezi sinir sistemi
endotelinde sentezlenebilmektedir®®. PAF merkezi sinir sisteminde sinaptik mesaj
tagtyici, transkripsiyonel uyarici, normal beyin gelisiminde yon belirleyicilik gibi farkh
noronal aktivitelere sahiptir®'®. Zamaninda ve zamanindan énce dogan bebeklerde PAF,
iskemik beyin dokusunda yogunlasarak proinflamatuar etki gosterir''. Yapilan bazi
calismalarda PAF antagonistlerinin  noron koruyucu etkisinin olabilecegi de ileri
siirllmistir®. Buradan hareketle yenidogan sicanlarda HIBH modeli olusturarak, PAF
antogonisti olan ABT-491’ i koruyucu ve tedavi edici amacla kullandigimiz bir calismada,
hipoksi-iskemi ve reperflizyon sonrasi gelisen néronal hasarlanmanin énemli bir oranda
engellenebildigini gdstermistik’. Ancak ndronal apoptozun azaltiimasiyla erken ddnemde
elde edilen basarinin uzun doénemdeki etkileri bilinmemektedir. Hipoksi suresi ile
siganlarin bilissel ve motor yetilerinin etkilenme derecesi arasindaki iliski ve dolayisiyla
cesiti  tedavi  yaklasimlarinin uzun  donemdeki  etkileri tam  olarak
degerlendirilememektedir.

Sicanlarin biligsel (6grenme, uzak-yakin hafiza) ve lokomotor (hareket hizi,
yuzme hizi, birim zamanda katettigi yol vb.) yetileri gesitli yontemlerle dlgulebilmektedir.
Bunlardan bazilari rotarot testi, sekiz kollu isinsal (radyal) labirent, T labirent, yikseltilmis
arti labirent, agik alan ve Morris su tankidir.

ABT-491" in deneysel olarak kullanimi ile ilgili az sayida ¢alisma vardir.
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Bilgilerimize gére, HIBH olusturulan hayvan modellerinde ABT-491’ in hiicresel
diizeydeki etkilerini gdsteren yayimlanmis sadece bir calisma bulunmaktadir’. ABT-491
kullanilarak azaltilan apoptozun biligsel ve motor yetiler Gzerine etkisini arastiran bir
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, HiBH olusturulan yenidogan sican modelinde
guclu bir PAF reseptor antagonisti olan ABT-491’ in noronal apoptozu azaltmasi ile uzun
donemde Dbiligssel ve lokomotor vyetiler Uzerine olan etkilerinin arastiriimasi

amagclanmaktadir.
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GENEL BILGILER

Hipoksik iskemik Beyin Hasari

Hipoksi kanda oksijeninin normalden az olmasidir. Hipoksi durumunda kan beyin,
kalp ve adrenal beze toplanir; akciger, bobrek, barsak ve ciltten uzaklagir. Hipoksi ani ve
ciddi ise, kompansasyona zaman tanimiyorsa, oncelikle talamus ve beyin sapi hasar
gorar, ventrikll cevresindeki beyaz cevherde nekroz gelisir, bir dereceye kadar korteks
korunur'®. Otopsi calismalari ve farkli yas gruplarinda manyetik rezonans gériintileme
(MRG) ile yapilan incelemeler, gelismekte olan beyinde secilmis bodlgelerde hasar
gelistigini gostermektedir™. Iskemi ise bir doku veya organdaki kan akiminin azalmasi
veya kesilmesini ifade eder. Iskemi durumunda dokuya yeterince oksijen ve besin
maddeleri gidemeyeceginden hipoksik duruma gére daha agir bir hasar meydana gelir.

Hipoksi ve iskemi serebral palsinin (SP) en dnemli nedenlerindendir’2. HIBH’ nin
yeri ve genigligine gore SP’ ye ek olarak nobetler, 6grenme gucltkleri, gorme ve isitme
kaybi, motor kusurlar gibi pek ¢ok kalici klinik durum geligebilmektedir"'.

HIiBH' nin gelismis toplumlarda gériilme insidansi 1000 canli dogumda 0.4-3.7,
buna bagll 6lim ve norolojik hasar gelisme insidansi ise 1000 canl dogumda 0.2-1.3
olarak bildirilmektedir'. Gelismis ve gelismekte olan ilkelerde SP gorilme sikiiginin
birbirine benzer dizeyde oldugu, ancak SP nedenlerinin degisiklik gdsterdigdi belirtilmistir.
Gelismekte olan ulkelerde erken doguma bagh SP sikken gelismis Ulkelerde dogum
sirasinda asfiksi ve kan uyusmazliklari gibi nedenlere bagli SP’ nin sik oldugu
bildirilmistir'®. Yapilan bir ¢alismada SP sikliginin gelismekte olan ve gelismis Ulkelerde
birbirine benzer oranda oldugu ancak, gelismis Ulkelerde spastik tetraplejik tip SP’ nin
daha sik gorildiigi belirtimistir'®. Az gelismis tlkelerde ise hemiplejik ve ataksik tip SP’
nin sik oldugu bildirilmistir'".

Asfiksi plasenta veya akcigerden gaz degisiminin tam kesilmesi sonucu
hipoksemi ve hiperkapninin neden oldugu durumdur. Bu donemde beyin kan dolagimi
yeniden duzenlenir. Beyin dn kisminda dolagim bozulur, burada beyin korteksi etkilenir.
Ancak arka kisminda dolasim korunur. Asfiksi anne, gébek kordonu, plasenta ve fetus ile
iliskili pek ¢cok sorun nedeniyle olugabilmektedir.

Asfiksi Riskini Artiran Durumlar

A. Anneye ile ilgili Durumlar
a. Anne yasinin 16’ dan kuguk ya da 40’ tan buyuk olmasi
b. Dusuk sosyoekonomik dlzey
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C. Kronik hastaliklar (diabet mellitus, hipertansiyon, tiiberkiloz,

sistemik lupus eritematosuz gibi)

d. Agir anemi

e. Perinatal enfeksiyonlar

f. Annede tiroid hastaliklari

g. Alkol ve uyusturucu aligkanlig

h. Magnezyum ya da antikonvulzan kullanimi

B. Gobek Kordonu ile ilgili Durumlar

a. Kordon dolanmasi
b. Kordon sarkmasi
C. Kisa kordon

d. Anormal yerlesim

C. Plasenta ile ilgili Durumlar

a. Kalsifikasyon

b. Anormal yerlesim

C. Gelisim bozukluklari

d. inflamatuvar degisiklikler
e. Odem veya infarkt olmasi

D. Fetusla ilgili Durumlar

Cogul gebelikler

o o

Zamanindan énce ya da sonra dogum
Fetal anomaliler
Anemi

Yuksek ya da dustk dogum agirligi

-~ o o o

Fetal enfeksiyonlar.

HIiBH ve Hiicre Oliim Mekanizmalan

Hipoksik-iskemik donemi takiben gelisen beyin hasari uzun dénemde geriye
donlissiiz bir durumdur'®. Heniiz olgunlasmamis beynin hipoksi ve iskemiye yaniti
erigkinin beyninden farkhidir'®. Hipoksinin baslangigta olusturdugu nekrotik hasarin yani
sira reperfuzyonun, glutamat ve nitrik oksit nodrotoksisitesinin, serbest radikal
olusumunun, hiicre iginde kalsiyum (Ca*?) birikiminin ve nihayetinde gelisen apoptozun

beyinde geri doniisiimsiiz hasara yol actigi bilinmektedir?®?".
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Hipoksi ve iskemiyi takiben baslayan reperflizyon dénemi agir hasarin olustugu
evredir. Bu donem baslamadan yapilacak tedaviler ile beyin hasarini dnleme ya da
azaltma mimkiin olabilir’.

HIBH’ de hiicresel 6lim nekroz ve/veya apoptoz ile olur®. Bu iki mekanizmada
en belirgin fark apoptozda inflamasyon olmamasidir. HIBH basta glutamat olmak iizere
diger pek ¢ok faktorl uyararak, hucre igine N-Metil D—Aspartat (NMDA) reseptorleri
araciligiyla Ca*? girisini artirir. Bdylece hiicreyi dliime gétiiren olaylar zinciri baslamis
olur (Sekil 1),

NMDA
Kalsiyum Kanallarini acar Laktik asit Adem

Ca*Zgirigi

nNOS:NO

Mitokondrial
Disfonksiyon

l

Nekroz

v

Apoptoz

Sekil 1: HIBH’ de Nekroz ve Apoptoz Olugsumu?,

Hipoksik-iskemi durumunda Ozellikle dort hiicre ici sistem etkilenir. Hiicre zari
bitlnligl, adenozin trifosfat (ATP) olusumu, protein sentezi ve genetik yapinin
bozulmasi sonucu hucresel hasar ortaya ¢ikar. Hucre igi kalsiyum artmasi ile fosfolipaz
Az uyarilir ve arasidonik asit salinir, boylece hicre zari hasari olusur. Proteazlarin
uyariimasi ile de yapisal ve zar proteinleri yikilir. Lipazlarin uyariimasi ile lipid
peroksidayonu olur. Prostoglandinler salinir, mikrovaskuler gegirgenlik ve vazodilatasyon
artar. Endonukleazler uyarilir ve genetik yapi bozulur. Son olarak nitrik oksit sentetaz

(NOS) uyariimasi ile serbest oksijen radikalleri Uretimi artar (Sekil 2).
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iskemi ——>» ATPazalmasi —— p Kalsiyum girisi

!

Fosfolipaz aktivasyonu

Arasidonik asit salinimi t
Prostaglandin salinimi I Proteaz, lipaz salinimi I

Vazodilatasyon

v

Reperflizyon Mikrovaskiiler gegirgenlik '

Serbest oksijen radikalleri olusumu

Sekil 2: HIBH’ de Serbest Oksijen Radikalleri Olugsumu.

Hipoksi-iskemi sonrasi ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri superoksit (O2),
hidrojen peroksit (H,O), hidroksil (OH") ve serbest nitrik oksit (NO) radikalleridir (Sekil 3),
en reaktif ve zararl olan ise OH" radikalidir*. Yenidogan beyninde antioksidanlarin eksik

olmasi hasarin daha da agir olmasina neden olur.

02+e' #02_

202_+2H+ —»H,0,+ O,
H202+02_ »OH + OH + o))
OH+e »H,0

Sekil 3: Serbest Oksijen Radikalleri Olugsumu ve Zararsiz Hale Getirme Yolaklari.

Mutasyona ugramis veya hasarlanmis hucre genellikle yagsamamayi tercih eder.
Sonugta malign hale gelebilecek olan bu hdcrelerin bir kismi bagta apoptoz olmak Uzere
hicre 6lim mekanizmalari ile ortadan kaldirilirlar. Memeli hicrelerinde, muhtemelen
deoksiribonUkleaz-I (DNAaz-1) araciligi ile dizenlenen niikleer DNA’ nin degradasyonu,
apoptozun en erken kanitlarindan biridir. Apoptozun hucre iginde olusturdugu harabiyet,

blyuk oranda proteaz kaskadi sonucu meydana gelir. Tek basina proteazin, ¢oklu
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proteaz aktivasyonuna onculik ettigi bir amplifiye proteaz kaskadi, apoptozun mofolojik
degisikliklerini agciklayabilir (hicre-hiicre ve hlcre-matriks temasi kaybi, piknozis,
kromatin marjinasyonu, karyoreksiz ve membran tomurcuklanmasi). Hicrelerin yasami
ve 6limu arasindaki dengenin korunmasi oldukga 6nemlidir. Uygunsuz hicre dlumin(
onleyen faktorler de en az apoptoz kadar bu dengenin saglanmasinda rol oynar.
Apoptozu baglatan ve engelleyen genler bu dengenin saglanmasinda onemlidir. En iyi
tanimlanmis antiapoptotik gen bcl-2' dir (Sekil 4).
Apoptozu baslatan ve engelleyen faktorler:
a. Bcl-2 grubu proteinler:
- Apoptozu engelleyen genler : Bcl-2, Bel-xL,
- Apoptozu baslatan genler  : Bad, Bak, Bax,
b. APAF: Apoptotik proteaz aktive edici faktordur.
c. CASPASE: Sistein igeren aspartat 6zgun proteazdir.

Hiiere zar
(_:;a+2
Apoptotik
l uyvar
Apopitozisi Apoptotizisi
baglatanlar MITOKONDRI engelleyenler

./ Apoptotik uyari

E_

APOPT OZIS

Sekil 4: Apoptoz Olusumu ve Genlerin Etkisi.

15



Apoptoz bu faktérlerin karmasik olan etkilesimi ile ve sekil 4’ de goruldigu gibi
gerceklesmektedir. Apoptoz ve nekroz yoluyla meydana gelen hucre 6lUmu arasinda

onemli farklar bulunmaktadir. Bu farklar Tablo 1’ de 6zetlenmistir.

Tablo 1: Apoptoz-Nekroz Arasindaki Farklar.

NEKROZ

APOPTOZ

HUCRE iCi DENGELERIN KAYBI

BASLANGICTA ONEMLI BIR DEGISIKLIK
YOK

HUCRE ZARI GEGIRGENLIGINDE ARTMA

BASLANGICTA HUCRE ZARI
GEGIRGENLIGI ETKILENMEZ

POTASYUM KAYBI, SODYUM GIRISi, ZAR
POTANSIYELINDE DUSME

SODYUM GIRISI YOK, POTASYUM ICERIGI
DEGISMEZ

STOPLAZMIK YAPILARIN TUMUNDE SiSME

SITOZOL YOGUNLASMASI

MITOKONDRI VE DIGER ORGANELLERDE YIKIM

ORGANELLER GENELDE SAGLAM

HUCRESEL ENERJIDE TUKENME

HUCRESEL ENERJIDE TUKENME YOK

DUSUK MAKROMOLEKULER SENTEZ

MAKROMOLEKULER SENTEZ
AKTIVASYONU

BiTiSIK HUCRELER ETKILENIR

SADECE ILIGILI HUCRELER ETKILENIR

KROMATIN AGINDA GEVSEME

KROMATIN AGINDA YOGUNLASMA

PASIF ATROFI

AKTIF DEJERENASYON

HIiBH’ de Klinik Bulgular

HiBH' de Klinik bulgular hipoksi ve iskeminin agirigina, siiresine ve bebegin
gebelik yasina gore degiskenlik gdsterir. HIBH hipotonisi, konviilziyonu ve biling
degisikligi olan bebeklerde dusunulmelidir. Olgularin buyuk bir ¢ogunlugunda beyin
digindaki diger organlar da etkilenir. En sik etkilenenler sirasiyla bdbrekler, kalp,
akcigerler, karaciger ve barsaklardir.

HiBH, Sarnat ve Sarnat tarafindan 1976’ da onerilen elektroensefalogram (EEG)
bulgularinin da kullanildidi bir evreleme sistemi ile bulgularinin agirigina gore ug¢ farkli
evreye ayrilir®® (Tablo 2). Bu evreleme sistemi birgok modern evreleme yéntemine de

temel olmustur. En agir form olan evre Ill HIBH’ de ilk 12 saatte stupor, koma, periyodik
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solunum, solunum yetmezligi, hipotoni, spontan hareketlerde azalma ve konvulziyon
mevcuttur. 12-24 saat arasinda agir vakalarda genellikle koma devam ederken bazi
vakalarda uyaniklik halinde iyilesme gorulir. Ancak bu dénemde siddetli konvulziyonlar
ve apne ataklari mevcuttur. 24-72 saat icinde durumu agir olan bebeklerde biling giderek
kotllesir, koma, solunum durmasi ve beyin sapi fonksiyon bozukluklari gorldr.
Bebeklerin gogu bu donemde kaybedilir. 72 saatin sonunda hayatta kalan bebeklerde
emme-yutma ve dil hareketlerinde sorunlar ortaya gikabilir.

Tablo 2: Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Sarnat ve Sarnat Evrelemesi®

Bulgu Evre | Evre Il Evre lll

Bilin¢ duzeyi Hiperalert Letarjik Stupor, koma

Kas tonusu Normal Hipotonik Flask

Postur Normal Fleksiyon Deserebre

DTR, Klonus Hiperaktif Hiperaktif Alinamaz

Myoklonus Mevcut Mevcut Yok

Moro refleksi Mevcut Mevcut Alinamaz

Pupiller Midriatik Miyotik Anizokorik

Nébet Yok Var Sik

EEG Normal Dustuk Voltaj-nébet Aktivitesi Burst supresyonu, izoelektrik aktivite
Siire <24 saat <24 saat,14 glin2 Gunler , haftalar
Sonug lyi Degisken Oliim ya da agir sekel

Yasamin ilk glin( aktivitesi azalmis, U¢ gunden fazla kiivozde kalmasi gereken,
beslenmesi sorunlu, zayif emen, solunum zorlugu olan bebeklerde morbiditenin arttigi
gérilmiistiir. HIBH olmasi muhtemel bir bebekte, taninin hizla konmasi, klinik bulgularin
dogru yorumlanmasi ve hipoksik iskeminin agirlik derecesinin saptanmasi, ortaya
cikabilecek komplikasyonlarin  énceden tahmin edilmesine yardimci olur. HiBH
sonucunda agir norolojik hasar gelisebilecegine isaret eden bulgu ve belirtiler asagida
siralanmigtir.

+ Ik bes dakikada solunumun baglamamasi
»  Besinci dakika Apgar skorunun dordun altinda bulunmasi
+ Ik 12 saatte ndbet 6ykiisii ve/veya direncli ndbetlerin varlig

¢ Evre lll HIBH olmasi
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* Agizdan beslenmeye dogumu takiben bir haftada gegilememesi
*  Anormal EEG bulgulari olmasi ve yedi gune kadar EEG’ nin normale donmemesi
*  Yenidogan doneminde anormal beyin tomografi ve MRG bulgulari saptanmasidir.

HIiBH tanisi konan bir bebek Uglincii diizeyde yenidodan yogun bakim hizmeti
veren bir merkezde takip edilmelidir. Bu bebeklerin yasamsal bulgularinin, sivi ve
elektrolit duzeylerinin dengede tutulmasi mortalite ve morbiditeyi azaltmaktadir.

HIiBH Tanisi

Yenidoganda o¢zellikle de zamanindan 6nce dogan bebekte hipoksik hasarin
klinik ve norolojik bulgulari tanimlayici olmadidi igin gelismis tani yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Nérofizyolojik monitérizasyon ve gériintiileme ydntemleri HiBH tanisinda
onemli katkilar sagladigdi gibi prognoz hakkinda da énemli ipuglari vermektedir. HIBH tim
bu yontemler ile tetkik edilirken ayirici tanida merkezi sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlari,
metabolik hastaliklar, organik asit metabolizmasi bozukluklari ve ndérodejeneratif
hastaliklar da akla gelmelidir.

Biyokimyasal Testler

HIBH tanisinda birgok biyokimyasal testten yararlaniimaktadir. Bunlardan bazilari
asagida belirtilmigtir.

e Kord kani pH’ sinin 7.1’ in altinda olmasi

Beyin-omurilik sivisinin (BOS) artmis protein duzeyi ve laktat/piruvat orani

Plazma laktat oraninda artis

N-asetil-aspartat (Naa) duzeyinde disus

Naal/kreatinin veya Naa/kolin oraninda disuklik

Artmig kreatin kinaz (CK), CK-MB, Urik asit, amonyak duzeyleri

Son zamanlarda CK’ nin beyine 6zgun izoenzimi (CK-BB) uzerinde caligmalar
yogunlagsmistir. HIE sonrasi alti saat i¢inde 6lgiilen CK-BB diizeylerinin élen veya adir
hasarli olan bebeklerde ¢ok daha yuksek oldugu saptanmigtir.

e BOS' un laktat dehidrogenaz ve hidroksibutirat dehidrogenaz, plazmanin ise
hipoksantin, vasopressin, eritropoietin duzeylerinde artis saptanmgtir.

¢ BOS' da noron-6zgun enolaz, glial fibriler asidik protein ve eksitator aminoasitlerin
olgimundn tanidaki degeri halen arastiriimaktadir.

e Son yillarda HiBH ile serum malondialdehid diizeyleri arasinda bir iliski oldugu
saptanmistir. Bir calismada zamaninda dogmus ve HIBH gelismis bebeklerin serum-
BOS MDA diizeyleri, BOS/serum MDA orani kontrol grubu ile karsilagtiriimis, HiBH olan
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grupta her iki deger de yiiksek bulunmustur. HIBH agirlastikca serum diizeyinin daha
belirgin sekilde arttigi tespit edilmistir. HIBH gelisen bebeklerde MDA diizeyinde artis
olacag! ve diizey ne kadar yiiksekse HIBH’ nin o kadar agir oldugu ileri stiriimuistir®.

Elektrofizyolojik ve Norofizyolojik testler

Elektroensefalogram (EEG): Burst supresyonu, elektro-serebral aktivite
azalmasi, dusuk voltaj paterni, cok odakli keskin dalgalar agir serebral etkilenimi gosterir
ve koOtl prognoza isaret eder. Klinik bulgular olmasa elektrografik ndbetlerin
degerlendirmesi icin supheli vakalarda EEG yapilmasi onerilmektedir’’ .

Beyin sapinin isitsel ve gorsel uyariimis potansiyelleri (BAIP ve GUP)
olgiimii: Bu yol ile HIBH' nin agirlik derecesi hakkinda yorum yapilabilir. Somato-
sensorial uyarilmig potansiyeller (DUP) de norolojik prognoz hakkinda onemli ipuclari
saglayabilir. HIBH gelistikten sonraki 24 saat iginde median sinir kullanilarak yapilan
SEP' in normal bulunmasi hastanin prognozunun %94 duyarlilikla iyi olacagini
gostermektedir.

Norofizyolojik ve Nororadyolojik testler

Kraniyal Ultrasonografi (US): Bu yontem ile peri-intraventrikiler kanama ve
periventrikller I0komalazi tanilari kolayca konabilir. Kanama sonrasi ventrikiler
dilatasyon ve hidrosefali gelisimi takibinde US oldukga yararlidir.

Renkli Doppler Sonografi: Serebral arterlerdeki kan akim hizlarinin ve serebral
kan hacminin olgimd tani ve prognozun belirlenmesi agisindan 6nemli ipuclari
vermektedir. Near-infrared spektroskopi yontemi ile HiBH' li bebeklerde serebral
otoregulasyonun bozuldugu gosterilmistir.

Bilgisayarli Tomografi (BT): Hipoksi ve iskemi sonrasinda beyinde ortaya gikan
dansite azalmasi veya zamaninda dodan bebeklerde daha sik olarak rastlanan
parasagital infarktlarin gésterilmesinde BT oldukga yararlidir.

Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG): MRG ile miyelinizasyonda gecikme,
korpus kallosumda incelme ile birlikte kortikal atrofi, bazal ganglionlarda uzun slre
devam eden sinyal degisiklikleri ve beyaz cevherdeki bozukluklari gostermek daha
kolaydir ve bunlar kétl progronozu gésterirler.

Manyetik Rezonans Spektroskopi (MRS): Bu ydntemle hipoksi ve iskeminin
erken ve gec¢ bulgularini detayli bir sekilde degerlendirmek ve bunlari prognoz ile
iliskilendirmek miimkiindir. MRS ile *'P kullanilarak fosfokreatinin (PCr) ve inorganik
fosfat (Pi) 6lgimu yapilabilmektedir. PCr/Pi orani beyindeki fosforile enerji durumunu

gosterir, asfiktik bebeklerde bu oranin diisiik olmasi kétl prognoza isaret eder.
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Proton MRS: HiBH' |i bebeklerin beyinlerinde laktat oraninda artis ve Naa
dizeyinde dusus oldugu bu yontemle saptanmistir. Naal/kreatinin veya Naa/kolin
oranindaki dusukligin kotu prognozu yansittigr gosterilmigtir.

HIBH’ de Tedavi

HiBH olustuktan sonra uygulanan tedavilerde istenen basarinin elde edilememesi
bu konu ile ugrasanlarda hayal kirikliklar meydana getirmisti. Bu nedenle HiBH
olusumunun Onlenmesi ile ilgili ¢aligmalar guncelligini korumaktadir. Dogum oncesi
bakimin kalitesinin artiriimasi, yuksek riskli gebelerde en uygun dogum zamaninin
belirlenmesi ve dogumlarin uzmanlar tarafindan yaptiriimasi  HiBH gelisiminin
onlenmesinde énemli rol oynayacaktir. Tim cabalara ragmen HiBH 6nlenememisse
asagidaki tedavi yontemlerinden bebek i¢in uygun olan secilmeli ve uygulanmalidir.

*  Solunumun saglanmasi

*  Beyin dolagiminin saglanmasi

* Normal kan sekeri duzeyinin saglanmasi

* Nobetlerin kontroll

»  Beyin 6deminin kontroll

* Digerleri

1. Solunumun Saglanmasi

Oksijen ve karbondioksit normal sinirlarda tutulmalidir. Hipoksi kontrol
edilmediginde serebral hasar derinlesmektedir.

2. Beyin Dolagiminin Saglanmasi

HIBH' de beynin otoregiilasyonu bozulmustur. Beynin dolasimi, kan basinci ile
pasif olarak saglanir. Kan basinci dustugunde beynin dolasimi azalir ve hasar artar. Bu
nedenle sistemik basing normal sinirlarda tutulmalidir®®®°3'. Duktus Arteriosus’un agik
olmasi durumunda ¢alma sendromu nedeni ile beyin dolagimi azalir. Bu nedenle duktus
arteriosus agikligi uygun sekilde tedavi edilmelidir®. Bradikardinin eslik ettigi apnelerde
de beyin kan akimi azalacagindan apneye neden olabilecek durumlar ortadan
kaldinlmali,  gerekiyorsa ~ metilksantin  tedavisi  uygulanmalidir’®.  Polisitemi
hiperviskositeye neden olarak dolasimi bozar ve beyinde enfarktlara neden olabilir, bu
nedenle varligi durumunda tedavi edilmelidir.

3. Kan Seker Duzeyinin Ayarlanmasi

HIBH tedavisi sirasinda en uygun kan sekeri diizeyinin ne oldugu tartismalidir®*,
Hiperglisemi olusturulmasi ile hipoksik dokuya vyeterli substrat sagdlanarak enerji

yetersizliginin dnlenebilecedi ve hasarin azaltilabilecegi iddia edilmistir*>*°. Diger yandan
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bazi hayvan deneyleri hipergliseminin hipoksik dokudaki laktat seviyesini arttirarak
hasari arttirdigini ortaya koymaktadir. Ancak klinik kanitlar tartismalidir’”*. Yenidogan
déneminde sinirda hipogliseminin bile uzun donemli biligsel bozukluklara neden oldugu
bildirilmektedir’®. Bu nedenlerle gecerli giincel yaklasim hastalarda normoglisemi
saglanmasidir.

4. Nobetlerin Kontroli

HIiBH sonrasi sikiikla ndbetler ortaya cikar. Nobetler yeni hasarlara yol
acabilecegi icin hizla durdurulmalidir’®>. Nobetlerin  tedavisinde oncelikle varsa
hipoglisemi, hipokalsemi ve diger elektrolit dengesizliklerinin dizeltiimesi gerekmektedir.
Nobet tedavisinde ilk secenek olarak fenobarbital ve ikinci sirada ise fenitoin
dnerilmektedir®. Yenidogan doneminde baglanan antiepileptik tedavinin, ayni donemde
yapilan norolojik ¢alismalarin normal bulunmasi halinde erken doénemde kesilmesi
onerilmektedir. EEG’ de anormal bulgularin saptandigi, ancak ndbetin tekrarlamadigi
durumda tedavinin EEG normal olana dek sUrdUrUlmesi”, EEG’ de anormal bulgularin
ve noromotor gelisimde bozuklugun surmesi halinde ise tedavinin daha uzun sireyle
uygulanmasi nerilmektedir*°. HIBH yoéniinden riskli yenidoganlara klinik nébetleri
olmasa bile EEG yapilmasi, subklinik nobet tespit ediimesi durumunda da tedavi
edilmesi onerilmektedir?”?. Hekimlerin yenidogan ndbetlerinin tani, tedavi ve takibi
sirasindaki tercihlerinin degerlendirildigi bir calismada HIiBH nedeniyle olusan ndbetlerin
tedavisi igin pek ¢ok farkli uygulama yapildigi ve antiepileptik tedavinin ortalama 10 + 8.9
hafta (1-52 hafta) siirdiirildigi tespit edilmistir®.

5. Beyin Odemi Tedavisi

HiBH nedeniyle gelisen beyin édemi ciddi bir sorundur. Bu giine dek tedavisi igin
mannitol, steroid, idrar sokturicl gibi ilaglar ve bas yukseltme gibi fiziksel uygulamalar
kullaniimigtir.

Hipoksiyi takiben hemen 1gr/kg/doz’ da mannitol verilen 130 hipoksik bebekte,
hipoksiden 2 saat sonra mannitol verilen 95 bebege gore 6lim ve sekel oranlari daha
disiik bulunmustur®'. Asfiksik dogum 6ykiisii olan, zamaninda dogmus on bebege
intrakranyal, serebral ve sistemik basinglari takip edilerek %20 mannitol uygulanilan bir
calismada, uygulamay takiben 40. dakikada kafa ici basincinin azaldi§i ve bu etkinin
dért saat siirdiigi ileri siriimistir?.

Kafa ici kan basinci 10 mmHg' nin (izerine gikan HIBH’ li bir grup bebege 4mg
deksametazon uygulama sonrasi 1.saatte kafa ici basincinin distigu, ancak sistemik

arteryel kan basincinin da dugmesi nedeniyle beyin dolagimina olumlu etkisinin olmadigi
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gorulmustur. Deksametazonun kan basincini artirici etkilerinin 24-48. saatlerde ortaya
cikacag bu nedenle HIiBH’ nin baslangicinda beyin édemini azaltici etkisinin olmadig
bildirilmistir*?.

HiBH olusturulmus sicanlara mannitol tedavisi uygulanarak beyin 6demi ve néron
hasarini énleyici etkisinin arastirildigi baska bir ¢alismada, mannitol tedavisinin HIBH’
den koruyucu etkisinin yok denebilecek kadar az oldugu sonucuna varilmistir*®,

Basin yukseltiimesi, idrar sokturucu ilaglar ve hiperventilasyonun beyin
damarlarindaki direnci artirdigi ve beyin 6demi tedavisinde etkili olabilecegi gosterilmistir.
Ancak tim bu uygulamalarin HiBH' |i fetus ve yenidodanda, nérolojik sonuclari
iyilestirmedigi saptanmigtir*?#44°,

6. Diger Tedavi Yontemleri

a. Hipotermi Uygulanmasi

Hipotermi beynin enerji metabolizmasini, glutamat salinimini, nitrik oksit Gretimini
ve iskemik dokunun depolarizasyonunu azaltir, apoptozu baskilar*®4’*®. Buna paralel
olarak beyin ici I1sinin 2-3°C azaltiimasi ile iskemik beyin hucreleri metabolizmasinda
azalma ve kismen néron koruyucu etki olustugu gdsterilmistir*’4°.

Yapilan c¢aligilmalarda vicudun sogutulmasi ile koagulasyon bozukluklari,
vasokonstriksiyon, ventilasyon-perfiizyon bozuklugu, oksijen dissosiasyon egrisinde sola
kayma, kalbin kasiima glcunde azalma, kan vizkozitesinde artma, doku dolagiminda
azalma ve sepsis riskinde artma gibi yan etkiler olustugu bildirilmistir®.

Siganlarda hipoksik-iskemik hasari takiben reperflizyon doneminde rektal
sicakh§in 36-37°C, striatal beyin sicakhginin ise 33, 34, 36 ve 39°C’ de tutuldugu bir
calismada metabolik ativite yonunden gruplar arasinda fark bulunmazken,
hipokampustaki CA1 hicrelerinde beyin sicakligi 36°C oldugunda gérilen iskemik hasar
bulgularinin, 34°C’ de gériiimedigi saptanmistir®.

Bir grup HiBH'’ |i hastanin basina orta soguklukta sivi ile dolu tiipleri sararak
segici bas sogutmasi yapilan, farkli iki gruba da hafif ve orta diuzeyde sistemik
hipoterminin uygulandigi bir calismada, lokal hipotermi uygulamasinin sistemik hipotermi
uygulamasinda goérilen komplikasyonlara neden olmadigi saptanmistir. Bu nedenle
HiBH tedavisinde segici bas sogutmasi uygulanmasinin yararli olabilecegi ileri
stiriilmiistiir*®. Ancak daha sonra yapilan galismalarda sadece bas sogutulmasinin HIBH’
yi yeterince onleyemedigi, sistemik ve kontrolli hipotermi uygulamasi ile daha iyi

sonuclar alindigi bildirilmistir">2.
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b. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) Olusumunun Engellenmesi

Hiicre ici Ca*? artisi fospolipaz Ay’ yi uyarir. Bu uyart SOR olugsumuna neden olan
bir grup enzimi aktiflestirir (Sekil 5). Ayrica ATP yikim yolunda ve arjinin-tre donugumu
sirasinda da SOR JUretilir. Bu sistemlerdeki enzimlerin uyariimalarinin engellenmesi ile
HIBH'’ nin tedavi edilebilecegi ileri stirtiimstiir*>.

.  Fosfolipid Yikim Yolunda Etkili Olanlar

Fosfolipaz Ay, siklooksijenaz (SO) ve lipooksijenaz (LO) inhibitorleri SOR
uretimini dnlemektedir (Sekil 5).

« Fosfolipaz A; inhibitorleri

Fofolipaz A, inhibitdr etkileri olan antimalaryal ilaglar, E vitamini, karbamazepin,
lityum ve kolin derivelerinin yan etkileri konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir®.

« Siklooksijenaz (SO) inhibitérleri

Domuzlar iizerinde yapilan bir calismada HiBH éncesi beyin igine siklooksijenaz
inhibitdri  (indometazin), PGH2-TxA; inhibitéri (SQ 29.548) ve superoksit dismutaz
(SOD) tedavileri uygulanmis, infarkt alanindaki vasodilatasyonu indometazinin kismi, SQ

29.548' in tam olarak azaltti§i ve SOD’ un da benzer etkiler gésterdigi saptanmistir®.

Fosfolipidler

Fofolipaz A;

v
Arasidonik asit
02 02

Sikloksijenaz Lipooksijenaz

Prostaglandin (PG) G, + O, Lékotrienler (LT) + Oz

|

PGH;

'

Diger PG’ler ve Tromboksan Ax(TxAz)

Sekil 5: Fosfolipid Yikimi ile SOR Uretimi.
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« Lipooksijenaz (LO) inhibitorleri

Hipoksik iskemiyi takiben sigan kortikal ndron hicrelerinde 5-lipooksijenaz (5-LO)
aktivasyonu gergeklesir. Bu da NMDA reseptorunu uyarir. 5-LO baskilayici kafeik asitin
glutamat salinimini azalttigi, néron hiicresinin yasam siiresini uzattigi gésterilmistir™.

Il. ATP Yikim Yolunda Etkili Olanlar

Ksantin oksidaz enziminin iskemi sirasinda SOR olugsumuna neden oldugu (Sekil
6), ksantin oksidaz inhibitérii olan allopurinoliin HIBH’ yi takiben ortaya ¢ikan SOR
iretimini  engelledigi  bilinmektedir’’.  Allopurinol  tedavisinin secilmis vakalarda

uygulanabilecegi ileri surtlmektedir.

Substrat Enzim
ATP Ksantin Dehidrogenaz
AMP
¢ Ca'" proteaz
Adenozin
Iskemi inozin L
\
¢ Ksantin oksidaz
Hipoksantin P » 0, + Ksantin
(o)) (o))
Ksantin
y oksidaz
M — Reoksijenasyon ——
0, +Urik asit
/
Yag asidi peroksidasyonu

Sekil 6: ATP Yikimi ile Hipoksantin, Ksantin ve SOR olusumu.

lll. Arjinin-Ure Déniisiim Yolunda Etkili Tedaviler

Nitrik oksit sentetaz (NOS) baskilanmasi: NOS’ un arjininden sitrullin
olusumunu katalizledigi, bu reaksiyon sirasinda NO olustugu bilinmektedir (Sekil 7). NOS
uyarilmasinin apoptozu aktive ettigi gésterilmigtirsg. NO’ nun deneysel ¢alismalarda fokal
serebral iskemiye yol actigi ve bu hasarin NOS inhibitérleri verilerek dnlenebilecegi
gosterilmistir™®. N-nitro-L-Arjinin (7 nitroindazole) NOS’ u baskilayarak NO olusumu

dnlemekte, bu da bircok enzimatik reaksiyonu ve SOR olusumunu 6nlemektedir®?,
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NADP*
NADPH+H+ URE
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NiTRIK OKSIT

Sekil 7: Arjinin Ure Déngiisiinde NO Uretimi.

c. Olugsmus Olan SOR’ un Temizlenmesi

. Antioksidan Enzimler

Glutatyon peroksidaz (GP), SOD ve katalaz, SOR iligkili hasarda ¢ok onemli tg¢
antioksidan enzimdir®®®'. Bu enzimlerin uyariimasi ile ortamdaki siiperoksit, hidroksil ve
hidrojen peroksit goreceli olarak daha zararsiz formlarina gevrilir. Zamaninda dogmus,
asfiksi Oykusu olan yenidoganlardan alinan kan érneklerinde, U¢ enzimin de plazma
diizeyleri evre Ill HIBH olan grupta kontrol grubuna gére belirgin sekilde yiiksek
bulunmus, sonucgta bu (¢ enzimin serum diizeylerine bakilarak HIBH' nin agirhg
hakkinda bir fikir edinilebilecegi gosterilmistir. Bu enzimlerin HIBH tedavisinde etkili
olabilecegi de diisiiniiimektedir®®.

Il. SOR’u Notralize Eden Diger Ajanlar

= Selenyum (Se)

Etki mekanizmasi halen ¢ok agik olmamakla birlikte bir ¢calismada antioksidan
etkisini GP’ yi aktiflestirerek, lipid peroksidasyonunu azaltma (zerinden vyaptidi
gosterilmistir®.

» E vitamini:

Yagda eriyen ¢ok gugli bir antioksidandir. Se ile birbirlerini tamamlayici etki
gosterdikleri iddia edilmektedir®. E vitamininin hiicre membraninda oksidanlara bagi
olusan lipid peroksidasyonunu oOnledigi, eksikliginde ise glutatyon peroksidaz
aktivasyonunun etkilenmedigi gosterilmistir®.

* N- Asetilsistein (NAS):
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Hipoksik-iskemi ve reperflizyonu takiben olusan SOR trombosit agregasyonuna
neden olmaktadir. Hayvan hipoksik-iskemi modellerinde NAS’ in metalloproteinaz
aktivitesini baskilayarak trombosit agregasyonunu azalttigi saptanmistir®.

» Askorbik asit (ASA):

ASA’ nin bir elektron vericisi ve serbest radikal temizleyicisi oldugu
saptanmistir®®. Beyin korteksi ve noral hiicre killtiirinde yiiksek doz uygulanmasinin
toksik etki yaptigi gdsterilmistir®.

d. Glutamatin Zararl Etkilerini Azaltici Tedaviler

Glutamat beyin hucrelerinin en énemli uyaricisidir. Glutamatin zararl etkileri
glutamat tasiyict proteinlerin baskilanmasi ya da aktive edilmesi ve glutamat
reseptorlerinin kapatiimasi ile 6nlenebilmektedir.

. Glutamat Tasiyici Proteinlerin Etkileri

Glutamat tasiyici proteinlerin diger adi eksitatér aminoasit tasiyci proteindir
EAAT ler gereklidir®”. EAAT aktivasyonunda azalmanin hiicre &limii artisi ve ayrica
psikoza®, aktivasyonda artisin ise ciddi norolojik ve psikolojik bozukluklara® neden
oldugu gosterilmistir. Hipoksik-iskemik durumu takiben 12. saatte glutamat tasiyici
proteinlerin saliniminin iskemik alan ve etrafinda azaldi§i, ancak 72. saatte ise bu alanda
glutamat tasiyici proteinlerin yogun olarak tespit edildigi bildirilmistir. EAAT’ lerin hem
néron koruyucu hem de néron dldiirmede etkili olabilecedi ileri stiriilmiistiir'™.

Il. Glutamat reseptor kapaticilarinin kullanimi

NMDA, kainat ve a-Amino-3-Hidroksi-5-Metil izoksazol Propiyonat (AMPA)
isimleri verilen temel olarak U¢ tip glutamat reseptoru vardir. Akut enerji yoksunlugu
hicre disi glutamatin asiri salinimina ve iyonotropik glutamat reseptérleri olan NMDA,
AMPA ve kainat reseptorlerinin kontrolsiiz aktivasyonuna neden olmaktadir’""2 (Sekil 8).
Bu durumda enerji bagimli glutamat geri alimi engellenmekte ve hicre igi kalsiyum
yogunlugu artmaktadir. Bu reseptorleri kapatici tedaviler glutamatin uyarici etkisini
onleyerek HIBH’ yi azaltabilir.

= N-Metil D-Aspartat (NMDA) Reseptor Kapaticilari

Hipoksi ve iskemi sonrasinda fazla miktarda salinan glutamat NMDA reseptorleri
yoluyla hiicre icine kalsiyum girmesine neden olmakta, nekroz ve apoptoz artmaktadir
(Sekil 8). MK-801, magnezyum (Mg*?) ve dizosilpin NMDA reseptdr kapatici olarak
tanimlanmistir.  MK-801 maddesinin siganlarda hipoksik hasardan hemen sonra

verilenlerde %90 ve iki saat sonra verilenlerdeyse %75 oraninda koruma sagladigi
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gosterilmistir. MK-801 son derece toksik olmasi nedeniyle simdilik klinik kullanimi
miimkiin degildir®®",

Magnezyumun da NMDA iyon kanallarini baskiladigi, hipoksik-iskemiyi takiben
sistemik uygulandiginda néronal hasari azalttigi deneysel olarak gdsterilmistir’™.

= a-Amino-3-Hidroksi-5-Metil izoksazol Propiyonat (AMPA) Reseptér
kapaticilar

Bu reseptorler voltaj bagimsiz olarak caligirlar ve aktivasyonu sonucunda
sodyum hucre igersine girerken potasyum ise hicre disina gikar. Quisqualat reseptorleri
olarak da bilinirler. AMPA reseptdr aktivasyonu ile erken donemde, hiicre igi sodyum
birikerek sitotoksik 6dem ve hiicre i¢i asidoz olusturur. HIBH olusturulmus yenidogan
sicanlarda bu reseptdriin topiramat’ ve nitrosiilfoilbenzoquinoksalindion™ (NBQX)

kullanilarak kapatilmasi ile HIBH' nin azaltilabilecegi gosterilmistir (Sekil 8).

Ca2t

D__

D_

Cl- Ca2+

Sekil 8: Glutamat, Mg*?, Ca*?, NMDA ve AMPA Reseptor Etkilesimi.

= Kainat reseptorleri

AMPA reseptorleri ile iyi ayirt edilemediginden AMPA/KA veya non-NMDA olarak
adlandirilirlar. Kainat reseptorlerinin aktivasyonu ile hicre igindeki magnezyum hicre
disina ¢ikar. Hucre i¢i magnezyumdaki dusls, magnezyum iyonunu kofaktdr olarak

kullanan enzimatik reaksiyonlarda bozulmaya, glikoliz, oksidatif fosforilasyon ve protein
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sentezi gibi metabolik olaylarin etkilenmesine neden olur. Magnezyumun ayrica NMDA
reseptor kapatici etki ile norotoksisiteden koruyucu etkisi oldugundan, hucre igi
seviyesindeki azalma noéronal hasarin siddetlenmesine yol agmaktadir. Bunlara ek
olarak, magnezyumun dususu htcre ici kalsiyum aktivasyunun siddetlenmesine neden
olarak, ikincil hasarin biylmesine yol acar (Sekil 8).

e. Noronal Biiyiume Hormonu Tedavisi

Temel fibroblast buyume faktorinin (bFGF) periton icine tekrarlayan dozlarda
uygulanmasinin noronal hasari azalttigi gosterilmistir. bFGF1 ve insilin benzeri biylime
hormonu (Insulin-like growth factor, IGF-1) bu grup icinde ilk 30 dakikada en etkili
olanlardir®®’”.

Noronal buyime hormonu (Neuronal Growth Factor, NGF) ventrikil igine
verildiginde tedavi edici etkisi oldugu gésterilmigtir78. NGF’ nin apoptotik hicrelerde
bulunan terminal transferaz nick end lebeling (TUNEL) reseptorl tzerinden etki ettigi, SF
verilen gruba kiyasla NGF verilen grupta néronal hicrede NOS aktivasyonunun ve
apoptozun daha az oldugu saptanmis, NGF’ nin HiBH tedavisinde etkili olabilecegi ileri
sirilmustar’™.

f. Kaspazlarin (caspase) Baskilanmasi:

Kaspazlar (caspase; cysteine-containing aspartate specific protease) aktif
merkezlerinde sistein iceren ve sitoplazmada inaktif halde bulunan enzimlerdir. Bilinen
14 adet kaspaz mevcuttur. Kaspaz 2,8,9,10 baslatici ve 3,6,7 ise efektor kaspazlar
olarak bilinmektedir’*®°. Sitokrom ¢’ nin sitoplazmaya saliverilmesi ve prokaspaz 9’ u
uyarmasi ile apoptoz baslar’’. Bu enzimler, 6zgiin aspartik asit kalintilarindan sonra
belirli proteinleri pargalar ve bu pargalanma sonucunda digerleri de aktive olarak
proteolitik bir sureci bagslatir. Baslatici kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan olum
sinyallerini efektér kaspazlara naklederler. Efektér kaspazlar ise ilgili proteinleri
parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar®.
Kaspazlarin baskilanmasi ile apoptozun onlenecedi ve HIiBH'nin azaltilabilecegi
dustnllmektedir.

g. Kok Hiicre Nakli Uygulanmasi

Hipoksik si¢anlara vaskuler endotelyal buyume hormonu ve noral kok hucre
tedavisinin damar igi (intravenoz, i.v.) yoldan uygulandigi bir calismada, iki maddeyi ayni
anda alan grupta, tek madde uygulanan ve madde verilmeyen gruplara gore daha

yiiksek proanjiogenetik etki gézlenmis, HIBH’ nin azaltilabilecegi ileri stiriimuistir®’.

28



Fetal sikinti nedeniyle sezeryan ile dogurtulan bebeklerle, fetal sikinti olmadan
sezeryanla dogurtulan bebeklerin gobek kordonu kanlari CD34 hucre sayisi bakimindan
kargilagtiriidiginda, fetal sikintisi olanlarda CD34 hucrelerin belirgin sekilde arttidi
saptanmistir®.

Hipoksik iskemik hasar olusturulmus sicanlara rekombinnant insan granulosit
koloni uyarici faktor verilmesi sonrasi siganlarin yagam surelerinin uzadigi, infarkt alanini
kiiglildigu, infarkt alaninda marjinal zonda CD34 hiicreleri arttigi saptanmistir®.

h. Deksametazon Tedavisi

Deksametazonun superoksit radikal Gretimi, lipid peroksidasyonu, peroksinitrit
iliskili doku hasari ve bcl-2 protein ekspresyonu iizerine etkisi olmadigi, apoptozu HIBH’
yi takiben DNA yikimini artiran proteinlerin sentezini baskilayarak azalttigr saptanmistir.
HIBH’ yi sinirlamada etkili olabilecegi iddia edilmistir®.

i. Glikolitik Yol Oncii Maddeleri Uygulanmasi

Aerobik/anaerobik glikolizde bir substrat ve ayni zamanda fosfoenolpruvattan
piruvata donusimde gugli bir uyarici olan Fruktoz 1,6 bifosfatin periton igine verilmesi ile
HIBH tedavisi denenmistir. Bu tedavinin beyaz cevher oliminin oldugu alanlarda
gelisen kortikal 6lU hiicre plaklarini azalttigi, ancak ilk 24 saatte beyin dokusunda laktik
asiti artirmasi nedeniyle HIBH’ yi artirabilecegi tespit edilmistir®®.

j-  Eritropoetin (EPO) Uygulanmasi

Eritropoetinin  hangi mekanizmayla apoptozu azalttigi  kesin  olarak
bilinmemektedir. Hipoksiyi takiben i.p. yoldan eritropoteinin uygulandigi bir ¢alismada,
EPO verilen grupta hipoksik-iskemik beyin dokusunda proapoptotik dizenleyici genler
bax ve DP5’ in artmis olan etkilerinin, antiapoptotik gen bcl-2 Urtnlerinin artiriimasi
yoluyla tersine gevrildigi gérulmastur. Sonugta eritropoetinin apoptozu 6nleyebilecegi ileri
strGiimstar®®.

HIiBH olusturulan sicanlara EPO tedavisi veriimesini takiben 24 saat boyunca
dizenli bir sekilde beyin lipid peroksidasyon ve antioksidan enzim dizeylerinin olgtldugu
bir ¢calismada, EPO tedavisi alan grupta glutatyon peroksidaz dizeyi belirgin sekilde
yuksek bulunmus, EPO’ nun antioksidan enzim aktivasyonu yolu ile néron koruyucu etki
gosterdigi ileri striilmustar®.

k. Kalsiyum Kanal Kapaticilari Uygulanmasi

Voltaj kapili Ca*?kanallarini kapatici ilaglarin kullanimi ile kalsiyumun hcre igine
girisininin  dnlenebilecegi, dolayisiyla hem nekroz hem de apoptozu tetikleyen

mekanizmalarin baskilanabilecegi ileri striilmistir®. Bir calismada serum iyonize
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kalsiyum diizeyi diisiik olan yenidoganlarda, HIBH ve diger organ hasarlarinin daha az
oldugu bildirilmistir®®. Ancak kalsiyum kanal kapaticilarin uygulanmasi ile ciddi kan
basinci dugukligu gelistiginden dikkatle kullaniimahdir.

. Magnezyum Siilfat Tedavisi:

Magnezyumun NMDA reseptérlerini kapatarak Ca*?

un hucre igine girigini
engelledigi ve HIBH' yi azalttigindan daha énce bahsedilmisti.

Dogum oncesi fetal sikinti bulgulari tespit edilen, 35. gebelik haftasindan 6nce
dogmus, 10. dakika APGAR skoru altidan az olan ve dogumunu takiben hentiz 12 saat
gecmemis bir grup bebege intravendz Mg-silfat (MgSQ,) inflzyon tedavisi uygulanmis,
tedavinin U¢ ve altinci saatleri arasinda bebeklerin kendiliginden solumaya basladiklari
tespit edilmistir. Ylksek doz i.v. magnezyum uygulanan hastalarda ciddi kan basinci
dusukligl ve kalp yetmezligi gelistigi gortlmus, ancak dusik doz tedavi uygulandiginda
bu yan etkiler saptanmamistir®.

Yapilan pek ¢ok calismada Mg*? uygulamanin néron koruyucusu etkisi yaninda
kan basincini dugurict ve solunum sikintisi yapici yan etkilerinden bahsedilmektedir.
Ancak son yillarda yapilmis bir ¢calismada agir hipoksisi olan zamaninda dogmus 40
bebege, dogumu takiben 30 ile 60. dakikalar arasinda 250mg/kg, 24 ve 48. saatlerde
125mg/kg olmak Uzere toplam ¢ kez damar i¢i MgSQ, verilmis, yan etkiler agisindan
takip edildigi 72 saat boyunca kontrol grubu ile HIiBH’ li bebekler arasinda farklilik
saptanmamistir. Serum Mg*? diizeyinin 2 mmol/L’ den diisiik olmasi durumunda yan etki
g6zlenmeyeceginden, HiBH tedavisinde i.v. MgSO, tedavisinin kullanilabilecegi ileri
siiriimektedir®".

m. Tanshinon Uygulanmasi

invitro olarak hiicre Kkiiltiriinde hipoksik iskemik hasar olusturulmus beyin
hicrelerinde, tanshinon uygulama sonrasi laktat dehidrogenaz aktivitesinde belirgin bir
azalma oldugu, hucrelerin yasam surelerinin uzadigi gosterilmig, tanshinonun noéron
koruyucu etkisi oldugu iddia edilmistir®.

n. Nikotinamid Uygulanmasi

Yenidogan sicanlarda HIiBH olusturularak 500mg/kg nikotinamid tedavisi
uygulanmig ve hasarli beyin dokusu miktarini azalttigi gosterilmistir. ATP kaybina engel
oldugu, antiinflamatuar etkileri, ayrica beyinde PGF2a’ vy azaltarak lipid
peroksidasyonunu Onledigi, kaspaz 3 aktivitesini azaltarak apoptozu baskiladigi
gosterilen nikotinamidin; HIBH gelisen yenidogan bebeklerde yeni bir tedavi segenegi

oldugu ileri stiriiimistar®.
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o. Ostrodiol Uygulanmasi

Gama aminobutirik asit reseptorini segici olarak kapatan muscimol ile
hipokampus hlcrelerinde deneysel olarak hasar olusturulan ve hasar sonrasi 6strodiol
tedavisinin denendigi bir calisma vyapilmistir. Bu ¢alismada Ostrodiol verilen
hayvanlardan 2-24. saatlerde hipoksik iskemik hasarin azaldigi, 24-48. saatler arasinda
ise laktat dehidrogenaz dizeyi ve hasarda artis saptanmigtir. Sonugta bu tedavinin
noron koruyucu etkisi olmadigi sdylenmistir™.

p. Morfin Uygulanmasi

Morfin birkag degisik reseptor tzerinden sistemlerde farkli etkilere neden olabilen
bir ajandir. Oncesinde morfin (23uM) uygulanmis ve takiben deneysel olarak hipoksi
olusturulmus bir grup denekte, Purkinje hucrelerinin yasam suresi degerlendiriimis,
morfin uygulanan grupta, hucre yasam sdresinin daha uzun oldugu gosterilmistir.
Naloksan gibi segici olmayan opioid antagonistlerinin bu etkiyi azalttigi tespit edilmigtir.
Morfinin HiBH tedavisinde etkili olabilecegi, ancak bu etkinin doz bagimli (=3uM) oldugu
ileri strimistir®.

r. Sodyum Kanal Kapaticilari Uygulanmasi

iskemi-reperfiizyon yolu ile olusan hiicresel hasarda hiicre ici sodyum (Na)
artisinin anahtar bir rolu oldugu ileri suriimustur. Hucrenin enerji gereksiniminin artmasi
membrandaki Na/K-ATPaz’ | uyarir ve hiicre igi sodyum artar. Bunu takiben Ca**/Na
degistirici kanal araciligiyla sodyum hiicre disina atilirken Ca* hiicre icine girer.
Kalsiyum hiicre ici asidoz gelisimine, sitotoksik 6deme ve glutamat toksisitesine neden
olmaktadir. Diger yandan hiicre igindeki ylksek sodyum diizeyi reperflizyon sirasinda
SOR iretiminde artiga ve HIBH' nin daha adir olmasina neden olmaktadir. iskemi
sirasinda voltaj duyarli Na kanallarinin kapatiimasinin néron koruyucu etkisi oldugu ileri
strGiimustar®®.

Gegmis yillarda yapiimis pek ¢ok calismada kullanilan voltaj bagimh Na kanal
kapaticilarin hipotansiyona ve anestezik yan etkilere neden oldugu bildirilmistir. Ancak
bir calismada bu etkinin kullanilan ilaglarin yeterince segici olmamasi ve Na kanallari ile
birlikte Ca*? kanallarini da kapatmasina bagl gelistigi ileri siiriimiistiir. Voltaj bagimli Na
kanali segiciligi yiksek bir ajan olan BIII-890CL hayvanlara uygulanmis, kan basincini
distrme ve anestezi gibi yan etkilerin gozlenmedigi, motor yetileri bozmadan noron
koruyucu etki gosterdigi bildirilmis ve faz | calismalarin yapilmasi énerilmistir®.

s. Endotelin Reseptor Kapatici Uygulanmasi

Endotelin HIiBH de &énemli roli oldugu bilinen bir maddedir. Endotelin
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reseptorlerini kapatici maddeler, hiicre kiltUrlerinde Uretilmis normal ve hipoksik fare
astrosit hucrelerine uygulanmig, apoptoz ve sitolizi azalttigi gosterilmistir. Diger yandan
benzer etkinin tim reseptorler igin gecerli olmadigi da gbsterilmigtir%. Endotelin
reseptorlerini  kapatici maddelerin etkilerinin anlasilmasi i¢in daha ¢ok calisma
yapilimasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

t. Koagiilasyonun Baskilanmasi

Son yillarda yapilan ¢alismalar, degisik uyarilar sonucunda beyinde PAF ve
doymamis yag asitlerinin sentezlendigini gdstermektedir®.

Yenidoganlarda PAF iskemik beyin dokusunda yogunlasarak proinflamatuvar etki
gosterir'®. Iskemi-reperfiizyon sonrasi gelisen ndronal hasarlanmada &énemli  bir
mediator olarak rol oynayan PAF’ in, hlcreler Uzerindeki istenmeyen etkileri reseptor
diizeyinde engellenebilir. HIBH olusturulan yenidogan siganlarda PAF reseptor
antagonistlerinin etkilerini gdsteren az sayida c¢alisma dikkati cekmektedir. Yapilan bir
calismada WEB 2170’ in sadece hipoksi oncesi etkili oldugu; hipoksi sonrasi verilmesinin

hasari engellemedigi bildirilmistir'®’

. BN 5202’ in ise gerek hipoksi Oncesi gerekse
sonrasi verildiginde etkili olmadigi gézlenmigtir1°1. Diger bir calismada hipoksiden hemen
once ve sonra BN 50730 kullaniimig, bunun hem doku kaybini azalttigi hem de 6grenme
ve hafiza yetilerini korudugu izlenmistir'®. Diger taraftan hipokampal néronlarda yapilan
bir calismada; PAF’ 1 inaktive eden PAF asetil hidrolazin, NMDA ile uyariimis apoptozu
azalttigi ve ndroprotektif etki sagladigi gozlenmistir'®. Boylece PAF asetil hidrolazin
eksitotoksisite, epileptik beyin hasari, kafa travmasi, inme, glokom ve noérodejeneratif
hastaliklar gibi olaylarda PAF antagonistlerine kargl alternatif olabilece@i ileri
siirilmustar'®.

Onemli bir mediyatér olan PAF’ n astim, alerjik rinit, sepsis, pankreatit,
inflamatuar barsak hastaligi ve iskemi-reperfizyondaki roltyle ilgili calismalar yapilmistir.
Bu calismalar PAF reseptdr antagonistlerinin kullaniimasinin yararli olacagi fikrini
gundeme getirmis ve PAF reseptor antagonistlerinin arastiriimasi ve gelistirilmesiyle ilgili
calismalarda artis gozlenmistir'®'%.

ABT-491 (4-etinil-N,N-dimetil-3-[3-floro-4-[(2-metil-1H-imidazo-[4,5c] piridin-1il)
metillbenzoil]1H-indol-1-karboksamid  hidroklorid) ¢ok glgli bir PAF reseptor
antagonistidir  (Sekil  9). Bu molekul imidazopiridin-indol iceren  reseptor
antagonistlerinden iceren ABT-299" in indol kismi ile BB-882’ nin imidazopiridin kisminin
birlesmesinden sentez edilmektedir'®’. Literatiirde ABT-491 in kullanimiyla ilgili sinirli

sayida calisma olmakla beraber'”'® HiBH’ de kullanimiyla ilgili tek bir calisma
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yapiimistir. Bu calismada PAF reseptor antagonisti ABT-491" in hipoksi dncesi veya
sonras! periton igine uygulanmasinin apoptotik hicre sayisini anlamli oranda dugurdugu
tespit edilmis, yenidoganin HIBH’ sinde néronal apoptozu azaltarak koruyucu ve/veya

tedavi edici etkileri olabilecegi ileri stirlilmiistiir.

N !
[
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Sekil 9: ABT-491.

HIiBH’ de Prognoz

HiIBH de prognoz metabolik sorunlarin, kalp ve solunum sistemi
komplikasyonlarinin tedavisine, bebeg@in kaginci gebelik haftasinda dogduguna ve
HIBH'nin agirhgina baghdir. Agir HIBH koma, apne, okulosefalik refleks yoklugu ve
direncli ndbetlerle karakterize ve kétl prognozlu bir durumdur. Dogumu takiben 20.
dakikada APGAR skorunun ¢ok duslk olmasi ve kendiliginden solunumun olmamasi,
ikinci haftada anormal nérolojik bulgularin sebat ediyor olmasi 6lim veya bilissel ve
motor yetilerde ciddi bozuklugun geliseceginin gostergesidir. Klinik bulgulara ek olarak
EEG anormallikleri ve MRG’ de patolojik gorunim saptanmasi da kotl prognozu
destekler. Hastalarin néromotor sorunlarinin erken ortaya konmasi, néromotor gelismeyi
destekleyici tedavi ve fiziksel aktiviteye erken baslanmasi prognozda daha iyi sonuglar
elde edilmesini saglamaktadir'®. HIBH' nin agiriginin énemli prognostik faktér olmasi,
HIBH’ yi dnlemeye yonelik tedavileri 6n plana gikarmaktadir.

HIBH’ yi ve olumsuz etkilerini 6nlemeye yonelik tedavilerin sonuglarini, siganlarin
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biligsel ve lokomotor yetilerini degerlendirerek gostermek mumkundur. Bu yetiler, gesitli
hayvan davranis deneyleriyle degerlendirilebilmektedir.

Siganlarin Biligsel ve Lokomotor Yetilerinin Degerlendirilmesi

Siganlarin bilissel ve lokomotor yetilerinin degerlendirimesinde bugline dek
tanimlanmis pek c¢ok hayvan davranis deneyi (HDD) modeli mevcuttur. HDD’ ler ile
siganlarda anksiyete, otonom fonksiyonlar, 6grenme, hafiza ve lokomotor aktivite gibi
pek cok ozelligin degerlendiriimesi yapilmaktadir. Bilimsel yeterlilik OlgUtlerinin timune
ayni anda sahip olan bir HDD modeli yoktur ve bu modellerin ¢ogu %100 kesinlikte
sonu¢ saglayamamaktadir. Ancak bilimsel teknolojideki gelismelerle birlikte HDD’ ler
giderek daha ideal Olgltlerde yapilabilmektedir.

Ongériisel Yeterlilik (Predictive Validity): Deney hayvanlarindan elde edilen
sonuglar ile klinik arastirmalardan elde edilen sonuclarin iligkisini kapsar. Hayvan
deneylerinde elde edilen ilag etkileri klinik galismalarda da gézlenmelidir.

Goruntusel Yeterlilik (Face Validity): Burada hayvan modelinin insandaki
hastalik belirtilerini ne olgtide taklit ettigi onemlidir. Bir HDD modeli insandaki belirtileri
taklit ettigi dlctde bilimsel yeterlilige sahiptir.

Yapisal Yeterlilik (Constructive Validity): Bu kriter hastaliga neden olan klinik
kosul ile hastaligin olusmasi arasindaki teorik iliski hakkindadir. Bir davranigsal model
insanda hastaliga neden olan risk faktorlerini kapsadigi ve bunlarin hastaliga olan
katkilarini dogru bigimde yansitabildigi dlgtide bilimsel yeterlilige sahiptir.

Davranig deneylerinin siganlarin gevresel (néromotor) gelisimin tamamlandigi 80-
85. glinlerden sonra yapilmasi dnerilmektedir'®. Ancak sicanlarin dogumu takiben kac
haftalik oldugu belirtilen ya da belirtimeyen pek ¢ok ¢alismada, deneylerin ortalama 180-
400 gr agirhigindaki eriskin erkek sicanlarla yapildigi bildirilmigir'"" 2113,

Bu deneylerde siganlarin cinsiyetlerine gére farkli davranislar sergiledigi tespit
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edilmistir'**. Ozellikle uzaysal (spatial) 6grenmenin degerlendiriimesinde erkek cinsiyetin

daha uygun oldugu saptanmistir’>"'®""”_ Bu durumun hormonal farklilik ve hipokampiis

115

gelisimdeki farktan kaynaklandigi ileri surtlmustir' ™. Son vyillarda yapilan pekgok

calismada bu nedenle erkek sigan kullanilmigtir'"! 112118119,

Tim HDD’ lerin 23 + 1°C oda sicakh@inda, 12 saatlik gece-gundiz ritminin
saglandigi bir odada ses, isik, sicaklik ve bekleme kosullarinin standardize edildigi
ortamlarda yapilmasi Onerilmektedir. Bu standardizasyonun sagdlanabilmesi icin tim
hayvan gruplarinin deney alanina deney glnlinden birkag gln o6nce getirilmesi,

deneylere baslanmadan oOnce tek tek bekleme kaplarina konmasinin gerekliligi
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belirtiimektedir.

Deney hayvanlarinin timinin daha dnce dogum yapmis, bir gebelikte birbirine
yakin sayida yavru doguran annelerin yavrularindan segilmesi, dogumdan sonra ayni
gunde sutten kesilerek anneden ayriimasi, anneden ayrilan siganlarin her kafeste esit
sayida olacak sekilde barindiriimasi, sican yemi ile beslenilmesi gibi temel kosullarin
saglanmasi Onerilmektedir. Burada ama¢ siganlarin davranig deneylerinin yapilacagi
tarihte birbirine yakin agirlikta olmalarinin, néromotor gelisiminin esit dizeyde olmasinin
saglanmasidir. Ayrica daha 6nce yavru dogurmus, yavrularina zarar vermedigi bilinen
annelerin yavrularinin secilmesi ile deneye alinacak siganlarin anne tarafindan
reddedilme ya da yenmesini 6nleme amaglanmaktadir. Siganlarin her zaman ayni
arastirmaci tarafindan, ayni yontemle duzeneklere konmasi, arastirmacinin odada her
zaman ayni yerde durmasi, ayni renk kiyafet giymesi ve hatta parfimdnd bile deneyler
suresince degistirmemesi 0nerilmektedir.

Yayinlar  degerlendirildiginde  si¢anlarda  biligsel ve motor yetilerin
degerlendiriimesi amaciyla kullanilan pek cok farkh dizenek oldugu gortimektedir.
Bunlardan bazilar rotarot dizenegi, sekiz kollu 1sinsal labirent, T labirent, yukseltilmis
arti labirent, agik alan ve Morris su tankidir.

Anksiyete, korku, tekrarlayan uygulamalarla &6grenme ve kisa hafiza
degerlendirilmesinin arti labirent (AL) deneyi ile dogumdan sonraki altinci haftada ve iki-
ig giin stireyle yapilmasi dnerilmektedir'?%12"122,

Siganlarin duygusal durumunu, sedasyonunu, lokomotor aktivitesini dlgmede agik
alanin (AA) kullaniimasi ve c¢alismanin dogumu takiben 10. haftada yapilmasi
onerilmektedir'? 12412,

Prof. Richard Morris tarafindan tanimlandigindan bu yana kemirgenlerin 6grenme
ve hafiza calismalarinda sikga kullanilan Morris su tanki (MST) diizenegi'®® ile
dogumdan sonraki 12. haftada bes glin slreyle uzak hafizanin (reference

121,127,128,129,130

memory) , 14. haftada ise dort gun sureyle yakin hafizanin (working

memory) degerlendirmesi 6nerilmektedir''®"" 13,

Arti Labirent

Arti labirent ilk olarak 1985 yilinda tanimlanmistir'?2. Bu diizenek ile anksiyete,
korku, tekrarlayan uygulamalarla 6grenme ve kisa hafiza degerlendirilebilir. Dogumu
takiben besinci haftadan baslayarak 16. haftaya dek, ardisik iki veya U¢ gun sureyle
glinde bir kez, 60 saniye (sn) ile bes dakika (dk) siiresince uygulanmaktadir'?'2":122132

Arti labirent farkli boyutlarda olabilen, yerden belirli bir ylUkseklikte iki acik, iki
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133,134
(

kapali kolu olan bir duzenektir Resim 1).

Resim 1: Arti Labirent Duzenegi (A acik kolun genisligi, B agik kolun uzunlugu, C kapal
kolun duvar yiiksekligi, D labirentin yerden yiiksekligi).

Siganlari kapal kola koyarak baslanan uygulamalarda agik kola ¢gikma surelerinin
uzunlugu anksiyete siddetinin azaldigini gdsterir'>>®. Acik kola birakilan siganin kapali
kola girme siiresinin ardisik giinlerde yapilan élgiimii ise 6grenmeyi degerlendirir'?®'%2.
Acik Alan
Acik alan ilk olarak 1934 yilinda Hall ve arkadaglari tarafindan hayvanlarin

137

duyugusal durumlarini degerlendirmek igin tanimlanmistir’>’. ilk tanimlanan seki

dairesel olup 1971 yilinda kare sekli de tanimlanmistir™®,

Acik alan, deney hayvanlarinin duygusal durumunu, sedasyonunu, lokomotor
aktivitesini 6lgmede sik¢a kullanilan bir dizenektir. Cesitli boyut ve sekilde (kare,
dikdortgen ve dairesel) olanlari vardir. Deney suresi 2-20 dk strmekle beraber en sik
bes dk slreyle ve bir kez uygulanir. Sicanlar merkeze ya da kenara konarak deney

baslatilabilir. Lokomotor aktivite birim zamanda gizgi ya da kare gegme sayisiyla'?*1%412°

veya katedilen mesafe ve hareket hizinin élgiimiyle degerlendirilebilir',
Acik alan deneyinde 80x80x50cm boyutlarinda gri PVC’ den Uretilmis bir kutu
kullanilabilece@i gibi 100x100x30cm boyutta, zemini 16 esit kareye bolunmus ve

pleksiglastan hazirlanmis bir kutuda kullanilabilir™* (Resim 2).
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Resim 2, Acik Alan Duzenegi.

Morris Su Tanki
Su tanki ilk olarak Morris tarafindan 1981 yilinda™ tanimlandigindan bu yana

kemirgenlerin dgrenme ve hafiza galismalarinda yaygin olarak kullaniimistir'®. MST

113,140,141,142 110,111,131

deneyleri ile uzak hafiza , yakin hafiza ve 6grenme degerlendirilebilir.

Yayinlar incelendiginde MST’ nin silindir seklinde oldugu, ¢apinin 117 cm’ den

130,131,143 144,145

210 cm’ ye , yUksekliginin 35 cm’ den 90 cm’ ye

50 cm’ ye''2"%""* kadar degistii goriilmektedir. MST igine kare™'"2%*!

, su derinliginin 24 cm’ den
veya daire’ 2144
seklindeki bir ylkselti, su ylzeyinin 1-2.5 cm kadar altinda hayvan tarafindan
gorulmeyecek bir sekilde yerlestirilerek gizlenir. Deneylerde kullanilan yukselti ¢aplari 8
cm’ den''? 15 cm’ ye'* kadar degismektedir (Sekil 10).

Uzak hafiza deneyi, hayali olarak dort kadrana ayrilmis MST’ de, kadranlardan
birine deney boyunca yeri sabit kalacak sekilde yerlestirilen gizli bir yukseltinin, hergin
farkli bir kadrandan baslamak kaydiyla ardisik olarak birkag kez suya birakilan siganlar
tarafindan gunler ilerledikge daha kisa strede bulunmasinin beklendigi ve deneyin son
gunu yukseltinin su tankindan g¢ikariimasi durumunda ise siganlarin eskiden yikselti olan
kadranda gegirdikleri strenin degerlendirildigi iki asamali bir uygulamadir. Uzak hafiza
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deneylerinin bes ile 13 giin arasinda siirebildigi bildirilmektedir'?" 140141,

Su Tanki Yuksekligi
Yikselti
< B = _
Kadran
/

Sekil 10: Morris Su Tanki.

Yakin hafiza deneyi ise hayali dort kadrana ayrilmis MST’ de, hergln farkli bir
kadrana yerlestirilerek yeri degistirilen gizli yukseltinin, hergin farkli bir kadrandan
baslamak kaydiyla ardisik olarak birkag kez suya birakilan sicanlar tarafindan, hergin
degisiklik yapiimasina ragmen gun icindeki atislar ve gunler ilerledikgce daha kisa surede
bulunmasinin beklendigi bir uygulamadir. Yakin hafiza deneyleri genellikle dort gin
siireyle yapilmaktadir''®"3".

MST deneyi sirasinda oda sicakliginin 23 + 1°C ve su sicakliginin ise 21°C'* ile
26°C""*'* araliginda olabilecegi pek ¢ok yayinda bildirilmistir. Siganlar su tankina her
atildiginda, ylUzmelerine izin verilen sureler esit tutulmakta olup, bu slre cesitli
arastirmalarda 30 ile 180 saniye arasinda degismektedir'**'*"**. Buna benzer farklilik
ylkselti (izerinde bekletime siirelerinde de mevcuttur ve ¢ saniye ile 30

130,144,146,

saniye arasinda degismektedir.



Davranis deneylerinde veri kayitlari, bilgisayar programlari aracihgiyla veya

kronomotre kullanarak siganlarin gozle takibi yoluyla yapilabilmektedir'*13%:147.148,
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GEREG VE YONTEMLER

Calisma Ekibi: Bu calisma Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar, Fizyoloji, Cocuk Cerrahisi, Patoloji ve Tibbi Biyokimya Anabilim Dallari
tarafindan yirGtiimés, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma ve Fizyoloji
Anabilim Dali Davranis Laboratuvarlarinda gerceklestiriimistir.

Etik Komite Onayi: Calisma icin Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurul'undan onay alinmistir.

Geregler: Deney sirasinda; diseksiyon icin mikroskop (Resim 3) ve cesitli
ebatlarda pens, bisturi, karotid arteri baglamak icin 6-0 ipek, cildin kapatiimasi igin 5-0
ipek ve portegl, ilag ve SF uygulamalari igin enjektorler, hipoksi odacidi (Resim 4), azot
ve oksijen tanki, oksimetre, hava iletimi i¢in ara bagdlanti hortumlari ve T tip, siganlarin
Isitilmasi igin 1sitici su banyosu (benmary), 1sinin kontroll igin termometre, dekapitasyon
icin pens ve bisturi, cikarilan beyinleri korumak igin saklama kaplari, alinan kan

orneklerinin taginmasi igin buz akuleri, agirhk olgumleri icin hassas tarti, steril ortl ve

eldivenler kullanildi.

Resim 3: Mikroskop. Resim 4: Hipoksi Odacigi (25x15x10cm?).

Davranis deneyleri igin eni 2.9, boyu 3.9 ve ylksekligi 3.1 metre olan 6zel bir oda
yapildi. Bu odanin camlarina hem 1sik hem de ses yalitimi i¢in kOpuk ile izolasyon
uygulandi. Oda sicakhgini sabitlemek igin dijital olarak 1sisi ayarlanabilen klima
yerlestirildi. Oda sicakligi 23°C’ de tutuldu. Havalandirmanin saglanmasi amaciyla iki
adet cam tipi aspirator kullanildi. Ayrica deney sirasinda isik siddeti ayarlanabilen dért

adet halojen lamba kullanildi. 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ritmi otomatik bir
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ayarlayici ile saglandi. Tavana iki adet yuksekligi ayarlanabilir aski yapildi. Bu askilara iki
adet gece ve gunduz kayit alabilen kamera yerlestirildi. Tim deneyler Ethovision XT
software araciligi ile kaydedildi*®""'*8_ Ayrica olabilecek karisikliklari dnlemek amaciyla
her sican deney alanina konmadan Once, bir tahta ve asetat kalemi kullanilarak hangi
grup, hangi deney, kaginci gun ve ka¢ numarali sigan oldugunu belirten bir not yazildi ve
bu bilgi siganin deneyi ile birlikte video kamera ile kaydedildi.

Ogrenmenin degerlendiriimesi igin siyah pleksiglastan yapiimig, 50x10 cm
boyutlarinda dort kola sahip, kollardan ikisinin 50 cm yukseklikte duvarla kapali oldugu
ve yerden yuksekligi 50 cm olan bir arti labirent dizenegi olusturuldu. Dlzenegin i¢
ylzeyleri parlamanin 6nlenmesi igin mat siyah toksik olmayan boya ile boyandi (Resim 5,
6).

Resim 5: Arti Labirentin Yandan Goriiniigii.

Lokomotor aktivite Olgimu igin siyah pleksiglastan, zemini 100x100cm ve
kenarlari 40cm yukseklikte bir acik alan deneyi kutusu yapildi. Kutunun i¢ yuzeyleri
parlamanin 6nlenmesi igin mat siyah toksik olmayan boya ile boyandi (Resim 7).

Uzak ve yakin hafiza deg@erlendirilmesi igin 150 cm ¢apli, 60 cm derinligi olan,
sicaklik ve 1sik kontrollli, paslanmaz celik malzemeden bir su tanki yaptirildi (Commat
Ltd. Sti. Ankara/Turkiye) (Resim 8). Bu su tankinin igi ylzeyi mikroorganizma ve kir

tutmayan, toksik olmayan mat siyah renkte polituretan 6zel bir boya ile kaplandi. Su tanki
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Resim 6: Arti Labirentin Ustten Gériiniigii.

Resim 7: Agik Alanin Ust-yandan Gériiniigii.
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cevresine gorllebilir ve yerleri sabit ipuglari yerlestirildi (1sik, resim vb.) (Resim 9). Su
tanki dort esit kadrana bolundl ve yukseltiyi koymak Gzere her kadranin agirlik merkezi
hesaplanarak bulundu. Tim deneyler boyunca yukseltinin konacadi kadranda yerinin
sabit olabilmesi i¢in, paslanmaz galvanizli sagtan yapilmis ve toksik olmayan boya ile
boyanmis, kullanilacak yukseltinin ayagina uygun genislikteki kizaklar, her kadranin
daha énce hesaplanmis orta noktasina yapistirildi (Resim 10). Su tanki igine tasinabilir,
yuzey kaplamasinda kullanilan materyal ile kaplanmis siyah renkli, yuksekligi

ayarlanabilen, 15 cm capli bir yukselti, yapilacak deneye gore uygun kadrandaki kizaga

ayag gecirilerek yerlestirildi (Resim 10, 11).

Resim 8: Morris Su Tanki Yandan Goriiniisii.
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Resim 9: Sabit Gorsel ipuglari. Resim 11: Gizli Yiikseltinin

Ustten Goriiniisii.

Resim 10: Kizaklar ve Yiikseltinin Ust-yandan Gériiniisil.
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Deney Hayvanlari: Bu ¢alismaya agirliklart 11,8 £ 1,9 gr olan, Wistar cinsi, 97
adet yedi glinlik erkek yavru sigan dahil edildi (Resim 12). Erken dénemde hipoksinin ve
ABT-491" in etkilerini hicresel dizeyde degerlendirmek Uzere dekapite edilerek,
histopatolojik inceleme yapilan 21 adet ve hipoksi/ila¢ uygulamalarini takiben 6len ya da
diger nedenlerden dolayi ¢alismadan ¢ikarilan 19 adet sigan disinda, canh kalan 57
sigana davranig deneyleri uygulandi.

Davranig deney tarihlerine iki giin kalana dek tiim siganlar Mersin Universitesi
Tip Fakultesi Deney Hayvani Laboratuvar’ nda havalandirmasi, klimasi olan, gece-
gunduz ritmi otomatik olarak ayarlanan, nemi él¢ulen bir odada, annelerinden ayrildiklari
24. gunden itibaren her kafeste 3-4 adet sigan olacak sekilde ayri kafeslerde barindirildi.

Sicanlar ve kafesler toksik olmayan boya kullanilarak numaralandirildi.

Resim 12: Yedi Guinliik Yavru Siganlar.

Yontem

llag: ABT-491 (Sigma) 0.4 mg/kg intraperitoneal (i.p.) yoldan 0.2 ml SF iginde
verildi.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinin Olusturulmasi

Yirmiyedi adet anne si¢anin erkek yavrulari, rastgele segilerek ¢ gruba ayrildi.
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Tdm siganlara isofluran emdirilmis pamuk ile bir iki dk inhalasyon anestezisi verildi.
Siganlar uyandikga doz tekrarlandi. isofluran ile anesteziyi takiben siganlar islem
yapllacak masaya dort ayagindan flasterle sirt Ustl sabitlendi. Ardindan boyunda orta
hattan kesi yapilarak mikroskop altinda sag karotid arter bulundu. Sham grubu hari¢ tim
sicanlarin karotid arterleri baglandi.

Tam vyavru siganlar derlenme ve beslenme sureci i¢in anne yaninda iki saat
birakildi. Bu surecin sonunda sham grubu digindaki siganlar bir saat slreyle hipoksi
odacigina kondu. Hipoksi odaciginin kapagina, icerideki havanin oksijen yuzdesini
olcmek icin oksimetre algaci yerlestirildi. Siganlar hipoksi odacigina yerlestirildikten
sonra hipoksi odaciginin kapagi kapatildi. Hipoksi odaciklari siganlarin isilarinin
korunabilmesi igin 33 + 0.5°C’ de 1sitilan su igine konuldu. Hipoksi odacigina bir T tip
aracihgi ile %8 yogunlukta oksijen ve %92 yogunlukta azot iceren gaz verildi. Hipoksi
odacigindaki oksijen yogunlugu oksimetre ile strekli takip edilerek %8’ lik oran korundu.
Bir saatlik hipoksi uygulamasi sonunda ilag veya SF verilen yavru sigcanlar anne yanina
kondu. Sham grubu da hipoksi uygulanmamasina karsgin annelerinden bir saat sureyle
ayirild.

Grup A (n: 30) : Hipoksi sonrasi ABT-491 i.p. verildi (Toplam 37 olan
sigan sayisindan karotid arteri kopan Ug ve isofluran anestezisi sirasinda 6len dért sigcan
disulmastar).

Grup B (n: 30) : Hipoksi sonrasi SF i.p. verildi.

Grup C (Sham) (n: 30): Sicanlara anesteziyi takiben sadece boyun diseksiyonu
yapilarak karotid arter bulundu, ancak baglanmadan diseksiyon alani dikis ile kapatildi.

Cerrahi iglem sirasinda ve hipoksi odaciginda iken her 3 dakikada bir solunum,
cilt rengi ve hareketleri yakindan izlendi.

A ve B gruplarindan 7’ ser sigan i.p. ilag ya da SF uygulamasini takiben ikinci
saatte, C grubundan 7 si¢an iki saatlik derlenme stirecini takiben, MDA 6l¢imu igin kalp
ici girisimle kan ornedi alindiktan sonra erken donemde noronal apoptozu
degerlendirmek Uzere dekapite edildi. Sonugta her gruptan 23 sigan 24 ginlik olana
kadar anne yaninda birakild.

Dogumu takiben 24. gun anneden ayirilan siganlar bir numarali siganin bas
kismi, iki numarali siganin sirt kismi, i¢g numarali siganin kuyruk kismi boyanip, dort
numarall sigan boyasiz birakilarak 1’ den 4’ e dek numaralandirildi. Kafeslere de birden
16’ ya dek numara verildi ve tim siganlar her kafeste 3-4 adeti bir arada barinacak

sekilde ayrildi. Bu suregte grup A’ daki siganlardan Ugu 22 gunlikken ve grup B‘ deki
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sicanlarin biri de 13 glnlukken bilinmeyen bir nedenden 6ldu. Daha sonraki bir donemde
de Grup B’ deki bir siganin kafes temizligi yapildigi sirada yanhslikla Grup C’' deki iki
sicanin oldugu bir kafese kondugunun fark edilmesiyle her ¢ sican da g¢alismaya
alinmadi. Ayrica 10. haftada grup B’ den bir, grup C ve grup A’ dan ikiser siganin
g6ziinde sorun oldugu fark edilince galisma disi birakildi. Béylece A grubundan 18, B
grubundan 20, C grubundan ise 19 sican olmak Uzere toplam 57 sican ile davanis
deneyleri tamamlandi.

Siganlara dogumu takiben yedinci gun tamamlandiginda deneysel hipoksi-iskemi
ve ABT-491/SF uygulamasi, altinci hafta tamamlandiginda arti labirent, 10. hafta
tamamlandiginda agik alan, 12. hafta tamamlandiginda Morris su tanki-uzak hafiza ve
14. hafta tamamlandiginda ise Morris su tanki-yakin hafiza deneylerinin yapilacagi bir

deney uygulama takvimi olusturuldu (Sekil 11).

v v v v v
7.gUn 24, gun 6. hafta 10.hafta 12. hafta
hipoksi- anneden arti labirent acik alan uzak hafiza
iskemi ayirma 14. hafta
yakin hafiza
16. hafta
dekapitasyon

Sekil 11: Deney Uygulama Takvimi.

Deneyin Bitirilis Sekli

Deneyin yedinci ginunde her bir gruptan rastgele segcilen yediser si¢cana isofluran
anestezisi uygulanarak kalp iginden kan érnegi alindi ve servikal dislokasyon ile étenazi
uygulandi. Beyin butinltklerini bozmadan dekapitasyon yapildi ve kafatasindan gikarilan
beyin drnekleri bekletiimeden %10’ luk ndtral formaldehid iceren kaplar igerisine konuldu.

Dogumu takiben 16. haftada davranis deneylerini tamamlayan si¢anlara ketamin
(80mg/kg/doz) ve ksilazin (8mg/kg/doz) anestezisi i.p. verilerek, servikal dislokasyon ve
otenazi uygulandi. Beyin butunlukleri bozulmadan dekapitasyon yapildi ve beyinler
agirliklari tartildiktan sonra bekletiimeden %10 formaldehid i¢ine konuldu.

Histopatolojik Degerlendirme

Dogumu takiben yedinci ginde deney sonunda c¢ikarilan beyinlerde TUNEL ve
Kaspaz-3 yontemleri ile imminohistokimyasal olarak “apoptoz” degerlendiridi. Cikarilan
beyinler siganlarin hangi gruptan oldugunu ve siganin hangi karotid arterinin

baglandigini bilmeyen bir patolog tarafindan degerlendirildi. Bir gecelik formaldehit tespit

47



islemi ardindan beyin dokularinin sag yarilari doku boyasi ile isaretlenerek koronal
olarak seri kesitler alindi. Subtalamik nukleuslar, hipokampus ve parietal korteksi temsil
eden bir veya iki ornek rutin takip islemine sokuldu. Hipoksik-iskemik hasara daha
duyarli oldugu igin bu bdlgelerdeki néronlar segildi. Rutin takip isleminde beyin dokulari
alkol, ksilol ve parafin sollisyonlarinda bekletildiler. Hazirlanan parafin bloklardan elde
edilen bes mikron kalinhgindaki kesitler rutin hematoksilen eozin histokimyasal boyasi ile
boyandi. Preparatlar 1sik mikroskobik dizeyde (Nikon Eclipse 80i) incelendi. Koronal
kesitlerde rutin boya ile néronal morfolojik degisiklikler not edildi.

TUNEL Yontemi

Noéronlardaki DNA fragmantasyonunu gostermek icin Terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated-dUTP nick end labeling (TUNEL) metodu (“in situ apoptosis
detection kit" ,Biogen, katolog no S7101) segcildi. Bu islemde, elde edilen 5 mikron
kalinligindaki koronal beyin kesitleri, deparafinizasyon ve alkol takip islemleri ardindan
proteinaz K ile 15 dakika oda sicakhiginda inkibe edildi (10ul/2.5 ml, fosfat tampon
solusyonu). Fosfat tampon sollisyonunda yikandiktan sonra kesitler, buharli kabin
icerisine yerlestirildi ve Uzerlerine terminal deoksi transferaz (tdt) reaksiyon karigimi
damlatilarak 37°C de etiiv icerisinde bir saat inkiibe edildi. Kromojen olarak 3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), zemin boyamasi igin metil yesili kullanildi.
Kesitler kapama maddesi ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak germinal merkezleri belirgin
tonsil kesitleri kullanildi.

Kaspaz-3 Yontemi

Elde edilen 5 mikron kalinligindaki koronal beyin kesitlere, deparafinizasyon ve
alkol takip iglemleri ardindan, Avidin Biotin kompleks immun peroksidaz yontemi ile
poliklonal tavsan antikoru, Kaspaz antikoru (1:100 dilusyon, Neomarkers, RB-1197-B0)
uygulandi. immunhistokimyasal boyama yénteminde Lab-Vision, Ultravision Large
Volume Detection System Anti-Polyvalent, HRP (Ready to Use) biokimyasal kit, zemin
boyamasi igin Mayer hematoksilen kullanildi. Preparatlar Nikon E 600 1sik
mikroskobunda degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak germinal merkezleri belirgin tonsil
kesitleri kullanild.

Apoptozun Degerledirilmesi

Sag yarilari doku boyasi ile isaretlenen koronal beyin kesitleri, TUNEL metodu ve
Kaspaz immunohistokimyasal boyama iglemlerinden sonra i1sik mikroskobunda
degerlendirildi. Her iki beyin yarisi ayri ayri degelendirildi ve her iki taraftaki subtalamik
nukleuslar, hipokampls ve parietal korteksteki TUNEL ve Kaspaz ile imminreaktivite
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gOsteren néronlar sayildi. Sayim igin kesitler 1sik mikroskopik diizeyde oénce kiguk
buyltmede ve X40 buyutme alaninda taranarak sag ve sol yari igin sayim yapilacak
alanlar segildi. Sayim icin uygun 5 alan X400 biiyiitme (her biiyik biiyitme =152 um?,
toplam alan 760 umz) tarandi. TUNEL ve Kaspaz-3 ile pozitif boyanan toplam néronlar
sayildi.

Atrofinin Degerlendirilmesi:

TUm deneylerin 16. haftada tamamlanmasi ile ¢ikarilan beyinlerin agirliklari ve
makroskopik olarak HIBH bulgulari degerlendirildi.

Biyokimyasal Degerlendirme

Dogumu takiben yedinci ginde dekapite edilen siganlardan kalp igi girisim yoluyla
alinan kan orneklerinde, lipid peroksidasyonunda ikincil Urin olarak olugsan MDA
duzeyleri 6l¢uldu. Grup C’ deki bir drnek hemolizli olmasi nedeniyle ¢alisma digi birakildi
ve deneyin bu asamasi 20 drnegin incelemesi ile tamamlandi.

Aerobik sartlarda orneklerin pH: 3.4’ de ve 95°C i1sida tiyobarbiturik asit (TBA) ile
inkUibasyonu yoluyla MDA varligi tespit edildi. Olusan MDA ve TBA pembe renkli bir
kompleks olusturmakta ve renk siddetinin 532 nm’ de spektrofotometrik olarak olgimdi ile
lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA duzeyleri saptanmaktadir.

Taplere alinan kan ornekleri 3000 rpm’ de 10 dk santrif(j edilerek elde edilen
plazma caligilana kadar -20°C’ de sakland!. islem yapilacadi giin hazirlanan soliisyonlar
95°C’ de 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra musluk suyunda sogutuldu. 1 ml distile su ve 5
ml n-bitanol: piridin (14/1 oraninda hazirlandi) soliisyonu eklendi. Vorteksde karistirildi.
4000 rpm.’ de 15 dk santrifilje edildi. Ustteki kismi alinarak spektrofotometrede 532 nm.’
de absorbsiyonu okundu. Sonuglarin degerlendirilmesinde 1.1.33 tetraetoxypropane ile
hazirlanan standart egri kullanildi '.

Davranig Deneyi Uygulamalari ve Degerlendirme

Her deneyden iki gin dnce deneyin uygulanacadi gruptaki sigcanlar davranis
laboratuvarina getirilerek, tim si¢anlarin ayni streslere maruz kalmasi, ortama aligmalari
icin esit slre gecirmeleri saglandi. Tim deneyler boyunca siganlar ayni arastirmaci
tarafindan dlizeneklere kuyruklarindan tutularak konuldu. Bir deneyin tim gruplara
uygulanigi suresince arastirmaci ayni renk kiyafet giydi ve odada ayni yerde durdu.
Davranis deneylerine sabah saat 09:00" da baslandi ve en geg saat 14:00° de bitirildi.

Dort adet seffaf, plastikten yapilmig, talassiz ve kuru kap bekleme kafesi olarak
kullanildi. Her sigan duzeneklere konmadan once 10 dakika slreyle bu kaplarda

bekletildi. Hergin deneylerin bitiminde bu kaplar yikandi. Agik alan ve arti labirent
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deneylerinde her sigcanin alana konmasindan 6nce labirentler temizlendi. Su tankinin
dibinde biriken tum kirler, hergiin deney bitiminde vakumlu bir sistemle temizlendi.
Hayvanlarin barindigi kafesler ¢ gin aralarla duzenli olarak temizlendi, ancak gerek
goriuldiginde daha sik kafes temizligi yapildi.

Arti Labirent Deneyi

Bu labirent ile 6grenme yetisini dederlendirmek amaglandi. TUm siganlara altinci
haftanin tamamlanmasini takiben, ardisik U¢ gun boyunca, ginde bir kez ve sabah saat
09:00-13:00 arasinda uygulandi.

Gunlik uygulamalarda deney suresi 60 sn olarak belirlendi. Siganlar ikiser dk
arayla labirente kondu. Altmis saniye bitmeden kapali kollardan birine giren ve bir saniye
orada kalan siganlar kapall kolu bulmus olarak kabul edildi ve giris sureleri kaydedildi.
Deneyin ilk guni 60 sn’ de kapali kola girmeyen sigcanlar da elle yonlendirilip kapali kola
sokularak, tiim siganlarin 10 sn siireyle kapall kolda kalmalari sadlandi. iki ve (giincii
gunlerde elle yonlendirme ve kapall kolda 10 sn bekletme yapilmadan deney aynen
tekrarlandi(Bkz. EK-1). Deney sirasinda labirentten dusen sigan oldugunda, dustugu
yerden tekrar labirente konarak deneye devam edildi. Deney sonlandiginda tim
sicanlarin agirliklari tartildi.

Acik Alan Deneyi

Bu deneyde lokomotor aktivitenin dederlendirilmesi amaglandi. Tim siganlara 10.
haftayr tamamlamalarini takiben bir gun, bir kez ve 5 dk sureyle, saat 09:00 ile 13:00
arasinda uygulandi. Ekrandaki gorlntliye gore sad alt kdse baslangi¢ alani olarak
secildi. 100x100cm olgulerindeki zeminde bes dakika sureyle katettikleri mesafe (cm) ve
hareket hizlar (cm/sn) kaydedildi (Bkz. EK-1). Deney bitiminde si¢anlarin agirliklari
tartildi.

Morris Su Tanki Deneyi

Deneyler sicanlar dogumu takiben 12. ve 14. haftalarini tamamladi§inda, hergin
saat 09:00-14:00 arasinda uygulandi. Bu dizenekte daha once bahsedilen uzak ve
yakin hafiza deneyleri, standart ortam kosullarinin saglandigi bir odada degderlendirildi.

Uzak Hafiza Deneyi

Sicanlar dogumu takiben 12. haftayl tamamlandiginda ve bes giin sureyle
uygulandi. Bilgisayar ekranindaki goruntl Uzerinden su tanki bati, kuzey, dogu ve guney
olmak Uzere dort esit kadrana ayrildi. Tank 42 cm derinlik olacak sekilde ve 22 + 1 C°
sicakhginda su ile dolduruldu. Deneyin ilk dort glinlinde 15 cm ¢aph ylkselti su altinda

gizlenecek sekilde 40 cm yukseklige ayarlanip, yeri sabit olmak Uzere dogu kadraninin
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orta noktasina yerlestirildi. Deneyin ilk ginu tim siganlar bati kadranindan baglanip saat
yonunde ilerleyerek her kadrandan gunde bir kez olmak kaydiyla toplam dort kez, baglar
su tanki duvarina donuk olarak suya birakildi (Sekil 12). Her suya birakilma uygulamasi
“Atis“ olarak adlandirildi. Siganlar her atista 60 sn sure ile ylzdurulduler. Bu slre i¢inde
yukselti Uzerine ¢ikan, 5 sn orada kalan siganlar deneyin bu agamasini tamamlamig
kabul edildi ve 15 sn sureyle yukselti Uzerinde kalmalarina izin verildi. 60 sn iginde
yUkseltiyi bulamayan siganlar elle yonlendirilerek yukseltiyi bulmalari ve 15 sn sureyle

yukselti Uzerinde kalmalari saglandi(Bkz. EK-1).

Sekil 12: MST Uzak Hafiza Deneyinde 1. Giin Siganlarin Suya Atilis $emasi. [ilk atis
bati kadranindan yapilir ve saat yéniinde ilerleyerek her sican icin giinliik toplam 4 atisla deney

tamamlanir (B bati, K kuzey, D dogu, G giiney kadranlari)].

Deneyin 2, 3 ve 4. gunlerinde saat yonunde ilerleyerek ilk atiglarin hergun farkh
bir kadrandan yapilmasi saglandi (Sekil 13). Dort gun slresince her atista yUkseltiyi
bulma suresi (YBS) kaydedildi. Her grubun 1., 2., 3. ve 4. glnlerdeki ortalama YBS’ leri
hesaplandi. Bu sureler her grup i¢in kendi iginde birbirleriyle ve her gun igin gruplar
arasinda karsilastirildi. Ayrica 1. gun ile 4. giin arasindaki YBS farki da gruplar arasinda
karsilastirildi.

Deneyin besinci gunu dogu kadranindaki yukselti su tankindan ¢ikarildi. Tim
siganlar yukseltinin eskiden oldugu kadranin kargisinda yer alan bati kadranindan bir kez
suya birakildilar ve 60 sn sureyle yuzduruldiler (Sekil 13). Bu sure sonunda eskiden

yukseltinin oldugu dogu kadraninda ortalama gegirdikleri sure (sn), yizme hizlari (cm/sn)

51



katettikleri mesafeler (cm) kaydedildi ve gruplar arasinda karsilastirma yapildi (Bkz. EK-

1). Deneyin tamamlanmasini takiben sicanlarin agirliklar élgtldd.

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

Sekil 13: MST Uzak Hafiza Deneyi Gilinlere Gore Uygulama Semasi (B bati, K kuzey, D

dogu, G giiney kadranini, oklar ise hergiiniin ilk atis yapilan kadranini géstermektedir).

Yakin Hafiza Deneyi

Her sican icin dogumu takiben 14. haftayi tamamladiginda, dort gin sureyle ve
gunde dort kez atis yapildi. Oda-su sicakligi, su derinligi ve yukseltinin boyu/capi,
Isiklandirma, deney Oncesi bekleme suresi ve deneyin yapildigi saatler uzak hafiza

deneyindeki gibiydi. Uzak hafiza deneyinin ilk dort giinline benzer sekilde, si¢anlar suya

Sekil 14: MST Yakin Hafiza Deneyinde 1. Gun Siganlarin Suya Atiig Semasi.
[Yiikselti bati kadranina yerlestirilir, ilk atis ta bati kadranindan yapilir ve saat yéniinde ilerleyerek

her sigan igin giinliik toplam 4 atigla deney tamamlanir (B bati, K kuzey, D dogu, G giiney kadrani)]
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her atihglarinda 60 sn yuzmelerine ve 15 sn yukselti Uzerinde kalmalarina izin verildi
(Bkz. EK-1). 60 sn’ de yUkseltiyi bulamayan siganlar da elle yonlendirilerek yukselti
uzerine kondu. Uzak hafiza deneyinden farkli olarak her sicanin iki atigi arasinda 5
dakika stre ile beklenildi, hergln ilk atiglar yukseltinin bulundugu kadrandan yapildi
(Sekil 14) ve yiikseltinin yeri saat yéniinde ilerleyerek hergiin degistirildi (Sekil 15). ilk
atiglara égrenme atigi ismi verildi. ikinci, tiglincli ve dérdiincli atislar ise uzak hafiza
deneyinde oldugu gibi saat yoninde ilerleyerek farkli kadranlardan yapildi (Sekil 14)

Her bir grup icin, o gruptaki tim siganlarin dort gune ait 1. atig, 2. atig, 3. atis ve
4. atistaki ortalama YBS, ylzme hizi ve katedilen mesafe verilerinin alt alta
toplanmasiyla her grubun, her parametre icin birer tane 1. atis, 2. atis, 3. atis ve 4. atis.
ortalama degerleri hesaplandi. Yukseltinin oldugu kadrandan yapilan 6grenme atiglari
istatistiksel hesaplamalara katiimadi. ikinci, 3. ve 4. atislarin ortalama YBS’ leri, her grup
icin kendi arasinda ve her bir atisin ortalama YBS’ si de gruplar arasinda karsilastirildi.

Deneyin tamamlanmasini takiben siganlarin agirliklari tartild.

®

1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN

Sekil 15: MST Yakin Hafiza Deneyi Uygulama $emasi. (B bati, K kuzey, D dogu, G

giiney kadranini, oklar ise hergiiniin ilk atig yapilan kadranini géstermektedir).

istatistiksel Yontemler

Bu calismadaki tim veriler ortalama * standart sapma (SS) olarak hesaplandi ve
P degerinin 0.05'in altinda olmasi anlamli kabul edildi.

Apoptotik hucre sayisi degerlendirmesinde, beynin bir yarisindaki apoptotik huicre
sayllarinin gruplar arasi karsilastirilmasi varyans analizi (ANOVA) testi ile yapildi. Her

boyama ydéntemi igin, her grubun kendi sag ve sol beyin yarilari arasindaki apoptotik
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hiicre sayilarinin karsilastiriimasinda es yapma t testi (Paired Samples t Test) kullanildi.

Serum malondialdehid dlzeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasinda varyans
analizi (ANOVA) testi yapildi.

Arti labirent deneyi degerlendirmesinde tekrarlanan Olgimllu varyans analizi
(repeated measures ANOVA) testi kullanildi.

Acik alan deneyinde katedilen mesafe ve hizlarin karsilastirmasinda varyans
analizi (ANOVA) testinden yararlanildi.

Morris su tankinda uzak hafiza deneyinde 1, 2, 3 ve 4. gunlerin verileri
tekrarlanan Olgimli varyans analizi (repeated measures ANOVA) testi ile ve besinci gin
verileri ise varyans analizi (ANOVA) testi ile degerlendirildi.

Yakin hafiza deneyi verilerinin karsilagstirmasinda tekrarlanan Olgimlu varyans
analizi (repeated measures ANOVA) testi kullanildi.

Deney sonunda beyin agirliklari degerlendirmesi varyans analizi (ANOVA) testi
ile yapildi.

Tekrarlanan Olgumlu varyans analizi (repeated measures ANOVA) testinde
anlaml sonu¢ bulunmasi durumunda, farkli olan alt gruplarin belirlenmesi amaciyla
Student-Newman-Keuls post hoc testi kullanildi. Varyans analizi (ANOVA) testinde
anlaml sonug¢ bulunmasi durumunda ise Bonferroni post hoc testinden yararlanildi.

istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) for
Windows Release 11.5.1, Standard Version paket programinda yapilmistir (SPSS Inc.,
1989-2002). Grafik gizimlerinde ikinci bir ara¢ olarak Microsoft Office Standard Edition for
Students and Teachers, Microsoft ® Office Excel 2003-2007 modillerinden

yararlaniimistir.
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BULGULAR

Apoptoz Bulgulari

Dogumu takiben yedinci gunde dekapite edilen siganlarin beyinlerinin her iki
yarisi da makroskopik olarak normal gorinumdeydi. Ayrica koronal kesitler yapildiginda
da normal makroskopik bulgular mevcut olup; kanama, ddem ve infarkt alani
saptanmadi. Rutin hematoksilen eozin boyasi ile apoptotik ndronlar normal morfoloji
sergileyen noéronlara gore yuvarlak sinirli, nikleer kondansasyon ve sitoplazmik
buzisme sergilemekteydi.

Normal morfoloji sergileyen noronlarda TUNEL ile pozitif boyanma gorulmezken;
apoptotik morfoloji sergileyen néronlarin cogu TUNEL ile nUkleer pozitif olarak boyandi.
Kaspaz-3 ile apoptotik olan néronlarda sitoplazmik ve nukleer pozitif boyanma izlenirken;
normal morfoloji sergileyen néronlarda Kaspaz-3 ile boyanma saptanmadi.

TUNEL Yontemiyle Beyindeki Apoptotik Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Beynin sag yarisinda TUNEL yontemiyle yapilan apoptotik hiicre sayilarinin
degerlendiriimesinde; uygulanan hipoksi-iskemi modeliyle beyindeki apoptotik hlcre
sayisinda artis gézlendi. Hipoksi/ABT-491 uygulanan (grup A) ve hipoksi/SF uygulanan
(grup B) yavru siganlardaki ortalama apoptotik hiicre sayilari sirasiyla 10 + 2 ve 17 £ 4
iken; grup C (sham)’ in ortalama apoptotik hicre sayisi 6 + 1 olarak bulundu (Tablo 3,
sekil 16).

Grup B’ deki siganlarin beyinlerinin sag yarisinda TUNEL yOntemiyle saptanan
ortalama apoptotik hlcre sayilari, grup A ve C ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak
anlaml derecede ylUksek bulundu (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Hipoksi/ABT-491
uygulanan grup A’ daki siganlarin beyinlerinin sag yarisinda TUNEL yontemiyle
saptanan ortalama apoptotik hiicre sayilari grup C (sham)’ ninki ile karsilastirildiginda da
istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulundu (p=0,047) (Tablo 3).

Beynin sol yarisinda TUNEL yontemiyle yapilan apoptotik hlcre sayilarinin
degerlendiriimesinde; grup A ve grup B’ deki ortalama apoptotik hiicre sayisi sirasiyla 9
+ 2 ve 15 £ 3 olup grup C (sham)’ in ortalama apoptotik hiicre sayisindan (5 £ 1)
istatistiksel olarak anlamli derecede fazlaydi (p<0,001) (Tablo 3, Sekil 17). Grup B’ deki
siganlarin beyinlerinin sol yarisinda TUNEL yontemiyle saptanan ortalama apoptotik
hiicre sayilari grup A ile karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlaml derecede

yUksek bulundu (p<0,001). Grup A’ daki siganlarin beyinlerinin sol yarisinda TUNEL
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yontemiyle saptanan ortalama apoptotik hicre sayilarinin grup C ile karsilastirildiginda

da istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek oldugu saptandi (p=0,022) (Sekil 17).

Beynin her iki yarisinda TUNEL ydntemiyle yapilan apoptotik hlicre sayilarinin

her bir grup icin karsilastirimasinda; en belirgin fark grup B’ de saptanmis olmasina

karsin, gruplarin hepsinde de beynin sag ve sol yarisindaki apoptotik hucre sayisi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Grup A, B, C sirasiyla

p=0,121, p=0,053 ve p=0,078) (Tablo 3, Sekil 18).

Tablo 3: Gruplara Gére TUNEL Yontemiyle Beynin Sag ve Sol Yarisindaki

Apoptotik Hiicre Sayilarinin Karsilagtiriimasi.

Grup A B C
Beynin Sag Yarisi 102 17+4 61
Beynin Sol Yarisi 92 153 51
P 0.121 0.053 0,078
18 ?
16 /
@ 14 -
e
E 12 -/
:5 10 -
=
= 8 1
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Grup A Grup B Grup €

Sekil 16: Beynin Sag Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara Gore Dagilimi

(TUNEL yontemi).
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Sekil 17: Beynin Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara Gore Dagilimi
(TUNEL yontemi).
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Sekil 18: Beynin Sag ve Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicre Sayilari (TUNEL Yontemi).
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Kaspaz-3 immiinohistokimya Yéntemiyle Beyindeki Apoptotik Hiicrelerin
Degerlendirilmesi

Beynin sag yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle yapilan apoptotik hiicre sayilarinin
degerlendiriimesinde; uygulanan hipoksi ve iskemi modeliyle beyindeki apoptotik hilicre
sayisinda artis gozlendi. Grup A ve grup B’ deki ortalama apoptotik hlcre sayilari
sirastyla 12 + 2 ve 18 + 3 iken; grup C (sham)’ nin ortalama apoptotik hlcre sayisi 6 + 2
olarak bulundu (Tablo 4, sekil 19). Grup A ve B’ nin beynin sag yarisinda Kaspaz-3
yontemiyle belirlenen ortalama apoptotik hlcre sayilari grup C ile karsilastinldiginda;
istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek bulundu (sirasiyla p=0,001 ve p<0,001).
Grup A ile grup B’ de beynin sag yarisinda Kaspaz-3 yéntemiyle saptanan apoptotik
hicre sayilari karsilastiriidiginda ise grup A’ daki apoptotik hiicre sayisinin istatistiksel
olarak anlamli derecede duguk oldugu saptandi (p=0,003) (Tablo 4, sekil 19).

Beynin sol yarisinda Kaspaz-3 ydntemiyle yapilan apoptotik hiicre sayilarinin
degerlendiriimesinde; grup A ve grup B’ teki ortalama apoptotik hicre sayisi sirasiyla 9 +
2 ve 14 t 4 olup grup C’ den (5 £ 1) istatistiksel olarak anlamli derecede fazlaydi
(sirastyla p=0,003 ve p<0,001) (Tablo 4). Grup A ile grup B’ de beynin sol yarisinda
Kaspaz-3 yontemiyle saptanan apoptotik hiicre sayilari karsilastiriidiginda ise grup A’
daki apoptotik hucre sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede dugsuk oldugu
saptandi (p=0,007) (Tablo 4, sekil 20).

Beynin her iki yarisinda kaspaz-3 yontemiyle yapilan apoptotik hicre sayilarinin
her grup icin karsilastirimasinda; sham grubu harig, grup A ve B’ de sa§ yaridaki
apoptotik hiicre sayisi sola gore istatistiksel olarak anlamli derecede fazla olarak
bulundu (sirasiyla p=0,014 ve p=0,010) (Tablo 4, Sekil 21).

Tablo 4: Gruplara Gére Kaspaz-3 Yontemiyle Beynin Sag ve Sol Yarisindaki

Apoptotik Hiicre Sayilarinin Kargilagtiriimasi.

Grup A B C

Beynin Sag Yarisi 122 18+3 62
Beynin Sol Yarisi 9+2 14 +4 5t1
P 0,014 0,010 0,052
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Sekil 19: Beynin Sag Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara Gore Dagilimi

(Kaspaz- 3 yontemi).
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Sekil 20: Beynin Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara Gore Dagilimi

(Kaspaz- 3 yontemi).
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Sekil 21: Beynin Sag ve Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicre Sayilari (Kaspaz-3

Yontemi).

Malondialdehid Duizeyi

Dogumu takiben yedinci giin yapilan HIBH’ den sonra kalp igi girisimle alinan kan

orneklerinde en ylksek ortalama MDA dizeyi grup B’ deki siganlarin plazmalarinda

saptandi. Serum MDA duzeyleri grup A’ da 41.7 + 27.7, grup B’ de 53.1 £ 26.3 ve grup

C’ de 48.6 £ 17.1 nmol/ml olarak ol¢lldu. Plazma MDA duzeylerinin gruplar arasi

kargilagtirmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p = 0,690) (Sekil 22).
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Sekil 22: Plazma MDA Diizeyinin Gruplara Gore Dagilimi.
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Arti Labirent Deneyi Bulgular

Bu deney dogumu takiben altinci haftasini tamamlamis, ortalama agirliklari 103,6

+ 23,6 gr olan siganlara uygulandi. Her grupaki siganlarin 1, 2 ve 3. glinlerde kapali kola

girme sureleri Tablo 5’ te gosterilmistir. Her grubun glnlere gore kapali kola girme

sureleri kendi iginde karsilastirldiginda gun ilerledikce kapali kola girme slresinin
(KKGS) istatistiksel olarak anlamli diizeyde kisaldigi saptandi (p=0,003) (Sekil 23). Bir
ve Uguinct glinlerde KKGS en uzun saptanan grup B’ nin giinlere gére KKGS’ nin, grup A

ve C ile karsilagstirmasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmadi (p=0,530)

(Sekil 24).

Tablo 5: Siganlarin Giinlere Gore Kapali Kola Girme Siireleri (sn) (Arti Labirent

Deneyi).
GRUP 1.GUN 2.GUN 3.GUN
A 34.7+20.4 31.5+£18.5 24.8 £ 21
B 42+17.8 31.3+14.4 30+21.8
C 40+£17.9 345+16.8 289+19
45 -
40 -
35 -
30 -
S a5 - m 1.GUN
g 20 - = 2.GUN
” 15 - » 3.GUN
10 -
5
0
Grup A Grup B Grup C

Sekil 23: Siganlarin Giinlere Gore Kapali Kola Girme Siirelerinin Gruplara Gore

Dagilimi (Arti Labirent Deneyi).
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Sekil 24: Siganlarin Gruplara Goére Kapali Kola Girme Siirelerinin Giinlere Gore

Dagilimi (Arti Labirent Deneyi).

Acik Alan Deneyi Bulgulari

Dogumu takiben 10. haftasini tamamlamis, ortalama agirliklar 212,9 + 23,9 gr
olan siganlara uygulandi. Agik alan deneyinde her grubun birim zamanda ortalama
katettigi mesafe ve hareket hizlari Tablo 6’ da gosterilmistir. Ortalama katedilen mesafe
ve hareket hizlarinin gruplara gore karsilastirmasinda her iki deger igin grup B en disik
ortalamaya sahip olmasina karsin, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. (Sirasiyla p=0,228 ve p=0,214) (Sekil 25 ve 26).

Tablo 6: Gruplara Gore Ortalama Katedilen Mesafe ve Hareket Hizi (Agik Alan

Deneyi).
Katedilen mesafe (cm) Hareket Hizi (cm/sn)
Grup A 1519.8 £ 687.2 51123
Grup B 1178.1 £735.2 39+£25
Grup C 1510.1 £ 659.9 50122
p 0.228 0.214
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Sekil 25:Siganlarin Katettikleri Mesafenin Gruplara Gore Dagilimi (Agik Alan

Deneyi).
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Sekil 26: Siganlarin Hareket Hizlarinin Gruplara Gore Dagilimi (Agik Alan Deneyi).
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Morris Su Tanki Deneyi Bulgular

a. MST Uzak Hafiza Deneyi Bulgular

Dogumu takiben 12. haftasini tamamlamis, ortalama agirliklari 253.5 + 22.2 gr
olan siganlara uygulandi. MST uzak hafiza deneyinin ilk dort gininde elde edilen
verilerden, her grubun gunlere goére ortalama YBS ayri ayri hesaplandi. Her grubun
kendi iginde glnlere gore ortalama YBS’ lerinin karsilastirmasinda, birinci ginden 4.
gune kadar, tim gruplarda hergunin ortalama YBS’ sinin bir dnceki glinden istatistiksel
olarak anlamli diizeyde kisa oldugu saptandi (p<0,001) (Tablo 7, grafik 1). Gline gore
YBS’ lerin gruplar arasinda karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (p=0,058) (Tablo 7).

Tablo 7: Gruplarin Gunlere Gore Ortalama Yukseltiyi Bulma Siireleri ve Bir ile
Dordiincii Giin Arasindaki YBS Farklari (MST Uzak Hafiza Deneyi).

YBS (sn) 1.Gilin 2.Gun 3.Giin 4.Gun 1.Glin-4.Gun Farki
GrupA [429+129|234+129| 1194178 |10.1+54 32.8+11.7
GrupB |336+10.1| 159+85 | 13585 | 7.1+3.6 26.5+10.5
GrupC | 39699 [181+122| 95+48 | 6433 33210

50
= 45 «
< 40
& 35 .
@ 30 mNA\N
E o5 \\\ —o—Grup A
8 20 \\;’\ —-=-Grup B
Z 15 \ ——Grup C
@
£ 10 ~
=]
> 5

0
1.Gln 2.Gun 3.Gun 4.Gin

Grafik 1: Gruplarin Giinlere Gore Yikseltiyi Bulma Siirelerinin ve Giinler

Arasindaki Degisimin Karsilagtirmasi (MST Uzak Hafiza Deneyi).
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Birinci ve dérdlnciu glnler arasindaki YBS farkinin karsilastirmasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamakla birlikte (p=0,054) en az degisim Grup B’ de
saptandi (Tablo7, sekil 27).

35 -/

30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

1ile 4.Giin arasindaki
YBS farki(sn)

Grup A Grup B Grup C

Sekil 27: Bir ile Dordiincii Giin Arasindaki Yukseltiyi Bulma Siiresi Farkinin

Gruplara Goére Dagilimi (MST Uzak Hafiza Deneyi).

Uzak hafiza deneyi besinci guniinde siganlarin eskiden yiikseltinin oldugu (dogu)
kadraninda gegirdikleri ortalama sure, katettikleri mesafe ve ylizme hizlari Tablo 8 de
gosterilmistir. Dogu kadraninda gecirilen ortalama sure, katetedilen mesafe ve hizlarin
gruplar arasi karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,854)
(Sekil 28, 29 ve 30).

Tablo 8: Siganlarin Dogu Kadraninda Gegirdikleri Siire, Katettikleri Mesafe ve

Yiizme Hizlan (MST Uzak Hafiza Deneyi).

Dogu kadraninda gegirilen siire | Katedilen mesafe Hiz
(sn) (cm) (cm/sn)
Grup A 252+6.8 1438 + 2341 241+39
Grup B 2583155 1488,8 + 205 249134
Grup C 26.40+£6.5 1462,3 + 189,8 24,5+ 3,2
P 0,854 0,758 0,764
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Sekil 28: Besinci Gunde Dogu Kadraninda Gegirilen Sirenin Gruplara Gore
Dagilimi (MST Uzak Hafiza Deneyi).
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Sekil 29: Besinci Giunde Katedilen Mesafenin Gruplara Gore Dagilimi (MST Uzak

Hafiza Deneyi).
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Sekil 30,: Besinci Giinde Yizme Hizlarinin Gruplara Gore Dagilmi (MST Uzak
Hafiza Deneyi).

b. MST Yakin Hafiza Deneyi Bulgulari

Dogumu takiben 14. haftasini tamamlamis, ortalama agirliklar 271.1 + 20.2 gr
olan siganlara uygulandi. Her bir grup icin, o gruptaki tim siganlarin doért gine ait 1. atis,
2. atig, 3. atis ve 4. atistaki YBS, yuzme hizi ve katedilen mesafe verilerinin alt alta
toplanmasiyla, her grubun her parametre igin birer tane 1. atig, 2. atis, 3. atis ve 4. atis
ortalama degerleri saptandi. YUkseltinin oldugu kadrandan yapilan 6grenme atiglari
istatistiksel hesaplamalara katiimadi. Atiglara gore si¢anlarin ortalama YBS’ leri Tablo 9
gosterilmigtir.  Sicanlarin  her atistaki ortalama YBS’ leri kendi aralarinda
karsilastirildiginda, ikinci atistan dérdinci atisa kadar, tim gruplarda her atistaki YBS’
nin bir onceki atistakinden istatistiksel olarak anlamh dizeyde kisa oldugu saptandi
(p<0,001) (Grafik 2). Siganlarin her atistaki YBS’ nin gruplar arasi karsilastirmasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,903) (Sekil 31).
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Tablo 9: Atiglara Gore Siganlarin Ortalama Yiikseltiyi Bulma Siireleri (sn) (MST

Yakin Hafiza Deneyi).

Grup A Grup B Grup C
1.Atis 245+ 131 13.4+10.3 18.5+13.3
2.Atis 11+£5.3 15.5+9.3 122+7.6
3.Atis 12171 81149 8.8x14.1
4.Atis 78154 5.6+3.1 84+47

= /
c -
3 25
.
920 -
0
pl
b
o 10 nGrupA
=
5 mGrup B
2 10 - P
S uGrup C
X
TR
N
Z
-
> 0
1At  2.AtS 3AtUS 4.AlS

Sekil 31: Gruplara Gore Yiikseltiyi Bulma siirelerinin Atiglara Dagihmi (MST Yakin

Hafiza Deneyi).
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Grafik 2: Gruplarin Atiglara Gore Yiikseltiyi Bulma Sirelerinin ve Atiglar Arasindaki

Degisimin Karsilagtirmasi (MST Yakin Hafiza Deneyi).

MST yakin hafiza deneyinde gruplarin her bir atista yukseltiyi bulmak igin
katettikleri mesafeler Tablo 10" da ve yizme hizlari Tablo 11’ de gdsterilmistir. Siganlarin
her bir atista katettikleri mesafe ve ylizme hizlarinin karsilastirmasinda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,827) (Grafik 3 ve 4).

Tablo 10: Siganlarin Her Bir Atista Katettikleri Ortalama Mesafeler (cm) (MST Yakin
Hafiza Deneyi).

1.Atis 2.Ati 3.Atis 4.ATIS
Grup A 530.9+308.7 | 255.9£102.1 | 296.1 £ 182.4 | 2035+ 122.8
Grup B 293.3+246.1 | 3574+ 187.4 | 216.6£110.5 | 1432%56.6
Grup C 3872+3112 | 2624£1295 | 2159+84 | 224+1445

Tablo 11: Siganlarin Her Bir Atistaki Ortalama Hizlar (cm/sn) (MST Yakin Hafiza

Deneyi).
1.Atig 2.Atis 3.Atis 4.Atig
Grup A 14.5+6.1 15118 16.3+3.0 144124
Grup B 10.3+5.1 16.1£2.7 15.7+2.1 134 +21
Grup C 12121 14.5+2.1 15.0+2.2 145140
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Grafik 3: Siganlarin Atiglara Gére Yiikseltiyi Bulmak igin Katettikleri Mesafeler
(MST Yakin Hafiza Deneyi).
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Grafik 4: Sicanlarin Her Bir Atigtaki Ortalama Yuzme Hizlari (MST Yakin Hafiza
Deneyi).
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Beyin Agirliklari ve Makroskopik inceleme

Dogumu takiben 16. haftasini tamamlamis, ortalama agirliklar 282,6 + 23,1 gr

olan erigkin sicanlar dekapite edilerek, beyinleri butunliukleri bozulmadan c¢ikarildi. En

dusuk ortalama beyin agirhgr Grup B’ de saptanmasina karsin (1.91 = 0.07 gr),

ortalama beyin agirliklarinin karsilastirmasinda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi (p = 0,193) ( Tablo 12, sekil 32).

Cikarilan beyinlerin yapilan makroskopik incelemesinde de atrofi ya da HiBH

dusundlrecek baska bir patoloji saptanmadi.

Tablo 12: Gruplara Gére Ortalama Beyin Agirliklari.

Grup

Beyin agirliklari (gr)

A

1.95+0.09

B

1.91+£0.07

C

1.96 £ 0.10

1,97

1,96

Beyin agirlhiklari (gr)

1,95 -
1,94 -
1,93 -
1,92 -
1,91 -

1,9 -

Grup A

Grup B

Grup C

Sekil 32: Ortalama Beyin Agirliklarinin Gruplara Gore Dagilimi.
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TARTISMA

HiBH ve buna bagli komplikasyonlar gelismis ve gelismekte olan (lkelerde
onemli bir sorundur’. HIBH gelistikten sonra ge¢ dénemde uygulanan tedavilerin
yeterince etkili olmamasi, arastirmacilarin HIBH’ yi énlemeye yénelik ve erken dénemde
hasar azaltici tedavilere yoneltmigtir. HIBH' yi ve olumsuz etkilerini énlemeye yonelik
tedavilerin sonuglarini siganlarda biyokimyasal ve histopatolojik yontemler ile; bilissel ve
lokomotor yetilerin degerlendiriimesiyle gdstermek mimkuindar.

Serebral palsi, isitme ve gérme kayiplari, ndbetler, dgrenme gucligi gibi pek ¢ok
komplikasyona neden olan HIBH’ yi* hiicresel diizeyde nekroz ve apoptozu azaltarak
tedavi etmek mimkiindiir’. Erken dénemde hipoksi ve iskemiye bagl hiicre &limii
nekrozla olusur (birincil hasar). Ge¢ donemde ise ndronal 6lim; saatler ve glnler
icerisinde apoptozla sonuglanan bir dizi karmagik biyokimyasal ve molekuler olaylar
sonunda meydana gelir (ikincil hasar). Yapilan galismalar yenidogan déneminde gelisen
hipoksik iskemik beyin hasarinda apoptozun en az nekroz kadar 6nemli oldugunu
gostermektedir®® 1.

Hipoksik-iskemi ve reperfiizyon donemini takiben olusan hilcresel olaylar zinciri
eksitator bir aminoasit olan glutamatin agiri salinimina, NMDA ve diger reseptorlerin
uyarilmasina, kalsiyumun hicre iginde artigina, lipid peroksidasyonu ve arasidonik asit
metabolitlerinin (LO ve SO) olusumuna, SOR Uretimine, proteazlarin (kaspazlar vb.)
aktivasyonuna, sonug olarak geriye donugsuz sekilde hiicre 6lumune neden olmaktadir.
Kaspazlarin HIBH' deki roliiniin apoptozu baslatarak hasarli hiicrelerin 8limiini
saglamak oldugu daha 6nce gosterilmis, baslatici (2,8,9,10) ve efektor (3,6,7) kaspazlar
olarak iki tipi tanimlanmistir®®. Apoptoz, prokaspaz 9’ un uyarilmasi ile baslar?? ve 8lim
sinyalleri efektor kaspazlara nakledilir. Efektor kaspazlarda ilgili proteinleri pargalayarak
apoptotik hiicrelerin olusumuna neden olurlar?. Apoptotik néron sayisi ne kadar coksa
hasar da o kadar agir olmaktadir. Bu nedenle apoptozu azaltmaya yonelik olarak pek
cok ajan denenmektedir.

Apoptozun azaltiimasi ile noron hicresinin yasam suresinin uzadigi bugun bilinen
bir gergektir. Apoptozu azaltan pek cok tedavinin etkisi hucresel ve biyokimyasal
diizeyde gosterilmistir. Yapilan g¢alismalarda PAF’ in HIBH patogenezinde 6nemli bir
mediatér olarak rol oynadigi bildiriimektedir®®’. Son vyillarda trombosit uyarici faktor

7,105,106

baskilayici tedaviler ile ilgili arastirmalarda artis gozlenmigtir Bozlu ve

arkadaslarinin yaptidi bir calismada yedi gunlUk yenidogan siganlara tek tarafli iskemi ve
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iki saat %8 oksijen uygulamasi ile HIiBH olusturulmus, i.p. yolla giiclii bir PAF reseptér
antagonisti olan ABT-491 tedavisi uygulanarak apoptoz Uzerine olan etkisi incelenmistir.
Yapilan bu calismada ABT-491’ in, hem HIBH 6ncesi hem de sonrasi uygulandiginda,
SF uygulanan gruplara gore noéronlarda apoptozu istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalttigi gosteriimis ve HIBH tedavisinde etkili oldugu iddia edilmistir’.

ABT-491’ in HIBH modelinde apoptozu azaltti§i daha énce gdsteriimis olmasina
kargin, bu ajanin uzun donemde ortaya g¢ikan norolojik bulgulari nasil etkiledigi
bilinmemektedir. Bizim calismamizda ABT-491’ in uzun dénemde norolojik bulgulara
olan etkisini gostermek icin, erken donemde dekapite ettiklerimiz disindaki si¢anlar 16
haftalik olana dek yasatildi, olusturdugumuz bir takvime goére bu siganlara gesitli hayvan
davranig deneyleri uygulandi.

Perinatal dénemde olusan HIBH’ nin, insanlarda ortaya gikardigi klinik ve
histopatolojik bulgulari taklit edebilecek, en uygun hayvan hipoksik-iskemi modelinin ne
oldugu halen tartismalidir. Ancak gebelik sUresince ve hemen dogum oOncesi donemde
fetusta ortaya ¢ikan fizyolojik degisiklikleri anlamada buyuk hayvanlar (koyunlar vb.);
perinatal dénemde olusan HIBH' nin histopatolojik ve biyokimyasal sonuglarini, uzun
donem norolojik etkilerini anlamada ise kii¢uk hayvanlar (sigan vb.) ile yapilan hipoksik
iskemi modelleri daha uygun bulunmaktadir®.

1980’ lerin baslarinda Levene ve arkadaslar tarafindan erigkin sigcanlara
uygulanan, Rice ve arkadaslari tarafindan yenidogan siganlara uyarlanan hipoksik-
iskemi modeline (tek tarafli karotid arter baglama ve %8 oksijen maruziyeti) uygun
olarak, biz de ¢alismamizda yedi gunlik sicanlarin sag karotid arterlerini baglayip
derlenme surecini takiben bir saat sureyle %8 oksijen ve %92 azot inhalasyonu
uyguladik'™".

Yenidogan siganlarda, iskemi ve 1-3 saatlik hipoksiden sonra beyinde apoptotik
néron sayisinin, karotid arter baglamasi yapilan tarafta daha fazla olmak Ulzere, her iki
beyin yarisinda arttigi pek ¢ok calismada gosterilmis, apoptozu azaltan ¢esitli ajanlarla
HIBH’ nin akut etkilerinin tedavi edilebilecegi ileri stirtilmuigtir” %1915

Calismamizda, HIBH’ nin ve ABT-491" in histopatolojik ve biyokimyasal etkilerini,
erken donemde beyin dokularinda apoptotik noronlari sayarak ve kan orneklerinde MDA
dizeylerine bakarak degerlendirdik.

TUNEL ve Kaspaz-3 yontemleriyle istatistiksel olarak en fazla apoptotik hlcre
sayisl, siraslyla hipoksi sonrasi SF uygulanan grup, hipoksi sonrasi ABT-491 uygulanan

grup ve sham grubunda tespit edildi. Bu bulgular daha 6nce Bozlu ve arkadaslari
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tarafindan yapilan calismanin sonuglari ile benzerdi’. Calismamizin sonuglari da
gbstermektedir ki; HIBH olusmus siganlarda ABT-491 uygulamasi apoptotik néron
sayisini azaltmaktadir. HIBH olusturulan yenidogan siganlarda diger PAF reseptor
antagonistlerinin etkilerini gésteren galismalardan birinde WEB 2170’ in sadece hipoksi
dncesi etkili oldugu bildirilmistir'®". BN 5202’ in ise gerek hipoksi dncesi gerekse sonrasi
verildiginde etkili olmadigi gdzlenmistir''. Bir diger galismada ise hipoksiden énce ve
sonra BN 50730 verilmesinin hem doku kaybini azalttigi hem de 6grenme ve hafiza
yetilerini korudugu izlenmistir'®. Diger yandan bagska bir calismada da PAF’ | inaktive
eden PAF asetil hidrolazin apoptozu azaltti§i ve ndroprotektif etki sagladigi gézlenmis'®;
PAF asetil hidrolazin eksitotoksisite, epileptik beyin hasari, kafa travmasi, inme, glokom
ve norodejeneratif hastaliklar gibi olaylarda PAF antagonistlerine karsi alternatif
olabilecegi ileri siirlilmstir'®.

Plazma MDA diizeyi artigi ile HIBH' nin agirligi arasinda paralel bir iliski oldugu
saptanmis, MDA diizeyi ne kadar yiiksekse HiBH' nin de o kadar agir oldugu
gbsterilmistir%. Calismamizda da en yuksek ortalama MDA duzeyi hipoksi sonrasi SF
uygulanan gruptaki sicanlarin plazmalarinda saptandi. Ancak plazma MDA diizeylerinin
gruplar arasi karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktu. Kumar ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada, perinatal asfiksi dykiisii olan ancak HIBH olmayan
bebeklerin plazma MDA diizeyinin kontrol grubu ile benzer oldugu, HiBH Klinigi
hafifledikge kontrol ile hipoksi gruplari arasinda yapilan plazma MDA duzeyleri
karsilastirmalarinda istatistiksel anlamhhgin azaldig saptanmistir®. Bizim ¢alismamizda
da plazma MDA diizeyleri arasinda anlamli bir fark ¢ikmamasi olusturdugumuz HiBH’
nin hafif sayilabilecek diizeyde olmasiyla ilgili olabilir.

Siganlarin biligsel ve lokomotor yetilerini degerlendirmede kullanilan davranis
deneylerinin, siganlarin ndromotor gelisimin tamamlandi§i 80-85. giinlerden sonra''®
ve/veya ortalama 180-400 gr agirigindaki erigkin erkek siganlara uygulanmasi
onerilmektedir’"""21"3 Ancak arti labirent deneyi ile &grenmenin degerlendirilmesi

besinci haftadan baslayarak 16. haftaya dek yapilabilmektedir'?%12"122132

. Siganlarin
ilgili deneylerin kosullarini algilayacak zeka ve motor glice erismelerinden sonra anormal
sonuglardan bahsedilebilmektedir. insan davranigindan érnek verilecek olursa, normal
olarak henuz yUrumesi beklenmeyen yedi aylik bebekler arasinda, yurime yeteneginin
iyi ya da kotu oldugundan s6z etmek mumkun degildir. Ancak iki yasina gelmis ama
henlz ylrlyemeyen bebeklerde ndromotor gelisimde gerilikten bahsedilebilir. Siganlarda

da normal noromotor gelisme sureglerine uygun sekilde davranis deneyleri ile
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degerlendirme yapilmasi Onerilmektedir.

Bu deneylerde sicanlarin cinsiyetlere gore de farkli davranislar sergiledigi'™*, bu
durumun hormonal farklilik ve hipokampiis gelisimdeki farktan kaynaklandigi’® ve
ozellikle uzaysal (spatial) 6grenmenin degerlendiriimesinde erkek cinsiyetin daha uygun
oldugu saptanmistir’® """ By nedenle bizim ¢alismamizda da oldugu gibi son yillarda
yapilan pek c¢ok hayvan davranis deneyi c¢alismasinda erkek siganlar
kullaniimigtir'" 112118119,

Bizim galismamizda yukarida bahsedilen nedenler géz 6ninde bulundurularak,
ogrenme yetisi icin altinci hafta tamamlandiginda arti labirent, lokomotor aktivite icin 10.
hafta tamamlandiginda agik alan, uzak hafiza ve yakin hafiza igin sirasiyla 12 ve 14.
haftalar tamamlandiginda da Morris su tanki deneyleri yapildi.

Hayvan davranis deneylerinde, sicanlarin stres ve anksiyeteye girerek
beklenenden farkli davraniglar sergiledikleri bilinen bir gercektir. Daha 6nce yapilmis
calismalarin bulgulari 1s1ginda Ehman ve Moser, bu durumu en aza indirmek igin
duzeneklerin siyaha boyanmasini, deneyin yapildigi odanin los olacak sekilde
aydinlatiimasini, ayni gin iginde tekrarlarin yapildigi deneylerde siganlarin yorulmasini
onleyecek sekilde atislar arasinda yeterince sire birakiimasini, MST’ de yukseltinin
sicanin buyukligune uygun seviyede su altina gizlenmesini ve siganlarin vicut
sicakliklarinin korunmasi igin dnlem alinmasini énermistir'>.

Arti labirent duzeneginin genellikle pleksiglastan yapildigi, son yillarda siyah
renkli olanlarin kullanildigi dikkati cekmektedir™”"®. Arti labirent deneyi ardisik iki veya
iic giinde, giinde bir kez, 1-5 dakika siire ile yapilabilmektedir'?*'?"122132 By deneyle
ilgili caligmalarda siganlarin 6grenme yetisini bozacak herhangi bir durumun varliginda,
sicanlarin kapall kola girme surelerinin uzadigi ve deney gunleri ilerledikce de kapali
kola girme sulrelerini kontrol gruplarina kiyasla yeterince kisaltamadiklari
bildirilmistir'?>'?213 Biz bu calismada altinci haftasini tamamlamis sicanlara, siyah
renkli pleksiglastan dretilmis bir duzenekte, ¢ gun sureyle, gunde bir kez ve 60 sn
sureyle arti labirent deneyini uyguladik. Arti labirent deneyinde ardisik uygulamalarla tim
gruplarin, ginden glne kapall kola girme sureleri diger yayinlarda belirtildigi gibi kisaldi.
Gunlere gore siganlarin kapali kola girme sureleri gruplar arasinda karsilastirildi§inda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamasina karsin, hem birinci gin hem de
uglncl gunde ortalama kapali kola girme siresi en uzun olan hipoksi sonrasi SF

uygulanan siganlardi. Bu nedenle hipoksi sonrasi SF uygulanan siganlarin diger iki
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gruptaki siganlara gore daha az 6grendigi ve ABT-491" in de uzun donemde 06grenme
bozukluklarini dizeltebilecegi dugunulebilir.

Aclk alan duzenegi daire ya da kare sekilli olabilmekle birlikte, deneylerde en sik
1 m? lik kare zemin Uzerine yerlestirilen 30 cm yiikseklikteki duvarlardan olusan, Gstii

124

acik kutu kullaniimaktadir'<*. Agik alan deneyi genellikle her sigana bir kez, 2-20 dakika

siireyle yapiimaktadir'®'*. Lokomotor aktivite birim zamanda ¢izgi ya da kare gegme

123,124,125

sayislyla veya katedilen mesafe ve hareket hizinin  Olgimiyle

degerlendiriImektedir124. Calismamizda 10. haftasini  tamamlamis  siganlara,
pleksiglastan Uretilmis, siyaha boyanmis, 100x100x40 cm boyutlu bir dlizenekte, agik
alan deneyi bes dakika sureyle yapilarak, sicanlarin hareket hizlarn ve katettikleri
mesafeler kaydedildi. Bu deneyde hipoksi sonrasi ABT-491 uygulanan grup ve sham
grubundaki siganlar birbirlerine esit denecek kadar yakin dizeyde hareket hizi ile benzer
mesafe katettiler. Hipoksi sonrasi SF uygulanan gruptaki siganlarin hizlari ve katettikleri
mesafeler, hipoksi sonrasi ABT-491 uygulanan gruptakilerden %23 ve sham grubundaki
siganlardan da %22 daha az bulundu. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.
Yapilmis ¢alismalarda, lokomotor etkilenmesi olan siganlarin agik alan deneyinde kontrol
grubuna gore daha yavas hareket ettikleri ve daha az mesafe katettikleri gosterilmistir.
Adi “Agik alan” olan bu duzenegin kenarlarinda duvarlari olmasi nedeniyle aslinda bir
kapali alan oldugu, siganlarda anksiyete yarattigi, strese giren siganlarin koselerde
donup kalabilecegi gibi asir hareketli olabileceginin de iddia edildigi farkli bir yaklagim
vardir'®'2°_ Ancak calismamizin bu asamasinda da diger asamalarda oldugu gibi, tim
siganlar igin standart kosullarin olusturuldugu bir odada, uygulamalar ayni kisi tarafindan
yapildigindan, anksiyete-stres gibi sorunlarin tum siganlari esit dizeyde etkiledigi ve
hipoksi sonrasi SF uygulanan gruptaki sicanlarin lokomotor yetilerinin HIBH' ye bagli
olarak bozuldugu; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamasinin hafif HiBH
olusturmamizla ilgili olabilecegi dugunuldu.

Sicanlar 12 ve 14 haftalik oldugunda uyguladigimiz MST deneyleri hakkinda
yapllmis pek ¢ok yayin bulunmaktadir. Bu deneylerde kullanilan havuzlarin ve
yukseltilerin ¢aplar ve yukseklikleri degiskenlik géstermektedir. Son yillarda 150-153 cm
cap ve 45-60 cm yukseklikteki havuzlar daha sik kullaniimaktadir. Bu havuzlar galvanizli
sagtan, fiberglastan ve poliretandan Uretilebilmektedir. Bazi arastirmacilar MST igindeki
suyu cesitli toksik olmayan boyalarla bulaniklastirirken'*, bazi arastirmacilar da MST
zemin ve duvarlarini siyaha boyamaktadir'™. Kullanilan yiikseltinin sekli ile ilgili de farkls

uygulamalar vardir. Bazi arastirmacilar kare'® bazi arastirmacilar daire™* sekilli yikselti
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kullanmay tercih etmektedir. Calismamizda bu bilgiler 1siginda galvanizli sagtan uretilen,
150 cm ¢ap ve 60 cm yukseklikte, i¢i siyaha boyanmis bir su tankinda MST deneylerini
uyguladik. 15 cm capli ve daire sekilli bir yukselti kullanmayi tercih ettik. Daire veya kare
yukselti kullaniimasinin bu deney sonuglari izerine etkileri hakkinda herhangi bir bilgiye
rastlayamadik. Bu nedenle bu konu ile ilgili olarak yaptigimiz bir baska ¢aligmada, uzak
hafiza deneyinin besinci gininde, daire sekilli yukselti kullanilan gruptaki siganlarin kare
sekilli yukselti kullanilan gruptaki sicanlara gore eskiden yukselti olan kadranda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazla siire gecirdigini tespit ettik'°.

Yapilan ¢alismalarda, MST deneylerinde iki atis arasindaki bekleme slresinin
1-15 dakika arasinda degistigi goriilmektedir''®'#*1% Biz atislar arasi bekleme siiresini
uzak hafiza deneyinde 2-4 dk ve yakin hafiza deneyinde 5 dk olacak sekilde dizenledik.
Bu deneylerde dzellikle uzaysal 6grenmenin degerlendirildidi, bu yetinin de hipokampal
fonksiyonlarla ilgili oldugu bildirilmistir™®'*®. HIBH olan sicanlarda kontrol grubuna gore

gizli yiikseltiyi bulma siiresinin daha uzun''%121128.132

ve yukseltiyi bulana kadar katedilen
mesafenin daha fazla oldugu tespit edilmistir'?"'32'® Uzak hafiza deneylerinde atislar
ve ginler ilerledikce kontrol grubu bu degerleri azaltirken HIBH grubunun yeterince
azaltamadi§i gosterilmistir™"128132 Uzak hafiza deneyi besinci giiniinde ise kontrol
gruplarinin eskiden yiikselti olan kadranda daha fazla siire gegirdikleri tespit edilmistir'.
Yakin hafiza deneyinde atislar ilerledikge kontrol grubundaki siganlar yukseltiyi bulma
strelerini ve yiikseltiyi bulmak igin katettikleri mesafeleri kisaltirken, HIBH olan siganlarin

110,131

ise daha az degisiklik yapabildigi gosterilmistir . Daha dnce yapiimig olan

calismalarda, her iki MST deneyinde de yuzme hizlarinin gruplara gére bir farkhlik
yaratmadig! bildirilmistir'®132.

Calismamizda MST uzak hafiza deneyinin ilk dort glninde tim gruplar gunler
ilerledikce, YBS’ lerini istatistiksel olarak anlamli sekilde kisaltmasina karsin, birinci
gunden dorduncu gune dek yukseltiyi bulma suresini en az degistirenler hipoksi sonrasi
SF uygulanan gruptaki sigcanlardi. Bu gruptaki si¢canlar birinci-dordunct gun yukseltiyi
bulma siireleri arasindaki fark bakimindan en diisiik degere sahiptiler. Siganlarda HiBH
olusturulup uzak hafiza deneyinin uygulandigi diger ¢alismalarin sonuclarina benzer
olan bu sonuglar; uzak hafiza yetisinde bozulmanin isareti olarak degerlendirilebilir.
Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkin bulunmamasi ve besinci
gunde siganlarin eskiden yukseltinin bulundugu kadranda gegirdikleri sure, katettikleri
mesafeler ve ylizme hizlarinin benzer olmasi HiBH' nin hafif olusu ile agiklanabilir.

MST yakin hafiza deneyinde, 1. atistan 4. atisa kadar ortalama ytuikseltiyi bulma
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sureleri ve katedilen mesafeler her U¢ grupta da anlamli diizeyde kisaldi. Ancak gruplar
arasinda yuUkseltiyi bulma suresi, katedilen mesafe ve ylzme hizlari bakimindan
herhangi bir farklilik saptanmadi. MST yakin hafiza deneylerinin sonuclari da diger
deneylerde oldugu gibi hafif HIBH nin bir sonucu olarak istatistiksel bir anlam
kazanmamis olabilir.

HIBH’ nin uzun dénemdeki etkilerinin degerlendirildigi bir galismada bir saatlik
hipoksi uygulanmasi sonrasi bilissel ve lokomotor yetilerde, iki saatlik hipoksi
uygulamasina gére daha az bozulma saptanmistir'?’. Bizim calismamizda HIBH’ nin
histopatolojik bulgulari net olarak gésterilmistir, bununla birlikte istatistiksel olarak anlamli
olmamakla beraber; sirasiyla arti labirent, agik alan, MST uzak ve yakin hafiza
deneylerinde, hipoksi sonrasi SF uygulanan gruptaki siganlarin diger iki gruba gore daha
kotu degerlere sahip oldugu, bu farkin deneyler uygulandik¢a gegen sure iginde giderek
azaldigi g6zlenmistir. Sicanlarin ortama ve arastirmaciya alismasi igin, deneyler 6ncesi
ve deneyler arasinda yapilacak g¢esitli uygulamalarin [sicani ele alma (handling), deney
duzenegi disinda farkli 6gretici dizeneklerde galistirma vb.], siganlarin anksiyetelerinin
azalmasina ve fiziksel olarak guclenmelerine neden oldugu; davranis deneyleri
uygulandiginda ise dzellikle hafif HIBH olusmus sicanlardan kontrol grubununkilere yakin

degerler elde edilebilecegdi de gdsterilmistir''®'21%2

. Calismamizda hipoksi sonrasi SF
uygulanan gruptaki siganlarin sonuglarinin, sham grubundaki siganlarin sonuglari ile
giderek daha ¢ok benzemesi; 6zellikle de MST-yakin hafiza deneyinde bu durumun daha
asikar olmasi, uygulanan deneylerin ayni zamanda siganlarin anksiyetisinin azalmasina
ve fiziksel olarak glglenmelerine neden olmasiyla agiklanabilir. Ancak bir calismada
MST deneyinde HIBH olusturulmus sicanlarinin beynindeki hasar olusan alanin hacmi ile
yukseltiyi bulma slresi arasinda ters iliski oldugu belirtilmis; beyindeki hasarli alanin
hacmi birbirine yakin olan siganlarin yukseltiyi bulma sirelerinin, diizenli olarak ele alinip
alinmama durumundan etkilenmedigi iddia edilmistir'?®.

Galigmamizda uygulanan davranis deneylerinin tumi degerlendirildiginde, genel
olarak hipoksi sonrasi SF uygulanan gruptaki siganlarin 6grenme, lokomotor ve uzak-
yakin hafiza yetileri bakimindan diger gruplara goére daha yetersiz olma egilimi dikkati
cekmektedir. Ayrica 16. hafta tamamlandiginda élculen beyin agirliklar da, yine hipoksi
sonras! SF uygulanan gruptaki siganlarda en dusuk duzeyde bulunmustur.

TUm bu bulgu ve bilgiler 1s1ginda bizim ¢alismamiz, ABT-491 kullaniminin HIBH'’
nin akut dénem etkilerini azalttigini ve suregen komplikasyonlar (bilissel ve lokomotor

yetilerde bozulma) Uzerine de olumlu etkileri olabilecegini gdstermistir. Ancak gorece
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kisa olan bu hipoksik slrecin uzun donemde si¢anlarin 6grenme, lokomotor aktivite,
uzak ve yakin hafiza yetilerini anlamli bir sekilde bozmadigi anlasiimistir. Benzer
deneylerin daha wuzun sireli (6rnegin 2 saat) hipoksi uygulamasindan sonra
tekrarlanmasiyla, ABT-491" in bilissel ve motor yetiler Uzerine olabilecek muhtemel

etkilerinin degerlendirilmesinin gerekli oldugu kanisina varilimigtir.
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SONUG ve ONERILER

Calismamizda; hipoksi ve iskemi olugturulan yenidogan siganlarin beyinlerindeki
apoptotik hlcre sayilari, hipoksi ve iskemi yapilmayan yenidogan siganlardan istatistiksel
olarak anlamli derecede yliksek bulunmustur (p<0.001).

Hipoksi sonrasi ABT-491 verilen yenidogan siganlarin sag beyin yarilarindaki
apoptotik hucre sayilarinin, serum fizyolojik verilen yenidogan sigcanlara gére TUNEL ve
Kaspaz-3 yontemiyle karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig
g6zlenmistir (sirasiyla p<0.001 ve p=0.003).

Her bir grup i¢in Beynin sag ve sol yarisindaki apoptotik hiicre sayilarinin
karsilastirimasinda; Kaspaz-3 yonteminde sham grubu hari¢ diger gruplarin sag beyin
yarisindaki apoptotik hicre sayisi sola gore anlamli derecede artmis olarak bulunmustur
(p<0.001). Her bir grup igin Beynin sag ve sol yarisindaki apoptotik hlcre sayilarinin,
TUNEL yontemiyle yapilan karsilastiriimasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamigtir.

Arti labirent deneyinde her grubun gunlere gore kapall kola girme sireleri kendi
icinde karsilastirildiginda, gun ilerledikge kapali kola girme suresinin istatistiksel olarak
anlaml duzeyde kisaldigi saptandi (p=0,003). Gunlere gore kapall kola girme suresinin
gruplar arasindaki karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi
(p=0,895).

Acik alan deneyinde katedilen mesafe ve hareket hizlarinin gruplara gore
karsilastirmasinda her iki deder igin, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
bulunmadi (sirasiyla p=0,228 ve p=0,214).

MST uzak hafiza deneyinde, birinci ginden dordincu gune kadar, tum gruplarda
siganlarin her gunku yukseltiyi bulma surelerinin bir dnceki gunin degerinden istatistiksel
olarak anlamli dizeyde kisa oldugu saptandi (p<0,001). Siganlarin glinlere gore
yUkseltiyi bulma sureleri karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
bir fark saptanmadi (p=0,058). Birinci ve dorduncli gunler arasindaki yukseltiyi bulma
suresi farkinin karsilastirmasinda da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p=0,054). Besinci ginde si¢anlarin dogu kadraninda gegirdikleri sure,
katettikleri mesafe ve hizlarn karsilastiriidiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanamadi (p=0,854).

MST yakin hafiza deneyinde siganlarin her atistaki ortalama yUkseltiyi bulma

sureleri her grubun kendi i¢inde karsilastiriidiginda, ikinci atistan dordincu atisa kadar,
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tum gruplarda bir onceki atigtakinden istatistiksel olarak anlamli dizeyde kisa oldugu
saptandi (p<0,001). Gruplara gore siganlarin her atigtaki yukseltiyi bulma sureleri,
kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunamadi (p=0,903). Her bir
atista siganlarin katettikleri mesafe ve yuzme hizlarinin kargilastirmasinda da gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,827).

Sonug olarak galismamizda olusturdugumuz hipoksi-iskemi modelinde, bir saatlik
hipoksinin siganlarin beyninde noronal apoptozisi artirarak hasar olusturdugu, akut
donemde olusan bu hasarin bir PAF antagonisti olan ABT-491 uygulamasi ile
azaltilabildigi gosterilmistir. Ancak goérece kisa olan bu hipoksik sirecin uzun dénemde
siganlarin 6grenme, lokomotor aktivite, uzak ve yakin hafiza yetilerini anlamli bir sekilde
bozmadigi anlasiimigtir. Benzer deneylerin daha uzun sureli (6rnegdin 2 saat) hipoksi
uygulamasindan sonra tekrarlanmasiyla, ABT-491" in biligsel ve motor yetiler Uzerine

olabilecek muhtemel etkilerinin degerlendiriimesinin gerekli oldugu kanisina varilmigtir.
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Manyetik Rezonans Gérintileme

Morris Su Tanki

Sodyum

N-Asetil Aspartat

N-Asetil Sistein

Neuronal Growth Factor (N6ronal Buylime Hormonu)
N-Metil D-Aspartat

Nitrik Oksit

Nitrik Oksit Sentetaz

Platelet Activating Factor (Trombosit Aktive Edici Faktor)
Prostoglandin

Selenyum

Sensorial Uyariimig Potansiyeller

Serum Fizyolojik

Saniye

Siklooksijenaz

Superoksit Dismutaz

Serbest Oksijen Radikalleri

Serebral Palsi

Standart Deviation (Standart Sapma)

Merkezi sinir sistemi

Terminal-transferase Mediated dUTP Biotin Nick-End-Labeling
Tromboksan A;

Ultrasonografi

Yukseltiyi Bulma Siresi
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RESIMLER DiziNi

Resim1 ( Arti labirent diizenegi.)

Resim2 ( Acik alan diizenegi.)

Resim3 ( Mikroskop.)

Resim4 ( Hipoksi Odacig, 25x15x10cm®.)
Resim 5 ( Arti Labirentin Yandan Goriinlisui.)
Resim 6 ( Arti Labirentin Ustten Goriiniigii.)
Resim7 ( Acik Alanin Ust-yandan Gériiniisii.)
Resim8 ( Morris Su Tanki Yandan Gortinligii.)
Resim9 ( Sabit Gorsel ipuglari.)

Resim 10 ( Kizaklar ve Yiikselti Ust-yandan Goriiniisii.)
Resim 11 ( Gizli Yiikseltinin Ustten Gériiniisii.)

Resim 12 ( Yedi Giinliik Yavru Siganlar.)

Sayfa No
36
37
40
40
41
42
42
43
44
44
44
45
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Sekil 1
Sekil 2
Sekil 3

Sekil 4
Sekil 5
Sekil 6
Sekil 7
Sekil 8
Sekil 9
Sekil 10
Sekil 11
Sekil 12
Sekil 13

Sekil 14

Sekil 15
Sekil 16

Sekil 17

Sekil 18

Sekil 19

Sekil 20

(
(
(

(
(
(
(
(

— | e —

(

(

(

(

SEKILLER DiziNi

HIiBH’ de Nekroz ve Apoptoz Olusumu.)

HiBH’de Serbest Oksijen Radikalleri Olusumu.)

Serbest Oksijen Radikalleri Olusumu ve Zararsiz Hale
Getirme Yolaklari.)

Apoptoz Olusumu ve Genlerin Etkisi.)

Fosfolipid Yikimi ile SOR Uretimi.)

ATP Yikimi ile Hipoksantin, Ksantin ve SOR olusumu.)
Arjinin Ure Déngiisiinde NO Uretimi.)

Glutamat, Mg*>, Ca'>, NMDA ve AMPA Reseptor
Etkilesimi.)

ABT-491.)

Morris Su Tanki.)

Deney Uygulama Takvimi.)

MST Uzak Hafiza Deneyinde 1. Giin Siganlarin Suya Atilig
Semasi.)

MST Uzak Hafiza Deneyi Giinlere Goére Uygulama
Semasil.)

MST Yakin Hafiza Deneyinde 1. Giin Siganlarin Suya
Atihsg Semasi.)

MST Yakin Hafiza Deneyi Uygulama Semasi.)

Beynin Sag Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara
Gore Dagilimi, TUNEL yontemi.)

Beynin Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara
Gore Dagilimi, TUNEL Yontemi.)

Beynin Sag ve Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicre Sayilari,
TUNEL Yontemi.)

Beynin Sag Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara
Gore Dagilimi, Kaspaz- 3 yontemi.)

Beynin Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara

Gore Dagilimi, Kaspaz- 3 yontemi.)

Sayfa No
13
14
14

15
23
24
25
27
33
38
47
51
52

52

53
56

57

57

59

59
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Sekil 21

Sekil 22
Sekil 23

Sekil 24

Sekil 25

Sekil 26

Sekil 27

Sekil 28

Sekil 29

Sekil 30

Sekil 31

Sekil 32

Beynin Sag ve Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicre Sayilari,
Kaspaz-3 Yontemi.)

Plazma MDA Diizeyinin Gruplara Goére Dagilimi.)
Siganlarin Giinlere Gore Kapali Kola Girme Siirelerinin
Gruplara Gore Dagilimi, Arti Labirent Deneyi.)

Siganlarin Gruplara Gore Kapali Kola Girme Siirelerinin
Giinlere Gore Dagilimi, Arti Labirent Deneyi.)

Siganlarin Katettikleri Mesafenin Gruplara Gore Dagilimi,

Acik Alan Deneyi.)

( Siganlarin Hareket Hizlarinin Gruplara Goére Dagilimi,

Acik Alan Deneyi).

Bir ile Dordiincii Giin Arasindaki Yiikseltiyi Bulma Siiresi
Farkinin Gruplara Gore Dagilimi, MST Uzak Hafiza
Deneyi).

Besinci Giinde Dogu Kadraninda Gegirilen Siirenin
Gruplara Gore Dagihimi, MST Uzak Hafiza Deneyi).
Besinci Giinde Katedilen Mesafenin Gruplara Gore
Dagilimi, MST Uzak Hafiza Deneyi).

Besinci Giinde Yiizme Hizlarinin Gruplara Gére Dagilimi,
MST Uzak Hafiza Deneyi).

Gruplara Gore Yikseltiyi Bulma sirelerinin Atiglara
Dagilimi, MST Yakin Hafiza Deneyi).

Ortalama Beyin Agirliklarinin Gruplara Goére Dagilimi, 16.
Hafta Deneyi).

60

60
61

62

63

63

65

66

66

67

68
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GRAFIKLER DiziNi

Sayfa No
Grafik1 ( Gruplarin Giinlere Gore Yiikseltiyi Bulma Siirelerinin ve 64
Ginler Arasindaki Degisimin Karsilastirmasi, MST Uzak
Hafiza Deneyi.)
Grafik2 ( Gruplarin Atiglara Gore Yukseltiyi Bulma Sirelerinin ve 69
Atiglar Arasindaki Degisimin Karsilagtirmasi, MST Yakin
Hafiza Deneyi.)
Grafik 3 ( Sicanlarin Atislara Gore Yiikseltiyi Bulmak Igin 70
Katettikleri Mesafeler, MST Yakin Hafiza Deneyi.)
Grafik 4 ( Siganlarin Her Bir Atigtaki Ortalama Yuzme Hizlari, MST 70

Yakin Hafiza Deneyi.)
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Tablo 1 (
Tablo 2 (

Tablo 3 (

Tablo4  (

Tablo5  (

Tablo 6 (

Tablo 7 (

Tablo 8 (

Tablo 9 (

Tablo 10 (

Tablo 11 (

Tablo12

TABLOLAR DiziNi

Apoptoz-Nekroz Arasindaki Farklar.)

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Sarnat ve Sarnat
Evrelemesi.)

Gruplara Gore TUNEL Yontemiyle Beynin Sag ve Sol
Yarisindaki Apoptotik Hiicre Sayilarinin
Karsilastiriimasi.)

Gruplara Gore Kaspaz-3 Yontemiyle Beynin Sag ve Sol
Yarisindaki Apoptotik Hiicre Sayilarinin
Karsilastiriimasi.)

Siganlarin Giinlere Gore Kapali Kola Girme Sureleri
(sn), Arti Labirent Deneyi.)

Gruplara Gore Ortalama Katedilen Mesafe ve Hareket
Hizi, Agik Alan Deneyi.)

Gruplarin Giunlere Gore Ortalama Yikseltiyi Bulma
Sureleri ve Bir ile Dordiincii Gilin Arasindaki YBS
Farklari, MST Uzak Hafiza Deneyi.)

Sicanlarin  Dogu Kadraninda Gegirdikleri ~ Siire,
Katettikleri Mesafe ve Yuzme Hizlari, MST Uzak Hafiza
Deneyi.)

Atiglara Gore Siganlarin Ortalama Yiikseltiyi Bulma
Siireleri (sn), MST Yakin Hafiza Deneyi.)

Siganlarin Her Bir Atigta Katettikleri Ortalama
Mesafeler (cm), MST Yakin Hafiza Deneyi.)

Siganlarin Her Bir Atistaki Ortalama Hizlar (cm/sn),
MST Yakin Hafiza Deneyi.)

Gruplara Gore Ortalama Beyin Agirliklari)

Sayfa No
16
17

56

58

61

62

64

65

68

69

69

&
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EKLER

EK-1 ( Hayvan Davranis Deneyleri Video Goriintii Ornekleri CD.)
EK- 2 ( zekeriya_buyukdereli_tez.pdf CD.)
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