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OZET

Hipoksi ve iskemi, fetls ve yenidoganin beyninde hasara yol agan nedenlerin
basinda gelmektedir. Bu hasar siklikla nekroz ve/veya apoptoz ile gergeklesen néron
dlimine bagh olmaktadir. Son vyillarda, hipoksik isemik beyin hasarini (HIBH)
Oonlemeye yonelik olarak apoptozis inhibisyonu yeni bir tedavi yaklasimi olarak
onerilmektedir. Bu calismada, HIBH olusturulan yenidogan sigan modelinde
trombosit aktive edici faktor reseptérinin ¢ok gugli bir antagonisti olan ABT-491’ in
noronal apoptozis Uzerine etkilerini arastirdik.

Calismaya 77 adet yedi gunlik yavru sigcan alindi ve bes gruba ayrildi. Birinci
gruptakilere (n: 16) sadece orta hat kesisi yapilarak karotid arter bulundu fakat
baglanmadan kesi yeri dikildi, bu gruba hipoksi de uygulanmadi (kontrol grubu). ikinci
(n: 14), Uglncu (n: 12) doérdlncd (n: 16) ve besinci (n: 19) gruptaki sicanlarin sag
karotid arterleri baglandiktan sonra; ikinci gruptakilere hipoksi 6ncesi ve uglncu
gruptakilere ise hipoksi sonrasinda periton igine serum fizyolojik uygulandi. Dérdincu
ve besginci gruplara ise sirasiyla hipoksi 6ncesi ve sonrasinda periton igine ABT-491
(0.4 mg/kg) verildi. Hipoksi, siganlarin %8 oksijen igeren hipoksi odaciginda iki saat
bekletiimesiyle olusturuldu. Deneyin sonunda ndronal apoptozis TUNEL ve Kaspaz-3
immun boyalariyla degerlendirildi.

Serum fizyolojik verilen gruplarin her iki beyin yarisindaki apoptotik hticre
sayllari, kontrol grubuna goére anlamli derecede fazla bulundu (p=0.0001). Serum
fizyolojik verilen gruplarla karsilastirma yapildiginda, hipoksi dncesi ya da sonrasinda
ABT-491 verilmesi her iki beyin yarisindaki apoptotik hucre sayilarini anlamh
derecede azaltti (p=0.0001). Kontrol grubu haricindeki gruplarda, beyinin sag
yarisindaki apoptotik hicre sayilari sol yarisindakinden anlamli derecede fazla
bulundu (p=0.0001).

Bu bulgular, gigli bir trombosit aktive edici reseptor antagonisti olan ABT-4971’
in yenidoganin hipoksik iskemik beyin hasarinda ndronal apoptozisi azaltarak

koruyucu ve/veya tedavi edici etkileri olabilecegini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: ABT-491, apoptozis, beyin hasari, hipoksi-iskemi, yenidogan



ABSTRACT
The Effects of ABT-491 on Neuronal Apoptosis in Neonatal Rat Model of
Hypoxic Ischemic Brain Injury

Hypoxic ischemia is a common cause of brain damage to the fetal and
neonatal brain. Hypoxic Ischemic Brain Injury (HIBI) at the prenatal/perinatal stage
has a severe impact on brain maturation and is a leading cause of serious
neurological disorders. More recently, inhibition of apoptosis has been proposed as a
novel and promising therapeutic approach for neuronal rescue following neonatal
HIBI. In the present study, we investigated the effect of ABT-491, a highly potent
platelet-activating factor receptor antagonist, on neuronal apoptosis in neonatal rat
model of HIBI.

The study included seven-day-old rat pups (n: 77) and they divided into five
groups. Animals of the first group (n: 16), neither underwent carotid artery ligation nor
exposed to hypoxia (sham). Cerebral hypoxia-ischemia was induced by right carotid
artery ligation followed by a 2 h of hypoxia with 8% oxygen in the rest of the groups.
Animals of the second (n: 14) and third (n: 12) groups were treated with saline before
and after hypoxia, respectively. The fourth (n: 16) and fifth (n: 16) groups received
ABT-491 (0.4 mg/kg, i.p.) before and after hypoxia, respectively. At end of the study,
neuronal apoptosis was evaluated by the terminal-transferase mediated dUTP biotin
nick-end-labeling (TUNEL) and caspase-3 staining methods. Apoptotic cells in the
right and left hemispheres were calculated and expressed as average number per
high visual field.

The numbers of apoptotic cells in both hemispheres were significantly higher
in saline treatment groups than that of control group (p=0.0001). Administration of
ABT-491 either before or after hypoxia resulted in significant reduction of the
numbers of apoptotic cells in both hemispheres, when compared to saline treatment
groups (p=0.0001). Except the control group, the numbers of apoptotic cells in right
hemispheres were significantly higher than that in the left hemispheres in all of the
groups (p=0.0001).

These results indicate that ABT-491, a highly potent platelet-activating factor
receptor antagonist, may provide beneficial effects on neonatal HIBI by reducing

neuronal apoptosis.

Key Words: ABT-491, apoptozis, brain injury, hypoxia-ischemia, newborn
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GiRIS VE AMAC

Hipoksik iskemik beyin hasari (HIBH) fetal ve yenidogan dénemde beyinde en
sik hasar yapan, mortalite ve kronik norolojik hasarin en énemli nedenlerindendir®2.
HIiBH gelisiminde dogum éncesi nedenler kadar perinatal asfiksi de biyiik énem
tasimaktadir. Henlz olgunlagsmamig beyinin hipoksi ve iskemiye yaniti olgunlasmig
beyindekinden farklidir®*. Hipoksi ve iskeminin baslangicta olusturdugu hasarin yani
sira reperfizyonun, glutamat ve nitrik oksit noérotoksisitesinin, serbest radikal
olusumunun, htcre iginde kalsiyum birikmesinin ve sonugta gelisen apoptozisin
beyinde geri déniisiimsiiz hasara yol actigi bilinmektedir>°.

Hicre oOlumd, hicre fonksiyonlarinin  geri donisumsiz kaybir olup
programlanmis (apoptozis) veya nekrotik sekilde olabilir. Olgunlagsmamis beyinde
hipoksi ve iskemi sonrasi gelisen noérodejenerasyonda apoptozis ve nekrozis
belirgindir’. Apoptozisin ve apoptotik-nekrotik gegis formunun dengelenmesi hasar
sonrasi ortaya ¢ikan degisik apoptotik ve antiapoptotik proteinlerin dengesine
baghdir. Bu siirecin detayli olarak arastirimasi HiBH den korunma ve tedavi
yontemlerinin gelistiriimesi icin dnemlidir.

Literatiirde yenidogan’ in HIBH modellerinde néronal hasari 6nlemek igin

cesitli farmakolojik ajanlar ve ydntemler kullaniimigtir®*?

. Son yillarda yapilan
calismalar, degisik stimllasyonlar sonucunda beyinde trombosit aktive edici faktor
(platelet activating factor-PAF) ve doymamis vyag asitlerinin sentezlendigini
gostermektedir'®. Ozellikle merkezi sinir sisteminde PAF ikincil haberci olup
presinaptik bolgede etkili olmaktadir. PAF’ in gerek sistemik ve gerekse bolgesel
uygulamalariyla beyindeki kan dolasimini olumsuz etkiledigi bilidirilmektedir***°.
Bunun yani sira degisik hayvanlarda yapilan iskemi modellerinde, PAF’ in merkezi
sinir sisteminde énemli bir role sahip oldugu gosterilmistir. Ornegdin maternal-fetal kan
akiminin durdurulmasini takiben 20 dakika igerisinde PAF Uretiminde artis
olmaktadir*®. Bir bagka deneysel modelde, inme olusturulan hayvanlarda iskemi ve
reperfiizyonu takiben omurilikte PAF artisi olmaktadir'’.

Yenidoganlarda PAF iskemik beyin dokusunda yogunlasarak proinflamatuvar
etki gosterir'®. iskemi-reperfiizyon sonrasi gelisen néronal hasarlanmada énemli bir
mediator olarak rol oynayan PAF’ in, hucreler Uzerindeki istenmeyen etkileri reseptor
diizeyinde engellenebilir. HiBH olusturulan yenidogan sicanlarda PAF reseptor
antagonistlerinin etkilerini gosteren az sayida calisma dikkati ¢cekmektedir. Yapilan

bir calismada WEB 2170’ in sadece hipoksi oncesi etkili oldugu; hipoksi sonrasi
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verilmesinin hasari engellemedigi bildiriimistir'®. BN 5202’ in ise gerek hipoksi 6ncesi
gerekse sonrasi verildiginde etkili olmadigi gdzlenmistir'®. Diger bir calismada
hipoksiden hemen 6nce ve sonra BN 50730 kullaniimis ve bunun hem doku kaybini
azalttigini hem de 6grenme ve hafiza yetisini korudugu izlenmistir®®. Diger taraftan
hipokampal noéronlarda yapilan bir calismada; PAF’ 1| inaktive eden PAF asetil
hidrolazin, N-metil D-aspartat (NMDA) ile uyariimis apoptozisi azalttigi ve
noroprotektif etki sagladigi gdzlenmistir™>. Boéylece PAF asetil hidrolazin
eksitotoksisite, epileptik beyin hasari, kafa travmasi, inme, glokom ve nérodejeneratif
hastaliklar gibi olaylarda PAF antagonistlerine kargi alternatif olabilecedi ileri
strilmustir?.

ABT-491 c¢ok guclu bir PAF reseptor antagonistidir. Literatirde, deneysel
hayvan modellerinde ABT-491’ in kullanimiyla ilgili sinirh sayida ¢alisma olmasina
ragmen?>?*; bilgilerimize gére, HIBH olusturulan hayvan modellerinde ABT-491 in
etkilerini gdsteren yayimlanmig bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, HiBH
olusturulan yenidogan sican modelinde gugliu bir PAF reseptdr antagonisti olan ABT-

491’ in néronal apoptozis Uzerine etkilerinin arastiriimasi amaglanmaktadir.
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GENEL BILGILER
Hipoksik iskemik Beyin Hasari

HIiBH tiptaki ilerlemelere ragmen énemli bir mortalite ve morbidite nedeni
olmaya devam etmektedir. Serebral palsinin en énemli nedenlerindendir™2. Hipoksi
kandaki oksijenin normalden az oldugunu, iskemi ise bir organ veya dokudaki kan
akiminin azalmasini ifade eder. Iskemi durumunda dokuya sadece oksijen degil
glukoz gibi hayati 6nemi olan diger maddeler de gidemez. Bu durumda dokuda
biriken arttk maddelerin de yeterince temizlenmesi mumkun olamamaktadir.
Deneysel ve klinik veriler HIBH’ da iskeminin daha énemli rol oynadigini géstermistir.
Asfiksi terimi, plasental veya pulmoner gaz degisiminin kesilmesine bagli olusan
hipoksiye hiperkapninin de eklendigini ifade etmektedir.

Hipoksi ve iskemi, fetlis ve yenidoganin beyninde hasara yol agan nedenlerin
basinda gelmektedir. Gelismis toplumlarda HIBH goériime insidansi 1000 canli
dogumda 0.4-3.7 olup, ciddi vakalarda buna bagl 6lim ve nérolojik hasar gelisme
insidansi 1000 canli dogumda 0.2-1.3 olarak bildirilmektedir®®>. Gelismekte olan
toplumlarda saglikh veriler olmamakla beraber bu oranlarin daha yuksek oldugu
tahmin edilmektedir.

Fetls ve yenidoganda asfiksiye neden olan durumlar sunlardir:

Anneye Ait Nedenler

Anne yasinin 16’ dan kuguk 40’ tan blyuk olmasi,

Dusuk sosyoekonomik durum,

Diyabet,

Kronik hastaliklar (bobrek, akciger, karaciger vb),

Hipertansif hastaliklar,

Annede tiroid hastaliklari,

Tlberkiloz,

Sistemik Lupus Eritematozis,

Psikoz, epilepsi, zeka gerilidi,

Agir anemi,

iskelet anomalileri,

Gebelik toksemisi,

Perinatal enfeksiyonlar,

Alkol ve narkotik ilag aliskanhg,

Annenin Magnezyum veya antikonvulzan ila¢ kullanmasi.
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Plasentayla ilgili Nedenler

Kalsifikasyon

Anormal yerlegim

Gelisim bozukluklari,

inflamatuvar degisiklikler,

Odem veya infarkt olmasi.

Gobek Kordonuyla ilgili Nedenler

Kisa kordon,

Kordon sarkmasi,

Kordon dolanmasi.

Fetiisle ilgili Nedenler

Cogul gebelikler,

Zamanindan 6nce dogum, zamanindan sonra dogum,

Fetal anomaliler (hidrosefali gibi),

Anemi (hidrops, eritroblastozis fetalis vb.),

Fetal enfeksiyonlar,

Iri fetus,

intrauterin gelisme geriligi.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Patofizyoloji

Fetal hipoksi agir ise dakikalar icinde bradikardi, hipotansiyon, kalp
fonksiyonlarinda bozulma, metabolik ve solunumsal asidoz ortaya gikabilir. Henlz
olgunlasmamis beyin yavas gelisen hipoksiye olgunlasmis beyinden daha
direnclidir*®. Hiicresel 6lime neden olan olaylar zinciri, hipoksi ve iskemi sona
erdikten sonraki reperflizyon déoneminde baslamaktadir. Hipoksinin basladi§i andan
itibaren birka¢ saat sonra gelisen ve agir hasarlara neden olan reperfizyon dénemi
henlz baglamadan yapilacak olan mudahaleler ve tedavi ile hipoksik-iskemik hasarin
onlenebilecedi veya azaltilabilecegi ileri stirliimektedir®’.

HIBH de hiicre 6limi nekroz, apoptozis veya her iki mekanizmayla
olabilmektedir’. Nekrotik hiicre 8liimii hiicrede sisme, zar bitiinliginiin bozulmasi,
hidcrenin pargalanmasi, hidcre igeriginin  salinmasi ve bunun sonucu olarak
inflamasyon ve fagositoz ile karakterizedir. Apoptotik hicre 6lumu ise kromatinin

yogunlasmasi, hicrenin blizismesi ve inflamasyon olmadan olusan élumddr.
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HiBH olup da hayatlarini devam ettirenlerde paralizi, 6grenme bozukluklari,
serebral palsi ve epilepsi gibi dmur boyu yasami etkileyecek biligsel, duyusal veya
motor bozukluklar gelisebilir. Otopsi ¢alismalarina ek olarak dedisik yas gruplarinda
manyetik rezonans goéruntileme (MRG) ile yapilan c¢alismalar, gelismekte olan
beyinde secilmis bolgelerde hasar gelistigini gdstermektedir®®. Hiicre ve dokularin
farkhlastigi donemlerde hipoksik iskemik durumun olusmasi beyinin olgunlasmasini
ciddi olarak etkilemektedir.

HiBH gelismesinde rol oynayan gercek mekanizmalar tam olarak
aydinlatilabilmis degildir. Gebeligin erken doneminde meydana gelen hipoksi ve
iskemi beyaz cevher Uzerinde zararl etkilere sahiptir. Bunun aksine; olgunlagsmamis
bazal ganglionlar ve motor korteks ge¢c dénemde hasar gdrmektedir’®. Ornegin
gebeligin erken doneminde gelismekte olan beyaz cevherin hasar gormesi, spastik
tip felgle sonuclanabilmektedir®. Ayrica yenidogan déneminde gelisen hipoksi ve
iskemilerin gogunda, beyinin tamamindan ¢ok, belirli bolgeleri hasar gormektedir.
Degisik duzeylerde hasar olusmasinin nedeni, gelismekte olan noronlar arasi
baglantilar ve eksitatér glutamat reseptérleri olabilir. insanlardaki kompleks parsiyel
ndbetlerle olan temporal lob epilepsisinin temel 6zelliklerinden biri hilar, CA1 ve CA3
bdlgelerindeki néronlarin 6limu sonucunda gelisen hipokampal lezyonlardir. Benzer
sekilde siganlardaki hipoksik iskemik modelde noéronal 6lim siklikla CA3 bolgesi
olmak Uzere, granil hicre tabakasi, CA1 ve hilus bdlgesinde gézlenmektedir. Bu
bulgular gelismenin hangi evresinde hipoksik iskemik hasar olursa; néronal kaybin da
buna bagl olarak degisecegini gdstermektedir®’.

Son yillarda yapilan MRG c¢alismalari, ciddi ya da tama yakin asfiksi
sonrasinda putamen, talamus ve serebral kortekste simetrik hasar gelistigini
gostermistir?®. Beyinin bu bdlgeleri eksitator glutamaterijik giris icin hedef bolgelerdir.
Hem deneysel hem de klinik ¢alismalar beyinin belirli bolgelerindeki eksitator néron
disfonksiyonlarinin secici néronal 6lume neden oldugunu gdstermektedir. Perinatal
donemde beyinde hipoksik iskemiye bagh olarak belirli noéronal yapilarin hasar
gormesi, gelismekte olan noronal agdaki eksitator sinapslarin ozellikleriyle iligkilidir.
Hipoksik iskemik hasarlarin baglangi¢c fazinda sistemik ve serebrovaskuler faktorler
de onemli bir rol oynamasina ragmen; son zamanlarda yapilan ¢alismalar beyin

hasarinin hiicresel ve molekiiler yéniini de ortaya koymaktadir®.
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Perinatal iskemi ve Hipoksemi

Fetal yasamda normalde arteriyel kismi oksijen basinci dusuk oldugu igin
hipoksik iskemik olaylarin birincil nedeni perfizyon azhigidir. Ancak yine de ciddi
hipoksemi varliginda miyokardiyal fonksiyon bozuklugu meydana gelebilir ve
hipoperfizyona neden olarak, serebrovaskiler otoregulasyonu bozulabilir.
Hipoperfuzyonun sonucunda da ndéronal iskemi olusur.

Prenatal Hipoksemi: intrauterin hipoksemi genellikle plasental yetersizlige
baglidir. Bu bebeklerde dogum sonrasinda ciddi solunum ve kalp yetmezIigi
gelisebilir. Diger taraftan dogumdan sonra gelisen hipokseminin nedeni solunum ya
da kalp yetmezligi veya her ikisinin de beraber olmasidir. Perinatal hipoksemi,
yenidoganda zaten ¢ok hassas olan serebrovaskuler otoregulasyonu bozabilir. Bu
durum ciddi surfaktan yetmezIligi sendromlarinin neden periventrikiler I6komalazi gibi
noronal hasarlarla birlikte geligtigini agiklar.

Perinatal iskemi: Hiicre seviyesinde anaerobik metabolizmave zar
gecirgenligi degisiklikleri sonucunda dokularda ve kanda laktik asit konsantrasyonlari
hizla artar. Potasyum hicreden kana gecger ve hiperpotasemi olugur. Doku ve kanda
laktik asit birikimi sonucu metabolik asidoz gelisir, solunum destegi saglanmaz ise
hiperkarbi ve hipoksi belirginlesir. Asfiksinin baslangicinda kan pH’s1 7.3 iken 10.
dakikada 6.8’ e kadar duser. PCO,; 45 mmHg’ dan 150 mmHg’ ya kadar yukselir.
PO, 25 mmHg dan 0’ a kadar duser. Organizma 6zellikle beyin hasarini 6nlemek
icin kalp debisini artinr. Eger asfiksi devam ederse beyin damarlarindaki
otoregulasyonun bozulmasi ile serebral perfuzyon basinci sabit tutulamaz. Serebral
arteriyoler sistemde vazodilatasyon olusamaz ve beyin kan akiminda énemli bir
azalma gorulur. Asfiksi devam ettigi takdirde, kalp atimlari giderek azalir ve
hipotansiyon gelisir, bu durum bdbrek ve miyokard beslenmesini negatif yonde
etkiler. Sonugta bir yanda renal kortikal nekroz gelisirken diger yandan da
kardiyojenik sok gelisir. Ayrica diger organ ve sisitemlerde de hasarlar olusarak ¢oklu
organ yetmezligi gelisir. Geri donlisimsuz olarak kabul edilen bu donemde hastalar
genelde kaybedilir.

Pasif Basingli Beyin Dolagsimi: Yenidogan déoneminde beyin dolagsiminin
otoregulasyonu zayiftir. Hipoksemi ve hiperkarbi, zaten zayif olan bu sisteme daha
¢ok zarar verir ve beyin dolagimi pasif basingl duruma geger. Olgunlasmamis beyin

arterlerinin hipotansif ataklara karsi sinirli bir uyum yetenegi vardir. Yenidogan
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doneminde sulkuslarin derin kisimlari daha az perfuze olmakta ve bu bolgeler
hipotansif durumlardan fazla etkilenmektedir.
Hipoksi ve iskemiyi Takiben Gelisen Norotoksik Olaylar

Beyin kan akimi ve perflzyonunu inceleyen laboratuvar ¢alismalarinin ¢ogu,
fetls ve yenidoganlardaki hipoksik hasarlarin hemen hepsinde hipoksi ve iskeminin
birlikte oldugunu gdstermektedir’®. Genel olarak hipoksik iskemik ensefalopati
sendromu; saatler ve gunler icerisinde olugan biyokimyasal ve molekuler olaylar
zincirini ifade etmektedir. HIBH’ nin tedavi edilebilmesi igin; gelismekte olan beyinde
meydana gelen hipoksik iskeminin sebep oldugu noéronal hicre 6lumundn yani
ndrotoksik mekanizlarinin bilinmesi gerekmektedir. Bu mekanizmalari arastirmak igin
hayvanlarda perinatal dénemde HIBH modeli olusturularak, cesitli calismalar
yapiimaktadir.

Calismalar hipoksi ve iskeminin; enerji yetmezligi, membran depolarizasyonu,
beyin 6demi, ndrotransmitter saliniminin artisi ve geri aliniminin inhibisyonu, hicre
ici kalsiyum artigi, serbest oksijen radikallerinin artisi ve lipid peroksidasyonunun
artisi gibi molekiiler ve biyokimyasal olaylar zincirini baslattigini géstermektedir'>>°.
Batun bu molekuler ve biyokimyasal olaylar néronal hasar ve hicre 6lumune neden
olmaktadir. Yenidogan déneminde olusan ve karmasik molekuler olaylarin neden
oldugu bu hasarin arkasinda yatan gercek mekanizmalari anlamak, HiBH sonucunda
uzun donemde ortaya cikabilecek epilepsi ve serebral palsi gibi norolojik
bozukluklarin 6nlenebilmesi veya tedavi edilebilmesi i¢in gereklidir.

Enerji yetersizligi

Noéronlarin enerji ihtiyaci birincil olarak ATP yoluyla saglanir. ATP Uretimi
blylk ¢ogunlukla mitokondiriler icinde ve oksidatif fosforilasyonla olusur. Dokudaki
oksijen belirli bir diizeyin altina indiginde oksidatif fosforilasyonla olusan ATP Uretimi
durur. Bu da hicre igindeki enerji tiketen olaylarin ve iyon pompasinin durmasina
neden olarak hire 6lumune neden olur. Anaerobik glikolizin artmasiyla laktat
duzeyinin artmasi ve pH’'in dismesi ndronal hasarin olusumuna katkida bulunur.
Serbest Radikal Hasari

Hasara ugramis sinir sisteminde, hasardan sonraki birka¢ dakikadan saatlere
kadar olan donemde birgok sebepten dolayi superoksit radikali olusur®. Normalde
serbest oksijen, elektron transport zinciri iginde direkt olarak suya donusturular.
Ancak bazen bu déniisiim kademe kademe olmaktadir. iste bu kademeler sirasinda

oksijen radikalleri ortaya ¢ikmaktadir.
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O,+te” —— O3 ( Superoksit radikali)

O,+te© — H,0, (Hidrojen peroksit)

H,O,+e > OH (Hidroksil radikali)

OH+e" —» H20

En zararl radikal OH" radikalidir.

Vicutta asir miktarda serbest radiakal olusumunu engelleyen ya da olusmus
olan serbest radikalleri yok etme iglevine sahip birgok antioksidan mekanizma
mevcuttur. Bunlar arasinda superoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi
reaktif oksijen radikallerini daha az toksik UrUnlere donusturen antioksidan enzim
sistemleri, a-tokoferol, askorbat, Urik asit, glutatyon, betakaroten gibi serbest radikal
nortralizatorleri ve Haber-Weiss reaksiyonunu katalize eden demir ve bakiri baglayan
ferritin, transferin, seruloplazmin gibi reaktif oksijen radikallerinin olusumunu ve
yayllmasini engelleyen bilesikler, ayrica mitokondride olusan radikalleri suya
indirgeyen sitokrom oksidaz gibi antioksidan sistemler sayilabilir®.

Hicrenin maruz kaldigi iskemi ve bunu takip eden reperfliizyon déneminde
olusan serbest oksijen radikali artigi karsisinda, endojen antioksidanlar, serbest
oksijen radikal temizleyicileri ve peroksidazlar yetersiz kalmaktadir. Beyin ¢oklu
doymamig fosfolipidler acisindan zengin oldugundan serbest radikallere Kkarsi
oldukga duyarlidirt®®. Yiiksek oranda coklu doymamis yag asitleri iceren hiicre
zarinin yikilmasi, serbest radikallere bagli néronal hasar olugsmasinin en 6nemli
asamasidir. Serbest yag asitlerinin serbest radikal ile oksidasyonu "lipid
peroksidasyonu" olarak adlandinlir. Hlcre zarinda meydana gelen lipid
peroksidasyonu membran lipoproteinlerinin oksidasyonu ve yapisal butunlagun
bozulmasina yol agarak, anormal iyon girisiyle birlikte hlcre 6limune neden olur.
Ayrica olusan lipid peroksidasyonu ile birlikte mikrovaskuler endotel hasari olusarak
kan beyin bariyerinin bozuldugu deneysel calismalarda gdsterilmistir>®. Yenidogan
beyninde antioksidanlarin eksik olmasi hasarin daha da agir olmasina neden olur.
Hipoksik iskemik Beyin Hasari ve Eksitotoksisite

Noronlarin  hipoksik iskemik hasarindan sorumlu olaylara genel olarak
eksitotoksisite denmistir®®. Bu terim ekstraselliiler eksitatér amino asit reseptorlerinin
asiri uyarilmasi sonucunda hucrelerin dlmesini ifade etmektedir.

Hipoksi ve iskemi sirasinda sinaptik araliga yogun bir bicimde eksitator

1,5,29

norotransmitterler (6zellikle glutamat gibi aminoasitler) salinmaktadir . Duslk

enerjili durumdaki ndéronal hasarda bu eksitotoksinler ¢cok 6nemli rollere sahiptir.
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Sinaptik aktivitenin  hdcre Olumiu i¢in gerekli olmasi, spesifik glutamat
antagonistlerinin hipoksik hitcre oluminu engellemesi, glutamatin ortaya c¢ikisinin
hipoksik hucre olumunu taklit etmesi, hipokside ekstraselliler bolgede glutamatin
yogunlagsmasi (artmis salinim ve azalmis geri alim nedeniyle) ve hipoksiden dlen
hicrelerin topografik dagiliminin glutamat sinapslariyla uyumlu olmasi, iskemik hicre
élimiiniin eksitotoksinlerle yakin iligkili oldugunu géstermektedir®®.

Beyinde eksitator sinaptik gecgisin hemen hemen c¢ogu glutamat ile

olmaktadir?®=°,

Yapilan c¢alismalar glutamat reseptorlerinin - aract  oldugu
eksitotoksisitenin noronal hiucre olumunde anahtar rol oynadigini ve bunun
gelismekte olan beyinde erigskin beynine nazaran daha kritik bir dnem tasidigini
gostermektedir®.

Glutamat merkezi sinir sisteminin en 6nemli eksitatér nérotransmitteridir.
Spesifik membran reseptorleri ile etkileserek duysal bilgilerin iletiimesi, motor aktivite,
spinal reflekslerin duzenlenmesi, hafiza ve 6grenme gibi birgcok fonksiyonda 6nemli
rol oynar.

Eksitotoksinler tarafindan tetiklenen hlicre 6limuU; akut néronal sismeye
Onculik eden sodyum ve klorun ve daha sonra gecikmis hasara neden olan
kalsiyumun hdcre igine girmesini saglayan spesifik reseptorler tarafindan yodnetilir
Glutamat reseptdr aktivasyonu erken evrede intraselliler sodyumun artisina, bu ise
sitotoksik 6dem, hicre ici asidoz ve parcalanma yol acar. Sodyum-potasyum ATP’az
mekanizmasindaki yetmezlik ise sodyum ve suyun hucre igi birikimini artirir. Bir
sonraki asamada kalsiyumun hucre igine akimi artar, bu ise kalsiyum bagimli proteaz
ve lipazlarin aktivasyonuna yol agarak hicre zarinin ve ndéroflamanlarin hasarina
neden olur,

Gutamat farkh farmakolojik ve elektrofizyolojik 6zelliklere sahip bir grup
reseptdrler araciligi ile aktivasyon gésterir>. NMDA, a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazol propiyonat (AMPA) ve kainat reseptorleri ligand kapili iyon kanallari
icerdiginden "iyonotropik" olarak adlandirilirlar. Diger bir grup ise transmembran
proteinlere bagh ikincil haberci sistemi Uzerinden etkili "metabotropik" reseptorlerdir.

Metabotropik Reseptorler: Aktive edildiklerinde fosfolipaz C’ yi aktif hale
getirerek hucre iginde bagli bulunan kalsiyumun serbest hale gegmesini saglarlar. G
proteini ile ikincil haberci sistemi Uzerinden de etkilidirler. Hem glutaminerjik, hem de

glutaminerjik olmayan sinapslarda iletiyi yonlendirirler,

19



iyonotropik Reseptérler: Ligand kapili iyon kanallaridir. NMDA reseptérleri,
AMPA reseptorleri ve kainat reseptorleri bu grup igerisinde yer alir. AMPA ve kainat
reseptorleri arasinda ayirrm bazi durumlarda net olmadigi icin bu iki reseptor tipine
AMPA/KA veya non-NMDA adi veriimektedir. NMDA reseptorleri fizyolojik kosullarda
agirlikh olarak 6grenme ve bellek fonksiyonunda rol alirken, non-NMDA reseptorleri
yaygin olarak hizli eksitator sinapslarda bulunurlar. AMPA/KA reseptorleri ve NMDA
reseptorlerinin genetik 6zellikleri de birbirinden farkhdir,
N-Metil D —Aspartat (NMDA) Reseptorleri

Glutamat baglanmasi sonrasinda sodyum ve kalsiyumun hdcre igine girisine,
potasyumun ise hicre disina ¢ikisina neden olurlar. Bu grup reseptorler magnezyum
ile bloke edilirler, NMDA reseptérinun 6zelligi, hem voltaj hem de ligand kapili
olmasidir. NMDA reseptorleri tarafindan olusturulan eksitotoksisitede, néronal 6limu
siddetlendiren reaktif molekullerin olusmasi sonucu meydana gelen birtakim olaylar

kaskadinin baslamasi s6z konusudur (Sekil 1),

Glutamat
v
. NMDA Reseptor Aktivasyonu

l &

Depolarizasyon

Kalsiyum
&
J' Enerji yetersizligi
NOS a i '
l ! NAD tiiketimi PARP
T T
NO* .. ¢ Mitokondri - K
* I"x O radikalleri / Sitokrom C =+ Kaspaz =+ DNA
l e Fragmantasyonu
r . s
Peroksinitrit - J, Enerji yetersizligi
! NEKROZ APOPTOZIS
Membranlar

Sekil 1. Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda NMDA Reseptor Aktivasyonu.

NMDA reseptor araciligi ile kalsiyum duzeyinin yukselmesi sonucu, serbest
radikal olusumu, mitokonriyal hasar, kalsiyuma bagimli enzim dizeyindeki patolojik
yukselmeler ve gen ekspresyon degisiklikleri gibi mekanizmalarla hlcresel hasar
siddetlenmektedir'*. Sitozolik kalsiyum konsantrasyonundaki artis birgok doku tipinde

hdcre dlumundn son ortak yolu olarak gorunmektedir.
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2-Amino-fosfonohepnoik asit, 2-amino fosfovalerik asit ve kinureik asit gibi
segici ve segici olmayan NMDA reseptor antagonisti molekuller gelistirilmistir. Ancak
bunlarin kan-beyin bariyerini gecememeleri ve koruyucu etkilerinin siklkla direkt
santral sinir sistemine uygulanma gerekliligi nedeniyle kullanimlari genis yer
bulamamistir. Glutamat ile yarisan NMDA antagonistleri, reseptorin glutamati
taniyan bolgesine baglanarak inhibisyonuna neden olurlar. Glutamat ile yarigmayan
antagonistler ise NMDA ile iliskili iyon kanallarina baglanarak reseptdrid inhibe
ederler. MK 801 (Dizocilpine), glutamat ile yarisa girmeyen segici NMDA
blokériidir®. Sistemik olarak uygulanabilir olmasi ve omurilik hasari sonrasi
eksitotoksik hasari engellemesi nedeniyle Gnem kazanmistir.
a-Amino-3-Hidroksi-5-Metil izoksazol Propiyonat (AMPA) Reseptorleri

Voltaj bagimsiz olarak caligirlar ve aktivasyonu sonucunda sodyum hicre
icersine girer, potasyum ise hicre disina gikar (Sekil 2). Quisqualat reseptorleri
olarak da bilinirler. AMPA reseptor aktivasyonu ile erken donemde, hlcre igi sodyum

birikerek sitotoksik 6dem ve hucre i¢i asidoz olusur.

Ca2+
Ca2+ T lD
Na* Na* [ [;
(o) — «——> K+
_ﬂiﬂ’)x\ O ¢—» Sy P AMPA
© ¢ Glutamat
—Dlnh\f g _—: ~N % NMDA
0 K*

K+ Ca2t, Na* [ I >
Ca2+ /
Mg 2+ TD

Cl- Ca2+

Sekil 2. AMPA Reseptor Aktivasyonu.

Kainat Reseptorleri

AMPA reseptorleri ile iyi ayirt edilemediginden AMPA/KA veya non-NMDA
olarak  adlandirlirlar. NMDA  reseptorlerinin @ spinal kordda  eksitator
nérotransmisyonda yonetici 6zelligi oldugu dustunulmektedir. Normalde yuksek hicre

digi kalsiyuma karsi hucre igi kalsiyumu duguk tutan mekanizmalar hlcre zarinda
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mevcuttur. Hipoksi-iskemi sirasinda bu mekanizmalar iglemez hale gelir, hicre igine
kalsiyum gegcisi artarken hucre digina ¢ikisi azalir. Hucre iginde agiri kalsiyum birikimi
sonucunda; serbest yag asitlerinin salinimi, fosfolipaz A, aktivasyonu, kalsiyum
bagdimli adenozin 5' trifosfataz aktivasyonuna badli enerji depolarinin tikenmesi,
toksik eikosonoid sentezi, serbest radikal olusumu, hlcre iskeletinin mikrotubuler ve
noroflaman bolimlerinde degisiklikler, mitokondriyel oksidatif fosforilasyonun
bozulmasi, aksonal dejenerasyon, proteaz, fosfotaz, endonuklaz gibi litik enzimlerin
aktivasyonu meydana gelir’. Ozellikle kalsiyum iyonunun niikleazi uyarmasi ile DNA
(deoksiribonUkleik asit) yapisi bozularak apoptozis meydana gelir.

Yine kainat reseptodrlerinin aktivasyonu ile hicre igindeki magnezyum hucre
disina cikar. Hicre i¢ci magnezyumdaki dists, magnezyum iyonunu kofaktér olarak
kullanan enzimatik reaksiyonlarda bozulmaya, glikoliz, oksidatif fosforilasyon ve
protein sentezi gibi metabolik olaylarin etkilenmesine neden olur. Magnezyum iyonu
ayrica NMDA reseptor blokaji ile norotoksisitede koruyucu rol oynadigindan,
seviyesindeki azalma noéronal hasarin siddetlenmesine yol agmaktadir. Bunlara ek
olarak, magnezyumun dastsu hlcre ici kalsiyum aktivasyunun siddetlenmesine
neden olarak, ikincil hasarin buyumesine yol acar.

Akut enerji yoksunlugu hicre disi glutamatin asiri salinimina ve iyonotropik
glutamat reseptorleri olan NMDA, AMPA ve kainat reseptorlerinin  kontrolsiz
aktivasyonuna neden olmaktadir’®*°. Bu durumda enerji bagimli glutamat geri alimi
engellenmekte ve hicre igi kalsiyum konsantrasyonu artmaktadir.

Hipoksik iskemik hasara neden olan glutamat sinaptik disfonksiyonunun diger
onemli bileseni, voltaja duyarli kanallarin acgilmasina ikincil olarak postsinaptik
néronal membran depolarizasyonudur. Sinaptik glutamat konsantrasyonunun
artistyla gelisen membran depolarizasyonu, kanallarin en fazla diizeyde acilmasina
ve noron igerisine kalsiyum ve sodyum girisine neden olmaktadir.

Deneysel calismalar hipoksi ve iskemi sonucunda mitokondrinin fonksiyonunu
kaybederek beyin hiicrelerinin  6limiine neden oldugunu gdstermektedir®.
Kemirgenlerde NMDA reseptor blokaji yapilarak hipoksi ve iskemiye bagh
mitokondriyal disfonksiyon onlenebilmektedir. Ayrica NMDA reseptor kanallarindan
kalsiyum gegisi mitokondrilerin kontroll altinda olup, hipoksi ve iskemide bu gecis
tersine donmektedir. NMDA kanallarinin asiri aktivasyonu, néronlara kalsiyum girisi,
nitrik oksit (NO) artisi ve mitokondriyal disfonksiyon &liim ile baglantili olaylardir®.
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Nitrik Oksit Toksisitesi

Yeniden oksijenlenme ve yeniden perfuzyon ile olusan serbest radikallerin
etkisi ile néronlardan serbestlesen glutamat (hizli uyaran nérotransmitter-eksitator
noérotransmitter)’'in etkisi ile kalsiyumun hucre igerisine girisi uyarilir. Glutamat
postsinaptik iyon kanallarindaki NMDA reseptorleri Uzerinden etki eder. NMDA
reseptorlerinin aktivasyonu néronal NO sentetaz (NOS) ile NO yapimina yol agar®.
NO siklik GMP olusumunu bozarak hasara neden olur. NO membranlardan gecgerek
glutamat saliniminin uyarilmasina da yol acar. NO ayrica molekuler oksijen ile
reaksiyona girerek DNA hasari ve membran lipid oksidasyonuna yol agan superoksit,
peroksit ve peroksinitrit serbest radikallerini olusturur®. Bunlar apoptozisin potansiyel
indUkleyicisidirler. NO’ nun deneysel calismalarda fokal serebral iskemiye yol actigi
ve bu hasarin NOS inhibitérleri verilerek onlenebilecegi gdsterilmistir®®. Vaskiiler
endotelyal NOS tarafindan Uuretilen NO’ nun ise néronal etkilerinin aksine vaskuler
yapi Uzerinde faydali etkileri vardir. Bunlar vazodilatasyon, ndétrofil ve trombosit
agregasyonunun inhibisyonudur.
Norotrofik Faktorler ve Hiicrede Hasar/Oliime Karsi Néroprotektif Etki

Norotropik faktorlerin yasami devam ettirici olasi etkilerinin kesfiyle birlikte, bu
faktorlerin merkezi sinir sistemi hastaliklarinda kullanilabilecedi fikri gindeme
gelmistir. Hucreleri ve Ozellikle de noronlari eksitotoksisite ve hipoksik iskemik
hasardan korumak icin hucre digi ligand-reseptor etkilesimiyle hucre ici sinyallerin
aktivasyonlari gerekmektedir. Merkezi sinir sisteminde bu sinyallerin bir kismi NGF
(neurotrophic growth factor; nérotropik blyume faktort), FGF (fibroblast growth
factor; fibroblast biylume faktoéri), NT-3 (neurotrophin-3; ndrotropin-3), IGF (insulin
like growth factor; insulin benzeri buylime faktért), CNTF (ciliary neurotrophic factor;
siliyer norotropik faktor) ve BDNF (brain derived neurotrophic factor; beyin kaynakl
norotropik faktdr) ile saglanmaktadir®®. Bu biiylime faktorleri biyime, farklilasma,
olgunlasma, onarim ve néronal yasami destekleme fonksiyonlarini yerine getirirken;
hasar sonrasinda néroprotektif aktivite gosterirler. Biyume faktérlerinin tedavi edici
etkileri arastinilirken, hangi hastalikta ve hangi ndronlarin disfonksiyon ve 6limden
korundugu incelenmektedir. Ornegin BDNF ve onun protein reseptéri tirozin kinaz B
bircok norondan salinmaktadir ve neonatal hipoksi ve iskemide doku hasarini
onleyebilecedi gosterilmistir®®>. Ayrica NGF’ nin yedi giinlik siganlardaki hipoksi ve
iskemi modelinde néroprotektif etkisi oldugu ve bunu apoptozisi inhibe ederek yaptigi

bildirilmistir®®. Fetiis kuzularda da IGF’ nin hipoksi ve iskemiye bagl néron hasarini
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inhibe ettigi gosterilmistir’”. Bununla beraber FGF ailesinin neonatal beyinde
noroprotektif etkisi oldugu bilinmekte fakat hasar sonrasi nasil etki ettigi
bilinmemektedir®,

ikincil Haberci Sinyal Yolaklari ve Néronal Yagsam

Merkezi sinir sistemi néronlarinin yagsami, 6zellikle hucre ici sinyal yolaklarinin
bayume faktorleri tarafindan uyariimasiyla etkilenmektedir. Buyime ve norotropik
faktorlerin olusturdugu noéron koruyucu etki, hicre igindeki degisik ikincil haberci
sinyal yolaklariyla olusmaktadir®. Bunlarin arastiriimasi, yenidogan beyninin hipoksik
iskemik hasardan korunmasi icin yapilan tedavi arayislari agisindan O6nem
tasimaktadir. Gelismekte olan beyindeki hipoksik iskemik hasarin tedavisi ve bunun
sonucunda ¢ocuklarda HIBH sonucu gelisebilecek nérolojik bozukluklarin
onlenmesiyle ilgili caligmalarin sonuglari, gelecekte bu hasarin Onlenebilecegi
yonunde umut vericidir.

Neonatal donemde orta dizeyde ensefalopati gelisenlerin %30’ undan
fazlasinda normal gelisim oldugu icin, bunlarin hangisinin daha fazla hasara maruz
kalacagini onceden belirlemek oldukga guctur. Hayvanlar Uzerinde yapilan
calismalar olgunlasmamig beyinin tedaviye yanitinin olgunlasmis beyinden farkl

oldugunu gdstermektedir'>®.

Erigkin beyinlerinde basariyla sonuglanan tedavi
bigimleri, yenidoganlarda daha koti sonuglar verebilir. Bunun olasi nedeni,
yenidoganlardaki hicre 6limUinin apoptotik yolla olmasidir. Olgunlasmamis hayvan
modellerinde eksitotoksisite ve HIBH’ ye karsi koruyucu etkisi oldugu gosterilen
maddelerin gogu apoptozisi inhibe etmektedir. Gunumuzde klinik olarak ndroprotektif
amacli uygulanan hipoterminin, eksitotoksisiteyi azaltma ya da yavaslatmasinin
temel mekanizmasinin apoptozis tizerinden oldugu diisiiniilmektedir*?.

Olgunlasmamis beyinde hipoksik iskemik hasarin baslamasi ve devam
etmesiyle ilgili temel mekanizmalarin anlagilabilmesi igin ileri ¢galismalara gereksinim
olacaktir. Bu mekanizmalarin anlasiimasi, hedefe yonelik tedavi bigimlerinin
gelistiriimesine olanak verecektir.

Ozetle, aktiviteye bagimli gelisim nedeniyle yenidogan beyni erigkin beynine
nazaran elektriksel uyarilara ve eksitotoksisiteye daha fazla duyarhdir. Hipoksi ve
iskemi sonucunda glutamat ve diger eksitator aminoasitlerin etkisiyle ndronal
membranlarda depolarizasyon olugsmakta ve eksitator uyarilar hizli bir gekilde
olusmaktadir’®3°. Ozellikle bu dénemde néronlar eksitator travmadan daha fazla

zarar gormektedir. Olgunlasmamis hayvan modellerinde hipoksi ve iskemi
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sonucunda noéronlardaki eksitator glutamat reseptorleri asiri uyarilarak; kalsiyum
girisi, NO uretimi, mitokondriyal bozulma ve nekroz ya da apoptozisle hucre 6lumune
neden olmaktadir. Yenidoganin beynindeki hipoksi ve iskeminin erken déneminde
glutamatla iligkili olaylar NMDA ve AMPA reseptorleriyle baglatilirken; daha sonra
eksitator uyarilar kendiliginden ilerlemekte ve néronal hasara yol agmaktadir.

Yenidoganin beyninde hipoksi ve iskemiye bagli gelisen hasarin temel
mekanizmas! apoptozisin aktivasyonudur’. Basarili bir néron koruyucu ydntem
bulmak igin bu mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir. Son zamanlarda
bayume faktorleri ve kaspaz inhibitorleriyle yapilan ¢alismalar néron korumada etkili
sonuclar  vermistir>®. Yenidoganin  beynindeki hasarin temel molekuler
mekanizmalarinin bilinmesi ve gelisimsel biyolojideki yeniliklerle birlestiriimesi; bireyi
Omur boyu etkileyecek serebral palsi, epilepsi ve davranis/6grenme bozukluklari gibi
olaylarin 6nlenmesinde yardimci olacaktir.

Hipoksik iskemik Hiicre Oliimiinde Temel Bir Mekanizma: Apoptozis

Butun noéronlar yasamlari boyunca aksonal yollar ve sinaptik baglantilar
dizeyinde fizyolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmek icin; baslangi¢, farklilasma,
cogalma, gd¢ ve olgunlasma evrelerinden gecerler’. Sinir sisteminin gelisimi
sirasinda uyum amaciyla degisik noron tiplerinde (motor, sensoryal, otonom gibi)
kayip gozlenir. Ozellikle oligodendrositlerde bliyiik oranda hiicre 8limi goézlenir. Bu
olay, canhligini strdiren néronlari uyaran hedef hicrelerden salinan 6zel nérotrofik
faktorlerle (NGF, BDNF, NT-3/4/5 gibi) aciklanmaktadir. Ayrica ndronlarin
gelisebilmesi igin kendilerini innerve eden noéronlarin sinyallerine, spesifik hormonlara
ya da sinyal verecek komsu glial hucrelere gereksinim vardir. Butin bu karmagsik
yapilar, noronlarin gelismesinde rol oynamakta ve bunlardaki duzensizlikler hucre
olumuyle sonuglanmaktadir.

Erken dénemde hipoksi ve iskemiye bagli hiucre 6lumu nekrozla olugur (birincil
hasar). Ge¢ donemde ise néronal 6lum; saatler ve gunler igerisinde apoptozisle
sonuglanan bir dizi karmasik biyokimyasal ve molekuler olaylar sonunda meydana
gelir (ikincil hasar). Yapilan caligmalar yenidogan doneminde gelisen hipoksik
iskemik beyin hasarinda apoptozisin nekrozdan daha Onemli oldugunu
gostermektedir’*°. Apoptozis, eriskin dénemde gerekli olmayacak bircok néronun
hicre baglanti ve vyolaklarini gelisme donemindeyken tekrar duzenleyen bir

mekanizmadir.
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Apoptozisin Tanimi

Yasamakta olan hucreler iki farkl mekanizma ile olurler. Bu mekanizmalar
nekroz ve apopitozistir (Sekil 3). Nekroz; hipoksi, asiri 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi
hicre disindan gelen cesitli fiziksel veya kimyasal etkenler sonucunda gelisen
travmatik hicre oliumudur. Apopitozis ise yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis, fazla
uretilmig, duzensiz gelismis veya genetik olarak hasarli hlcrelerin, organizma igin
guvenli bir sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen

programli hucre olumuddar.
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Sekil 3. Apoptozisle Hiicre Oliimii.

ilk olarak Kerr ve arkadaslari, apoptozisi, hiicrede blizisme, hiicre zarinda
kabarciklar olugsmasi, kromatin yogunlagsmasi ve DNA parcalanmasiyla kendini
gOsteren hucre olumu olarak tanlmlamlgtlr“l. Bu olum; toksisite, travma ve iskemide
g6zlenen organel sismesi ve hicre zarinin yirtilmasiyla seyreden nekrozdan farklidir.

Nekroz patolojik bir olaydir. Apopitozis ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla
olusabilir. Apoptozis klasik hiicre 6lium sekli olarak bilinen nekrozisden birgcok
Ozelligiyle farkli olan bir hiicre 6lim mekanizmasidir (Sekil 4).

Apoptozis ve nekrozda go6zlenen morfolojik degisiklikler Tablo 1’ de

Ozetlenmigtir.
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Sekil 4. Nekroz ve Apoptozisteki Morfolojik Degisiklikler.

Tablo 1. Apoptozis ve Nekrozdaki Ozelliklerin Karsilagtiriimasi.

Nekroz

Apoptozis

Hucre ici dengelerin kaybi

Baslangigta 6nemli degisiklik yok

Hucre zari gegirgenlignde artma En azindan baslangigta hicre zar
gecirgenligi degismez
Potasyum kaybi, sodyum girisi, zar | Sodyum girisi yok, hicre potasyum

potansiyelinde disme

yogunlugu degismez

Sitoplazmik yapilarin timinde sisme

Sitozol yogunlagmasi

Mitokondri ve diger organellerde yikim

Organeller genelde saglam

Hucresel enerjide tikenme

Hucresel enerjide tikenme yok

Dusuk makromolekuler sentez

Makromolekuler sentez aktivasyonu gerekli

Bitigik hucreler etkilenir

Sadece ilgili hiicre etkilenir

Kromatin agi gevsek

Kromatin agi yogun

Pasif atrofi

Aktif dejenerasyon

27




Agar jel elektroforeziyle yapilan g¢aligmalar, apopitozda endonukleazlarin
aktive olarak DNA kiriklarina neden oldugunu géstermi§tir4°. Boylece apopitotik hicre
olumunun ilk biyokimyasal kaniti elde edilmistir. Bu tarihnten sonra apopitoz ile ilgili
calismalar hizli bir sekilde artmistir.

Apoptozisin Organizmada Goruldiigua Durumlar

-Embriyogenez ve fetogenez déneminde,

-Sinir sisteminin ve immun sistemin geligsiminde,

-intrauterin gelisim sirasinda el ve ayak parmaklarinin aralarinin agiimasinda,

-Embriyonal bdbrek taslaklarinin dejenerasyonunda,

-Embriyonun maternal desidua tarafindan reddinin engellenmesinde,

-Erigkinlerde hormon yetmezligine baglh olarak gelisen organ gerilemelerinde,

-Mensturasyonda endometrial huicre yikimi,
-Menapozda ovaryum follikillerinin atrezisi,
-Laktasyon sonrasinda meme bezi gerilemesi,

-Proliferasyona ugrayan hicre topluluklarinda (6rnegdin:barsak kript epiteli),

-Tumorlerde, 6zellikle regresyona gittikleri ddnemlerde,

-Pankreas, parotis ve bobrek gibi organlarda kanal obstriksiyonlarina bagh
olarak gelisen atrofilerde ,

-Timusun gerilemesinde,

-Hucresel immun red ve graft versus host reaksiyonlarinda

-Cesitli viral hastaliklarda; Ornegin: Viral hepatitte,

-Hucrelerde hasar olusturan isi, radyasyon, kanser ilaglariyla tedavi, hipoksi
sonrasi apoptozis gorulur,

Apoptoziste Artma veya Azalmanin Sonuglari

Her saniye vyaklagik bir milyon hucremiz apoptozis ile vucuttan
uzaklastiriimaktadir. Yapim (mitozis) ile yikim (apoptozis) arasinda kontrolli bir
denge vardir. iste bu dengenin apoptozis lehine veya aleyhine bozulmasi bir cok
onemli hastaligin patogenezinde rol oynar (Tablo 2 ).

Apoptozisin Mediatorleri

Apoptozis ¢ok sayida ve cesitte mediator tarafindan dizenleni. Bunlar
arasinda, bazi iyonlar (kalsiyum), molekiller (seramid), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir*’. Bazi mediatérler hiicre tipine

O0zgundur, bazilari da apoptotik stimulusun c¢esidine gore farklilik gosterebilirler.
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Tablo 2. Apoptozisin inhibisyonu ve Artisi ile Seyreden Hastaliklar.

Apoptozisin Inhibisyonu lle Seyreden ~ Apoptozisin Artmasi lle

Hastaliklar Seyreden Hastaliklar
Kanser AIDS
Folikiler Lenfomalar Norodejeneratif Bozukluklar
p53 mutasyonu olan karsinomalar Alzheimer Hastalg
Hormon bagimli timorler Parkinson Hastaligi
Meme kanseri Amiyotrofik lateral sklerozis
Prostat kanseri Retinitis pigmentosa
Over kanseri Serebeller dejenerasyon
Otoimmiin Bozukluklar Miyelodisplastik Sendromlar ve

Aplastik Anemi
Sistemik Lupus Eritematozus

immiin Aracilikl Glomerilonefrit iskemik Hasar
Miyokard infarktis(
Viral Enfeksiyonlar inme

Toksik Karaciger Hasari

Alkolik siroz

Kalsiyum: Apoptotik slire¢ boyunca hicre icine surekli kalsiyum girisi olur.
Kalsiyum iyonlari endonlkleaz, proteazlar ve doku transglutaminazinin
aktivasyonunda, gen regulasyonunda ve hucre iskeleti organizasyonunda rol alirlar.
Kalsiyum, mitokondriyal zarin depolarizasyonuyla birlikte reaktif oksijen turlerinin
artisina neden olur*’. Kalsijum ile uyarilan apoptoziste, sitozolde Bad
defosforilasyonu ve mitokondriyal translokasyonla Bcl ailesi proteinlerinin
dimerizasyonu gergeklesir.

Siklik AMP: Hucresel cevaplar duzenleyen ikincil habercilerden biridir. Siklik
AMP’ nin Bad 1 fosforile eden kinazlar aracihigiyla apoptoziste rol aldigi
dusunulmektedir.

Bcl-2 Ailesi: i¢ sinyallerle olusan apopitozda mitokondri ®nemli rol
oynamaktadir. Sinyaller digs mitokondri zarinda bazi proteinler aracihdi ile gegirgenlik
artigsina neden olurlar. Bunlarin en onemlisi bcl-2 grubu proteinlerdir. Bcl-2 ailesi,

ayelerinin bir kismi apoptozisi induklemekte, bir kismi ise inhibe etmektedir (Tablo 3).
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Tablo 3. Apoptozisi Etkileyen Bcl-2 Grubu Proteinler.

Anti-apoptotik Pro-apoptotik
Bcl-2 Bad
Bcl-xL Bid
Bcl-w Bak
Bfl-1 Bax
Mcl-1 Bcl-xS

Bu iki zit etkili grubun igleyisi yapilarinda bulunan iki bolgeye (hidrofobik cep
ve amfipatik a-heliks) baghdir. Anti-apoptotik Uyeler, dogal olarak intrensek sitokrom
¢’ nin saliveriimesini baskilama 06zelligine sahiptir. Bu durumda, pro-apoptotik
uyelerin anti-apoptotik Uyelerle baglanmasi halinde bu inhibitor etki ortadan kalkar ve
sitokrom c saliveriimesi gergeklesir (Sekil 5).

Pro-apoptotik Anti-apoptotik
Bid g .\ 1§C'|..2 Bohd.
@ T- i ggr
Mitokondri
J, Sitokrom C
Apoptozom
Apaf 1
Prokaspaz-9
l Sitokrom C
Apoptozis

Sekil 5. Bcl-2 Grubu Proteinlerin Apoptozisle iligkisi’.
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Bu ailenin Uyeleri kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler olustururlar.
Hucrenin yasayabilirlik durumu bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik Gyelerinin
rolatif oranina baglidir. Bcl-2, Apaf 1 (apoptotic protease activating factor 1; apoptotik
proteaz aktive edici faktdr-1)’ e tutunmus olarak mitokondri dis zarinda bulunur.
Hucrenin iginden kaynaklanan apoptotik sinyaller Apaf 1" in mitokondriden
ayrilmasina neden olur. Bu ayrilma dig mitokondri zarinin gegirgenligini artirir.

Gegirgenligin artmasi, mitokondrinin iki zari arasinda bulunan sitokrom ¢’ nin
sitozole ¢ikmasina neden olur. Sitokrom ¢’ nin sitoplazmaya salinmasiyla, sirasiyla
kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktive olur ve hiicre apoptozise gider’. Bcl-2’ nin ayrica
mitokondri ile olan iligkisinden dolayi antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve bdylece
oksidan stresin neden oldugu apoptozisi baskilayabildigi bulunmustur. Bax sitozolde
bulunur ve apoptotik uyari alinmasi halinde mitokondri membranina baglanir, burada
kUguk delikgikler olusumunu indukler, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur,
sonugta sitokrom c ve AIF (apoptosis inducing factor; apoptozis indukleyici faktor)' in
mitokondriden sitozole ¢ikmasini saglar.

Seramid: Yapilan calismalar seramidlerin; ICE (interleukin 1-B converting
enzyme; interlokin 1-B donustlriact enzim) benzeri proteazlari ve endonukleazlari
aktive ederek DNA pargalanmasina neden oldugunu dusundurmektedir. Hucre
yasaml icin gerekli olmasina ragmen; yiiksek diizeylerde apoptotik etkiye sahiptir®.

p53 Geni: DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu saglar (Sekil 6).

Apoptotik uyari
¥ 4 ¥

A Mitokondri

: ; c IdATP
T
Apaf1  «—— @ p53 B

L
Kaspaz-9

—

Kaspaz-3
| I
Hiicresel hedefler

{

Sekil 6. P53 Geni ve Apoptozis.
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Hucrede bir sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasari
olustugunda, eger hasar onarilabilecek duzeyde ise hucre siklusunu G1 fazinda
durdurur ve DNA hasarli hiicrenin ¢ogalmasi engellenir. Bu proteinler DNA hasarini
tamir edebilirse, hucre siklusundaki blok kalkar. Hucre hasarinin tamiri basarili
olmazsa p53 geni bax proteinini aktive ederek Bcl-2/Bax oranini dedistirir ve
mitokondri araciligi ile hiicrenin apopitoza giderek 6lmesini saglar*’. Béylece DNA
hasarli htcre ortadan kaldirilmis olur.

Sitokrom c¢: Mitokondri i¢c membraninda bulunan elektron transport zincirinin
bir proteinidir. Son yillarda anlagilan 6nemiyle apoptozis surecinde merkezi bir
konuma oturmustur. Bu ylzden de sitokrom ¢’ nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi apoptozis yoluna girmig bir hucrede irreversibl bir doneme girildigini
isaret eder®. Sitokrom c, mitokondriden AIF ile birlikte sitoplazmaya salinir. Sitokrom
c sitoplazmik protein olan Apaf 1’ e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de
katiimiyla “apoptozom” adi verilen bir kompleks olusur’. Bu kompleks inaktif olan
prokaspaz-9’ un aktif kaspaz-9 haline dénusmesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektor
kaspazlardan prokaspaz-3’ U aktive eder. Aktif kaspaz-3, ICAD (inhibitor of caspase
activated deoxyribonuclease; kaspazla aktiflesen deoksiribontkleaz inhibitora)’ |
inaktiflestirir ve ICAD’ In bagladigi CAD (caspase activated deoxyribonuclease;
kaspazla aktiflesen deoksiribonukleaz) 1 serbestlesir. Bu da apoptozisin karakteristik
bulgularindan biri olan kromatin yogunlasmasina ve oligonukleozomal DNA
parcalanmasina neden olur.

Kaspaz (“caspase”)’lar: Bu enzimler “caspase” (cysteine-containing
aspartate specific protease) olarak adlandiriimaktadir. Zimojen (inaktif prekursor)
olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein igeren; sistein proteazlar
da denilen bu ailenin en az 14 Uyesi oldugu bilinmektedir. Bu enzimler, spesifik
aspartik asit rezidlilerinden sonra belirli proteinleri pargalar ve bu pargalanma
sonucunda digerleri de aktive olarak proteolitik bir sireci baglatir. Bazilar (Kaspaz-2,
8, 9, 10) baslatici kaspazlar olarak bilinirken bazilar da (Kaspaz-3, 6, 7) efektor

kaspazlar olarak bilinir’“

. Baslatici kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan olum
sinyallerini efektor kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri
(6érnegin hdcre iskeleti proteinleri; aktin veya fodrin, nikleer membran proteini;
laminin A, DNA tamirinde rol alan PARP-poly(ADP-ribose) polymerase) pargalayarak
apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar’. ilk tanimlanan

enzim ICE’ dir ve Prokaspaz-1 olarak bilinir. Kaspaz kaskadi, sitokrom ¢’ nin
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sitoplazmaya saliverilmesiyle Prokaspaz-9’ un aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi,
kaspazlar da sitokrom ¢’ nin saliverilmesine neden olabilirler.

Nitrik Oksit: DusUk duzeylerde vazodilatator etki yaparak beyni ndéronal
olumden korurken; agir iskemilerde yuksek orandaki nitrik oksit serbest radikaller gibi
norotoksik etki yapar. Nitrik oksitin apoptotik etkisi tirozin nitrasyonu, NMDA
kanallarindan kalsiyum akigi, aktin flamanlari ve mikrotubullerin bozulmasi
sonucunda olmaktadir®’. Nitrik oksit ayrica, Bcl-2 proteinlerinin diizeylerinde azalma,
Bax proteinlerinin dizeylerinde artisa neden olarak sitokrom ¢’ nin sitoplazmaya
salinimina yol agar. Bu olaylar da kaspaz aktivasyonuyla seyreden apoptotik sureci
baslatir.

Apoptozisin Asamalari

- Apoptozisin induksiyonu

- Hucre ylzey o6lum reseptorlerinin uyariimasi

- Sitokrom ¢’ nin saliverilmesi

- Apoptozom olusumu (sitokrom c + Apaf 1 + Kaspaz-9)

- Mitokondriyal transmembran potansiyelinin degismesi

- Kaspazlarin aktivasyonu

- Fosfatidilserinin hicre membraninin i¢ yuzunden dis yuze transloke olmasi

- DNaz’ in aktivasyonu sonucu DNA’ nin pargalanmasi

-Yapisal proteinlerin yikilmasina bagh olarak apoptozise 6zglu morfolojik
degisikliklerin meydana gelmesi.

-Fagositoz
Hiicrede Olusan Biyokimyasal ve Morfolojik Degisiklikler

Hucreler oOzellesmis yuzeysel yapilarini ve diger hucrelerle olan temas
yuzeylerini kaybederler, su kaybederek kugulUrler, buzugurler. Zar butunlugu
korunur. Organeller genel olarak saglamdir. Bazen ribozomlarda ¢okme izlenebilir.
Sitoplazmada yuzeye paralel yerlesmis mikrofilaman kiimelesmeleri ve endoplazmik
retikulumda gegici geniglemeler gorulur. Mitokondriler genellikle normal yapilarini
korurlar. En onemli degisiklikler gekirdekte izlenir. Kromatin ¢ekirdek zarina yakin
kisimlarda yodunlasarak, degisik sekil ve buyukluklerde ¢oker. Elektron mikroskop ile
bakildiginda kromatinin yogun granuler yarim ay, hilal veya yuzuk seklinde ¢ekirdek
zarinin i¢ yuzinde yerlestigi izlenir. Cekirdek buzislr, bazen zarla sarili birkag
parcaya ayrilabilir. Nukleer delikgikler kromatinin hlcre zarina komsu olmadigi

bdlgelerde yogunlasirlar.

33



Apoptozis hematoksilen eozinle boyanmig kesitlerde 1s1k mikroskopik seviyede
de izlenebilir. Hucreler koyu eozinofilik sitoplazmali, bir veya birkag pargal piknotik
cekirdekli olarak goérulir. Cekirdek, kromatinin ¢ekirdek zarinin i¢ yluzine yerlesmesi
nedeniyle hilal veya yarimay seklinde izlenebilir. Apoptotik sure¢ ilerledikge
hicrelerde sitoplazmik c¢ikintilar olugsur. Hicre daha sonra zarla cevrili kiguk
pargalara bélinir. Bunlara “apoptotik cisim” adi verilir. iglerinde sitoplazma ve sikica
paketlenmis organeller bulunur. Bazilarinda ¢ekirdek parcalari da mevcuttur.
Apoptoziste Goriilen Biyokimyasal Degisiklikler

Sonlandirici kaspazlar aktive olduktan sonra sitoplazmada ve ¢ekirdek iginde
hedef proteinleri yikarlar.

DNA Kiriklarinin Olugsmasi: Hedef proteinlerden bir tanesi DNA endonUlkleaz
ile bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endonukleazi
serbestlestirirler. Cekirdek igine giren kalsiyum-magnezyum bagimli endonlkleaz,
DNA kiriklari  olusturur®.  Kiriklar niikleozomlarin arasinda mono veya
oligonukleozomal olarak meydana gelir. 180 baz cifti ve katlar seklinde kiriimalar
olusur.

Hiicre iskeletinin Yikilmasi: Kaspazlarin aktiflestirdigi bir baska protein ise
hicre iskeletinin ana bilegsenlerinden olan aktini yikan bir proteindir. Aktin
filamanlarinin yikilmasi ile hiicre normal seklini kaybeder.

Hicre Membran Degisiklikleri: Kaspazlarin etkisiyle hiicre membraninin
asimetrisi bozulur. Hiucre zarinin i¢ yuzunde bulunan fosfatidilserin yer degistirerek
zarin dis yuzune yerlesir. Ayrica bazi apoptotik hucreler hicre zarinda
thrompospondin denilen adeziv bir glikoprotein ve bazi hicre adezyon molekulleri
(6rnegin: ICAM 3) icerirler. Butin bu membran degisiklikleri apoptotik hcrelerin
cevre fagositler tarafindan fark edilmelerini ve fagositozlarini saglamaktadir.
Transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerde olusan capraz baglanmalar,
membranlarin pargcalanmasini ve apoptotik cisimlerin olugsmasini saglar.

Fagositoz: Apoptotik cisimler g¢evredeki parankim hicreleri ve fagositler
tarafindan fagosite edilerek dokudan temizlenirler.

Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler asagida siralanmigtir:
= Morfolojik gérintileme yontemleri
= immunohistokimyasal yéntemler

= Biyokimyasal yontemler
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= immunolojik yéntemler
= Molekuler biyoloji yontemleri

Morfolojik Goruntlileme Yontemleri

» |sik Mikroskobu
o Hematoksilen Boyama
o Giemsa Boyama

» Floresan Mikroskobu
o Lazerli Florosan Mikroskop
o Propidium lyodur (PI)
o Hoechst Boyasi

= Elektron Mikroskobu

» Faz Kontrast Mikroskobu

Isik Mikroskobu Kullanimi

Hematoksilen Boyama: Morfolojik gortintileme yontemleri icinde en ucuz ve
kolay olani hematoksilen ile boyamadir. Hematoksilen ile boyanan preparatlar i1sik
mikroskobu ile incelenir. Hematoksilen boyama hem hicre kultiri c¢alismalarinda
hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir. Apoptotik hicrelerin
saptanmasinda genellikle ilk metod olarak baslanmasi uygundur ve ¢esitli agilardan
(6rnegin maliyet) diger metodlara karsi avantaj saglar. Hematoksilen boyamada,
hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan apoptotik hicreler nukleus morfolojisine
gore degerlendirilir. Gozlenebilen degisiklikler; hicre kugulmesi veya sitoplazmik
kigulme, kromatinin yogunlasmasi, c¢ekirdek zarinin buzismesi, nukleusun
kUgulmesi veya parcalara bolunmesidir.

Giemsa Boyama: Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada da oldugu
gibi nukleus morfolojisi esas alinarak apoptotik hudcreler taninir; hematoksilen
boyamaya belirgin bir Ustunligu yoktur.

Floresan mikroskobu

Floresan maddelerin (6rnegin; Hoechst boyasi, propidium iyodur)
kullanilmasiyla yapilan bir boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ vya
baglanabildiklerinden hucrenin kromatini dolayisiyla nukleusu goérunur hale gelebilir.
Floresan sistemler 1s1k mikroskobuna gore cok daha pahalidir. Fakat, eger hucre
kalturi c¢alismasinda kullanilirlarsa, canli hicre ile yasayan hucrenin ayirimina
olanak tanirlar. Apoptozise 6zgu nukleus morfolojisi bu hiicrelerde tani koydurucudur.
Tipik nukleus pargalanmasi en 6nemli bulgudur.

Elektron Mikroskobu
Elektron mikroskobu ile degerlendirmenin apoptozisde en degerli yontem

oldugu dusunutlmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak goézlendigi bir
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yontemdir. Ustelik hiicre igi detaylar (6rnegin; mitokondrinin durumu, hiicre zari ya da
nukleus membraninin butunlagunun bozulup bozulmadigi gibi) da incelenebilir.
Faz Kontrast Mikroskobu
Bu tur mikroskop sadece hucrelerin  kdltir ortaminda, buyatualdagu
calismalarda, hucreyi veya huicre toplulugunu incelemek amaciyla kullanilir. Faz
kontrast mikroskobu ile apoptotik hlcreler Uzerinde gelisen kabarciklar izlenebilir.
Faz kontrast mikroskopunda hucreleri gozlemek igcin normalde boya kullanmaya
gerek yoktur
immiinohistokimyasal Yéntemler
o Anneksin V Yontemi
o TUNEL Yontemi
o M30 Yontemi
o Kaspaz-3 Yontemi
Anneksin V Yontemi
Normal hucrelerde hlcre zarinin sitoplazmik ylzinde fosfatidilserin
bulunmaktadir. Eger hucre apoptozise giderse normalde i¢ yuzde yerlesmis olan
fosfatidilserin molekulleri hicre zarinin dis yuzine transloke olurlar. Dis yuze
transloke olan fosfatidilserinler, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenmis
Anneksin V kullanilarak goruntr hale getirilirler. Boylece apoptotik hucreler
saptanmig olur.
TUNEL Yontemi
DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Parafin bloklar, donmus
kesitler, kaltlirla yapilmis solisyon halindeki veya “plate” lere ekilmis, ya da lameller
Uzerinde buyUtlilmuas hicrelerde apoptozisin varli§i bu metodla saptanabilir.
M30 Yontemi
M30 ydnteminde apoptotik hicreler sitokeratin 18’ in kaspazlarin etkisiyle
kirilmasi sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik bdlgenin immunohistokimyasal yontemle
boyanmasi prensibine goére belirlenir. Sadece sitokeratin 18 i eksprese eden
dokularda kullanilmasi mumkundur. Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir.
Kaspaz-3 Yontemi
Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hlcrelerde olusan aktif Kaspaz-3
belirlenebilir. Bunun igin, dokunun Kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da
calisilan dokuda apoptozise yol agan ajanin Kaspaz-3’ U kirip kirmadiginin bilinmesi

gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hiicreler bu metodla tespit edilebilirler.
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Biyokimyasal Yontemler
o Agaroz Jel Elektroforezi - DNA pargalanmasi
o Western Blotting
-Substrat kiriimalari
-Aktif kaspaz’ Iin belirlenmesi
-Sitokrom c saliverilmesi
o Flow Sitometri
-DNA azalmasi
-Annexin V
immunolojik Yontemler
ELISA
ELISA ile gerek kultart yapiimis hlcrelerde gerekse insan plazmasinda DNA
fragmentasyonunu tespit etmek mumkunduar. Ayni sekilde M30 dizeylerinin dlgimu
de mumkundar.
Fluorimetrik Yontem
Kulturd yapilmis hucrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan
bir yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu “plate” lere hlcre
lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekdulleri tutulur. Daha sonra ortama kaspazlarin
parcaladi§i ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya c¢ikan floresanin siddeti
fluorimetre ile dlgulerek kaspaz aktivitesi saptanir.
Molekiler Biyoloji Yontemleri
o DNA Microarrays
-Gen ekspresyon dereceleri (MRNA; ribonUkleik asit)
-Hucre 6lum reseptorleri
-Kaspazlar
DNA “microarray” teknolojisi henlz ¢ok yeni ve ¢ok pahali bir yontemdir.
Fakat, yakin bir gelecekte tip pratigini radikal bir bicimde degistirme iddiasi tasiyan
bu teknoloji ile ayni anda ve kisa bir sire iginde (6nceden aylarca slrerken) yuzlerce
hatta binlerce genin ekspresyon derecelerinin (MRNA’ larinin) tespiti mUmkdn
olabilecektir. Bdylece, apoptozise 6zgu hlcre yuzey 6lum reseptorlerinin ekspresyon

durumlari hakkinda genisg bilgi edinme olanagi dogacaktir.
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Noéronal Apoptozis Uzerine Trombosit Aktive Edici Faktér (Platelet Activating
Factor-PAF)’ In Etkisi

Sinir sistemi hucreleri, vicuttaki membran ylzey alani en genis olan
hicrelerden biridir. Ozellikle néronlardaki dendritik uzantilar genis hiicre zari yiizeyi
iceren postsinaptik elementler olusturmaktadir. Astrositler, oligodendrisitler ve
mikroglial hucrelerde de hlcre zarl ylzeyi genistir. Noronal membranlar lipid yapili
habercilerin kaynagi olan 0&zel fosfolipidlerden zengindir. Norotransmitterler,
norotrofik faktorler, sitokinler, membran depolarizasyonu ve iyon kanal aktivasyonu
gibi olaylar fosfolipazlari uyararak bu depolardan lipid habercilerin salinimina neden
olur*’. Lipid haberciler sinir sisteminin gelismesi, farklilasmasi, fonksiyonu, korunmasi
ve onarimiyla ilgili olan diger sinyal yolaklarini duzenler. Noronlar, glialar ve
serebrovaskuler endotelyal hilcreler yogun miktarda lipid haberci deposu olan
fosfolipid havuzlarina sahiptir.

PAF (platelet activating factor; trombosit aktive edici faktor) fosfolipid yapili ve
guclu etkileri olan bir mediyatordur. Karbon atomlarinin biri Uzerine alkillenmis ve
digeri Uzerinde asetilenmis gliserol 3 fosfokolin tlrevi olan lipid kaynakli ikincil

habercidir (Sekil 7). Kimyasal adi 1-O-alkil-2-asetil-sn-glisero-3-fosfokolindir.

HaC . +w‘3' F' 0
Hal”

H3

Sekil 7. Trombosit Aktive Edici Faktor (Platelet Activating Factor-PAF).

Trombositler, noétrofiller, eozinofil 16kositler, monositler, damar endoteli, mast
hacreleri ve bobrek mezengial ve interstisyel hucrelerinde iki basamakli bir tepkime
ile dretilir. Yapilan caligmalar, PAF Uretiminde fosfolipaz A2 ve asetil transferaz
enzimlerinin 6nemli rolleri oldugunu gdstermektedir®*’. PAF’ in aktif bolimi Sn 2
pozisyonundaki gliserol kismidir. PAF reseptorleri hiicre membranindaki bir G protein
araciligiyla aktive olarak birgok yolagin harekete gecmesine neden olmaktadir. PAF
gucli  vazodilatatér ve hipotansif etkilere sahiptir. Bobreklerde belirgin

vazokonstriksiyon yaparak bdbrek kan akimini ve itrah fonksiyonunu azaltmaktadir.
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Yuksek dozlarda damar iginde trombosit kimeleri olusumu ve vazokonstruktor
ikincil habercilerin salinimi nedeniyle bazi organlarin kan akimini azaltir. Pulmoner
dolasimda vazokonstriksiyon yapar. Kapiller ve vendillerin gegirgenligini artirir. Cilt
icine PAF enjeksiyonu Lewis’ in U¢li cevabina neden olur. Trombositleri uyararak
kimelesmeye ve tromboksan A; salinimina neden olur ve yikimin artmasiyla
trombositopeni geligir.

Membran fosfolipidlerinin fonksiyonlarindan biri de reseptorler, iyon kanallari
ve enzimler igin uygun bir gevre olusturarak lipid yapisindaki haberciler igin kaynak
olusturmaktir*’. Ayrica fosfolipid tiirevleri de sinaptik iletinin saglanmasi ve

dizenlenmesinde rol oynamaktadir (Sekil 8).
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Sekil 8. Biyoaktif Lipidlerin Sinaptik Sinyallerdeki Rolii*®* (AA: Arasidonik asit,
AEA: Arasidonoil etanol amid, AG: Arasidonoil gliserol, CBR:
Kannabinoid reseptoérler, COX: Siklooksijenaz, EP: PG-E2 reseptérleri,
Glu: Glutamat, PAF: Trombosit aktive edici faktoér, PLA,. Fosfolipaz A,,
PG: Prostaglandin, PG-GE: Prostaglandin gliserol ester, PG-EA:
Prostaglandin etanolamid).

Merkezi sinir sisteminde PAF sentezi noronlar ve mikroglialarda olmakta;

reseptorleri de daha c¢ok bu alanlar olmak Uzere astrositler ve endotelyumda da
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olabilmektedir. Yapilan c¢alismalar, sinaptik habercilik ve transkripsiyonel
aktivasyonun yani sira, normal beyin gelisiminin kritik belirleyicilerinden birinin de
PAF oldugunu gdstermektedir'®. Ayrica sistemik proinflamatuar ézelligi de mevcuttur.
PAF proinflamatuar aktivitesini trombositler, nétrofiller, eozinofiller, makrofajlar ve
diger inflamatuar hucrelerin ylzeyinde bulunan 06zel reseptorleri aktive ederek
gOosterir.

PAF, hipokampusta glutamat salinimini uyaran biyoaktif bir fosfolipiddir.
Membran butunlugunu saglamaktan ziyade; Ozel uyarilarla o anda sentezlenerek
sinaptik aktiviteyi duzenler. Noronlarda postsinaptik bolgeden salinarak presinaptik
bdlgedeki eksitator norotransmitterlerin  agiga c¢ikmasini saglayan habercilere
retrograd haberci denmektedir. Tipki aragidonik asit, nitrik oksit ve karbon monoksit
gibi PAF da retrograd habercidir. Beyinde hilcre dizeyinde PAF’ n baglandigi 2
degisik bolge vardir; sinaptik membranlar ve hicre igi (mikrozomal) membranlar.
PAF’ In sinaptik membrana baglanan kismi, presinaptik reseptorlerle etkilesime
girerek glutamat salinimina neden olur ve hipokampal eksitator sinapslar aktive
olur®. Beyinde eksitator presinaptik glutamat norotransmisyonu postsinaptik GABA
(gama amino bdatirik asit) ile baskilanarak kontrol altinda tutulmaktadir. PAF, GABA
reseptdr aktivitesini azaltti§ icin eksitatdr presinaptik aktivite artis gdstermektedir®.

PAF’ In hucre ici reseptorlerdeki kismi nukleus igindeki gen ekspresyonuyla
iligkilidir. Erken wuyarilan genleri aktive ederek nukleusla baglantili sinyallerin
olusumuna neden olur®®. Son zamanlarda yapilan calismalar PAF’ in hiicre igi
reseptorlerini  endozomlar ve nukleer membranlar olarak degisik formlarda
tanimlamaktadir™>*’. Her iki hiicre ici reseptdr tanimlamasinin daha énce tarif edilen
mikrozomal formun bir pargcasi oldugu duisunlUlmektedir. PAF’ In transkripsiyonel
aktivitesi goz onune alindiginda; iki mekanizma g6ze c¢arpmaktadir: Hucre
yuzeyindeki reseptorler sinyal zincirini tetiklemekte ve diger tip olan hicre i¢i form
spesifik kinazlar, fosfatazlar veya transkripsiyonel faktorlerle etkilesime girmektedir'3,
PAF’ 1in bitin bu fonksiyonlari, tipki diger retrograd haberciler gibi merkezi sinir
sisteminde sinaptik iletileri duzenlemekte ve bunlarin devamliligini saglamaktadir.

Merkezi sinir sisteminde PAF depolarini uygun bir gekilde kontrol altinda
tutmak amaciyla degisik enzimler gérev yapmaktadir. Bu enzimlerin basinda PAF
asetil hidrolazlar gelmektedir. Bu enzim PAF’ Iin Sn pozisyonundaki asetil esterini
hidrolize ederek iglev yapar. PAF asetil hidrolaz ile bu kismin deasetilasyonu

aktivitenin kaybolmasina neden olur. Noérotoksik konsantrasyonlarda PAF aciga
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ciktiginda; bu enzimlerle inaktive edilmekte ve sinyaller engellenmektedir®’. PAF,
deasetilasyonla lyso-PAF adi verilen biyolojik olarak inaktif lipide donusmektedir.

Zamaninda veya zamanindan 6nce dogan hayvanlarda merkezi sinir sistemi
dokularinda iskemi gibi oksidatif stres olusturuldugunda, duizenli sentez ve yikim
saglanamadi§i igin PAF birikir. Ozellikle yenidogan déneminde, beyinde hipoksi ve
iskemi olusturuldugunda membran fosfolipidlerinin yikimi sonucunda akut olarak PAF
konsantrasyonu artmaktadir’>. Artan PAF konsantrasyonu nérotoksik mediyatorleri
uyarir. Presinaptik hicre membranindaki PAF aktivasyonu, eksitator aminoasit iligkili
uyarilari aktive ederek hucre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu artirir. Retrograd haberci
Ozelligiyle, postsinaptik ndronlardan PAF salinarak presinaptik néronlardan eksitator
nérotransmitterlerin aciga c¢ikmasina neden olur. Hlcre ici (mikrozomal) PAF
reseptorlerinin uyarilmasiyla da transkripsyonel diizenlemelerde rol alan genler (fos,
jun, zif/268 gibi) hizli bir sekilde aktive olur. HIBH' da PAF’ in giiclii proinflamatuar
etkisiyle sitokin stimulasyonunun rolu oldugu dusunulmektedir. Merkezi sinir
sistemindeki inflamatuar hicreler mikroglialar olup, beyin hasari olustugunda nitrik
oksit ve proinflamatuar sitokinlerin salinimindan sorumlu tutulmaktadir.
PAF Reseptor Antagonisti: ABT-491

Onemli bir mediyatér olan PAF in astim, alerjik rinit, sepsis, pankreatit,
inflamatuar barsak hastaligi ve iskemi-reperflizyondaki roluyle ilgili calismalar
yapiimigtir. Bu calismalar PAF reseptor antagonistlerinin kullanilmasinin yararh
olacagi fikrini gindeme getirmis ve PAF reseptor antagonistlerinin arastiriimasi ve
gelistiriimesiyle ilgili calismalarda artis gdzlenmistir™*>?.

ABT-491  (4-etinil-N,N-dimetil-3-[3-floro-4-[(2-metil-1H-imidazo-[4,5-c]piridin-
lil)metillbenzoil]1H-indol-1-karboksamid hidroklorid) ¢ok gugli bir PAF reseptor
antagonistidir (Sekil 9).

Sekil 9. ABT-491.
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Bu molekul imidazopiridin-indol iceren reseptdr antagonistlerini iceren ABT-
299 in indol kismi ile BB-882’ nin imidazopiridin kisminin birlesmesinden sentez
edilmektedir?®. Literatirde ABT-491 in kullanimiyla ilgili sinirli sayida calisma
olmakla beraber®?*: hipoksik iskemik beyin hasarinda kullanimiyla ilgili bir calisma
gorulmemektedir.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Histolojik Bulgular

Volpe, hipoksi ve iskemik beyin hasarinda bes 6énemli néropatolojik durum
tanimlamistir®>. Hasarin nedenine bagli olarak, bir kiside birden fazla lezyon
gOzlenebilir. Bu lezyonlarin gelisimi, hipoksi ve iskemiye maruz kalindigi donemdeki
beyinin olgunluk duzeyiyle yakindan iligkilidir. Zamanindan 6nce dogan bebeklerde
germinal matriks alaninda gelisen hasar subepandimal germinal matriks veya
ventrikll icinde kanamaya neden olabilir. Zamaninda doganlarda patoloji daha ¢ok
serebral korteks ve bazal gangliyonlardadir.

Secici Noronal Nekroz: En sik gorulen noropatolojik durumdur. Hipoksi ve
iskeminin daha ¢cok dogumdan sonraki dénemde olmasi sonucu geligir. Néronal
hasar serebral korteksin bazi 6zel bdlgelerinde, hipokampusta ve ciddi olgularda
santral kortekste gorulir. Etkilenen diger alanlar diensefalon, beyin sapi,
serebellumun Purkinje hucreleri, bazal ganglionlar ve omuriliktir. Yenidogan
déneminde stupor, koma, noébetler, hipotoni, okilomotor, emme ve yutma
bozukluklari gibi klinik bulgular izlenir. Uzun ddénemdeki énemli bulgular bilissel
bozukluklar, spastik kuadriparezi, konvulsiyonlar, ataksi, bulber ve psddobulber
paralizi, hiperaktivite ve dikkatsizliktir.

Parasagital Serebral Nekroz: Zamaninda dogan bebeklerde, siklikla
perinatal hipoksi ve iskemi sonucunda gorulen 6nemli bir iskemik lezyondur.
Genellikle bilateral ve simetriktir. Adindan da anlasildigi gibi serebral konveksitelerin
parasagital veya Ust-i¢ bolgelerindedir. Serebral korteks ve 6zellikle parietooksipital
subkortikal beyaz cevherde gdzlenir. Bu bolge blyuk serebral arterlerin (anteriyor,
mediyal ve posteriyor) sonlandi§i ve perfizyon igin sinir bdlgelerdir. Beyinin arka
kismi onunden daha ¢ok etkilenir. Klinik olarak proksimal Ust ekstremiteleri, distal alt
ekstremitelerden daha fazla etkileyen spastik kuadripareziyle seyreder. Temporal-
posteriyor pariyetal-oksipital tutulum nedeniyle konusma bozuklugu ve g6z
hareketlerinde yetersizlikler gozlenir.

Periventrikiiler Lokomalazi: Zamanindan énce dogup en az birkag gun

yasayan bebeklerde en sik gorulen iskemik lezyondur. Dastuk dogum agirhgi, kalp ve
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solunum sistemindeki problemler nedeniyle ventilator ihtiyaci olanlarda yuksek
oranda izlenir. iskemik durum dogum 6ncesi ya da sonrasi olabilir. Periventrikiler
beyaz cevherle lateral ventriklllerin arka-dis-yan koselerinde nekroz ve kanamayla
kendini gosterir. Siklikla yan ventriktllerin 6n boynuzlari (foramen Monro etrafindaki
beyaz cevher) ve parietooksipital bileske veya optik trakt duzeyindeki trigon etrafini
tutar. Kortikal ve talamik yapilarla baglantiyi saglayan noéronlarin etkilenmesi bu
lezyonun olumsuz yonudur. Daha ¢ok alt ekstremiteleri kapsayan spastik diplejiyle
seyreder. Bunun nedeni kortikospinal yolda bacaklara giden liflerin periventrikller
alandan ge¢meleri ve nekrozdan direkt etkilenmeleridir. Ayrica optik traktus ve gorsel
liflerin etkilenmesi nedeniyle g6z hareketleri ve gorsel alan bozukluklar ortaya
cikabilir.

Status Marmoratus: En az gorulen noropatolojik lezyon olup genellikle
zamaninda dogan bebeklerde gdzlenir. Status marmoratus ya da etat marbre terimi
derin nukleer vyapilarin bilye-mermer beyazi renginde gorinmesi nedeniyle
kullaniimaktadir. Bu goérinimuin nedeni néronal kayip, gliozis ve astrosit liflerinin
hipermiyelinizasyonudur. Ozellikle bazal gangliyonlarda ve siklikla da putamende
gozlenir. Yenidogan doneminde norolojik defisit gozlenmeyebilirken; yasamin ileri
dénemlerinde hareket bozukluklari veya bilissel bozukluklar izlenebilir. Ozellikle
distoni gelisenler olmak Uzere, olgularin yaklasik %30’ unda spastik kuadriparezi
gelisir. Bilissel bozukluklar gézlenebilir fakat zekanin normal olmasi mimkuindur.

Bolgesel ve Coklu Bolgesel iskemik Beyin Nekrozu: Genellikle zamaninda
dogan bebeklerde dogumdan sonraki iskemik olaylar sonucunda gozlenir. Bu
lezyonlar beyin parankimi, korteks ve subkortikal beyaz cevherde nispeten genis
bolgesel nekroz alanlaridir. En sik etkilenen bolge orta serebral arterin besledigi
alanlar olup genelde tek taraflidir. Temel bulgusu tek bir damar ya da birka¢ damarin
besledigi alanlarin ¢evresindeki butiin hucre elemanlarinda nekroz olmasidir. Beyin
parankiminde infarktlara bagli oyuklar olustugunda porensefalik kist (eger tekse),
multikistik ensefalomalazi (eger oyuk sayisi ¢ok ise) ve hatta hidrensefali (eger oyuk
sayisl ¢ok ve genisse) gelisebilir. Bu oyuklar ventrikiler sistemle birlesebilir. Fetls ve
yenidogan beyninin iskemi sonucunda oyuk gelismesine meyilli olmasinin nedeni su
iceriginin yuksek, miyelinli liflerin az ve astroglia cevabinin zayif olmasindan
kaynaklanmaktadir. Arteriyel tikanma insidansi gebelik yasiyla degismekle beraber
28. haftadan 6nce goérilmesi nadirdir. Bolgesel ve tek tarafli beyin infarkti olan

bebeklerin en az %80’ inde belirgin semptom ndbettir. Bolgesel veya ¢oklu bodlgesel
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beyin nekrozunun uzun donem sekelleri spastik hemiparezi, kuadriparezi, biligsel
bozukluklar ve ndbetlerdir.
Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Klinik Bulgular

HiBH’ de klinik bulgular hipoksi ve iskeminin agirhigina, siresine ve bebegin
gebelik yasina gore degiskenlik gosterir. Olgularin blyUk bir ¢ogunlugunda diger
organlar da etkilenir. En sik etkilenenler sirasiyla bdbrekler, kalp, akcigerler,
karaciger ve barsaklardir.

ilk 12 saatte stupor, koma, periyodik solunum, solunum yetmezIigi, hipotoni,
spontan hareketlerde azalma ve konvilsiyon mevcuttur. 12-24 saat arasinda agir
vakalarda koma devam ederken hafif vakalarda uyaniklik halinde iyilesme goralur.
Ancak bu dénemde siddetli konvulsiyonlar ve apneik ataklar mevcuttur. 24-72 saat
icinde durumu agir olan bebeklerde biling giderek koétulesir, koma, solunum durmasi
ve beyin sapi disfonksiyonlari gorulir. Bebeklerin cogu bu donemde kaybedilir. 72
saatin sonunda hayatta kalan bebeklerde emme-yutma ve dil hareketlerinde sorunlar
ortaya cikabilir.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Evreleme

Hipoksi ve iskemik olaylara maruz kalan yenidoganlarda, geligsebilecek beyin
hasarinin ciddiyetini dlgmek ve ensefalopati bulgularini takip edebilmek igin gesitli
evreleme sistemleri gelistiriimistir. Kullanisli olmalarina ragmen; retrospektif verilerin
toplanmasiyla elde edildikleri igin elestirilebilirler. Cogunun énceden belirleyebilme
kapasitesi yetersizdir.

En bilinen evreleme yontemi Sarnat ve Sarnat tarafindan 1976’ da onerilen
evreleme sistemidir®>. Bu evreleme sistemi bircok modern evreleme ydntemine de
temel olmustur (Tablo 4). Bu ydntemde sonugclarin énceden belirlenebilmesi igin EEG
bulgulari da kullaniimistir.

Evre I: Hasarin erken donem bulgulariyla karakterizedir. Agiri uyaniklik
(uykuda azalma), sempatik aktivasyonda artis (gozleri genis agma, gozleri az kirpma,
midriyazis), uyarilara asiri yanit, normal tonus ve EEG’ ye ragmen emmede zayiflik
mevcuttur. Bu evre 24 saatten kisa surer ve normal norolojik bulgularla sonlanir.

Evre II: Bu evreye ilerleyenlerde hafif hipotoni, letarji, klinik ndbet,
parasempatik aktivasyonla miyozis, kalp atim hizinda disme, peristaltizm ve

sekresyonda artis gozlenir. EEG’ de nispeten dislk voltaj amplitidi goraltr.
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Tablo 4. Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Sarnat ve Sarnat Evrelemesi®.

Evre | Evre Il Evre lll
Biling Diizeyi Asiri uyanik Letarjik Stupor
Noéromiskiiler Kontrol
Kas Tonusu Normal Hafif hipotoni Flask
Postulr Hafif distal | Guglu distal | Aralikh
fleksiyon fleksiyon deserebrasyon
Gerilim Refleksleri Asir aktif Asiri aktif Azalmis veya
yok
Segmental myoklonus Var Var Yok
ilkel Refleksler
Emme Zayf Zayif veya yok Yok
Moro Guglu: Dusuk esikli | Zayif, yiksek esikli | Yok

Okilovestibuler Normal Asiri aktif Zayif veya yok
Tonik Boyun Zayif Gugla Yok
Otonomik Fonksiyon Jeneralize Jeneralize Her iki sistem
sempatetik parasempatetik baskilanmis
Pupiller Midriyazis Miyozis Degisken;
siklikla esit
degil, Isik
refleksi zayif
Kalp Hizi Tagsikardi Bradikardi Degisken
Brongiyal-Tuikiiriik Sekresyonu Seyrek Yogun Degisken
Gastrointestinal Motilite Normal veya | Artmis; ishal Degisken
azalmis
Nobetler Yok Sik rastlanir; fokal | Nadir
veya multifokal (deserebrasyon
harig)
EEG Bulgulan Normal (uyanik) Erken: Duguk | Erken:
voltajli siirekli delta | izopotansiyel
ve teta fazlarla
Geg: Periyodik | periyodik
patern (uyanik) patern
Nobetler: Fokal 1-1 | Geg: Tamamen
Hz diken ve dalga izopotansiyel
Siire < 24 saat 2-14 giin Saatler-gunler
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ikinci giinde EEG’ de uyaniklik sirasinda merkezi ya da temporal agirlikli
nobetler gozlenir. Evre 1l 2-14 gun surer. Klinik ve EEG’ de bes gun igerisinde
dizelme iyi prognoz lehinedir. Yedi gliinden fazla sirerse prognoz koétudur.

Evre lll: Stupor, deserebre postir, ciddi hipotoni, derin tendon, ilkel (moro,
tonik boyun ve emme) ve beyin sapi (korneal ve okulosefalik) reflekslerinde
baskilanma gorulur. Klinik ndbetler evre II' den azdir. Genel olarak anormal solunum
ve kuglk ya da orta buyudklikte pupilla ile birlikte sempatik veya parasempatik
otonom disfonksiyon gézlenir. Tablo koétulestikge EEG’de c¢ok dusik voltaj ve
izoelektrik gorunum izlenir.

Genel olarak tumua degerlendirildiginde; dogum sirasindaki sorunlar ve
takibindeki yagsam destegiyle ilgili problemler (10 dakikaya kadar dusik Apgar skoru,
solunumun gecikmesi), bilincin kétl olmasi (stupor ya da koma), solunum problemleri
(apne, solunum yetmezligi) ve ndbet gecirilmesi uzun dénem norolojik morbiditeyle
yakindan iligkilidir.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Tani

Yenidoganda o6zellikle de zamanindan 6nce dogan bebekte hipoksik hasarin
klinik ve norolojik bulgulari tanimlayici olmadigi icin gelismig tani yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Norofizyolojik monitérizasyon ve gérintileme yontemleri HiBH
tanisinda 6nemli katkilar sagladigi gibi prognoz hakkinda da &nemli ipuglar
vermektedir.

Biyokimyasal Testler

o Fetus kan gazlarinda asidoz olmasi kotu prognozu isaret etmektedir.

e Fetal monitdrizasyonda deselerasyonlarin gozlenmesi intrauterin fetal distres
olduguna isaret eder.

e Armis BOS protein, piruvat/laktat orani ve CK-BB degerleri

e Laktat oraninda artis

¢ N-asetil-aspartat (Naa) duzeyinde dusus

¢ Naa/kreatinin veya Naa/kolin oraninda dusukluk

e Artmis CK, CK-MB, dirik asit, amonyak dizeyleri HIBH destekleyen
bulgulardir.

Yenidoganda ozellikle de prematiure bebekte hipoksik hasarin klinik ve
norolojik bulgulari spesifik olmadigi icin gelismis tani yontemlerine ihtiyag

duyulmaktadir. Néro-fizyolojik monitorizasyon ve gérintiileme ydéntemleri HIE'nin
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tanisinda onemli katkilar sagladigi gibi prognoz hakkinda da onemli ipuglari
vermektedir.

Elektroensefalogram (EEG): Burst supresyonu, elektro-serebral inaktivite,
dusuk voltaj paterni ve multifokal keskin dalgalar agir serebral etkilenimi gosterir ve
kotu prognoza isaret eder.

Kraniyal Ultrasonografi (US): Bu yontem ile peri-intraventrikiler kanama ve
periventrikller I6komalazi tanilari kolayca konabilir. Kanama sonrasi ventrikuler
dilatasyon ve hidrosefali gelisimi takibinde US oldukga yararlidir.

Renkli Doppler Sonografi: Serebral arterlerdeki kan akim hizlarinin ve
serebral kan hacminin 6lgimud 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
¢lkan dansite azalmasi veya zamaninda dogan bebeklerde daha sik olarak rastlanan
parasagital infarktlarin gosterilmesinde BT oldukga yararlidir.

Manyetik Rezonans Gorlintileme (MRG): MRG ile miyelinizasyonda
gecikme, korpus kallosumda incelme ile birlikte kortikal atrofi, bazal ganglionlarda
uzun sure devam eden sinyal degisiklikleri ve beyaz cevherdeki bozukluklari
gOstermek daha kolaydir ve bunlar kotu progronozu gosterirler.

Manyetik Rezonans Spektroskopi (MRS): Bu yontemle hipoksi ve iskeminin
erken ve ge¢ bulgularini detayl bir sekilde degerlendirmek ve bunlari prognoz ile
iligkilendirmek miimkiindir. MRS ile **P kullanilarak fosfokreatinin (PCr) ve inorganik
fosfat (Pi) 6lcimU yapilabilmektedir. PCr/Pi orani beyindeki fosforile enerji durumunu
gosterir, asfiktik bebeklerde bu oranin distk olmasi kétu prognoza isaret eder.

Proton MRS: HiBH' li bebeklerin beyinlerinde laktat oraninda artis ve N-asetil-
aspartat (Naa) duzeyinde dusus oldugu bu yontemle saptanmistir. Naa/kreatinin
veya Naa/kolin oranindaki dusuklugun kot prognozu yansittigr gosterilmigtir.

Elektrofizyolojik Caligsmalar: Beyin sapinin isitsel ve goérsel uyariimis
potansiyellerinin délgtimi ile HIBH' nin agirlik derecesi hakkinda yorum yapilabilir.
Somato-sensoriyel uyariimis potansiyeller (SEP) de ndrolojik prognoz hakkinda
dnemli ipucglar saglayabilir. HIBH gelistikten sonraki 24 saat icinde median sinir
kullanilarak yapilan SEP' in normal bulunmasi hastanin prognozunun iyi olacagini

gostermektedir (%94 sensitive).
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Biyokimyasal Testler: HIBH tanisinda birgok biyokimyasal test de
kullaniimaktadir. Bunlar arasinda plazma laktat, beyin-omurilik sivisi (BOS) laktat
dehidrogenaz, hidroksibltirat dehidrogenez, plazma hipoksantin, vasopressin ve
eritropoietin sayilabilir. Son zamanlarda kreatin kinazin beyine spesifik izoenzimi
(CK-BB) uizerinde galismalar yogunlagmistir. HIE sonrasi alti saat iginde 6lglilen CK-
BB duzeylerinin 6len veya agir hasarl olan bebeklerde ¢ok daha yuksek oldugu
saptanmistir. BOS' da noéron-spesifik enolaz, glial fibriler asidik protein ve eksitator
aminoasitlerin 6lgimunun tanidaki degeri halen arastiriimaktadir.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinda Tedavi

HIBH’ nin tedavisinde birgok yeni ydntem denenmekte ise de destek tedavisi
ve sistemik dengelerin saglanmasi halen ilk sirada yer almaktadir. Zamaninda ve
etkili yapilan yeniden canlandirma uygulamalari, yeterli solunum ve dolasim destedi,
uygun sivi ve elektrolit tedavisi, dengeli ve yeterli beslenme, enfeksiyon ve yaygin
damar ic¢i pihtilasmadan korunma sistemik ve destek tedavisinin temel o6gelerini
olusturur.

Beyine yonelik tedaviler farmakolojik ve farmakolojik olmayan olmak Uzere iki
grupta incelenebilir. Farmakolojik yeni tedavi yontemlerinden serbest oksijen
radikalleri olusumunu oOnleyen veya olusmus olanlari ortadan kaldiran ilaglar,
eksitator aminoasit antagonistleri ve nitrik oksit sentetaz inhibitorleri Uzerindeki
arastirmalar devam etmektedir>®’. Tim tedavilerin amaci secici néronal nekrozu
(apoptozisi) ve beyinde yaygin infarktlari dnlemektir. HIBH tedavisinde zamanlama
oldukca onemlidir, yeniden canlandirma uygulamalarindan sonraki 1-2 saat i¢inde
uygulanan tedavilerin etkili olabilecegi bildiriimektedir.

Merkezi Sinir Sistemine Yonelik Klasik Tedavi

Dogum esnasinda olusan hipoksi ve iskemi sonrasinda onerilen klasik
tedavide amag; etkili ve yeterli ventilasyonun saglanmasi, normal kan basincinin
saglanmasi, sivi elektrolit dengesinin saglanmasi, ndbetlerin kontrol altinda
tutulmasi, enfeksiyon ve vyaygin damar ig¢i pihtilasmanin o6nlenmesi yeterli
beslenmenin saglanmasi, vucut Isisinin korunmasidir.

Yeni Noron Koruyucu Tedavi Yaklagimlari

HIiBH tedavisinde birgok noéron koruyucu yaklasim hayvan modelleri (izerinde
denenmektedir ancak klinik uygulamalar igin henlz yeterince veri elde edilememisgtir.
Bu uygulamalardan sadece bir tanesinin noéronlari tam olarak koruyamayacagi

anlasiimaktadir. Gelecekte bu uygulamalarin birkagi birarada kullanilabilir.
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Serebro-vaskiiler Disfonksiyonun Onlenmesi: Steroid yapisinda olmayan
antiinflamatuar ilaglarin iskemi sonrasi iyilesmeyi artirdigi deneysel calismalarda
gOsterilmigtir.  Bu ilaglar siklo-oksijenazi inhibe ederek iskemi sonrasi beyin
perfuzyonunu duzeltmektedir. PAF antagonistleri de hayvan modellerinde iskemik
hasarin azaltiimasinda basarili bir sekilde kullanmistir'®°.

Serbest Radikal Hasarinin Onlenmesi: Bir ksantin oksidaz inhibitérii olan
allopurinolin hipoksik-iskemik hasarda verildiginde si¢ganlarda beyin hasarini énledigi
gOsterilmigtir.  Allopdlrinoliin  etkisi basit bir enzim inhibisyonundan ziyade
notrofillerden lizozomal enzimlerin saliniminin baskilanmasi ve hidroksil serbest
radikallerin temizlenmesi seklindedir. Zamanindan dnce dogan bebeklerde 20 mg/kg
dozunda kullanildiginda etkili olmadidi bulunmustur. Doz 40 mg/kg' a c¢ikildiginda
serbest radikal olusumunda azalma oldugu ve klinik dizelmenin daha iyi oldugu
gOsterilmigtir

Serbest radikal hasarin olusumunda serbest demirin rol aldigi ve elektron
transferi yaparak reaksiyonlari hizlandirdii gdésterilmistir. Bu dusinceden yola
cikarak sicanlara desferrioksamin uygulanmis ve demir selasyonu saglanmaya
calisiimigtir. Bu uygulamanin lipid peroksidasyonunu ve ndrolojik hasari azalttigi
gOrulmustar. Nitrik oksit sentetaz inhibutéru olan nitro-L-arginin, yine sigan modelinde
kullanilarak arteriyel oklizyon ve buna bagl hasar azaltilabilmistir.

Serbest radikal olusumu tim bunlara ragmen oOnlenememisse C ve E
vitaminleri, mannitol, barbiturat, superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz kullanilarak
olusmus olan radikaller temizlenmeye c¢alisilabilir. SOD ve katalazin koruyucu veya
tedavi amach olarak kullanildi§i hayvan deneylerinde iskemiye bagl hasarin azaldigi
gosterilmistir. SOD, zamanindan Once dogan respiratuvar distresli bebeklerde
bronkopulmoner displaziyi 6nlemek amaciyla kullaniimis ve beyin hasarini da
azalttigr gorulmuastar Kalsiyumun hicre igine girisini engelleyen kalsiyum kanal
blokerleri hayvan deneylerinde ndéronal hasari 6nlemigstir, ancak bu ilaglarin negatif
inotropik etkilerinden dolayi asfiktik bebeklerde kullanimi pek énerilmemektedir. Son
zamanlarda NMDA reseptor antoganistleri Uzerinde ¢alismalar yogunlagsmigtir.
Gunkul hipoksi ve iskemi sonrasinda fazla miktarda glutamat salinmakta bu da NMDA
reseptorleri yoluyla hlcre igine kalsiyum girmesine neden olmaktadir. NMDA
antagonisti olan MK-801 maddesi si¢ganlarda denenmis ve hipoksik hasardan hemen

sonra verildiginde %90 oraninda koruma saglanmistir®’. Hasardan iki saat sonra
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uygulanmasi durumunda ise koruma orani %75' e dugmustur. MK-801 son derece

toksik olmasi nedeniyle simdilik klinik kullanimi muamkuin degildir.

Magnezyumun' da NMDA iyon kanallarini bloke ettigi ve deneysel hipoksik
iskemik hasar olugturulduktan hemen sonra sistemik olarak uygulandiginda néronal
hasari azalttigi gosterilmistir’. Aslinda Mg obstetride uzun zamandan beri
kullaniimaktadir. Mg verilen annelerin bebeklerinde ventrikil ¢evresine veya igine

kanama ve serebral palsinin daha az goéruldigad bulunmustur.

Hipotermi: Hipotermi beyinin metabolizma hizini azaltmakta, serbest radikal
hasarini sinirlandirmakta, eksitator aminoasit salinimini azaltmakta ve lipid
peroksidasyonunu azaltmaktadir. Hipoksi ve iskemi sonrasi hipotermi
olusturulmasinin néronal hasari onledigi gdsteriimistir'®>. Fakat hipoterminin diger
sistemik kotu etkileri nedeniyle sadece basin sogutulmasi onerilmektedir. Yapilan
yeni calismalar basin tek basina sogutulmasinin HiBH' de yeterli olmadigini
gOstermektedir. Son calismalarda sistemik hipotermi uygulamasinin tedavide daha

etkili oldugu soylenmektedir.
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GEREC VE YONTEMLER

Calisma Ekibi: Bu ¢alisma Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklari, Cocuk Cerrahisi ve Patoloji Anabilim Dallari tarafindan yuratalda.

Etik Komite Onay:i: Calisma icin Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
Baskanhgindan 01.12.2004 tarih, 24/3, B.30.2.MEU.0.01.00.00/3160 numarali etik
komite onayi alindi. Calisma Mersin Universitesi Tip Fakdltesi Deneysel Arastirma
Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Geregler: Deney sirasinda; halotan inhalasyonu igin pamuk ve huni,
si¢anlarin pozisyonunu sabitlemek igin flaster, diseksiyon i¢in mikroskop ve cesitli
ebatlarda pens, bistiri, cildin kapatilmasi i¢in 6-0 ipek ve portegu, ilag ve serum
fizyolojik (SF) uygulamasi igin insulin igneleri, hipoksi odacigi, azot tanki, oksijen
tanki, oksimetre, hava iletimi icin ara baglanti hortumlari ve T tup, siganlarin
Isitilmasi igin 1sitici tabla (benmary), i1sinin kontroll icin termometre, dekapitasyon
icin pens ve bisturi, ¢ikarilan beyinleri korumak i¢in saklama kaplari kullanildi.

Boyutu 20x15x9 cm olan tek bir hava giris borusu ile havanin ¢ikmasina izin

verirken, iceriye hava girmesine izin vermeyen bir ¢ikis borusu olan hipoksi odacigi

olusturuldu (Resim 1).

Resim 1. Hipoksi Odacigi (A: Yandan, B: Ustten Gériiniim, 20x15x9 cm?).

Deney Hayvanlari: Bu galismaya, agirliklari 15-18 g arasinda degisen, Wistar
cinsi, 100 adet yedi gunluk yavru sigan dahil edildi.
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Yontem

ilag: ABT- 491 (Sigma) 0.4 mg/kg intraperitoneal (i.p.) yoldan 0.5 ml SF iginde
verildi.

Hipoksik iskemik Beyin Hasarinin Olusturulmasi

On adet anne siganin yavrulari rasgele segilerek, cinsiyet farki gézetmeksizin
bes ayri gruba ayrildi. Siganlarin kuyruklari, gruplar icin belirlenen renkli kalemle
boyanarak isaretlendi. TUm siganlara halotan emdirilmis pamuk ile bir iki dakika
inhalasyon anestezi verildi. Siganlar uyandik¢a doz tekrarlandi. Halotan ile anesteziyi
takiben siganlar islem yapilacak masaya dort ayagindan flasterle sabitlendi. Ardindan
boyunda orta hattan kesi yapilarak, mikroskop altinda sag karotid arter bulundu.
Kontrol grubu hari¢ tum siganlarin karotid arterleri baglandi.

Sag ana karotid arterleri baglanan yavru siganlar derlenme ve beslenme
sureci igin anne siganlarin yaninda Ug¢ saat birakildi. Bu slrecin sonunda ilag veya
SF uygulamasi yapilan yavru sicanlar, iki saat hipoksi odaciginda birakilarak HiBH
deneysel olarak olusturuldu. Hipoksi odaciginin kapagina, icerideki havanin oksijen
ylzdesini olcmek igcin oksimetre algaci yerlestirildi. Siganlar hipoksi odacigina
yerlestirildikten sonra hipoksi odaciginin kapagi kapatildi. Siganlarin silarinin
korunmasi icin hipoksi odaciklari i1sitici tabla igerisine konuldu. Hipoksi odacigina bir
T tap araciligi ile %8 yogunlukta oksijen ve %92 yogunlukta azot gazlari igceren gaz
verildi. Hipoksi odacigindaki oksijen yogunlugu oksimetre ile strekli takip edilderek
%8’ lik oran korundu.

Birinci Grup (Kontrol): Siganlara anesteziyi takiben sadece boyun
diseksiyonu yapilarak karotid arter bulundu, ancak baglanmadan diseksiyon alani
dikis ile kapatildi.

ikinci Grup: Hipoksi 6ncesinde 0.5 ml SF i.p. verildi.

Ugiincii Grup: Hipoksi sonrasinda 0.5 ml SF i.p. verildi.

Dordincu Grup: Hipoksi 6ncesinde ABT-491 verildi.

Besinci Grup: Hipoksi sonrasinda ABT-491 verildi.

Cerrahi islem sirasinda ve hipoksi odaciginda iken her 3 dakikada bir
solunum, cilt rengi ve hareketleri yakindan izlendi. Anne yaninda iken si¢anlar saatte
bir izlendi.

Kontrol grubundaki siganlardan ikisi karotid arterin kopmasiyla kanama
sonrasi, biri halotan anestezisi sirasinda, biri de hipoksi odaciginda 6ldi. ikinci

gruptaki siganlardan altisini anne sican yedi. Uclincii grup sicanlarin ikisi karotid
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arterin kopmasi sonucunda kanama ile 6ldl, altisini anne sigan yedi. Dordunci
gruptaki sicanlardan ikisi karotid arterin baglanmasi sirasinda, diger ikisi anestezi
sirasinda 06ldld. Besinci gruptaki sigcanlardan biri karotid arterin kopmasi ve kanama
sonucu 06ldi. Bdylece birinci gruptan 16, ikinci gruptan 14, UgUncl gruptan 12,
dorduncu gruptan 16 ve besinci gruptan 19 adet sigan olmak Uzere toplam 77 sigan
ile deney tamamlandi.
Deneyin Bitirilis Sekli

Deney sonunda servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulandi. Beyin buttnliklerini
bozmadan dekapitasyon vyapildi ve kafatasindan c¢ikarilan beyin o6rnekleri
bekletiimeden %10’ luk noétral formaldehid igeren kaplar i¢erisine konuldu.
Histopatolojik Degerlendirme

Deney sonunda cikarilan beyinlerde TUNEL ve Kaspaz-3 yontemleri ile
immunohistokimyasal olarak “apoptozis” degerlendiridi. Cikarilan beyinler siganlarin
hangi gruptan oldugunu ve siganin hangi karotid arterinin baglandigini bilmeyen bir
patolog tarafindan degerlendirildi. Bir gecelik formaldehit tespit islemi ardindan beyin
dokularinin sag hemisferleri doku boyasi ile isaretlenerek koronal olarak seri kesitler
alindi. Subtalamik nikleuslar, hipokampus ve pariatal korteksi temsil eden bir veya iki
ornek rutin takip islemine sokuldu. Hipoksi ve iskemik hasara daha duyarli oldugu icin
bu bolgelerdeki noronlar secildi. Rutin takip isleminde beyin dokulari alkol, ksilol ve
parafin solusyonlarinda bekletildiler. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 5
mikron kalinligindaki kesitler rutin hematoksilen eozin histokimyasal boyasi ile
boyandi. Preparatlar 1sik mikroskobik duzeyde (Nikon Eclipse 80i) incelendi. Koronal
kesitlerde rutin boya ile néronal morfolojik degisiklikler not edildi. Fotograflama islemi
Nikon dijital kamera, DS-L1) ile yapildi.
TUNEL Metodu

Noronlardaki  DNA  fragmantasyonunu  gostermek  i¢cin  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 kalinhigindaki koronal beyin kesitleri, deparafinizasyon ve alkol takip
islemleri ardindan proteinaz K ile 15 dakika oda sicakliginda inkibe edildi (10ul/2.5
ml, fosfat tampon sollUsyonu). Fosfat tampon solisyonunda yikandiktan sonra
kesitler, buharli kabin igerisine yerlestirildi ve Uzerlerine terminal deoksi transferaz
(tdt) reaksiyon karisimi damlatilarak 37 °C de etiiv icerisinde 1 saat inkiibe edildi.
Kromojen olarak 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), zemin boyamasi
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icin metil yesili kullanildi. Kesitler kapama maddesi ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak
germinal merkezleri belirgin tonsil kesitleri kullanildi.
Kaspaz-3 Metodu

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

Sag hemisferleri doku boyasi ile isaretlenen koronal beyin kesitleri, TUNEL
metodu ve Kaspaz immunohistokimyasal boyama iglemlerinden sonra sk
mikroskobunda degerlendirildi. Her iki taraf hemisfer ayri olarak degelendirildi ve her
iki taraftaki subtalamik nikleuslar, hipokampus ve parietal korteksteki TUNEL ve
Kaspaz ile immunreaktivite gosteren ndronlar sayildi. Sayim igin kesitler isik
mikroskopik dizeyde 6nce kluguk buyutmede ve X40 buyutme alaninda taranarak
sag ve sol hemisfer icin sayim yapilacak alanlar secildi. Sayim i¢in uygun 5 alan
X400 biiyitme (her bilyiik bilylitme =152 um?, toplam alan 760 um?) tarandi. TUNEL
ve Kaspaz-3 ile pozitif boyanan toplam noéron sayisi gbézlenen alanlara goére
hesaplandi.
istatistiksel Yontemler

Apoptotik hiicre sayilari ortalama + S.D. olarak hesaplandi. Istatistiksel
farkhliklarin karsilastirlmasinda ANOVA ve Tukey testleri yapildi. P degerinin 0.05’ in
altinda olmasi anlaml olarak degerlendirildi.
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BULGULAR
Makroskopik olarak butin gruplardan elde edilen beyinlerde; her iki hemisfer

de normal gérinimdeydi (Resim 2).

el U“...--'?uﬂll_w‘

Resim 2. Beyinlerin Makroskobik Goriiniimii (A: Ustten, B: Yandan).

Ayrica koronal kesitler yapildiginda da normal makroskopik bulgular mevcut
olup; kanama, 6dem ve infarkt alani saptanmadi. Rutin hematoksilen eozin boyasi ile
apoptotik ndéronlar normal morfoloji sergileyen néronlara gore yuvarlak konturlu,
nukleer kondansasyon ve sitoplazmik buzusme sergilemekteydi.

Normal morfoloji sergileyen noéronlarda TUNEL ile pozitif boyanma
gorulmezken; apoptotik morfoloji sergileyen néronlarin gogu TUNEL ile nikleer 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 Degerlendiriimesi

Beyinin sag yarisinda TUNEL yontemiyle yapilan apoptotik hiicre sayilarinin
degerlendiriimesinde; uygulanan hipoksi ve iskemi modeliyle beyindeki apoptotik
hicre sayisinda artis gozlendi (Resim 3). Hipoksi éncesi (grup 2) ve hipoksi sonrasi
(grup 3) serum fizyolojik verilen yavru siganlardaki ortalama apoptotik hiicre sayilari
sirasiyla 38 £ 11 ve 36 + 15 iken; grup 1 (kontrol)’” in ortalama apoptotik hiicre sayisi
3 £ 1 olarak bulundu.
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Resim 3. Hipokampal Noéronlarda TUNEL Yontemiyle Apoptotik Hucrelerin
Gosterilmesi (A; Kontrol, B; Serum Fizyolojik ve C; ABT-491. Zemin boyasi
Metil Yesil, X 400).
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Grup 2 ve 3’ teki siganlarda beyinlerinin sag yarisinda TUNEL yontemiyle
saptanan ortalama apoptotik hiucre sayilari grup 1’ dekilerle karsilastirildiginda;
istatistiksel olarak anlamli derecede ytksek bulundu (p=0.0001), (Sekil 10).

Beyinin sag yarisinda TUNEL ydntemiyle saptanan apoptotik hicre sayilarinin
degerlendiriimesinde; hipoksi dncesi veya sonrasi ABT-491 uygulamasinin beyindeki
apoptotik hicre sayisini azalttigi izlendi (Resim 3) (Sekil 10). Hipoksi oncesi ABT-
491 uygulanan siganlardaki (grup 4) apoptotik hiicre sayisi 17 + 4 olarak bulundu. Bu
sayl hem hipoksi 6ncesi (grup 2) hem de hipoksi sonrasi (grup 3) serum fizyolojik
verilen siganlarda saptanan apoptotik hicre sayilarindan istatistiksel olarak anlamli
derecede daha dusuktu (sirasiyla p=0.0001 ve p=0.001). Hipoksi sonrasi ABT-491
uygulanan sicanlardaki (grup 5) apoptotik hiicre sayisi 16 + 3 olarak bulunurken;
hem hipoksi 6ncesi (grup 2) hem de hipoksi sonrasi (grup 3) serum fizyolojik verilen
sicanlarda saptanan apoptotik hlcre sayilarindan istatistiksel olarak anlaml
derecede azalmis bulundu (sirasiyla p=0.0001 ve p=0.001). Hipoksi dncesi ABT-491
verilen grupla hipoksi sonrasi ABT-491 verilen grubun beyinlerinin sag yarisinda
TUNEL yoéntemiyle saptanan apoptotik hlicre sayilari arasinda anlamli bir fark
g6zlenmedi (p=0.496).

Beyinin sol yarisinda TUNEL ydntemiyle yapilan apoptotik hlcre sayilarinin
degerlendiriimesinde; grup 2 ve grup 3’ teki ortalama apoptotik hicre sayisi sirasiyla
12 + 3 ve 12 + 3 olup grup 1 (kontrol)’ in ortalama apoptotik hlicre sayisindan (2 £ 2)
istatistiksel olarak anlamli derecede fazlaydi (p=0.0001) (Sekil 11). Grup 4 ve grup &’
teki apoptotik hucre sayilari sirasiyla 7 £ 2 ve 6 + 2 olarak bulunurken; hem hipoksi
oncesi (grup 2) hem de hipoksi sonrasi (grup 3) serum fizyolojik verilen siganlarda
saptanan apoptotik hlcre sayilarindan istatistiksel olarak anlamli derecede azalmig
bulundu (sirasiyla p=0.0001 ve p=0.001) (Sekil 11). Hipoksi éncesi ABT-491 verilen
grupla hipoksi sonrasi ABT-491 verilen grubun beyinlerinin sol yarisinda TUNEL
yontemiyle saptanan apoptotik hiicre sayilari arasinda anlamli bir fark gézlenmedi
(p=0.554).

Beyinin her iki yarisinda TUNEL yontemiyle yapilan apoptotik hucre sayilarinin
her bir grup igin karsilastiriimasinda; kontrol grubu hari¢ diger gruplarin hepsinde sag
yarisindaki apoptotik hicre sayisi sola gore anlamli derecede artmis olarak bulundu
(p=0.0001) (Tablo 5) (Sekil 12).
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40 1

351

Apoptotik Hiicre Sayisi

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grupb

Sekil 10. Beyinin Sag Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara Gore Dagilimi
(TUNEL yontemi).

40+

354

304

251

201

151

101

Apoptotik Hiicre Sayisi

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grupb5

Sekil 11. Beyinin Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara Goére Dagilimi
(TUNEL Yontemi).
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Tablo 5. Gruplara Gore TUNEL Yontemiyle Beyinin Sag ve Sol Yarisindaki

Apoptotik Hiicre Sayilarinin Karsilastiriimasi.

Grup 1 2 3 4 5

Beynin Sag Yarisi 31 38 £ 11 36+ 15 17+ 4 16+ 3
Beynin Sol Yarisi 22 12+3 12+3 7x2 62
p 0.91 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

40 -

351

Apoptotik Hiicre Sayisi

@ Sag
W Sol

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup 5

Sekil 12. Beyinin Sag ve Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicre Sayilari
(TUNEL Yontemi).
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Kaspaz-3 immiinohistokimya Yontemiyle Beyindeki Apoptotik Hiicrelerin
Degerlendirilmesi

Beyinin sag yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle yapilan apoptotik hiicre sayilarinin
degerlendiriimesinde; uygulanan hipoksi ve iskemi modeliyle beyindeki apoptotik
hicre sayisinda artis gozlendi (Resim 4). Grup 2 ve grup 3’ teki ortalama apoptotik
hicre sayilari sirasiyla 40 + 13 ve 41 £ 7 iken; grup 1 (kontrol)' in ortalama apoptotik
hicre sayisi 3 £ 1 olarak bulundu. Grup 2 ve 3’ Un Kaspaz-3 ydntemiyle belirlenen
ortalama apoptotik hicre sayilari grup 1 ile karsilastirildiginda; istatistiksel olarak
anlamli derecede yuksek bulundu (p=0.0001) (Sekil 13).

Beyinin sag vyarisinda Kazpaz-3 yodntemiyle saptanan apoptotik hucre
sayilarinin  degerlendiriimesinde; hipoksi oncesi veya sonrasi ABT-491
uygulamasinin beyindeki apoptotik hlicre sayisini azalttigi izlendi (Resim 4) (Sekil
13). Grup 4’ teki apoptotik hiicre sayisi 17 + 3 olarak bulundu. Bu sayi grup 2 ve grup
3’ teki apoptotik hucre sayilarindan istatistiksel olarak anlamli derecede daha
dusuktl (p=0.0001). Grup 5’ teki apoptotik hicre sayisi 18 + 3 olarak bulundu. Bu
sayl grup 2 ve grup 3’ te saptanan apoptotik hiicre sayilarindan istatistiksel olarak
anlamli derecede daha dusuktu (p=0.0001). Grup 4 ve 5’ in beyinlerinin sag yarisinda
kaspaz-3 yontemiyle saptanan apoptotik hicre sayilari arasinda anlamh bir fark
g6zlenmedi (p=0.324).

Beyinin sol yarisinda Kaspaz-3 yontemiyle yapilan apoptotik hiicre sayilarinin
degerlendiriimesinde; grup 2 ve grup 3’ teki ortalama apoptotik hlicre sayisi sirasiyla
12 + 2 ve 12 £ 2 olup grup 1’ den (3 % 1) istatistiksel olarak anlamli derecede fazlaydi
(p=0.0001) (Sekil 13) . Grup 4 ve grup 5’ teki apoptotik hiicre sayilari sirasiyla 8 + 2
ve 8 * 3 olarak bulunurken; grup 2 ve grup 3’ ten istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmis bulundu (p=0.0001) (Sekil 14). Grup 4 ve 5 in beyinlerinin sol yarisinda
Kaspaz-3 yontemiyle saptanan apoptotik hlcre sayilari arasinda anlamli bir fark
g6zlenmedi (p=0.851).

Beyinin her iki yarisinda kaspaz-3 yontemiyle yapilan apoptotik hucre
sayllarinin her grup icin karsilastirlmasinda; kontrol grubu hari¢ diger gruplarin
hepsinde sag yaridaki apoptotik hlicre sayisi sola gore istatistiksel olarak anlamli
derecede fazla olarak bulundu ( p=0.0001) (Tablo 6) (Sekil 15).
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Apoptotik Hiicre Sayisi

45 ;

401

35 1

30 1

25 1

20 1

15 1

10 1

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5b

Sekil 13. Beyinin Sag Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara Gore Dagilimi

(Kaspaz-3 Yontemi).

Apoptotik Hiicre Sayisi

45+

401

35+

30+

254

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grupb5

Sekil 14. Beyinin Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicrelerin Gruplara Goére Dagilimi

(Kaspaz-3 Yontemi)
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Tablo 6. Gruplara Gore Kaspaz-3 Yontemiyle Beyinin Sag ve Sol Yarisindaki

Apoptotik Hiicre Sayilarinin Karsilastiriimasi

Grup 1 2 3 4 5
Beynin Sag Yarisi 411 40 £13 417 1713 18+3
Beynin Sol Yarisi 31 12+ 2 1212 82 83
p 0.120 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
45 1
40

_ 351
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

Sekil 15. Beyinin Sag ve Sol Yarisindaki Apoptotik Hiicre Sayilari
(Kaspaz-3 Yontemi)
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TARTISMA

Normal fetal gelisim igin yeterli oksijen destegi gerekmektedir. Fetlste ozellikle
beyin, oksijen yetersizligine karsi asiri duyarhdir'. Perinatal asfiksi ile iliskili olan
iskemik beyin hasari hipoksik-iskemik ensefalopatinin en sik nedenidir. Perinatal
donemde serebral hipoksi ve iskemi sonucunda ensefalopati, nobetler, zeka geriligi,
epilepsi ve serebral palsi gibi akut ve kronik nérolojik morbiditeler ortaya cikabilir'?.
Yenidogan ve 6zellikle de zamanindan dnce doganlar, oksidatif stres i¢in yiksek risk
altinda olup, reaktif oksijen tiirlerinin hasarina karsi da oldukca duyarlidir*.

insanlarda yenidogan beyininde superoksit dismutaz ve gulutatyon peroksidaz
goreceli olarak yetersizdir. Ayrica sinir hicresi zari ¢oklu doymamis yag asitlerinden
zengindir. Bu nedenlerden dolayi yenidogan beyinleri serbest radikal iligkili hasar icin
ozellikle risk altindadir™®.

Her dokuda oldugu gibi beyinin oksijenizasyonu da, kan akimi miktari ve
arteriyel oksijen yogunlugu olmak Uzere iki 6nemli faktore baghdir. Degisik sebepler
nedeniyle beyin kan akiminin kesilmesi ve beyindeki oksijenin azalmasi s6z konusu
olabilir. Oksijenin giderek azaldigi asfiksi, tasiyici protein olan hemoglobinin yetersiz
oldugu anemi, hemoglobine karbon monoksitin geri donisimsuz olarak baglanmasi
ve ciddi hipotansiyon gibi durumlarda tama yakin serebral hipoksi gelisebilir®. Gegici
ya da kalici iskemik hipoksik durumlarda, beslenmedeki bozulmanin yani sira dokuda
biriken zararli maddeler nedeniyle de néronlar hasarlanir. Hipoksik durumun ortadan
kalkmasi igin kan akiminin dizelmesi ve oksijenizasyonun normale gelmesi
gerekmektedir.

Serebral iskemi, zamana bagli olarak degisik molekuler olaylar zincirini tetikler
ve hucre ici ATP depolari tikenir. Anaerobik glikolizin baglamasiyla birlikte laktik
asidoz geliserek membran depolarizasyonuna neden olur. Glutamat eksitotoksisitesi
gelisir’®®. Hiicre igine kalsiyum, sodyum ve su girerek hiicreyi sisirir. Kalsiyum
bagimli enzimler aktive olarak mitokondriyal disfonksiyon gelisir ve serbest radikaller
birikir®. immiin sistem aktive olur. inflamatuar reaksiyonla birlikte sitokinler, adezyon
molekulleri ve diger inflamatuar mediatérler salinir. Bazi genlerde asiri ekspresyon
olur. Biitiin bu olaylar néronal éliimle sonuglanir®*=°,

insanlardaki serebral hipoksik-iskemik hasari anlayabilmek igin degisik
deneysel hayvan modelleri olusturulmustur. Bu modellerde serebral kan akimi ve
oksijen konsantrasyonu azaltilarak serebellum®’, korteks®®, talamus®, limbik® ve

viziiel sistemler®® gibi beyin bdlgelerinin nasil etkilendigi incelenmistir. Bu
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calismalarda ortak karotid arter ve/veya orta serebral arterin degisik zamanlarda
tikanmasiyla beyindeki oksijen konsantrasyonu azaltiimaya calisilmistir®®.

Bazi ¢alismalarda ise ayni iglem icin siganlara degisik konsantrasyonlarda gaz
kombinasyonlari uygulanmigtir. Bu modellerde normal atmosferik basingta %5

°8.6364 va da %7-10 oksijen kullaniimistir®™. Sonucta hayvan

66-67

oksijen ve %95 azot
modellerinde hipoksi olusturabilmek i¢in hipoksi odaciklari kullaniimistir

Hayvan modellerinde beyne giden kan akimini azaltmak i¢in genel olarak
kullanilan yontem sag medial serebral arter ve dallarinin ya da her iki karotid
arterlerin baglanmasidir. Bu modellerde ayni tarafli kortekste kalici veya gegici
iskemi taklit edilmektedir®®. Arter baglanmasi atravmatik damar klempleri®®, medial
serebral arter koterizasyonu’®, karotid arterin naylon dikis ile baglanmasi® ya da
internal karotid artere gecici olarak intraluminal flaman yerlestirilerek saglanmistir’.

Fetis gelisiminin degisik donemlerinde hipoksi ve iskemi olusturulmustur.
Gebeligin son doéneminde veya dogum sirasinda tam bir hipoksi ve iskemi
olusturulmasi uterin vaskiiler yapilarin tamamen klempe edilmesi’?, umblikal
plesental sirkiilasyonun embolizasyonu”, dogum o&ncesinde dekapitasyon’ ve
yenidogan  hayvanlarin  tek taraflil  karotid arterlerinin  tikanmasiyla’
olusturulabilmektedir.

Bizim deneysel calismamizda 7 gunlik siganlar kullanilimistir. Ozellikle
insanlarin beyin gelisimi gdéz onune alindiginda, 7 gunliUk sigan yavrularinin
beyinlerinin insanlardaki perinatal dénem igin uygun oldugu disinilmektedir’.
Hayvan modellerinde beyinin gelisimsel anatomisinin karsilastiriimasiyla ilgili sinirli
sayida calisma olmasina ragmen; Dobbing ve Sands tirlere gore beyinin blylime
oranlarini karsilastirmistir’®. Bu oranlar beyin olgunlagsmasinin diizeyini élgmek igin
onem tasimaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, deneylerde sik kullanilan 8
memeli hayvanin beyin bdlgelerinin ve sinir sistemlerinin insanlardaki yenidoganlarla
uyumlu oldugunu gdstermektedir’’. Clancy ve arkadaslarinin  yaptigi  bu
kargilagtirmalarda neonatal hipoksi modeli olusturulan 7 gunluk yavru siganlarin
beyinlerinin insanlardaki perinatal dénem icin uygun oldugu disiiniilmektedir””.

GlnlUmuizde neonatal HIBH' nin degerlendirildigi deneysel ¢alismalarda en ¢ok
kullanilan model Rice ve Vannucci tarafindan tarif edilen yéntemdir’®. Bu modelde
tek tarafli karotid baglanmasina ek olarak deney hayvanlari hipoksi odaciklarina
konulmaktadir. Calismamizda bu modele uygun olarak 7 glnlik yavru siganlarin sag
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ana karotid arterleri baglanmis ve daha sonra siganlar %8 oksijen ve %92 azot
gazlari igeren hipoksi ¢adirina birakilarak hipoksik-iskemik model olusturulmustur.

Hucre 6luma biyokimyasal ve morfolojik kriterlere gére nekrotik veya apoptotik
olarak siniflandirilabilir”*®. Nekrotik hiicre élimii genellikle hiicre zari bitiinliginin
bozulmasi, sitoplazmik igerigin hucre digsina ¢ikmasi ve inflamatuvar yanitla
karakterizedir. Apoptozisteki 6lumde ise duzenli ve enerji gerektiren bir surectir.
Apoptozisin erken doneminde nukleer yogunlagsma ve Kkontraksiyon olurken;
membranlar ve organeller son doneme kadar saglam kalir. Deneysel hayvan
modelimizde, siganlarda uygulanan hipoksi ve iskemiden 3 saat sonra beyindeki
apoptotik hucre sayisinda artis gozlenmigstir. Hipoksi ve iskemi uygulayarak serum
fizyolojik verdigimiz gruplardaki apoptotik hiicre sayilari, hipoksi ve iskemi yapmayip
sadece boyun diseksiyonu yaptigimiz gruptan daha yuksek bulunmustur. Blomgren
ve arkadaslarinin c¢alismasinda da yenidogan siganlarda yapilan hipoksi ve
iskemiden 3 saat sonra beyinde apoptotik hiicrelerin arttigi gdsterilmistir’®.

Olgunlasmamis beyinde dusuk enerji gereksinimi ve glg¢li uyum
mekanizmalar hipoksi ve iskemiye karsi korunmayi saglarken; ciddi ve uzamis
hipoksi ve iskemide nérotoksik olaylar zinciri aktive olur'®. Zamaninda dogan
bebeklerde ndronal baglantilar icerisindeki sinirler eksitotoksik hasardan kolay
etkilenir. Erigkin sinir sistemi ile karsilastinidiginda gelismekte olan beyinde
apoptozis ve apoptotik-nekrotik gegis formu daha baskindir’*°. Tipki olgunlasmamis
hayvan modellerinde oldugu gibi, hipoksi ve iskemi sonrasi 6len bebeklerin beyin
dokularinda yapilan calismalarda da apoptozis gosterilmistir®.

Kemirgenlerde yapilan hipoksi ve iskemi sonrasinda apoptotik ve nekrotik
hiucreler karsilagtirildiginda; serebral korteks ve bazal ganglionlarda c¢ogunlukla
apoptotik hiicrelerin oldugu gdsterilmistir®®. Ayni calismanin elektron mikroskopik
incelemelerinde yedi gunlik siganlarin beyinlerinin degisik bdlgelerinde %50’den
fazla apoptozis gézlenmistir. Bunun aksine erigkin siganlarda yapilan orta serebral
iskemi modelinde apoptozisin nekroza orani 1/6'dan daha az bulunmustur’.
Yenidogan siganlardaki iskemi modellerinde, erigkin siganlardaki tipik yaygin
eosinofilik iskemik néronlar yerine irreguler kromatinli nekrotik hucreler gorulur.
Hipoksi ve iskemi olusturulan yedi gunlik siganlarin beyinlerinin ¢gogu bolgelerinde
apoptozisten nekroza giden gecis formunda morfolojik degisiklikler izlenir"4°,
Calismamizda beyindeki apoptozisin histopatolojik degerlendiriimesi igin

secilen bolgeler subtalamik nikleuslar, hipokampus ve parietal korteksten
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olugsmaktadir. Daha once yapilan ¢alismalarda bu bolgelerdeki néronlarin hipoksik-
iskemik hasara daha gok duyarli oldugu gésterildigi igin#*%?>? bizim galismamizda
da Ozellikle beyinin bu bdlgeleri incelenmigtir. Olgunlasmamis kemirgenlerin
beyinlerine eksitotoksinlerin injeksiyonundan sonra benzer apoptotik-nekrotik gecis
formu Ozelliklerinin olugsmasi, bu olayin eksitotoksik kaskad ile tetiklendigini
gostermektedir®.

Olgunlagsmamis  beyindeki  hipoksi ve iskemi  sonrasi  gelisen
nérodejenerasyonda apoptozis ve apoptotik-nekrotik gecis formu belirgindir.
Apoptozis ve apoptotik-nekrotik gecis formunun dengelenmesi hasar sonrasi
eksprese olan degisik apoptotik ve antiapoptotik proteinlerin dengesine baghdir’“°.
Bu slrecin detayli olarak arastiriimasi yeni néroprotektif stratejilerin gelistiriimesi icin
onem tasimaktadir.

Sistein proteaz (Kaspaz) enzim olan Kaspaz-3 birgok hlcrede apoptotik
surecte rol oynamaktadir. Cheng ve ark. Kaspaz-3 enzim aktivitesinin inhibisyonu ile
yedi gunlik sican beyinlerinde hipoksik-iskemik hasarin  dnlenebilecegini
gostermislerdir®. Bu ve benzeri calismalarin sonuglari olgunlasmamis beyindeki
kaspaz bagimli apoptozisin erigkin beyninden daha &nemli rol oynadigini
gostermektedir. Kaspaz inhibitorleri ile NMDA antagonistlerinin kombinasyonlarinin
tek basina verilmelerinden daha etkili olmalari; her iki mekanizmaninda sorumlu
oldugunu gdstermektedir™”.

HIBH’ nin degerlendirilmesi icin gelistirilen hayvan modellerinin ¢ok gesitli
olmasinin yani sira, tedavi i¢in verilecek maddelerin; modelde kullanilan hayvan
uzerindeki farmakokinetik ve metabolizma o6zelliklerinin de insanla uyumlu olmasi
gerekmektedir. GUnuimuze kadar neonatal hipoksi-iskemik beyin hasari olusturulmus
hayvan modellerinde ¢ok degisik tedavi yontemleri kullaniimistir Bunlardan bazilari
PARP inhibitdrleri®, magnezyum®, hiperbarik oksijen'®, eritropoetin!, hipotermi*?,
NMDA reseptdr blokaji®?, bilyiime hormonu® ve elektroakupunkturdur®,
Antieksitotoksik ve antiapoptotik tedavilerin tek basina ya da birlikte kullanimlari
beyin dokunun hipoksik-iskemik hasara kargi korunmasinda umut vaad etmektedir.

Olgunlagsmamis hayvan modellerinde degisik buylime faktorlerinin apoptozisi
inhibe etmesi ile hipoksik-iskemik hasarin énlendigi gdsterilmistir’. Kemirgenlerde
hipoksi ve iskemi oncesi glikokortikoidlerin verilmesi muhtemelen nukleer reseptor
mekanizmasi ile néroprotektif etkilidir®. Son zamanlarda klinik olarak da

ndroprotektif etkileri olan hipotermi Uzerinde ¢alismalar yapiimaktadir. Hipoterminin
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noroprotektif etkileri apoptozisi azaltarak ya da diger bir mekanizma olan glutamat
salinimi azaltarak olmaktadir*?.

Eksitator sinaptik nérotransmisyon, fosfolipazlarin aktivasyonuna neden olarak
sinaptik membrandaki fosfolipid depolarindan lipid habercilerin salinimina neden

olmaktadirt®#’

. PAF endojen fosfolipid yapili potent bir fizyolojik mediyator olup;
glutamat salinimi, néronal kalsiyum iyonizasyonu ve NMDA reseptor aktivasyonunu
diizenler*®. Degisik stimiilasyonlar sonucunda beyinde PAF ve doymamis yag asitleri
sentezlenmektedir. Santral sinir sisteminde PAF ikincil haberci olup presinaptik
bolgede etkili olmaktadir. Uhl ve arkadasglari, PAF’ In sistemik ve lokal
uygulamalarinin serebral mikrosirkilasyon Uzerindeki etkileri Uzerinde c¢alismalar
yapmistir**. Degisik hayvan modellerinde, PAF’ In santral sinir sisteminde gelisen
iskemideki rolluyle ilgili calismalar yapilmistir. Maternal-fetal kan akiminin
durdurulmasini takiben 20 dakika igerisinde PAF U(retiminde artis oldugu
gosterilmistir'®. Deneysel inme modelinde, 25 dakika iskemi ve 2 saat reperfiizyon
yapildiginda; omurilikte PAF artisi olmaktadir®’.

k*® ve akciger gibi degisik organlardaki

Hayvan modellerinde bdbre
iskemi/reperfizyon hasarinda PAF reseptor antagonistlerinin yararl etkileri
bildiriimektedir. HIBH olustrulmus hayvan modellerinde de degisik PAF
antagonistlerinin etkileri gdsterilmistir. Panetta ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismalarda
da; iskemi-reperflizyon olusturulmasi sonucunda beyinde doymamis yag asitlerinin
arttigi gosterilmistir®®. PAF antagonisti olan BN 52021 verilmesiyle iskemiye bagli
artan bu yag asitleri azalmis ve beyindeki kan akimi tekrar dizenlenerek
ndroprotektif etkinin saglandigi gosterilmistir.

Literatirde HIBH olusturulan yenidogan sicanlarda PAF reseptor
antagonistlerinin etkilerini gosteren iki ¢alisma dikkati cekmektedir. Viswanath ve
arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada; hipoksi 6ncesi ve sonrasi iki PAF reseptor
antagonisti kullanilmistir®. Sonucta WEB 2170’ in sadece hipoksi éncesi etkili olup,
hipoksi sonrasi verilmesinin hasari engellemedigi gorulmustiar. BN 52021’ in ise,
gerek hipoksi oncesi gerekse sonrasi verilmesinin etkili olmadigi gozlenmigtir. Diger
calismada hipoksiden hemen 6nce ve sonra BN 50730 kullaniimistir®®. Liu ve
arkadaslar HiBH olusturulan neonatal sicanlarda BN 50730 veriimesinin hem doku
kaybini azalttigini hem de 6grenme ve hafiza yetisini korudugunu gostermislerdir®.
Diger taraftan hipokampal néronlarda yapilan bir calismada; rekombinant plazma tip

PAF asetil hidrolazin, NMDA ile uyariimig apoptozisi konsantrasyona bagli olarak
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azalttigi ve noroprotektif etki sagladigi gdzlenmistir™. Béylece rekombinant plazma
tip PAF asetil hidrolazin eksitotoksite, epileptik beyin hasari, kafa travmasi, inme,
glokom ve noérodejeneratif hastaliklar gibi olaylarda PAF antagonistlerine karsi
alternatif olabilecedgi ileri stralmustar.

Bizim ¢alismamizda oldukga guglu bir PAF reseptor antagonisti olan ABT-491
kullaniimistir®®. Literatiir taramamizin sonuclarina gére, HIBH olusturulan hayvan
modellerinde ABT-491 kullanimi ve apoptozis Uzerine etkileriyle ilgili yayimlanmis bir
makale dikkati ¢ekmemigtir. Bizim ¢alismamizda hipoksi oncesi ve hipoksi
sonrasinda ABT-491 kullaniimistir. Hem hipoksi dncesi ve hem de hipoksi sonrasi
ABT-491 uyguladigimiz gruplar serum fizyolojik verilenlerle karsilastirildiginda;
apoptotik hucre sayilarinda anlamli bir azalma gozlenmigtir. Bilgilerimize goére
calismamiz; HiBH olusturulan neonatal sicanlarda PAF reseptér antagonisti ABT-
491’ in apoptozis Uzerine olumlu etkilerini gosteren ilk ¢galismadir. Bulgularimiza gore,
gerek hipoksi dncesi gerekse sonrasi ABT-491 verilmesi, HIBH olusturulan neonatal

sicanlardaki apoptozisi azaltmaktadir.
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SONUG VE ONERILER

Calismamizda; hipoksi ve iskemi olusturulan yenidogan siganlarin
beyinlerindeki apoptotik hicre sayilari, hipoksi ve iskemi yapilmayan yenidogan
siganlardan istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek bulunmustur (p=0.0001).

Gerek hipoksi oncesi gerekse hipoksi sonrasi ABT-491 verilen yenidogan
siganlarin beyinlerindeki apoptotik hucre sayilarinin, serum fizyolojik verilen
yenidogan sigcanlara gore istatistiksel olarak anlami derecede azaldigi gozlenmistir
(p=0.0001).

Her bir grup icin beyinin sag ve sol yarisindaki apoptotik hicre sayilarinin
karsilastiriimasinda; kontrol grubu hari¢ diger gruplarin hepsinin sag yarisindaki
apoptotik hilcre sayisi sola gore anlamli derecede artmis olarak bulunmustur
(p=0.0001).

Bilgilerimize gére, HIBH olusturulmus hayvan modellerinde ABT-491 kullanimi
ve bunun apoptozis Uzerine etkileriyle ilgili yayimlanmig bir makale yoktur.
Calismamiz, bu igerikteki ilk ¢calisma olup; guclli bir PAF reseptér antagonisti olan
ABT-491’ in yenidoganin HiBH’ sinde néronal apoptozisi azaltarak koruyucu ve/veya

tedavi edici etkileri olabilecegini gostermektedir.
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AlF
Apaf 1

AMPA
BDNF

CAD
CNTF
DNA
FGF
GABA
HiBH
ICAD

ICE

IGF
NGF
NMDA
NO
NOS
NT
PAF
PARP
RNA
SF
SOD
TUNEL

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

Apoptosis Inducing Factor (Apoptozis indiikleyici Faktor)
Apoptotic Protease Activating Factor 1

(Apoptoz Proteaz Aktive Edici Faktor 1)
a-Amino-3-Hidroksi-5-Metil-4-1zoksazol Propiyonat

Brain Derived Neurotrophic Factor

(Beyin Kaynakli Noérotropik Faktor)

Kaspazla Aktiflesen Deoksiribonukleaz

Ciliary Neurotrophic Factor (Siliyer Norotropik Faktor)
Deoksiribonukleik Asit

Fibroblast Growth Factor (Fibroblast Buylime Faktori)
Gama Amino Butirik Asit

Hipoksik Isemik Beyin Hasar!

Inhibitor of Caspase Activated Deoxyribonuclease
(Kaspazla Aktiflesen Deoksiriboniikleaz inhibitéri)
Interleukin 1-B Converting Enzyme

(intelokin 1-B Dénustirict Enzim)

Insulin Like Growth Factor (insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii)
Neurotrophic Growth Factor (Norotropik Bluylime Faktori)
N-Metil D-Aspartat

Nitrik Oksit

Nitrik Oksit Sentetaz

Neurotrophin (Norotropin)

Platelet Activating Factor (Trombosit Aktive Edici Faktor)
Poly(ADP-Riboz) Polimeraz

Ribonukleik Asit

Serum Fizyolojik

Superoksit Dismutaz

Terminal-transferase Mediated dUTP Biotin Nick-End-Labeling
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