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1. GIRIS VE AMAC

Hipoksik iskemik ensefalopati (HIE), preterm ve term yenidoganlarda goriilen,
birden fazla sistem tutulumu ile karakterize bir hastaliktir (1). Prenatal, natal ve
posnatal faktorlerin etkisiyle sistemik hipoksi sonucu serebral kan akiminin
azalmasiyla olusan beyin zedelenmesidir. Norolojik morbidite ve mortalitenin en
onemli nedenidir (2). Insidansi term bebeklerde 2-4/1000°dir (3). HIE’li
yenidoganlarin %20-50’s1 6lmektedir (4).

Perinatal hipoksik-iskemik beyin hasarlanmasindaki hiicresel ve molekiiler
olaylarin anlagilmasinda Onemli asamalar saglanmistir. Calismalar hiicre
homeostasisinden sorumlu biyokimyasal mekanizmalarin yetersizliginde beyin
hasarlanmasinin nasil olustuguna odaklanmistir ve bu calismalarda rat modelleri
onem kazanmistir. Siganlarin beyin gelisimi, 12-13 giinliikk olduklar1 zaman, term

yenidoganin beyin gelisimine benzer 6zellik gdstermektedir (5).

Hipoksik iskemik beyin hasar1 eksitator amino asitlerden 6zellikle glutamat ve
glutamatin NMDA reseptorii ile iligkilidir. Hipoksi iskemi modellerinde serebral
korteks ve hipokampustan glutamatin salinimi1 mikrodiyaliz teknigiyle gosterilmistir.
Antikonviilzan olarak kullanilan fenitoin, glutamat salinimin1 azaltmaktadir. Voltaj
bagimli Na kanallarin1 bloke ederek ve Na-K-ATPazi uyararak hiicrei¢i/dis1 1yon
dengesini korumaktadir. Sodyum bagimli aksiyon potansiyelinin amplitiidiinii
azaltmakta ve enerji metabolizmasin1 baskilamaktadir. Bunlarin yanisira fenitoin,

iskemide, laktat ve serbest yag asitlerinin birikimini 6nlemektedir (6).

Bu calisma; hipoksi-iskemi uygulanmis sican modelinde, hipokampusun
piramidal hiicre tabakasinda meydana gelen hiicre azalmasi iizerine fenitoinin
etkisini stereolojik yoOntemlerle arastirmak ve degisik fenitoin dozlarinin hiicre

azalmasin1 6nleme konusundaki farkini ortaya koymak tizere planlanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

HIPOKSI VE ISKEMI

Kan dolagimimin oldugu bir veya birden fazla dokuda oksijenin parsiyel
yoklugu hipoksemi, oksijenin tam yoklugu ise anoksemi olarak tanimlanir. Asfiksi,
progressif hipoksemi ve asidoz ile sonug¢lanan pulmoner veya plasental gaz
degisiminin bozulmasidir. Iskemi sistemik hipotansiyon, kardiyak arrest veya okliisiv
vaskiiler hastalik nedeniyle dokulara giden kan akiminin kesilmesi veya azalmasidir.

Hipoksik-iskemi, doku diizeyinde iskemi ile birlikte hipoksemi olmasidir (7,8).

HIPOKSIK-ISKEMIK BEYIN HASARI VE NOROPATOLOJIK
OZELLIKLER

Perinatal asfiksinin temel 6zellikleri derin asidemi (kord kaninda pH< 7.00),
disiik apgar skoru, hipoksik iskemik ensefalopati ve multiorgan sistem
disfonksiyonudur. Hipoksik iskemik ensefalopatili bebeklerde primer hasarlayici
olaymn gercgeklestigi donemi belirlemek ¢ok zordur; ancak %20‘sinin antepartum,
%35’inin intrapartum, %35’inin intrapartum ve antepartum, %10 unun postpartum
donemde gelistigi gosterilmistir (9). Kronik fetal hipoksi ve akut hipoksik iskemik
zedelenme gestasyonel yasa gore degisen noropatolojik bulgularla sonuclanir (4).
Hipoksik iskemik beyin hasarinda baslica 6 cesit patolojik lezyon gelismektedir.
Bunlar selektif noron hasari, status marmaratus, parasagital beyin hasari,
periventrikiiler 16komalazi, intraventrikiiler veya periventrikiiler kanama ve fokal
veya multifokal iskemik beyin lezyonudur. Rat ¢alismalari iskemiden sadece 10
dakika sonra selektif ndéron hasarmin gelistigini gostermistir (10,11). Noropatolojik
lezyonlar, prematiir infantlarda daha ¢ok serebral hemisferlerin beyaz cevherinde
gorilmekteyken, term yenidoganlarda serebral korteks, serebellar hemisferler, bazal
gangliyonlar, hipokampus gibi beyin bdlgelerinin gri cevherinde goriilmektedir.
Bunlarin i¢inde hipokampus hipoksiye en duyarli bolgedir. Beyaz cevherin akut
lezyonunda, glial elementlerin proliferasyonuyla reaktif gliozis meydana
gelmektedir. Reaktif gliozis, sentrum semiovale ve korpus kallosum’un da i¢inde
bulundugu serebral hemisferlerin periventrikiiler beyaz cevherinde olusmaktadir.
Postmortem calismalar, reaktif gliozis olusumunun, hipoksi-iskemiyle beraber sepsis,

intrauterin enfeksiyon gibi ¢ok sayida nedene bagli olarak da ortaya ¢iktigini



gostermistir. Akut hipoksik-iskemik beyin hasarinda goriilen diger bir patoloji ise
beyin 6demidir. Ozellikle ciddi beyin hasarinda beyin 6demiyle beraber lateral
ventrikiillerde daralma, serebral giruslarda diizlesme ve hipokampal yapilarda
herniasyon goriilmektedir. Hipoksik-iskemik beyin hasarinda kronik lezyonlar ¢ok
cesitli olup term yenidoganlarda akut donemden en az ii¢ hafta sonra gelismektedir

(12).

HIiPOKSIK-ISKEMIK BEYIN HASARI GELiSIMINDE HUCRESEL
MEKANIZMALAR

Hipoksik iskemik beyin hasarinda kan beyin akiminin ve oksijen dagiliminin
azalmas ile oksidatif yol kesintiye ugramakta ve anaerobik metabolizma hakimiyeti
baglamaktadir. Bu durum; adenozin trifosfat (ATP) iiretiminin azalmasina, laktik asit
birikimine ve hiicresel fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde yetersizlige neden olmaktadir
(13). Enerji yetmezligi transselliiler iyon pompalariin bozulmasina yol agmaktadir
ve bunun sonucunda hiicre iginde sodyum (Na"), kalsiyum (Ca'™"), klor (CI") ve su
birikmektedir. Ayn1 zamanda enerji yetmezligi akson terminallerinden glutamat gibi
norotoksik eksitator aminoasitlerin salinimina neden olmaktadir. Glutamat; akut
donemde sitotoksik ddeme katkida bulunmaktadir. Ge¢ donemde ise hiicre igine Ca™"
girisini arttirmakta ve hiicrede irreversibl hasara neden olmaktadir. Hipoksi-
iskeminin hiicre membraninda yaptig1 hasarin sonucunda hiicre sitoplazmasinda
serbest yag asitleri birikmektedir, bunlar mitokondride indirgenme olaylar1 sonucu
aciga cikan serbest oksijen radikalleri ile peroksidasyona ugramaktadir. Bu olay1
takiben prostaglandin, ksantin, lirik asit sentezi baglamakta ve bu kaskatin etkisiyle
serbest radikallerin olusumu artmaktadir. Enerji yetmezligi nedeniyle plazma
membranindan ¢ikis1 azalan Ca'™" ‘un hiicre i¢inde asir1 birikimi, ndrotoksisiteyle
sonuglanan bircok membran, sitoplazma ve niikleer olaylarin gelismesine katkida
bulunmaktadir. Serbest radikaller iginde bulunan nitrik oksitin sentezi; Ca™ ve
norotransmitterlerin etkisiyle uyarilmaktadir. Hiicredeki enerji yetmezligi, asidoz
gelisimi, glutamat ve nitrik oksit norotoksisitesi, serbest radikal olusumu, Ca™
birikimi ve lipit peroksidasyonu hiicre i¢i organellerde disfonksiyona, hiicrenin
yapisal biitlinliigliniin bozulmasina ve sonucta hiicre oliimiine neden olmaktadir
(14,15). Resusitasyon sonrasi; serebral perflizyonun ve oksijenizasyonun diizeldigi

donemde sekonder beyin hasar1 gelismektedir. Bu donemde fosfor metabolitlerinin



konsantrasyonu  ve intraselliler pH  bazal seviyelerine donmektedir.
Fosfokreatin/inorganik fosfat orani azalmaktadir. Takip eden siiregte kalsiyumun
hiicre icine alinmasi, eksitator norotoksisitesi, serbest oksijen radikalleri ve nitrik
oksit liretimi mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina sebep olmaktadir. Sonugta
sekonder enerji yetmezligi olarak adlandirilan donem baglamaktadir. Ayrica bu
donemde endojen inflamatuar mediatorler beyin hasarimin artmasina katkida
bulunmaktadir (13,16). Hipoksik iskemik hiicre hasari mekanizmalar1 Sekil-1°de

gosterilmistir.

HiPOKSI iSKEMI
02 + l glikoz +

e TP
\
i . ’ ilitesi laktik asit +

Depolarizasyon Ion permeabilites

ﬁ- -'\Iﬂvl+ Clﬂ+i: +(1]-i K-FE +

- Serbest Fe ™
Norotransmitter C ﬂ"ﬁ+
Saluunu ‘
Selliiler enzim serbest radikaller
Aktivasyvonu 1
— ‘ Lipaz proteaz glial hasar

ey !

Serbest radikaller w—te irreversibl hiicre hasar - sitotoksik ddem

/]

Membran lipid
Peroksidasyonu mﬂamam on

Sekil 1: Hipoksik iskemik hiicre hasar1 mekanizmalari



ENERJi YETMEZLIiGi VE HUCRE iCi ASiDOZ GELIiSiMi

Beynin normal fonksiyonunu devam ettirebilmesi i¢in yeterli oksijen ve
glukozun bulunmasi1 gereklidir. Noronlarda glukozun yikimi ile saglanan enerji
elektriksel uyarilarin iletimi ve biyosentetik reaksiyonlar i¢in kullanilmaktadir.
Fizyolojik sartlarda glukozun piriivata dontisiimii ile baglayan aerobik glikoliz yolu
en 6nemli metabolik yoldur. Olusan piriivik asit, mitokondri i¢cinde Krebs siklusuna
girmekte, elektron transferi ve NADH oksidadif fosforilasyonu ile ATP
tiretilmektedir (17). Dokuda hipoksi oldugunda mitokondri i¢inde oksijen parsiyel
basinct diismekte mitokondrinin sitokrom sisteminde indirgenmis NADH ve FADH
birikmektedir. ATP tretimi kesildigi i¢in hiicre icinde ADP ve AMP diizeyleri
artarak anaerobik glikoliz uyarilmaktadir. ATP noronlar da dahil olmak iizere tiim
hiicreler icin en 6nemli enerji kaynagidir. Aerobik yoldan net 36 molekiil(M) ATP
tiretimine karsilik anaerobik yoldan sadece 2 M ATP iiretimi olur (Sekil-2). Enerji
tretim yetersizligi ATP bagimli iyon pompalarini etkilemekte ve sitotoksik 6dem
olarak adlandirilan hiicre i¢i Na ve Cl birikimine neden olmaktadir (18,19).

Hayvan ve insan caligmalar1 perinatal serebral hipoksik iskeminin iyilesme
stirecinde sekonder enerji yetersizliginin devam ettigini gostermistir. Gecikmis
serebral enerji yetmezligi olarak da tanimlanan bu durum immatiir sicanlarda,
yenidogan domuz yavrularinda, koyun fetiislerinde c¢alisilmis olup, iyilesme
doneminde 24-48 saat kadar devam ettigi ve kalic1 beyin hasarinin gelisimine 6nemli
katkida bulundugu gosterilmistir (12).

Hipoksik iskemi siirecinde oksijenin yoklugu ile oksidatif fosforilasyon
kesintiye ugramakta ve pirlivat oksidasyon asamasinda bloke oldugu igin laktata
dontismektedir (20). Enerji lretiminin Oncelikle glikoliz yoluyla saglanmasi ATP
iretiminin azalmasinin yaninda hiicrenin asidifiye olmasina neden olmaktadir. Bir
molekiil (M) glikozun anaerobik metabolizmas1 ile 2 M laktat ve 2 M H'
olugmaktadir (21). Hiicre i¢inde asidoz gelisimi, glutamat reseptorleri araciligiyla

norotoksisitenin artmasina neden olmaktadir (22,23).
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SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Serbest radikaller (SR), dis yoriingelerinde tek bir elektron igeren kimyasal
tirevlerdir. Bu durumda radikal ileri derecede reaktiftir, organik ve inorganik
kimyasal maddelerle, niikleik asitlerle ve membranlarla tepkimeye girer. Serbest
oksijen radikalleri (SOR) organizmada fizyolojik kosullarda ve yaslanma siirecinde
tretilmektedir. Bazi1 patolojik siireglerde asir1 miktarda SOR iiretimi veya biyolojik
koruyucu mekanizmalarin c¢alismamas1 gibi durumlarda istenmeyen etkilerle
karsilagilmaktadir. SOR, fizyolojik kosullarda siiperoksit dismutaz, endoperoksidaz,
katalaz gibi endojen antioksidanlarla ve kolesterol, alfa-tokoferol, askorbik asit gibi
koruyucu molekiillerin yardimiyla hizlica yikilir. Fenton veya Haber-Weis
reaksiyonu, ksantin oksidaz enzimi, eikosonoid metabolizmasi, katekolaminlerin
katabolizmasi, veya aktive olmus lokositlerde SOR olusumu gerceklesmektedir.
Hipoksi-iskemi sirasinda ve sonrasinda olusan SOR miktar1 fizyolojik koruyucu
kapasiteyi asacak miktardadir ve bu siirecteki SOR iiretiminde iki 6nemli yol vardir:
Birincisi eikosonoid metabolizmasi ve ikincisi ATP’nin yikimi sonucu olusan ksantin

yoludur. Beyinde miktar1 fazla olan ve hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamis



fosfolipidler SOR’lerin kaynagidir. Arasidonik asitten prostoglandin (PG) olusumu
sitrasinda  SOR  iiretilmektedir ve bunu takiben lipid peroksidasyonu
ger¢eklesmektedir. Burada iiretilen SOR hiicre membraninin parcalanmasina ve
hiicre 6liimiine neden olur. Adenin niikleotitlerinden iirik asitin sentezlendigi yol
(ksantin yolu) diger SOR firetim yoludur. Hipoksi sirasinda ATP’ye fosforile
olamayan AMP hiicrede birikmektedir. Biriken AMP’den sirayla adenozin, inozin ve
hipoksantin olusmaktadir. Fizyolojik sartlarda hipoksantin, ksantin dehidrogenazla
once ksantine, sonra iirik aside cevrilmektedir; ancak hipoksi durumunda hiicre
icinde Ca™ konsantrasyonunun artis1 ile ksantin dehidrogenaz enzimi proteaz
aracilifiyla ksantin oksidaza doniisiir. Reoksijenizasyon durumunda ise hipoksantin
ksantin oksidaz ile tepkimeye girerek SOR olusturmaktadir (24,25). Serbest oksijen
radikalleri disinda radikal olmayan reaktif oksijen tiirevleri de SR gibi
davranmaktadir. Reaktif oksijen tiirevleri i¢inde siiperoksit (O72), hidroksil (OH"),
alkoksil (RO”) ve peroksil (ROO") radikal olan gruptadir. Non- radikaller ise
hidrojen peroksit (H202), lipid peroksit (LOOH"), hipoklorik asit (HOCL") ve
ozondur. Siiperoksit, molekiiler oksijene tek bir elektron eklenmesiyle olugsmaktadir.
Normal kosullar altinda O™2 radikalleri spontan olarak siiperoksit dismutaz enzimiyle
H202’e dontismektedir. Hidrojen peroksit ise bazi metallerle tepkimeye girerek OH™
radikalini olusturur. Hidroksil radikalleri SOR’lerin en reaktif olanidir ve hiicre
i¢indeki herhangi bir molekiille, 6rnegin karbonhidrat, lipid, protein veya niikleik asit
bazlarindan herhangi birisiyle reaksiyona girerek sitotoksisiteye neden olmaktadir
(26) (Sekil 3).

SOR bilesiklerinden biri olan nitrik oksit (NO); nitrik oksit sentaz (NOS)
aktivitesi ile arjininden iiretilmekte ve organizmada cift yonlii etki gosterdigi
bilinmektedir. Fizyolojik fonksiyonlarin gergeklesmesi i¢in gereklidir ve antioksidan
savunmaya katkida bulunmaktadir. Asir1 tiretim durumunda radikal etki gdstermekte
ve peroksinitrit gibi daha giiglii radikal bilesiklerin olusmasina neden olmaktadir
(27). Serebral iskemi sirasinda massif intraselliiler Ca™ birikimi ile NOS aktive
olmaktadir. Nitrik oksit, gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz1 aktive ederek glikolitik
yolu kesintiye ugratmaktadir ve mitokondriyal elektron transport zinciri elemanlarini
inhibe etmektedir. Bu etki sonucunda ATP {iretimi bozulmaktadir. Ayrica NO, OH™
gibi daha reaktif SR olusumu i¢in diger SR’lerle reaksiyona girebilmekte ve oksidatif

metobolizmay etkileyerek norotoksik etki gdstermektedir (14).



Fizyolojik sartlarda demir (Fe) ferritin, transferrin gibi proteinlere bagli ve
non-toksik ferrik durumda bulunur. Hipoksi-iskemi sirasinda proteinlerden serbest
ferrik demir salinimi olmakta ve demir hidroksil radikaline doniismektedir. Ayrica
serbest ferrik demir, ferr6z formun azalmasina neden olarak hasarin artisina katkida

bulunmaktadir (28).
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Sekil 3: Serbest oksijen radikallerinin olusum mekanizmalari

EKSITATOR NOROTRANSMITTER VE NOROTOKSISITE

Serebral hipoksi iskemi siirecinde eksitator aminoasitler (EAA) ndrotoksik etki
gostermektedirler. En 6nemli EAA olan glutamatin ekstraselliiler konsantrasyonu
diisiiktiir ve bu denge ndronal ve glial hiicrelerin geri alim mekanizmalar1 yardimiyla
saglanmaktadir. Fokal serebral iskemide ekstraselliiler glutamat konsantrasyonu 2,5
ile 40 kat artt11 gdsterilmistir. Artan glutamat hiicre igine letal diizeyde Ca"" girisine
neden olmaktadir. Bununla beraber enerji yetmezligi nedeniyle glutamatin

presinaptik geri alinimi bozulmakta ve ekstraselliiler konsantrasyonu artmaktadir

(29,30).



Glutamat 2 tip glutamat reseptorii ile etki gostermektedir (Sekil 4). Birincisi
metabotropik glutamat reseptorleridir. Amino asit dizilimlerine gére bu reseptdrler 3
sinifa ayrilmaktadir.

Birinci simifta: Metabotropik glutamat 1.reseptor (mGluR1), metabotropik
glutamat 5.reseptdr (mGIluRYS)

Ikinci smifta: Metabotropik glutamat 2.reseptdr (mGIuR2), metabotropik
glutamat 3.reseptor (mGluR3)

Ugiincii siifta: Metabotropik glutamat 4.reseptéor (mGluR4), metabotropik
glutamat 6.reseptor (mGIluR6), metabotropik glutamat 7.reseptér (mGIluR7) ve
metabotropik glutamat 8.reseptor (mGluR8) bulunmaktadir.

Her sinifin farkli sinyal iletim mekanizmalar1 vardir. Birinci sinif metabotropik
glutamat reseptorleri fosfolipaz C’yi aktive etmektedir, bunun sonucunda hiicre i¢i
diagilgliserol ve inozitoltrifosfat diizeyi artmakta ve inozitoltrifosfat duyarh
depolardan Ca salinimi ve protein kinaz aktivasyonu gerceklesmektedir. Buna
karsilik 2. ve 3. sinif metabotropik glutamat reseptorleri adenil siklaz enzimini inhibe
ederek etki gostermektedirler. Presinaptik ve postsinaptik metabotropik glutamat
reseptOrlerinin  fonksiyonlar1 yerlesim yerlerine gore degismektedir. Yapilan
caligmalarda bu reseptorlerin direkt aktivasyonlariyla iliskili olarak ndroprotektif
kanit bulunamamagtir (29).

Glutamatin reseptorlerinin ikincisi iyonotropik glutamat reseptorleridir. Bunlar
N-metil-D-aspartat (NMDA), 5-metil-4-izoksazol propiyonik asit (AMPA) ve kainat
(KA) reseptorleridir. NMDA reseptorleri hipokampusun CA1 bolgesinde, talamusta,
striyatumda, serebellumun purkinje ve graniil hiicrelerinin bulundugu tabakalarda ve
serebral korteksin 3. 5. ve 6. tabakalarinda bulunmaktadir. AMPA reseptorleri
serebral korteksin derin tabakalarinda, talamusta, striyatumda, serebellumun
molekiiler tabakasinda, striyatum lusidum tabakasinda, hipokampusun piramidal
hiicreleri iginde, KA reseptorleri ise sadece hipokampusun striyatum lusidum
tabakasinda bulunmaktadir. Ilgingtir ki perinatal néronal hasarlanmada hipokampus,
serebellum ve bazal gangliyonlar sik tutulan bolgelerdir ve ayni zamanda bu
bolgelerde ¢ok sayida glutamat noronu bulunmaktadir. NMDA, AMPA ve KA
reseptorlerinin aktive olmasi durumunda Ca™ kanallar1 agilarak hiicre i¢i serbest
Ca"da artis olmakta bunun sonucunda da aktive olmus proteaz, lipaz ve

endoniikleazlar hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (26,31,32).
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Sekil 4: Glutamat reseptorleri

HUCRE iCi KALSIYUM BiRiKiMi

Kalsiyum ¢esitli hiicresel reaksiyonlarda kofaktor olarak rol oynar. Noronal
fonksiyonlarda ve noronal metabolizmada Ca™ homeostazinin etkisi énemlidir.
Hiicre icinde %100’e yakin bir kismi organellere baghidir ve serbest Ca’™
konsantrasyonu oldukca diisiiktiir. Bu organellerden en 6nemlisi endoplazmik
retikulum ve mitokondridir. Ayrica Ca’" daha az miktarlarda niikleus ve plazma
membranina bagl halde bulunur. Hiicre ici serbest Ca™" konsantrasyonu ise sitozole
dagilmis olan spesifik Ca™ baglayan proteinlerin yardimiyla, diisiik diizeylerde
tutulmaktadir (33). Fizyolojik sartlarda iyon veya reseptor bagimli kanallarla hiicre
icine giren Ca"", plazma membrani ve hiicre i¢i organellerde birikmektedir. Plazma
membranindaki Ca™'- Na' degisim kanali ve ATP’ye bagimli Ca™ kanali,
mitokondrideki Ca"" kanali ve endoplazmik retikulumdaki ATP’ye bagimli Ca™
kanali, hiicre icindeki Ca' diizeyini dengede tutmaktadir. Hipoksi-iskemi
durumunda intraselliiler depolardan salinim ve plazma membranindan gecisin artigi
veya disartya salimmin azalmasi nedeniyle sitozolik serbest Ca™ konsantrasyonu
artmaktadir (34). Intraselliiler serbest Ca" konsantrasyonunun patolojik olarak
artmasi, hiicreye toksin etkisi yapmakta; néronal fonksiyonlarda yikici bozukluklarla
sonuclanan bir dizi reaksiyona sebep olmaktadir. Bu reaksiyonlar lipaz, proteaz,

endoniikleaz, fosfolipaz C aktivasyonu, ksantin ve prostoglandinlerin iizerinden
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serbest radikallerin olusumudur. Sonug olarak mitokondride oksidadif fosforilasyon
ve buna bagli olarak enerji yapimi ger¢eklesemedigi i¢in mitokondriyal membranda
iyon gradienti bozulmakta ve hiicre depolarize konuma gelmektedir. Bu durum
glutamatin sinaptik araliga salinmasina sebep olmaktadir. AMPA, KA ve NMDA
gibi glutamat reseptorlerinin uyarilmasiyla da hiicre igine fazla miktarda Na” ve Ca"™"
girisi olmaktadir. Hiicre i¢inde artan serbest Ca™, plazma membraninin bozulmasina

ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (12,35).

INFLAMATUAR HUCRELER VE MEDIATORLER

Iskemik beyin hasarinda karacigerden akut faz reaktanlar1 salmimiyla sistemik
akut faz yanit1 olusmaktadir. Lokositlerin mobilize olmasi, serum glukokortikoid ve
sitokin diizeylerinin artmasi, beyinde inflamatuar yanitt baglatmaktadir (36).
Sistemik sirkiilasyonda lokositlerin sayisinin artmasini takiben néral parankimde
lokal olarak proinflamatuar sitokinlerin ve kemotaktik molekiillerin iiretimi
gerceklesmektedir (37). Eriskin beyninde hipoksik-iskemiden 4 ile 6 saat sonra
notrofil migrasyonu olmasina karsilik yenidogan beyninde hipoksik-iskemiden 42
saat sonra notrofil migrasyonu olmaktadir. iskemik dokuda nétrofillerden sonra
lenfosit sayisinin arttigr gosterilmistir (38,39). Lokositler adezyon molekiillerinin
yardimiyla vaskiiler endotelyuma yapisirlar. Ekstraselliiler matriks, glia, ndronlar ve
mikrovaskiiler yapidan olusan nérovaskiiler iinitede inflamatuar degisiklikler ve
mediatorlerin salinimi baslamaktadir. Bu mediatorlerin i¢inde sitokinler, kemokinler,
reaktif oksijen tiirevleri, arasidonik asit metabolitleri yer almaktadir (40). Hipoksik
iskemide enerji yetmezligi ve kan akiminin bozulmasi kalsiyumun hiicre i¢inde
birikimi ile sonucglanir. Kalsiyum, gliserofosfolipidleri hidrolize eden fosfolipaz
A2‘nin aktive olmasia ve arasidonik asit metabolitlerinin salimimina neden
olmaktadir. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzim kompleksleri ile arasidonik asit
metabolize olmakta; prostaglandin (PG) ve 16kotrien (LT) olusmaktadir. PG’ler ve
LT’ler, serbest radikallerin iiretimini ve inflamasyonu artirarak beyin zedelenmesine

katkida bulunmaktadirlar (41).
ISKEMIi VE HiPOKSIK-ISKEMIK HUCRE OLUMU

Iskemi, dokuyu perfiize eden kan akimindaki vyetersizlife bagli olarak

gelismektedir ve geriye doniisiimlii veya doniisiimsiiz hiicre hasarina neden
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olmaktadir (42). Hipoksiden farkli olarak, glikoliz i¢in gerekli maddeler de dokuya
ulagsmamaktadir ve bu maddeler tiikkendiginde anaerobik enerji iiretimi durmaktadir.
Bu nedenle iskemi, dokularda, hipoksiden daha hizli hiicre hasarina yol agmaktadir
(43,44). Iskemik dokularda kan akimi diizeldiginde SR’ler olusmaktadir ve iskemi-
reperfiizyon hasari meydana gelmektedir (42). Hayvan calismalarinda 3 ¢esit iskemi
modeli kullanilmaktadir. Bunlar; global iskemi (beynin tim bolgelerinde iskemi
olusturulmasi), fokal iskemi (beynin bir bolgesinde iskemi olusturulmasi) ve
hipoksi/iskemi (tek tarafli karotis arteri baglanmasi ve beraberinde  hipoksi

uygulanmasi)’dir (45).

Beyin bolgelerinin iskemiye duyarlilik dereceleri ayn1 degildir. Bazi bolgeler
(hipokampusun CA1 bolgesindeki piramidal hiicreler, limbik sistem, serebellumun
purkinje hiicreleri, korteksin 3. 5. ve 6.tabakalarinin ve striyatumun kiigiik ve orta
biiyiikliikteki noronlar1) iskemik hasara daha duyarlidir. Norotransmiterlerin ve
reseptOrlerin yapilarina, spesifik anatomik ve sinaptik baglantilarina bagli olarak

noronlarin iskemiden etkilenme dereceleri degismektedir (46).

Hiicre dliimiiniin iki ¢esiti vardir. Bunlardan apopitozis genellikle bir hiicrede
veya hiicre grubunda, plazma zari biitliinligii bozulmadan, yapisal ve niikleer
proteinlerin parcalanmasi seklindedir. Aktif bir siirectir. Diger bir hiicre 6liim sekli
olan nekroz ise iskemi ve mekanik travma gibi ¢evresel degisiklerin neden oldugu
fizyolojik olmayan, pasif bir siirectir. Hipoksik iskemi sonrasinda her iki progesin

birden ortaya ciktig1, insan ve hayvan c¢alismalarinda gosterilmistir (47-50).

FENITOIN

Non-sedatif antiepileptik bir ilactir. Fizyolojik sistem lizerinde ¢esitli etkileri
bulunmaktadir. Sodyum, potasyum ve kalsiyumun membran potansiyelleri tizerinde
etkilidir. ~ Norepinefrin, asetilkolin ve GABA gibi noérotransmitterlerin
konsantrasyonunu degistirir. Noronlarla yapilan hiicre kiiltiir caligmalarinda
fenitoinin  aksiyon  potansiyelini  bloke ettigi = gosterilmistir.  Yiiksek
konsantrasyonlarda serotonin ve norepinefrin salinimini inhibe eder, dopamin geri
alimin1 arttirir, monoamin oksidaz aktivitesini inhibe eder. Kalsiyumun hiicre

membranindan gecisini engeller ve bu sekilde kalsiyum bagimli sekretuar islevler
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tizerinde inhibitor etki gosterir. Biyokimyasal siirecler {izerinde bu etkileri tam agik
degildir; ancak terapdtik dozlarda sodyum kanallarini bloke ettigi ve tekrarlayan
aksiyon potansiyellerini inhibe ettigi bilinmektedir. Oral absorbsiyonu tamdir,
yarilanma siiresi 12 ile 36 saat arasindadir. Plazma proteinlerine yiiksek oranda
baglanir. Uremi veya hipoalbuminemi durumlarinda, klinik bulgularla serbest
fenitoin diizeyi arasindaki korelasyon acgik degildir. Serebrospinal sividaki
konsantrasyonu plazma diizeylerinden bagimsizdir. Beyin, karaciger, kas ve yag
hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda birikir (51). Yiiksek dozda kullamildiginda
nistagmus, ataksi ve diplopi ortaya ¢ikabilir, yine yiiksek dozda sedatif etkisi vardir.
Uzun siireli kullanirmda D vitamini metabolizmasini bozarak osteomalaziye neden

olabilir (52).

HIPOKAMPAL FORMASYON
Hipokampal formasyon;  ‘hipokampus’, ‘gyrus dentatus’, ‘subikulum’,

‘presubikulum’, ‘parasubikulum’, ‘area entorhinalis’den olusmaktadir (53).

HIPOKAMPUS

Filogenetik olarak beynin en eski boliimlerinden biri olan hipokampus, lateral
ventrikiiliin arka boynuz taban1 boyunca uzanan, yaklasik 5-8 cm uzunlugunda bir gri
cevher tabakasidir. Koronal kesitlerde ‘C’ harfi seklinde goriiliir ve ‘C’ harfinin
konveks yiizii ventrikiil bosluguna, konkav yiizii ise hemisferin alt yiiziine dogru
yonelmistir. ‘Cornu  Ammonis’in bas harflerini temsilen CA olarak da ifade
edilebilen hipokampus, hiicre yapisindaki degisikliklerden dolay1 CA1, CA2, CA3 ve
CA4 gibi farkli alanlara boliinmiistiir. Bunlardan CA1 ‘subikulum’a, CA4 ise ‘gyrus

dentatus’a en yakin olan alandir (54).

Histolojik olarak; hipokampus, ¢esitli tabakalardan olugmaktadir; bunlar
ventrikiiler yiizeyden baslayarak derine dogru su sekilde siralanmaktadir:

1-Alveus: Subikulum ve hipokampusa ait piramidal hiicre aksonlarini igerir.

2-Stratum oriens: Esas olarak piramidal hiicrelerin bazal dendritleri ile
interndronlarin yerlestigi tabakadir.

3-Stratum piramidalis: Hipokampusa esas sekli buradaki piramidal hiicrelerin

dizilimi vermektedir.
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4-Stratum lusidum: CAl ve CA2‘de bulunmaz, CA3 alanindaki piramidal
hiicrelerle baglantiy1 saglayan lifleri igerir.

5- Stratum radiyatum

6- Stratum lakunosum

7- Stratum molekulare

Hipokampusta uyarilarin alinmasi1 afferent yollarla, uyarilarin iletilmesi
efferent yollarla saglanmaktadir (55). ‘Area entorhinalis’den gelen duyular
hipokampusa ileten baglica afferent yollar: ‘Perforant yollar’, ‘Mossy lifleri’,
‘Schaffer kollateralleri’ ve ‘alvear lifler’ dir. En 6nemli efferent yol ise forniks’dir
(56). Hipokampusun yapis1 karmasiktir. Beyinde bir ¢cok bdlge ile baglantili olmast,
fonksiyonlarinin agiklanmasini giiclestirmektedir. Emosyonel davraniglarimizi
yoneten limbik sisteme dahil bir yapidir; uyarilmasiyla bir ¢ok endokrin ve
davranigsal degisikliklerin ortaya ¢iktig1 gdzlenmistir. Limbik sistemle iligkili olarak
gorme, isitme, dokunma, i¢ organ duyularini alir ve davranigsal sonucun gelisimine
katkida bulunur. Kisa siireli hafiza iizerine etkilidir, sag hipokampus gorsel, sol
hipokampus sozel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda daha fazla aktivite gostermektedir

(57,58).
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Hippocampus

CA1 piramidal h.

Schaffer kollateralleri \ CA‘I

CA3 piramidal h.

Dentate gyrus Perforan yol
Mossy lifleri (Entorhinal korteks)

Sekil 5: Hipokampal formasyonun baglantilari

SICANLARDA HiPOKAMPUS
Sicanlar, deneysel c¢alismalarda en sik kullanilan, birgok farmakolojik
deneylerde ve kanser arastirmalarinda in-vivo model olusturulan hayvan
tiirlerindendir. Sicanlarin dogumdan sonraki 15 giin igerisinde beyin ve viicut
agirliklar1 orantili olarak artar ancak daha sonraki donemde beyin agirligi, viicut
agirhigina gore daha yavas bir hizda artmaya devam eder. Ortalama viicut agirliklar
ile ortalama beyin agirliklar1 arasinda bir iliski yoktur. Wistar Albino Cinsi Siganlar
orta derecede dogurgan ve enfeksiyonlara oldukc¢a direncli bir tiirdiir (59).
Biitiin memelilerde hipokampusun yapisal organizasyonu birbirinin benzeridir.
Sicanlarda hipokampal formasyon dort basit kortikal bolgeyi kapsar (Sekil 5).
Bunlar: 1-Gyrus dentatus,
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2-Hipokampus,
3-Subikular kompleks ve
4-Endorhinal korteks’dir.

Hipokampus ; uzun eksen boyunca kivrilmis ‘C’ harfi seklindedir ve temporal
lobun ventrokaudalinde uzanir. Dort alt bolimden biri olan CA4, polimorfik
hiicrelerden olusur ve ‘gyrus dentatus’un hilusuna uyan bolgedir. Piramidal hiicre
tabakas1 hacim olarak birbirine yakin biiyiikliikte iki boliim (CA1l ve CA3) ‘diir. Bu
iki bolgenin arasindaki gegis bolgesine CA2 denir. Gyrus dentatusa ve hilusa yakin
olarak uzanan bolge, piramidal ndronlarin hiicre govdelerini igerir. Subiculum,

kendine komsu hipokampustan daha az yogun piramidal hiicre igerir (60).
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3. GEREC VE YONTEM

Deneysel c¢alismaya baslamadan 6nce Pamukkale Universitesi Tibbi Etik
Kurulu’ndan Etik Kurul onay1 alindi ve 01.04.2006- 01.05.2007 tarihleri arasinda
calisildi. Yenidogan sicanlarin kullanildigi bu calisma; deney hayvanlart ¢alisma
etigi kurallarina uygun sekilde, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda yapildi. Histolojik ¢alismalar Anatomi Anabilim Dali
Laboratuari’nda ve Patoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda gergeklestirildi.

Her iki cinsten, toplam 24 adet Wistar yenidogan sican, Pamukkale
Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi yardimiyla segilerek rastgele 4 gruba ayrildi.
Sicanlarin bakimi, alti plastik kapli, iistii tel olan 6zel kafeslerin icinde yapildi.
Yenidogan sicanlar; ¢alisma Oncesi ve sonrasinda, annelerinin yaninda tutuldu,
ayrica caligma siireci de dahil olmak {izere oda 1sisinda (22+2 °C), %50+5 nem
ortaminda, 12°ser saatlik aydinlik-karanlik siklusu bulunan bir ortamda takip edildi.
Bu calismada; term insan yenidogan beynine benzerlik gdsteren 9-12gr agirliginda
onii¢ giinliikk sicanlar ve Levine’in modifiye hayvan modeli kullanildi. Bu modelin
yardimiyla; miadinda dogmus, hipoksik iskemik ensefalopatili yenidoganlarin beyin

hasarina histopatolojik acidan benzeyen, tek tarafli beyin hasari olusturuldu (61,62).

Caligma gruplart:

1.grup: Cerrahi stres olusturulan ve sadece boynun sol tarafina insizyon agilip
kapatilan grup, ( 6 adet yenidogan sigan)

2.grup: Hipoksi iskemi sonrasi intraperitoneal (i.p.) salin (% 0.9 NaCl)
uygulanan grup, ( 6 adet yenidogan sican)

Tedavi grubu fenitoin 1 (TG-F1): Hipoksi iskemi sonras1 20mg/kg i.p. fenitoin
(Phenytoin Antijen) uygulanan grup, ( 6 adet yenidogan si¢an)

Tedavi grubu fenitoin 2 (TG-F2):Hipoksi iskemi sonrast 30mg/kg 1.p. fenitoin
(Phenytoin Antijen) uygulanan grup, ( 6 adet yenidogan sigan) seklinde olusturuldu.
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HIPOKSI-ISKEMI MODELI

Anestezi uygulanan sicanlar (20mg/kg/doz ketamin i.p.(Ketalar)) ameliyat
masasi tizerine alindi. Sig¢anlar sirtiistii olarak yatirildi. Dort ekstremite toplu igne
yardimiyla tahta levha {izerine sabitlendi ve boyun hiperektansiyonda olacak sekilde
pozisyon verildi. Antiseptik soliisyonla ile temizlenen boyun boélgesine, vertikal
olarak ve orta hatta 0,5-1 cm’lik cilt, cilt alt1 insizyonu yapildi. Insizyon hattindan
boynun sol tarafina girilerek incelenen dokuda, sol a.carotis communis yeri bulundu
ve 5/0 ipek ile baglandi. Islem sonrasi kars: taraf kas grubunda seyirme ve a.carotis
communiste baglanmadan Onceki pulsasyonun, baglanmadan sonra kayboldugu
gozlendi. Cerrahi islem sirasinda a.carotis communiste yirtilma veya kopma olan
deneklerle, kanama veya anesteziye bagli komplikasyon gelisen denekler ¢alismaya
dahil edilmedi. Sicanlarin viicut 1sis1 36,5-37 °C tutularak hipotermiden korundu.
Alt1 adet sicanda agilan insizyon hatti, a.carotis communis baglanmadan kapatildi ve
bu grup 1.grup olarak ayrildi. Insizyon yeri dikildikten sonra beslenmeleri icin 2 saat
annelerinin yanina birakildi. Ardindan 1.grup hari¢ diger gruplara ait yenidogan
siganlar, hipoksi kabinine alindi. Burada hayvanlara nemlendirilmis %92 nitrojen ve

%8 oksijen karisimi, 1,5 saat siire ile solutuldu (63,64).

ILAC VE SERUM FiZYOLOJIiK VERILMESI

Birinci grup disindaki denekler hipoksi kabininden ¢ikarildi ve 5 dakika normal
atmosfer havasinda birakildi. Bunu takiben 2.grup si¢anlara 0,1 ml serum fizyolojik,
TG-F1 grubuna 20mg fenitoin (Phenytoin Antijen-ampul) (0,1ml serum fizyolojik
icinde 20 mg/kg), TG-F2 grubuna 30mg fenitoin (Phenytoin Antijen-ampul) (0,1ml
serum fizyolojik i¢inde 30 mg/kg) 1.p. olarak uygulandi.

DOKUNUN HAZIRLANMASI

Yenidogan siganlar hipoksi-iskemi modeli olusturulduktan sonraki 8. gilinde
dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Bu islem anestezi dozunda ketamin i.p. olarak
uygulandiktan sonra yapildi. Cikarilan beyin dokular1 Patoloji Anabilim Dali
Laboratuari’nda -15C°’ye ayarlanmis olan kriyostat cihazina konuldu. Kriyostat
cihazinda dondurulan beyin dokularindan 150 mikrometre kalinliginda horizontal
kesitler alindi. Lamlar {zerine aliman kesitler ayni laboratuar sartlarinda

Hematoksilen-Eozin boyasi1 ile boyandi.
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KESITLERIN BOYANMASI

Kesitler sirayla %96-90-80 ve 70’lik alkol igeren kaplarda 10 dakika bekletildi.
Bu islemden sonra suda yikanan preparatlar Hematoksilen’de 2,5-3 dakika bekletildi
ve tekrar suda yikandi. Asit-alkol soliisyonuna daldirilip ¢ikartilmasinin ardindan
amonyak soliisyonunda 1-2 dakika bekletildi. Tekrar suda yikandi ve Eosin
solisyonu icinde 3-5 saniye birakildiktan sonra yukarida belirtilen alkol
soliisyonlarindan tekrar ge¢irildi. Bu islemi takiben ksilol i¢ine alinan preparatlar 30
dakika bekletildikten sonra entellanla kapatildi. Kesitler 151k mikroskobu altinda 4,
10, 20, 40 ve 100’lik biyilitmeler kullanilarak incelendi. Kesitlerde tiim beyin

dokusu goriilerek sag veya sol hemisfer ayirimi yapildi.

STEREOLOJIK YONTEMLER

Gergekte ii¢ boyutlu olan biyolojik yapilar mikroskopta iki boyutlu kesit
goriintiileri verirler. Bu iki boyutlu olarak gozlenen yap1 veya cisimlerin ii¢ boyutlu
Ozelliklerini ortaya ¢ikarmak icin gelistirilmis bir bilim dali olan stereoloji, ilk kez
1961 yilinda Elias tarafindan kullanilmig, 1984 yilinda Sterio tarafindan etkin ve
tarafsiz metotlarin tarif edilmesiyle yeni bir anlayisa kavusmustur (64,65). Bir
yapinin veya organin hacim, yiizey alani gibi degerlerinin hesaplanmasi, yapi
icerisinde bulunan farkli bilesenlerin birbirlerine gore hacim, uzunluk, alan v.b.
yogunluklariin bulunmasi, bir yapidaki toplam tanecik sayisinin ortaya ¢ikarilmasi
gibi calismalar stereolojinin 6nemli konularmi olusturmaktadir. Biyolojik yapilara
iliskin bu tip sayisal verilerin elde edilmesinde kullanilabilecek bir ¢ok yontemin
olmast bu yontemler arasinda en uygun ve giivenilir olaninin secilmesini
gerektirmektedir. Onemli olan biyolojik yapilarda herhangi bir niceligi hesaplar veya
Olcerken, yapidan tarafsiz, yani ger¢ek degerden sistematik bir sapma gdstermeyen
sonuglarin elde edilmesini saglayacak bir yontemin secilmesidir. Stereolojik
yontemlerin en 6nemli 6zellikleri etkin, tarafsiz ve kesin olmalaridir. Bu yontemlerle
beyindeki toplam ndron sayisi, sinaps yogunlugu veya toplam beyin hacmi
Olciilebildigi gibi, ornegin bobrekte korteks-medulla orani, toplam glomeriil sayzsi,
viicuttaki damarlarin toplam uzunluklari, ince bagirsaklarin toplam yiizey alanlar1 vb.
gibi hesaplamalar da yapilabilir (65). Stereolojik ydntemler ilgilenilen yapinin
sistematik-tekdiize-rastgele olarak elde edilmis 6rnekleri tizerinde 6l¢limler yaparak,

o yapidaki s6z konusu sayisal niceligin belli ve istatiksel olarak kabul edilebilir bir
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hata pay1 dahilinde hesaplanmasina dayanmaktadir. Makroskopik bir yapinin paralel
kesitlere ayrilmasi, bu kesitlerin mikroskopta incelenmesi, ilgilenilen doku
bilesenlerinin taranmasi, mikroskoptaki goriintii alanlarinda ardigik goriintiilerin
karsilastirilmasi, kesit kalinliginin 6l¢iilmesi gibi basamaklarin dikkatli ve kurallara
uygun gerceklestirilmesiyle giivenilir sonuglara ulagilmaktadir.  Stereolojik
yontemlerin kuramsal, pratik ve sade olusu bir¢ok yeni yontemin hizla literatiire
katilmasin1 ve bu yontemlerin morfometrik caligmalarda ‘altin standart’ olmasini
saglamaktadir (66).

Stereolojik metotlarin temel ilkelerinden birisi ‘sistematik rastgele drnekleme
stratejisi’dir. Klasik rastgele ornekleme herhangi bir siralama gdzetmeksizin her
ornegin bir dncekinden bagimsiz ve tamamen rastgele olarak secildigi bir yontemdir.
Bunun aksine sistematik rastgele Ornekleme rastgele segilen bir baslangic
noktasindan baglanarak sabit ve dnceden belirlenmis araliklarla se¢im yapmayi igerir.
Sistematik olmasi, 6rneklemenin onceden belirlenmis araliklarla yapilmasi; rastgele
olmasi, bu sistematik 6rneklemenin belirlenen 6rnekleme araligi icerisindeki rastgele

bir say1 ile baglamasidir. (67).

OPTIK DISEKTOR VE OPTiK PARCALAMA

Fiziksel disektoriin mantigindan yola c¢ikilarak olusturulmus optik disektor
metodu stereolojik bir metoddur, oldukca pratik ve etkin bir yontemdir. Bu yeni
yontem 1986’da Gundersen tarafindan ortaya konulmus olup arastiriciyr fiziksel
olarak iki ayr kesitte karsilagtirma yapma zahmetinden kurtarmaktadir. Tek bir kalin
kesit hacmi igerisinde ardi ardina alinan optik kesitlerden faydanilarak, secilen
ornekleme alaninda tanecik sayimi yapilmasina olanak verir. Optik disektor
yonteminde alinacak kesit kalinligi, sayilan en uzun partikiilden daha biiyiik
olmalidir. Bu deger genellikle 20 pm ve daha {istii olarak alinir. Kesitlerde disektor
sayim kurallarinin uygulanmasi, yani iki boyutlu sayim ¢ergevesinin ii¢ boyuta sanal
olarak aktarilmasiyla mikroskop basinda ya da monitdr goriintiisiinde partikiil sayimi
yapilabilir. Partikiil sayiminda oncelikle kesitin {ist yiizeyinden baglanarak odaklama
yapilir. Goriintliniin ilk netlestigi yiizey kesitin st yiizeyi, goriintii netliginin
kayboldugu yer kesitin alt yiizeyi olarak belirlenir. Iki yiizey arasmdaki partikiiller
sayilarak kaydedilir. Alt ve iist ylizey aras1 mesafe mikrokator adi verilen bir aletle

Olciilebilir, ayn1 zamanda bu 6l¢iim kalibre edildigi yontem ile de yapilabilir. Kesit
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yiizeylerindeki artefaktlar1 ekarte edebilmek icin alt ve iist giivenlik kusagi denilen
mesafede partikiil sayim1 yapilmaz. Optik disektor yiiksekligi partikiil sayiminin
yapildigr bolgedir. Toplam disektor partikiil sayisi, toplam disektdor hacmine
boliiniirse sayisal yogunluk elde edilir, sayisal yogunluk degeri, yapinin toplam
hacmiyle carpilirsa toplam partikiil sayisina ulasilir (68). Optik pargalama,
incelenecek bdlge hacminin tek tip sistematik rastgele 6rnekleme ile elde edilen bir
boliimiinde, ti¢ boyutlu sayim yontemi ile olan optik disektorle hiicre sayimidir.
Onemli 6zelligi dokudaki sekil degisikliklerinden, fiksasyon, takip, gdmme, kesit
alma, boyama gibi histolojik islemler nedeniyle olusabilecek biiziisme veya sisme
gibi olaylardan etkilenmemesidir. Doku, kesit ve kesit alan1 seviyelerinde 6rnekleme
yapilir. Orneklenen bolgelerin, ilgilenilen yapinin kagta kagina karsilik geldiginin
bilinmesiyle yapinin tamaminin sayimi yerine kiigiik bir parcast orneklenmis olur.
Orneklenen kisimdan elde edilen partikiil sayis1, bu par¢anin ana yapiya oranlari ile
carpilirsa toplam partikiil sayisina ulasilmis olur (66-69).

Stereolojik yontemin tarafsiz ve dogrulugunun yiiksek olmasi ‘tarafsiz sayim
cercevesi’ temeline dayanmaktadir. Partikiil sayisinin sayim c¢ergevelerinden
kaynaklanan hatalar nedeniyle farkli ¢ikmasina ‘kenar etkisi’ denir. Bunu ortadan
kaldirmak amaciyla, etrafinda 6zel bir emniyet alan1 olusturulan bir sayim g¢ergevesi
kullanilmaktadir. Bu cergeve birbiriyle kesisen iki kenarit kalin ve diiz, diger iki
kenar1 ince ve kesikli cizgi ile cercevelenmis kare veya dikdortgen seklindedir.
Sayim sirasinda, sol ve alt kenarlar ile bunlarin uzantilarina degen yapilar dikkate
alinmazlar (yasak kenarlar). Yalnizca ¢er¢cevenin tamamen igerisinde olan veya sag
ve Ust kenarlara (serbest kenarlar) degerek kismen c¢erceve igerisinde olan yapilar
sayilir (60,68,72).

Optik parcalama yoOntemine gore hiicre sayisinin hesaplanmasi igin; kesit
ornekleme orani, alan 6rnekleme orani, kesit kalinliginin l¢iimii, kalinlik 6rnekleme

orani ve hata katsayis1 degeri gerekmektedir.

KESIiT ORNEKLEME ORANI(KeOO)

Kriyostat -15°C'ye ayarlanarak her sigan beyninden 150 pm kalinlikta
kesitler alindi. Sistematik rastgele drnekleme yontemi uygulanarak, iki kesitten biri
atilip biri alindi ve beyin dokusu bitinceye kadar devam edildi. Kesitler lam

tizerine alinarak numara verildi, lam tasiyicilarina yerlestirilerek boyandi, boyanan
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kesitlerde hipokampus alan1 igerenlerin tiimiinde sayim yapildi. Bu sekilde kesit

ornekleme oran1 %2 oldu (70,71,72).

ALAN ORNEKLEME ORANI (AOO)

Sistematik rastgele Ornekleme ile se¢ilmis olan kesitler, tarafsiz sayim
cergevesi icerisinde, mikroskopta belli araliklarla x ve y eksenleri boyunca taranir.
Alan oOrnekleme orami tarafsiz sayim cgercevesinin, x y adimlamaya orani olarak
hesaplanir (69).

Calismamizda Thoma lami1 mikroskoba konulup bir kiiciik kare X100
biiylitmede belirlendi. Goriintli, mikroskoba monte edilmis video kamera (Sony
Exwave HAD Color Video Camera SSc-DC88P) ile bir monitére (Sony LCD
monitorLMD-2010) aktarildi. Bir kiiciik karenin monitére yansiyan goriintiisii
netlestirildikten sonra monitor iizerine asetat kagidi yerlestirildi. Asetat kagidina
aktarilan goriintii lizerinde kenar uzunlugu 50 pm (0.05 mm) olan bir kare elde edildi
ve bu asetat kalemi ile ¢izildi. Kesitlerde hipokampus alani X100 biiyiitme ile
incelendi. Kesit goriintiisiinde x ekseninde 600 pm araliklarla ve y ekseninde 50 pm

araliklarla adimlama yapild1 (72). Boylece bu iki eksendeki adimlama alani (x, y

adimlama)= 600 pm x 50 pm = 30 000 umz olarak bulundu. Asetat {izerinde elde
edilen bu kare i¢ine kenarlar1 10 um olacak sekilde bir ¢erceve cizildi. Serbest ve
yasak kenarlar belirlendi (birbirine dik olan sol ve alt kenar yasak, diger iki kenar
serbest olarak kaydedildi). Asetat kagidi iizerindeki, cerceve iceren kare sekli,
monitdr lizerine yapistirilarak tarafsiz sayim cergevesini uygulamak icin kullanildi.
Sol hipokampus CA1l, CA2, CA3 stratum piramidale tabakasi, x ve y ekseninde
yukarida tanimlanan araliklarla tarandi. Her adimlama sonucu monitére gelen
gorlintiinlin tamaminda sayim yapilmayarak, sadece Ol¢iiler1 6nceden tespit edilen
tarafsiz sayim c¢ergevesinde sayim yapildi. Tarafsiz sayim cer¢evesinin kenar

uzunluklar1 10 pm, tarafsiz sayim cer¢evesinin alan1 100 um?” olarak bulundu. Buna

.. 2 2
gore AOO 100 pm /30 000 pm = 1/300 olarak hesaplandi.

KESIiT KALINLIGININ OLCUMU

Calismamizda bir lamelin alt ve iist ylizeylerine mavi ve kirmizi renkte birer

cizgi ¢izilerek bu lamel bir lam {iizerine yapistirildi. Mikroskopta, mikrovida
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dondiiriilerek lamel iist yiizeyine ¢izilen kirmizi ¢izgi netlestirildi. Bu durumdaki
mikrovida degeri derece olarak kaydedildi ve lamelin {ist yiizeyi olarak kabul edildi.
Daha sonra mavi ¢izgiye ulasincaya kadar mikrovida dondiiriildii. Mavi ¢izgi hizasi
ise lamelin alt ylizeyi olarak kabul edildi ve bu noktadaki deger de derece olarak
kaydedildi. Kirmizi ve mavi ¢izgiye tekabiil eden iki deger arasindaki fark
hesaplandi. Mikrovidadaki degerlerin gercek karsiligim1 bulmak i¢in, lamel
kirildiktan sonra dik olarak mikroskop altina yerlestirildi. Daha 6nceden Thoma
lam1 kullanilarak kalibre edilmis monitér ekraninda lamelin gercek kalinlig
saptand1. Bu Ol¢lim, lamelin gercek kalinligi ile mikrovida dondiiriilerek bulunan
degerlerin karsilagtirilmasi i¢in yapildi. Boylece mikrovidadaki 1 derecelik hareketin
ka¢ pm’ye karsilik geldigi bulunmus oldu. Calismamizda mikrovidadaki 1 derecelik
hareketin 0,5 pm’ye karsilik geldigi belirlendi. Isik mikroskobunda, mikroskobun
mikrovidas1 yardimiyla, ilk net goriilen goriintii ile son net goriilen goriintii arasi
mesafe Olciilerek kesit kalinligi hesaplanabilmektedir (72). Doku kesitleri
mikroskopta incelenirken ilk olarak net olarak goriilen goriintii ile en son net olarak
goriilen goriintii ve bunlarin karsiigindaki degerler kaydedildi. 1ki goriintii arasi
mesafe kesit kalinlig1 (t) olarak belirlendi. Tiim kesitlerin kesit kalinliklar1 6lgiildii,

takiben her hayvan i¢in ortalama kesit kalinligi (tor) hesaplandi.

KALINLIK ORNEKLEME ORANI (KaOO)

Kesit kalinligir belirlenmesinin ardindan 5 pm distten, 5 pm alttan olmak
tizere 10 pm'lik bir giivenlik araligi birakildi. Kesit kalinligindan gilivenlik aralig
cikarilarak, her kesit icin disektor yiiksekligi (h) belirlendi. Ardindan her hayvan
icin ortalama disektor (hor) yiiksekligi hesaplandi. Bu deger kullanilarak her sigan
i¢cin kalinlik 6rnekleme orani bulundu. Kalinlik 6rnekleme orani, ortalama disektor

yiiksekliginin, ortalama kesit kalinligina (tox) oranidir.(KaOO= hyy / tor).

NORON SAYIMI

Hipokampus alanlar1 incelenmek iizere kesitler mikroskop ftizerinde X4
bliylitmede belirlendi ve sonra lam iizerine bir damla immersiyon yagi dokiildii ve
gorlintii X100 bliyiitmeye getirildi, CA1, CA2, CA3 stratum piramidale tabakasi

belirlendi. Daha 6nce tanimlanan adimlamalara uyularak, "x" ve "y" ekseninde,

belirlenen kesit kalinlig1 igerisinde optik disektdr sayim kurallarina gore sayim islemi
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yapildi. Hipokampus CA1l, CA2, CA3 stratum piramidale tabakasinda bulunan,
giivenlik kusagi disinda kalan, sadece tarafsiz sayim cergevesi ve serbest kenarlar
icine giren hiicrelerin niikleuslar1 sayildi. Her hiicrenin tek niikleusu oldugu icin
niikleus sayis1 aym1 zamanda hiicre sayisi olarak kabul edildi (73). Her kesit i¢in
sayilan noron say1s1(Q’) kaydedilerek, bunlarin toplanmasiyla her sigan i¢in sayilan

toplam (hiicre sayis1) néron sayisi (XQ’; toplam disektor partikiil sayis1) bulundu.

TOPLAM NORON SAYISI
Hesaplanan parametreler asagidaki formiile uygun olarak yerlestirildi. Her
sigan ic¢in hipokampus CAl, CA2, CA3 stratum piramidale bolgesindeki toplam

ndron sayilar1 hesaplandi (73).

N(toplam) = (ZQ") x (1/ KeOO) x (1/ AOO) x (1/ KaOO)

Ornekleme planmin  yeterliligi ve ¢alismanin giivenilir olmasi, hata
katsayilarinin %10’un altinda olmasiyla iligkilidir. Hata katsayis1 hesaplanirken, her
sican icin sayilan kesit sayis1 ve her kesit i¢in sayilan disektor partikiil sayilart (Q°)
kullanilmaktadir (73). Tablo-1’de 1.grup 4 nolu sicana ait disektor partikiil sayilari

ve hata katsayisinin hesaplanmasinda kullanilan formiil gosterilmistir.

Tablo 1: Birinci grup-4 nolu sicana ait kesitlerdeki disektor partikiil sayilar ve

hata katsayis1 bulunmasinda kullanilan parametreler.

Kesit No Q Q xQ Q' x (Q +1) Q' x (Q +2)
1 50 2500 1600 1900
2 32 1024 1216 1312
3 38 1444 1558 1330
4 41 1681 1435 1148
5 35 1225 980 1225
6 28 784 980 924
7 35 1225 1155 1435
8 33 1089 1353
9 41 1681
Toplam > Q=333 A=12653 B=10277 C=9274

Q: Kesite ait disektor partikiil sayisi, ZQ™: Toplam disektor partikiil sayisi, Q°
+1: Bir sonraki kesite ait disektor partikiil sayis1, Q+2: Iki sonraki kesite ait disektor

partikiil sayis1, HK: hata katsayis1
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HK =V [(3A+C-4B)/12] / Q  (65)

Buna gore 1.grup-4 nolu sigana ait hata kat sayis1 0,019 bulundu.

ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Istatistik analiz “SPSS for Windows” istatistik programmim 10.0 versiyonu
kullanilarak yapildi. Gruplarin ortalama toplam ndron sayilar1 arasindaki farklilik
‘Kruskal-Wallis” testi ile degerlendirilirken, gruplarin kendi aralarindaki

farkliliklarin incelenmesinde ‘Mann-Whitney U’ testi kullanildi.
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4. BULGULAR

SICANLARIN HUCRE SAYIM SONUCLARI VE KULLANILAN
PARAMETRELER

Hipoksi iskemi olusturulmayan ve sadece cerrahi islem uygulanan birinci
grubun, toplam ndron sayisi, en yiiksek 302604, en diisiik 242100 olarak sayilmistir.

Noron sayilart Sekil-6’da karsilastirmali olarak gosterilmistir.

350000
300000

250000 -

200000 -

150000 -

100000 -

50000 -
0 - T T T T T

1.sican 2.sican 3.sigan 4.sican 5.sican 6.sigan

Sekil-6: Birinci gruptaki sicanlarin ndron sayilari

Altr adet hayvandan olusan, 1.gruptaki sicanlarin, postnatal 13. giinde bakilan
viicut agirliklari, sol hipokampal CA1, CA2, CA3 alanlarindaki toplam noéron sayilari
ve toplam noéron sayisi hesaplanmasi icin gereken parametreler Tablo-2’de

gosterilmistir.
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Tablo-2: Birinci grup sicanlarin viicut agirliklari, sol hipokampal CA1, CA2,

CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam ndron sayilar1 ve kullanilan

parametreler
SICANLAR
PARAMATRELER
1 2 3 4 5 6

Viicut agirligi 9,7 11,2 10,6 12,2 12,5 10,8
Q 275 269 300 333 334 278
1/KaOO 1,54 1,50 1,49 1,48 1,51 1,49
ton 28,26 29,0 30,3 30,6 29,5 30,4
hert 18,26 19,0 20,3 20,6 19,5 20,4
HK 0,014 0,014 0,019 0,019 0,015 0,023
1/A00 300 300 300 300 300 300
n 254100 242100 268200 295704 302604 248532

Viicut agirligi: Gram, Disektor sayisi: Q7, Ortalama kesit kalligi: t,, (um), 1/Kalinlik drnekleme

orant: 1/KaOO0, Disektor yiiksekligi: hyy (um), Hata katsayisi: HK, 1/Alan &rnekleme orani: 1/A00,

n: Toplam ndron sayisi

Hipoksi-iskemi modeli olusturulup, serum fizyolojik verilen 2.grubun

toplam ndron sayist en yliksek 118800 , en diisiik 86070 olarak sayilmistir. Noron

sayilar1 Sekil-7’da karsilagtirmali olarak gosterilmistir.
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Sekil-7: Ikinci gruptaki siganlarm ndron sayilart
Alt1 adet hayvandan olusan, 2.gruptaki sicanlarin, postnatal 13. giinde bakilan
viicut agirliklari, sol hipokampal CA1, CA2, CA3 alanlarindaki toplam noéron sayilari
ve toplam noéron sayisi hesaplanmasi icin gereken parametreler Tablo-3’de

gosterilmistir.
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Tablo-3: ikinci grup sicanlarin viicut agirliklari, sol hipokampal CAl,

CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam ndron sayilart ve kullanilan

parametreler
SICANLAR
PARAMATRELER
1 2 3 4 5 6

Viicut agirlig1 10,8 11,8 10,7 9.1 9,2 12,7
Q 127 121 132 130 99 95
1/KaOO 1,49 1,49 1,51 1,50 1,50 1,51
ton 30,4 30,2 29.4 29,9 30,0 29.6
hert 20,4 20,2 19,4 19,9 20,0 19,6
HK 0,022 0,017 0,015 0,013 0,014 0,013
1/A00 300 300 300 300 300 300
n 113538 108174 118800 117000 89100 86070

Viicut agirligi: Gram, Disektor sayisi: Q7, Ortalama kesit kalligi: t,, (um), 1/Kalinlik drnekleme
orani: 1/KaOO, Disektor yiiksekligi: hy, (um), Hata katsayisi: HK, 1/Alan 6rnekleme orant: 1/A0O0,

n: Toplam ndron sayisi

Hipoksi-iskemi modeli olusturulup 20mg/kg fenitoin verilen, tedavi grubu
fenitoin-1(TG-F1)’in toplam noéron sayisi en yiiksek 259296, en diisiik 188784 olarak

sayllmistir. Noron sayilart Sekil-8’de karsilagtirmali olarak gosterilmistir.

29



300000

250000

200000 -

150000 -

100000 -

50000 -
0 - T T T T T

1.sican 2.sican 3.sican 4.sican 5.sican 6.si¢an

Sekil-8: TG-F1 grubundaki sicanlarin néron sayilari
Alt1 adet hayvandan olusan, TG-F1 grubundaki si¢anlarin, postnatal 13.
giinde bakilan viicut agirliklari, sol hipokampal CAl, CA2, CA3 alanlarindaki
toplam ndron sayilar1 ve toplam noron sayist hesaplanmasi icin gereken parametreler
Tablo- 4’de gosterilmistir.
Tablo-4: TG-F1 grubu siganlarin viicut agirliklari, sol hipokampal CAl,

CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam ndron sayilart ve kullanilan

parametreler
SICANLAR
PARAMATRELER
1 2 3 4 5 6

Viicut agirligi 10,8 9,7 9,5 11,7 9.3 12,7
Q 262 271 270 280 292 207
1/KaOO 1,49 1,51 1,49 1,50 1,48 1,52
ton 30,2 29,7 30,4 30,0 30,7 28,9
hert 20,2 19,7 20,4 20,0 20,7 18,9
HK 0,022 0,015 0,018 0,018 0,021 0,017
1/A00 300 300 300 300 300 300
n 234228 245526 241380 252000 259296 188784

Viicut agirligi: Gram, Disektor sayisi: Q7, Ortalama kesit kaliligi: t,, (um), 1/Kalinlik drnekleme
orant: 1/KaOO0, Disektor yiiksekligi: hyy (um), Hata katsayisi: HK, 1/Alan &rnekleme orani: 1/A00,

n: Toplam ndron sayisi
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Hipoksi-iskemi modeli olusturulup 30mg/kg fenitoin verilen, tedavi grubu
fenitoin-2 (TG-F2)’in toplam ndron sayisi en yiiksek 268176, en diisik 213120

olarak sayilmistir. Noron sayilar1 Sekil-9’de karsilastirmali olarak gosterilmistir.
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1.sican 2.sigcan 3.sigan 4.sican 5.sican 6.sig¢an

Sekil-9: TG-F2 grubundaki sicanlarin néron sayilari
Alt1 adet hayvandan olusan, TG-F2 grubundaki si¢anlarin, postnatal 13. giinde
bakilan viicut agirliklari, sol hipokampal CA1, CA2, CA3 alanlarindaki toplam néron
sayilar1 ve toplam noron sayisi hesaplanmasi i¢in gereken parametreler Tablo- 5’de

gosterilmistir.
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Tablo-5: TG-F2 grubu siganlarin viicut agirliklari, sol hipokampal CAl,

CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam ndron sayilart ve kullanilan

parametreler
SICANLAR
PARAMATRELER
1 2 3 4 5 6

Viicut agirligi 12,1 9,7 10,5 9,9 10,6 12,5
Q 296 241 280 260 288 240
1/Ka00 1,51 1,48 1,49 1,51 1,51 1,48
ton 293 30,6 30,2 29.6 29,4 30,5
hert 19,3 20,6 20,2 19,6 19,4 20,5
HK 0,019 0,012 0,021 0,016 0,019 0,016
1/A00 300 300 300 300 300 300
n 268176 214008 250320 235560 260928 213120

Viicut agirligi: Gram, Disektor sayisi: Q7, Ortalama kesit kalligi: t,, (um), 1/Kalinlik drnekleme
orant: 1/KaOO0, Disektor yiiksekligi: hyy (um), Hata katsayisi: HK, 1/Alan &rnekleme orani: 1/A00,

n: Toplam ndron sayisi

GRUPLARIN HIPOKAMPAL ALANLARDAKI TOPLAM NORON
SAYILARI ORTALAMALARI

Birinci grupta toplam ndron sayis1 ortalamasi 268540 + 25322, 2.grupta toplam
noron sayist ortalamasi 105447 + 14334, TG-F1 grubunda toplam ndron sayisi
ortalamas1 236869 + 25085, TG-F2 grubunda toplam noron sayisi ortalamasi ise
240352 + 23475 olarak saptanmistir. Gruplarin toplam ndron sayisi ortalamalari
sekil-10’da gosterilmistir.

Bu ¢alisma gruplar arasindaki toplam noron sayisi ortalamalarinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkliligin oldugunu gostermistir (p=0,002).

Ikinci grubun toplam ndron sayisi ortalamasi, 1. grubun toplam néron sayisina
ortalamasina gore istatistiksel olarak anlamli dl¢tide diisiik bulunmustur (p=0,002).

TG-F1 grubundaki toplam néron sayisi ortalamasi, 2.gruba gore anlaml

bicimde yiiksek bulunmustur (p=0,004).
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TG-F2 grubundaki toplam ndron sayist ortalamasi, 2.gruba goére anlaml
bi¢cimde yiiksek bulunmustur (p=0,002).

Birinci grup ve her iki fenitoin grubunun toplam ndron sayisi ortalamalar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig1 goriilmiistiir (p<0.05).

Her iki fenitoin tedavisi verilen grubun toplam ndron sayilari ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig goriilmiistiir (p<0.05) (Tablo
6). Deney gruplarindan birer sicana ait, farkli mikroskop biiyiitmelerinde

hipokampus gorintiileri Sekil-11’de gosterilmistir.

300000

250000 -
200000 -

150000 -

100000

50000 -

o_

1.grup 2.grup TG-F1 TG-F2
Sekil-10: Gruplarin toplam ndron sayis1 ortalamalari

Tablo-6: ‘Mann-Whitney U’ testi kullanilarak ikili karsilastirilan gruplarin

istatistiksel p degerleri

ikili Karsilastirlan Gruplar p Degerleri
1.grup / 2.grup 0,002*
l.grup / TG-F1 0,065
1.grup / TG-F2 0,132
2.grup / TG-F1 0,004*
2.grup / TG-F2 0,002*
TG-F1/ TG-F2 0,818

* Anlamlilik diizeyi (p<0.05) olarak kabul edildi.
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Grup 1

Grup 2

TG-F1

TG-F2

Sekil-11: Deney gruplarindan birer sigana ait farkli mikroskop blyutmelerinde hipokampus gértntleri (soldan sada sirasiyla X4,
X10, X40,X100). GD: Gyrus dentatus, CA1-CA2-CA3: Hipokampusa ait stratum pyramidale’nin alt tabakalari.
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5. TARTISMA

Perinatal hipoksik iskemik ensefalopatinin tedavi yaklasiminda genel prensip,
yeterli ventilasyonun ve serebvaskiiler perfiizyonun siirdiiriilmesidir. Hastalarin asid-
baz dengesinin korunmasi, yeterli sivi, elektrolit ve kalori desteginin saglanmasi,
tansiyon arteriyel ve kan glikoz diizeylerinin normal sinirlarda tutulmasi
gerekmektedir. Tedavinin diger basamaklar1 i¢inde, ndbet ve serebral 6dem gibi
komplikasyonlarin tedavisi bulunmaktadir (74,25). Hipoksik iskemik beyin hasari,
olayin baglangicindan reperfiizyon sonrasi iyilesme periyoduna kadar devam eder.
Terapotik pencere donemi ise hasardan sonra baglayan ve birkac saat ile giinler
arasinda degisen bir donemdir. Terapotik pencere donemi icinde uygulanmasi
gereken noroprotektif tedavi basamag ise hala tartigmalidir ve bu tedaviyle ilgili
calismalar devam etmektedir (74-77). Calismamizda, fenitoinin terapotik pencere

donemi i¢inde, ndroprotektif etkisi arastirildi.

Serbest oksijen radikalleri olusumunu engelleyen ilaglar hayvan calismalarinda
incelenmistir. Bu ilaglarin igerisinde yer alan allopiirinol ve oksipiirinol ksantin
oksidazi inhibe ederek ksantin iiretimini engeller. Hipoksik iskemik beyin hasari
olusturulmus immatiir ratlara, resusitasyondan sonraki erken iyilesme fazinda verilen
allopiirinoliin ve oksipiirinoliin ndéron koruyucu etksinin oldugu goriilmiistiir.
Asfiktik infantlarda yapilan bir calismada, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
allopiirinoliin kanda serbest oksijen radikal konsantrasyonunu azalttig1 bulunmustur
(78,25). Fenitoinin serbest oksijen radikalleri iizerine direkt etkisi gosterilememistir;
ancak c¢alisgmamizda matiir yenidogan ratlarda fenitoinin ndron kaybini Onledigi
gosterildi. Bu etkinin fenitoinin serbest yag asitlerin olusumunu azaltarak serbest
radikal  olusumunu indirekt yoldan engellemesiyle iliskili  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Lazaroid non-glikokortikoid bir ilagtir ve demir bagimh lipid
peroksidasyonunu onler. Bu ilacin yetiskin ve immatiir hipoksik-iskemik hayvan
modellerinde noroprotektif etkisinin oldugu goriilmiistiir (25). Selator etkili bir ilag
olan desferroksaminin hipoksi-iskemi hayvan modellerinde serbest demirden
hidroksil radikali olusumunu 6nledigi, beyin hasarini azalttig1 gosterilmistir (79).
Antioksidan ajanlarin (vitamin C,E) ve hipoterminin hipoksik-iskemik hayvan

modellerinde  ndroprotektif oldugunu  goésteren ¢aligmalar  ¢ogunluktadir.
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Hipoterminin koruyucu etkisinin bulunmasi kombine tedavilerin Oniinii agmuistir.
Nitrik oksit sentez inhibitorleri, monosialogangliosidler, biiylime faktorleri, hiicre i¢i
kalsiyum tamponlar1 ve apopitozis inhibitorleri i¢in yapilmis hipoksik-iskemik

hayvan calismalarinin sonuglar1 tartismalidir (74).

Serebral iskemi sonucu hiicre olimiinde en ¢ok arastirilan ndrotransmitter
glutamattir. Santral sinir sisteminde miktar1 en yiiksek olan eksitator norotransmitter
olup, iskemi sirasinda salinimi artmaktadir. Uyarilan glutamat reseptorleri hiicrede
nekroz veya apopitozise neden olmaktadir (80). Yenidogan hayvan calismalarinda
noroprotektif etkili oldugu gosterilen magnezyum bir NMDA reseptor antagonisti
olup; kalsiyumun hiicre i¢ine gegisini ve glutamatin etkilerini bloke etmektedir.
Yenidogan ratlarda NMDA’nin serebral injeksiyonundan 15 dakika sonra verilen
MgSO4’ 1n beyin hasarini azalttigr bulunmustur (74,81). Perinatal hipoksik iskemik
ensefalopatide nobet sik goriiliir. Yenidogan doneminde fenobarbital tedavisine yanit
vermeyen veya status gelisen hastalara fenitoin tedavisi uygulanmaktadir.
Calismamizda, antikonviilzan  etkisinin  yaninda  noroprotektif  etkisinin
kamtlanmasinm, HIE’li hastalar i¢in bir avantaj olacagini diisiinerek, fenitoin ilacini
tercih ettik. Fenitoin ile ndron kiiltiir ¢aligmalar1 yapilmis ve sodyum kanallarini
bloke ederek glutamat salinimini azalttig1 bulunmustur (82). Noron kiiltiir caligmalar
in vivo calismalar kadar degerli degildir ve canli organizmadaki ila¢ etkilerini
yansitamaz. Bu calisma in vivo bir ¢alismadir. Fenitoinin eksitator norotoksisitesi
tizerinde etkili bir ila¢g olmasi sebebiyle planlanmis bu ¢alismada; sicanlarda hipoksi-
iskemi modelinde, néron kaybini1 oOnledigi bulunmustur. Bu etkinin glutamat

salinimin1 azaltarak gerceklestigini diisiinmekteyiz.

Deneysel calismalarda; HIE’de, intraselliiler kalsiyum artismin ndronal
zedelenmeyi arttirdi@i  gosterilmistir, bununla iligkili olarak kalsiyum kanal
blokerlerinin etkisi calisilmistir. Hipoksi-iskemi o6ncesi verilen flunarizinin

yenidogan ve fetal hayvanlarda koruyucu etkisi bulunmustur (81).
Iyon kanal modiilatorii olan bir diger ilag grubu antiepileptiklerdir. Iskemi ile

epilepsinin olusumunda  sinaptik kaskat ve intraselliiler bulgular birbirine

benzemektedir. Bu benzerlik; antiepileptiklerin, iskemi hayvan modellerinde
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gosterilmis noroprotektif etkilerini agiklamaktadir (83-85). Etki mekanizmalarina
gore kalsiyum geri alimimi inhibe edenler, NMDA glutamat reseptor inhibitorleri,
GABA (Gamma- amino butirik asit)’erjik sistem tizerinden etkili olanlar ve sodyum
geri alimini inhibe edenler (voltaj bagimli sodyum kanali inhibitorleri) olmak tizere 4
gruba ayrilirlar. Lamotrijin, N tipi kalsiyum kanalin1 ve sodyum kanalini1 bloke
ederek etki gdsteren bir antiepileptiktir. Orta serebral arter okliizyonu yapilan rat
modellerinde noroprotektif etkisi rapor edilmistir. Global iskemi olusturulan ¢6l
hayvanlarinda reperfiizyondan hemen sonra verilen lamotrijinin, hipokampal CA1
noron kaybim 6nledigi ve kognitif defisitten korudugu bulunmustur (86). iskemiden
30 dakika oOnce ve sonra lamotrijin verilerek yapilan baska bir c¢alismada,
mikrodiyaliz yontemle glutamat 6lgiilmiis, her iki grupta da glutamat saliniminin
azaldig bulunmustur (87). Bu calismalar sadece iskemi modellerinde yapilmistir ve
eriskin ratlarda calisilmistir. Calismamizda, fenitoinin etkisi,  hipoksi-iskemi
modelinde ve yenidogan siganlarda arastirildi. Calismamizin sonuglari ndron
kaybinin onlenmesi acisindan lamotrijine benzer bulundu ve fenitoinin bu benzer

etkisinin lamotrijin gibi glutamat salinimini azaltarak gerceklestigini diistinmekteyiz.

Voltaj bagimli sodyum kanallar1 {izerinden etki gosteren diger antiepileptik
ajanlar karbamazepin, valproik asit, topiramat, zonisamid ve fenitoindir. Topiramatin
fenitoinle karsilagtirildigr global iskemi hayvan modelinde, hipokampal iskemik
noronal hasar agisindan, topiramatla ortaya ¢ikan bulgularin, fenitoinle ortaya ¢ikan
bulgulara benzedigi goriilmiistiir. Bu sonug; topiramatin farkli etki mekanizmalarina
ragmen, noroprotektif etkisinin, sodyum kanallar1 iizerinden gerceklestigini
distindiirmektedir (88). Sodyum kanallar1 iizerinden etkisi bilinen fenitoin, bu
calismada farkli olarak, global iskemi yerine hipoksi-iskemi modelinde ve yenidogan
sicanlarda calisildi. Hipoksi-iskemi sonrasinda etkisi incelenen fenitoinin,

hipokampal noron koruyucu etkisi, bahsedilen ¢alisma sonuglarina benzer bulundu.

Hipoksiye bagli noronal hasarda voltaj bagimli sodyum kanallar1 6nemli rol
oynamaktadir. Altta yatan mekanizma heniiz tam olarak aciklanamamakla beraber
voltaj bagimli sodyum kanallar1 bloke edildiginde, hiicre i¢i/dis1 iyon dengesinin ve
intraselliiler enerji diizeylerinin korundugu diisiiniilmektedir. In vitro ¢alismalarda

tetrodoksinin, fenitoinin ve lidokainin doz bagimli ndroprotektif etkilerinin oldugu
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gosterilmistir (89). Baska bir rat hiicre kiiltiirii ¢alismasinda tetrodoksinin, lidokainin
ve fenitoinin néron hasarini Onledikleri, ayni zamanda glutamat salinimini da
azalttiklar1 bulunmustur (90). Penumbra iskemik bolge etrafindaki alandir ve bu
alanda iskemik hasara ugramis hiicreler bulunur. Preklinik ¢alismalarla, fenitoinin,
penumbral bolgede, yaygin elektriksel depolarizasyonu (voltaj bagimli sodyum
kanallar1 lizerinden) inhibe ederek, iskemi sonrasi glutamat salinimini azalttigini

gosterilmistir (91).

Kinouchi ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada wistar ratlara global iskemi
modeli uygulanmis ve fenitoinin etkisi aragtirllmistir. Bir gruba iskemiden 30 dakika
once 10mg/kg fenitoin intravendz verilmis ve tedavi verilmeyen gruplarla, serbest
yag asiti, laktat, niikleozid trifosfat diizeyleri acisindan karsilastirilmistir. Fenitoin
ile tedavi edilen grupta, kontrol gruplara gore niikleozid trifosfat diizeyi daha yiiksek,
laktat ve serbest yag asit diizeyi daha diisiik bulunmustur (92). Bu calisma eriskin
ratlarda yapilmistir, sadece iskemi modeli ¢alisilmistir ve laboratuvar testleriyle
sonuca vartlmistir. Calismamizda ise yenidogan sicanlar kullanildi. Hipoksi-iskemi
modelinde ve iskemi sonrasinda ilag etkisini arastirildi. Laboratuvar degerlerinden
bagimsiz olarak, daha kantitatif degerlendirme yontemiyle hipokampal ndron
sayilarin1 hesaplandi. Sonugta iskemi sonrasinda koruyucu etkisini gosterdigimiz
calisma sonuglarimizin yukaridaki calismayla benzer ancak bahsedilen farkliliklarla

da daha giivenilir oldugunu diisiinmekteyiz.

Imaizumi ve arkadaslar1 global iskemi olusturulan rat modelinde fenitoinin
Na(+)-K(+)-ATPaz aktivitesi ilizerine olan etkisini arastirmiglardir. Calismada;
iskemi sonras1 fenitoin verilen grupta, Na(+)-K(+)-ATPaz aktivitesinin arttig
gosterilmistir (93). Calismamizda Na(+)-K(+)-ATPaz aktivitesi degerlendirilmedi.
Ancak fenitoin i¢in gosterdigimiz noroprotektif etkinin, fenitoinin diger etki
mekanizmalarmma ek olarak, enerji kullanimini azaltmasi ile iligkili olabilecegi

kanisindayiz.
Fosfenitoin; fenitoinin disodyum fosfat ester formudur, antikonviilzan

ozellikleri fenitoine benzemektedir. Chan ve arkadaslari; yetiskin ve erkek ratlarda

global iskemi modeli olusturmuslar ve iskemiden 5 dakika sonra 30mg/kg i.m.
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fosfenitoin tedavisi uygulamislardir. Tedaviden 7 giin sonra Oldiiriilen ratlarda,
hipokampal piramidal ndéron sayilar1 ve glial fibriler asidik protein
immunreaktivitesi(GFAP) incelenmistir. GFAP iskemi sonrasi glial hiicre kaybim
degerlendirmede kullanilan bir yontemdir. Fosfenitoin tedavisi verilen grubun GFAP
immunrekativite sonuglarinda anlamli degisiklikler goriilmemistir. Hipokampal
ndron sayilart ise tedavi verilen grupta salin verilen gruba goére anlamli yiiksek
bulunmustur. Noronal ve glial yanitlarin farkli olmasina ragmen fosfenitoinin iskemi
hasarinda noroprotektif oldugu diistiniilmektedir (94). Daha gegerli bir degerlendirme
yontemi olan hipokampal ndron sayimi ile noronal yanit sonucu anlaml
(noroprotektif) bulunmustur. Bu ¢alismaya benzer sekilde, ilacin iskemiden 5 dakika
sonra uygulandig1 calismamizda fosfenitoin yerine fenitoin kullanilmistir. Ayrica
ilag, yenidogan, her iki cins sicanlarda ve hipoksi-iskemi modelinde arastirilmistir.

Calismamizin ndronal yanit sonucu fosfenitoine benzer bulunmustur.

Fenitoin ile yapilmis iskemi ¢alismalar1 bulunmakla beraber, yenidoganlarda
yapilmis hipoksi iskemi c¢alismalarinin sayist kisithidir. Boxer ve arkadaslar,
yetiskin ratlarda fokal iskemi modeli kullanarak fenitoinin ve non-kompetetif NMDA
reseptor antagonistlerinin (fensiklidin, MK-801) etkilerini arastirmiglardir. Ratlara
orta serebral ile ipsilateral karotis arter okliizyonundan 30 dakika ve 24 saat sonra
intravendz (1.v.) ilag verilmistir. Okliizyondan 48 saat sonra beyinde enfarkte alan
Olctimii yapilmistir. Okliizyondan 30 dakika sonra fensiklidin, MK-801 ve fenitoin
tedavisi verilen gruplarda, doza bagimli olarak, beyinde enfarkte alan voliimiiniin
anlamli olarak azaldigi bulunmustur. Fensiklidinin; 3mg/kg dozda verildigi grupta,
enfarkte volimi %36 oraninda azalttigi, MK-801 ‘in; 0,Img/kg dozda verildigi
grupta enfarkte volimii %32 oraninda azalttig1, fenitoinin; 28mg/kg dozda verildigi
grupta enfarkte voliimii %45 oraninda azalttig1 gosterilmistir. Okliizyondan 24 saat
sonra etkili bulunmamislardir (95). Calismamizda, ila¢ tedavisi terapoétik pencere
doneminin baslangicinda (5 dakika sonra) verildi ve daha diisiik dozda (20mg/kg)
fenitoinin, hipokampal noron sayilarinda koruyucu etkisinin oldugu gosterildi.
Enfarkte alanin hesaplandigi bu caligmadan farkli olarak, g¢alismamizda, daha
kantitatif bir yontem olan hipokampal alanda ndron sayist hesaplandi. Yine bagka bir

farklilikk da c¢alisma modelinin hipoksi-iskemi olmasidir. Kullandigimiz model
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perinatal asfiksiye yakin bir model olup, HIE’li yenidoganda ilag etkisini yansitmada

daha giivenilirdir.

Cullen ve arkadaslari, eriskin tavsan serebral iskemi c¢alismasinda, iskemiden
hemen sonra verilen fenitoinin etkisini degerlendirmislerdir. Fenitoinin 15mg/kg i.v.
dozda ndroprotektif etkili oldugunu bulmuslardir. Ayni c¢alismada 10mg/kg
tiyopentalin etkisiz oldugunu saptamislardir (96). Bu calisma, eriskin ratlarda ve
iskemi modelinde yapilmis olmasi sebebiyle, yenidogan donemini ve hipoksi- iskemi

stirecini yansitmamaktadir.

Rataud ve arkadaglarinin erigkin ratlarda fokal iskemi modeli olusturarak
yaptiklar1 ¢alismada, voltaj bagimli sodyum kanal blokerlerinin etkilerini
incelemislerdir. Iskemi sonrasi rat gruplarina fenitoin (2 x 100 mgkg i.p.),
karbamazepin (2 x 50 mg/kg i.p.), lamotrijin (2 x 50 mg/kg i.p.) ve RP 66055 (2 x 8
mg/kg 1.p.) verilmis olup, tedaviden 30 dakika ve 24 saat sonra beyinde enfarkte alan
yiizdesi hesaplanmustir. Ilaglarin sirasiyla %40, %24, %28 ve %44 oraninda beyin
enfarkte alan yiizdesini azalttiklar1 bulunmustur (97). Calismamizda farkli olarak,
ratlara 12 saat arayla 2 doz fenitoin verilmesi yerine, daha diisiik ve tek dozda
fenitoin verildi. Sitoprotektif etki, 24 saat yerine, yedi giin sonra ve enfarkte alan
hesaplama yoOntemi yerine hipokampal alanda ndron sayist hesaplanarak
degerlendirildi. Bu farkliliklarla beraber Rataud ve arkadaslarinin ¢caligmasina benzer
sekilde ancak daha diisiik ve tek dozda fenitoinin iskemi sonrasi1 néroprotektif etkili

oldugu gosterildi.

Hayakawa ve arkadaslari; hipoksik-iskemik beyin hasari olusturulan yenidogan
ratlarda, fenitoinin noroprotektif etkisini arastirmislardir. Fenitoin, hipoksi-iskemi
oncesi ve sonrasi, 50mg/kg dozda, intraperitoneal olarak verilmistir. Rat gruplarinda
enfarkte alan ylizdesi degerlendirilmis ve hipokampal alanlarda semikantitatif hiicre
sayimmi yapilmistir. Calismanin sonucunda hipoksi-iskemiden bir saat once verilen
50mg/kg fenitoinin néron hasarim1 Onledigi ve beyinde enfarkte alan yiizdesini
azalttig1 gortilmistiir (6). Calismamizda farkli olarak daha giivenilir bir yontem olan
kantitatif stereoloji yontemi kullanilmistir ve hipoksi-iskemi sonras1 20mg/kg ve

30mg/kg fenitoinin hipokampal alanda néron kaybini 6nledigi bulunmustur.
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Vartanian ve arkadaslart; hipoksi-iskemi modeli olusturulan yenidogan ratlarda
hipoksi-iskemi 6ncesi ve sonrast 3, 10 ve 30mg/kg dozlarda intraperitoneal verilen
fenitoinin etkisini arastirmislardir. Spektrin diizeyini ve beyin agirligim1 dlgerek
yaptiklar1 degerlendirmede hipoksi-iskemi oncesinde verilen 30mg/kg dozunda
fenitoinin, enfarkt alan yiizdesini ve spektrin diizeylerini azalttigini1 géstermislerdir.
Spektrin hiicre iskeletinin yapitaglarindan biridir ve iskemi siirecinde kalpain
aktivasyonuyla yikimi artmaktadir (98). Calismamizda; fenitoinin, hipoksi-iskemi
sonrast 20 ve 30mg/kg dozlarda hipokampal néron kaybini 6nledigi gosterilmistir.
Beyin agirligi ve spektrin dl¢limlerinden daha degerli olan hipokampal ndron sayisi
hesaplanarak bu sonuca varilmistir. Literatiirdeki caligmalardan farkli olarak
stereolojik yontemle degerlendirilmis ¢alismamizin sonucglarim1 daha giivenilir

bulmaktay1z.

Hipoksi-iskemi modeli olusturulan term yenidogan si¢anlarda fenitoinin
etkilerini arastiran bu caligmayla, literatiirden farkli olarak iskemiden kisa siire sonra
(5 dakika), diisiik dozda (20-30mg/kg) uygulanan fenitoinin hipokampal alanda
noron kaybmi 6nledigi gosterildi. Fenitoinin HIE’li yenidoganlarda néroprotektif

amagcl kullanilabilmesi i¢in ileri preklinik ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

Stereolojik yontem kullanilarak; deneysel hipoksik iskemi modelinde, HIE nin

hiicre kaybina yol a¢tig1 dogrulandi.

Miadinda dogmus yenidogan siganlarda HIE olusturuldu ve calismada,
hipoksiden sonra erken donemde (5 dakika sonra) i.p. verilen 20 mg/kg ve 30 mg/kg
fenitoinin, hipokampal CAl, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarinda ndron

kaybini 6nledigi bulundu..

Birinci grup ve fenitoin tedavisi verilen gruplar, ikinci grupla kiyaslandi. Bu
karsilagtirmada hipoksi-iskeminin hipokampal alanlarda néron kaybina yol actig1 ve
hipoksi-iskemi sonrasi erken donemde diisiik doz fenitoin tedavisiyle, beyin
hasarinin 6nlenebilecegi sonucuna varildi. Sitoprotektif etki acisindan, fenitoinin 20

mg/kg ve 30 mg/kg dozlar1 arasinda fark bulunmadi.

Calismada; miad yenidogan siganlarda olusturulan hipoksik iskemi modelinde,
diisiik doz fenitoinin néron kaybini1 6nledigi gosterildi ancak fenitoinin ndroprotektif
amagh klinik kullanimi igin ileri preklinik caligmalara ihtiya¢ oldugu sonucuna

varildi.
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7. OZET

MIAD YENIDOGAN SICANLARDA OLUSTURULAN HiPOKSIiK iSKEMIiK
ENSEFALOPATI MODELINDE INTRAPERITONEAL OLARAK
UYGULANAN FENITOININ BEYIN HASARINA ETKIiSi
DR. GULIZ BAYRAM

Perinatal asfiksi, ciddi norolojik sekellere ve oOliime neden olmaktadir.
Hipoksik iskemik ensefalopatide; norotoksik diizeylerde glutamat salinimi, iyon
pompalarinin bozulmasi, enerji yetersizligi ve hiicre ici asidoz gelismesi beyin
hasarmi tetikleyen noropatolojik mekanizmalardandir. Antiepileptik bir ilag olan
fenitoin voltaj bagimli sodyum kanallarin1 bloke ederek glutamat salinimini
azaltmakta ve Na-K-ATP’az1 uyararak hiicrei¢i/dis1 iyon dengesini korumaktadir.
Laktat ve serbest yag asiti birikimini 6nlemektedir. Fenitoinin bu etkileri géz 6niinde
bulundurularak; hipoksi-iskemi modeli olusturulmus miad yenidogan si¢anlarda,

hipokampal néron kaybi iizerine koruyucu etkisi aragtirildi.

Arastirmada; postnatal 13 giinliik, 24 Wistar sican kullanildi. Toplam 6
sicandan olusan ¢alisma gruplari: Hipoksi iskemi olusturulmayan ve sadece cerrahi
stres olusturulan siganlar 1.grup, hipoksi-iskemi sonrasi i.p. %0.9 NaCl uygulanan
siganlar 2.grup, hipoksi-iskemiden 5 dakika sonra 1.p. 20mg/kg ve 30mg/kg fenitoin
tedavisi verilen sicanlar Tedavi Grubu-Fenitoinl (TG-F1) ve Tedavi Grubu-Fenitoin
2 (TG-F2) olarak ayrildi. Tiim gruplar postnatal 21.giinde dekapitasyon ile sakrifiye
edildi. Kriyostatta dondurulan beyin dokusundan horizantal kesitler alinarak,
Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Hipokampal CAl, CA2, CA3 alanlarinda,

stereolojik yontemler kullanilarak néron sayimi yapildi.

Toplam noron sayisi ortalamasi 1.grupta 268540 + 25322, 2.grupta 105447 +
14334, TG-F1 grubunda 236869 + 25085, TG-F2 grubunda 240352 + 23475
saptandi. Noron sayis1 ortalamasi 2.grupta, 1.gruba gore belirgin azalmis olarak
(p=0.002); TG-F1 ve TG-F2 gruplarinda 2.gruptan belirgin yiiksek (p=0,004,
p=0.002) bulundu.
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Hipoksi-iskemi modeli uygulanmig, miadinda dogmus yenidogan sicanlarda,
fenitoin tedavisinin hipokampal noron kaybin1 Onledigi gosterildi. Fenitoinin

noroprotektif amacl klinik kullanimi i¢in ileri preklinik ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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SUMMARY

EFFECT OF INTRAPERITONEALLY PHENYTOIN ON HYPOXIC-
ISCHEMIC BRAIN DAMAGE IN NEONATAL RATS
DR. GULIZ BAYRAM

Perinatal asfixia may cause severe neurological deficity and death. In hypoxic
ischemic encephalopathy; glutamat release in neurotoxic levels, failure of the ion
pumps, energy insufficiency and intracellular acidosis are neuropathological
mechanisms which trigger brain injury. Phenytoin which is an antiepileptic drug;
blocks the voltage dependent Na channels and decrease the release of glutamat and
stimulate Na-K-ATP’ase and with these mechanisms protect the inner and outer cell
enviroments ion equilibrium. Lactate and free fatty acid accumulation is prevented.
By considering these effects of phenytoin, we investigated its protective affect on the

hippocampal neuron loss in term newborn rats in hypoxic-ischemia model.

Twenty four winstar rats, age postnatal 13 days, were included to the research.
Each groups contains six rats. Study groups: First group had no hypoxia-ischemia but
had only surgical stress, 2. group had % 0.9 NaCl given i.p. after hypoxia-ischemia.
Treatment group phenytoin 1 (TG-F1) and phenytoin 2 (TG-F2) had seperately
20mg/kg and 30mg/kg phenytoin i.p. 5 min. after hypoksia-ischemia. Each groups
are sacrified in the postnatal 21th day by decapitation. Horizontal cross sections are
taken from the brain tissue which is frozen in cryostat and dyed with H.E. By using

the stereological methods, neuron counting is made in CA1, CA2, CA3 zones.

Total neuron count in groupl is 268540 + 25322, 105447 + 14334 in group 2,
236869 + 25085 in TG-F1, 240352 + 23475 in group TG-F2. Number of the neurons
in group 2 is significantly decreased when compared with group 1 (p=0.002) and
significantly increase in groups TG-F1 and TG-F2 groups when compared with

group 2 (p=0,004, p=0.002).

In term birth newborn rats with hypoxia-ischemia model, it is shown that
phenytoin medication decreases the hippocampal neuron loss. Future preclinic

investigations are needed for protective clinical usage of phenytoin.
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