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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

Hipoksik Iskemi Sonras1 Normobarik Oksijen Tedavisinin Yenidogan Siganlarda

Beyin Hasar1 ve Plastisitesi Uzerine Etkileri

Taha Kelestemur

Fizyoloji Anabilim Dali

DOKTORA TEZI/ KONYA-2018

Yenidogan hipoksi iskemisi giinimiizde klinik alanda halen en ¢ok Kkarsilagilan
durumlardan bir tanesidir. Bebegin anne karninda oksijensiz kalmasi erken dogum olayi, dogum
esnasinda veya anne karnindayken kordon dolanmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiir olaylar
meydana geldiginde bebegin beynine yeteri kadar oksijen gidemez ve uzun dénemde epilepsi,
mental bozukluklar gibi tedavisi zor sonuglarin dogmasina sebep olabilir. Hipoksik iskeminin
patofizyolojik siirecleri oksijensiz kalan dokuda hiicre Oliimlerine yol agmaktadir. Bu
patofizyolojik sureglerin engellenmesi kronik donemde meydana gelebilecek telafisi mimkin
olmayan sonuglarin da dniine gegilmesine imkan taniyacaktir.

Normobarik oksijen tedavisi literatiirde halen tartisgiimakta olan bir konudur. Iskemi
sonras1 dokuda oksijenlenmeyi arttirmakta, bununla beraber reaktif oksijen turlerinin de ortaya
¢ikmasina yol agmaktadir. Bu baglamda yedi giinliik siganlar anestezi altinda sag karotid arter
baglanmasini takiben, 2 saat siire ile %8 oksijene maruz birakildi. Hemen ardindan siganlara farkl
konsantrasyonlarda (%21-70-100) oksijen tedavisi uygulandi. Yiiksek oksijen konsantrasyonunun
daha fazla serbest radikal iiretecegi ve oksijen ile bir kiimiilatif etkisinin olup olmadigini
anlayabilmek igin ve iyi bir antioksidan olan melatonin %2100 Oksijen grubu ile kombine edilerek
ayrica uygulandi. Daha sonra dekapite edilen hayvanlarin beyinleri hizla ¢ikartiip 18 pm
kalmhiginda kesitler alind1 ve genel hasar dagilimi, yasayan hiicre sayisi, apopitotik hiicre sayisi
tayin edildi. Bunun yaninda altta yatan patofizyolojinin daha iyi anlasilabilmesi igin hasarli
bolgeden alman dokularda farkli protein konsantrasyonlar: 6lgiildii. Ayrica kronik dénemde
hipoksi iskemi sonrasi uygulanan tedavinin fonksiyonel geri kazamimlar iizerine etkisinin
aragtirilmast i¢in aydinlik-karanlik, rotarod, acik alan ve barnes labirenti testi uygulandi.

Yapilan analizlere gore genel olarak artan oksijen konsantrasyonuna paralel olarak
hiicresel sag kalimin arttigi, apopitotik hiicre sayisinin azaldigi, hiicre 6liim mekanizmalarinda
gorev alan proteinlerin inhibe oldugu goriildii. Ayrica yapilan davranis testlerinin analizlerinde de
yiksek oksijen konsantrasyonun Ozellikle melatonin ile kombine edilerek subakut dénemde
anksiyeteyi azalttig1, motor koordinasyonu diizelttigi, hafiza ve 6grenme iizerine pozitif etkilerinin
oldugu saptandi.

Sonug olarak hipoksi iskemi sonrasi uygulanan normobarik %100 Oksijen-Melatonin
kombinasyonunun insanlarda bir konsept ¢aligmasi olmasi planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: davranis, yenidogan hipoksi iskemisi, melatonin, normobarik oksijen

tedavisi, ,



ABSTRACT

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
ENSTITUTE OF HEALTH SCIENCES

The Role of Normobaric Oxygen Treatment on the Brain Injury and Plasticity After

Newborn Hypoxia Ischemia

Taha Kelestemur

Department of Physiology

DOCTORATE THESIS / KONYA-2018

Newborn hypoxia is one of the most prevalent cases in the clinical status and can result
from the hypoxia of the fetus in the womb. In such cases, blood supply is restricted to the fetus’s
brain, causing epilepsy or mental disorders that are difficult to treat in the long-term.
Pathophsiological processes of hypoxic ischemia leads to cellular death in the hypoxic tissue.
Inhibition of these pathophyisological processes will lead to the prevention of conditions in the
chronical period.

Normobaric oxygen treatment is still under debate in the literature. It has been reported
that it increases oxygenation in the post-ischemic tissue along with the formation of reactive
oxygen species. In this respect, seven days old pups were subjected to right carotid artery ligation,
followed by 8% oxygen treatment for 2 hours. Then, pups were given different concentrations of
oxygen treatment (21%, 70% or 100%). Hyperoxia was proposed to create increased free radicals
and chosen to study whether there is a cumulative effect of this free radicals with oxygen.
Moreoever, a strong antioxidant molecule, melatonin, was combined with 100% oxygen. The
brains of the sacrificed animals were quickly removed and 18 um-thick sections were sliced.
General damage area, surviving neurons and apoptotic cell numbers were analyzed in these
sections. In addition, to understand the underlying pathophysiology, different protein
concentrations were identified in the injured tissue. Moreoever, to investigate the effect of the
treatment used following hypoxic ischemia on the functional recovery, light-dark, rotarod, open
field and barnes maze tests were performed.

In the light of the analyses carried out, we demonstrate that increasing oxygen
concentration in general causes an increase in the cellular survival and a decrease in the number of
apoptotic cells, while inhibiting the proteins involved in cellular death mechanisms. Moreover, it
was shown to decrease anxiety, promote motor coordination and have positive effects on memory
and learning during the subacute period when high oxygen concentration was combined with
melatonin.

In conclusion, normaobaric 100% oxygen-melatonin combination following hypoxic
ischemia could be a concept of proof study in humans.

Key words, behaviour, melatonin, newborn hypoxia ischemia, normobaric oxygen



1. GIRIS VE AMAC

Hipoksik iskemi (HI), dogum sirasinda veya erken dogumda bebegin
oksijensiz kalmas1 sonucunda meydana gelmektedir. Yenidogan HI ve miiteakip beyin
hasar1, diinyadaki yenidoganlarda akut mortalitenin ve kronik sakatligin tek en 6nemli
nedeni olarak diisiiniilmekte ve halen endise verici bir sosyo-saglik problemi olmaya
devam etmektedir (du Plessis ve Volpe 2002, Azra ve Bhutta 2006, Jiang ve ark. 2014).
Hi sonucunda yeteri kadar oksijen alamayan beyin dokusu sonucunda kiside mental
bozukluklarin yaninda hiperaktivite, serebral palsi ve epilepsi goriildiigii tespit

edilmistir.

Yenidogan ensefalopatisinin giddeti travmanin yogunluguna, siiresine ve
yerine baghdir. Etkilenen yenidoganlarin yaklasik %15-20's1 dogum sonras1 donemde
Olmekte ve %25 oraninda da ciddi ve kalici ndropsikolojik sekel gelismektedir.
Herhangi bir bedensel engel olmadan hayatta kalabilenler, siddetli hasar gosteren
bebeklerin yalnizca kiiciik bir yiizdesidir (Levene ve ark. 1985, Lai ve Yang 2011,
Cerio ve ark. 2013).

HI’nin patofizyolojisi ele alindiginda eksitotoksisite ve serbest radikal
olusumunun, hiicre sag kalim mekanizmalarint olumsuz ydnde etkiledikleri
gorulmektedir. Bu nedenle bu projede normobarik oksijen tedavisiyle birlikte, ¢cok iyi
bir antioksidan ve serbest radikal giderici bir ajan olan melatonin kombine olarak
kullanilmistir.  Kombine  olarak  kullammin  amaci,  yiksek  oksijen
konsantrasyonlarinda ortaya ¢ikabilecek olan serbest oksijen radikallerinin giderilmesi
ve tedavinin etkinliginin arttirilabilecegi diisiincesidir. Elde edilecek olas1 olumlu
bulgularin, Klinikte yenidogan hipoksisindeki tedavi segeneklerine katki

saglayabilecegi Ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yenidogan Hipoksi Iskemisi

Hi, oksijen yoksunlugundan kaynaklanan beyin hasaridir ve uzun siireli
sekeller ve sosyo-ekonomik yiikler bakimmdan onde gelen pediyatrik norolojik
durumlardan birisidir. Yapilan istatistikler, HI insidansinm 1000 canli dogumdan 1.5-
4’e ulastigin1 ve yilda yaklasik dort milyon ¢ocukta bu durumun goriilebilecegini
gostermektedir (Vannucci 2000, Vannucci ve Hagberg 2004, Mir ve Chalak 2014).
Oksijensiz kalmig yenidoganlarin neredeyse %20-50’si yenidogan doneminde 6lmekte
ve digerlerinde ise ciddi saglik sonuglar1 ve kalic1 sekeller goriilmektedir (Vannucci
and Hagberg 2004). Genel olarak gelismekte olan iilkelerde HI oranmin ve
sonuglarinin daha yiiksek olduguna inanilmaktadir (Ellis ve ark. 2000, Kurinczuk ve
ark. 2010). Oziinde, bu durum siddetli sistemik hipokseminin ve serebral kan akismin
azalmasinin bir sonucu olarak, en sik tam donem bebeklerde ortaya c¢ikmaktadir.
Yenidoganin gesitli fizyolojik kompanze edici mekanizmalara sahip olmasina ragmen,
kalic1 bir hipoksi ndrolojik bozukluk spektrumuna yol agmaktadir. Bunlar davranigsal
ve motor bozukluklar, genel gelismede gecikme, epileptik nobetler, hatta yapisal ve
geri dondiiriilemez beyin hasarini igerir (Gadian ve ark. 2000, Badawi ve ark. 2001,
Alexander ve ark. 2014). Perinatal asfiksi nedeniyle meydana gelen Hi, bebeklerde
onde gelen 6lum nedeni ve ciddi bir bozukluktur. Hi’nin sonuclarmin siddeti,
hipoksinin siirdligli zamana, hipoksi zamanindaki yenidoganlarin ve hasarin
biiyiikliigiine baghdir. Hipoksinin genis semptom spektrumu klinik uygulamada hizli
bir sekilde tespit edilmesini zorlastirmaktadir. Ayni1 problem, hayvan modellerinin
sonuglarmin mantikl bir sekilde yorumlanmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Hi’nin en sik
goriilen uzun vadeli sonuglar1 serebral palsi, epilepsi ve nobet bozukluklari, siddetli
ogrenme ve mental bozukluklar, korliikk ve ileri derece gérme problemleri, bilissel,
gelisimsel, motor ve davranigsal problemlerdir (Lun ve ark. 1990, Boksa ve ark. 1995,
Ikeda ve ark. 2001, Alexander ve ark. 2014). Hi’nin kompleks patofizyolojisi, hastalik
siirecinin farkli zamanlarinda farkli hedefler lizerine yogunlagsmayr miimkiin kilar.
Omegin erken donemdeki terapiler eksitotoksisite, oksidatif stres, apopitozun
azaltilmasi tlizerine yogunlasirken, ileriki safthalarda yangi, sitokinlerinin azaltilmasi

ve yenidogan beyninde norotrofik faktdrlerin uyarilmasi ndéronal yenilenmeyi tesvik

edebilir.



2.2. Patofizyoloji

HI gebeligin farkli evrelerinde goriilebilir. Prenatal ddnemde predispozan
faktorler toksemi ve annenin sistemik hastaligini i¢erirken, perinatal faktorlere sepsis
ve sok dahil olmaktadir (Douglas-Escobar ve Weiss 2012). Perinatal asfiksi sonucu
serebral kan akisinda bozulma hem sistemik hem de hiicresel diizeyde bircok sireci
tetikler. Diisiik kan oksijen seviyesi baslangigta hayati organlara kan akiginin yeniden
dagitilmas1 gibi genel dengeleyici mekanizmalar1 hayata gegirir. Uzun sureli asfiksi
bu mekanizmalarin tiilkenmesine neden olurken, beyindeki damarlarin fiziksel
tikanikligiyla ilgili beyin bolgelerinin iskemik hasarina yol acar. Yetiskinlere benzer
sekilde olgunlasmamis beyin, eksitator molekiilleri serbest birakarak, enflamasyon ve
kan beyin bariyeri (KBB) bozukluguna neden olan reaktif oksijen turleri (ROT)
iretmek suretiyle hipoksik iskemik kosullara tepki verir. Bununla birlikte, perinatal
HI patofizyolojisini tanimlarken &nemli gelisim normlarinin hesaba katilmas1 gerekir.
Olgunlasmamis beynin metabolik hiz1 yetiskin bir kisiyle karsilastirildiginda daha
diistiktiir ve esas olarak gelisim seviyesine ve sinaptik olgunlasmaya baghidir (Cremer
1982, Nehlig ve Pereira de Vasconcelos 1993). Olgunlasmamis noronal doku,
metabolik ihtiyaglarmi karsilamak icin glukoz disindaki substratlar1 kullanma
becerisini paylasir. Buna digerlerinin yani sira laktat ve keton cisimleri dahildir. T1k
dogum sonras1 gilinlerin enerji gereksinimlerinin tigte ikisi keton cisimleri tarafindan
saglanir (Nehlig ve Pereira de Vasconcelos 1993). HI hasari, yiiksek enerjili fosfatlari
yenileme yetenegi olmayan ve iyon homeostazinin korunmasi gibi beynin
diizenlenmis adenozin trifosfata (ATP) bagimli siireglerin kaybedilmesi ile karakterize
edilen primer bir enerji yoksunluguna neden olur (Thoresen ve ark. 1995, Wassink ve
ark. 2014). Ayrica HI sirasinda, oksidatif fosforilasyon hizla azalir ve glutamaterjik
néronlarda enerji kaybina yol agar (Sekil-1). HI’nin patojenik mekanizmas: ele
alindiginda ii¢ temel faza ayrilmaktadir: Hi meydana geldigi anda primer enerji kayb,

reoksijenasyon ve reperflizyon fazi ve son olarak enflamasyon fazi (Sekil-2).
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Sekil 1. Hipoksi-iskemide enerji yoksunlugu ve onu takiben gelisen olaylar. pO2: Parsiyal oksijen
basinci, KB: Kan basici, SKA: Serebral kan akimi, ROT: Reaktif oksijen tirleri,
KBB: Kan beyin bariyeri

2.3. Eksitotoksisite

Eksitator amino asit (EAA) glutamatin noronlar tiizerinde toksik etki
olusturdugu 6ne siiriilmistiir (Olney ve Sharpe 1969). Hayvan deneyleri ve hiicre
kiiltiirii deneylerinde, fazla miktarda EA A ve analoglarinin sinir hasarina neden oldugu
bilinmektedir (Dugan ve Choi 1994, Schulz ve ark. 1995). Eksitotoksisite, eksitator
iletici glutamatm kitlesel olarak salmimu ile tetiklenen ve hiicre i¢i Ca*? miktarmm
asir1 artmasi ve noronal 6liime yol agan en 6nemli mekanizmadir (Doyle ve ark. 2008).
Normal kosullar altinda, glutamat gibi EAA’ler erken dénemdeki beyin gelisiminde
onemli bir rol oynamaktadir. Yeni sinapslarin olusumunda sinirsel plastisiteye katida
bulunur ve ayn1 zamanda iyi bir trofik faktordiir (Komuro ve Rakic 1993). Bununla
birlikte, HI hasar sirasinda hiicresel enerji rezervleri tiiketilir ve noronlarla gliyalar
depolarize olurlar. Depolarize olan bu hiicreler, sinaptik yariga ve hiicre dis1 alana bol

miktarda glutamat ve diger EAA’leri birakirlar.
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Sekil 2. Yenidogan hipoksi iskemisinde rol oynayan patojenik mekanizmalar. Hipoksik iskemik
hasar meydana geldigi anda enerji kayb1 gergeklesir. Reperfiizyondan sonra, 6 ila 48
saat arasi uzayabilen 2. bir enerji kayb1 yasanir. Sonunda 3. hasar evresine gegilir ve
gelisen olaylar beyinde daha biiyiik bir hasara neden olur.

Glutamat geri alim mekanizmalari igin yeterli enerji saglanamaz ve glutamat
iyonotropik reseptorlerinin tonik aktivasyonu, hiicre hasarmi ve hicre O6lim
yolaklarmin aktivasyonunu tetikler (Doble 1999). Eksitotoksisitenin ana molekdler
yolaklar1 arasinda, hiicre i¢i Ca*? miktarinin artmasi ve buna bagl olarak Ca*?bagimli
enzimlerin aktivasyonu, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi1 ve reaktif
oksijen ve azot tiirlerinin asir1 liretimi bulunur. Eksitotoksisitenin dnemli bir kismi
glutamaterjik sistem ve onun reseptorleriyle alakalidir. Glutamat kognisyonda,
hafizanin olusumunda ve temel uyarici yanitlarin meydana gelmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (Dong ve ark. 2009b). Glutamat etkisi genel olarak iyonotropik
reseptorler aracilifiyla ortaya ¢ikmaktadir. Iyonotropik glutamat reseptorleri temel
olarak ii¢ ana alt gruba ayrilirlar; N-methyl-D-daspartik asit (NMDA), a-amino-3-
hidroksi-5-metilisoksazol-4-propionat (AMPA) ve kainik asit (Mollerud ve ark. 2017,
Zhu ve Gouaux 2017). Glutamat sinir hiicrelerinin perisinaptik uglarindan

salivarildiginde NMDA ve AMPA reseptorlerini uyarabilen bir agonisttir.



NMDA reseptoriiniin iyon kanali, dinlenim membran potansiyelinin etkisi
altindadir. Magnezyum veya ¢inko, iyon kanali yoluyla diger katyonlarin gegisini
engelleyerek potansiyeli kontrol altinda tutar. Ancak membran depolarize oldugu
zaman magnezyum ve c¢inko iyon porlarindan ayrilarak sodyum ve kalsiyum

iyonlarinin gegisine izin verir.

AMPA reseptorlerinin dort farkl alt tipi bulunmaktadir. Bunlar heteromerik
glutamat reseptorler GLUR 1-4’ten olusmaktadir (Hollmann ve Heinemann 1994).
Sayet AMPA reseptorii GLUR-2 alt biriminden yoksun ise kalsiyum, sodyum ve
potasyuma gegcirgen 6zellik gosterir. GLUR-2’nin varligi kanali, kalsiyum gegirgenligi
bakimindan kapatir (Hsu ve ark. 2010). Kainat reseptorleri, GLuK 1-5’in
kombinasyonu ile homomerik veya heteromerik sekilde olabilir. Kainat reseptorleri
pre ve postsinaptik olarak dagilmislardir (Herb ve ark. 1992, Fletcher ve Lodge 1996,
Mollerud ve ark. 2017). Gelismekte olan merkezi sinir sistemi (MSS) igerisindeki
glutamat reseptorlerinin esit olmayan dagilimi bolgenin Hi durumlarma spesifik
duyarliiginin arka planidir. Yapilan deneyler, HI kosullar1 altinda néronal doku
hasarimin bu kisminda kalsiyumun roliiniin belirginligini ve NMDA reseptorlerinin
onemi gostermistir (McDonald ve ark. 1988, Bittigau ve ark. 1999, Johnston 2005).
NMDA reseptoriniin aktivasyonu, HI kosullar1 altinda EAA {iretiminin asir1
aktiflestirilmesi, hiicre i¢i kalsiyumun asir1 artmasi, reaktif oksijen tiirlerinin ve
kaspazlarin {iretilmesi ve aktivasyonu ile birlikte mitokondriyal membran
depolarizasyonu gibi bir dizi hiicresel olay1r baslatir (Doble 1999). Kalsiyumun
glutamat reseptorleri kanali boyunca akisi eksitotoksisitede ¢cok onemli bir olaydir.
Eksitotoksisitenin bir diger Onemli kismi o0zmotik bilesenlerdir. Postsinaptik
membranin depolarizasyonuyla hticre icine Na*! ve CI* girisi olur ve bunu suyun girisi
izler. Eger bir tampon sistemi yoksa, boyle bir durumda hiicre siser ve lizize ugrar
(Doble 1999). GABA ve glutamat reseptorlerinin benzersiz ontogenezi ve bunlarin
olusumu ve sinaptik fonksiyonel aglarin olgunlasmasi esliginde néromediyatorlerin
fizyolojisindeki dengesizlik genellikle HI hasarindan sonra ortaya ¢ikan akut ndbetler

icin uygun bir arka plan olugturmaktadir (Doble 1999).



2.4. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksijen, aerobik yasam i¢in sarttir, ancak perinatal donemde hem biyolojik
acidan hem de toksik acidan etkileri olan bir molekiildiir (Smith 1899, Patz ve ark.
1952, Mach ve ark. 2011). Oksijen toksisitesi, siiperoksit anyon (Ov2), hidrojen
peroksit (H202), lipid peroksit (LOOH), peroksil radikalleri (RO"), nitrik oksit (NO)
ve hidroksil radikallleri (OH") gibi ROT’un ortaya ¢ikmastyla gelisir (Halliwell 1991).
OH- biyolojik sivilardaki gii¢lii bir oksidandir ve lipitler, proteinler, DNA, amino
asitler ve diger birkag molekiil ile reaksiyonu yoluyla dokulara zarar verebilir.
Hucrelere bilinen zararl etkilerine ragmen, ROT’un reaksiyonlari, sayisiz fizyolojik
reaksiyonlar, hiicrenin kaderi ve sinyal iletim yolaklarinda da rol oynamaktadir. Enerji
metabolizmasi, gen ifadesi gibi ¢esitli hiicresel siireglerde 6nemli bir role sahiptir.
Biiylime faktorleri, sitokinler ve G protein bilesimli reseptdrleri de igeren ligandlara

yanit olarak iiretilirler (Holmstrom ve Finkel 2014, Lismont ve ark. 2015)

Redoks potansiyelindeki degisiklikler, ¢esitli faktorlere bagl olarak yararl
veya zararli sonuglar dogurabilir. Yiiksek ya da asir1 diisiik ROT seviyeleri, biyolojik
surecler igin esas teskil eden prooksidan ve antioksidan elementler arasindaki dengeyi
degistirebilir (Martin ve Barrett 2002). Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bir
dengesizlik durumuna oksidatif stres denir ve bu durum potansiyel bir hasar nedenidir
(Buonocore ve Groenendaal 2007). Oksidatif stres hafifse, hiicre savunmalari
genellikle ROT atik aktivitelerinin gen ekspresyonunu iceren bir mekanizma olusabilir
(Kaludercic ve ark. 2014). Ote yandan siddetli oksidatif stres, genellikle membran
yapisin1 degistirerek membran gegirgenlik 6zelliklerini bozar ve hiicresel bilesenleri
degistiren bunu lipit peroksidasyonu izler. Yiiksek ROT seviyesine bagli olarak hiicre
zar1 proteinlerinde anormallikler, Ornegin bagisiklik tepkisinde hiicrelerin
taninmasinda degisiklikler, sonucta apopitoz veya nekroz da dahil olmak (zere
fonksiyonel sonuglar1 indiikleyebilir (Orient ve ark. 2007).

Serbest radikaller, eslesmemis elektrona sahip ylksek reaktif 6zellik gosteren
molekiillerdir. Diiz kas tonusu, bolgesel serebral kan akiminin regiilasyonu, yangi ve
hiicre haberlesmesinde kritik rol oynamaktadirlar. Bununla birlikte, HI veya
reperflizyon-reoksijenasyon gibi patolojik kosullar altinda, akut ve kronik beyin

hasarina yol agan dejeneratif siireglere katilmaktadirlar. Serbest oksijen radikallerinin



varlig1 bir¢ok norodejeneratif hastaligin patogenezinde rol alir (Sekil 3) ve hastaligin

ilerlemesinde etkin olarak gore yapar (Chan 1996).

ORGANLAR
BEYIN YASLANMA BAGISIKLIK
Bein felci Kronik YORGUNLUK Kronik yangisal hastaliklar
Travma Seker hastalig| Otoimmun hastalklar
Parkinson Radyasyon Lupus
Alzheimer Kanser
MS
Migren
BOBREK
KALP Kronik babrek hastaliklari
Myokardial infarkt B&brek nakli
Hipertansiyon . . . Nefrit
SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI
(OKSIDATIF STRES)
GOz
DAMAR Katarakt
Ateroskleroz Makular dejenerasyon

Hipertansiyon Retinal dejenerasyon

AKCIGER DERI
Astim . L. Deri Yaslanmam
Alleri EKLEMLER SINDIRIM Dermatitis
COPD Romatizma Iskemi Psoriasis

Pserosis Endotoksik karaciger hasari

Sekil 3. Serbest oksijen radikallerinin viicuda etkisi.

Insanlarda en &nemli serbest radikal kaynagi mitokondrideki oksidatif
metabolizmadir (Otahal ve ark. 2014, Folbergrova ve ark. 2016). Mitokondriyal
solunum zinciri ROT un ana kaynagidir. Okaryotik hiicrelerde ATP Uretimi igin
mitokondri 6nemli bir rol oynamaktadir. Mitokondri igerisinde gergeklesen oksidatif
fosforilasyon olaylar1 bir dizi elektron tasiyicisi tarafindan elektronlarin NADH’den
O2’ye transferinin bir sonucu olarak ATP olusumuna yol acar. Baslangigta elektron
vericiler O2’yi Oz ye doniistiirebilirler. Oz ’nin superoksit dismutaz (SOD) tarafindan
dismitasyonu H20:2 olusturur. H202 de glutatyon peroksidaz ve katalaz ile tamamen
suya redlklenebilir veya alternatif olarak, esasen demirden olusan ancak ayni zamanda
bakir ve ¢inko gibi rediiklenmis gecis metalleri tarafindan katalize edilen fenton

reaksiyonunda kismen hidroksil radikaline rediiklenebilir. Fizyolojik kosullar altinda,
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O2'nin yaklasik %981 su olusturacak sekilde tam bir rediiksiyona ugramaktadir. Oysa
elektronlarin %2’si sizarak oksijenin kismi olarak rediuklenmesine neden olmakta ve
ROT Uretmektedir (Turrens 2003).

2.4.1. Serbest Demir ve Fenton Reaksiyonu

Demir, canli organizmalar i¢in ve 6zellikle yenidoganlar i¢in iki kenar1 keskin
bir bigak gibidir. Diizgiin biiylime ve normal ndrolojik gelisim i¢in olduk¢a 6nem arz
ederken, baglanmamis oldugu durumlarda toksik etki gosterebilmektedir. Vicutta
demirin fazla yiiklendigi kosullar altinda, plazma transferrini demir ile tamamen
baglanmis durumdadir. Rediiklenmis oksijenle reaksiyona girmeye uygun hale gelir.
Bu sayede, ferrdoz iyon varliginda oksijen serbest radikallerinin en zararli olanlarim
tiretmek ve ferrik demir olusturmak {izere Fenton-Haber Weiss reaksiyonuna kolayca

girebilen toksik bagl demir olustururlar (25,34).
2.5. Oksijen ve Akut Donem

Akut déonemde, Hi beyin hasarinin temel basamaginda hipoksi, iskemi ve enerji
tikenmesi bulunur ve bu durum glutamat eksitotoksisitesi ile sonuglanir. Glutamat
eksitotoksisitesi, NMDA ve AMPA reseptorleri araciligiyla apopitotik hiicre 8limune
onciiliik eden kalsiyum akisina neden olur. Kalsiyum ve diger iyonlarin akisi ile
superoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit tretilir. Lipazlar, proteazlar
ve endokniikleazlar ayrica aktive olur ve hiicre 6liimiinii tetikleyen karmasik olaylar
serisini tetiklerler. Bununla beraber, reperfiizyon ve reoksijenasyon tepkimesinden 3-

12 saat sonra enflamasyon siiregleri ortaya ¢ikabilir (Ferriero 2004).
2.5.1 Oksijen ve Uzun DOnem

Dogum esnasinda hiperoksiye maruz kalmak uzun siireli patolojik etkilerle de
iliskilendirilebilir. Neonatal donemde oksijene maruz kalmanin, farelerde dogal
immiinoregiilatér yolaklarda degisiklikle beraber, solunum yolu reaktivitesinde ve
kalict enflamasyonda artisla akcigerleri etkiledigi ve bu etkinin eriskinlikte
respiratuvar viral enfeksiyonlara karsi "daha zayif direng" gelisimine neden oldugu
gosterilmistir (O'Reilly ve ark. 2008, Kumar ve ark. 2016). Ayrica, yenidogan farelerin
hiperoksiye maruz birakilmasi, anormal davraniglar, uzaysal ve farkinda olma

hafizasinda hasarlar ve intrakraniyal patoloji olmaksizin hipokampus boyutlarinda
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kiiclilme ile gosterildigi iizere eriskinlikte ventrikiiler fonksiyon bozukluklar1 ve
norogelisimsel hasarlar gibi uzun streli kardiyak anomalilerine neden olabilir (Ramani
ve ark. 2013, Ramani ve ark. 2015).

Serebral palsi HI’nin kronik dénemde en fazla goriilen neticelerinden biridir.
HI iliskili serebral palsi oram yaklasik %14 civarindadir (Graham ve ark. 2008). Orta
dereceli Hi’nin neonatal nébetlerle baglantili oldugu bilinse de, post-neonatal epilepsi
ile baglantili olmadig1 diistiniilmektedir (Pisani ve ark. 2009). Yenidogan ndbetleri,

perinatal hipoksinin dnde gelen uzun vadeli bir sonucu olabilir (Sun ve ark. 2016).
2.6. HI ve Apopitotik Hiicre Olumii

Apopitotik hiicre 6liimii yenidogan HI beyin hasarinda da rol oynamaktadir ve
yenidoganlarda, apopitozun, nekroza kiyasla hasardan sonra hiicre 6liimiine neden
olmast agisindan daha 6nemli olabilecegi One siiriilmiistiir (Hossain 2005, Ma ve ark.
2012). HI beyin hasarmnin erken evrelerinde apopitozun énemli oldugunu gosteren ve
bu durumun guinler hatta haftalarca strdiigii konusunda artan kanitlar bulunmaktadir
(Northington ve ark. 2011). Mitokondriyal bozukluk ve 6zellikle mitokondriyal
membran biitiinliigiiniin bozulmasi, kaspaz-3 gibi hiicre 6liim mekanizmalarinin

tetiklenmesine yol acar.
2.7. Hi ve Kan Beyin Bariyeri

Beyin damarlar1 tamamen astrositik uzantilarla kaplanmistir. Bu uzantilarla
beraber beyin kapillerlerinde bulunan endotel hiicrelerinin siki baglantilar1 yari
gecirgen kan beyin bariyerini (KBB) olustururlar. Noronlar, astrositler, perisitler ve
vaskiiler hiicreler, norovaskiiler birimin bilesenleridir ve beyin mikrogevresinin
homeostazi i¢in ¢alisirlar (ladecola ve Nedergaard 2007). Akut beyin hasarlar1 KBB
bilesenlerini hem molekiiler hem de hiicresel diizeyde ciddi sekilde etkiler ve KBB
islev bozukluguna neden olur (Otahal ve ark. 2014). KBB’nin bozulmasi ve
gecirgenligin artmasi, plazma bilesenlerinin ve vazojenik beyin 6demenin
ekstravazasyonuna yol agar (Stanimirovic ve Friedman 2012). Lokalize ve gecici KBB
bozuklugunun deneysel ortamlarda hem akut epileptiform aktiviteyi hem de kronik

nobetleri tetikledigi gosterilmistir (Friedman 2011, Maggio ve ark. 2013).
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2.8. Hi ve Enflamasyon

Heniiz tam olarak olgunlasmamis yenidogan beyninin HI ile indiiklenmis
hasar1 ileri safhalarda iyilestirme kapasitesi, yangi mediyatorlerinin aktivasyonuna,
trofik faktorlerin tiretilmesine ve endojen rejeneratif etkinlige baghdir. Bu evrede,
timor nekroz faktor (TNF-a), IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 ve NFkB ve CJun N-terminal
kinaz (JNK) gibi trankripsiyon faktorleri kritik bir role sahiptir (Ferriero 2004). BDNF,
epidermal biyime faktort (EBF), insulin benzeri blyime faktori (IGF)-1, vaskiiler
endotelyal blytme faktorii (VEGF), sinir biiyiime faktorii (NGF) ve eritropoietin ayni
sekilde kritik Oneme sahiptiler. Bu faktorlerin noroprotektif, antioksidatif ve
antiapopitotik etkilere sahip oldugu ve EAA sitotoksisitesini inhibe ettigi, hiicre igi

kalsiyum konsantrasyonunu stabilize ettigi belirtilmistir (Ara ve ark. 2011).
2.9. Serbest Radikallere Kars1 Koruyucu Sistemler
2.9.1. Endojen Antioksidanlar

Beyin, insan vicudundaki metabolik aktivitenin en fazla oldugu organlardan
biridir. Diisiik antioksidan savunmasi ve kolayca oksitlenebilen membran lipitlerinin
yiiksek igeriginden dolay1 kirilgan bir homeostaz1 vardir. Fizyolojik kosullar altinda,
antioksidan enzim sistemleri hiicre hasarina karsi koruyucu yetenektedir. Ancak
asfiksi durumlarinda bu koruyuculuk bozulur ve néronlar savunmasiz hale gelirler
(Perrone ve ark. 2010). Hucresel enzimatik antioksidan savunma sistemi superoksit
dismutaz (SOD), H20: ve glutatyon peroksidaz (GPx) olmak (izere Ug¢ enzim (Sekil 3)
sisteminden olusur (Volpe 2001).

Yenidogan beyninin kendine 6zgii 6zellikleri vardir. Bol miktarda doymamig
yag asidi, yiiksek miktarda oksijen tiiketimi, diisiik antioksidan enzim sistemi, yiksek
su igerigi, diisiik miyelinizasyon ve yiksek serbest demir konsantransyonu igerir
(Halliwell 1992, Towfighi ve ark. 1995, Sheldon ve ark. 2004, McLean ve Ferriero
2004, Ferriero 2004, Saugstad 2005). Reperfiizyon ve reoksijenasyon sirasinda
antioksidan savunma sistemi oksidatif stres yiziinden bozulur ve lipit peroksidasyonu,
protein denatiirasyonu, enzimlerin inaktivasyonu, DNA hasar1 ve hiicre iskelet yapisi

hasar gorur.
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2 H+ Stiperoksit

\ dismutaz (Sod)
\A Oksidatif
02 @ Hasar

Glutatyon GS
peroksidaz (Gpx) [ > A\; <4—{ Katalaz
Serbest
GSSG O Radikal

Antioksidan

H.O 2H20 + O2 enzim

Sekil.3 Antioksidan enzimlerin neonatal beyninde serbest radikaller izerine olan etkisi. SUperoksit
dismutaz, suiperoksit radikalinin hidrojen peroksit dehidrasyonunu katalize eder. Daha
sonra glutatyon peroksidaz katalaz enzimi ile birlikte hidrojen peroksitin su ve
oksijene indirgenmesini katalizler. Glutatyon peroksidaz yoklugunda, oksijen
hidroksil radikaline doniistiiriltr ve bu hiicreye oksidatif bir hasar verebilir. Siyah
oklar, antioksidan enzim varliginda oksidatif hasarin azaltildigini, kirmizi okalar ise
herhangi bir antioksidan savunma sistemi olmadigi1 durumda serbest radikal tiretimini
temsil etmektedir (GSH: glutatyon, GSSG: glutatyon disulfit).

2.9.2. Eksojen Antioksidanlar
2.9.2.1. Allopurinol

Allopurinol, ksantin oksidazi inhibe eden ve serbest radikal giderici olarak
gorev yapan bir kimyasal bilesiktir. Hipoksantinin ksantin oksidaz ile ksantine
doniistiiriilmesinden dolay1 serbest radikal olusumu HI sirasinda ¢ok 6nemlidir.
Hiicreler anaerobik metabolizmaya gectiklerinde Hi nin ilk fazinda hipoksantin birikir
ve reoksijenasyon fazinda hipoksantin, ksantinoksit tarafindan oksitlenir ve sliperoksit
serbest radikalleri Gretilir. Bu nedenle, allopurinol ile ksantin oksidazin inhibisyonu,
HI hasarmmn ilk evrelerinde ROT iiretiminin yayilimmi engellemesi agisindan
onemlidir. Allopurinolin ipsilateral hemisferdeki su icerigindeki artis1 diigiirerek
atrofiyi belirgin sekilde azalttig1 bilinmektedir. Ayn1 zamanda immatiir siganlarda

uzun donem serebral hasar1 azaltmistir (Palmer ve ark. 1990, Palmer ve ark. 1993)
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2.9.2.2. Eritropietin

Eritropoietin (EPO), son zamanlarda yenidogan HI beyin hasarinda,
noroprotektif bir ajan olarak kullanilmaktadir. EPO lipopolisakkaritlere indiiklenen
proinflamatuar sitokin tiretimini inhibe eder. HI hasarindan sonra eksojen rekombinant
EPO’nun (rEPO) verilmesi, IL-1B’nmn ikincil gecikmis artigin1 onler ve lokositlerin
hasarli hemisfere gegisini zayiflatir (Sun ve ark. 2005). EPO ve EPO-reseptori (EPO-
R) sinyali normal beyin gelisimi i¢in gereklidir (Yu ve ark. 2002). Hipoksi sonrasi
hipoksi induklenebilir faktor-1’in (HIF-1) ifadesi stabildir. EPO ve VEGF gibi hedef
biliyiime faktorlerinin ekspresyonu artmaktadir. Sonu¢ olarak, EPO ve EPO-R
noronlar, astrositler ve mikrogliyalar tarafindan spesifik olarak ifade edilir (Bernaudin
ve ark. 1999, Bernaudin ve ark. 2002, Mu ve ark. 2005). Yapilan hayvan deneylerinde
EPO’nun, beyin felci sonrasi hasar hacmini azalttigi, nérogenez ve anjiyogenezi
arttirarak ve norolojik fonksiyonu iyilestirerek embolik inmede etkili oldugu
gOsterilmistir. Ayrica bu hormon, antienflamatuvar, antiapopitotik ve antioksidan etki
gostermektedir. Yine hayvan modellerinde Hi’ye kars1 etkili oldugu bilinmektedir
(Bernaudin ve ark. 1999, Brines ve ark. 2000, Solaroglu ve ark. 2003, Sun ve ark.
2004, Wang ve ark. 2004).

2.9.2.3. Resveratrol

Resveratrol iiziim, ¢am ve nar gibi farkli bitki tiirlerinden iretilen ve
cogunlukla kirmiz1 sarapta bulunan bir polifenoldiir. Bu flovonoidler, metilen koprisu
ile baglanmig iki aromatik halkadan olusur. Yapilan calismalarda resveratroliin,
antiapopitotik ve antienflamatuvar etkisi oldugu gosterilmistir (\Venturini ve ark. 2010,
Bastianetto ve ark. 2015). Ergin sigcanlarda, orta serebral arter okliizyonu ile yapilan
beyin felci calismalarinda, resveratroliin koruyu etkileri derinlemesine ¢aligilmistir.
Etki mekanizmasma bakildiginda, ksantin oksidazi inhibe ederek ve hipoksantin,
ksantin ve oksijen radikallerinin {iretimini dnleyerek oksidatif stresin azaltilmasi ile
iliskili oldugu bilinmektedir (Sinha ve ark. 2002, Y ousuf ve ark. 2009, Li ve ark. 2011,
Fang ve ark. 2015, Hermann ve ark. 2015). Resveratrol ayn1 zamanda, ATP igerigini
ve mitokondriyal solunum aktivitesini diizenleyerek beyin enerji metabolizmasini
gelistirir. Yenidogan calismalarinda da Hi sonrasi yapilan arastirmalarda histolojik ve
fonksiyonel sonuglari iyilestirdigi bildirilmistir (Sinha ve ark. 2002, Yousuf ve ark.

2009). Ayrica miyelinizasyonu korumakta ve astrogliyal reaktif cevabi minimalize
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etmektedir. Bununla birlikte ndroprotektif etkilerinin uzun siirdiigii, 6zellikle HI hasar1
sonras1 uzun donem caligmalarinda kognitif bozukluklar: iyilestirdigi gosterilmistir.
Yenidogan siganlarda yapilan ¢aligmalarda, resveratrol uygulanmasiyla hem mekénsal
hem de mekansal olmayan bellek testlerinde 6nemli derecede iyilesme goriilmiistiir.
Bu bulgular, gri ve beyaz cevher ve 0zellikle korteks ve hipokampus Uzerine
resveratroliin koruyucu etkilerinin oldugunu gostermistir (West ve ark. 2007, Arteaga
ve ark. 2015).

2.9.2.4. Topiramat

Yaygin olarak kullanilan bir antikonviilzan ajan olan topiramat (TPM),
glutamat reseptorleri, AMPA/Kainat reseptorleri ve voltaj kapilt sodyum ve kalsiyum
kanallar1 tizerindeki inhibitor etkisi sayesinde ndéron koruyucu potansiyele sahiptir.
TPM’nin Hi sonras1 ortaya ¢ikan bilingsel bozukluklar1 azalttig1 gosterilmistir (Noh
ve ark. 2006). HI beyin hasarinda dogmus domuz yavrusu modelinde, hayvanlarda
TPM uygulanmasiyla noronal hiicre kaybinin azaldigs, fakat ilagla tedavi edilen grupta

beyaz cevherde ciddi apopitoz ortaya ¢iktig1 goriilmistiir (Schubert ve ark. 2005).
2.9.2.5. N-Asetil-L-sistein

N-asetil-L-sistein (NAS) iyi bilinen ve tiyol igeren bir antioksidandir. Oksijen
radikal giderici ve glutatyonun 6ncusu olarak gorev yapar. NAS’mn, yetiskin sican
beyin felci modelinde, apopitotik hiicre 6liimiinii azalttigi, enflamatuvar sitokinleri ve
NO sentezini azaltarak ROT’u temizleyebilecegi bildirilmistir. Bunun yaninda
glutatyon dizeyini duzeltebilir ve redoks potansiyelini azaltabilir (Sekhon ve ark.
2003, Khan ve ark. 2004).

2.9.2.6. Deferoksamin

Streptomises pilosus tarafindan {iretilen bakteriyel bir makrofaj olan
deferoksamin (DFO), demiri baglar. Boylece H202 tarafindan yonlendirilen fenton
reaksiyonu yoluyla hidroksil olusumunu 6nler (Mobarra ve ark. 2016). Hiicre kilturi
modelinde, DFO’nun oksijen ve glikoz yoklugundan sonra ndronal 6liimii azalttigi
gosterilmistir. Ayrica DFO’nun KBB’yi gegebilen bir madde oldugu bildirilmistir.
Yedi giinliik sicanlarda yapilan bir c¢aligmada, EAA miktarin1 digiirdiigii ve
hipokampusta histolojik iyilesme olusturdugu goriilmiistir. DFO, kortikal beyin
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dokusunda ve plazmada serbest demir miktarini azaltarak karotis arter akimini, rolatif
serebral oksijen metabolizmasmi ve elektrokortikal beyin aktivitesini korudugu
yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Shadid ve ark. 1998a, Shadid ve ark. 1998b,
Sarco ve ark. 2000, Hamrick ve ark. 2005, Papazisis ve ark. 2008).

2.10. Normobarik Oksijen

Oksijen tedavisinin dokularda hipoksiye yol agan hastaliklarin tedavisinde
faydali oldugu bilinmektedir. Oksijen tedavisi normobarik oksijen (NBO) ve
hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi olmak lzere ikiye ayrilir. Sahip oldugu yan etkiler
ve pahali bir tedavi segenegi oldugundan dolay1 HBO ¢ok fazla tercih edilmemektedir.
Buna karsin NBO kolay ulasilabilirligi ve uygulanabilirliginin yaninda ucuz bir tedavi
yontemidir. HI ve beyin felci gibi beyin kan akimii dogrudan etkileyen ve beynin
oksijensiz kalmasina yol acan durumlarda NBO tedavisinin kullanilmasinin beyin kan
akimini artirdigi, KBB gegirgenligini azalttig1 ve norolojik olarak iyilesmeyi artirdigi
bilinmektedir. NBO kullanimi1 dolasimdaki oksijen yogunlugunu arttirarak beyne

oksijence zengin kanin gitmesini saglamaktadir (Beker ve ark. 2015).
2.11. Melatonin

Bir noérohormon olan melatonin, memelilerde, mikroorganizmalarda ve
mantarda tiretilip kullanilabilen biyolojik sinyal molekillerinden biridir (Claustrat ve
ark. 2005, Reiter ve ark. 2005). Genel olarak melatonin, memelilerin temel olarak
epifiz bezinden salgilanir. Ayn1 zamanda retinada, gastrointestinal sistemde, deri gibi
bircok organ ve hiicrede sentezlenip kullanilabilmektedir (Reiter ve ark. 2004).
Melatoninin saligilanma mekanizmas: sirkadiyen ritme bagli olarak diizenlenir.
Karanlik ortamda plazma ve beyin omurilik sivisinda (BOS) daha fazla melatonin
bulundugu tespit edilmistir, ayrica 21-25 yas aras1 genglerde gece salgilanan melatonin
seviyesi de farklilik gostermektedir (Sekil 5, Reiter ve ark. 2005).

Melatonin karaciger tarafindan hizli bir sekilde metabolize edilir ve MSS
tarafindan hizli ve oldukga etkin bir bigimde kullanilir. BOS’daki melatonin miktar1
plazmaya gore daha yuksektir. Clinki melatonin bu surecten daha az etkilenir ve daha
uzun siire MSS’de reseptor bagimli ya da bagimsiz etki gosterebilmektedir. Yapilan
hayvan c¢alismalarinda, pineal bezin ¢ikartilmasiyla melatonin miktarinin belgirgin

olarak azaldig1 ve sirkadiyen degisikliklerinin kayboldugu goézlemlenmistir. Bunun
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sonucu olarak da parakrin melatonin salgilanmasinin plazma ve BOS’da melatonin
miktarina bir etkisinin olmadig1 anlasilmistir (Reiter ve ark. 2005).

Plazmadaki melatonin konsantrasyonu bireyler arasinda degisiklikler
gosterdigi gibi, epifiz bezinde ileri yaslarda meydana gelen fizyolojik bozulma
nedeniyle salgilanan melatonin miktar1 da azalmaktadir (Sekil 6).

Beyin-Omurilik

Sivisi
= Plasma

Melatonin konsantrasyonu
Melatonin konsantrasyonu

14:00 20:00 03:00 14:00 21-25 (Yas)
(Saat)

Sekil 5. Sirkadiyen ritme bagli olarak BOS ve plazmadaki melatonin konsantrasyonlari.
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Sekil 6. Yasa bagli olarak melatonin konsantrasyonu ve toplam antioksidan seviyelerindeki degisim.

Melatonin uyku-uyaniklik, bagisiklik sistemi ve oOzellikle serbest radikal
giderici Ozellikleriyle organizmadaki bircok islevde gorev alir. Normal fizyolojik
kosullar altinda ATP iiretimi siirecinde serbest radikal iiretimi olmaktadir (Martin ve
ark. 2000, Leon ve ark. 2004). Meydana gelen bu serbest radikaller, endojen veya
eksojen antioksidan enzimler ve melatonin tarafindan uzaklastirilmaktadir. Birgok
norodejeneratif hastalikta da patolojik durumlarda bu denge bozulur ve antioksidatif
savunma mekanizmasi tam olarak gorevini yapamaz ve olusan serbest radikaller

bolgeden uzaklastirilamaz (Chan 1996).
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Melatonin L-triptofandan Uretilen bir nérotransmitter olan serotonin (5-
hidroksitriptamin) tarafindan sentezlenir. Triptofan, triptofan hidroksilaz enzimi
araciligtyla 5-hidroksi-L-triptofana ve sonrasinda 5-hidroksi-L-triptofan aromatik L-
amino asit dekarboksilaz enzimi ile serotonine doniistiiriilir. Daha sonra serotonin

melatonin sentezi iki adimli yolaktan olusur (Sekil 7).

Triptofan N-Asetil serotonin
CH,CHCOOH HO CH,CHNHCOCH;
I
NH,
TPH l HIOMT
. ., Melatonin
Hidroksitriptofan e ———
CH,CHCOOH CH,0 CH,CH,NHCOCH;,
A

NAT f l AAAD
1
5-Metoksitriptomine

CH;0

TPH: triptofanhidroxsilaz

®cC AAAD: aromatikamincacitdekarboksilaz
AAA: aril asilamidasz
@ N NAT: N-asetiltransferaz

HIOMT: hidroksiindo! ~O-metiltransferaz

Sekil 7. Triptofan ve seratoninden melatoninin sentezlenme mekanizmasi.

Melatonin antioksidan etkisini direk serbest oksijen radikalleri etkisizlestirerek
veya antioksidan enzimlerin sentezlerini artirarak gostermektedir. Vitamin E, vitamin
C, resveratrol, glutatyon gibi diger antioksidan molekiiller ile karsilastirildiginda
onlara gore ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda ¢ok daha giiglii serbest oksijen radikal
giderici etkinlige sahiptir (Martin ve ark. 2000, Lopez-Burillo ve ark. 2003, Tan ve
ark. 2003). Reaktif oksijen tiirleri ile girdigi reaksiyonlarla melatonin, siklik-3-
hidroksimelatonin ~ ve  kinuraminin  turevleri  olan  N!-asetil-N>-formil-5-
metoksikirunamin ve Nt!-asetil-5-metoksikinuramin’e doniistiirilebilir (Sekil 8).

Melatoninin bu ozelligi onu diger antioksidan maddelerden ayiran en Onemli

19



farkliligidir. Ornek olarak C vitamini bir serbest radikal gidericidir ve ilk metaboliti
prooksidan 6zellik tagimaktadir (Reiter ve ark. 2009). Melatonin direk antioksidan
etkisi sirasinda parcalanir ve toksik etkisi ¢ok az olan inodil katyon radikaline doniistir.
Bu da stperoksit radikalini tutarak okside olur wve N!-asetil-N°-formil-5-
metoksikirunamine doniistiiriiliir (Sekil 9). Ayrica melatonin sentez ve salinimi yasin
ilerlemesi ile azalir ve buna paralel olarak viicudun toplam antioksidan kapasitesinde

de azalma gorilur (Reiter ve ark. 2005, Sanchez-Barcelo ve ark. 2010).

Melatonin M-acetyl-Na-formyl-S-methoxykynuramine
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Sekil 8. Antioksidan olarak melatonin metabolitleri. Siklik 3-hidroksi-melatonin, AFMK ve AMK.

Beyin toplam viicut agirligimizin sadece %2’sini olusturmakmaktadir. Buna
karsin diger dokular ile kiyaslandigi zaman beyinde ¢ok daha fazla reaktif oksijen
tirtiniin  olustugunu gorilmektedir. Oksidasyona duyarli doymus yag asitleri
bakimimdan beyin diger dokulara nazaran daha zengindir. Bu durumda fenton
reaksiyonu tizerinden hidroksil radikallerinin olusumuna katkida bulunmaktadir.
Beyinde bazi bolgeler C vitamini bakimindan zengindir. Serbest demirin oldugu
ortamlarda C vitamini giiglii bir prooksidan hale gelir. Bu sekilde beyin oksidatif
hasara daha duyarli olur. Beyin dokusu goreceli olarak antioksidan enzimler agisindan

yetersiz bir organdir (Reiter ve ark. 2005, Reiter ve ark. 2009).
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Sekil 9. Melatoninin serbest radikallerinin giderilmesindeki rolu.
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Iskemi gibi nérodejeneratif hastaliklarda ise ortaya cikan asir1 miktardaki
reaktif oksijen radikallerinin antioksidatif enzim mekanizmalari ile dengelenememesi
beynin oksidatif strese maruz kalmasina neden olmaktadir (Chan 1996). Yukarida
bahsedilen nedenlerden dolay1 da oksidatif strese en fazla maruz kalan organ beyin
olup sonucta reaktif oksijen molekilleri néron ve gliya hicrelerinde 6lime neden

olmaktadir. Bu da beyin hasar1 ve beyin 6deminde artis ile sonuglanmaktadir.
2.12. Neonatal HI ve Plastisite

Beyin plastisitesi, beynin organizmadaki degisikliklere veya cevresel
degisikliklere yanit olarak kendi organizasyonu ve islevlerini degistirme yetenegini
artiran molekiilerle birlikte hiicresel ve fizyolojik olaylar1 kapsamaktadir. Yenidogan
beyni erigkin beyni ile karsilastirildiginda dis uyaranlara karsi daha hassastir. Bu
durum fonksiyonel olarak iyilesmesi agisindan daha avantajli bir durum olarak kabul
edilir (Giza ve Prins 2006). Hem hayvanlarda hem de insanlarda ¢evre uyarmmi, sinir
projeksiyonlarinin biiylimesini tetikler ve artan dendritik dallanma ve bilissel
giiclenme ile sonuglanir (Greenough ve ark. 1973, Rosenzweig ve Bennett 1996,
Johnston 2005). Gelismekte olan beynin, daha hassas ve dolayisiyla hasardan sonra
daha 1yi iyillesme mekanizmalarina sahip olmasmin beklenmesine ragmen,
olgunlasmamis yenidogan beyninin, hasarin ardindan bazi olumsuz gelisim
sonuglarina sahip oldugu anlagilmaktadir (Giza ve Prins 2006). Hasar ve ndbetler,
beyin gelisiminde yer alan belirli yolaklarin asir1 uyarilmasin tetikler. Bu kosullar
altinda anormal baglantilar ve anormal sinirsel projeksiyonlar olusabilmektedir. Bu
durumda da epilepsi, motor ve kognitif bozukluklar ortaya ¢ikabilmektedir (Johnston
ve ark. 2002, Giza ve Prins 2006). Ornegin glutamat, klasik sinir iletiminde ve beyin
gelisimi  swrasindaki aktiviteye bagh plastisite i¢in Onemlidir (Johnston 2005).
Glutamat iceren yolaklarda, beynin bir¢cok bdlgesinde artan miktarda sinaptik ve hiicre
dis1 glutamat gozlemlenirken, glutamatin toksik etkileri postsinaptik reseptor tipine

baglhdir.

NMDA reseptorleri, aktiviteye bagli uzun dénem potansiyelizasyon ve sinaptik
baglantilarin diizenlenmesiyle ilgilidir. NMDA reseptorleri, glutamat ve glisin ile
koaktivasyona ihtiya¢ duyarlar, ayn1 zamanda voltaj bagimhdirlar. Magnezyumun
kanal blokajin1 serbest birakmasi i¢in membran depolarizasyonuna ihtiyag
duyulmaktadir. BOylelikle, NMDA kanalinin agilarak ve hicre igerisine kalsiyum
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gecisi ortaya c¢ikar. Bu nedenle NMDA reseptorleri, gelisen beyindeki hasar sekli i¢in
oldukga 6nemlidir. Ciink(ii HI durumunda membran potansiyelindeki bozulma
magnezyum blogunu asar ve kanallar1 acar (Monyer ve ark. 1994). Sican
talamokortikal ~ sinapslarmin  elektrofizyolojik  ¢alismalari  uzun  donem
potansiyelizasyon ve NMDA aracili sinaptik akimlarin somatosensoriyel kortikal
plastisite i¢in kritik bir donem olan dogum sonrasi 3 ila 7. giin arasinda arttigini
gostermektedir. (Crair ve Malenka 1995). Dolayisiyla NMDA reseptorlerinin hasara
aracilik etmesi ve NMDA kanal blokérlerinin HI hasarinda néron koruyucu

potansiyele sahip olmas1 muhtemeldir.
2.13. Deneysel Hipoksi Iskemi Modelleri

Hipoksiyi ve hipoksi sonuglarini tanimlamaya calisan ilk modeller, gegen
yizyilin  baslarinda yaymlanmistir. Potasyum  siyanlr enjeksiyonu, toksik
ensefelomiyelopati ve MSS demiyelinizasyonuna sahiptir. Ancak arastirmacilar
Siyaniir enjeksiyonunun gozlemlenen sonuglarinin toksisitesine bagli olmadigini
ancak ‘“anoksik atiglarinin” beyaz cevherdeki hasar mekanizmasi oldugunu fark
etmislerdir. Bir siire sonra sag karotid arterin ¢ift baglanmasini takiben olusan anoksik
bir model yayinlanmistir (Levine 1960). Daha sonralari, yenidogan 7 giinliik siganlarin
genel karotid arterinin baglanmasi1 ve ardindan %8 normobarik hipoksiye kontrollii
atmosfer ve sabit sicaklikta maruz birakilmas: seklinde Rice-Vanucci modeli
izlemistir (Rice ve ark. 1981). Giiniimiizde 7 giinliik siganlarin MSS gelisimi 32-34
haftalik insan fetiisiine denk geldigi ve 10 giinliik si¢anlarin da normal doguma tekabdil
ettigi kabul edilmektedir (Clancy ve ark. 2001). Beyin alt bilesenleri (beyaz cehver,
gliya), insanlara kiyasla farkli hizda olgunlasir ve yeni dogmus siganin biiyiime hizi
insanlara en yakindir (Craig ve ark. 2003, Semple ve ark. 2013, Rumajogee ve ark.
2016). Bir diger model de her iki karotid arterin baglanmasi1 ve ardindan %8 oksijene
maruz birakilmasidir. Bu baglanma kismi ya da tamamen olabilir ve postnatal gelisme
doneminin farkli seviyelerinde gosterilmistir (Uehara ve ark. 1999, Jelinski ve ark.
1999, Cai ve Rhodes 2001). HI kosullarin benzetildigi bir diger uygulama ise
enflamasyon sireclerine etki eden lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonudur (Sekil 10).
Bu model pre veya postnatal donemde uygulanabilir. Eger LPS hamile si¢ana direk
olarak enjekte edilirse, plesental enflamasyon sureclerini uyararak, néronal dokuda
apopitoz, mikrogliya aktivasyonu ve fetusta beyaz cevher lezyonlarina sebep olabilir

(Cai ve ark. 2000). Eger LPS olgunlasmamis sigana uygulanirsa ve hemen ardindan
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normobarik hipoksiye maruz birakilirsa orta dereceli beyaz cevher hasari, mikrogliya

aktivasyonu ve KBB hasar1 meydana gelir (Wang ve ark. 2010).

Rice - Vanucci Hipoksi Iskemi

P8
4> 4 %8-10 0, :
—> —> 90-92 , I
37°C
10 dakika 1-2 saat 90 dakika 3 saat siitten kesme

Sadece Hipoksi
P6-9

9%0-10 O,
%0-5 CO,
9690-100 N,

18-37°C
5-100 dakika 1-5 giin

Preterm Enflamasyon Hasar1
P1-6 P1-6

\LPS \LPS

IL1-B IL1-B

5 dakika 6-12 saat 5 dakika 3 saat-5 giin
kafese geri
konur ve 1-7
gun siireyle
enjeksiyon

Sekil 10. Farkli hipoksi iskemi modelleri.

HI’nin patofizyolojik siiregleri ele alindiginda eksitotoksisite ve yiiksek serbest
radikal iiretimi sonrasinda meydana gelen hicre 6lim mekanizmalarinin, olusan
hasarin artmasinda 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir. Bu nedenle, calismada heniiz
etkisi tam olarak ortaya konmayan oksijen tedavisi ve yuksek oksijen
konsantrasyonuyla kiimiilatif etkisinin arastirilmasi amaciyla ve ¢ok iyi bir serbest

radikal giderici ve antioksidatif ajan olan melatonin kullanilmistir.
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3. Gereg ve Yontem

Deneylerde yeni dogmus 7 giinliik sicanlar cinsiyet ayirt etmeksizin kullanildi.
Akut ve kronik donem ¢aligmalar1 i¢in gruplardaki hayvan sayilar1 n=10 olacak sekilde
ayarlandi. Bu tezin deneysel calismalar1 Necmettin Erbakan Universitesi ve Istanbul
Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurullar1 tarafindan onaylandiktan
sonra Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Rostoratif Tip Merkezi’nde

gergeklestirilmistir.

3.1. Deney Dizayni

Deneyler akut ve kronik olmak tizere iki farkli set olarak dizayn edildi (Sekil
11). Calismada hem akut hem de kronik dénem i¢in %21 Oksijen grubu, %70 Oksijen,
%100 Oksijen ve %100 Oksijent+Melatonin gruplar1 n=10 olacak sekilde dort farkl
deney grubu olusturuldu. Akut donem ¢alismalarinda hipoksik iskemi uygulanmasinin
ardindan farkli  konsantrasyonlarda ki NBO tedavisi uygulandi. HI’nin
indiiklenmesinden 48 saat sonra dekapite edilen hayvanlarin beyinleri hizla ¢ikartilip
kuru buz tizerine alind1 ve histopatolojik incelemeler igin -80 buzdolabinda saklandi.
Kronik ddnem ¢alismalrinda ise HI indiiklenmesinden sonra tedavi gruplar1 uygulandi
ve iki farkli zaman diliminde si¢anlara davranis testleri uygulanmasinin ardindan 60.

Gunde dekapite edilerek beyinleri -80 buzdolabina kaldirildi.
3.2. Deneysel Hipoksik Iskemi Modeli

Hi modeli i¢in Vanucci’nin modeli modifiye edilerek kullamild: (Rice ve ark.
1981). 7 giinliik sicanlar 1% izofuloran (30% Oz2; NOz2) ile anesteziye alinip, sag
karotid arter izole edilip, 6.0 naylon ip ile baglandi ve 1 saat dinlenmeye birakildi.
Akabinde yavru siganlar akut ve kronik donem caligmalar1 i¢in 2 saat siire ile % 8
O2’ye maruz birakildi, hemen sonrasinda yavru siganlar melatonin ile (4 mg/kg, i.p.)
kombine ya da sadece %21, %70 ve %100 O tedavisine alindi. Daha sonra yavrular
operasyon sonrasi bakim i¢in annelerinin yanina konuldu. Akut dénem analizleri i¢in
apopitozun pik noktasi olan 48. saatte yavrular sakrifiye edildi. Hemen beyinleri
cikarilarak kuru buz iizerine alinip histolojik incelemeler i¢in derin dondurucuda (-80
°C) sakland1. Kronik dénemde ise yavrular Hi sonrasi 2 ay siire ile yasatilip davranis

testleri (agik alan, karanlik-aydinlik, rotarod, Barnes labirent) uygulanmasinin
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ardindan 60. giin sonunda sakrifiye edildi ve beyinler hizla kuru buza alinip histolojik

incelemeler icin derin dondurucuya (-80 °C) kaldirildi.

Iskemi Hipoksi Deney
Sonlandirma
o <
b % L — } e n=10/grup
=5 — | |
= S NBO Tedavisi
0 120.dk 120.dk 48.saat
%21 NBO
Kontrol
%70 NBO Melatonin 4mg/kg ip
Melatonin
%100 NBO
Iskemi Hipoksi Davranis Testleri Deney
Sonlandirma
E _
D <
X % af— n=10/grup
é S NBO TedaV|S|
0 120.dk 120.dk 28. Gin 42. Gin 60. Giin

Sekil 11. Deney dizani.
3.3. Normobarik Oksijen Tedavisi

Akut ve kronik HI sonras1 %21, %70 veya %100 NBO tedavisi uygulamak
Uzere yavru sicanlar 6zel olarak dizayn edilmis ve cap1 25 cm olan desikatorlere
alindilar. NBO uygulama alanlarinin igerisindeki O2 oOranlar1 oksijen sensorii (MX-
300, Teledyne Analytical Instruments) kullanilarak tiim tedavi siiresince takip edildi.
NBO kullanildig1 i¢in desikatorler icerisinde basing manometre vasitasiyla gercek
zamanlt olarak izlendi. Ek olarak, desikatorler igerisinde hayvanlarin viicut
sicakliklarini sabit tutmak i¢in homeotermik isitma sistemleri kullanildi. Tedavi

sonrast hayvanlar kendi kafeslerine geri konuldu (Beker ve ark. 2015).
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3.4. Davranis Testleri
3.4.1. Aydmlik Karanlik Testi

Bu test ile hayvanlarin anksiyete durumlar1 6l¢iildi. Hayvanlar bir tarafi
tamamen karanlik diger tarafi ise 151k alan bir kutunun tamamen aydinlik olan kisminin
kenarma yerlestirildi. Kamera yardimi ile hayvanlar 10 dakika boyunca gézlemlendi

ve aydinlik alanda ne kadar siire gecirdikleri hesapland1 (Kilic ve ark. 2014).
3.4.2. Rotarod Testi

Siganlarin  hipoksik iskemi sonrasindaki motor koordinasyonlarindaki
degisikliklerin belirlenmesi amaciyla kullanildi. Kendi ¢evresinde hizi giderek artan
(4 rpm’den 40 rpm’e 245 saniyede) bir silindirden olusan rotarod testinde siganlarin
bu silindir Gzerinde kalabildikleri siire degerlendirildi. Test sliresi maksimum 5 dakika
olarak uygulandi. Test 5 kez tekrarland1 ve ortalama degeri alindi. Bu degerler
operasyon oncesi ve operasyon sonrasi farkli zamanlarda tekrarindan elde edilen

degerler ile karsilastirildi (Kilic ve ark. 2014).
3.4.3. A¢ik Alan Testi

Sicanlarin  spontan motor aktivitelerinin ve alandaki arastrma benzeri
davraniglarin degerlendirildigi bir metot olan a¢ik alan testinde fareler, 150 cm ¢apinda
ve 35 cm yiiksekliginde bir ucu kapali silindirden olusan bir alanda 10 dakika boyunca
gozlemlendiler. Siganlarin hareket ettikleri siradaki hizlari, silindirin orta, merkez
veya kenarda gecirdikleri zaman siireleri, hareketli ve hareketsiz kaldiklar1 siire ve
alanlar karsilagtirmali olarak degerlendirildi. Bu degerlendirmede kameraya bagl bir

bilgisayar ile Any Maze programi kullanildi (Kilic ve ark. 2014)
3.4.4. Barnes Labirent Testi

Barnes labirent testi hayvanlarda uzaysal 6grenme ve hafizayr 6lgmek i¢in
kullanildi. Daire seklindeki platformda 18 adet ¢ap1 15 cm’lik delikler bulunmaktadir.
Deliklerden birinin altina hayvanin kendini giivende hissedecegi bir kafes yerlestirildi
ve ¢evreye hayvanlarin bu deligi bulabilmek icin referans olarak kullanabilecekleri

birtakim belirtecler kondu. Hayvanlara ses ya da 1sik gibi bir uyaranlar verilerek ne
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kadar surede guvenli bolgeyi bulabildikleri 3 dakikalik strelerde gézlemlendi (Li ve
ark. 2012).

3.5. Histopatolojik Ydntemler

Akut donemde meydana gelen histopatolojik degisikliklerin belirlenmesi
amaciyla apopitoz i¢gin TUNEL, olusabilecek nekrotik hasarin belirlenmesi yaninda
yasayan noron sayisinin belirlenmesi amaciyla cresyl violet, protein seviyelerindeki
degisikliklerin belirlenmesi i¢cin Western Blot yontemi kullanilda.

3.5.1. Cresyl Violet Boyamasti

Cresyl violet boyamasi noronlarin ve hiicre ¢ekirdeklerindeki nissl
taneciklerini gostermek i¢in kullanildi. Bregma -3.60 mm seviyesinden alinan kesitler
asagida belirtilen protokol ¢ercevesinde histolojik kaplama prosediirleri kullanilarak
cresyl violet kaplamasi yapildi. Kaplanan kesitlerde Image J programi (NIH, US)
kullanilarak hasar alani belirlendi, toplam beyin alanindan hasarsiz beyin alani

cikarilarak hesaplandu.
3.5.1.1. Cresyl Violet Protokoli

Elde edilen koronal kesitler 30 dakika streyle 37 °C’de kurutmaya alindi.
Salelere yerlestirilen slaylatlar 7 dakika PFA ile muamele edilip distile su ile yikanip
saleler degistirildi. Calkalayic1 kullanilarak 5 dakika PBS ile yikanip tekrar distile su
ile yikandi. Slaytlar 2 dakika masa iizerinde, 13 dakika c¢alkalayici lizerinde cresyl
violete 'ye maruz birakildi. Slaytlar 6nceden hazirlanan ve sirasiyla %70, %90, %95,
%2100 (20-25 sn) alkol ile muamele edilip, 2 tane xylene salesi hazirlanarak 1. salede
2-3 dakika, 2. salede ise 1-2 dakika bekletildi ve son olarak tizerlerine cam pastor pipet

ile mounting medium damlatilarak kurutmaya birakildi (Kelestemur ve ark. 2016).
3.5.2. TUNEL Assay

TUNEL DNA fregmantasyonunu go0stermek amaciyla apopitozun son
evresindeki hiicreleri tanimlamak i¢in kullanildi. Calismada beynin hipokampus

seviyesinden (bregma -3.60) belirlenen alanlardan TUNEL (+) hiicre sayim1 yapildi.
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3.5.2.1. TUNEL Assay Protokoli

Derin dondurucudan alinan slaytlar oda sicakliginda 30 dakika sureyle
kurutuldu. Slaytlar salelere aliip PFA igerisinde 10 dakika oda sicakliginda karanlik
ortamda, 10 dakika +4 °C’ de bekletildi. Slaylatlar yeni sale ve sale yatagina alinip 3x5
dakika calkalayicida 80 RPM’de PBS ile yikand1. Yeni bir saleye P1 (Permeabilization
Solution) konulup slayt yatagi degistirildi, tekrar yeni bir saleye P2 (Citrate Buffer)
hazirlanip, slaytlar P1 salesinden alinip P2 salesine konuldu. Bir dakika boyunca 750
W’da mikrodalgada P2 soliisyonunda kaynatilip, tizerine 80 ml distile su eklendi.
Slaytlar hizl1 bir sekilde PBS salesine batirilip ¢ikartildi ve fazla su slaytlar (izerinden
atilarak daha onceden hazirlanan nemli ortama dizildi. Beyin dokusunun etrafi
maddenin disartya akmamasi i¢in hidrofobik yapidaki PAP-PEN ile ¢izildi. Ornek
basina yaklagik 50ul Buffer A (%2 BSA, %1 Gelatin, %10 NGS, %0,03 PBS-T)
eklenerek c¢alkalayici tizerinde 80 RPM’de 30 dakika inkiibe edildi. Nemli ortamdan
alinan slaytlar sale yatagina dizilip 10 dakika 80 RPM’de PBS ile ¢alkalanarak Roche
In Situ Cell Detecetion Kit igerisinde hazir halde bulunan enzim 1: 50 ul + buffer 2:
550 pl karigimi buz igerisinde karanlikta bekletildi ve 6rnek bagma yaklasik 30ul 1+2
eklenip tizerleri parafilm ile kapatildi. Nemli ortamda 70 dakika 37 °C de etuvde
inklibe edildi. Daha sonra yeni bir saleye PBS konularak 3x5 dakika yikama yapild.
DAPI ile ¢cekirdek boyamasi yapilarak 5 dakika oda sicakliginda bekletilip bes dakika
PBS ile yikama yapildi. Saleden ¢ikarilan slaytlar pecete ile kurulanip, iizerlerine
Mounting Medium eklendi. Slaytlar uzun cover slip ile kapatilarak aliminyum folyo
ile ¢evrili olan slayt kutularina kaldirildi ve son olarak yaklasik 45 dakika sonra cover
slip etrafi ojeyle cevrilip, bir gece oda sicakliginda kurutuldu. Belirtilen bolgelerde
hasar ¢evresi dikkate alinarak apopitotik hiicre sayilar1 degerlendirildi (Kelestemur ve
ark. 2016).

3.6. Western Blot

20pg protein, 5Sml 2X laemmli 6rnek tamponu (1610737, Biorad Life Sciences
Research, Kaliforniya, Amerika) ve geri kalan1 bidistile su olacak sekilde hazirlanan
10pul protein karigimi isitict tabla kullanilarak 95°C’de 5 dakika inkiibe edildikten

sonra +4°C buz tizerine alind1.
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4’li dikey jel elektroforez tanki (1658004, Biorad Life Sciences Research,
Kaliforniya, Amerika) icerisine mini-Protean TGX Precast protein jeli (4569033,
Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika) vyerlestirildi ve dikey
elektroforez igin gerekli olan tampon ¢ozeltisi (25 mM Tris, 192 mM glisin, 0.1%
sodyum dodesil silfat (SDS), pH 8.3) (1610732, Biorad Life Sciences Research,
Kaliforniya, Amerika) eklendi. Protein 6rnekleri ve dikey elektroforezin suresini
belirlemek i¢in kullanilan protein isaretgisi Precision Plus Protein-All blue standards
(163-0393, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika) jel igerisine
yiiklendi ve giic kaynagi (1645070, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya,
Amerika) kullanilarak proteinler agirliklarina gore ayrildi.

Elektroforez sonunda proteinler jelden PVDF (Poli-viniliden floriir) membrana
(162-0174, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika) transfer edebilmek
icin transfer tampon solusyonu (Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika)
hazirlandi. PVDF membran ve filtre kagitlar1 (162-0219, Biorad Life Sciences
Research, Kaliforniya, Amerika), hazirlanan transfer tampon solusyonu igerisinde
islatildiktan sonra trans-blot turbo transfer sistemi (1704155, Biorad Life Sciences
Research, Kaliforniya, Amerika) kullanilarak molekiiler agirliklarina gére ayrilmis
olan proteinler jelden PVDF membrana aktarildi. PDVD membran 50 mM Tris-
Buffered Saline (TBS-T) (%0.1 Tween igeren tamponlanmis Tris saline) ile hazirlanan
%35 yagsiz siit tozu (sc-2325, Santa Cruz Biotechnology) ile oda 1sisinda 1 saat
bloklandi. TBS-T ile yikanan membranlar bir gece p-Erk1/2 (9101; Cell Signaling), p-
PTEN (9554; Cell Signaling), GSK3af (8566; Cell Signaling), MMP9 (AB38898;
ABCAM), antikorlari ile inkiibe edildi. Ertesi giin membranlar TBS-T ile t¢ kere
yikandiktan sonra %5 yagsiz siit tozu icerisinde Horseradish Peroksidaz enzimi ekli
olan ikincil antikor (31460; Thermo Scientific) verildi. 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edilen membranlar inklibasyon sonunda ti¢ kere TBS-T ile yikandiktan sonra 5 dakika
ECL Western goruntuleme soliisyonu (1705060, Biorad Life Sciences Research,
Kaliforniya, Amerika) ile inkiibe edilen membranlar Chemidoc MP goérintileme
sistemi (1708280, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika) kullanilarak

gorunttlendi.

Western Blot yontemi ile elde edilen jel goriintiileri bilgisayar programi (Image

J; National Institute of Health, Bethesda, MD, Amerika), yardimiyla analiz edildi. Jel
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gorintileri program yardimiyla sirasiyla 8 bit formatina ¢evrildikten sonra bantlarin

yogunluklar1 hesaplandi (Beker ve ark. 2015).
3.7. Istatistik

Gruplardaki hayvan sayisimnin belirlenmesinde "Power Analiz” programi
kullanilmis olup n sayis1 10 olarak bulunmustur. Calismamiz sonucunda elde edilen
verilerin degerlendirilmesi amaciyla SPSS ANOVA istatistik analiz sistemi
kullanilmigtir. Gruplar arasindaki anlamlilig1 bulmak i¢in One Way ANOVA’da LSD
testi yapilmistir.

31



4. Bulgular

4.1. Hasar Alan1 Dagilim1

%21 oksijen grubu ve tedavi gruplarinda hasar alani hipoksi iskemi hasarindan

sonra korteks (turuncu), hipokampus (yesil) ve subhipokampal (mavi) bolgelerinde
(Sekil 12) akut donemde 48. saatte 6lgulddi.

Sekil 12. Alinan koronal kesitlerden hasar alaninin 6l¢iildiigii bolgeler.
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Korteks bolgesindeki hasar alam1 %21 oksijen grubunda 17.91+3.72 mm?
olarak oOlculdu ve 6zellikle %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon grubunda hasar
alaninda yariya yakin bir azalma gériildii. %70 Oksijen grubunda 17.59+4.95 mm? ve
%100 oksijen grubunda 8.06+2.09 mm? Olcilirken %100 Oksijen+Melatonin
kombinasyonunda 5.54+1.59 mm? olarak &lgiildii (Sekil 13). %21 Oksijen grubu ile
karsilastirildiginda, hem %2100 Oksijen hem de %100 Oksijen+Melatonin
kombinasyon grubunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik ortaya ¢ikt1 (p<0.05).

Korteks
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Sekil 13. Koronal kesitlerden hesaplanan korteks bolgesinde hasar alani. Yapilan analiz sonucunda
%2100 Oksijen ve %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon grubunda %21 Oksijen grubuna kiyasla

anlamh bir sekilde hasar alaninda azalma goriilmiistiir. Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir.
p<0.05

Subhipokampal bélge degerlendirildiginde %21 Oksijen grubundaki hasar
alan1 7.284+0.92 olarak 0lctlirken %70 Oksijen grubunda 5.7+0.58, %100 Oksijen
grubunda 3.67+0.79 ve %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda 2.69+0.79
olarak Olciildii. Istaistiksel olarak analiz edildiginde %2100 Oksijen-Melatonin
kombinasyon grubunda %21 Oksijen grubuna kiyasla hasar alaninda %350 oraninda bir

azalma oldugu goriildii (p<0.05, Sekil 14).
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Sekil 14. Koronal kesitlerden hesaplanan subhipokampus boélgesinde hasar alani. Yapilan analiz
sonucunda hem %2100 Oksijen hem de %100 Oksijen-Melatonin kombinasyonunda anlamli bir azalma
goruldd. Sonuclar ortalama+SD olarak verilmistir. p<0.05

Hipokampus bolgesinde de %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunun
%21 Oksijen grubuna kiyasla hasar alanin1 ¢ok daha fazla azalttig1 belirlendi. %100
Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda hasar alan1 0.57+0.23 iken %21 Oksijen
grubunda 2.03+0.71 olarak o6lculdi. Hipokampus bolgesindeki hasar alani %70
Oksijen tedavisi grubu 2.24+0.36 ve %100 Oksijen grubu ise 0.78+0.27 olarak tayin
edildi. Toplam hasar alam1 degerlendirildiginde %100 Oksijen+Melatonin
kombinasyon grubunda hasar alani %21 Oksijen grubuna kiyasla %70 oraninda

azalmist1 (p<0.05, Sekil 15).
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Sekil 15. Koronal kesitlerden hesaplanan hipokampus bolgesinde hasar alani. Yapilan analiz sonucunda
%100 Oksijen+Melatonin kombinasyonunda %21 Oksijen gurubuna kiyasla %75 dolayinda hasar
dagiliminda anlaml bir azalma goriildii. Sonuclar ortalama£SD olarak verilmistir. p<0.05

Toplam hasar alanina g6z Oniine alindiginda %2100 Oksijen+Melatonin
uygulanmasimim hasar alanin1 %21 Oksijen grubuna kiyasla yaklagik %70 olarak
azalttigi gozlemlendi. Total hasar alam1 %21 Oksijen grubunda 27.22+4.06, %70
Oksijen grubunda 25.55+5.5, %100 Oksijen grubunda 12.96+2.72 olarak 6l¢tlirken,
%100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda 8.81+1.56 olarak olgiildi (Sekil
16).  Istatistiksel olarak  degerlendirildiginde, %21  Oksijen  grubuyla
karsilastirildiginda hem %100 Oksijen grubunda hem de %100 Oksijen+Melatonin
grubunda anlamli bir azalma ortaya ¢ikt1 (p<0.005).
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Sekil 16. Koronal kesitlerden hesaplanan total hasar alani. Total beyin hasar dagilimina bakildiginda
%100 Oksijen ve %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon gruplarinda hasar dagilimim ¢ok yiiksek
oranda anlamli olarak azalttiklar1 gbzlemlendi (p<0.05). Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir.

4.2. Hiicresel Sag Kalim Analizi

HI sonras1 meydana gelen hasar1 hiicresel boyutta incelemek icin bregma -3.60
seviyesinden alinan koronal kesitlere cresyl violet boyamasi yapildi ve her kesitten
korteks, subhipokampal bélge, dentat girus (DG), CA1, CA2 ve CA3 olmak tizere alt1
farkli bolgeden (Sekil 17) hiicre sag kalim analizi yapildi.
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Sekil 17. Hiicre sag kalim analizlerinin yapildig1 bolgeler. DG, (dentat girus).

Korteks bolgesinde yapilan hiicre sag kalim analizinde artan oksijen
konsantrasyonuna paralel olarak hayatta kalan hiicre sayisinin da arttig1 gézlendi. %21
Bu say1 oksijen verilen hayvanlarin korteks bolgesinde ortalama 44.54+9.41, %70
oksijen konsantrasyonunda 57.36+3.48, %100 Oksijen grubunda 71.18+2.09 ve son
olarak %100 Oksijen+Melatonin konsantrasyonunda 82.35+5.08 olarak 6l¢uldil (Sekil
18). %70 Oksijen, %100 Oksijen ve %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda
istatistiksel olarak anlamlilik bulundu (p<0.05).
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Sekil 18. Korteks bolgesinde hesaplanan hiicresel sag kalim analizi. Tedavi gruplarinda %21 Oksijen
grubuna kiyasla anlamli bir hiicresel sag kalim gozlenmektedir. Sonuglar ortalamatSD olarak
verilmistir. p<0.05

Subhipokampal boélgede yapilan analizde %100 Oksijen+Melatonin
kombinasyonunda %21 Oksijen grubuna kiyasla %45’e yakin bir artis goriildii. %100
Oksijen+Melatonin grubunda yasayan hiicre sayis1 84.75+7.29 olarak dlctlirken %21
Oksijen grubunda 47.21+6.78 ol¢iilmiistiir. %70 Oksijen grubunda 63.29+1.73 ve
%100 Oksijen grubunda 67.25+3.17 sag kalan hiicre tespit edildi (Sekil 19). Tedavi
gruplarindaki hiicre sayist anlamli sekilde daha yiiksek bulundu (p<0.05).
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Sekil 19. Subhipokampal bolgesinde hesaplanan hiicresel sag kalim analizi. Sonuglar ortalama+SD
olarak verilmistir. p<0.05

Dentat girus bolgesindeki yasayan hiicre sayis1 degerlendirildiginde bu degerin
%70 Oksijen, %100 Oksijen ve %100 Oksijen+Melatonin gruplarinda %21 Oksijen
grubuna gore anlamli bir sekilde arttigi gézlemlendi (p<0.05). %21 Oksijen grubunda
yasayan hiicre say1s155.6843.92°de kalirken %70 oksijen grubunda 68.60+3.52, %100
Oksijen grubunda 81.71+3.42 ve %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda
89.75+2.23 olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 20).
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Sekil 20. Dentat girus bolgesinde hesaplanan hiicresel sag kalim analizi. Sonugclar ortalama+SD olarak
verilmistir. p<0.05

Hipokampus bdlgesi igerisinde yer alan CA1, CA2 ve CA3 bolgelerinde de
ayni sekilde artan Oksijen konsantrasyonuna bagli olarak hiicresel sag kaliminin arttig1
gOzlemlendi. Bu deger CAl bolgesinde %21 Oksijen grubunda 49.51+6, %70 Oksijen
grubunda 78.92+2.97, %100 Oksijen grubunda 76.71+4.74 ve %100 Oksijen-
Melatonin kombinasyonu grubunda 83.9248.5 olarak Olcildu (Sekil 21). Tedavi
gruplarinda istaistiksel olarak anlamli bir artis ortaya ¢ikt1 (p<<0.05).
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Sekil 21. CAl bolgesinde hesaplanan hiicresel sag kalim analizi. Sonuglar ortalamatSD olarak
verilmistir. p<0.05

CA2 bolgesindeki hiicresel sag kalim analizinde %21 Oksijen grubunda
yasayan hiicre sayis1 50.50+5.99 olarak 0Ol¢tldi. %70 Oksijen grubunda 65.38+3.81,
%100 Oksijen grubunda 71.08+5.25 ve %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon
grubunda ise 83.36+5.35 olarak gozlemlendi (Sekil 22). Biitiin tedavi gruplarinda %21
Oksijen grubuna kiyasla anlamli degisiklikler belirlendi (p<0.05).
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Sekil 22. CA2 bolgesinde hesaplanan hiicresel sag kalim analizi. Sonuglar ortalamatSD olarak
verilmistir. p<0.05
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Hiicre sag kalim analizinde son olarak CA3 bdlgesi incelendi ve yasayan hiicre
sayis1 %21 Oksijen grubunda 42.41+12.08 olarak olcilirken %70 Oksijen grubunda
66.25+3.03, %100 Oksijen grubunda 74.33+3.16 ve %100 Oksijen-Melatonin
kombinasyon grubunda 82.74+4.57 hiicrenin sag kaldigi belirlendi (Sekil 23).
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Sekil 23. CA3 bolgesinde hesaplanan hiicresel sag kalim analizi. p<0.05. Sonuglar ortalama+SD olarak
verilmigtir.

4.3. Apopitoz

Bregma -3.60 seviyesinden almman kesitlere, hipoksik iskemi sonrasi
hayvanlardaki apopitotik hiicre analizinin yapilmasi icin TUNEL uygulamasi yapilda.
Korteks, subhipokampus , DG, CAl, CA2 ve CA3 bdlgelerinde apopitotik hiicre
saymmi gerceklestirildi (Sekil 24). Ozellikle analiz yapilan biitiin bolgelerde %100
Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda apopitotik hiicre sayisinda anlamli bir

sekilde azalma goriildii.
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Sekil 24. Apoptotik hiicre analizinin alinan beyin kesitindeki gosterimi.

Korteks  bdlgesinde  yapilan apopitotik  hiicre  analizinde %100
Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda %21 Oksijen grubuna kiyasla apopitotik
hiicre sayisinin yari yariya azaldig1 gézlemlenmistir (Sekil 25). %21 Oksijen grubunda
50.32£11, %70 Oksijen grubunda 49.26+10.54, %100 Oksijen grubunda 30.97+2.22
ve son olarak %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda 19.03+7.12 hiicre

sayildi.
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Sekil 25. Korteks bolgesinde apoptotik hiicre analizinin dagilimi. Sonuglar ortalamatSD olarak
verilmistir. p<0.05

Subhipokampal boélgesinde yapilan analiz sonucuna goére ise %70, %100
Oksijen ve %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon gruplarinin hepsinde %21 Oksijen

grubuna gore anlamli bir azalma goriildi (Sekil 26).
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Sekil 26. Subhipokampal bolgesinde apoptotik hiicre analizinin dagilimi. Sonuglar ortalama+SD olarak
verilmistir. p<0.05

DG bdélgesinde yapilan apoptotik hiicre sayisinda tedavi gruplarinda hasar
goren hiicre sayisinda ciddi bir azalma goriildii. Tedavi gruplarindan %100 Oksijen-

Melatonin kombinasyon grubunda 9.66+7.22 hiicre sayilirken, %100 Oksijen
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grubunda 13+2.1, %70 Oksijen grubunda 27.66+8.5 ve son olarak %21 Oksijen
grubunda 31.6+12.6 apopitotik hiicre sayildi (Sekil 27).

CAl, CA2 ve CA3 bolgelerinde yapilan apopitotik hiicre analizi sonrasinda
tedavi gruplarinda %21 Oksijen uygulanan hayvanlara nazaran dlen hiicre sayisinda
ciddi bir diislis gortildi. CA1 bolgesinde %21 Oksijen uygulanan guruba apopitotik
hiicre sayis1 66.4+17.18 olarak bulunurken %70 Oksijen grubunda 52.33+8.5, %100
Oksijen grubunda 26.42+1,81 ve %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda
1648.6 Slen hiicre tespit edildi (Sekil 28). CA2 bdlgesi degerlendirildiginde %21
Oksijen grubunda 47.6+19, %70 Oksijen grubunda 65.66+9.23, %100 Oksijen
uygulanan hayvanlarda 34.71+4.02 ve %2100 Oksijen+Melatonin kombinasyon
grubunda Olen hiicre sayist 19.66+7.3 olarak sayildi (Sekil 29). Son olarak
hipokampusun CA3 bdlgesinde %21 Oksijen grubunda 51.5+11, %70 Oksijen
grubunda 33#+11.35, %100 Oksijen 25.85+5.3 ve %100 Oksijen+Melatonin
kombinasyon grubunda 12+6.1 olarak 6lgiildi (Sekil 30).
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Sekil 27. Subhipokampal bdlgesinde apopitotik hiicre analizinin dagilmi. %100 Oksijen ve %100
Oksijen-Melatonin kombinasyonu uygulanan hayvanlarda %21 Oksijen grubuna kiyasla anlamli bir
diisiis goriilmektedir. Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir. p<0.05
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Sekil 28. CA1 bolgesinde apopitotik hiicre analizinin dagilimi. %100 Oksijen ve %100 Oksijen-
Melatonin kombinasyonu uygulanan hayvanlarda %21 Oksijen grubuna kiyasla anlamli bir diisiis
gorilmektedir. Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir. p<0.05
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Sekil 29. CA2 bolgesinde apopitotik hiicre analizinin dagilimi. %100 Oksijen ve %100 Oksijen-
Melatonin kombinasyonu uygulanan hayvanlarda %21 Oksijen grubuna kiyasla anlamli bir disiis
gorulmektedir. Sonuglar ortalamaxSD olarak verilmistir. p<0.05
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Sekil 30. CA3 bolgesinde apopitotik hiicre analizinin dagilimi. %100 Oksijen ve %100 Oksijen-
Melatonin kombinasyonu uygulanan hayvanlarda %21 Oksijen grubuna kiyasla
anlaml bir diislis goriilmektedir. Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir. p<0.05

4.4. Protein Analizi

Hipoksi iskemi hasarindan sonra hiicresel sag kalim ile ilgili yolaklara

normobarik oksijen ve melatoninin etkilerinin aragtirilmasi bakimindan iskemik
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dokuya Western blot protein analizi yapildi. Dokularda matriks metallooeptidaz-9
(MMP9), ekstra cellular regulated kinase (Erk1/2), glikojen sentez kinase-3 (GSK-3),

fosfataz ve tensin homologu (PTEN) protein seviyeleri analiz edildi.

MMP9 seviyesi, %100 Oksijen ve %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon
gruplarinda %21 Oksijen grubuna kiyasla anlamli bir sekilde azaldig1 goriildii. %21
Oksijen grubunun protein seviyesi %100 kabul edilip diger gruplar arasinda kiyaslama
yapilmistir. Buna gore %100 Oksijen verilen grup %70 seviyelerine diiserken, %100
Oksijen-Melatonin kombinasyon grubu %88 seviyelerine diistiigii goriildii (Sekil 31).
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Sekil 31. Hipoksi iskemi sonrasi Oksijenin MMP9 anlatimina etkisi. Sonuclar ortalama+SD olarak
verilmistir. p<0.05

Hipoksi iskemi sonras1 Erl1/2 protein seviyelerini incelendiginde artan oksijen
konsantrasyonuna bagli olarak protein seviyelerinin diistiigii ancak sadece %100
Oksijen-Melatonin kombinasyon grubunda hafif bir artis oldugu goriildii. %70 Oksijen
grubu %93 seviyelerine diiserken, %100 Oksijen uygulanan grupta bu deger %79
olarak olguldid. Ancak %100 Oksijen-Melatonin kombinasyonu uygulanan
hayvanlarda Erk1/2 protein seviyesi %106 olarak 6lctldu (Sekil 32).

Fosforlanmig GSK3p protein seviyelerine bakildiginda hipoksi iskemi

hasarindan sonra artan oksijen konsantrasyonunda genel olarak GSK3of3 protein
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anlatiminin azaldig1 goriildii. %70 Oksijen verilen grupta GSK3of anlatimi %32
seviyelerine diigerken %100 Oksijen konsantrasyon uygulanan grupta bu seviye %46

olarak olctildi (Sekil 33).
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Sekil 32. Hipoksi iskemi sonrasit Oksijenin Erk1/2 anlatimima etkisi. Sonuglar ortalama+SD olarak
verilmistir. p<0.05
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Sekil 33. Hipoksi iskemi sonrasi Oksijenin GSK3af3 anlatimina etkisi. Sonuclar ortalama+SD olarak
verilmistir. p<0.05

Hipoksi iskemi sonrast dokularda PTEN fosforilasyonuna bakildiginda artan
oksijen konsantrasyonuna paralel olarak PTEN anlatimmin anlamli bir sekilde
ylikseldigi gozlemlendi. %70 Oksijen grubunda %106, %100 Oksijen uygulanan
grupta %123 ve son olarak %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon grubunda %127
olarak PTEN protein anlatimi 6l¢iildii (Sekil 34).
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Sekil 34. Hipoksi iskemi sonrasi Oksijenin p-PTEN anlatimina etkisi. Sonuglar ortalama+SD olarak
verilmistir. p<0.05

4.5. Davranis Testleri
4.5.1. Aydmlhk Karanlik Testi

Hipoksi iskemi hasarindan sonra yapilan aydinlik karanlik testinde siganlar 600
saniye boyunca kamera ile izlendi. Hipoksi iskemi gegirip %21 Oksijen uygulamasi
yapilan hayvanlar daha ¢ok karanlikta kalma egilimi gosterirken artan Oksijen
konsantrasyonuna bagl olarak hasardan sonra hem 28. giinde (Sekil 35) hem de 42.
glinde (Sekil 36) aydinlikta gegirdikleri siireler artmaktadir.
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Sekil 35. Aydmnlik-karanlik testinde hayvanlarim 28. glinde aydinlik alanda gegirdikleri siireler. Artan
Oksijen konsantrasyonuna paralel olarak hayvanlarin aydinlik alanda gegirdikleri siireler artmaktadir.
%21 Oksijen grubunda ortalama 374124 saniye kalirken bu siire %70 Oksijen grubunda 422.3423,
%2100 Oksijen grubunda 432.36+30 ve %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon grubunda 452.66+29
saniye olarak 6lgiilmiistiir. Sonuglar ortalamatSD olarak verilmistir. p<0.05

Hasardan 42 giin sonra yapilan aydinlik karanlik testinde %21 Oksijen
grubunda hayvanlar 372.81+30, %70 Oksijen grubunda 398.53+25, %100 Oksijen
grubunda 411.76+28 ve %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon grubunda 486.07+33

saniye siganlarmn aydinlik alanda kaldiklar1 gdzlemlendi.
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Sekil 36. Aydinlik-karanlik testinde hayvanlarin 42. giinde aydinlik alanda gecirdikleri siireler.
Ozellikle %100 Oksijen-Melatonin kombinasyonunda %21 Oksijen grubuna kiyasla anlamli bir artis
gozlemlendi. Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir. p<0.05

4.5.2. Rotarod Testi

Rotarod hayvanlarda motor koordinasyonun 6l¢iilmesi agisindan kullanilan bir
testtir. Hasardan sonra 28. glinde yapilan motor koordinasyon testinde %100 Oksijen-
Melatonin grubu %21 Oksijen uygulanan gruba gore daha uzun sire silindiri ¢evirdigi
gozlemlendi (Sekil 37).

4.5.3. Agik Alan Testi

Acik alan testi hayvanlarin kendiliginden olan aktivitelerini ve bulunduklar1
yeri incelemelerini 6l¢en bir testtir. Agik alan testinde hayvanlarin ac¢ik alan kazaninda
toplamda 600 saniyenin ne kadarinda hareketli kaldiklar1 ve bunun yaninda merkez,
gecis ve kenar bolgelerinde ne kadar siire gecirdikleri gibi 4 farkli degerlendirme
kriteri yapilmistir. Hareketlilik siirelerine bakildiginda %100 Oksijen-Melatonin
kombinasyon grubunda %21 Oksijen grubuna kiyasla anlamli bir sekilde artis

goriilmektedir (Sekil 38).
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Sekil 37. Rotarod testinde hayvanlarin silindiri ¢evirme siireleri. %21 Oksijen uygulanan grup
38.80+11.87 saniye gevirirken, %70 Oksijen grubu 43.38£13.76, %100 Oksijen grubu 51.16+14, %100
Oksijen-Melatonin kombinasyon grubu ise 55.06+5.96 saniye silindiri ¢evirdigi gézlemlendi. Sonuglar
ortalama+SD olarak verilmistir. p<0.05
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Sekil 38. Hipoksi iskemi sonrasi hayvanlarin agik alan testinde hareketli oldugu siire. %21 Oksijen
uygulanan grup 216.06+56.21 saniye, %70 Oksijen grubu 234.83+134.50, %100 Oksijen grubu
278.75+14, %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon grubu ise 348.48+76.92 saniye boyunca hareketli
olduklar1 gozlemlendi. Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir. p<0.05
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Hipoksi iskemi sonrasi yapilan agik alan testinde hayvanlarin merkez alanda
gecirdikleri siireler kamera yardimiyla izlenmistir. Yapilan analiz sonucuna gore
%2100 Oksijen ve %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon grubunda anlamli bir artig
gorilmistiir (Sekil 39).
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Sekil 39. Hipoksi iskemi sonrasi hayvanlarin agik alan testinde merkezde gecirdikleri siire. %21 Oksijen
uygulanan grup 16.4445.3 saniye, %70 Oksijen grubu 29.76+8.2, %100 Oksijen grubu 63.10+70.12,
%100 Oksijen-Melatonin kombinasyon grubu ise 70.15+12 saniye boyunca merkez bdlgesinde zaman
gecirdikleri gézlemlendi. Sonuclar ortalama+SD olarak verilmistir. p<0.05

Kenar bolgesi ile merkez bolgesi arasinda kalan gegis bolgesinde gegirdikleri
stirelerin analizi yapildiginda %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon grubunun gegis
bolgesinde gegirmis oldugu siire %21 Oksijen verilen hayvanlarin iki katindan daha
fazla oldugu goriilmiistiir. %21 Oksijen grubunda hayvanlar gegis bolgesinde 13.1+7.6
saniye vakit gegirirken sirastyla %70 Oksijen grubunda 22.3+12.1, %100 Oksijen
grubunda 17.98+4.8 ve %100 Oksijen-Melatonin kombinasyon grubunda 33.39+6.9
saniye vakit gecirdikleri gozlemlendi (Sekil 40).

Kenar bolgesinde gecirdikleri siireleri inceledigimizde diisiik oksijen
konsantrasyonuna maruz birakilan hayvanlarin daha uzun siire kenarda bekledikleri
tespit edilmistir (Sekil 41). %21 Oksijen uygulanan grup 570.45+15.38 saniye, %70
Oksijen grubu 550.72+45.24, %100 Oksijen grubu 518.84+63.12, %100 Oksijen-
Melatonin kombinasyon grubu ise 496.46+.2692 saniye boyunca kenar bolgesinde

zaman gegcirdikleri gézlemlendi.
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Sekil 40. Hipoksi iskemi sonrasi hayvanlarin agik alan testinde gecis bolgesinde gegirdikleri sire.
Sonuglar ortalama£SD olarak verilmistir. p<0.05
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Sekil 41. Hipoksi iskemi sonrast hayvanlarin agik alan testinde kenar bolgesinde gegirdikleri sure.
Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir.

56



4.5.4. Barnes Labirent Testi

Hayvanlarda uzaysal hafiza ve 6grenme durumunu 6l¢gmek icin Barnes labirent
testi kullanildi. Bir uyaran verildikten sonra etraftaki uyaranlarin yardimiyla
hayvanlarin giivenli bolgeye kag saniye sonra ulastiklar belirlendi. Buna gore tedavi
gruplarinda ozellikle %100 Oksijen ve %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon
gruplarindaki hayvanlarin %21 Oksijen uygulanan hayvanlara kiyaslara anlamli bir
sekilde ¢ok daha hizli olarak giivenli bolgeye ulastiklar1 gézlemlendi. %21 Oksijen
verilen hayvanlar giivenli bolgeye 90+15 saniyede ulasirken, %70 Oksijen verilen
hayvanlar 65.48+14 saniyede, %100 Oksijen uygulananlar 29+10.96 saniyede ve son
olarak %100 Oksijen+Melatonin uygulanan siganlar 17+10 saniyede givenli bolgeye

ulastilar (Sekil 42).

Barnesin Labirenti Testi
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Sekil 42. Barnesin labirenti testi. p<0.05 Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir.
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5. Tartisma ve Sonug

HI durumu anne karninda veya dogum sirasinda kordon baginin dolanmasi
veya erken dogum olaylarinda sik¢a gériilmektedir. Ozellikle kordon baginin bebegin
boynuna dolanmas1 durumunda beyne yeteri kadar kan gidemez ve sonrasinda telafisi
miimkiin olmayan durumlarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Dokunun oksijensiz
kalmasi bir siire sonra hiicresel diizeyde enerji yetmezligine yol agmaktadir. Hiicresel
diizeyde meydana gelen bu enerji diisiikliigii zamanla hiicre membraninda bulunan ve
hiicre iyon dengesini saglayan kanallarda bir bozukluga yol agmaktadir. Iyon
dengesinin saglanamamasi durumunda hiicre i¢inde bol miktarda katyon birikimi
gerceklesir. Icerde biriken iyonlar hiicrede ddem olusumuna ve enflamasyona yol
acacak hiicresel sinyal mekanizmalar1 aktive etmektedir. Glinliik yasantida sikca

rastlanan bu durum maalesef klinik olarak halen tedavi edilememektedir.

Normobarik oksijen ve melatoninin akut iskemik hasarin tedavisi i¢in umut
verici yaklagimlar olduguna dair yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Bununla birlikte,
reperfizyon hasari ve altta yatan patofizyolojik mekanizma ve yiiksek reaktif oksijen
tiirlerinin varlig1 halen tartisma konusudur. Bu baglamda yapilan calismada yenidogan
sicanlara hipoksik iskemi hasar1 uygulanmis ve farkli konsantrasyonlarda oksijen ve
serbest radikal giderici 6zellikteki melatonin siganlara hipoksik iskemi hasarindan
hemen sonra uygulanmistir. Calismada iki farkli deney seti gergeklestirilmistir. 1k
deney setinde hayvanlardaki akut beyin hasarini belirlenmis ve tedavi gruplariin bu
hasara olan etkileri incelenmistir. Tkinci deney setinde ise HI hasarmin kronik olarak
davranissal parametler {izerine olan etkileri arastirilmistir. Akut donem hasarlarinin
belirlenebilmesi i¢in hiicresel sag kalim analizi, apoptotik hicre tayini yapilmistir.
Ayrica akut donemde protein diizeyinde meydana gelen degisiklikler belirlenmistir.
Bunun yaninda oksijen ve melatoninin hipoksik iskemik hasarda uzun dénemde
fonksiyonel geri kazanima olan etkilerinin arastirilmasi i¢in hayvanlara iki farklh

zaman diliminde davranis ve lIokomotor aktivite testleri uygulanmistir.

Uygulanan tedavilerin hasara etkisinin detayli olarak arastirilabilmesi icin
beynin farkli bolgelerinde (korteks, talamik bolge, hipokampus) meydana gelen hasar
alan dagilimlar1 degerlendirilmistir. Korteks bolgesinde meydana gelen hasar oksijen
ve melatonin uygulanmasiyla anlamli 6l¢iide azalmistir. Benzer sekilde talamik bolge

ve hipokampusta da kortekse paralel sonuglar gézlenmistir. Hasardaki azalma 6lmekte
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olan hiicreye daha fazla oksijen verilmesiyle oksijen azligindan kaynakli enerji
eksikligini giderilmesi sonucu hayatta kalan hiicre sayisinin korunmasi sonucu
olabilir. Ancak bu eksiklik giderilirken, hasarli dokuya yiiksek konsantrasyonda
oksijen verilmesi oksidatif stresi arttirabilecegi i¢in kotli sonuglar da dogurabilir.
Bunun dénuine gecebilmek icin %100 oksijen tedavisi melatonin tedavisi ile kombine
edilerek, ortaya ¢ikacak serbest radikallerin giderilmesi hedeflenmistir. Beklenen
sekilde %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda %100 Oksijen grubuna
kiyasla hasarin daha da diisiik oldugu goriilmiistiir. Yapilan bir ¢aliymada hamile
hayvanlara diisiik doz melatonin enjeksiyonunun, dogum sirasinda meydana
gelebilecek hipoksi hasarini azalttigi ve bununla birlikte aktif kaspaz-3 miktarini
diisiirdiigii goriilmiistiir (Hutton ve ark. 2009). Bir baska ¢alismada HI hasar1 sonrasi
melatoninin endoplazmik retikulum stresi iizerine etkileri arastirilmistir. Bu ¢aligsmada
melatonin Hi sonras1 azalan SIRT-1 seviyesini korudugu ve bu sayede hasar1 azalttig
belirtilmistir (Carloni ve ark. 2014). Literattirdeki bu bilgilere paralel sekilde %100
Oksijen+Melatonin kombinasyon tedavisi grubunda hasar minimum durumda kaldig:

goriilmistiir.

CALl, CA2, CA3 ve dentat girus bolgelerinde temel olarak uzaysal hafiza ile
ogrenmede gorev alan hiicrelerin yogun olarak bulundugu bilinmektedir. Bu
bolgelerdeki hiicrelerin hasardan sonra hayatta kalmas1 6grenme ve uzaysal mekan
degerlendirmesi agisindan 6nem arz etmektedir. Nekrotik hasarin diginda hiicresel sag
kalimin degerlendirilebilmesi i¢in beyinlerden alinan koronal kesitlere cresyl violet
boyamasi yapilmig ve her kesitten korteks, talamik bolge, dentat girus, CA1, CA2 ve
CA3 olmak tizere alt1 farkli bolgeden hiicre sag kalim analizi gerceklestirilmistir.
Analiz yapilan tiim bolgelerde hayatta kalan sinir hiicresi sayis1 %100 Oksijen ve
%100 Oksijen+Melatonin kombinasyon gruplarinda istatistiksek olarak anlamli
olclide artmistir. Hi sonras1 oksijen tedavisinin beyindeki enerji mekanizmasi iizerine
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada hiperbarik ve normobarik oksijen tedavilerinin etki
mekanizmalar1 tartisilmistir (Calvert ve Zhang 2007). Hiperbarik oksijen tedavisi ile
kiyaslandiginda normobarik oksjen tedavisinin beyin 6demini anlamli olarak azalttig1
bunu yaninda yiiksek enerji metaboliti olan ATP miktarindaki diisiisii geri ¢evirdigi
belirtilmistir. Ayrica hipokampus (DG, CAl, CA2, CA3) korteks, frontoparyetal
korteks ve basal gangliyada hiicresel sag kalim analizi yapilmis ve sonug olarak her

bolgede de normobarik oksijen tedavisinin hiicresel hayatta kalimi arttirdig:
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gosterilmistir. Literatiirde farelerde yapilan bir ¢alismada %2100 Oksijen ile normal
atmosferik oksijenin (%21 Oksijen) hipoksik iskemi sonras1 etkisinin karsilagtiriimasi
sonucu %100 Oksijen verilen grupta serebral kanlanma ve hipokampal atrofinin
azaldig: gosterilmistir. %21 Oksijen verildiginde CA1, CA2 ve CA3 bdlgelerindeki
graniiler zonda dejenerasyonun %100 Oksijen verilen gruba kiyasla daha fazla oldugu
bildirilmistir (Presti ve ark. 2006). Literatiire paralel olarak %100 Oksijen grubundaki
hiicresel hayatta kalma oran1 %21 Oksijen grubuna gore daha iyi durumda iken %100
Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunun bu iyilesmeyi daha fazla arttirdigi

g6zlemlenmistir.

HI sonras1 kaspaz-3 aktivasyonunun arttig1 ve buna bagl olarak apopitotik
hiicre 6liimiiniin indiiklendigi bilinmektedir (Nakajima ve ark. 2000). Bu ¢alismada
apopitotik ve nekrotik hasarin korteks, subhipokampal bélge (CA1, CA2, CA3 ve
dentat girlis) ve hipokampiise dagilim gosterdigi belirtilmistir. Bu bilgiler 1s181inda
apopitotik hiicre Olumiune, uygulanan tedavilerin etkisinin detayli olarak
arastirilabilmesi i¢in beynin farkli bolgelerinde (korteks, subhipokampal bdolge,
hipokampus) meydana gelen hiicre 6liimleri TUNEL boyamasi ile degerlendirilmistir.
CA2 bolgesi harig tiim bolgelerde artan oksijen konsantrasyonuna bagli olarak hiicre
Olimiiniin azaldigi, melatoninin ise hiicre olimiinii daha da azalttigi goriilmiistiir.
Kaspaz-3 inhibisyonunun hipoksik iskemi sonras1 apopitotik hiicre 6liimiinii azalttig
gosteren bir¢ok ¢alisma vardir (Han ve ark. 2001, Arvin ve ark. 2002, Han ve ark.
2002). Ancak literatiirde kaspaz-3 ifade edilmeyen farelerde yapilan ¢alismada bu
farelerin HI hasarma hassas oldugu gosterilmistir (West ve ark. 2006). Bu durum da
kaspaz-3’ten bagimsiz sinirsel hiicre 61iim mekanizmalarinin da arastirilmasi gerektigi

sonucunu dogurmaktadir.

HI sonrasi uygulanan farkli oksijen konsantrasyonlarmin hiicre igi sinyal
yolaklarina olan etkilerinin arastirilmas1 i¢in Western blot yontemi ile MMP9, Erk1/2,
GSK-3, PTEN proteinlerinin  miktarlar1 analiz edilmistir. Artan oksijen
konsantrasyonu MMP9 seviyesini azaltirken %100 Oksijen+Melatonin kombinasyonu
uygulanan grupta bu azalma tersine ¢evrilmistir. Iskemi sonrasi eksitotoksisite, sinirsel
hasar, apopitoz ve kan beyin bariyerindeki gecirgenligin atmasindan sorumlu olan
MMP9 proteininin seviyesinin arttigi gosterilmistir (Rivera ve ark. 2010). bununla
birlikte iskemiden etkilenen alanlarda MMP9 ifadesinin arttigi ve bunun inhibe

edilmesinin potansiyel tedavi secenegi oldugu bildirilmistir (Dong ve ark. 2009a).
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Ayrica matriks metalopeptidazlarin ve bunlarin dokudaki inhibitérlerinin hem
gelisimsel evrede hem de yetiskinlerde birgok mekanizmada gorev aldigi ve yenidogan
HI gibi bircok patofizyolojik siirecte de rol aldig1 ifade edilmistir (Dzwonek ve ark.
2004, Ranasinghe ve ark. 2009). Ozellikle HI’den 24 saat sonra bu proteinin ifadesinin
en yuksek seviyeye ulastigi gosterilmistir (Zhao ve ark. 2006). Her ne kadar akut
donemde bu proteinin kan beyin bariyeri geg¢irgenligini bozup hasar1 arttirdigi
diisiiniilse de iskemi sonras1 uzun donemde nérovaskiiler modellemede ve fonksiyonel
geri kazanimda iyi sonuglar verdigi gosterilmistir (Cunningham ve ark. 2005, Zhao ve
ark. 2006). Bu sonu¢lar MMP9 proteininin akut donemde ve uzun dénemde farkl iki
gorevi oldugunu gostermektedir. Akut donemde MMP9 proteininin inhibisyonunun
kan beyin bariyerini koruyarak apopitozu azalttigi ve eksitotoksisite kaynakli hiicre
oliimiinii azaltmasina ragmen uzun donemde bu proteinin bulunmas1 fonksiyonel geri

kazanim agisindan 6nemlidir.

Mitojenle aktiflesen protein kinaz ailesinin (MAPK) hicre igerisinde 6lum,
biiyiime, yayilma gibi birgok mekanizmay1 diizenledikleri bilinmektedir (Alessandrini
ve ark. 1999). Bu aileden JNK ve P38 bakteriyel lipopolisakkaritler ve sitokinler
tarafindan uyarildiklarinda hiicreyi 6lim yolagina sokarken Erk’nin mitojenik
uyaranlar tarafindan uyarilmasi sonucu hiicre igerisinde bir¢ok trankskripsiyonel
faktor aktive olur ve bunun sonucunda hiicre yayilma ve farklilasmaya ugrar
(Oppenheim 1991). Artan oksijen konsantrasyonunda Erk1/2 proteinin seviyesinde bir
azalma gorulirken %2100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda %21 Oksijen
grubuna goére anlamlh bir sekilde artma goriilmiistiir. Literatiirdeki calismalarda
hipoksi sonras1 Erk1/2 proteininin seviyesinin arttig1 gosterilmesine ragmen (Minet ve
ark. 2000). Bu artig artan oksijen konsantrasyonlarinda gériilmemistir. Ancak %100
Oksijen ile melatoninin kombinasyonu %21 Oksijen ile kiyaslandiginda hiicresel sag

kalimdan sorumlu olan Erk1/2 protein seviyesini arttirmistir.

GSK3p biitiin dokularda ifade edilmesine ragmen MSS’nde serebral korteks,
hipokampus ve serebellum bdlgelerinde diger bolgelere nazaran daha fazla ifade
edilmektedir (Woodgett 1990, Yao ve ark. 2002). Fizyolojik sartlarda noronal
polarizasyonda, ndrogenezde ve aksonal buyimede gorev alan GSK3 nin patolojik
sartlar altinda asir1 miktarda aktive olarak néronlarda apopitozu indiikledigi ve néronal

gelisimde yok edici etkisinin oldugu gosterilmistir (Spittaels ve ark. 2002, Shi ve ark.
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2004, Zhou ve ark. 2004). GSK3pB mn segici inhibisyonunun HI sonrasi serebral
enfarktist, oksidatif stresi ve apopitozu azalttigi gosterilmistir. GSK3f3’nin
inhibisyonunun PI3K-AKT sinyal yolagi, MAPK sinyal yolagi ve NFKf} sinyal yolag1
ile etkileserek hipoksik iskemi gibi patofizyolojik kosullarda koruyucu oldugu
bilinmektedir (Kelly ve ark. 2004, Collino ve ark. 2008). GSK3’iin aktivitesi Serin
bolgesinin fosforlanmasi sonucu inhibe olur (Fang ve ark. 2000). %70 Oksijen ve
%100 Oksijen+Melatonin kombinasyonunda GSK3B’nin aktivitesi %21 Oksijen
grubuna kiyasla yar1 yariya azalirken bu diisiis %100 Oksijen grubunda %75

seviyesindedir.

HI sonrasi artan oksijen konsantrasyonuna bagl olarak anlamli bir sekilde p-
PTEN proteinin ifadesinin arttig1 gézlemlendi. Kromozom 10°’da kaybolan PTEN,
hem bir protein tirozin fosfatazi1 hem de lipid fosfataz olarak islev goriir ve PI3K sinyal
yolagini olumsuz olarak etkiler. Hiicre yayilimi, hiicre gogii ve apopitoz gibi hiicre i¢in
kritik olaylarda gorev yaptig1 bilinmektedir (Kitagishi ve Matsuda 2013). Daha
onceden yapilan ¢alismalarda PTEN aktivasyonunun gelisen sigan beyninde HI
sonrast noronal apopitozu arttirdigi gosterilmistir (Li ve ark. 2009). PTEN’in
inhibisyonu veya PI3K/Akt yolaginin amplifikasyonu da akson biiyiimesine yol agar.
PTEN MSS’nde bolca ifade edilir ve 6zellikle néronlardaki ekspresyonu daha fazladir.
Bircok patofizyolojik durumda beynin gelisimi ve normal fonksiyonlarin yerine

getirebilmesi i¢in 6nemlidir.

Aydinlik-karanlik testi hayvanlarda anksiyete durumunu 6lgmek icin
kullanilan bir test olup, arada baglantinin bulundugu biri kapali bir agik olmak {izere
birbirine esit iki farkli alanda gegirdikleri siire ve i¢inde bulunduklar1 patofizyolojik
durumun anksiyeteleri Gzerine ne gibi etkilerinin oldugunu anlamak igin
kullanilmistir. Beyin felci sonrasi farelerde yapilan bir calismada rozuvastatin verilmis
ve bes farkli zaman diliminde aydinlik karanlik test uygulanmistir. Kontrol grubuyla
yapilan kiyaslama sonucu rozuvastatin verilen grup subakut donemde bir kétiillesme
goriliirken ileri zamanlarda aydinlik bolgede gegirdikleri siirenin anlamli bir sekilde
fazla oldugu gosterilmistir (Kilic ve ark. 2014). Sicanlarda yapilan bir bagka ¢aligmada
hayvanlara HI uygulanip daha sonra hayvanlara kordon bag: kan hiicreleri enjekte
edilmis ve 8-10 hafta sonra aydinlik-karanlik testi yapilmigtir. Yapilan analiz

sonucunda gobek bagi enjekte edilen grupta aydinlik alanda kalma siirelerinin anlaml
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bir sekilde arttig1 gdzlemlenmistir (Bae ve ark. 2012). HI sonras1 verilen oksijen
konsantrasyonlarina paralel olarak hayvanlarin hem 28. glinde hem de 42. glinde
aydinlik alanda gecirdikleri siirelerin arttig1 gozlemlendi. Ayrica 42. giinde %100
Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda aydinlik alanda gecirdikleri siire daha
fazla bulundu. Bu durum yuksek konsantrasyonda oksijenin ve beraberinde

melatoninin anksiyeteyi azalttigini gostermektedir.

Rotarod testi hayvanlarda motor aktivitenin ve koordinasyonun 6l¢iildiigi bir
testtir. Hayvanlar zamanla hizinin arttig1 bir silindirin tizerinde yiirimeye birakilarak
ekstremitelerini ne kadar sire ile koordineli olarak kullanabildikleri 6lgulir. Iskemik
bir hasar gegiren hayvanlarin motor korteks bolgelerinde bir hasar olustugu ve buna
bagli olarak motor aktivitelerinin diistigii bilinmektedir (Ten ve ark. 2004, Kilic ve
ark. 2014). Yapilan baska bir ¢alismada Hi sonras1 uzun dénemde de motor aktivitenin
bozuldugu ve bu durumun 3 ile 9 hafta arasinda kendini gosterdigi bildirilmistir
(Jansen ve Low 1996). Yenidogan siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada da
sensorimotor fonksiyonlarin 5-6 hafta sonra bozuldugu bildirilmistir. Artan oksijen
konsantrasyonuna paralel olarak sicanlarin rotarod cihazi tizerinde kaldiklar1 zamanin
Ozellikle %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda anlamli bir sekilde arttigi
gozlemlendi. Disardan verilen yiiksek konsantrasyondaki oksijenin dokudaki
oksijenlenmeyi arttirir ve buna bagh olarak bolgeye daha fazla oksijenlenmis kanin
ulagsmasini saglar. Bu durum hipoksi sonrasi hiicrelerdeki enerji yoksunlugunu devre
dis1 birakip bdlgenin daha aktif bir sekilde alistigin1 gostermektedir. Melatonin de iyi
bir serbest radikal giderici oldugundan %100 Oksijen ile giiclii bir etki ortaya ¢ikarmis
ve motor koordinasyonun diizenlenmesinde ayrica etkili oldugunu gozlenmistir.

Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada melatoninin travmatik beyin hasari
sonrast noronal sag kalimi arttirdigi ve buna paralel olarak spontan aktivitenin ve
bunun yaninda anksiyetik durumu azalttigi gosterilmistir (Kelestemur ve ark. 2016).
Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada da beyin felci sonras1 uygulanan melatonin
tedavisinin hiicresel sag kalimi arttirdigi, motor fonksiyonlarin geri kazanimini ve
iskemi sonras1 meydana gelen hiperaktivite ve anksiyeteyi azaltti1 gosterilmistir.
(Kilic ve ark. 2008). Yapilan analiz sonucunda %100 Oksijen+Melatonin
kombinasyon uygulanan hayvanlarin %21, %70 ve %100 Oksijen konsantrasyonlarina
nazaran acik alan icerisinde anlamli bir sekilde daha hareketli olduklar

gozlemlenmistir. Ag¢ik alan testinde ayrica hayvanlarin korku, anksiyete gibi durumlari
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da analiz edilebilmektedir. Normal durum sergileyen hayvanlar daha cok merkez
bolgesinde vakit gecirirken anksiyetik veya korku igerisindeki hayvanlar kenar
bolgesinde kalmayi tercih etmektedirler. Alinan sonuglara gore %21 Oksijen verilen
grup kenar bolgesinde daha uzun siire gegirirken artan oksijen konsantrasyonuna bagli
olarak anlamli olmasa da kenar bolgesinde %21 Oksijen grubuna kiyasla daha az vakit
gecirmislerdir. Ozellikle ge¢is ve merkez bolgelerinde %100 Oksijen ve %100
Oksijen+Melatonin uygulanan hayvanlar bu bolgelerde %21 Oksijen verilen siganlara
kiyasla daha fazla vakit ge¢irmislerdir. Bu sonuglar 1s1ginda %100 Oksijen+Melatonin
kombinasyonunun hayvanlarda spontan aktiviteyi arttirdigi ve anksiyeteyi azalttigi

soylenebilir.

Barnes labirent testi hayvanlarda uzun donem 6grenmenin ve uzaysal hafizanin
olgiildiigti bir testtir. Hipokampal bolgesinde (CAl, CA2, CA3, DG) bulunan
hiicrelerin 6grenme ve uzaysal hafiza ile ilgili olduklar1 bilinmektedir. Hipoksik
iskemi ve travmatik beyin hasar1 gibi beyine ciddi hasar veren patofizyolojik
durumlarda bu bdlgelerde meydana gelebilecek bir hasar ve sonrasinda gerceklesecek
hiicresel Oliimlerin ilerde ciddi hafiza problemlerinin yasanmasina sebep oldugu
diistiniilmektedir (Kovesdi ve ark. 2011). Hipokampal nérogenezin eriskin beyninde
normal davranigsal fonksiyonlar1 yerine getirebilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir
(Kempermann ve Kronenberg 2003). Fareler iizerinde yapilan bir g¢alismada
melatoninin HI sonras1 akut ve kronik dénemde fonksiyonel geri kazanimi ve hiicre
yayilimini arttirdig1 ayrica hipokampal bolgede yangiy1 azalttigr gosterilmistir (Wang
ve ark. 2013). Bu bilgiler 1s18inda yapilan analiz sonucunda subakut donemde (28.
giin) artan oksijen konsantrasyonuna paralel olarak siganlar giivenli bdlgeye 6zellikle
%100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubu %21 Oksijen verilen hayvanlara
kiyasla anlamli bir sekilde daha kisa siirede ulastiklar: goriildii. Kronik dénemde (42.
giin) subakut doneme kiyasla hayvanlar giivenli bolgeye daha uzun siirede ulagsa da
kendi aralarindaki kiyaslama sonucu %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubu
en iyi iyilesmeyi saglamistir. EtKili bir stres cevabi olusturmada glikokortikoidlerin
gerekliligi bilinse de asir1 miktarda sekresyonu hipokampal dejenerasyonu
artirmaktadir. Ayrica ani stres durumunda kortizoliin hipokampal bélgede kanlanmay1
azalttig1 ve bolgeye yeteri miktarda oksijenin gitmesini 6nledigi bilinmektedir (Conrad
2008). Bu durum antiapopitotik etkinin yaninda hipokampal bolgede sag kalan hiicre

sayisini artig1 ve mevcut hiicresel agin kullanilmasi ile agiklanabilir.
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Bu tezde yenidogan 7 giinliik siganlara HI hasar1 uygulanmis olup yavrulara
hasarin hemen ardindan normal atmosferik oksijen degeri olan %21 Oksijen verildi.
Bunun yaninda yiiksek oksijen konsantrasyonlarinin (%70 Oksijen, %100 Oksijen),
HI’ye nasil bir yanit olusturacag: arastirilirken, yiiksek oksijen miktarinin olasi serbest
radikal tiretimini tetikleyecegi diisliniiliip %100 Oksijen grubu ayrica melatonin ile
kombine edilerek hayvanlara uygulandi ve histolojik (hasar alan dagilimi, hiicresel sag
kalimi, apopitotik hiicre 6liimii), davranigsal (anksiyete, motor koordinasyon, spontan
aktivite ve hareketlilik, 6grenme ve uzaysal hafiza) ve altta yatan patofizyolojik
surecler (hucresel protein diizeyleri) incelenmistir. Sonu¢ olarak artan oksijen
konsantrasyonu ile birlikte bir iyilesme goriilse de %100 Oksijen+Melatonin
kombinasyonunun hasar alan dagilimini azalttigi, néronal sag kalimi arttirdigi ve
Ozellikle hipokampal bolgede apopitotik hiicre Sliimiinii azalttigi goriildi. Yapilan
hiicresel protein analizlerinde hiicresel sag kalimda 6nemli rolii olan Erk1/2 protein
seviyesinin %100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunda anlamli bir sekilde
arttig1 belirlendi. Protein diizeyindeki degisiklikler ile birlikte sag kalan néronlarin
korunmasi ve hiicresel agin veya baglantilarin siirdiiriilebilmesi sonucu anksiyetenin
azalmasi, motor koordinasyonun diizelmesi, spontan aktivitenin ve hareketliligin
artmasi, uzaysal hafiza ve 6grenmenin diizelmesi gibi fonksiyonel geri kazanimda da
artan oksijen konsantrasyonuna bagli olarak bir iyilesme ortaya ¢ikti. Bunun yaninda
%100 Oksijen+Melatonin kombinasyon grubunun fonksiyonel iyilesmede en iyi

cevabi1 verdigi goriildii.

Tim bu sonuglar géz Oniine alindiginda ge¢ donemdeki noérodavranigsal
sonuglarin daha ziyade yeni hiicresel ag olusumu yani postadaptif ndroplastisiteden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Akut donemde goriilen norodavranigsal uyumlu
sonuglarin ise akut donemdeki koruyucu yanit ve bununla iliskili saglam kalan
néronlarin mevcut hiicresel ag1 idare ettirmesine bagl gibi goriinmektedir. Bu
baglamda alinan sonuglarin antiapoptotik etkiden ziyade saglam noronlarin katilimi

ile gerceklestigi diisiiniilmektedir.
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