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KISALTMALAR
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OZET

HiPOKSIK iSKEMIiK ENSEFALOPATI OLUSTURULAN YENIiDOGAN
SICANLARDA ISITSEL FONKSIYON KAYBI VE ERITROPOETIN ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Amacg: Yenidogan sicanlarda hipoksik iskeminin isitme iizerine etkisi ve rekombinan

eritropoetinin koruyucu etkinliginin aragtirilmasi

Gerec ve Yontem: Postnatal yedinci giinde Wistar albino cinsi 28 adet yavru sican dort grup
halinde ¢alismaya alinmigtir. Birinci grupta (n=8) sadece intraperitoneal serum fizyolojik
uygulanmus, ikinci gruptaki deneklere (n=5) hipoksik-iskemi uygulanmadan sadece orta hat
boyun insizyonu yapilmis ve intraperitoneal serum fizyolojik verilmistir. Ugiincii gruptaki
(n=8) yavrulara hipoksik iskemi olusturulup, intraperitoneal serum fizyolojik uygulanmais,
dordiincii gruba (n=7) ise hipoksik iskemi sonrasinda 1000U/kg rekombinan eritropoetin
intraperitoneal yolla verilmistir. Hipoksik iskemik ensefalopati i¢in cerrahi islem olarak sol
kommon karotid arter baglanarak iskemi olusturulmus, daha sonra iigiincii ve dordiincii
gruptaki denekler 2,5 saat siire ile %92 saf nitrojen,%8 oksijen igeren bir karigimi
solumusglardir. Caligmanin yedinci haftasinda gruplarin klik uyaran ve 6 kHz, 8 kHz tone
burst uyaran verilerek ABR kayitlari elde edilmis ve sakrifikasyon yapilmistir. Beyin sapi,
sag ve sol temporal lob ve koklea yapilari 151k mikroskobu, TUNEL, kaspaz-3

immunohistokimyasal boyama yontemleri ve elektron mikroskobu ile incelenmistir.

Bulgular: Hipoksik iskemi ensefalopati grubunda ABR kayitlarinda isitmenin tiim
hayvanlarda etkilendigi ve etkilenmenin bazi deneklerde iki tarafli oldugu goriilmiistiir.
Hipoksik iskemi ile birlikte rekombinan eritropoetin uygulanan grupta ABR kayitlarinda
isitmenin normal degerlerde oldugu ve iki grup arasinda istatistiksel fark oldugu saptanmstir.
Histopatolojik degerlendirmelerde; hipoksik iskeminin beyin sapi1 noronlarinda apopitotik
degisikliklere neden oldugu 151k mikrokobu ve immunohistokimyasal yontemlerle gosterilmis,
Corti organi, spiral ganglion hiicreleri ve temporal lob elektron mikroskopik incelemelerinde
ise hiicrelerde belirgin apopitotik degisiklikler dikkati g¢ekmistir. Hipoksik iskemi ile
eszamanli rekombinan eritropoetin uygulamasinin apopitotik degisiklikleri 6nemli Olciide

engelledigi saptanmistir.



Sonu¢: Hipoksik iskemik ensefalopati isitme sisteminde apopitotik yolaklari tetikleyerek
isitme kaybina yol agmaktadir. Bu etkilenme rekombinan eritropoetin uygulanmasi ile

Onlenebilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Hipoksik iskemik ensefalopati, yenidogan isitme kaybi, koklea,

eritropoetin



SUMMARY

INVESTIGATION OF HEARING LOSS AND THE EFFECT OF ERYTHROPOIETIN
IN THE NEWBORN RATS WITH HYPOXIC- ISCHEMIA INDUCED
ENCEPHALOPATHY

Objective: To investigate the effect of hypoxic-ischemia on the hearing and otoprotective

effect of recombinant erythropoietin.

Materials and Methods: Twenty eight seven-day Wistar albino rat pups were divided into
four groups: Control group (n=8), sham group (n=5), hypoxic- ischemic encephalopathy
group (n=8), recombinant erythropoietin treated group (n=7). Control group were injected
intraperitoneal serum physiologic, sham group had only neck incision without carotid ligation
and intraperitoneal serum physiologic, Hypoxic ischemic encephalopathy group and
recombinant erythropoietin treated group were subjected to left common carotid artery
ligation followed by 2.5 hour hypoxic exposure to a mixture of 8%oxygen ,92% pure
nitrogen. Hypoxic ischemic encephalopathy group were injected intraperitoneal serum
physiologic and recombinant erythropoietin treated group received eryhthropoietin
1000units/kg within the same volum as serum physiologic. At seventh week hearing of the
animals were evaluated by click ABR, 6 kHz and 8 kHz tone burst stimuli. Animals sacrified
and both temporal lobes, cochleas and brainstems of the animals were collected. Tissue
samples were evaluated with light microscopy, immunuhistochemical studies such as TUNEL

and caspase-3 stainings and electron microscopy.

Results: Hearing was detoriated in hypoxic-ischemic encephalopathy group animals, in some
of the rats hearing loss were bilateral. In recombinant erythropoietin treated group ; ABR
values were close to controls. Difference between hypoxic ischemic encephalopathy group
and ertyhropoietin treated group were statistically significant (p<0.05). Hypoxic ischemic
encephalopathy is found to cause apoptotic changes within brainstem shown by light
microscopy and immunohistochemical methods. Apoptotic changes also were found within
the organ of Corti, spiral ganglion cells and neurons of temporal lobe by electron microscopic
investigation. In recombinant erythropoietin treated group most of those apoptotic changes

were found to be decreased.
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Conclusion: Hypoxic-ischemic encephalopathy leads to hearing loss by inducing apoptotic
pathways of the hearing system and recombinant erythropoietin is found to prevent those

effects.

Key words: Hypoxic-ischemic encephalopathy, newborn hearing loss, cochlea, erythropoietin
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1.GIRIS VE AMAC

Hipoksi ve iskemiye bagli santral sistemi hasarlanmasi yenidogan ddneminin en
onemli mortalite ve morbidite nedenlerinden biridir. Bu olayda prematiirite 6nemli bir risk
faktorii olmakla birlikte terminde dogan bebeklerde de dncelikle plasenta ve kordon sorunlari,
uzamis dogum, hiperbilirubinemi gibi nedenlere bagli olarak 1-6/1000 oraninda hipoksik
iskemik ensefalopati (HIE) goriildiigii bildirilmektedir (1). Etkilenmis bebeklerin %15-20’si
postnatal donemde kaybedilmekte, %25’inde ise hafif noral gelisim bozukluklarindan ciddi
serebral palsiye kadar degisen norolojik sekeller goriilebilmektedir (2). Sekel gelisen bu
olgularda isitme kaybi, gébrme bozukluklari, tanima-algilama bozukluklari, ge¢ 6grenme, dil
bozukluklar1 gibi ¢ocugun entellektiiel gelisimini etkileyen ve yasamin erken doneminde
rehabilite edilmeyecek olursa ciddi iletisim bozukluklarina yol agabilecek patolojiler ortaya

cikabilir (3,4).

Iskemik hasarlanma ve ge¢ kognitif performans iliskisi prematiire infantlarda
gorlntiilleme yontemleri ile de gosterilmistir. Magnetik rezonans goriintiileme ile
prematiirelerde periventrikiiler Ickomalazi ile heceleme ve okuma problemleri arasinda iligki
oldugu ileri siirilmiistiir (5). Yanisira, ventrikiil, corpus callosum, beyaz cevherin diger
bolgelerinin hipoksiye bagli olusan patolojileri ile okuma problemleri arasinda da iligki

oldugu vurgulanmistir (6).

Hipoksik iskemi sonucunda kan akimi azalmakta ve buna bagli olarak beyne oksijen
transportu olamamaktadir. Bu durum normal enerji metabolizmasinda bozulmalara neden
olmakta, sonugta ATP diizeyleri diismekte, hiicre membraninda depolarizasyon gelismekte,
eksitator aminoasit birikimi olmakta, intraselliiler kalsiyum artmakta, serbest radikaller
birikmekte, inflamasyon olugsmakta, kaspaz ve sitokinler yani sira fosfolipazlar, proteazlar ve

niikleazlar aktive olmaktadir. Tiim bu olaylarin sonucunda hiicrede nekroz ve/veya apopitoz
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gelismektedir (7). Hipoksik iskemiye bagli bu etkilerin santral sinir sistemi yani sira isitme

organi ve yollarinda da olmas1 beklenmektedir.

Hipoksik iskemik ensefalopati ile isitme kaybinin birlikteligi 1960°11 yillardan beri tizerinde
durulan bir konudur. Baslangicta bazi arastiricilar isitme kaybinin santral isitme yollarinin
tutulmasinin bir sonucu oldugunu 6ne stirmiislerdir (8). Buna karsilik daha sonralari
postmortem bulgular g6z oniine olarak periferik isitmenin de etkilenmis oldugu ortaya
konulmustur. Bu ¢alismalarin sonucunda perinatal asfiksinin i¢ ve dis tiiylii hiicrelerde, destek
hiicrelerinde, stria vaskiilariste ve spiral ganglion hiicrelerinde apopitoz yaptigini, hatta bu
degisikliklerin beyin sap1 ve kortekste hiicre hasarinin gelismesinden once ortaya ¢ikabilecegi
gosterilmistir (1, 3, 8, 9, 10). Perinatal hipoksik ensefalopatide ortaya ¢ikabilecek isitme

kaybinin ¢ogu zaman asfiksinin siddeti ile baglantili oldugu da bildirilmistir (3).

Perinatal ve postnatal hipoksi ve iskeminin yenidoganlarda isitsel beyinsap1 cevaplari
(ABR) yanitlarin etkiledigi ve bu testin asfiksinin ciddiyetini ortaya koymada ve izlemde non
invaziv bir yontem olarak deger tasiyabilecegi One siiriilmiistiir. Perinatal asfiksiye maruz
kalmis ¢ocuklarda yapilan bir klinik ¢aligmada ABR yanitlari ile nérolojik gelisim arasinda
bir paralellik kurulabilecegi ve bu testin asfiksi gecirenlerde isitme ve norolojik gelisimin

izlenmesinde deger tastyabilecegi one stiriilmiistiir (11).

Neonatal dénemdeki ratlarda HIE’ye bagli santral sinir sistemi etkilenmesi olustugu ve
isitsel islemlendirme / hafiza problemleri ortaya ¢iktig1 bildirilmis (12, 13) ve eritropoetin
(EPO) uygulanmasindan sonra bu bulgularda diizelmeler oldugu beyin dokusunda
immunhistokimyasal yontemlerle gdsterilmistir. Yani sira in vitro ¢aligmalarda koklear hiicre
kiiltiirlerinde, hipoksik iskemiye bagli olarak kokleadaki tiiylii hiicrelerde, 6zellikle kokleanin
bazal kivriminda olmak iizere lizere belirgin hasar olustugunu ve EPO’nun hipoksik iskemiye

bagli apopitozis ve nekrozu 6nledigi gosterilmistir (14, 15).
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Ancak EPO kullaniminin HIE’ye bagl isitsel bozukluklar iizerindeki etkisini gdsteren
kombine elektrofizyolojik ve elektron mikroskopik in vivo deneysel bir ¢calisma

bulunmamaktadir.

Bu calismanin amaci, siganlarda HIE modeli olusturmak, HIE’nine isitmeye etkisini
odyolojik, immunohistokimyasal ve ultrastriiktiirel yontemlerle ortaya koymak ve yine ayni

yontemlerle EPO’nun isitme ve isitsel yolaklar tizerindeki etkisini degerlendirmektir.
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2.GENEL BILGILER

2.1 Hipoksik Iskemik Ensefalopati

Hipoksi; dokulardaki parsiyel oksijen azligini, iskemi hiicre ve organlarin normal
fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan kan akimindaki azalmay: ifade eder. Astfiksi
ise Yunanca ‘nabizsizlik’ kelimesinden koken alir ve hipoksi ve iskemi sonucu doku
diizeyinde olan asidozu tamimlar. HiE; asfiksiye bagl gelisen akut veya subakut beyin hasari
ile karakterize klinik tablodur. HIiE prenatal, natal ve postnatal faktdrlerin etkisiyle olusabilir.
Genel insidans 1-6/1000 canli dogumdur (1). Ulkemizde ise bu oran 2,3/1000 canli dogum
olarak saptanmistir. Hastane dis1 dogumlarin sik oldugu Giineydogu Anadolu Bolgesinde ise
bu oran %14,5’a yiikselmektedir (16).Tip alanindaki tiim gelismelere ragmen HIE’ye bagli
mortalite (%20-50) ve morbidite (% 4-57) oraninda bildirilmektedir (2, 16).

Hipoksik iskemik ensefalopatiye bagli hiicre 6liimii temel olarak {i¢ mekanizmayla
olmaktadir:
Primer noronal hasar: Hipoksik-iskemik olay siiresince intraselliiler enerji azalir. Etkilenen
hiicrelerde enerji tilkenmesi membran pompa yetersizligine neden olur. Hiicre i¢ine su girer,
sitotoksik serebral 6dem ve primer ndronal 6liim olugur. Resiissitasyonu takiben saglam kalan
noronlarda da ayni durum goriilebilir. Saglam kalan noronlar; hiicre icine kalsiyum (Ca™")
girisi ve postiskemik serebrovaskiiler disfonksiyon nedeniyle agir hasarlara karsi1 daha
hassastir (17-22).
Postiskemik serebrovaskiiler disfonksiyon: Resiisitasyon sonrasi olusan reperfiizyon ve
reoksijenizasyon sonucunda pek¢ok mekanizma serebrovaskiiler disfonksiyonun gelismesinde
rol oynar. Burada nétrofiller, Platelet Aktive Edici Faktor (PAF) ve Eikosanoidler ve serbest
radikaller 6nemli rol oynarlar. Biitiin bunlar daha ¢ok damar endoteli ve permeabilitesi
lizerine etki ederek serebrovaskiiler disfonksiyona neden olurlar. Ozellikle reperfiizyon
sirasinda serbest yag asitleri ve prostaglandin metabolizmasindan olusan serbest radikaller
direkt olarak damarlara etkiyle kan beyin bariyerinin permeabilitesinin artmasina, indirekt
olarak da, nétrofil aktivasyonu ve PAF yapiminin stimiilasyonuna yol acarlar.
Serebrovaskiiler otoregiilasyondaki bu anormallikler sag kalan noronlarin iyilesme

yeteneklerini tehlikeye sokarak sekonder noronal hasara yol acar (17-22).
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3- Sekonder noronal hasar ve apopitoz: Asfiksi sonrasi donemde néron Sliimii hipoksik iskemik
olayin direkt sonucu olarak nekrozla baglayabilecegi gibi apoptoz sonucu da olusabilir.
Nekroz hiicrelerde asir1 hasarlanmaya bagli olarak ortaya ¢ikan patolojik hiicre 6liimiidiir.
Apopitoz ise dokularin canliligin stirdiirebilmelerine yonelik fizyolojik bir 6liim siirecidir.
Apopitozda karmasik ve iyi anlagilamayan hiicreler aras1 sinyal sistemindeki bozukluga bagh
gelisen programli hiicre 6liimii s6z konusudur. Sekonder néron 6liimii muhtemelen
birbirleriyle iliskili bu iki olayin birlikte sonucudur. Reoksijenizasyon ve reperflizyon ile
olusan serbest radikallerin etkisi ile noronlardan serbestlesen glutamat (hizli uyaran

norotransmitter-eksitatdr nérotransmitter)’1n etkisi ile Ca’ ¢

un hiicre igerisine girisi uyarilir.
Glutamat postsinaptik iyon kanallarindaki N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri
tizerinden etki eder. NMDA reseptorlerinin aktivasyonu noronal Nitrik oksid sentetaz (NOS)
ile Nitrik oksid (NO) yapimina yol agar. NO’ da membranlardan gegerek glutamat saliniminin
uyarilmasina da yol acar. NO ayrica molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek DNA hasar1 ve
membran lipid oksidasyonuna yol acan siiperoksit, peroksit ve peroksinitrit gibi serbest
oksijen radikallerini olusturur ki, bunlar da apopitoz’un potansiyel indiikleyicisidirler (17-22).
Bu agsamadan sonra mitokondriler proapoptotik proteinlerin salinimina yol agarlar. Bunlar
sitokrom C, apopitoz-indiikleyici faktor (AIF), endoniikleaz G, ‘‘high temperature
requirement serine protease’’ (Htr/A2) gibi apopitotik proteinlerdir (20, 21). Ayrica
mitokondrilerde bu proteinlerin salinimlarinin diizenlenmesinde Bax, Bad, Bid gibi Bcl 2 gen
ailesi tiyelerinin de etkili oldugu bilinmektedir (20,23-25). Buna karsilik survivin gibi
proteinler de programlanmais hiicre 6liimiinii engelleyici olarak calisir, agonist ve antagonist
etkilerin belirli bir dengeye oturmasi ile homeostaz saglanir (24). Mitokodrilerden salinan
sitokrom-C, ‘autocatalitic activation of procaspase’(APAF-1), Adenosin difosfat (ADP) ve
prokaspas-9 ve diger yandan da AIF kaspaz bagimli yolak iizerinden apopitozu indiiklerler.
Kaspaz-3 bu yolagin son iiriinii olup programlanmis hiicre 6liimiiniin kanitidir. Bir bagka

deyisle Kaspaz-3’lin dokuda gosterilmesi apopitozun kanitidir (20, 26) (Sekil 1).
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Sekil 1. Apopitoz yolaklar

Yenidogan HIE’de bu karmasik mekanizmalarin devreye girmesi hasarin yayginligina bagh
olarak mortaliteye ya da mikrosefali, motor mental retardasyon, isitme kayb1, korliik,

epilepsi ve serebral palsi gibi agir klinik tablolara yol acabilmektedir (14, 27, 28).
2.2 Koklea Anatomisi

Petr6z kemigin derinlerine yerlesmis olan i¢ kulak, isitme ve denge organlarini igerir,
zar ve kemik labirent olmak iizere iki kistmdan olusur. Labirentin isitme ve denge ile ilgili 1ki

kisimdan olusur. Isitme ile kismini koklea olusturur (29-31).

Koklea, yaklagik 35mm uzunlugunda olup, modiolus etrafinda 2 tam 3/4 kez doniis
yapar ve isitmenin reseptdr organmi tasir. Kokleanin orta kulakla baglantisim
promontoryumun arkasinda bulunan iki kemik pencere saglar. Oval pencere, yukarida ve
sagittal planda yerlesmis olup, stapes tabanini igerir. Yuvarlak (koklear) pencere ise transvers

planda, asagida yerlesmistir ve sekonder timpanik membranla ortiiliidiir .
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Sekil 2. Ustte skala vestibiili,ortada Corti organimi da iginde yeraldig1 skala media ve

en altta skala timpani goriilmektedir.( www.ci-centrum.de )

Koklea; modiolus denilen ve otik bir kapsiile bir septum araciligiyla tespit edilmis
olan santral bir kemik spiralle desteklenir. Modiolus seviyesinden alinan bir kesitte koklea ti¢
boliime ayrilir (Sekil 2). Skala vestibuli, oval pencereden baslar ve koklear apekse uzanir,
helikotrema vasitasiyla skala timpani ile iligkilidir. Skala timpani, helikotrema araciligiyla
skala vestibuli ile koklear apekse devamlilik gosteren ve kokleanin bazal kivrimi civarinda
yuvarlak pencere membranina kadar uzanan bir bélmedir. Bu iki perilenfatik skala arasinda
kalan ve endolenf iceren bdliim ise skala media (duktus koklearis) dir. Skala media iicgen
seklinde, bir fibr6z doku band1 araciligiyla kemiksi spiral laminadaki dar bir tutunma yerinden

otik kapsiiliin disindaki genis tutunma yerine dogru uzanan spiral bir ligamandir (Sekil 3).
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Sekil 3: Koklea kesitinde spiral ligaman, baziler membran ve Reissner membrant ile

birbirinden ayrilan {i¢ bosluk skala mediada yeralan Corti organi goriilmektedir.

Reissner membrani, skala media ile skala vestibiiliyi birbirinden ayirir. Baziler

membran ise skala media ve skala timpaniyi birbirinden ayirir (Sekil 3).

Kemiksi spiral lamina ¢engele benzer bir sekilde sonlanarak hamulus adini alir ve
modiolus tepesiyle birlikte helikotrema denen yuvarlak agiklikta skala vestibiili ve skala
timpani birlesir. Skala timpani, proksimalde kor bir kese seklinde sonlanir. Burasi yuvarlak
pencerenin agildigi yerdir. Skala vestibiili direkt olarak vestibiile acilir. Akuaduktus koklea
denilen kemiksi bir gecis, skala timpaninin sonlanma noktasiyla subaraknoid boslugu
birlestirir ve BOS ile perilenf arasinda madde degisimini saglayan trabekiiler bir bag dokusu

olusturur.
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VIIIL. sinire ait liflerin hiicre govdelerinin yer aldig1 spiral ganglion, Rosenthal kanali
icine yerlesmistir ve ossedz spiral lamina ve modiolus arasinda koklear duktus boyunca
uzanir. Baziler membran 2.5 doniis yaptig1 halde spiral ganglion sadece 1.5 doniisii tamamlar.
Boylece apikal kisimdan gelen periferik uzantilar, daha asagida yerlesmis ganglion
hiicrelerine ulasirlar. Spiral gangliondaki bipolar ndronlar, koklear reseptdrleri santral sinir
sistemine baglar. Bipolar ndronlar bir uglar1 ile habenula perforata denen agikliklardan
sensoriyel epitele ulasirken, diger uglan ile de fasikiil halinde gruplanmis aksonlar olarak
Rosenthal kanalindan ¢ikarlar ve VIII’inci sinirin akustik komponentini olustururlar. Spiral
ganlion, bu afferent lifler disinda siiperior olivar kompleksteki niikleustan uzanan efferent
noronlara ait aksonlar1 da igerir.

Koklear duktus, Reissner membrani, stria vaskiilaris, baziler membran ve Corti organi
olmak tizere histolojik olarak birbirinden farkli dort yapi igerir. Reissner membrani, spiral
ligamentten spiral limbusa uzanirken koklear duktusun iist ¢atisini olusturur. Baziler
membran, ossedz spiral ligamentin alt kismindan spiral ligamente horizontal olarak uzanarak
koklear duktusu skala timpaniden ayirir ve tizerinde Corti organini barindirir. Baziler
membranin genisligi kokleanin bazal kivrimdan apeksine dogru artar. Stria vaskiilaris, koklear
duktusun lateral duvarini1 yapar ve yogun bir kapiller ag ile ii¢ sira epitel hiicre tabakasindan
olusur. Stria vaskiilarisin duktus koklearisin liimenine bakan ucunda en i¢ kisimda endolenfe
temas eden koyu (dark) hiicreleri yerlesmistir. Diger iki tabaka intermediate ve bazal
tabakadir. Intermediate tabakadaki hiicreler fagositik aktivite gdsterirler ve karbonik anhidraz
enzimi igerdikleri bildirilmistir (32). Stria vaskiilaris, endolenfin iyonik bilesiminin aktif
olarak devamin saglar. Bu fonksiyonda, sodyum-potasyum ATP’az pompast ile skala

mediadan sodyumu alip potasyum veren koyu hiicre tabakasi rol oynar.

Baziler membran {izerinde bulunan Corti organinda olusan elektriksel aktivite,
modiolus i¢inde bulunan spiral gangliondaki sinir hiicrelerinin dendritleri tarafindan algilanir.
Corti organi, igitmenin reseptor organidir. Sensoriyel ve destek hiicrelerinden olugsmaktadir.
Bu hiicreler, baziler membran tarafindan desteklenir ve {izerinde tektoryal membran bulunur.
Corti organinin primer fonksiyonu, baziler membranin mekanik titresimlerini beyine iletilmek
tizere noral impulslara ¢evirmektir. Corti organi bir¢ok yapidan olusur. Bunlar distan ige

dogru; Hensen hiicreleri, dis Corti tiineli, dis tiiylii hiicreler, Deiters hiicreleri, Nuel araliklari,
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dis siitun (pillar) hiicreleri, i¢ tiiylii hiicreler, i¢ parmaksi hiicreler, i¢ sinir hiicreleridir (29-31)

(Sekil 4).

1997 Encyclopaedia Britannica, Ing.

Sekil 4 : Corti organi : I¢ ve dis tilylii hiicreler, destek hiicreleri, tektorial membran, Corti

tiineli ve sinir lifleri sematik olarak gosterilmektedir.

1. Destek Hiicreler:
Hensen hiicreleri: Corti organinin yan sinirint olusturur.

Deiters hiicreleri: Dis tiiylii hiicrelerin destekleyici hiicreleridir. Baziler membrana baglidirlar.
Sadece tabanda aciktirlar, buradan da efferent ve afferent sinir lifleri dis titrek tiiylii hiicrelere
ulagirlar. Dig titrek tiiylii hiicreler ve Deiters hiicreleri ve parmaksi ¢ikintilarla retikiiler

membranin olusmasina katkida bulunurlar.

Siitun hiicreleri (pillar hiicreler): Dis ve i¢ olmak tizere iki tip pillar hiicre vardir. Retikiiler

laminanin bazi kisimlari ile Corti tiinelinin olusmasina katkida bulunurlar.

I¢ smir ve falangeal (parmaksi) hiicreler: I¢ tiiylii hiicrelerle, i¢ sulkus hiicrelerini birbirinden

aylIrir.
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2. Duyusal Hiicreler: Titrek tliylere sahiptirler; bunlara stereosilya denir. Stereosilyalar hem

i¢ hem de dis titrek tiiylii hiicrelerin apikal kisminda bulunur.

Dis tiiylii hiicreler: Corti organi i¢inde, apikal ya da bazal uclarindan Deiters hiicrelerine ve
bunlarin parmaks1 ¢ikintilarina bagli olarak bulunurlar ve elektriksel stimiilasyonla kasilip
uzayabilirler. Uglii sira halinde bulunurlar. Sayilar1 insanda 13400 olarak kabul edilmektedir

(30). Das titrek tiiylii hiicrelerin tabanlar1 genis vezikiiller iceren sinir lifleri ile baglantilidir.

I¢ tiiylii hiicreler: Bu hiicreler vestibiiler hiicrelere benzerler ve baz1 ozellikleri ile dis titrek
tiylii hiicrelerden ayrilirlar. Tek sirali hiicre dizileri bi¢iminde yerlesmislerdir ve destek
hiicreleri ile gevrilidirler. Bu hiicrelerin taban kisminda bir¢ok sinaptik sinir sonlanmasi
gortliir. Her afferent uca komsu sitoplazma i¢inde, bir presinaptik kalip vardir. Efferent uglar

daha genis vezikiiller igerir ve daha ¢ok afferent uglarla sinaps yaparlar.
3. I¢c Sulkus:

Spiral limbusun dis kenar1, Corti organinin i¢ kenar1 ve yukarida tektoryal membran
arasinda kalan spiral biciminde {istii agik bir kanaldir. i¢ sulkus hiicrelerinin iist yiizeylerinde

mikrovilliler vardir ve hiicre aras1 flamanlari ile birbirlerine sikica baglanmislardir .
4. Spiral Limbus:

Lamina spiralis osseanin i¢ kenarina baglanir. En i¢ kenarina ise Reissner membrant

baglanir. Spiral biciminde vaskiilarize bag dokusundan ibarettir.
5.Tektorial Membran:

Hiicre icermez, spiral limbus, i¢ sulkus ve Corti organini &rten ekstraselliiler bir

matrikstir. Esas itibartyla fibroz materyalden yapilmistir ve endolenfle temastadir.
6. Kemiksi spiral lamina:

Modiolustan baziller membranin i¢ tarafina kadar uzanan bir kemik cikintidir. Ici
kanallarla doludur. Bu kanallarin iginden sinir lifleri Corti organina gider ve oradan geri
doner. Spiral lamina, ayn1 zamanda, spiral limbus ve i¢ sulkusun ve bunlarin hiicrelerinin
olusmasma katkida bulunur. I¢ tiiyli hiicreler lamina spiralis osseanin dis kenarinda

bulunurlar.
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I¢c kulak sivilari: i¢ kulak sivilar perilenf, endolenf ve Cortilenf olmak iizere iig
cesittir. Perilenf BOS’tan kaynaklanmaktadir. Kimyasal olarak ekstraselliiler siviy1 andirr,
Na""dan zengin , Kdan fakirdir . Endolenf yapiminda stria vaskiilaris rol alir. K" dan zengin,
Na"dan fakirdir . Kortilenf Corti tineli ve Nuel bosluklarinda bulunur. BOS’tan kemiksi
spiral laminanin kanalciklart i¢inde seyreden akustik sinirin lifleri boyunca gelir. Endolenfin
yiikksek K+ igerigi noral iletiyi engelleyecegi i¢in Corti tlinelinin i¢inden gegen dis tiiylii

hiicrelerin lifleri kimyasal olarak perilenfe benzeyen kortilenf ile sarilmistir (30-31).

2.3 Santral isitme Yollarinin Noroanatomisi

Spiral gangliondaki bipolar ganglion hiicrelerinin santral uzantilar1 VIII. kraniyal
sinirin miyelinli koklear kismini olusturur. Sinir i¢indeki liflerin tonotopik bir diizenlemesi
vardir. Diisiik frekansl sesler sinirin merkezinde yer alirken, yiiksek frekansl sesler sinirin
dis yiizeyindeki apikal lifleri sarar. Koklear sinir, pontomeduller bileskenin
posterolateralinden beyin sapina girer. Lifler anteroventral koklear niikleusta sonlanacak
sekilde assendan bir dala ve posteroventral niikleusta veya dorsal niikleusta sonlanacak
sekilde dessendan bir dala ayrilir (30) ( Sekil 5).

Isitsel bilginin islenmesi i¢in, santral isitme yollarindaki yedi ana merkez mevcuttur.
Asagidan yukartya dogru bu merkezler, medulla oblongatada koklear niikleus, ponsta siiperior
olivar kompleks, mezensefalonda lateral lemniskus, inferior kollikulus ve siiperior kollikulus,

talamusta medial genikulat cisim ve isitsel kortekstir (30,32).

1- Kokleer niiklens
2-Lateral siiperior olive
3- Medial siiperior olive

4- 4. ventrikiil dis Emesi\/
4

Sekil 5: Santral isitme yollar1

Beyinsap1 seviyesinde afferent ve efferent liflerin organizasyonu

23



Koklear c¢ekirdekler: Koklear cekirdekler biitiin isitme sinir liflerinin beyin sapinda ilk
ugradiklan yerdir. Cekirdekler pontomeduller kavsakta bulunup, simetriktirler. VIII. kraniyal
sinirin girisine gore daha dista kalirlar. Koklear niikleuslar, iki ana niikleustan olusurlar.
Bunlar; dorsal ve ventral koklear niikleuslardir. Ventral koklear niikleus da anteroventral ve

posteroventral koklear niikleus olmak iizere iki kisma ayrilir.

Isitsel sistemde tasman bilgilerin santral islenme yeri, koklear niikleuslarda baslar.
Burasi ilk sinaps bolgesidir. Koklear niikleuslarda liflerin dagilimi rastgele degildir. Isitsel
sistemin tonotopik organizasyonu, santral isitsel sistemin tiim seviyelerinde yer alir. Corti
organinda elektriksel enerji haline doniisen uyari, gerek isitme sinirinden, gerekse beyin
sapindaki niikleuslardan gecisi sirasinda bazi islemlere ugrar. Yani sinir fibrilleri ile
niikleuslardaki hiicreler, elektriksel aktarimdaki gorevlerinin yanisira bir entegre devre gibi
caligirlar. Bu islemler kodlama faaliyeti olarak bilinirler, bilgisayardaki dijital kodlamaya ¢ok
benzerler.

Akustik sinir ile koklear niikleuslar arasindaki baglanti sadece ipsilateraldir. Buna
karsilik bu niikleuslar ile daha iist seviyedeki baglantilar ise ipsi ve de kontrlateral olarak
kurulmustur. Koklear niikleuslardan baslayan ipsilateral yol, dnce stiperior oliver komplekse,
oradan da lateral lemniskus yolu ile inferior kollikulusa gider. Inferior kollikulus ile iig

koklear niikleus arasinda direkt ipsilateral baglanti da vardir (32).

Stiperior Oliver Kompleks: Ponsun gri cevherinin hemen arka alt kisminda yerlesmistir.
Birka¢ c¢ekirdekten olusur, medial c¢ekirdek, lateral g¢ekirdek, trapezoid cismin medial
cekirdegi ve perioliver ¢ekirdektir. Siiperior oliver kompleks, her iki koklear ¢ekirdekten lifler
alir, bu sayede her iki kulaga seslerin gelis zaman1 ve seviyelerini monitdrize ederek sesi yer
tespiti icin siralar. Bir biitlin olarak siiperior oliver kompleks, binaural siirecin yer aldigi
isitme sistemindeki en diisiik seviyeyi temsil eder. Trapezoid cisim iizerindeki isitsel

uzanimin tiim seviyelerinde binaural seviye ve zaman farkliliklarina duyarl: tiniteler vardir.

Insanlarda siiperior medial ¢ekirdekler iridir ve lateral gekirdek ise kalint1 seklindedir.
Stiperior olivanin medial ¢ekirdegi bipolar néronlardan yapilmistir. Buna karsilik lateral
cekirdeginde ise multipolar néronlar bulunur. Siiperior oliver kompleks, lateral lemniskus ve

inferior kollikulusa ¢ikan lifler génderir. Siiperior olivar kompleksin inen lifleri ise korti
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organinin tiiylii hiicrelerine gider. Olivokoklear demet, miyelinli liflerden olusan i¢ ve

miyelinsiz liflerden olusan dis olmak {izere iki demetten meydana gelmistir (30,32).

Lateral Lemniskus: Beyin sapindaki temel asendan isitsel yoldur. Beyinsapi tegmentumunun
lateral kisminda yer alir. Koklear niikleus ve siiperior oliver kompleks ile inferior kollikulusla
baglanti kurar. Ug ana grup niikleusu vardir. Bunlar; ventral, dorsal ve intermediate
niikleuslardir. Ventral niikleus baslica kontrlateral ventral koklear niikleustan lif alir. Az
miktarda ise dorsal koklar niikleus ve siiperior olivar kompleksten lifler alir. Bdylece
kontrlateral kulagin stimiilasyonuna genis ¢apta yanit verir.

Lateral lemniskusun hiicre dagilimi diger niikleuslarda oldugu gibi tonotopikaldir.
Yiiksek frekans hiicreleri ventral, algak frekans hiicreleri ise dorsal planda yerlesmistir.
Lateral lemniskus da, diger isitsel niikleuslardaki gibi, ancak daha az diizeyde olacak sekild

isitme kodlamasi yapar (32).

Inferior Kollikulus: Mezensefalonda bilateral yerlesmis bir yapidir. Cikan isitme lifleri icin
ara istasyondur ve akustik bilgilerin islendigi alandir. Siiperior olivar kompleksin yer tespiti
ile dorsal koklear niikleusun frekans analizi 6zelligini birlestirir. Alt beyin sapindan gelenleri
iist kisimdaki medial genikulat cisme ve isitme korteksine gonderir. Inferior kollikulusun
baslica projeksiyonu, medial genikulat cisimcige dogru uzanir. Diger projeksiyonu ise
stiperior kollikulusun derin kisimlarina ulasir; ayrica posterior talamik grupla da baglantisi

vardir. Siiperior kollikulusta uzaydaki sesin pozisyon bilgisi gérme alani ile entegre edilir (32)

Medial Genikulat Cisim: Talamusta lateral genikulat cismin i¢ tarafinda yerlesmistir. Burasi
inferior kollikulus ile isitme korteksi arasindaki ¢ikan liflerin ara istasyonudur. Medial
genikulat cisim isitsel korteks yaninda gorsel ve dokunsal duyulardan da girdiler alir (32).

(Sekil 6)
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Bevin

Primer isitsel
korteks

Medial genikiilat
cisimeik

Inferior kollikulus

Kaudal ortabeyin

Pons-ortabeyin
bileskesi

Pons

Kokleer niikleus
Dorsal
Posteroventral
Anteroventral

Sekil 6. Santral isitme yollari; kokleadan isitsel kortekse kadar santral isitme yollar1 sematik

olarak gosterilmektedir. (wikipedia)

Isitsel korteks: Insanda primer isitsel korteks, temporal lobun iist kismindaki Sylvian fissiirde

lokalizedir (Broadman’in 41-42. alanlar). Isitsel korteks ii¢ bolgeye ayrilmustir.
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Sekil 7. Primer isitsel korteks; primer isitsel korteks A1, assosiasyon

bolgesi A2 olarak gosterilmistir. ( wikipedia)

Al bolgesi olarak tanimlanan yer Broadman’in 41. alanidir. Primer isitsel korteksi
temsil eder. Medial genikulat cismin ventralinden gelen lifler daima A1l bolgesine gider.
Primer isitsel korteksi ¢evreleyen pek cok kortikal alanlar veya kusak bolgeleri bulunur.
Bunlara assosiasyon alanlar1 denir ki bunlar Broadman’in 52 ve 22. alanmi kapsarlar.
Assosiasyon alanlar1 primer korteksi, konusma ve kelime hazneleri ve gormeyle ilgili olan
frontal ve temporopariyetal bolgeye baglar.

Primer isitsel korteks, tonotopik ve binaural organizasyonu igerir (yiiksek frekanslar
rostralde, distik frekanslar kaudalde yerlesmistir). Buradaki hiicreler spesifik stimuluslara ve
genelde bianural inputlara yanit gdsterirler.

Her bir isitsel kortikal bolgenin, kontrlateral hemisferik alana bagli oldugu ve korpus
kallosum ile anterior kommisure yayildigi bilinmektedir. Isitsel kortekste bilgi bir
hemisferden digerine korpus kallosum araciligiyla aktarilir. Bu sayede bilginin, isitsel algi
icin lisan agisindan nondominant olan hemisferden dominant olan hemisfere aktarmasi
saglanmis olur. Konugma dominant hemisferde, miizik ise nondominant hemisferde islenir.
Dogumla birlikte baslayan isitsel uyaranlar isitsel korteksin organize olmasini saglar diger
biitlin beyin fonksiyonlar1 gibi isitme fonksiyonu da beyin plastisitesi sayesinde gelisir, uygun
uyaranlar kortekste gerekli noral baglantilarin kurulmasini saglar.

Isitsel bilgi serebelluma da ulasarak diger duysal bilgilerle etkilesir. Isitsel sistemin
tiim diizeylerinde her iki kulaktan da girdi mevcuttur. Bu durum giiriiltiidde isitme yaninda, ses

lokalizasyonuna da katkida bulunur (32).
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2.4 Isitsel Beyinsap1 Yanitlar1 (Auditory Brainstem Responses)

Isitsel uyarilmis potansiyeller kullanarak yapilan incelemeler isitsel uyarana karsi olusan
yamtin elektrofizyolojik olarak kayitlanmasi temeline dayamirlar. Isitme yollarinda kayit
alman bolge ve kayitlarin zamansal penceresine gore degisik seviyelerin degerlendirilmesi
olanagin1 veren objektif yontemlerdir. Elektrofizyolojik 6lgiim teknolojisindeki gelismelere
paralel olarak biiyiikk deger ve Onem kazanmislardir. Bu incelemelerin baglicalar
elektrokokleografi, Isitsel beyinsap: yanitlart (ABR), orta latansli kortikal yamitlar ve gec
latansli kortikal yanitlardir (33).

Isitsel beyinsap yanitlar: (ABR), temel olarak isitsel uyarana kars1 kokleer nukleuslar
ve beyin sap1 seviyesinde olusan yanitlarin kaydedilmesi esasina dayanir. Bir bilgisayar
yardimi ile yiiksek hizda ses uyarami gonderilerek kayitlama yapilir. Ancak cevrede pek ¢ok
noral ve muskiiler yapr oldugu i¢in kayitlamada o6zel filtre sistemlerinin kullanilmasi
zorunludur. Tipik olarak, aktif elektrot vertekse veya alin orta hatta sa¢ ¢izgisine, referans
elektrot mastoid apekse veya kulak memesine yerlestirilerek diferansiye amplifikasyon
teknigiyle kaydedilirler (34). ABR kaydi i¢in ani baglangici olan bir stimulusun kullanilmasi
gerekir. ABR potansiyellerinin olusturulmast i¢in en sik kullanilan ses stimulusu 100
mikrosaniyelik koseli bir dalga olan klik'dir. Bunun disinda belli frekans bolgelerini
degerlendirmek icin ton burst seklinde smirlandirilmis uyaranlarla da test yapmak
miimkiindiir. Yenidogan isitme taramasi1 gibi 6zel amaglar i¢cin otomatik ABR cihazlar1 da
gelistirilmistir (33).Normal bir ABR trasesinde, geleneksel olarak I'den VII’ye kadar
numaralandirilan verteks pozitif pikler yer alir. ABR dalgalarinin  kaynaklandigi

lokalizasyonlar su sekildedir (33,35). (Sekil 8)

L.dalga: Kokleer sinirin distali

II.dalga: Kokleer sinirin proksimali

IIl.dalga: Ventral kokleer niikleus

IV. dalga: Superior oliver kompleks

V. dalga; Pozitif dalga: Lateral leminiskus, Negatif dalga: inferior kollikulus

VL. dalga: Corpus geniculatum mediale
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VII. dalga: Talamokortikal bolge
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Sekil 8. Rat ABR trasesi ( Wikipedia)

ABR trasesinde I. ve II. dalga gibi erken pikler isitsel sinir kaynakli senkronize noral
aktiviteyi gosterirken, V. dalga primer olarak superior oliver kompleks ile inferior kollikulus
arasindaki baglantiyr yapan lateral lemniskustaki noéronlarin aktivitesini yansitir. ABR
trasesindeki her bir dalganin amplitiidii gerek olgular arasinda, gerek ayn1 olgudaki degisik 6l-
climler arasinda farklilik gosterebilirken, latanslar stabildir ve siireleri ¢ok iyi belirlenmistir

(39).

ABR dalgalarinin analizinde en az iki tekrarlanabilir kayit alinmas1 esastir. Bundan

sonra her kulak i¢in latanslar simetri ve dalga formlar1 yoniinden analiz edilir.

Isitsel sensitivitesi normal olan bir eriskinde yaklasik 1,5 msn latans ardindan I. dalga
olusur. Takip eden diger dalgalar yaklasik 1 msn araliklarla olusur ve yiiksek siddetlerdeki
stimulus seviyesinde V. dalganin latansi tipik olarak 5-6 msn arasindadir. Stimulus siddeti
diistiikce ABR dalgalarinin amplitiidleri de diiser, ancak klinik olarak asil 6nemli olan her bir
dalga latansinin gittikce uzamasidir. Stimulus siddeti isitme esigine yakin seviyelere kadar
indikce, erken latansli dalgalar gittikge yok olur. Bu kadar diisiik siddetteki stimulus
seviyelerinde yalnizca V. dalga kaydedilebilir (33,35).
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ABR potansiyellerinin pek ¢ok diger uyarilmis potansiyellere bir listiinliigli de yeni
doganlarda giivenilir sekilde kaydedilebilmesidir. Ozellikle bebeklerin biiyiimelerinin ABR
tizerine etkileri ¢ok iyi ¢alisilmistir. Dogumda ABR potansiyelleri baslica I. III. ve V. dalga
olmak tizere ii¢ pikten olusur. Yeni doganlarda I. ve V. dalganin goreceli amplitiidleri, I11.
dalganinkine esit, hatta daha biiyiik olabilir. Infantlardaki I. dalga ile V. dalga arasindaki bu
iliski, eriskin yaslarda tersine doner. Infantlarda 1. dalganin latansu, eriskin doneme gére ok
az daha uzundur. Ancak I-III. ve V. dalganin latanslar1 normal eriskinlere gore olduk¢a
uzundur, bu durum infantlarda interpik latanslarin daha uzun olmasina neden olur. Cocuk
biiyiidiikge, ABR potansiyelleri yaklasik 2 yas civarinda erigkin formlarina ulasir ve gerek
absolut, gerekse interpik latanslar kisalir, II. ve IV. dalgalar gittik¢e belirginlesir ve V. dalga
amplitiidii artar. Yasamin ilk 2 yili siiresince ABR potansiyellerinin maturasyona bagli
degisimleri dyle belirgindir ki, her bir donem i¢in ayri normal degerlerin belirlenmesi gerekir.
ABR potansiyellerinin 27-30 haftalik prematiir infantlarda kaydedilmesi miimkiindiir, ancak
bu kadar kii¢iik ¢ocuklarda isitme esikleri daha yiiksek bulunur (35).

Klinik Uygulamalar: ABR potansiyelleri klinikte hem isitme seviyesinin tespitinde, hem de
bir dizi ndrootolojik hastaligin tanisinda faydali olabilmektedir (33). ABR, isitsel uyarilmisg
potansiyellerin en sik kullanilanidir. Bunun nedenleri arasinda teknigin noninvazif olusu
kadar, etrafl1 arastirilmis olmasi, kolay kaydedilmesi, sonuglarinin stabil olmasi, dikkat, uyku,

sedasyon, anestezi veya yaslanmadan etkilenmemesi sayilabilir.

1) Isitme seviyesinin tespiti: ABR potansiyellerinin primer klinik uygulama
alanlarindan biri cocuklarda ve geleneksel davranissal tekniklerin kullanilamadig1 olgularda
1sitme seviyesinin tespitidir. ABR tekniginin etkili bir klinik uygulama oldugu kabul edilse
de, bu potansiyellerin beyin sapinin alt bolgelerindeki isitsel yollardan kaynaklandigini akilda
tutmak gerekir. ABR potansiyelleri esik tespitinde davranigsal yontemlere yardimci olarak

kullanilabilirler (34).

Isitmesi normal olan kisilerde klik stimulusu icin ABR esikleri, davranissal isitme
esiklerinin 10-15 dB i¢indedir. Kokleer isitme kaybi1 olan olgularda, ABR esikleri isitme
kaybinin seviyesine gore yiikselme gosterir. ABR potansiyellerinin uyarilmasi i¢in en sik
kullanilan stimulus, frekans spesifitesi olmayan kliktir ve hastadaki isitme seviyesi hakkinda
saglayacagi bilgi de frekansa spesifik olmayacaktir. Ancak ton burst uyaran kullanilarak

1000 Hz ve lizerindeki frekanslara 6zgii bilgiler elde edilebilir (34).
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Iletim tipi isitme kaybi, ses kokleaya ulasmadan dnce siddetinin azalmasina neden
olur. Sonugta normal gruplarla karsilastirildiginda iletim tipi isitme kaybi olan hastalarda
ABR dalgalariin interpik latanslar1 de§ismezken, absolut latanslarinda uzama goriilecektir.
Bunun disinda iletim tipi isitme kaybindan kuskulanilan olgularda kemik yolu ABR yardimi

ile patolojinin dogrulanmas1 miimkiin olabilmektedir (34).

2) Otondrolojik uygulamalar: ABR potansiyellerinin klinikte ikinci biiyiik kullanim
alani, koklea ile inferior kollikulus arasindaki isitsel yollar1 etkileyebilecek lezyonlarin
tespitine olanak tanimasidir. Bu tip lezyonlar arasinda akustik ndrinom gibi yer kaplayan
kitleler olabilecegi gibi, multipl skleroz, inme veya travma gibi patolojiler de sayilabilir.
Bunun i¢in genellikle yiiksek siddetli kliklerle uyarilan ABR dalgalarinin morfolojileri
degerlendirilir. Her ne kadar gliniimiizde manyetik rezonans veya bilgisayarli tomografi gibi
goriintiileme yontemleri retrokokleer patolojilerin ayirict tanisinda on plana ¢ikmis gibi
goriinse de bu yontemlerin kullanilamadigi veya retrokokleer patoloji siiphesinin yiiksek
olmadig1 durumlar mevcuttur ve bdyle durumlarda ABR hala faydali bir tanisal yontemdir.

Retrokokleer patolojiler nedeniyle klik ile uyarilan ABR potansiyellerindeki
bozulmanin birka¢ sekli vardir. Bazi1 olgularda retrokokleer patolojinin oldugu kulaktan
Olciilen ABR dalgalarinin tamamen yok olmasi veya bozulmasiyla karsilagilabilmektedir.
Ornegin tonal odyometrisi normal veya orta derecede isitme kayb1 gdsteren bir olguda ABR
dalgalarmin tamamen yok olmasi, veya sadece erken dalgalar dlgiilebilen bir ABR trasesi,
ya da I. dalgadan daha kiigiik amplitiidlii bir V. dalga bulunmasi gibi durumlarin tiimii
retrokokleer bir patolojiyi gosterir (36).

Olas1 retrokokleer patolojilerin tanisinda siklikla kullanilan ikinci 6lgiim dalgalarin
uzamis absolut veya interpik latanslaridir. Pek cok olguda, yiiksek siddetli bir klik
stimulusuna karsilik V. dalga latans1 yaklasik 5,5 msn, I-V interpik latansi ise 4,0 msn
dolaylarindadir. Internal akustik kanal yerlesimli bir akustik norinom sinir iletimini
yavaglatacaktir. V. dalga latansinin 6,3 ile 6,4 msnnin iizerinde olmasi veya I-V interpik
latansinin 4,4 ile 4,5 msnin iizerinde olmasi durumunda, retrokokleer bir patolojinin olup

olmadig ekarte edilmelidir (33,36).

Son olarak, retrokokleer yerlesimli patolojilerin genellikle tek tarafli olmasi nedeniyle,
V. dalga latanslarinin veya interpik latanslarin her iki kulak arasinda karsilagtirilmasi sik

kullanilan bir tekniktir. Her iki kulaktan 6l¢iilen V. dalga absolut latanslar1 arasinda 0,3 ile 0,4
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msnnin iizerinde fark olmasi veya I-V interpik latanslar arasinda 0,3 msnnin iizerinde fark

saptanmasi, muhtemel bir retrokokleer patolojiye isaret eder (33).

ABR potansiyellerinin klinikte kullanildig1 diger bir alan nérootolojik cerrahi
sirasinda isitme sinirinin monitorizasyonudur. ABR potansiyellerinin néral yapilarin
durumuna hassas olmasi ve anesteziden etkilenmemesi Ozellikleri, intraoperatif
monitdrizasyon i¢in uygun bir yontem olma sonucunu dogurmustur. Cerrahi sirasinda ABR
testlerinin yapilmasinin amaci, cerraha isitme sinirinin fonksiyonlar1 hakkinda siirekli ge-
ribildirimde bulunmasidir. Bu bilgilendirme ABR trasesindeki V. dalga latansinin veya I-V
interpik latansinin siirekli monitorizasyonu ile saglanir. V. dalga latansinda veya I-V interpik
latansinda uzama tespit edilmesi kokleaya veya isitme sinirine travma olduguna isaret eder

(33,36).

Bu uygulamalar disinda ABR komadaki hastalarda beyin 6liimiiniin saptanmasinda

giivenilir bir yontem olarak uygulama alani bulmaktadir (36).

ABR’m bir diger uygulama alan1 ise kuslardan memelilere kadar degisen pek ¢ok
hayvan tiiriinde isitmenin degerlendirilmesidir. Boylelikle isitmeyi ilgilendiren pek ¢ok in
vivo ¢alisma miimkiin olabilmektedir (37-39). Sicanlarda ve kobaylarda anestezi altinda dis
kulak yoluna yerlestirilen bir mikrofon kullanilmasi ve klik ve ton burst 6l¢timlerin dermal
elektrotlar ile kaydedilmesinin uygun oldugunu bildirilmektedir. (37,38,39,40, 41). ABR
kayitlarinda 4 dalga elde edilmekte ancak degerlendirmede 2. dalgaya ait bulgular temel
alinmaktadir (38).

2.5 Eritropoetin

Eritopoetin 30.4 kD agirliginda bir glikoprotein olup fetal karaciger, erigkin bobrek
dokusu yanisira beyinde astrosit ve ndronlar tarafindan da iiretilmektedir. Kemik iliginde
eritroid Onciil hiicrelerin apopitozunu engelleyerek eritroid hiicre differansiasyonunu
saglamaktadir. Beyin hiicrelerindeki endojen tiretim hipoksiye bagimlidir. Ayn1 zamanda
noral oncii hiicrelerin yasamlarinin idamesini ve proliferasyonunu saglar. EPO reseptorleri

(EPO-R) sadece hematopoetik hiicrelerde degil endotelial ve noral hiicrelerde de tespit

32



edilmistir. Noral hiicrede EPO — EPO-R’ye baglanarak degisik yolaklar1 aktive eder ve ndral
hiicre yasaminda rol oynar (Sekil 9) (42, 43).

Gestasyon siiresinde EPO-R’leri bloke edilen ve EPO eksikligi yaratilan farelerde
matiir eritrositler azalmakta bu hayvanlarda beyin gelisimi bozulmakta ve yavrular in-utero
kaybedilmektedir (42). Radyoaktif I-125 —EPO isaretli fare ¢alismalarinda maddenin insanlar
ve maymunlardaki homolog bolgeler olan hipokampal alan, korteks ve orta beyinde
yerlestigini gdstermektedir (42). Esasen EPO’nun noroprotektif 6zellikleri son 1990’11
yillardan baglayarak c¢alisilmaktadir. Bu ¢alismalarda kullanilan ajan rekombinan EPO’dur
( thEPO). ilag 1995 yilinda klonlanmis olup 1989 yilinda ‘Food and Drug Association’ (FDA)
tarafindan onaylanmistir. Gerek ¢ocuklarda gerekse eriskinler de etkinligi ve giivenilirligi
kanitlanmis olup son donem bobrek yetmezligine bagli anemiler ve prematiirelerde

kullanilmaktadir (42).
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Sekil 9. Noral hiicrede EPO- EPO reseptorlerine baglanarak degisik sinyal yollarini aktive

eder ve noral hiicrenin yasaminda rol oynar ( 42).

Rekombinan eritropoetin ile tedavi edilmis anemik hastalarda néromiiskiiler
fonksiyonlarin diizeldiginin gosterilmesinden sonra hipoksi olusturulmus néron hiicre
kiiltiirlerinde EPO’nun koruyucu etkisinin gosterilmesine dair aragtimalar yapilmistir. Daha
sonra da si¢an beyni astrositlerinde EPO tanimlanmustir (42). In vitro olarak baslayan
caligmalar yerini invivo ¢alismalara birakmaya basladiginda bircok hayvan modelinde
ozellikle travma ve HIE yaratilan sigan galigmalarinda EPO’nun beyin ve spinal hasart
Onledigi gosterilmistir (12, 13, 19, 21, 24, 44, 45). Bu etkinin mekanizmasi heniiz tam
aciklanamamis olup EPO tedavisinin reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve glutamat gibi dokuyu
hasara ugratan molekiillerin liretimini azalttig1 vazospazmi engelledigi, anjiyogenezi uyardigi,
enflamasyonu azalttig1 ve eritroid ve noronal kok hiicreleri uyardig: seklinde mekanizmalar

one siirtilmektedir (19, 42, 43) (Sekil 10).
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Sekil 10. Eritropoetin ROS, glutamat gibi doku hasar1 yapan molekiillerin liretimini

azaltir, vazospazmi engeller, angiogenezi, eritroid ve ndral kok hiicrelerini uyarir (43).
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Noroprotektif etki tiirlere, yaga hasarin natiiriine, hasarlanan dokuya verilen doz ve
doz araliklarina bagli olarak degisim gosterir (19). Bugiin EPO ile ilgili tartigilan 6nemli bir
diger nokta da EPO’nun kan beyin bariyerini gec¢ip gecemedigidir. EPO’nun molekiil
agirliginin biylikliigilinlin kan beyin bariyerini gegmesini engelledigi ileri siirtilse de
yenidogan ve eriskin sicanlarda fokal beyin iskemisi, beyin travmasi veya deneysel
ensefalomyelitte sistemik veya intraperitoneal eksojen rhEPO uygulamasi koruyucu etkisi
gosterilmistir (43). Bu bulgular EPO’nun belirli miktarlarda kan beyin bariyerini
gecebildiginin ya da indirekt mekanizmalarla ndroprotektif olabildiginin gdstergesidir ancak

bu nokta heniiz tam olarak aydinlatilmis degildir (43).

Bu calismalar stirerken 2005 yi1linda Caye-Thomasen ve ark (46) kobay i¢ kulaginda
EPO ve EPO-R varligini, sonrasinda da Monge ve ark (47) yenidogan ve erigkin si¢anlarin
Corti organi tiiylii hiicrelerinde EPO-R’yi gostermislerdir. Corti organ kiiltiirlerinde yapilan
calismalar r-EPO’nun hipoksi ve ototoksisiteye karsi koruyucu etkisi olabilcegini (15, 45, 48)
ancak akustik travmada etkisiz oldugunu diisiindiirmektedir (49). Ancak EPO’nun HIE’de
beyin hiicreleri iizerine olan ndroprotektif etkisi ile ilgili arastimalar olduk¢a kapsamli
olmasina karsin i¢ kulak tizerine etkilerini arastiran ¢alismalar heniiz emekleme

agsamasindadir.
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3.GEREC ve YONTEM

Bu calisma, T1p Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan izin alinarak
(Protokol No:27/2010) Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dali Isitme Konusma Denge Unitesi ve Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma

Birimleri ile birlikte gerceklestirilmistir.

Postnatal 7. giinde olan Wistar Albino cinsi, agirliklar1 9-11 gram arasinda degisen 31
adet yavru sigan 4 grup halinde calismaya alinmistir. Deneklerin arastirma baglangicina kadar
oniki saat aydinlik on iki saat karanlik ortamda 20+/- 2derece oda sicakliginda barindirilmig
ve standart pellet yem, musluk suyu ile beslenmistir. Bu yavru si¢anlara annelerinin emzirdigi
gdz Oniine almarak kanibalizmi Onlemek amaciyla el ve eldivenle yapilacak

manipulasyonlarda miimkiin oldugu kadar pamukla dokunulmustur ( Resim1).

Resim 1.Wistar Albino sigan yavrulari
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3.1 Caliyma Gruplan

Hayvanlar 4 ayr1 grup halinde ¢aligmaya alindi. Kontrol grubunda (Grup 1) 8 hayvan
yeralmaktaydi, bu gruba herhangi bir cerrahi stres ve anestezi uygulanmadan sadece
intraperitoneal olarak 0,2ml SF verildi. Sham grubu (2.grup) 5 hayvandan olusmaktaydi, bu
gruptaki hayvanlara genel anestezi altinda boyun orta hattan insizyon yapildi ve karotis
baglanmadan insizyon siitiire edilip ardindan 0,2ml intraperitoneal SF verildi. HIE (Grup3)
grubunda 9 hayvan vardi, bu gruba HIE uygulanip ardindan 0,2ml intraperitoneal SF verildi.
HIE +EPO grubu (Grup 4) ise 9 hayvandan olusmaktaydi, bu gruba HIE uygulanip ardindan

intraperitoneal EPO verildi

3.2 Hipoksik-iskemik Beyin Hasarimin Olusturulmasi

Anestezi Baglangici: Anestezi uygulamasi i¢in denekler, anestezik gazin giris ve ¢ikis
yapabilecegi boliimleri bulunan cam fanusa yerlestirilerek, sisteme %100 O, i¢inde % 2,5
halotan verilerek anestezi uygulamasi gergeklestirildi. Halotan vaporizatoriinden gelen gaz
karisimi, anestezik gaz monitdriinden (Anesthesia Gas Monitoring 1304,Aarhus, Denmark)
izlenerek sabit tutuldu.

Anestezi Idamesi: Cerrahi islem igin yavru siganlar cam fanustan gikarildiginda,
anestezi idamesi denegin agiz ve burnuna adapte olan bir maske ve konnektdr yardimiyla
saglanmistir. Oksijen ve halotan diizeyleri anestezik gaz monitoriinden izlenerek sabit
tutulmasi saglanda.

Cerrahi islem: Deney hayvanlarinin boyunlar: hiperekstansiyona getirilerek orta
hattan vertikal olarak 0.5-1 cm’lik cilt, ciltalt1 insizyonu yapildi. Trakea bulunarak sol a.
carotis communis mikroskop altinda 6/0 ipek ile dnce askiya alinip, sonra da kalic1 olarak
baglandi; karotid arterde pulsasyon olmadigi dogrulandiktan sonra, insizyon yeri dikildi.
Daha sonra anestezik gaz girisi durdurulup deney hayvaninin uyanmasi saglandi. Cerrahi
islem sirasinda HIE+ EPO grubundan bir hayvan kaybedildi ve bu nedenle ¢aligmadan
¢ikarildi (Resim 2).
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Resim 2. Sol karotis arterin baglanmasi

Beslenme: Deney hayvanlari derlenme ve beslenme i¢in annelerinin yanina 2 saat
stireyle birakildi.

Hipoksi diizenegi: Her deney hayvani i¢in ayr1 olmak {izere 450 ml hacimli gaz giris
ve ¢ikis sistemi bulunan cam kavanozlar kullanildi. Cam kavanozlara nemlendirilmis %92 saf
nitrojen ve %8 oksijen girisi saglandi. Hipoksik karisimin diizeyi ortak giris hattina baglanan
anestezik gaz monitorii ile izlenerek sabit tutuldu. Tiim kavanozlar 37°C sabit sicaklikta su
banyosuna yerlestirildi. Deney hayvanlari 2,5 saat siire ile bu kavanozlarda hipoksik karigimi
soludular. Hipoksik ortamda 2,5 saatlik siire tamamlanmadan solunumu duran, HIE ve

HIE+EPO verilen gruplardan birer hayvan resiisitasyon uygulanmayip ¢alismadan ¢ikarilds.

3.3 intraperitoneal eritropoetin uygulanmasi
Eritropoetin i¢in uygun intraperitoneal dozlar, daha 6nce yapilmis hayvan

calismalarinda belirtilen ve toksisitesi tolere edilebilen diizeydeki dozlara gore belirlendi (12).

Eritropoetin: rEPO 1000 U/kg (Eprex, Cilag, Zug, Switzerland) dozunda 0.2 ml serum
fizyolojik igerisinde, hipoksik iskemiye maruziyetten hemen sonra tek doz olarak

intraperitoneal yolla uygulandi (12).
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3.4 Isitmenin degerlendirilmesi

Sicanlarda juvenil periyot olan yedi haftaya dek biiylitiilmiis hayvanlarda (13) tiim
gruplarda klik ve tone burst ABR ile isitsel fonksiyonlar degerlendirildi. Tiim si¢anlara ABR
yapmadan dnce otoskopik muayene yapilarak dis kulak yolu ve kulak zarlarinin normal
oldugu belirlendi. ABR kayitlarmalari i¢in ICS CHARTR EP Software v5.2 (GN Otometrics
A/S,Kopenhagen, Denmark) sistemi kullanilarak isitme esikleri tayin edildi. Kayit elektrodu
olarak standart altin kaplama kubbe ABR elektrodlarina 22 numara enjektor ucunun
lehimlenmesiyle hazirlanan dort adet subkutan elektrot kullanildi. Her iki retroaurikuler
bolgeye iki adet referans, oksipital bolgede orta hatta bir adet aktif, orta hat sirta ise
topraklama olarak bir adet elektrot yerlestirildi.( Resim 3)

25.11.2009 11:25

Resim 3. ABR elektrotlarinin yerlestirilmesi

ABR testinde klik ve 6kHz, 8kHz frekanslardaki ton burst uyaranlar kullanilarak, her kulak
icin ayn1 uyaran siddetinde en az iki kayitlama yapildi. Esik degeri, uyar1 siddeti 90dB’den
baslayarak esik istii degerlerde 10 dB, esige yakin degerlerde ise 5 dB azaltilarak bulundu.
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ABR testinde kullanilan kayit ve parametreleri Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1: ABR testinde kullanilan klik uyaran ve kayit parametreleri

Uyari- Kayit Parametreleri / Klik

Polarite : Alterne

Uyaran: Klik

Kulaklik: Insert earphone

Uyaran sikligi: 21.1/sn

Uyaran yonii: Monaural

Kayitlama penceresi:15msn

Amplifikasyon:0,5mV

Kayitlama filtresi: 100-3000Hz

Tablo 2: ABR testinde kullanilan 6 kHz ve 8 kHz frekans araligi ton burst uyaran

ve kayit parametreleri

Uyari- Kayit Parametreleri / 6-8kHz Ton Burst

Polarite : Alterne

Uyaran: 6-8 kHz Ton burst

Kulaklik: Insert earphone

Uyaran sikligi: 31.1/sn

Uyaran yonii: Monaural

Kayitlama penceresi:25msn

Amplifikasyon:0,5mV

Kayitlama filtresi: 50-1500Hz
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3.5 Histolojik Degerlendirme

ABR uygulamasindan sonra 7 haftalik hayvanlar eter anestezisi altinda sakrifiye

edildi. Cikartilan sag, sol temporal lob, sag, sol koklea ve beyin sap1 drnekleri

immunohistokimyasal ve elektron mikroskopik inceleme icin igleme alindi ( Resim 4, 5).

Resim 4. Beyin ve beyin sap1 dokularinin ¢ikarilmasi
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Resim 5. Beyin, beyin sap1 ve temporal kemiklerin makroskopik goriiniimii
Isik mikroskopik inceleme

Cikartilan beyin sap1 6rnekleri oda 1sisinda, %10’luk formalin soliisyonu iginde 48
saat tespit edildikten sonra, %70,%80, %96°lik etil alkol serilerinden yirmiser dakika
tutulmus, sonrasinda yirmiser dakikalik dort aseton serisinden gecirildi. Dokular
seffaflandirma amaciyla 3 degisim ksilole tabi tutulduktan sonra parafin igine gomiilerek

bloklanmustir.

Parafine gomiilen bloklardan Mikrotom (Leica RM2255) yardimu ile bloklardan 5 pm
kalinliginda kesitler alinarak drnekler lizinli lamlara yerlestirildi. Her bloktan seri kesitler
alind1. Kesitlere krezil violet, TUNEL boyama ve Kaspaz-3 i¢in immunohistokimya
uygulandi (50-52) . Kokleer nukleus icin kesit seviyesi si¢an beyin atlasi ile belirlendi. Her
hayvandan Paxinos ve Watson’un sigan beyin atlasina gore tanimlanmis figure 60-61 ve 62.

seviyelere denk gelen 3’er kesit alind1 .(53)
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Krezil violet ile boyama yontemi

Krezil violet ile ndronlarin Nissl graniillerinin boyanmasi amag¢lanmistir. Dokular 20,
10, 10 dakikalik tclii ksilol serisinden sonra absolii alkol, %96 alkol, %80 alkol ve %70
alkole birer dakika tutulmus. Distile su ile 5 dakika yikandiktan sonra 20 dakika boya
sollisyonunda tutulmus, 5 dakika %90 alkol ile ¢alkalanmis, 60 dakika yine 3lii ksilol serisine

sabit tutularak entellan ile kaplanarak histopatolojik incelemeye hazir hale getirilmistir.

TUNEL Teknigi ile Boyama

Koklear nukleus seviyesinden alinan kesitler dokudaki apoptotik hiicreleri gostermek
amaci ile neuronal specifik terminal deoxynucleotidyl transferase mediated nick and labelling
(TUNEL) teknigi ile boyandi. Bu teknik icin ApopTAG Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit (Millipore) kullanildi. Kesitler boyama i¢in iki gece 37 °C, bir gece 60 °C’lik
etiivde tutulduktan sonra, 3 degisim ksilen ile deparafinizasyon islemi gerceklestirildi.
Ardindan azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika
bekletildi. Dokuya zarar vermeden kurulanip pappen (Invitrogen, Camarillo, CA, 00-8877) ile
cevreleri sinirlandi. Kesitler 5 dakika sitrat tampon ile mikrodalgada kaynatildiktan sonra,
distile su ile 5 dakika yikandi. Doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika
%3’lik H,O, (Merck, Germany) uygulandiktan sonra 3 defa 5’er dakika fosfat tampon
sollisyonu (Phosphate Buffered Saline Solution, DBS, Pleasanton, CA) ile yikanan kesitler
TdT-enzimi 37°C de 1 saat enkiibe edildi. Ardindan tampon soliisyonu ile oda sicakliginda 10
dakika yikanan kesitler anti-streptavidin-peroksidaz ile 30 dakika enkiibe edildi. Tampon
sollisyonu 1ile yikanan kesitler TUNEL reaksiyonunun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla
diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Mayers hematoksilen
ile zemin boyamas1 yapilan kesitler %70, %80 ve %96’lik alkollerde dehidratasyon ve 30’ar

dk 3 degisim ksilen ile seffaflagtirma isleminden sonra entellan ile kapatildi.

Indirekt Immiinohistokimya Yontemi

TUNEL teknigi ile belirlenen apopitozun desteklenmesi amaciyla, kesitler 24 saat

60°C etlivde bekletildikten sonra immunohistokimyasal yontemle boyandi. Kaspaz-3
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immunreaktivitesinin gdsterilmesi amaciyla rat spesifik anti-kaspaz-3 (1:100; Neomarkers,
Fremont, CA, USA) antikoru kullanildi. Lizinli kesitler ii¢ degisim ksilol ile deparafinizasyon
islemine tabi tutuldu. Ardindan azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak
distile suda 5 dakika bekletildi. Proteinaz K soliisyonu i¢inde 37°C etiivde 15 dakika tutulan
kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3 liik hidrojen peroksit
uygulandi. Ug defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler 20 dk oda
1s1sinda bloklama solusyonu (Invitrogen, Histostain- Plus Bulk Kit, Camarillo, CA, USA ) ile
enkiibe edildi ve ardindan yikama yapilmadan anti-kaspaz-3 antikoru ile bir gece +4°C’de
enkiibe edildi. Ertesi giin fosfatli tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis
sekonder antikor (Invitrogen- Plus Broad Spectrum, Camarillo, CA, USA) ile 30 dk enkiibe
edildi. Sekonder antikor enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin)
(Histostain- Plus Broad Spectrum, Temecula, CA, USA) ile baglandiktan sonra antikor-
biyotin-avidin-peroksidaz kompleksi 0.02% Diaminobenzidin (DAB) kullanilarak goriiniir
hale getirildi. Zemin boyamas1 Mayers hematoksilen ile yapildi. Dereceli alkollerde
dehidratasyon islemi gergeklestirilen kesitler ksilol ile seffaflastirma isleminden sonra

entellan ile kapatildi.
Apopitotik hiicre sayilarinin belirlenmesi

Immunohistokimyasal boyama islemlerinin tamamlanmasinin ardindan hazirlanan
preparatlar Olympus BX-51 model 151k mikroskobu ve video kameradan (Olympus DP71)
olusan goriintli analiz sistemi (DP Controller Olympus Corp. 3.1.1.267) araciligiyla bilgisayar
ekraninda kaydedilerek degerlendirildi.

Beyin sapindaki apopitoz oranmm belirlemek igin 40X objektif ile her kesitteki
noronlar sayilarak TUNEL-pozitif ve anti-kaspaz-3 pozitif hiicre sayilar1 belirlendi.

Apopitotik hiicre oran1 ylizde cinsinden hesaplandi ve gruplar arasindaki fark analiz edildi.

Elektron mikroskopik inceleme

Dokulardaki ultrastiiktiirel degisikliklerin degerlendirilmesi amaciyla her gruptaki
deneklerden koklea ve 1x1 mm biiyiikliigiinde temporal korteks &rnekleri alind1. Ornekler
%2.5’1uk gluteraldehid iginde fikse edildi. Koklea 6rnekleri dekalsifikasyon amaciyla 2 ay
EDTA+gluteraldehid solusyonunda bekletildi. %1°lik osmiumtetraoksit i¢cinde postfiksasyon

yapildiktan sonra dereceli alkollerde dehidratasyon islemleri yapildi. Doku 6rnekleri propilen
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oksitten geg¢irildikten sonra araldit i¢ine gdmiilerek 60°C etiivde polimerizasyon i¢in 48 saat
bekletildi. Ultraince kesitler uranil asetat-kursun sitrat ile boyanarak Zeiss Libra 120 TEM

(Jena, Germany) ile incelendi.
Elektron mikroskopik takip prosediirii

Dokular 48 saat %2,51uk gluteraldehid ( kemik i¢cin EDTA+gluteraldehid)
igerisinde fikse edilmis, 15 dakika Sorensen fosfat tamponu ile 3 degisimle
yikanmig, Sorensen + osmium tetraoksit i¢inde 1 saat tutulmus, tekrar Sorensen
fosfat tampon ile 3 degisimli 3 yikamaya tabi tutulmustur. Daha sonra sirastyla
%70,%100, %100 alkol igerisinde 10’ar dakika propilen oksid icerisinde iki defa 15
dakika tutulmus. Bir saat propilen oksit + araldit karisimina maruz birakilmas, 1
gece saf araldit icerisinde tutulduktan sonra oda sicakliginda 2 saat ve etiivde 48

saat tekrar araldit ile muamele edilmistir.

Calismanin genel goriiniimii Tablo 3’te verilmektedir.

3.6 istatistiksel Analiz

ABR ve 151k mikroskopi sonuglar1 SPSS 15.0 paket programi kullanilarak analiz
edildi. Tiim veriler ortalama = standart sapma olarak gosterildi. Olgiilebilen veriler arasindaki
fark analizi i¢in Bonferonni diizeltmeli Kruskal Wallis Varyans analizi kullanildi. Grup i¢i sag
sol kulak 6l¢iim karsilastiriimasinda Wilcoxon Testi kullanild1. Istatistik anlamlilik diizeyi p<

0.05 anlamlilik kabul edildi.

45



Tablo 3. Caligma metodu

Postnatal 7. glinlik 31 Wistar Albino sigan

GRUP 1(n:8):
Kontrol

0,2ML i.p SF
injeksiyonu

GRUP2 (n:5):
SHAM
HIE
uygulanmadan
cerrahi islem

( Karotis
baglanmadan
boyun orta
hattan insizyon
yapilip sttlre
edilen ) ve genel
anesteziye
maruz birakildi

GRUP 3(n:8): HIE

Sol a. carotis
communis
ligasyonu +2,5
saat
%92nitrojen, %8
oksijen
maruziyeti

(islem sirasinda
1 hayvan
calisma disi
kaldi)

GRUP 4(n:7):
HIE +EPO

Sol a. carotis
communis
ligasyonu +2,5
saat
%92nitrojen, %8
oksijen
maruziyeti

(Islem sirasinda
2 hayvan
calisma disi
kaldi)

0,2MLi.p. SF
injeksiyonu

0,2MLi.p SF
injeksiyonu

1000U/kg i.p
EPO injeksiyonu

l

!

!

!

1 haftada ABR ve toplam 28 sigarn salmifilbasvon sonrasinda histolojik immunhistolimyasal ve
ultrastriiktiirel incelmenmesi ’
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4.BULGULAR

4.1 ABR ol¢iim degerleri

Tablo 4. Kontrol grubu ABR 6l¢tim degerleri

0 0 0 0

1. sican 0 10

2. sican 0 0 0 0 0 0
3. sican 5 0 0 5 0 5
4.s1can 0 0 0 0 0 0
5.s1can 0 0 0 0 0 0
6.sican 0 0 0 0 0 0
7.s1can 0 0 0 0 0 0
8.sican 0 0 0 0 0 0

Kontrol grubunun sag ve sol kulak ABR degerleri kendi icinde Wilcoxon testi ile
karsilastirildiginda, klik uyaran (p:0,655), 6 kHz uyaran (p:0.317) ve 8 kHz uyaran (p:0.317)

ile elde edilen yanitlar arasimda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig1 saptanmistir.
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Sekil 12. Kontrol grubu sag kulak 6 ve 8 kHz ABR 6rnegi
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Sekil 13. Kontrol grubu sol kulak 6 kHz ve 8 kHz ABR 6rnegi

Tablo 5. Sham grubu ABR 6l¢iim degerleri

1. sican 0 0

2. sican 5 0
3. sican 0 0
4.s1can 0 0
5.s1can 0 0

0 0 0 0

0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

Sham grubunun sag ve sol kulak ABR degerleri kendi iginde Wilcoxon testi ile

karsilagtirildiginda; klik uyaran (p:0,317), 6 kHz uyaran (p:1,000) ve 8 kHz uyaran (p:1,000)

ile elde edilen yanitlar arasimda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig1 saptanmistir
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Sekil 14. Sham grubu klik ABR 6rnegi (A sol, B sag)
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Sekil 15. Sham grubu sag kulak 6 ve 8 kHz ABR 6rnegi
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Sekil 16. Sham grubu sol kulak 6 ve 8 kHz ABR 6rnegi
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Tablo 6. HIE grubu ABR 6l¢iim degerleri

15 5 30 5

1. sican 20 0

2. sican 35 0 30 0 25 0
3. sican 5 0 10 0 5 0
4.s1can 10 10 5 5 0 0
S.sican 5 15 0 0 0 0
6.s1can 25 25 10 10 5 5
7.s1can 25 5 15 0 5 0
8.s1can 5 30 0 0 0 0

HIE grubunun sag ve sol kulak ABR degerleri kendi icinde Wilcoxon testi ile
karsilastirildiginda, klik uyaran (p:0,462), 6 kHz uyaran (p:0,066) ve 8 kHz uyaran (p:0,066)

ile elde edilen yanitlar arasimda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig1 saptanmistir.
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Sekil 19. HIE grubu sol kulak 6 kHz ABR 6rnegi
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Sekil 20. HIE grubu 8 kHz sol kulak ABR &rnegi
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Tablo 7. HIE + EPO grubu ABR 6l¢iim degerleri

15 0 0 0 5 0

1. sican

2. sican 0 0 0 0 0 0
3. sican 0 5 0 0 0 0
4.s1can 0 0 0 0 0 0
S.s1can 0 0 0 0 0 0
6.s1can 0 0 0 0 0 0
7.s1can 5 0 0 0 0 0

HIE+ EPO grubunun sag ve sol kulak ABR degerleri kendi iginde Wilcoxon testi ile
karsilastirildiginda; klik uyaran (p:1,000), 6 kHz uyaran (p:1,000) ve 8 kHz uyaran (p:0,317)

ile elde edilen yanitlar arasimda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig1 saptanmistir.
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Sekil 21. HIE+EPO grubu klik sag ve sol kulak ABR 6l¢iimii (A sol, B sag)

Sekil 22. HIE +EPO grubu sag ve sol kulak 6 kHz ABR 6rnegi
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Sekil 23. HIE +EPO grubu sag ve sol kulak 8 kHz ABR 6rnegi
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Tablo 8.Sol kulaklar icin ABR degerlerinin istatistiksel analizi

GRUP
Klik 6kHz Ton 8kHz Ton
burst burst
Grup 1 Kontrol Ortalama () standart | 0,63 £ 0,625 0£0 0£0
Sol kulak hata
Median 0,00 0,00 0,00
Minumum/maksimum 0/5 0/0 0/0
degerler
Grup 2 Sham Ortalama =+ standart 1,00+ 1,00 0+0 00
Sol kulak hata
Median 0,00 0,00 0,00
Minumum/maksimum 0/5 0/0 0/0
degerler
Grup 3 HIE Ortalama =+ standart 16,25 £ 4,09 10,63 £3,4 8,75+4,1
Sol kulak hata
Median 15,00 10,00 5,00
Minumum/maksimum 5/35 0/30 0/30
degerler
Grup Ortalama =+ standart 2,86 +2,14 0+0 0,71 +£0,71
HIE+EPO hata
Sol kulak Median 0,00 0,00 0,00
Minumum/maksimum 0/15 0/0 0/5
degerler
Kruskal-Wallis 0,001 0,000 0,009

Testi (p)

Gruplar arasinda sol kulak ABR sonuclart incelendiginde klik, 6 kHz ve 8kHz olctimleri

arasinda anlaml farklilik saptanmustir (p<0.05). Farkin HIE grubunun degerlerinin yiiksek

olmasindan kaynaklandigi goriilmiistir. HIE+EPO grubu ile kontrol ve sham gruplari

arasinda istatistiksel farklilik saptanmamuistir.
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Tablo 9.Sag kulaklar i¢in ABR degerlerinin istatistiksel analizi

GRUP
Klik 6kHz Ton 8kHz Ton
burst burst
Grup 1 Kontrol Ortalama =+ standart 1,25+ 1,25 0,63 +0,62 0,63 +0,62
Sag kulak hata
Median 0,00 0,00 0,00
Minumum/maksimum 0/10 0/5 0/5
degerler
Grup 2 Sham Ortalama + standart 0x0 0x0 0+£0
Sag kulak hata
Median 0,00 0,00 0,00
Minumum/maksimum 0/0 0/0 0/0
degerler
Grup 3 HIE Ortalama + standart 10,63 £4,1 2,5+1,3 1,25+0,8
Sag kulak hata
Median 7,50 0,00 0,00
Minumum/maksimum 0/30 0/10 0/5
degerler
Grup4 Ortalama =+ standart 0,71 +0,71 00 00
HIE+EPO hata
Sag kulak
Median 0,00 0,00 0,00
Minumum/maksimum 0/5 0/0 0/0
degerler
Kruskal-Wallis 0,025 0,141 0,382

Testi(p)

Gruplar arasinda sag kulak ABR o6l¢iimleri incelendiginde klik ABR 6l¢timlerinde anlamli

farklilik saptanmistir. Farkin HIE grubunun degerlerinin yiiksek olmasindan kaynaklandigi

goriilmiistiir. HIE+EPO grubu ile kontrol ve sham gruplari arasinda istatistiksel farklilik

saptanmamuistir.
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4.2 Histolojik inceleme sonuclari

Isik mikroskopi sonucglar
Beyinsapi krezil violet boyamasi

Kontrol ve Sham grubu (Grupl, 2) 6rneklerinden alinan kesitlerde normal histolojik yapilar

gozlendi; buna gore ndronlar normal gériiniimde, hiicre sinirlari belirgin, hiicre zar1 biitiinligi

korunmustu (Resim 6).

Resim 6. Beyin sap1 kesiti; normal yapida néronlar
HIE grubu (Grup 3) érneklerinden alinan kesitlerde néron boyutlarinin kiigiildiigii ve daha
koyu boyanan piknotik néronlarin yapiya hakim oldugu izlendi (Resim 7).

Resim 7. Beyin sap1 kesiti; ndronlarda biiziilme, hiicre ve ¢ekirdek sinirlarinda diizensizlik,

piknotik yapilanma (okla isaretli hiicreler)
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HIE+EPO grubu ( Grup 4) érneklerinden alinan kesitlerde ise hiicrelerin ¢ogunlugunu normal

noronlar olusturmaktaydi, piknotik néron sayist ¢ok azdi (Resim 8)

Resim 8. Beyin sap1 kesiti; normal ndronlarin arasinda az sayida piknotik néron

(okla isaretli)

TUNEL teknigi ile beyinsapi hiicrelerinde apopitoz degerlendirilmesi

Apopitoz oranin belirlemek i¢cin TUNEL teknigi ile boyanan kesitlerde TUNEL-pozitif
hiicreler sayilarak degerlendirildi. Apopitotik hiicre orani ylizde cinsinden hesaplandi ve
gruplar arasindaki fark analiz edildi.

Kontrol ve Sham grubu (Grup1, 2) drneklerinden alinan kesitlerde TUNEL teknigi ile boyama

sonucunda normal histolojik yap1 gézlendi (Resim 9).

Resim 9.Beyinsapi; TUNEL negatif normal néronlar
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HIE grubu (Grup 3) 6rneklerinden TUNEL teknigi ile boyama yapilan kesitlerde TUNEL pozitif
apopitotik hiicreler gozlendi ( Resim 10)

Resim 10. Beyinsapi kesiti; TUNEL pozitif hiicreler (okla isaretli)

HIE+EPO grubu (Grup 4) érneklerinden TUNEL teknigi ile boyama yapilan kesitlerde Grup
3’e gore daha az sayida TUNEL pozitif apopitotik hiicreler gdzlendi (Resim 11)

Resim11. Beyinsap1 kesiti; normal ndronlarin arasinda az sayida TUNEL pozitif hiicreler

(okla isaretli)
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Beyinsap1 kesitlerinde Kaspaz-3 immunhistokimyasal boyama sonuclari

TUNEL boyama ile belirlenen apopitozu desteklemek icin kesitlere Kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama uygulandi.

Kontrol ve Sham grubu (Grupl,2) oOrneklerinden almman kesitlerde Kaspaz-3

immunhistokimyasal boyama sonucunda normal ndron yapisi gozlendi (Resim 12).

Resim 12. Beyin sap1 kesit; Kaspaz-3 boyama ile normal néronlar

HIE grubu (Grup 3) érneklerinden alinan kesitlerde Kaspaz -3 immunhistokimyasal boyama

sonucunda apopitotik Kaspaz-3 pozitif hiicreler gézlendi (Resim 13)

Resim 13. Beyinsapi kesit; Kaspaz-3 pozitif apopitotik néronlar (okla isaretli)

63



HIE+EPO grubu (Grup 4) érneklerinden alian kesitlerde Kaspaz-3 immunhistokimyasal
boyama sonucunda normal néronlarin arasinda ¢ok daha az sayida apopitotik Kaspaz-3

pozitif hiicreler gézlendi (Resim 14).

Resim 14.Beyinsapi kesiti; Normal noron yapilar arasinda az sayida Kaspaz-3 pozitif hiicre (okla isaretli)
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Resim 15 ’te tlim gruplarin krezil violet, TUNEL ve Kaspaz-3 boyama goriintiileri bir arada

verilmistir.

Resim 15.Beyin sapi1 histolojik goriintiileri. A; kontrol grubu, B; HIE grubu, C; EPO grubu.
Ust sira; krezil violet boyama, oklar kiigiilmiis ve koyu boyanan piknotik noronlari
gostermektedir. Orta sira TUNEL boyama, oklar TUNEL-pozitif hiicreleri gostermektedir. Alt

sira Kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama, oklar Kaspaz-3 pozitif hiicreleri gostermektedir.
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Apopitotik hiicre oranlar: arasindaki farkhihk

Apopitoz oranin belirlemek i¢in TUNEL teknigi ile boyanan kesitlerde TUNEL pozitif
hiicreler sayilarak degerlendirildi. Apopitotik hiicre oran1 yiizde cinsinden hesaplandi ve
gruplar arasindaki fark analiz edildi. Yapilan degerlendirme sonucunda, HIE grubunda
apopitotik hiicre oran1 kontrol, sham ve HIE+EPO gruplarma gére anlamli derecede daha
yiiksek olarak bulundu (p<0.05). Kontrol ve sham gruplar1 arasinda ise anlamli farklilik
bulunmad1 (p>0.05). HIE+EPO grubunda ise apopitotik hiicre oran1 HIE grubuna gore
anlaml olarak diisiik bulundu (p<0.05) ( Sekil 24).

TUNEL boyama ile belirlenen apopitozu desteklemek icin kesitlere Kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama uygulandi. TUNEL boyamada degerlendirilen sekilde hiicre
sayimlari yapilarak yiizde oran cinsinden Kaspaz-3 pozitif hiicre sayilar1 belirlendi ve analiz
edildi. Degerlendirme sonucunda, HIE grubunda Kaspaz-3 pozitif hiicre oran1 kontrol, sham
ve HIE+EPO gruplarina oranla anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Kontrol ve sham
gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05). HIE+EPO grubunda kaspaz-3 pozitif
hiicre oran1 HIE grubuna gére anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05) ( Sekil 24 ).
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Sekil 24. Apopitotik hiicre oranlari
* p<0.05, kontrol, Sham ve Epo grubuna gore anlamli olarak farkl.

# p>0.05, HIE grubuna gére anlamli olarak farkl1.
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Elektron mikroskopik bulgular

Sag ve sol koklea, spiral ganglion ve temporal lob 6rnekleri elektron mikroskopik olarak
incelenmis, incelenen materyellerde sag ve sol taraftaki bulgular morfolojik olarak benzerlik
gostermektedir.

Koklea orneklerinin elektron mikroskopik inceleme bulgular:

Kontrol ve Sham gruplarinda ( Grup 1, 2) elektronmikroskopik inceleme sonucunda tiiysii
hiicrelerin normal morfolojik 6zelliklere sahip olduklar1 goriildii. Hiicre membrani ve
cekirdek sinirlarmin diizgiin oldugu, kromatin dagiliminin normal, sitoplazmanin homojen

ozellikte ve mitokondri yapilarinin normal 6zellikte oldugu izlendi ( Resim 16).

Resim 16. Tiiylii hiicrelerin elektron mikroskopik goriintiileri. A; Kontrol, B; Sham. Kontrol
ve sham gruplarinda, normal tiiylii hiicreler (HC), g¢ekirdek sinirlart diizgiin (N), hiicre
membrani ve hiicresel baglantilar normal (mavi oklar), silia (siyah oklar) ve mitokondriler

(kirmizi oklar) normal, Bar= 10000 nm.
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HIE grubunda (Grup 3) ise elektron mikroskopik incelemede tiiysii hiicre yapilarinin
bozuldugu gozlendi. Hiicre sinirlarinin bozuldugu ve hiicrelerde dejenerasyon olustugu

izlendi. HIE+EPO grubunda (Grup 4) ise hiicresel yapilarin korundugu, bulgularin kontrol ve

sham gruplar ile benzer 6zelliklerde oldugu gozlendi (Resim 17).

Resim 17. C; HIE, D; HIE+EPO grubu. HIE grubunda hiicre smirlarinin bozuldugu (mavi
ok), hiicrelerde dejeneratif bosluklar (yildizlar) ve silia kaybi izleniyor. EPO grubunda

hiicreler (HC), mitokondri yapilar1 (kirmizi oklar) ve silialar (siyah oklar) kontrol ve sham

gruplarinda oldugu gibi normal yapida izleniyor. Bar= 10000 nm.
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Spiral ganglion hiicrelerinin elektron mikroskopik inceleme bulgular:

Kontrol ve Sham gruplarinin (Grup 1, 2) spiral ganglion hiicrelerinin elektron mikroskopik
incelenmesi sonucunda benzer 6zeliklerde oldugu goriildii. Bu gruplarda ganglion hiicre

yapilarinin normal oldugu, hiicre sekli ve siirlarinin diizgiin oldugu, satellit hiicrelerin

normal oldugu izlendi (Resim 18).

Resim 18. Spiral ganglion elektron mikroskopik goriintiileri. A; kontrol, B; Sham, Kontrol ve

Sham gruplarinda, normal ganglion hiicreleri (GC), hiicre membranlar1 diizgiin (mavi oklar),

satellit hiicre yapilari normal (kirmiz1 oklar) olarak izleniyor. Bar=20000 nm.
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HIE grubunda (Grup 3) ganglion yapisinin bozuldugu goriildii. Bu grupta, ganglion
hiicrelerinin sekli ve hiicre membranlarinda diizensizlik olustugu, hiicrelerin iginde dejeneratif
bosluklar olustugu ve satellit hiicre kaybinin bulundugu izlendi. HIE+EPO grubunda (Grup 4)
ise ganglion hiicre yapilarinin korundugu, bulgularin Kontrol ve Sham gruplar ile benzerlik

gosterdigi gozlendi (Resim 19).

Resim 19.Spiral ganglion hiicrelerinin elektron mikroskopik gériintiileri C; HIE, D;
HIE+EPO grubu. HIE grubunda dejeneratif ganglion hiicreleri (GC), hiicre membranlarinda
diizensizlik (mavi ok), hiicre icinde dejeneratif bosluklar (yildizlar) izleniyor. HIE+EPO
grubunda ganglion hiicre yapilar1 (GC) normal, hiicre sinirlar1 diizgiin (mavi ok), satellit

hiicre yapilar1 korunmus (kirmiz1 ok) olarak izleniyor. Bar= 20000 nm.
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Temporal lob elektronmikroskopik inceleme bulgulari.

Kontrol ve Sham gruplarinda (Grup 1, 2) temporal lob drneklerinin elektron mikroskopik
olarak incelenmesi sonucunda, ndronlarin normal morfolojik o6zelliklere sahip olduklari
gorildii. Hiicrelerin biiyiik ve Okromatik c¢ekirdege sahip, ¢ekirdek sinirlarinin diizgiin,
cekirdekgigin belirgin  oldugu gozlendi. Mitokondrilerin normal yapida oldugu ve

perivaskiiler ¢evrenin korundugu izlendi (Resim 20).

Resim 20. Temporal lob elektron mikroskopik goriintiileri. A; Kontrol, B; Sham. Kontrol ve
sham gruplarinda, belirgin ¢ekirdekg¢ik igeren (Nu) okromatik nukleus (N), ¢ekirdek sinirlari
diizgiin (siyah oklar), mitokondri yapilar1 normal (kirmizi oklar) olarak izleniyor. Kiigiik

resimlerde perivaskiiler ¢cevre (mavi yi1ldiz) normal olarak izleniyor. BV; kan damari.

71



HIE grubunda (Grup 3), hiicrelerin heterokromatik cekirdekli oldugu, cekirdek sinirlarinin
diizensizlestigi goriildii. Mitokondrilerin sekil ve biiyiikliiklerinin degisken oldugu ve krista
kayb1 gozlendi. Pervaskiiler alanda astrositik ayak sismesi (perivaskiiler ddem) izlendi.

HIE+EPO grubunda (Grup 4) ndron ve perivaskiiler yapilarin korundugu, bulgularin Kontrol

ve Sham gruplarina benzer 6zellikte oldugu goriildii (Resim 21).

Resim 21. Temporal lob elektron mikroskopik gériintiileri. C; HIE, D; HIE +EPO grubu.
HIE grubunda ¢ekirdek simirlarinin bozuldugu (siyah oklar), normal mitokondrilere oranla
(kirmiz1 ok) kristasiz mitokondrilerin (mavi ok) daha fazla oldugu izleniyor. Kiigiik resimde
perivaskiiler 6dem (mavi yildiz) goriilmekte. HIE +EPO grubunda; diizgiin smirli (siyah
oklar) normal ¢ekirdek (N), cekirdek¢ik (Nu), kristalt mitokondriler (kirmizi oklar), kiigiik

resimde korunmus perivaskiiler ¢evre (yildiz) izlenmekte. Bar= 5000 nm.
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5. TARTISMA

Gilinlimiizde ani isitme kayb1, presbiakuzi, giiriiltiiye bagli isitme kayb1, ototoksisite gibi
sensorindral isitme kayiplarinin ortaya ¢ikmasina yol acan etkenlerin ortak bir fizyopatolojik
sonug olarak i¢ kulak diizeyinde hipoksi ve iskemiye neden olduguna iliskin veriler giderek
artmaktadir. Matiir kokleada hipoksi ve iskemik kosullarda, hiicresel ve molekiiler diizeyde
ortaya c¢ikan degisiklikler invivo hayvan caligmalari yani sira, organotipik koklea eksplant
kiiltiirlerinde gergeklestirilen immiinohistokimyasal invitro arastirmalarin ve genetik
calismalarin da konusu olmaktadir (54-56). Giiriiltii, vaskiiler okliizyon, mekanik travma gibi
pek cok degisik etkenin hiicresel diizeyde oksijen teminini bozarak ROS’larin asir1 artmast,
anormal kalsiyum homeostazi ve apoptotik proteinlerin salinimu siirecini baslattigi
diistiniilmektedir (22). Apopitoz, genetik kontrol altinda programlanmis bir hiicre 6limii
olarak kabul edilmekte ve bu siirecte hasarlanmais hiicrenin doku ya da organin biitlinliigiine

yonelecek hasar1 6nlemek tizere intihara yonlendigi kabul edilmektedir (26, 56, 57).

Yenidogan doneminin herediter ya da edinsel isitme kayiplari, erken taninarak uygun
yontemlerle rehabilitasyon uygulanmamasi halinde ciddi dil ve konugma bozukluklarina yol
acabileceginden 0zel bir ilgiyi haketmektedir. Bu donemin edinsel isitme kayiplarinin 6nemli
bir nedeni perinatal hipoksi ve iskemidir. Bu nedenle yapilan arastirmada HIiE’nin neden
oldugu isitme kaybinin arastirilmasi ve noroprotektif bir ajan olarak klinik uygulama alani
bulunan thEPO’nun bu isitme kayiplarini 6nlemedeki roliiniin belirlenmesi

amagclanmistir.

Perinatal hipoksi ve iskemi klinikte ¢ok da az rastlanan bir siire¢ degildir ve prematiirite basta
olmak tizere prenatal maternal enfeksiyonlar, plasental yetmezlik, uzamis dogum,
hiperbiliiribinemi gibi yenidogan donemi sorunlarina bagli olarak ortaya ¢ikabilmektedir
(25,58). Hipoksi ve iskeminin siiresi ve patolojinin ciddiyeti ile baglantili olarak noral
dokularda degisik derecelerde hasar olugabilmekte ve sonucta yenidoganlarin %20-50’si
yasamini yitirirken, % 25inde noral gelisim bozukluklarindan serebral palsiye dek degisen
agirlikta norolojik sekeller ortaya ¢ikmaktadir (2, 55). Bu sekeller epilepsi, motor ve mental

retardasyon gibi agir klinik tablolarin yani sira isitsel islemleme bozukluklari, gérme
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bozukluklari, tanima ve algilama bozukluklar1 gibi cocugun iletisim becerilerini ilgilendiren
daha hafif klinik tablolarla da karsimiza ¢ikabilmektedir (7, 58, 60). Perinatal HIE gegiren
olgulardan ndral gelisim bozuklugu olanlarda isitme kayb1 % 17.1°e kadar ¢ikarken bu oran
sekel goriilmeyenelerde % 6.3 olmakta, buna karsilik postnatal donemde uzamis hipoksi ve
iskemi ile karsilasan bebeklerde ciddi bir kalic isitme kayb1 goriillmemekte, bu durum insan
periferal isitme organinin gelisiminde hipoksi ve iskemiye hassas kritik bir donem oldugunu
diistindiirmektedir (3, 27). Bunun disinda hipoksi ve iskemi diizelip dolasim ve oksijenizasyon
basladiktan sonraki birkag saat i¢inde de noral yapilarda doku hasarinin devam ettigini ortaya

koyan c¢aligsmalar mevcuttur (12 ).

HIE ile isitme kaybinin birlikteligi 1950°1i yillardan baglayarak dikkat ¢ekmis ve Sano ve
arkadaglarinin (8) bildirdigi tizere, objektif odyolojik yontemlerin klinikte uygulanmaya
baslanmasindan dnceki donemde Carhart ve Goodhill gibi yazarlar isitmenin kokleer
cekirdekler seviyesinde etkilendigini 6ne siirerken, 1970’11 y1llarda Schuknecht postmortem
calismalarda kokleanin da patolojiye katildigin1 gostermislerdir (8). Objektif odyolojik testler
HIE’nin isitmeye etkisinin anlasiimasinda klinikte ve deneysel ¢alismalarda dnemli katkilar
saglamistir. Jiang, prenatal asfiksi geciren ve norolojik sekeli olmayan 48 bebek, norolojik
sekeli olan 41 bebek ve 3 ay-1 yas arasinda ciddi asfiksi gegiren 14 bebekte asfiksiden en az
6 ay sonra aldig1 ABR kayitlarini karsilastirmis ve sekelsiz prenatal asfiksi gecirenlerin %
6,3’linde, norolojik sekeli olanlarin ise %17,1’inde istme kayb1 oldugunu saptamis buna
karsilik postnatal asfiksi gegirenlerin higbirinde isitme kayb1 olmadigini belirtmistir (3). Sano
ve ark. hiperbiliiribinemi ve asfiksi gegiren infantlarda Distorsion Product Otoacoustic
Emission (DPTOAE) 6l¢timlerinde 6 bebegin 5’inde yanit alinamadigini belirtmis ve kokleada
temelde dis tliyli hiicrelerin etkilendigini 6ne siirmiislerdir (8). Elektrofizyolojik testler
yenidogan doneminde de genis uygulama alani bulmustur; Kirkim ve ark. yenidogan igitme
taramasi programi uygulamasina gecildikten sonra otomatik ABR ve otoakustik emisyon
Olctimlerinin kombine kullanimi ile isitsel noropati-dissenkroni olgularinin goriilme
sikliginin odyoloji boliimiine bagvuranlar i¢cinde % 1,16’dan % 4,13’e ¢iktigin1 ve tan1 koyma

yasinin da 24 aydan 5,7 aya indigini saptamislardir (61).

Terminde dogan bebeklerde perinatal asfiksinin hayatin ilk donemlerinde ABR kayzitlar
izerine etkisini inceleyen bir aragtirmada 108 bebekte dogumdan sonraki 1, 3, 5, 7, 10, 15 ve

30. gilinlerde alinan kayitlar normal bebeklerin kayitlari ile karsilastirilmis ve asfiksik
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bebeklerde resisiitasyondan 3 giin sonrasina kadar latans ve interpik intervallerin bozulmaya
devam ettigi ve bunun bazi bebeklerde klinik tablonun birkag glin boyunca daha da agirlagtigina

isaret eden klinik gézlemlerle uyumlu oldugunu saptamistir (11).

Perinatal asfiksiden kurtulmus olan ve yaslar1 4-12 arasinda degisen 78 ¢ocuk lizerinde ABR
kayitlar1 ve noral gelisim parametrelerinin degerlendirildigi bir baska ¢alismada, noral gelisim
bozukluklar1 gosteren 37 ¢ocugun 15’inde (% 40,59) isitme kayb1 saptanirken, herhangi bir
defekti olmayan 41 ¢ocugun yalnizca 5’inde (%12,2) isitme kayb1 oldugu belirlenmis ve ABR
yanitlari ile klinik olarak gézlemlenebilen noéral gelisimsel problemler arasinda orta derecede bir
korelasyon oldugu ve ABR’ nin isitsel ve norolojik gelisimi 6ngdrmede kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir (62, 63).

ABR ve ototakustikemisyon (OAE) gibi objektif odyolojik testlerin anestezi altinda
yapilabilmesi ve hayvanlarda uygulanabilmesi pek ¢ok deneysel ¢aligmanin yolunu agmistir. Bu
baglamda ABR ve OAE farkl tiirlerdeki hayvanlarda ve degisik patolojilerde siklikla
kullanimagelmistir (37-39, 64, 65). Iskeminin eriskin ratlarda ve kobaylarda koklea iizerine olan
etkisini degerlendirmeye yonelik caligmalar da daha ¢ok ani isitme kayb1 modeli kullanilmistir
(54,55). Takeda ve ark. 8 kHz deki ABR kayiplarina dayanarak, subletal koklear iskemiden
sonraki iki giin i¢inde belirgin diizelme basladigin1 ve bu diizelmenin 7. gline dek devam ettigini
gostererek yalnizca arteriyel okluzyonun kokleada hasar olusturmayabilecegini, tekrarlayan
iskemik ataklara kars1 hem lezyon tarafinda hem de kars1 kokleada tolerans gelisebilecegini
gostermis ve kalic1 koklear hasarda iskemi disinda etkenlerin de rol oynayabilecegini
belirtmislerdir (55). Buna karsilik ratlarda perinatal anoksinin isitme sistemi iizerine etkisinin
ABR, kortikal yanitlar ve davranigsal yontemlerle degerlendirilmis ve ABR’de yine interpik
intervallerin uzadig ve esik yiikselmesi oldugu saptanmistir, ABR bulgular1 davranigsal testler
ve kortikal yanitlarla birlikte degerlendirildiginde insanlardaki disleksi ve otizm benzeri azalmis

performansi isaret eden bulgular elde edilmistir (66).

Calismamizda da kullanilan yontemle yenidogan siganlarda olusturulan HIE modelinde
unilateral ve bilateral HIE nin isitsel islemleme bozukluklarma yol actig1 ortaya konulmustur
(67). Takiben yenidogan siganlarin 1. ve 7. giinlerinde olusturulan HIE nin hizl1 isitsel
islemleme ve 6grenme iglevlerinde defektlere neden oldugu ve bu defektin 7. glindeki
sicanlarda belirgin oldugu saptanmis, bu sonug termdeki sicanlarin preterm sicanlara gore

HIE’ ye daha hassas oldugunu diisiindiirmiistiir (7). Bu durum ¢alismada HIE olusturmak icin
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yedi giinliik sicanlarin se¢ilmis olmasinin dogru bir islem oldugunu gdstermektedir.
Norosensoriyel sistem gelisim basamaklar1 dikkate alindiginda, yenidoganin fizyolojik
Ozelliklerine en yakin dénem bu donemdir. Bir diger deyisle insan yenidoganlarina gore
siganlar prematiir dogarlar ve 7. giinde matiir yenidogan 6zelliklerine ulasirlar (2, 7, 12).
Yenidogan HIE modelinde hipoksi ve iskemi birlikteliginin noral yapilarda tek basina iskemi
veye hipoksiye gore daha uzun siireli ve daha ciddi etkilenme olusturdugu bilinmektedir (12).
Calismamizda da bu verilere dayanilarak yapilan ABR degerlendirmeleri, sicanlarin eriskin
doneme girmeden 6nceki juvenil donemlerinde yani 7. haftada gerceklestirilmistir. Tablo 6’ da
goriildiigii gibi HIE grubunda tiim sicanlarin karotis okliizyonunun uygulandig sol tarafta klik
ABR esik degerlerinin yiikseldigi, li¢ hayvanda karsi tarafta yanitlarin etkilenmedigi buna
karsilik bes hayvanda kars1 tarafta da ABR yanitlarinin bozuldugu goriilmiistiir. Ton burst
kullanilarak yapilan ABR kayitlarinda 6 kHz’de iki siganda her iki tarafta da etkilenme
izlenmezken, ii¢ hayvan bilateral, {i¢ hayvansa lezyon tarafinda etkilenmistir. Sekiz kHz
degerlerine bakildiginda ise, bulgularin 6 kHz bulgulari ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.
Ton burst 6 kHz ve 8 kHz uyaranla patoloji gézlenmeyen iki hayvanda klik ABR degerleri
ozellikle kars tarafta daha yiiksek bulumustur.

Istatistiksel olarak HIE grup i¢i karsilastirma yapildiginda, sag ve sol taraf ABR degerleri
arasinda anlamli farklilik saptanmamistir. Wilcoxon test sonuglari sirasiyla: Sag sol klik ABR

icin p:0.462, sag sol 6 kHz i¢in p:0.066, sag sol 8 kHz i¢in p:0.066 bulunmustur.

Bulgular HIE modelinde etkilenmenin yalnizca a.carotis communisin baglandig1 tarafta
degil kars1 tarafta da goriildiigiinii ortaya koymaktadir. Benzer sekilde orta serebellar arterin
tek yanli baglanmasi ile olusturulan iskemi modelinde beyin hasarinin yalniz okliizyon
yapilan tarafta degil karsi tarafta da oldugu Teknezyum isaretli annexin- V tutulumunun
Single Photon Emission Computerised Tomography (SPECT ) ile her iki hemisferde
saptanmasi ile gosterilmis; bu durum hasarin yanlizca fokal zararlanma olan alanda degil
noronal strese bagli olarak bu alan disinda da olusabilecegini diistindiirmiistiir. (68). Bunun
disinda koklea ve isitme yollarinda olusan hasarin yalnizca iskemiye bagli olmadigi, hemen
ardindan uygulanan hipoksik kosullarin etkisiyle etkilenmenin daha yaygin olabilecegi
sonucunu getirebilecegi diisliniilmiistiir. Siganlarda vaskiiler anatomi ve kan akimi ¢caligmalar
da bireysel anatomik farkliliklar isaret etmektedir (69, 70). Koklear fonksiyonlarin
homeostatik kosullar gerektirdigi ve bunun da biiyiik 6l¢iide koklear kan akimina bagli oldugu
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bildirilmistir. Diizenli bir oksijenasyonun biiyiik 6l¢iide kan akimindaki otoregiilasyonla
ilintili oldugu ve sempatik, peptiderjik ve hemodinamik mekanizmalarin bu ototegiilasyonda
rol oynadig1 bilinmektedir (69). Bu durumun da deneklerde gozlenen bireysel farkliliklarda
etken olabilecegi kanisina varilmistir.

Calismada HIE grubunda ulagilan ABR degerleri her iki kokleanin ve beyin sapinin birlikte
etkilendigini diisindiirmektedir. Nitekim daha sonra da vurgulanacagi iizere bu etkilenme
hem beyin sap1 hem de kokleada histolojik olarak dogrulanmistir,

HIE’nin santral sinir sistemi iizerinde olusturdugu degisiklikleri gdsteren invivo ¢alisma
sayist snirhidir (6, 12, 13, 19, 21, 24, 45). Ayrica HIE sonucunda kokleada olusan
degisikliklere iligskin az sayida postmortem calismada asfiksinin derecesine bagl olarak
hasarlanma olustugu bildirilmektedir(1, 9, 10, 71). Agir hipoksiik iskemi kosullarinda
kokleasakkuler atrofi,i¢ kulakta hasarlanma, Corti organinin dis tiiylii hiicrelerinde kayip ve
stria vaskulariste 6dem saptanmustir (9, 10). Orita ve ark. yenidogan temporal kemiklerini
histopatolojik olarak 151k mikroskobi diizeyinde degerlendirmis ve sol temporal kemikte korti
organinda agir etkilenme spiral ganglion hiicrelerinde 6zellikle bazal kisimda hiicre kayb1 ve
sakkuler makulada orta derecede atrofi gostermislerdir. Yanisira sag temporal kemikte de sola
gore daha az olmakla birlikte orta derecede etkilenme izlenmistir (9). Schumutzhard ve ark.
HIE’li 6 yenidoganin 8 temporal kemigini postmortem immunohistokimyasal yéntemlerle ve
elektronmikroskobik olarak incelemisler, i¢ ve dis tiiylii hiicreler, spiral ganglion hiicreleri ve
stria vaskiilarisin marginal hiicrelerinde Kaspaz-3’iin belirgin pozitifligini géstermislerdir.
Buna karsilik olgularin tiimiinde beyinde apopitoz bulgularina rastlanmamis ve i¢ kulak
etkilenmesinin temelde kokleadaki apopitoza bagli oldugu ve bunun beyin dokusundaki
apopitozdan daha dnce ortaya ¢iktig1 sonucuna varmislardir (1).

Kokleada hipoksi ve iskemiye bagli olarak degisiklikler daha sonra sican koklealarinin
organotipik hiicre kiiltiirlerinde incelenmis ve hipoksi olmaksizin iskemi kosullarinda tiiyli
hiicrelerde belirgin kayba rastlanmazken, hipoksi ve iskemi birlikteliginin i¢ tiiylii hiicrelerde
daha fazla olmak iizere tiiylii hiicre zararlanmasina yol actig1 gostermislerdir (14). Bir diger
organotipik sican hiicre kiiltiiriinde hipoksi ve iskemi birlikteliginin inflamatuvar sitokinleri
arttirtp, i¢ kulak hasarlanmasuna neden oldugu saptanmistir (72). Buna karsilik invivo
yenidogan HIE modellerinde i¢ kulak degisikliklerini hispatolojik olarak inceleyen bir
calismaya rastlanmamistir. Ancak yenidogan sicanlarda hiperbarik oksijenin koklea {izerine

etkisini inceleyen elektron mikroskobik bir ¢aligmada, hiperbarik oksijen uygulamasinin Corti
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organi iizerindeki etkisi arastirilmis ve hiperbarik oksijenin yenidogan retinopatisi bulgularina
benzeri sekilde dis tiiylii hiicrelerde yiikseklik artisina neden oldugu gosterilmistir (73 ).
Giincel olarak apopitozun belirleyicisi olarak kullanilan yontemler TUNEL boyama yontemi
ve dokuda Kaspaz-3’iin gosterilmesidir. Programlanmis 6liim basamaklarinda son iiriin olan
Kaspaz-3’lin dokuda belirlenmesi apopitotik siirecin islediginin en 6nemli belirtisidir.
Immunohistokimyasal yontemler disinda elektron mikroskobu ile hiicre ve cekirdek
sinirlarinda diizensizlik ve dejeneratif bosluklarin gosterilmesi apopitoz siirecini isaret eden
onemli bulgulardir (1,6). Bu nedenle calismamizda da 151k mikroskobik incelemede krezil
violet ile boyama yani1 sira TUNEL teknigi ile TUNEL pozitif hiicreler ve Kapsaz-3 boyama
teknigi ile Kaspaz-3 pozitif hiicreler arastirilmistir. Elektron mikroskobu ile de ayrica hiicre
morfolojisindeki degisiklikler incelenmistir.

HIE grubunda beyinsapr Ornekleri krezil violet ile boyandiginda apopitotik hiicreyi
tanimlayan piknotik ndronlarin yapiya hakim oldugu dikkati ¢ekmistir. TUNEL teknigi ile
boyamada TUNEL pozitif hiicreler, Kaspaz-3 boyamasinda ise Kaspaz-3 pozitif hiicreler
gozlenmistir. Bulgular beyin sap1 seviyesinde etkilenmeyi ve bu etkilenme nedeni olarak da
apopitozu isaret etmektedir.

Her iki taraf koklea, spiral ganglion ve temporal lob Orneklerinin elektron mikroskopik
incelenmesinde etkilenme sadece okliizyon tarafinda degil kars: tarafta da goriilmiistiir.
Kokleanin elektron mikroskopik degerlendirimesinde, tiiyli hiicrelerde hiicre simnirlari
bozulmus, dejeneratif bosluklar olusmus ve hiicrelerin silialar1 kaybolmustur. Spiral
ganglionun elektron mikroskopik incelemesinde, hiicre membraninda diizensizlik, hiicre
icinde dejeneratif bosluklar gibi dejeneratif hiicre degisiklikleri gozlenmistir. Temporal lobun
elektron mikroskopik degerlendirmesinde, perivaskuler 6dem, normal mitokondrilere oranla
kristasiz mitokondriler artmis ve ¢ekirdek sinirlart bozulmustur.

Verilerin irdelenmesinde yenidogan sican HIE modelinde yanlizca beyin sap1 ve temporal lob
gibi noronal yapilarda degil, koklea seviyesinde de etkilenmenin oldugu ve ortaya ¢ikan
hasardan programlanmis hiicre 6liimiiniin 6n planda sorumlu oldugu kanisina varilmistir. Bu
durum HIE’den kurtulabilen infantlarda isitmenin yalnizca santral yollarmin etkilenmedigini,
zararlanmanin periferik isitme organi diizeyinde de olduguna isaret etmektedir. Sonuglarimiz
otoprotektif stratejilerin isitme kaybinin Onlenmesinde yeri olabilecegini ve kalici hasar
gelismisse isitmenin rehabilitasyonunda periferik organa yonelik isitme cihazi ve/veya

koklear implantasyon gibi yontemlerin kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

78



Hipoksik iskeminin beyinde olusturdugu etkilenmenin mekanizmalar1 ve hasarlanmay1
onlemeye yonelik ¢alismalar 2000°li yillardan baslayarak ivme kazanmstir. Ozellikle
EPO-R’lerin 6nce kobay daha sonra da sigan beyin hiicrelerinde tespit edilmesi ve EPO’nun
endojen salinan bir madde olmasina ragmen eksojen yolla verilen rhEPO’nun eriskin hastalar
ve Ozellikle yenidogan bebeklerde etkinlik ve giivenilirliginin klinikte gdsterilmesi nedeni ile
gbzler EPO’ya ¢evrilmistir (42, 43, 73). Nitekim rhEPO’nun HiE’nin yarattig1 hasari
onlemeye yonelik invitro ¢alismalarda rhEPO’nun glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini
arttirdig1, Bax genlerinin ekspresyonunu ve DP5 proapopitotik gen ekspresyonlarini azaltarak
korucu etki gosterdigi ileri siirlilmiistiir (24,44). Eritropoetin ayni zamanda kemik iliginde
progenitdr eritroid hiicreleri uyararak matiirlestirmekte ve oksijen taginmasini
kolaylastirmaktadir. Ayrica endotel hiicrelerinden NO salgilatarak vazodilatasyona neden
olmakta ve beyin hasarini bu yollarla da engelleyebilmektedir (42).(Sekil 10)

EPO’nun klinikte kullanimu ile ilgili yapilan bir ¢aligmada son donem bobrek yetmezligi olan
ve anemisi nedeni ile 120 U/kg/hafta 5-8 ay boyunca EPO verilen hastalarda isitmenin
diizelme gosterdigi ve bu etkinin aneminin diizelmesine ya da EPO’nun direkt olarak i¢ kulak

izerine olan etkisine bagli olabilecegi belirtilmistir (47).

Bu calismalar siirerken 2005 yilinda kobay i¢ kulaginda ilk kez EPO ve EPO-R’leri
tanimlanmistir (46). Takiben yenidogan ve eriskin sicanlarin Corti organi tiiylii hiicrelerinde
de EPO-R gosterilmistir (47). Gross ve ark. yenidogan siganlarin organotipik koklea hiicre
kiiltiirlerinde hipoksik sartlarin EPO-R’yi aktive ettigini ve endojen EPO {iretimini arttirdigin
saptamislardir (67). Bu ¢alismalar EPO’nun endojen olarak iiretildigini ve eksojen thEPO’nun
kullanilmas: halinde EPO-R’lerine kolayca baglanabilecegini ve aktive olabilecegini
desteklemekte ve bu oOzellikleri ile koruyucu stratejilerde avantajli olabileceklerini
diistindlirmiistiir.

Ancak rekombinan EPO’nun koklea patolojileri lizerine otoprotektif etkisini arastiran az
sayida ¢alisma vardir. Sican koklea hiicre kiiltiirlerinde olusturulan invivo gentamisin
ototoksisitesinde EPO’nun  roliinii aragtiran bir calismada, EPO’nun aminoglikozidlerin
neden oldugu apopitozu 6nlemede etkin olabilecegi sonucuna varilmistir (48). Ayni
konudaki bir bagka ¢alismada yenidogan sigan Corti hiicre kiiltiirlerinde gentamisin
ototoksisitesini 6nlemede EPO ile ‘vascular endothelial growth factor’ii (VEGF)
karsilagtirmislar ve EPO’nun tiiylii hiicre hasarinda koruyucu etkisini gdsterirken,

VEGF’iin boyle bir etkisinin olmadiginit saptamislardir (47). Bir diger sigan Corti organ hiicre

79



kiiltiir calismasinda, iskemiye bagli apopitozun ve nekrozun 6nlenmesinde rhEPO’nun etkin
oldugu ve bu etkinin hayvan deneyleri ve klinik ¢aligmalarla da gdsterilmesinin gerekli
oldugu vurgulanmistir (15).

Bu nedenlerle yenidogan sican HIE modelinde koruyucu ajan olarak EPO secilmis ve
thEPO’nun etkisi arastirtlmistir. Oncelikle deneklerde ABR dlgiimleri gergeklestirilmis ve
Tablo 7’ de goriildiigii iizere HIE olusturulan siganlarda eszamanli thEPO uygulamasinin
ABR yanitlarinin bozulmasini 6nemli 6l¢iide engelledigi, normal ve normale yakin degerler
elde edildigi goriilmiistiir ve bu etkinin istatistiksel olarak da anlamli derecede farkli oldugu
ortaya konmustur.

Histolojk degerlendirmede ise, beyin sap1 kesitlerinin krezil violet boyamasi sonucunda
hiicrelerin ¢ogunun normal néronlardan olustugu, apopitoz gostergesi olan piknotik ndron
sayisinin HIE grubuna gore ¢ok daha az oldugu gériilmiistiir. Beyinsap1 drneklerinin TUNEL
teknigi ile boyamasinda, HIiE grubuna gore ¢ok daha az sayida TUNEL pozitif apopitotik
hiicreler bulundugu izlenmis ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmigstir (p<0.05). Beyinsap1 noronlarinin Kaspaz-3 immunohistokimyasal
degerlendimelerinde ise HIE grubuna gore ¢ok daha az sayida Kaspaz-3 pozitif hiicreye
rastlanmustir. iki grup arasinda istatistiksel farklilik olarak anlamli farklilik oldugu ortaya
konmustur (p<0.05).

Elektron mikroskopik incelemelerde ise HIE+EPO grubu koklea tiiylii hiicrelerinin,
mitokondrial yapilarin, silialarin Kontrol ve Sham gruplarindaki gibi normal oldugu
gbzlenmistir. Spiral ganglion yapilarinin elektron mikroskopik degerlendirilmesinde; ganglion
hiicre yapilar1 normal hiicre sinirlar1 diizgiin ve satellit hiicre yapilart korunmustur; bu
bulgular Kontrol ve Sham bulgular1 ile benzerlik gostermektedir. Temporal lob elektron
mikroskopik degerlendirmesinde, noronlarin diizgiin smirli olup, normal c¢ekirdek ve
cekirdekgik yapilarina sahip oldugu, mitokondrial yapilarin kristalli oldugu ve perivaskiiler
cevrenin korundugu saptanmaistir; bu bulgular Kontrol ve Sham bulgulari ile benzerdir.
Elde edilen tiim veriler literatiirdeki az sayidaki invivo ¢alisma sonuglari ile uyum
icindedir. Bu ¢alisma ile HIE isitmenin santral ve periferik yollarin etkiledigi, thEPO
uygulamasinin sican HIE modelinde hipoksik iskeminin yarattig1 isitme hasarmni énlemede
etkin oldugunu ABR ol¢limleri ile ve histopatolojik olarak gosterilmistir. Programlanmig

hiicre 6liimiiniin karmagik mekanizmalar1 g6z 6niine alindiginda bu mekanizmalari
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aydinlatmaya yonelik daha fazla invivo/invitro ¢caligmaya ihtiyac oldugu agiktir. Ayrica EPO’nun

isitsel patolojilerdeki etkinliginin klinik calismalarla da desteklenmesi gerekmektedir.
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6.SONUCLAR
1.Yenidogan sicanlarda hipoksik iskemik ensefalopati modeli olusturulmustur.
2.0Olusturulan modelde; ABR kayitlarinda isitmenin etkilendigi gosterilmistir.

3.Hipoksik iskemik ensefalopatinin koklea tiiylii hiicreleri, spiral ganglion hiicreleri, beyin
sap1 ve temporal lobta apopitoza neden oldugu histopatolojik olarak kanitlanmaistir.

4.Hipoksik iskemik ensefalopati ile eszamanli uygulanan rhEPO’nun isitmeyi korumada etkin
oldugu saptanmis ve ABR kayitlari ile bu etkinlik gosterilmistir.

5.Rekombinant eritropoetinin koklea tiiylii hiicreleri, spiral ganglion hiicreleri, beyin sap1 ve
temporal lobta HIE ile olusan apopitotik degisiklikleri dnledigi histopatolojik olarak
kanitlanmustir.

6.Bulgular rhEPO nun klinikte HIE nin yarattig1 isitme kaybinda koruyucu etkisi oldugunu ve
caligmalarin klinige tasinmasinin gerekliligini gostermektedir.
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