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GiRIS VE AMAG

Fetls ve yenidoganda hipoksik iskemik ensefalopati, doguma yakin
dénemde, dogum sirasinda ve dogumdan sonraki dénemde beynin hipoksi-iskemide
kalmasi ile ortaya g¢ikan, birden fazla sistem tutulumu ile karakterize bir hastaliktir.
Hipoksik iskemik ensefalopatili yenidoganlarda mortalite %20-50 olarak
belirtiimektedir (1).

Hipoksi-iskemiye bagli akut beyin hasarinda bozulmus kan akimi ve
oksijen sunumuna bagli anaerobik metabolizmaya kayma ile enerji rezervleri
tukenmektedir. Eksitator aminoasit glutamat salinimi hucre ici kalsiyum artigi ile
hicre ici enzimlerin aktivasyonuna, serbest oksijen radikalleri, inflamatuvar
mediatorler ve nitrik oksit yapimina neden olmaktadir. Devam eden sureg lipid
peroksidasyonu, mitokondriyal solunumun bozulmasi, apopitotik sirecin tetiklenmesi
ve ndron 6lumu ile sonlanmaktadir (2).

Hipoksi-iskemi baglangici ile hucre olumu arasindaki donem “terapotik
pencere” olarak adlandinimaktadir. Hucre olumune neden olan olaylarin
engellenmesine yonelik girisimler bu donemde uygulandiginda fayda saglamaktadir
(2,3).

Ksantin tlrevi ve fosfodiesteraz inhibitori olan pentoksifilin, kirmizi hicre
deformobilitesini artirarak, trombosit ve eritrosit agregasyonunu azaltarak, fibrinojen
duzeyleri ve plazma viskozitesini azaltarak mikrosirkilasyonu ve doku
oksijenizasyonunu artiran bir ilagtir (4). Mononukleer fagositler ve nétrofillerde TNF-a
ve diger sitokinlerin Uretimini inhibe ederek anti inflamatuvar ve antiapopitotik
etkinlige yol actigi bilinmektedir (5).

Melatonin ve metabolitlerinin serbest oksijen radikallerini endojen olarak
baglayarak gugclu antioksidan ve anti-inflamatuvar etkinligine yol agtigi bilinmektedir
(6). Lipid ve protein peroksidasyonunu ve ndéron apopitozunu azaltarak hipoksik
iskemik beyin hasarini d6nlemede etkili olduguna yonelik galismalar mevcuttur (7).

Cahigsmada 7 gunluk ratlarda olusturulan hipoksik-iskemik beyin hasari
modelinde pentoksifilin, melatonin ve kombine tedavinin ndéron hasarina karsi
koruyucu etkisinin beyin nitrik oksit tUretimi, hipokampal hicre sayisi ve apopitotik

hdcre indeksi parametreleri kullanilarak arastiriimasi amaglandi.



GENEL BILGILER

2.1. HIPOKSI, iISKEMi ve ASFiKSI

Fetius ve yenidoganda perinatal donemde gelisen beyin hipoksi-
iskemisine bagl beyin hasari akut mortalitenin ve sag kalanlarda ise kalici norolojik
problemlerin en 6nemli nedenidir. Zamaninda dogan yenidoganlarda 1000 canli
dogumda 2-4 siklikta gorulmektedir. Cok duguk dogum agirlikh (premature)
bebeklerde siklik % 60’lara ulasmaktadir (1). Hipoksik iskemik beyin hasari gelisen
olgularin %20-50’si yenidogan doneminde kaybedilmektedir. Sag kalanlarin %25-
30’'unda kalici ndrolojik sorunlar (serebral palsi, mental retardasyon, 6grenme
guclugu, epilepsi) gézlenmektedir (8).

Hipoksi ya da anoksi terimi bir veya birden ¢ok dokuda kismi ya da tam
oksijen yoklugu olarak tanimlanir. Hipoksemi ise kanda oksijen yogunlugunun
azalmasidir. Iskemi ise bir organin kan akiminin azalmasi veya tamamen
engellenmesi sonucu oksijen ve dokunun ihtiyaci olan diger maddelerin dokuya
ulasamamasi sonucu gelisen durumdur. Fetlis veya yenidojanda iskemi, tipik olarak
sistemik hipoksi-asidoza bagli kardiyovaskuler fonksiyonda bozulma ya da tikayici
damar hastaligina bagh gelisir (2).

Perinatal asfiksi genel olarak plasental ya da pulmoner gaz degigsimindeki
probleme bagl (ablasyo plasenta, uterusta hipertonisite, uterus rapturd, gobek
kordonuna basi vb.) dokuya sunulan oksijenin doku zedelenmesine yol agacak
boyutta azalmasi sonucu hipoksemi ve hiperkapninin birlikte oldugu Klinik durumu
anlatir (1,3). Temel 6zellikleri agir asidoz (kord kaninda pH<7.00), 5. dakika dusuk
Apgar puani (0-3), hipoksik iskemik ensefalopati bulgulari (tonus bozuklugu, biling
dizeyinin bozulmasi, nébetler) ve ¢oklu organ, sistem bozuklugudur (8).

Plasental perfizyon bozuklugu bir saat ve daha fazla strduginde fetusta
gelisen hipoksemi sempatik sistem aktivasyonuna yol acarak kan akiminin beyin,
kalp ve adrenal bezler gibi yagsamsal organlara yonlendiriimesine neden olur (3).
Dusuk oksijen ve yuksek karbondioksit parsiyel basincinda beyin damarlarinda
genisleme ile beyin hiperperfiizyonu saglanir. immatir fetiislerde beyin kan akimi 10-
20 mmHg gibi dar bir basing araliginda surdirulmektedir. Bu nedenle sistemik kan
basinci degisikliklerinde otoregulasyonu bozulmakta ve beyin kan akim basinglari

sistemik basinca bagli hale gelmektedir (9).



Hipoksik durum devam ederse kalbin anaerobik enerji rezervlerinin
tukenmesine bagl pompa islevinde azalma ve ortalama arter basiglarinda dismeye
bagll beyin kan akiminda azalma gorultr. Kortekse ulagsan kan miktarinda azalma
olurken, bazal metabolizmanin hizli oldugu talamus, beyin sapi ve serebelluma daha
fazla kan gonderilmeye caligilir. Bu dolagim dizenlenmesinden ilk olarak parasagittal
korteks ve altindaki beyaz cevher etkilenir ve infarkt alanlari olusur (3). Olay ilerlerse
serebral hemisferlerin bitiininde hasarlanma goézlenir.

Perinatal dénemde gelisen hipoksi-iskemi c¢ogunlukla hipoksik iskemik
ensefalopati geklinde bulgu verir ve yenidoganin yasamini etkileyen onemli
sorunlardan biridir.

2.2. HIPOKSIK ISKEMIK BEYIN HASARI VE NOROPATOLOJIK
OZELLIKLER

Perinatal hipoksik iskemik beyin hasarinin ana noéropatolojik gostergeleri
secici néron hasari ve infarkttir (2). Secici néron hasarinda (nekroz ya da apopitoz)
néronlar o&lurken, glia hucreleri (astrositler, oligodentrositler) ve kan damarlari
korunur. infarkt olustugunda ise tim hiicresel elemanlar (ndronlar, glia hiicreleri, kan
damarlar) patolojik sure¢ boyunca hasarlanir (2).

Hipoksik iskemik beyin hasarinda secici néron hasari disinda bes hipoksik
iskemik beyin lezyonu daha gorulmektedir (3).

Bu lezyonlar:

e Selektif néronal nekroz

e Status marmoratus

e Parasagittal beyin hasari

e Periventrikuler Idkomalazi

e intra-peri ventrikiiler kanama

e Fokal/multifokal iskemik beyin hasari

Prematire infantlarda hipoksik-iskemik patolojik degisiklikler daha c¢ok
serebral hemisferin beyaz cevher yapilarinda, zamaninda dogan bebeklerde ise
beynin gri cevher yapilari olan serebral korteks, hipokampus, bazal ganglionlar,

talamus, beyin c¢ekirdekleri ve serebral hemisferlerde gozlenir (2,3,10,11).



Hipokampus bu bodlgeler icerisinde hipoksiye en duyarli olanidir. Serebral kortikal
lezyonlarla birlikte hipokampusda segici néron hasari ya da infarkt gorulebilir (2).

Beyaz cevherin akut hasarlanmasinda glial elemanlarin (6zellikle
astrositler) cogalmasi ile reaktif gliozis gelismektedir. Reaktif gliozis alanlari siklikla
sentrum semiovale ve korpus kallozum’un da iginde oldugu serebral hemisferlerin
subkortikal ve periventrikller beyaz cevheridir (2).

Prematire bebeklerde lezyonlar tipik olarak iki tarafli ve serebral
hemisferde lateral ventrikile komsu olarak gézlenir, periventrikiler I6komalazi olarak
adlandirihr (3,12).

Fetus ya da yenidogan beyninde akut asfiktik olay serebral hemisferlerde
hasar yaratmadan belirgin diensefalik (bazal ganglion ve talamus) hasara yol agabilir.

Hipoksik-iskemik beyin hasarinda goérulen diger bir patoloji de beyin
odemidir. Yaygin ve agir beyin hasarinda beyin 6demine serebral giruslarda
duzlesme, sulkuslarin silinmesi, lateral ventriklllerde daralma ve hipokampal

yapilarin fitiklasmasi eslik edebilir (2,3).

2.3. HIPOKSIK iSKEMIK BEYiN HASARI GELiSiMINDE HUCRESEL
MEKANIZMALAR

a. Akut Hasarlanma

Enerji Yetmezligi ve asidoz gelisimi

Beynin normal fonksiyon goérebilmesi icin yeterli oksijen ve enerji
destedine ihtiyaci vardir. Hipoksi-iskemiye bagl akut beyin hasarinda hucresel
dizeyde bozulmus kan akimi ve oksijen sunumuna bagli olarak c¢esitli biyokimyasal
ve molekuler suregler tetiklenir (2,3).

Adenozin trifosfat (ATP) tim hucrelerde oldugu gibi néronlar igin de en
onemli enerji kaynagidir. Aerobik kosullarda bir mol glukoz, glikoliz ile iki mol piruvata
donugurken iki mol ATP elde edilmektedir. Oksijen varliginda iki mol piruvat, piruvat
dehidrogenaz enzimi ile asetil-KoA'ya metabolize edildikten sonra, Krebs Dongusu ve
mitokondriyal elektron transport zincirinde, molekuler oksijenin suya indirgenmesi
sirasinda 36 mol ATP elde edilmektedir (2,13).

ATP Uretimi en fazla mitokondrilerde nikotinamid adenin dinukleotit’in

(NAD) oksidatif fosforilasyonu ile olusur. Dokulardaki parsiyel oksijen basinci



azaldiginda (<0.1 mmHg) oksidatif fosforilasyonla olusan ATP Uretimi durur (2).
Hucresel adenozin difosfat (ADP) ve adenozin monofosfat (AMP) seviyeleri artar.
ADP ve AMP artigina bagli fosfofuruktokinaz (PFK) aktivasyonu ile glikoliz (anaerobik
metabolizmaya kayma) gerceklesir. Anaerobik glikoliz ile elde edilen ATP de
tukenince hicrede tam bir enerji yoklugu ortaya ¢ikar. Enerji gerektiren hucresel
fonksiyonlar yerine getirilemez (13).

Anaerobik glikolizin istenmeyen bir sonucu da laktik asit ve hidrojen iyonu
(H") birikimi ile hicre ici ve disi asidoz gelisimidir. Hiicre membrani iyon pompa
islevinde aksama sonucu hiicre iginde sodyum (Na®), kalsiyum (Ca*™) ve su birikimi

sonucu sitotoksik 6dem gelisir (2,13).

Eksitatér Aminoasitler ve Kalsiyum

Beyindeki temel eksitator aminoasit glutamattir. Glutamat reseptdrlerinin
noron gelisimi, 6grenme, hafiza ve sinaptik baglantilarin organizasyonu gibi fizyolojik
islevlerin yerine getiriimesinde rolt vardir (14). Glutamat saliniminin serebral iskemi
sonrasi noron olumu mekanizmasinda 6nemli yeri oldugu kanitlanmigtir (3,15-17).

Hipoksik iskemik sure¢ sirasinda hucrenin temel enerji kaynagi ATP'nin
tiikenmesi sonucunda aktif sodyum transport pompalari (Na*/K* ATPaz, 3Na‘/Ca*
antiporter ve Na'/H" antiporter) bozulmaktadir. Buna bagh olarak hiicre iginde
sodyum duzeyinin artmasi ile baglayan presinaptik depolarizasyon sinir ucuna ulasir.
Bu uyari ile presinaptik ugta bulunan voltaja duyarli kalsiyum kanallar1 agilarak hucre
icine kalsiyum gegisine neden olur. Ardindan da basta glutamat olmak Uzere uyarici
aminoasidlerin presinaptik uctan sinaps araligina salinmasi gergeklesir (13).

Noéronda postsinaptik ugta glutamat tarafindan uyarilan reseptorler
araciligi ile aktive olan iyon kanallari kalsiyum girigi icin en énemli yoldur (Sekil 1).

Glutamat reseptorleri bes sinifa ayrilmaktadir:

1. Yiksek afiniteli kainat reseptoru

2. Dusuk afiniteli kainat reseptori

3. Amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoazopropiyonik asid (AMPA) reseptoéri

4. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptoru

5. Kuiskalat reseptoru



Bunlar igerisinde AMPA ve NMDA reseptorleri iyonlarin hlcre igine gecisinde
en onemli rolleri Gstlenmektedir (10,13,14,18). NMDA reseptorleri; talamus, striatum,
serebellum, korteksin 3. 5. ve 6. tabakalar ile hipokampusun CA1 bodlgesinde, AMPA
reseptorleri; korteksin derin tabakalari, striatum ve hipokampusun piramidal
hiacrelerinde yogun olarak bulunmaktadir. Bu bodlgeler hipoksik iskemik
hasarlanmanin en fazla goraldugu baolgelerdir (14,18).

Glutamat presinaptik uctan salininca postsinaptik ugta bulunan, hem AMPA
hem de NMDA reseptorlerini aktive etmektedir. AMPA reseptorii Na®, K* ve H' gibi
katyonlarin tasinmasi ile iligkilidir. AMPA reseptdri bulunan iyon kanallarindan
sodyum girigi ile depolarizasyon postsinaptik uca iletilir. NMDA tipi glutamat
reseptdrll iyon kanallari hem Na*, K*, H" hem de kalsiyumun girisini saglamaktadir
(3,13,14).

Normal sartlar altinda hiicre igi Ca™ yogunlugu siki bir sekilde dizenlenir.
Kalsiyumun tamamina yakini mitokondri, endoplazmik retikulum, néron plazma
membrani ve nukleusta enerji gerektiren mekanizmalarla tutulmaktadir.

Hipoksi iskemi sirasinda glutamat, NMDA reseptorlerine baglanip hucre
icine Ca™ gegisini artirmakta, enerji yetersizligi nedeni ile hiicre disina Ca™ atilimi
azalmakta ve hiicre i¢i depolardan salinmasi ile hiicre i¢i Ca™ miktari artmaktadir
(2,18). Hucre igi kalsiyum tamponlayici sistemlerden biri olan kalmodilinin Ca™
baglayici bélgesine hiicre ici asidoza bagh olarak artmis H* iyonunun baglanmasi da
hiicre ici Ca’™ artisina katkida bulunmaktadir. Enerji yetmezIigi durumunda, kalsiyum
tamponlayici organeller olan mitokondriden Na*-H" antiport tasiyicisi ve endoplazmik
retikulumdan inositol trifosfat araciligi ile sitoplazmaya Ca*™ taginir (19).

Hucre icinde artmis Ca™ ikincil mesajci olarak gérev yapar. Lipazlar,
proteazlar, endonukleazlar ve fosfolipazlar gibi hicre ici enzimlerin aktivasyonuna
neden olur (2,10,16,19).

Hipoksi iskeminin hicre membraninda yapti§gi hasar sonrasinda hicre
icinde serbest yag asitleri birikmektedir. Kalsiyum ile aktive olan fosfolipaz A, enzimi,
fosfolipidlerden aragidonik asit Uretimine neden olmaktadir. Reperfizyon déneminde
aragidonik asit, prostoglandin ve I6kotrienlere metabolize olurken ortaya ¢ikan

serbest radikaller iskemik hasarin ilerlemesine neden olmaktadir (2).



Mitokondride gerceklesen indirgeyici reaksiyonlar sirasinda olugan serbest
radikaller ve prostoglandin sentezi sirasinda olusan ksantin ve Urik asit gibi yan
drtnlerle yag asitleri peroksidasyona ugrar. Hucre ici kalsiyum artisi nitrik oksit (NO)
uretimini artirir. Hucre ener;ji yetersizligi, asidoz, glutamat salinimi, hicre ici kalsiyum
birikimi, lipid peroksidasyonu ve NO norotoksisitesi hucre yapitaslarinin
hasarlanmasina ve sonugta hucre olumune neden olur. Hipoksik-iskemik surecin

suresi ve siddeti gibi birgok faktor hiicre hasarlanmasinin ilerleyisini etkiler (19)

NMDA
—"; AMPA lonotropic

_’; kainate

—»

Mme>»T>-—HCro

Metabotropic

Sekil 1. Glutamat reseptorleri araciligiyla sinaptik ileti (3).

b. Geg (ikincil) Beyin Hasari

Yeniden canlandirma sonrasi beyin kan akimi ve oksijenasyon
dizeltildiginde fosfor metabolitleri ve hiicre i¢i pH normal diizeyine dénmeye baslar.
Ancak ilk hasarlanmadan 6-48 saat sonra hicre ici Ca'", eksitotoksisite, serbest
oksijen radikalleri ve NO’in yol actigi mitokondri fonksiyon bozukluguna bagh ikincil
enerji yetmezligi olarak belirtilen ve beyin hasarini artiran donem ortaya ¢gikmaktadir
(19).

Bu donemde dolasimdaki ve dokulardaki inflamatuvar hicreler ve
inflamatuvar mediatdrler (TUmor Nekroz Faktér-a, interlékin-1 beta, trombosit aktive

edici faktor) gelisen beyin hasarina katkida bulunmaktadir. Hipoksik iskemik beyin



hasarindan alti saat sonra beyinde notrofil, aktive makrofaj ve mikroglia birikimi ile
TNF-a ve IL-1 beta gen ekspresyonu ve sentezi artar (19,20).

Mitokondriyal solunum hizindaki dusus 24 saat sonra en alt duzeye iner ve
bu mitokondri disfonksiyonu ve kaspaz-3 aktivasyonuna neden olur. Aktif kaspaz-3
néron apopitozunu basglatir (21). Hipoksik iskemik olay sonrasi devam eden ndron

apopitozu gecikmis hasara neden olmaktadir (22).

2.4. SERBEST RADIKALLER

Hipoksik iskemik ensefalopatinin ana hasarlayici bilesenlerinden olan
serbest radikaller dis yoringelerinde eslesmemis tek bir elektron iceren ileri derecede
reaktif molekullerdir (23). Proteinler, membran lipidleri ve DNA gibi hedef molekdllere
badlanip kimyasal yapilarini degistirme yetenedine sahiptirler. Aerobik solunum
yapan hucrelerde serbest oksijen radikalleri sitoplazmada oksidasyon-reduksiyon
reaksiyonlari sirasinda ve mitokondride elektron transportu sirasinda Uretilir. Bir kez
olustuktan sonra slperoksit dismutaz enzimi (SOD) varhginda hizla H* iyonu ile
birleserek hidrojen peroksit olusur (24).

Hidrojen peroksitin ve metabolitlerinin oksidan aktivitesini dnleyen hucre igci
diger enzimler endoperoksidaz ve katalaz (KAT) hidrojen peroksiti su ve oksijene
donusturar. Serbest radikal hasarina karsgi hucre igi diger savunma mekanizmalari
arasinda kolesterol, a-tokoferol (E vitamini), askorbik asit (C vitamini), B-karoten,
bilirubin ve glutatyon sayilabilir. Serbest radikaller ve reaktif oksijen trlnleri hiicrenin
savunma mekanizmalarini astiginda hasar yaratabilir (16).

Yenidogan beyni ¢oklu doymamis yag asitleri ve serbest demir dizeyi
yonunden zengindir. Diger dokularla kargilastirildiginda antioksidan enzim duzeyleri
(superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz) dusuktir. Enerjisinin bluytk ¢ogunlugunu
oksijen bagiml olarak mitokondriyal oksidatif fosforilasyondan saglamaktadir. Tum
bu nedenlerden dolayi daha fazla oksidatif risk altindadir (2,9,16).

Hipoksik iskemik hasarda serbest oksijen radikallerinin iki ana kaynagi
prostaglandin sentezi ve hipoksantin oksidasyonudur. Serebral iskemi surecinde
Ca'" tarafindan fosfolipaz A, aktivasyonu ile serbest yag asitlerinden aragidonik asit
olusumu gercgeklesir. Arasidonik asitten siklooksijenaz aktivasyonu ile Prostoglandin

G2 (PGG;) olusumu oksijen gerektiren bir reaksiyondur. PGG, den PGH; olusumu



sirasinda serbest oksijen radikali, superoksit (¢O;") olusur. Prostosiklin ve
tromboksan A, ve I6kotrienlerin olusum basamaklarinda da serbest radikaller ortaya
cikmaktadir (2) (Sekil 2).

Hipoksik iskemik slrecte oksidatif fosforilasyonun kesilmesi ile yluksek
enerjili fosfat rezervleri hizla azalir. ATP’ye donugsemeyen ADP ve AMP hucre iginde
birikir ve kisa sUre icerisinde adenozin ve hipoksantine donusturuldr. Normal
kosullarda hipoksantin, ksantin dehidrojenaz enzimi tarafindan énce ksantine sonra
da urik asite doniisir. Hipoksik iskemik durumda ksantin dehidrojenaz, Ca™" ile aktive
edilmis 6zgul proteaz ile ksantin oksidaza gevirilir. Hipoksantin reoksijenizasyon
fazinda ksantin oksidaz tarafindan superoksit radikaline (+O,") donugur (2). Ksantin
oksidaz beyin kapiller endotel hicrelerinde yuksek duzeyde bulunur ve kan beyin
bariyerini oksidatif hasarin hedefi haline getirir (2,7). Prostoglandin sentezi ve
hipoksantin oksidasyonu ile ortaya c¢ikan superoksit radikali superoksit dismutaz
araciligiyla hidrojen peroksite (H,O;) donusur. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari
ile hidrojen peroksit doku demiri ile birlesip hidroksil radikalinin (*OH) olusmasina
neden olur (2,9,19) (Sekil 3).

Serbest oksijen radikallerinin olusumu ile kan beyin bariyeri gecirgenligi
artar. Kapiller endotele notrofil ve trombosit adezyonu olur. Fosfolipaz A, aktivasyonu
ile trombosit aktive edici faktor duzeylerinde artis sonugta hipoksi iskemi sonrasi
serebral hipoperflizyonu artirir (23).

Serbest oksijen radikalleri 6zellikle de hidroksil radikali yuksek reaktivitesi
ile lipidler, proteinler ve nUkleik asitlerle birleserek yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere yol agmaktadir. Lipid peroksidasyonu ile hiicre membran butinliguntn
bozulmasi, protein hasari ile enzimlerin aktivasyonu, mitokondri ve hucre DNA’sinda
hasarlanma, hucre iskeletinde bozulma ile hicre dlumune neden olur (7,23) .

Toksik etkilerinin yani sira bu molekuller dusik duzeylerde sinyal molekuli
islevi gorurler (23). Hipoksik iskemik hasar patogenezinde yer alan adezyon
molekulleri, siklooksijenaz, iINOS gibi enzimler, interldkin-183, interl6kin-6 ve tUmor
nekroz faktor-a gibi sitokinlerin transkripsiyonunda goérev alan nikleer faktor kappa B
(NF-kB) hedeflerinden biridir.



Fosfolipidler
Arasidonijk Asit
02 O2
Siklo-oksijenaz Lipo-oksijenaz
PGG,+ <O, Lokotrienler + «O,~
Prostoglandin
Hidroperoksidaz
PGH,
Prostosiklin | Tromboksan
Sentetaz I Sentetaz
|
v
PGl, PGD, PGE, PGF, TxA;

Sekil 2. Eikozanoid sentezi sirasinda serbest radikal olugsumu (2).

Hipoksantin + HpO + 20, X2 Oksldaz - (jrik asit + 2 +O,~+ 2H"

.02— + .02— + 2H+ Siperoksit Dlsmutiz HzOz + 02

O, + H,0, —RemirBakir Katalizr ), .14 + OH™+ O, (Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonu)

Sekil 3. Reperflizyon fazinda superoksit ve hidroksil radikali olusumu (7).

2.5. NITRIK OKSIT
SSS’de noronlar, endotel hucreleri, mikroglia ve astroglia hucreleri NO
uretir. Beyinde NO Uretildigi hucre tipi, Uretim yeri ve miktarina gore serebral kan

akiminin dizenlenmesi, nérotransmiter ve norotoksik etkinlik gostermektedir (7,25).
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llk kez arterlerde vazodilatasyona yol agti§i saptandiktan sonra endotel
kokenli gevsetici faktor (EDRF) olarak adlandirilan NO serbest radikal bir gazdir.
Farkli dokularda nitrik oksit sentaz (NOS) adi verilen enzimle L-arginin amino asidinin
L-sitrullin’e dénisiimu sirasinda olugsur. Ug farkli NOS enzim izoformu farkli genlerce
kodlanmaktadir (27,28).

Endotelyal NOS (eNOS) kalsiyuma bagimli olarak endotel hucrelerinde
sentezlenir ve olusan NO, cGMP olugsumuna ve vazodilatasyona neden olur. Beyinde
eNOS kokenli NO serebrovaskiler kan akimini dizenler (7).

Noronal NOS (nNOS) astroglia ve noronlarda, kalsiyuma bagimli olarak
eksprese edilir. Dusuk duzeylerde Uretilen NO noérotransmiter olarak islev gorur.
Hedef hlcreye girerek guanilat siklaz aktivasyonu ile cGMP dlzeylerinde artisa yol
acar. Hafiza ve 6grenme ile iligkili roli oldugu duislinUlmektedir. Serebral korteks,
hipokampus, serebellum ve korpus striatumdaki néronlarin %1-2’si nNOS eksprese
eden noronlardir (7,28).

indiiklenebilir (inducible) NOS (iNOS) imminolojik olaylarda ve néron
hasarinda mikroglia hiicreleri ve makrofajlarda sitokinlere yanit olarak eksprese edilir.
Indiiksiyonu igin mRNA transkripsiyonu gerekir, iNOS tarafindan NO yavas Uretilir ve
etkisi uzun surer (7).

NO aracili néronal hicre oliumu asiri eksprese edilen nNOS ve INOS
araciliiyla gerceklesir. SSS noéronlarinda NMDA reseptorleri ile nNOS yapisal ve
fonksiyonel birliktelik gosterir (15,16,29,30). Hipoksik iskemik hasarda glutamat
NMDA reseptorune baglandiktan sonra kalsiyum artigi ile nNOS’u aktive ederek NO
uretimine neden olmaktadir (31).

SSS’de akut inflamatuvar ve iskemik durumlarda astrositler ve mikroglia
hicreleri INOS eksprese ederler ve glial hicrelerde olusan asiri NO beyindeki ana
toksik serbest radikaldir. Olusan NO sUperoksit anyonu ile birleserek peroksinitrit
olusumu ile DNA kiriklarina, lipid peroksidasyonuna yol acar (7) (Sekil 4).

Mitokondride NO elektron transport zincirinde sitokrom oksidaz’a
(kompleks 1V) oksijenin baglanmasini engelleyerek mitokondriyal solunumu bloke
eder (31). Elektron transport zincirinde kompleks | ve lll de superoksit radikali
olusumu artar (31). NO ve superoksit radikallerinin birlikte artisi peroksinitrit

olusumuna neden olur. Peroksinitrit mitokondriyal proteinlere toksik etki ile
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mitokondriyal solunumu bozar, serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesini zorlastirir.
Mitokondri membran gegirgenligini artirarak sitokrom c gibi proapopitotik proteinlerin
salinimi ile kaspaz ve apopitoz uyarici faktdr (apoptosis induced factor-AlF) bagimi
hicre 6limune yol acar (25).

NMDA reseptorlerinin uyariimasi ile olusan NO, mitokondride yarattigi
hasar diginda iskemi sirasinda DNA kiriklarini onarma goérevi olan “poli (ADP-riboz)
polimeraz-1” (PARP-1) nikleer enzimini aktive eder. PARP-1 enzimi hipoksi iskemi
sirasinda mitokondrinin ADP Uretmek igin kullandigi nikotinamid adenin dinukleotidi
(NAD) tuketerek enerji acigi yaratip mitokondi hasarini artirir (9,26,32).

SSS’de noron hasarinda 6nemli yeri olan NO ayni zamanda vazodilatator,
anjiogenezi uyarici, trombosit agregasyonunu ve Iokosit aktivasyonunu baskilayici

etkileri ile noron koruyucu etkinlik de gostermektedir (16,31).

L-Arginin Ntk OksitSentaz_ o NO + L-Sitrullin

«NO + +0;—» ONOO™ —** 3 ONOOH——» +OH + NO;~

Sekil 4. L-Arginin amino asidinden nitrik oksit sentezi. NOS enzimi ile sentezlenen
nitrik oksit (*NO) hizla stperoksit (¢O,") radikali ile birlesip peroksinitrit (ONOQO") ve

hidroksil (*OH) radikali olusumuna neden olur (25).

2.6. INFLAMATUVAR YANIT

Beyinde iskemik hucrelerin, nétrofil ve trombositlerin vaskiler endotele
adezyonuna dolayisiyla yangisal yanita yol agan, kemoatraktan maddeleri ve
adezyon molekul aktivatorlerini salgiladiklar gosterilmistir. Kemotaksise neden olan
en Onemli etken superoksit radikalidir. Lokosit kemotaksisine neden olan diger
ajanlar kompleman 5a (C5a), kompleman 3a (C3a), arasidonik asit metabolitleri,
Ozellikle I0kotrien B4 (LB4), nitrik oksit (NO), trombosit aktive edici faktor (PAF),
interlokin-1, 6, 8 (IL-1, 6, 8), interferon gama ve TNF-a gibi sitokinlerdir (3,20,29,33).
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Kemotaktik faktorlerin sentezi ve salinmasi ile birlikte, hem nétrofil hem de
endotel hucresinde Ilokalize olan adezyon molekullerinin artmig dretimi de
bagslamaktadir. Noétrofiller adezyon molekdilleri aracihgi ile etkilesime girdikleri endotel
hlcreleri arasinda ilerleyerek ekstravaskuler dokuya dogru gog¢ ederler. Aktive olmus
notrofiller NADPH oksidaz enzimi aktivasyonu ile reperfizyonda superoksit radikali
(*O2"), hidrojen peroksit (H2O,) ve hidroksil radikali (*OH) olusturarak ileri doku
hasarina neden olurlar (3,13).

2.7. NEKROZ VE APOPITOZ

Yasamakta olan hucreler nekroz ve apopitoz olarak adlandirilan iki farkli
mekanizma ile olurler. Nekroz; hipoksi, asiri is1 degisiklikleri, toksinler gibi hicre
disindan gelen cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik hicre
olumudur. Hucre sismesinin, organel hasarinin, hicre membrani butunluk kaybinin,
néron hucre hasarlanmasinin ve inflamatuvar sireglerin aktive oldugu pasif bir
olaydir (9,34,35).

Apopitoz ise yaslanmig, fonksiyonunu yitirmig, fazla Uretilmis, dizensiz
gelismis veya genetik olarak hasarli hucrelerin, organizma icin guvenli bir sekilde yok
edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hicre olumudur.
Apopitozda aktif bir sire¢ goézlenir, hicre blzusur, ¢ekirdek belirginlesir, kromatin
yogunlasir ve genom pargalanmasi gergeklesir ve bunlara inflamatuvar sureg eslik
etmez. Nekroz patolojik bir olaydir. Apopitoz ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla
olusabilir (19,34,39).

Embriyogenez ve fotogenez sirasinda normal gelisimin saglanabilmesi
amaclyla, olusmus olan hiicrelerin bir kismi apopitoza gitmektedir. Ozellikle sinir
sisteminin gelisiminde apopitoz énemli rol oynamaktadir. Sinir sistemi gelisirken gok
fazla sayida ndéron ve sinaps olusur. Apopitoz ile néronal havuz hedef olan miktara
indirilmekte, aksonlari hedeflerine ulasmayan néronlar ortadan kaldirilarak néronlarla
hedef organlar arasinda olusan baglanti hatalari onariimaktadir (16,32,39).

Insan ve hayvanlarda hipoksik-iskemik olay sonrasinda iskemi merkezini
olusturan santral bdlgede nekrotik htcreler gorulir. Santral bdlge cevresinde
‘penumbra” olarak adlandirilan alanda reperflizyon déneminde hasarlanan,

apopitotik hlcrelere rastlanmaktadir (35). Ciddi hipoksi-iskemi nekroz ile
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sonuglanirken daha hafif olayda ise apopitoz daha baskindir. Hipoksik-iskemik olay
sonucu bu iki sire¢ de néron 6lumunde gozlenebilir (19,36,37).

Apopitotik hlcre o6liumu hicre iginden (intrensek) ve hicre disindan
(ekstrensek) kaynaklanan uyarilarca baslatiimaktadir. Bu uyarilar normal sartlarda
hiacre iginde inaktif polipeptidler halinde bulunan, kaspaz (caspase, cysteine
containing aspartate specific proteases) olarak adlandirilan proteazlari aktive eder.
Hem intrensek hem de ekstrensek yol kaspaz-3 Uzerinde birlesir. Bu proteaz hem
beyin gelisimi hem de akut hasarlanma sonrasi néron apopitozunda etkin rol
oynamaktadir (16,31,32,38) (Sekil 5).

Intrensek mekanizmada mitokondri énemli rol oynamaktadir. Mitokondri
dis zarinin gegirgenligini duzenleyen bir grup protein bulunmaktadir. Bunlardan en
onemlisi Bcl-2 protein ailesidir. Bcl-2 ailesi proapopitotik ve antiapopitotik etkinlik
gOsteren 2 grup proteinden olusur. Antiapopitotik etki gosteren Bcl-2 proteinleri (Bcl-
2, Bcl-X.) ve proapopitotik proteinler (Bax, Bad, Bak, Bid, Puma) arasinda denge
mevcuttur. Dengenin proapotitotik ydénde bozulmasi intrensek mekanizmayi baslatir
(9,32,38).

Bax ve Bak proteinleri mitokondri membraninda sitokrom c gegisine izin
veren kompleks seklinde apopitoz proteaz aktive edici faktor-1’e (APAF-1) bagl
olarak bulunur. Bcl-2 ve Bcl-X, antiapoptotik proteinleri Bax/Bak fonksiyonunu bloke
eder (9,32). Hucre icinden kaynaklanan sinyallerle (¢cevresel ya da hucre ici stres,
blylume faktori yoklugu, DNA hasari) APAF-1 mitokondriden ayrildiginda membran
gegirgenligi artar ve sitokrom ¢ salinimi gergeklesir (35). Sitokrom ¢ hlcre diginda
kaspaz-9, APAF-1 ve ATP ile birleserek, apopitozom adi verilen kompleks aracihgiyla
kaspaz-3 aktivasyonunu gergeklestirir (32,38) (Sekil 6).

Ekstrensek yolakta apopitoz sitokinlerce uyariimis membran reseptorleri
araciligi ile baglatilir. Membran reseptorleri igerisinde en dnemli grup Tumor Nekroz
Faktor Reseptér (TNFR) ailesidir. Bu aile icinde Fas ve TNFR1 en o6nemli
reseptorlerdir. Membrana bagl ya da serbest halde bulunan Fas Ligandi (immdn
sistem hucrelerince uUretilir) Fas reseptorlyle birlesir. Reseptdérin hiicre ici pargalari
ile adaptor protein (FADD-Fas adaptor protein with a death domain) baglanarak 6lum
baglatan sinyal kompleksini (DISC-Death inducing signal complex) olusturur. Bu

kompleks Uzerinden kaspaz-8 aktivasyonuna yol agcar. TNF-a da TNFR1 Uzerinden
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hacre icinde TNF reseptor adaptor proteini (TRADD-TNFR adaptor protein with death
domain) Uzerinden kaspaz-8 ve kaspaz-3 aktivasyonuna yol acar (9,32,38,39) (Sekil
5).

Aktive olan kaspaz-3 inaktif haldeki DNA endonlkleazi aktive ederek ve
PARP-1 enziminde bolunmeye (cleavage) neden olarak DNA kiriklarina yol acar
(9,40). Hucre icinde proteazlarin aktive edilmesi ile aktin yikimi, hicre iskeletinin
bozulmasina, hicre membran asimetrisine, membran lipid ve protein yapisinin
degisimi ile fagositer sistem tarafindan hicrenin yok edilmesine neden olur (34,39).

Mitokondriden salinan apopitoz uyarici faktor (apoptosis induced factor,
AIF) adli proteinin kromatin yogunlasmasina ve DNA pargalanmasina kaspaz digi
mekanizma ile neden oldugu bildiriimektedir. Hipoksi iskemi sonrasi, reperflizyonun
erken fazinda, immatir beyinde néronlarin c¢ekirdek ve mitokondrilerinde AlF
translokasyonunun arttigi bildirilmektedir (9,34).

Hipoksi ve hipoglisemi gibi stres faktorleri varliginda endoplazmik
retikulum (ER) da hatal Uretilen proteinlerin birikimi de apopitotik mekanizmanin
baslamasina neden olur (9). ER membranindaki Bax ve Bak proteinlerinde yapisal
degisiklikler membran gegcirgenligini artirarak ER’'un Ca™" igeriginin sitozole gegisine
neden olur. Sitozolde artmis Ca™ kalpainleri (calcium activated neutral cystein
endopeptidases) aktive eder. Kalpain, ER’da bulunan kaspaz-12 tuzerinden, kaspaz-9
ve kaspaz-3'U aktive ederek apopitozu tetikler (16,32). ER membranindaki Bcl-2 ve
Bcl-X. proteinleri  ER  kalsiyum igeriginin sitozole salinimini  engelleyerek
antiapopitotik etkinlik gosterir (32).

Gelismekte olan beyin yuksek lipid ve serbest demir icerigi, antioksidan
enzimlerin disuk dizeyi nedeni ile oksidatif strese ¢ok duyarlidir ve mitokondri
oksidatif stresin ana hedefidir (9,18,31). immatir beyin artmis NMDA reseptorii ve
nNOS aktivitesi, hiicre ici artmis Ca™ duizeyi, apopitoz ile iliskili faktorlerin (kaspaz-3,
Apaf-1, sitokrom c, Bcl-2 ve Bax) fazla sentezlenmesi nedeniyle hipoksik-iskemik
olay sonrasi mitokondri ve apopitotik noron hasarina karsi artmis duyarlilik
gostermektedir (16,31,32,34).
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2.8. HIPOKSIK iISKEMiIK HASARI ONLEMEYE YONELIK KULLANILAN
TEDAVILER

Hipoksik-iskemik olay ile hicre 6limu arasindaki sire “terapétik pencere”
olarak adlandirllir. Bu donemde uygulanan tedavi yaklasimlari beyin hasarinin
ciddiyetini azaltmaktadir. Erigkinlerde ndronal nekroz ve apopitozun rolatif olarak
daha yavas ilerlemesine bagl olarak terapotik pencere saatler ve gunlerle ifade
edilebilir. Term infantlarda bu slrenin 4-8 saati gegcmedigi, immatir hayvanlarda
yapilan galismalarda ise Hi olaydan 2 saat sonra verilen tedavi yaklasimlarinin
hasari azaltmada etkili olamadigi belirtiimistir (2).

Hipoksik iskemik beyin hasari riski ylksek olgularin erken tanimlanmasi,
uygun destek tedavinin saglanmasi (uygun ventilasyon, hidrasyonun saglanmasi,
glukoz duzeyinin kontrol altinda tutulmasi ve konvulsiyonlarin énlenmesi) tedavinin
ana basamaklarini olusturmaktadir (19).

Ciddi beyin hasarini 6nledigi dustnulen ve halen arastiriimakta olan
serbest radikal baglayicilar, eksitator amino asit antagonistleri, kalsiyum kanal
blokerleri, nitrik oksit sentaz inhibitorleri gibi farmakolojik ajanlar ve hiperglisemi, hafif
hiperkapni, lokal beyin hipotermisi gibi farmakolojik olmayan yodntemler
bulunmaktadir (2,29,41).

Farmakolojik tedavi stratejileri daha siklikla hipoksik iskemik olayin
reperflzyon fazinda olusan serbest oksijen radikallerine baglh hasari 6nlemeye
yoneliktir.

a. Serbest Oksijen Radikal inhibitorleri ve Baglayicilari

Hipoksantinin yapisal analogu olan allopiirinol yarigmali olarak ksantin
oksidazi inhibe ederek serbest oksijen radikali olusumunu énler. immatir ratlarda
hipoksik iskemik olay sonrasinda uygulandiginda beyin hasarini azalttigini belirten
yayinlar mevcuttur (19,42).

Yine baska bir tedavi yaklagsiminda antioksidan enzimler olan sdiperoksit
dismutaz ve katalaz'in erken donemde serbest oksijen radikallerini yok edici
Ozelliginden faydalanilarak hipoksi éncesi koruyucu ve hipoksi sonrasi hasari azaltici
etkileri hayvan calismalari ile kanitlanmistir (2).

Reperflzyon fazinda serbest demir varliginda gelisen hidroksil radikali

olusumunu hedef alan demir selatoru deferoksamin, serbest radikal olusumu, lipid
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peroksidasyonu ve beyin 6demini azaltarak perinatal asfiksik hasardan koruyucu
etkinlik gostermistir (19).

Siklooksijenaz  inhibitori  indometazinin  prostoglandin  sentezini
engelleyip, superoksit anyonu olusumunu Onleyerek, hipoksik-iskemik hasari
azaltmada etkili oldugu gosterilmistir (12,43).

Antioksidan etkinligi olan askorbik asit ve N-asetilsistein uygulamasi ile

de hipoksik iskemik beyin hasarinin azaltildigina yonelik ¢alismalar mevcut (44,45).

b. Eksitator Aminoasit Antagonistleri

Glutamat'in hipoksik-iskemik beyin hasarindaki roli dusunuldiginde
glutamat salinimin azaltici ve postsinaptik etkisini engelleyici farmakolojik ajanlar
calisiimistir. NMDA reseptdr antagonisti dizocilpine (MK-801), magnezyum,
dekstrometorfan, ketamin’in hipoksik iskemik beyin hasarini azalttigi belirtilmigtir.
AMPA/Kainat reseptor antagonistleri de (NBQX, CNQX) benzer sekilde hipoksik-
iskemik hasari azaltmaktadir (10,12,19,26,42).

Bobrek ve karacigerden salinan sitokin yapidaki hormon Eritropoietin
(EPO) hematopoetik 6zelliginin yani sira NMDA reseptor aracili glutamat toksisitesini

onleyerek beyinde hipoksik iskemik hasari azaltmaktadir (19,46).

c. Nitrik Oksit Uretiminin Onlenmesi

NOS inhibitorleri ile yapilan calismalarda hayvan tartine, kullanilan
farmakolojik ajana, uygulama dozuna ve tedavi zamanlamasina bagli olarak cesitli
etkiler elde edilmistir. Hayvan calismalarinda 7-nitroindazol ve aminoguanidin gibi
NOS inhibitérlerinin néron kaybini azalttigi belirtiimistir (16,19,26,43,47).

d. Kalsiyum Kanal Blokerleri

Hucre icinde metabolik yolaklarin baslangicinda rol alan kalsiyumun hicre
icine girigsine engel olan yeni kalsiyum kanal blokerlerinden flunarizin, nikardipin ve
nimodipin’in deneysel c¢alismalarda etkili oldugu gosterilmigtir. Sistemik kan
basincini azaltici yan etkileri nedeni ile klinik kullanimlari 6nerilmemektedir
(10,19,42).
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e. Enerji Kaybinin Onlenmesi

Hipoksik iskemik olay sonrasi enerji azalmasi biyokimyasal hasarlayici
mekanizmalarin baslangi¢ noktasidir. Glukoz duzeylerinin fizyolojik dizeylerde
tutulmasi 6nemlidir. Hipoglisemi kadar hipergliseminin de hasarlanmayi artirdigi
bilinmektedir. Hafif hiperkapni enerji koruyucu etki ile hasarlanmayi azaltirken hafif
hipotermi metabolizma hizini azaltmakta, azalmis beyin perfuzyonu ile birlikte
oksijen ve eneriji tiketiminde azalmaya yol agmakta, sitotoksik 6demi azaltarak beyin
hasarinin genislemesini engellemektedir (2). Yiksek doz barbiturat kullanimi da

beyin metabolizmasini yavaslatarak néron koruyucu etkinlik gostermektedir (10,42).

f. Diger Yaklagsimlar

Hipoksi iskemi sirasinda dlzeyi artan ve adezyon molekillerinin
olusumunu tetikleyen Trombosit aktive edici faktor (PAF) etkisini bloke eden
antagonistler ile beyinde infarkt alanlarinda kigilme saptanmigtir (19).

Mikroglia ve makrofajlardan salinan IL-1B, TNF-a gibi sitokin duzeylerinin
artisinda etkilidir. IL reseptér antagonistlerinin kullanimi ile yenidogan ratlarda
hipoksik beyin hasarinda azalma saptanmistir. Fosfodiesteraz inhibitoru
pentoksifilin’in hipoksik iskemik beyin hasari dncesi uygulandiginda TNF-a duzeyini
azaltarak koruyucu etkinlik gosterdigi belirtiimektedir (10,48).

Polipeptid yapidaki buyume faktérlerinden; fibroblast blyume faktoru
(FGF), insllin benzeri bluyume faktori-lI (IGF-1) ve néron blylime faktorinin (NGF)
hipoksik iskemik hasar sonrasinda beyin yenilenmesinde etkili olduklari belirtiimistir
(18,19,26).

Apopitoz olusumunda gorevli kaspaz enzimlerinin inhibitorlerinin
kullanilmasi da hipoksik hasari azaltmaktadir (26,49). Hipoksik olay Oncesinde
uygulanan glukokortikoidler’in, beyin oksijen tuketimini azaltarak etkinlik gésteren
fenobarbital kullaniminin hipoksik-iskemik beyin hasarinin siddetini azalttigina
yonelik calismalar da bulunmaktadir (42).

Hayvan calismalari perinatal hipoksik iskemik beyin hasarinin altinda
yatan mekanizmalari saptamak ve olusacak doku hasarini 6nleme ya da en aza
indirmek icin gerekli tedavi yaklagimlarinin uygulanmasi agisindan 6nem arz

etmektedir.
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2.9. PENTOKSIFILIN

Kimyasal olarak [3,7-dimethyl-1-(5-oxohexyl)-xanthine] seklinde
adlandirilan pentoksifilin bir ksantin tlrevi ve spesifik olmayan tip 4 fosfodiesteraz
(PDE4) inhibitéradur (5,50). Periferik arter hastaligi ve intermittan kladikasyo tedavisi
icin uzun zamandir kullaniimaktadir. Kirmizi hiucre deformobilitesini artiran, trombosit
ve eritrosit agregasyonunu azaltan bir ilagtir. Fibrinojen duzeyleri ve plazma
viskozitesini azaltarak mikrosirkilasyonu ve doku oksijenizasyonunu artirmaktadir
(5,51,52).

Pentoksifilinin mononukleer fagositler, notrofil ve endotel aktivasyonu ile
inflamatuvar ve trombojenik mediatorlerin Gretim ve aktivasyonu ile iligkili roll
lizerinde durulmaktadir. Temel olarak nétrofillerde interldkin-1(IL-1), interlkin-10 (IL-
10) ve TNF-a’nin proinflamatuvar etkinligini ve monositik hiicrelerde sitokin Gretimini
inhibe eder (5,50,53,54).

Pentoksifilin, uygulanmasi sonrasi mononukleer fagositler, nétrofil, damar
duz kas, endotel ve mikroglia hicrelerinde hucre i¢ci CAMP artisina yol acarak etkinlik
gOsterir. Noétrofillerde cAMP artisi fagositik aktivitede, stiperoksit anyonu olusumunda
ve lizozomal enzim saliniminda azalmaya neden olur (4,5,55,56).

Pentoksifilin ¢ ana mekanizma ile cAMP artisi saglar:

e Prostosiklin yapimini artirip adenilat siklaz aktivasyonu ile ATP’den
CAMP olusumuna neden olur,

¢ Fosfodiesteraz inhibisyonu ile cAMP yikimini azaltir,

e Adenozin reseptorleri Uzerinden adenilat siklazi aktive eder (4).

Adenozin SSS’'de noromodulator ve serebral dolagimi dizenleyici etkisi
olan endojen nlkleozittir. Normal sartlar altinda SSS’de ekstrasellller sivida diguk
dizeylerde bulunurken hipoksi-iskemiyi takiben yogunlugu artar. Adenozin, eksitator
amino asit salinimini ve kalsiyumun hiicre igine girisini engeller. iskemiyi takip eden
saatlerde adenozin reseptor duzeyi azalir. Vazodilatasyon ile oksijen tuketimini artirir,
PLT agregasyonu, nétrofil adezyonu ve serbest radikal olusumunu azaltarak néron
koruyucu etki gosterir (57-59).

En az dort cesit adenozin reseptor alt tipi mevcuttur.

A reseptorleri kortikal noronlar, glia hicreleri, serebellum, hipokampusda;
Ao striatal ndronlarda, Agg astrositlerde ve A; beyinde az miktarda bulunur. A; ve Az
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aktivasyonu adenilat siklaz inhibisyonu ile cAMP’yi azaltir. A, reseptorleri ise ters
mekanizma ile CAMP artigi saglar (57).

Fosfodiesteraz inhibisyonu ve eNOS aktivasyonunda artis ile hcre igi
cGMP duzeylerini ve NO duzeylerini artirdigi bilinmektedir (55,60,61).

Pentoksifilin sistemik uygulama sonrasi hizla kan beyin bariyerini
gecererek adenozin reseptor antagonist etkisi ile (A1 reseptorleri Gzerinden) cAMP
duzeylerini artirir. Protein kinaz C tarafindan nukleer faktér kB aktivasyonunu
engelleyerek TNF-a Uretimini azaltir (62). Artmis hicre ici cCAMP notrofil ve makrofaj
aktivasyonunun inhibisyonu, inflamatuvar sitokin Uretimini azaltma ve endotel-l6kosit
adezyonuna engel olma gibi birbirini tamamlayan anti inflamatuvar ve antiapopitotik
etki ile néron hasarini azaltir (5,51,59).

Serebrovaskuler hastaligi olan bireylerde beyin kan akimini artirdigi
bilinen pentoksifilin bu o6zelligi ile de noron koruyucu etkinligine katkida bulunur
(4,63).

Daha once pentoksifilinin akciger, kalp, barsak, karaciger, bobrek, spinal
kord ve beyinde iskemi-reperflizyon hasarini azalttigina yonelik rat, fare, tavsan ve
kopek gibi ¢esitli hayvan turlerinde yapilmig ¢alismalar bulunmaktadir (55,64-68).

Yenidogan ratlarda yapilan calismada hipoksik iskemik beyin hasari
oncesi pentoksifilin uygulamasinin serebral infarkt alanini azalttigi, hipoksi sonrasi
pentoksifilin uygulamasinin kortikal hasari azaltirken striyatal ve hipokampal hasara

etkili olmadigi gosterilmistir (63).

2.10. MELATONIN

ilk kez Aaron B Lerner tarafindan 1958 yilinda tanimlanan melatonin (N-
asetil-5-metoksitriptamin) buyik c¢ogunlugu pineal bezde tripofandan sentezlenip
salgilanan bir ndérohormondur. Retina, gastrointestinal sistem, deri, kemik iligi,
trombositler ve lenfositler gibi doku ve organlar melatoninin diger kaynaklaridir
(69,70).

Aydinlik/karanlik déngusu icerisinde karanlik fazda salinan melatoninin
uyku, Ureme, davranig, sirkadiyen ritm ve immuianmodulasyon gibi bir¢ok biyolojik

fonksiyonun dizenlenmesinde roli bulunmaktadir (6). Biyolojik fonksiyonlari
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dizenleme disinda melatonin serbest radikal baglayici ve antioksidan enzim
duzeylerini artirici etki ile guglu bir antioksidandir (7,71,72).

Melatoninin eksojen uygulamasinin sirkadyen ritim uyku bozukluklari,
insomnia (uykusuzluk), kanser, noérodejeneratif hastaliklar, immuin fonksiyon
bozukluklari ve oksidatif hasari azaltmada etkin oldugunu gosteren calismalar
bulunmaktadir (7,69,73-75).

a. Sentez ve metabolizmasi

Melatonin o6ncil molekulid olan triptofan kan dolasimindan alinir ve
triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksi triptofana donusturalir. Aromatik amino asit
dekarboksilazin katalizledigi dekarboksilasyon ile 5-hidroksitriptofan seratonine
donusur. Daha sonra seratonin aril alkilamin N-asetil transferaz (AA-NAT) enzimi ile
asetillenerek N-asetil seratonin’e bu da hidroksi-indol O-metiltransferaz etkisi ile
melatonine dénusur (6,69) (Sekil 8).

Pineal bezde melatonin sentezi sirkadiyen ritm gosterir. Gun boyunca
disik olan melatonin dizeyi gece yukselir (69). Suprakiazmatik nukleuslar
tarafindan algilanan isik-karanlik dongusiu ile sinir uglarindan gece boyunca
noradrenalin salgilanir. Pinealositlerin B-adrenerjik reseptorlerinin uyarilmasi ile
adenilat siklaz aktivitesi ve cAMP duzeyi artar. Aril alkilamin N-asetil transferaz
enzimi uyarilmasi sonucu seratonin, N-asetil seratonin ve melatonine donusur (6).

Melatonin sentez edildikten sonra pineal bezde depolanmaz, hizla kapiller
dolasima ve serebrospinal siviya gecer. Serebrospinal sividaki miktari kan
dolasimindan yaklasik 20-30 kat daha fazladir (6). Plazmada buyuk c¢ogunlugu
albumine baglanarak tasinir (69,71).

Dolagimdaki melatonin temel olarak karacigerde sitokrom Psso enzimi
aracilig ile metabolize edilir. Karaciger disi dokularda metabolizasyonu farkliliklar
gosterir. Pineal bez ve retina gibi noral kdkenden gelen hicreler melatonin deasetile
edici enzimlere sahiptir. Bu dokularda melatonin deasetile edilerek 5-metoksi
triptamine gevirilir (69).

Melatonin enzimatik olmayan yol ile tim hucrelerde veya hicre disinda
metabolize edilebilir. Siklik 3-hidroksi melatonine dontsimu sirasinda direkt olarak 2

hidroksil radikalini baglar.
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Beyinde melatonin kinuramin’e metabolize edilir. N1-asetil-N2- formil-5-
metoksi kinuramin (AFMK) ve N1-asetil-5-metoksi kinuramin (AMK) metabolitleri
melatoninin antioksidan ve anti-inflamatuvar etkinligine yol agmaktadir (69,76). AFMK
cesitli enzimatik ya da enzimatik olmayan yollar ile olusabilir; miyeloperoksidaz
araciligi ile olusan kismi onemlidir.

Melatonin hem suda hem de lipidde ¢6zunebildiginden sistemik
uygulamalar sonrasinda biyolojik membranlardan kolayca gegip vicuttaki hemen her
hicrede etkinlik gdsterebilmektedir (77). Reseptér bagimsiz etkileri yani sira
melatonin membran reseptorleri (MT1, MT2, MT3) araciligiyla cAMP Uretiminin

inhibisyonuna yol agar (69).
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b. Melatonin Antioksidan Etkisi

Melatoninin antioksidan 6zelligi yapisinda bulunan pirol halkasindan
kaynaklanmaktadir. Melatoninin pirol halkasinin indolamin 2, 3-dioksijenaz (IDO) ile
enzimatik ya da enzimatik olmayan yikiminda, ylksek reaktiviteye sahip, AFMK
metaboliti olusmaktadir (6).

Karaciger digi dokularda AFMK melatonin oksidasyonunun ana arinudur.
Melatoninin AFKM’ye dontsumi sirasinda hidroksil radikali baglanmaktadir (Sekil 9).
AMK’ye doénusim enzimatik olarak katalize edilirken potansiyel olarak daha fazla
serbest radikal yok edilir. AMK sadece reaktif oksijen urtnlerini (hidroksil radikali,
hidrojen peroksit, singlet oksijen) degil reaktif nitrojen Uranlerini de (nitrik oksit,
peroksinitrit, peroksinitréz asit) baglayarak antioksidan etkinlik saglar (6,7,78).

Melatonin ayrica indirekt etki ile gesitli antioksidan enzimlerin etkinligini
artirirken (glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz 6-fosfat dehidrojenaz,
hemoperoksidaz/katalaz, sliperoksit dismutazlar), prooksidan enzimlerin (5-12
lipooksijenaz ve NOS) etkinligini azaltmaktadir (6,7,72,77).

Melatonin iINOS inhibisyonu ile NO Uretimini azaltarak belirgin prooksidan
etkili peroksinitrit ve onun serbest radikal diger Urdnlerinin olusumunu engeller (79).
Adezyon molekulleri ve proinflamatuvar sitokinlerin (IL-6, IL-8, TNF-a) sentezinde
azalmaya da neden oldugundan genis spektrumlu antioksidan ve anti-inflamatuvar
etkinlik gosterir (76,77).

Melatonin mitokondri elektron transport zincirinde kompleks | ve IV
aktivitesini artirarak mitokondri membran potansiyelinin ve ATP sentezinin idamesini
saglar (80). Superoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen UrUnleri mitokondri
membran potansiyelini ve ATP sentezini etkileyerek membran gegirgenlik artisina ve
proapopitotik sinyallere yol agmaktadir.

Melatonin hem direkt antioksidan etki gosterir hem de sUperoksit dismutaz
ve glutatyon reduktaz gibi antioksidanlarin duzeylerini artirarak antiapopitotik
etkinlige katkida bulunur (7). Melatonin apopitozda gorevli olan antiapopitotik protein
Bcl-2 duzeyinde artis, Bax diuzeyinde azalma ve kaspaz-3 enzim aktivitelerinde
azalmaya neden olarak néron apopitozunu engeller (78). Lipid ve protein
peroksidasyonunu azaltarak hipoksik iskemik beyin hasarini énlemede etkili oldugu

daha onceki galismalarda gosterilmistir (81,82).
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Sekil 9. Melatonin metabolizmasi sirasinda hidroksil radikali baglanmasi (6).

2.11. HIPOKSIK iISKEMiK BEYiIN HASARI HAYVAN MODELI

Yedi gunlik ratlarin beyni histolojik olarak geligsiminin 34-37. gestasyon
haftasindaki insan fetlisi ya da yenidogan beynine benzer. Serebral kortekste néron
tabakalari olugsmus, germinal matriks involusyona ugramaya baglamis ve beyaz
cevherde az miktarda miyelinizasyon tamamlanmigtir (83).

Rice ve ark. (84) immatur ratlarda hipoksik iskemik beyin hasari modelini,
erigkin ratlarda uygulanmis olan Levin yéntemini modifiye ederek olusturmuslardir.
En sik kullanilan neonatal inme ve hipoksi-iskemi modelidir (32,85,86). Tek tarafli
ana karotis arter baglanmasini takiben nitrojen ile dengelenmis %8 oraninda oksijen
solutulmasi ile ratlar sistemik hipoksiye maruz birakilmaktadir. Rat yavrulari ¢ saat
ve daha fazla sure ile uygulanan hipoksiye ragmen hayatta kalabilmektedirler. Ana
karotis arter baglanmasina bagli olarak ipsilateral beyin hemisferinde, serebral
korteks, subkortikal ve periventrikiller beyaz cevher, striatum, talamus (bazal
ganglionlar) ve hipokampus da selektif néron hasarindan infarkta kadar ilerleyen

lezyonlar gdzlenmektedir (83).
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GEREGC VE YONTEM

Deneysel calismaya baglanmadan ©énce Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakultesi Deney Hayvani Arastirmalari Etik Kurulu'ndan etik kurul onayi alindi.
Deney agsamalari 26.12.2008-27.07.2009 tarihleri arasinda Dokuz Eylul Universitesi
Tip Fakultesi Deney Hayvanlari Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Mikrobiyolojik ve
Histolopatolojik calismalar Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesinin  Tibbi
Mikrobiyoloji ve Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlar’'nda tamamlandi.

Calismada dogduklari giin postnatal birinci gin kabul edilen ve postnatal
7. gunde olan, agirliklari 9-11 gram arasinda degisen, Wistar susu her iki cinsten 60
adet yavru rat kullanildi. Calisma oOncesinde deneklerin barindiriilmasi ve bakimi
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari birimince yapildi. Denekler
calisma oncesinde ve sonrasinda 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik, 20-22°C oda
sicakliginda barindirildi. Deney Hayvanlari birimi yardimi ile secilen ve rastgele alti
gruba ayrilan yavru ratlara annelerinin emzirdikleri géz 6nune alinarak, anneleri
tarafindan oldurtulmelerini (kanibalizm) 6nlemek amaciyla el ve eldivenle yapilacak

islemlerde mumkuin oldugu kadar pamukla dokunuldu.

3.1. Calisma Gruplari
e SHAM (n=10): Hipoksi-iskemi uygulanmayip, oda havasi soluyan sadece boynun
sol tarafina insizyon acilip kapatilan grup
e Hi (n=10): Hipoksi-iskemi uygulanip intraperitoneal (i.p.) salin (%0.9 NaCl)
uygulanan grup
e PTX (n=10): Hipoksi-iskemi uygulanip pentoksifilin i.p. uygulanan grup
e MEL (n=10): Hipoksi-iskemi uygulanip melatonin i.p. uygulanan grup
e MEL+PTX (n=10): Hipoksi-iskemi uygulanip melatonin ve pentoksifilin i.p.
uygulanan grup
e ETANOL (n=10): Hipoksi-iskemi uygulanip %5 yogunlukta etanol iceren salin
uygulanan grup (melatonin ¢ézicusu)
NO o6lgimU ve histolojik galisma icin ayrn érnekler gerektiginden gruplar

esit sayida iki alt gruba ayrilarak degerlendirildi.
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3.2. Hipoksik-iskemik Beyin Hasarinin Olugturulmasi

a. Anestezi Baslangici: Anestezi uygulamasi igin denekler, anestezik
gazin giris ve ¢ikis yapabilecegi bolimleri bulunan cam fanusa yerlestirildi. Sisteme
%100 O, icginde halotan %2,5 yogunlukta verilerek anestezi uygulamasi
gerceklestirildi. Halotan vaporizatorinden gelen gaz karigimi, anestezik gaz
monitdériinden (Anesthesia Gas Monitor, Type 1304, Bruel&Kjeer, Denmark) izlenerek
sabit tutuldu.

b. Anestezi idamesi: Cerrahi islem icin deney hayvani cam fanustan
cikarildiktan sonra anestezi idamesi, denegin agiz ve burnuna adapte olan bir maske
ve ara baglanti yardimiyla saglandi. Oksijen ve halotan dizeyleri anestezik gaz
monitorinden izlenerek sabit tutuldu.

c. Cerrahi iglem: Deney hayvanlarinin boyunlari hiperekstansiyona
getirilerek orta hattan vertikal olarak 0.5-1 cm’lik cilt, ciltalti insizyonu yapildi. Trakea
bulunarak sol kommon karotid arter mikroskop altinda 4/0 ipek ile askiya alindi, ayni
ipek ile sol kommon karotid arter kalici olarak baglandi (Resim 1). Mikroskop altinda

karotid arterde pulsasyon olmadigi dogrulandiktan sonra, insizyon yeri dikildi.

Resim 1. Sol kommon karotid arterin baglanmasi.
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d. Beslenme: Deney hayvani derlenmesi ve beslenmesi igin annesinin
yanina iki saat sureyle birakildi.

e. Hipoksi diizenegi: Her deney hayvani icin ayri olmak Uzere 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 monitorizasyonu ortak giris hattina baglanan anestezik gaz monitoru ile
izlenerek sabit tutuldu (Resim 2). Kavanoz ¢ikislarinda gaz ¢ikis basinci 3-4 cmH,O
olacak sekilde sabit tutuldu. Tium kavanozlar 37°C sabit sicaklikta su banyosuna
yerlestirildi. Deney hayvanlari 2.5 saat sure ile bu kavanozlarda hipoksik karigimi
soludular. Hipoksik ortamda 2.5 saatlik slire tamamlanmadan solunumu duran deney

hayvanlarina resusitasyon uygulanmayip ¢alismadan ¢ikarildilar.

Resim 2. Hipoksi dizenegi.

3.3. llaglarin Uygulanmasi:

Her ilag icin uygun intraperitoneal dozlar daha énceden yapilmis hayvan
caligmalarinda belirtilen ve toksisitesi tolere edilebilen dizeydeki dozlara gore
belirlendi (63,81,82). Plasebo olarak intraperitoneal yolla tek dozda %0.9’luk salin 0.1

cc porsiyonda hipoksi iskemi sonrasi uygulandi.
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Hipoksik iskemik uygulama sonrasi tedavi gruplarina pentoksifilin (Trental
ampul, Hoechst Marion Roussel, Turkiye) 40 mg/kg/doz, intraperitoneal olarak tek
doz ve melatonin (Sigma-Aldrich, ABD) 10 mg/kg/doz intraperitoneal olarak tek doz
verildi.

Melatoninin Hazirlanmasi: Melatonin saf etanolde c¢o6zindikten sonra
%0.9’luk salin ile %5’lik etanol yogunlugu elde edilinceye kadar dilie edildi ve 0.1 cc
porsiyonda i.p. uygulandi.

Denekler, hipoksi iskemi uygulamasindan 72 saat sonra halotan anestezisi

altinda sakrifiye edildi. Beyin dokulari ¢gikarildi (Resim 3 ve 4).

Resim 3. Beyin kabugunun soyulmasi.
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Resim 4. Beyin dokusunun ¢ikartiimasi.

3.4. Nitrik Oksit Degerlendirilmesi

a. Beyin dokularinin hazirlanmasi: Sakrifikasyon sonrasi beyin dokulari
cikarilarak sag ve sol hemisferler birbirinden ayrildi. Beyin dokulart buz
soguklugundaki cam pleytlere alindi ve 6lgim yapilana kadar —70°C’de bekletildi.
Beyin dokusu (sad ve sol hemisferler ayri ayri de@erlendirildi) érnekleri tampon
solusyon (0.1 M; pH 7.4 potasyum fosfat tampon, 20 mM EDTA (1:10; w/v))
eklendikten sonra ultrason homojenizatér (Bandelin Electronics, Berlin, Alimanya) ile
homojenize edildi. Daha sonra bes dakika 8000xdevirde santrifij edilip
supernatandan nitrik oksitin hizli oksidasyonu sonucu olusan nitrit dlgimu yapildi.

b. Nitrit olgiimii: Olglimlerin degerlendirimesinde NaNO, standard olarak
kullanildi (128-64-32-16-8-4-2-1 uM). Supernatanlardan alinan 100 pL 6érnek, 50 pL
Griess reagent | (naphtyletylenediamine dihydrochloride) ve 50 puL Griess II ( o-

phosphoric asitte sulfanilamid) mikrotitrasyon pleytinde (Maxisorb Immunoplate,
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NUNC) karistinlip, 10 dakika oda isisinda bekletildi ve sure sonunda 540 nm dalga
boyunda asorbans degerleri mikropleyt okuyucu (Model 230S, Organon Technica,
Hollanda) ile saptandi. Orneklerin dlgiimleri standardlarin absorbans degerlerine gore

hazirlanan standard egrilere goére degerlendirildi (86,87).

3.5. Histopatolojik Degerlendirme

a. Isik Mikroskopik Doku Takip Protokolu

Tum histopatolojik degerlendirmeler deney gruplarindan habersiz
arastirmaci tarafindan yapildi. Hipoksi-iskemi uygulamasindan 72 saat sonra
histopatolojik inceleme igin ayrilan gruplara %10 formaldehit ile perfizon uygulandi.
Beyin dokulari ¢ikarildiktan sonra %10 formaldehit ve fosfat tampon iginde 3 gun
bekletilerek fikse edildi. Beyin dokularindan doku tukeninceye kadar 6 um
kalinhginda koronal kesitler alindi. Hipokampus CA1, CA2, CA3 ve Girus Dentatus
(GD) bdlgelerinin degerlendirilebilmesi amaciyla Rat Beyin atlasi (The Rat Brain in
stereotaxic Coordinates George Paxinos and Charles Watson) kullanilarak her beyin
icin bregmadan -2.2 mm, -2.84 mm ve -3.43 mm uzakliktaki alanlardan alinan kesitler
krezil mavisi boyasi ile boyandi (88).

b. Krezil Mavisi Boyama Yontemi

Kesitler 24 saat 60°C etuvde bekletildikten sonra 30 dakika surelerle dort
degisim ksilen ile seffaflagtirma islemi gerceklestirildi. Ardindan %95ten %60’a
azalan derecelerde alkol serileri ile rehidrasyon saglanarak distile suda bes dakika
bekletildi. Krezil mavisi asetat solisyonunda 20 dk tutuldu. Sorasinda %96 alkolde
yikandiktan sonra ksilolde seffaflagtirma yapildi ve entellan ile kapatildi.

c. Hipokampal Noron Dansitesi Degerlendirme Yontemi

Elde edilen preparatlar 1gi1k mikroskobunda incelendi. Hipokampus CA1,
CA2, CA3 ve Girus Dentatus (GD) bolgelerinin degerlendirilebilmesi amaciyla
bregmadan -2.2 mm, -2.84 mm ve -3.43 mm uzakliktaki alanlardan alinan kesitlerin
goruntuleri 1siIk mikroskobundan (Olimpus BH-2, Japonya) JVC kamera (JVC TK-
890E, Japonya) araciligi ile bilgisayara aktarildi. Elde edilen gériintiler imaj Analiz
programi (UTHSCA Image Tool for Windows Version 3.0) ile 15.000 ym? sayim
cercevesi ve monitorden 20xNikon lens yardimiyla degerlendirildi. Sayim ¢ercevesi 5

kez rastgele imaj analiz sistem monitdriine yerlestirildi ve hipokampus CAl, CA2,
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CA3, Girus Dentatus bolgelerindeki ndron sayimi yapilip ortalamasi alinarak
hipokampal néron dansitesi hesaplandi (87).
d. Apopitoz Degerlendirilmesi

Terminal deoksinlikleotidil transferaz aracili dUTP nick end-labeling

(TUNEL) ydéntemi: Apopitotik hlcrelere ait DNA hizla pargcalanmakta oldugundan

hdcre iginde kromatin ag buatunlagu kaybolur ve 3’-OH igeren DNA pargaciklarinin
sayisi artar. Hlcrede terminal deoksinukleotidil transferaz enzimi (TdT) ortama
eklenen biotin-dUTP’yi parcalanmis DNA parcaciklarinin serbest 3’-OH uglarina tasir.
Biotin ile isaretlenmis DNA parcgaciklari FITC gibi floresans veren bir madde ile
baglanmis avidin eklendiginde gorunur hale gelir. Tek tek hicrelerde apopitozu
gosterdiginden hicre kultirlerinde ve doku kesitlerinde duyarli bir testtir (89).
Apopitoza giden hicre ¢ekirdeklerinde DNA fragmantasyonunu saptamak
amaciyla doku kesitlerine TUNEL ydntemi ile boyama yapildi. Bu yontem igin “in situ
cell death detection TUNEL system, POD" ticari kiti (Roche, Almanya) kullanildi.
Kesitler boyama icin bir gece etlivde 60°C de bekletildikten sonra ¢ degisim ksilen
ile deparafinizasyon islemi gercgeklestirildi. Ardindan azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak kesitler distile suda bes dakika bekletildi. Daha sonra
kesitler 15 dk 20 pg/ml proteinaz K ile isleme sokulup, distile su ile bes dakika
yikandi. Doku endojen peroksidazi inhibe etmek amaciyla metanol icinde %0.3 H,0,
(Merck, Almanya) ile bes dakika ve %0.1 sodyum sitrat icinde %0.1 Triton X-100 ile
buz iginde iki dakika tutulduktan sonra kesitler ¢ defa beser dakika fosfat tampon
solusyonu ile yikandi. Daha sonra kesitler TdT-enzimi ile 37°C de 60 dakika enkibe
edildi. Tampon solusyon ile oda sicakliginda 10 dk yikanan kesitler anti streptavidin-
peroksidaz ile 37°C de 30 dakika enklube edildi. Tampon solusyon ile yikama sonrasi
kesitler TUNEL reaksiyonunun gorunurligund saglamak amaciyla diaminobenzidin
(DAB, Roche Diagnostics, Almanya) solUsyonuyla oda sicakhginda on dakika
bekletilerek boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Harris hemotoksilen ile zemin
boyamasi yapilan kesitler %80 ve %95’lik alkollerle dehidratasyon ve 30’ar dakika tg¢
degisim ksilen ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi. Kantitatif
analiz i¢in hipokampus CA1, CA2, CA3 ve Girus Dentatus bdlgelerinde TUNEL pozitif
hicreler 14 in¢g monitére bagli Olympos (BH-2, Japonya) mikroskopla x200
bayutmede sayildi. Apopitotik indeksi saptayabilmek amaci ile hipokampus CA1,
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CA2, CA3 ve Girus Dentatus bolgelerinde 1000 hicre sayildi. Apopitotik morfolojideki
(yogunlasmig kromatin ve sitoplazma, pozitif TUNEL reaksiyonu) hlcreler yuzde ile
ifade edildi (87,90).

3.6. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Bu c¢alismanin tum istatistiksel analizleri “SPSS 14.0” (Statistical Package
for Social Science, version 14.0) bilgisayar programi kullanilarak yapildi.

Olgimler sonunda elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu
“Kolmogorov-Smirnov” testi ile incelendi. Her bir grup icin degiskenler normal dagilim
goOsterdiginden degiskenlerin tanimlayici istatistikleri aritmetik ortalama (x) ve
standart sapma (S.D.) olarak ifade edildi.

Gruplarin hipokampal néron dansitesi, apopitotik indeks ve ortalama NO
duzeyleri parametreleri arasindaki istatistiksel karsilastirmada “tek yonli ANOVA
testi” kullanildi.

Sag ve sol hemisferlerin NO duzeyleri yoninden karsilastirimasinda
“eslestiriimis t testi” kullanildi.

Hipokampal néron dansitesi degdiskenlerinin varyanslari homojen oldugu
icin ¢oklu kargilastirma testi olarak “Tukey HSD testi” kullanildi.

Apopitotik indeks ve sag ve sol hemisfer NO degiskenlerinin varyanslari
homojen olmadigindan bu degdiskenler icin ¢coklu karsilastirma testi olarak “Tamhane

testi” kullanildi, p<0.05’i saglayan sonuclar anlamli olarak ifade edildi.
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BULGULAR
4.1. Histopatolojik Bulgular
Sham grubu ile karsilastirildiginda Hi grubunda hipokampus CA1, CA2, CA3
ve GD bolgesindeki néron sayilarinda anlamli azalma oldugu saptandi (p<0.001)
(Tablo I).
4.1.1 Melatonin tedavisinin néron dansitesine olan etkisi
Hipoksik iskemik beyin hasari sonrasi melatonin uygulamasi ile hipokampus
CA2 bolgesindeki
karsilagtinldiginda anlamli duzeyde korundugu saptandi (p<0.05). Hipokampal CA1,

ndéron sayilarinin  hipoksi iskemi uygulanan grup ile
CA3 ve GD bogelerindeki ndéron sayilar arasinda istatistiksel anlamli fark yoktu
(p>0.05).

Melatonin ¢éziiclisii etanoliin uygulandigi ETANOL grubu, Hi grubu ile
karsilastirildiginda hipokampus hicre sayilarinda istatistiksel anlamli farklilik yoktu

(p>0.05) (Tablo I).

Tablo I. Yenidogan ratlarda hipoksik iskemik beyin hasarinda melatonin

tedavisinin hipokampus noron dansitesine etkisi

Hipokampus Noron Dansitesi
(Ortalama * standart sapma)
CAl CA2 CA3 GD

1. SHAM (n=5) 35.50+0.98 34.82+1.48 26.78+0.86 65.32+1.41
2. Hi (n=5) 23.92+1.27 25.24+1.05 20.82+0.63 53.70+1.30
3. MEL (n=5) 26.18+0.93 28.18+0.87 21.50+0.70 56.04+1.45
4. ETANOL (n=5) | 24.52+1.36 25.24+0.77 20.44+0.82 53.24+1.87
P degerleri

lve?2 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
2ve3 a.d. 0.003 a.d. a.d.
2ve 4 a.d. a.d. a.d. a.d.
3ve4 0.015 0.003 a.d. 0.022

a.d.= Anlamli degil (p>0.05)

4.1.2 Pentoksifilin tedavisinin néron dansitesine olan etkisi

Pentoksifilin uygulamasi ile hipokampus CA1, CA2, CA3 ve GD bdlgesindeki

néron sayilarinin Hi grubu ile karsilastiriidiinda anlamli diizeyde korundugu

saptandi (p<0.001) (Tablo II).
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Tablo Il. Yenidogan ratlarda hipoksik iskemik beyin hasarinda pentoksifilin

tedavisinin hipokampus noron dansitesine etkisi

Hipokampus Noron Dansitesi
(Ortalama * standart sapma)
CAl CA2 CA3 GD

1. SHAM (n=5) 35.50+0.98 34.82+1.48 26.78+0.86 65.32+1.41
2. Hi (n=5) 23.92+1.27 25.24+1.05 20.82+0.63 53.70+£1.30
3. PTX (n=5) 27.904£0.76 30.02+0.99 22.90+0.62 57.64+0.40
P degerleri

1ve3 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
2ve3 <0.001 <0.001 0.002 0.001

4.1.3 Melatonin ve pentoksifilin kombine tedavisinin néron dansitesine
olan etkisi
MEL+PTX grubu, Hi

sayllarinda istatistiksel anlamli korunma saptandi (p<0.001). Kombine tedavi grubu

grubu ile karsilastinldiinda hipokampal hucre
ndéron sayilari MEL grubu ile karsilastirildiginda anlamli farkhlik saptanirken (p<0.05),

PTX grubu ile GD hiicre sayilari disinda farkhlik yoktu (p>0.05) (Tablo III).

Tablo Ill. Yenidogan ratlarda hipoksik iskemik beyin hasarinda melatonin ve

pentoksifilin kombine tedavisinin hipokampus noron dansitesine etkisi

Hipokampus Noron Dansitesi
(Ortalama * standart sapma)
CA1l CA2 CA3 GD

1. SHAM (n=5) 35.50+0.98 34.82+1.48 26.78+0.86 65.32+1.41
2. Hi (n=5) 23.92+1.27 25.24+1.05 20.82+0.63 53.70+1.30
3. MEL+PTX (n=5) | 29.38+0.79 31.58+1.09 23.84+0.67 60.36+0.55
4. MEL (n=5) 26.18+0.93 28.18+0.87 21.50+0.70 56.04+1.45
5. PTX (n=5) 27.90+0.76 30.02+0.99 22.90+0.62 57.64+0.40
P degerleri
lve3 <0.001 0.001 <0.001 <0.001
2ve 3 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
3ve4d 0.001 0.001 <0.001 <0.001
3veb a.d. a.d. a.d. 0.028
4veb a.d. a.d. a.d. a.d.
a.d.= Anlamli degil (p>0.05
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4.1.4 Gruplarin Apopitotik Hiicre Sayilarina etkileri

Hi grubunda apopitotik hiicre yiizdesi 15.19+1.11 saptandi. SHAM grubu
apopitotik hicre ylzdesi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artmigti
(p<0.001) (Tablo IV). ETANOL ve Hi gruplar arasinda apopitotik hiicre oranlari
yonunden farklihk saptanmadi (p>0.05). MEL+PTX grubunda apopitotik hicre
oranlari hem Hi hem de MEL ve PTX gruplari ile karsilastirildiginda anlamli diizeyde
azalmis olarak bulundu (p<0.05) (Sekil 14) (Resim 5).

Tablo IV. Gruplarin TUNEL pozitif boyanan apopitotik hiicre oranlari

Apopitotik Hiicre Yuzdesi
(Ortalamaz standart sapma)

1. SHAM (n=5) 02.80+0.69

2. Hi (n=5) 15.19+1.11

3. MEL (n=5) 10.46+0.50

4. PTX (n=5) 09.79+0.18

5. MEL+ PTX (n=5) 06.41+£0.76

6. ETANOL (n=5) 14.46+0.89

P degerleri

lve?2 <0.001

2ve3 0.003

2ve4 0.005

2veb <0.001

2ve 6 a.d.

3ve4 a.d.

3veb <0.001

3veb 0.001

4ve5 0.006

a.d.= Anlamli degil (p>0.05)
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Resim 5. Gruplara gére TUNEL teknigi ile boyanmis olan Hipokampus kesitleri (TUNEL pozitif hiicreler ok ile gosterilmistir).

(A) Krezil mavisi ile boyanmis beyin kesitinde hipokampus CA1, CA2, CA3 ve GD bdlgeleri gosterilmistir. (B-C) SHAM grubunda TUNEL pozitif hiicre izlenmedi
(40x ve 100x biyitme). (D-E) Hi grubunda TUNEL pozitif hiicreler (40x ve 100x biyiitme). MEL grubu (F-G), PTX grubu (H-I) ve MEL+PTX grubuna (J-K) ait
goruntilerde TUNEL pozitif hticre yogunlugunda azalma gorulmekte (40x ve 100x blyutme).
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4.2. Nitrik Oksit Duizeyleri

SHAM grubu deneklerin sag ve sol hemisfer ortalama nitrit duzeyleri
arasinda farklilik yoktu (p>0.05). Hi ve ETANOL grubu deneklerin sol (bagl) hemisfer
nitrit dizeyi, sag hemisfer ile karsilastirildiginda anlamli olarak artmigti (Tablo V).

Hi grubu deneklerin sag ve sol serebral hemisferlerinin ortalama nitrit
duzeyleri SHAM grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak artmis saptandi (p<0.05).

MEL, PTX ve MEL+PTX grubu olgularin sag hemisfer ortalama nitrit
diizeyleri, Hi grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel anlaml farklilik yoktu (p>0.05).

PTX ve MEL+PTX grubu sol hemisfer ortalama nitrit duzeyleri, sag
hemisferleri ve Hi grubu sol hemisferi ile karsilastirildiginda anlamh olarak azalmis
saptandi (p<0.05).

MEL grubunda sol hemisfer nitrit diizeyleri Hi grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel anlaml farkllik izlenmedi (p>0.05).

MEL+PTX grubu deneklerin sol hemisfer nitrit dizeyleri PTX grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05) (Sekil 15).

Tablo V. Gruplarin sag ve sol serebral hemisferlerde olgulen ortalama
nitrit duzeyleri
Nitrit Duzeyleri (uM)
(Ortalamaz standart sapma)

Sag Hemisfer Sol Hemisfer
1. SHAM (n=5) 07.71+0.23 07.76+0.16
2. Hi (n=5) 17.41£1.74 20.00+0.89*
3. MEL (n=5) 17.45+0.53 18.00+£0.80
4. PTX (n=5) 17.31+0.60 14.44+1.53*
5. MEL+ PTX (n=5) 16.90£1.00 13.77+1.25*
6. ETANOL (n=5) 16.46+1.53 19.63+1.25*
P degerleri
lve?2 0.003 <0.001
2ve 3 a.d. a.d.
2ve 4 a.d. 0.005
2veb a.d. 0.001
2ve b6 a.d. a.d.
3veb5 a.d. 0.006
3veb a.d. a.d.
4veb a.d. a.d.
a.d.= Anlamli degil (p>0.05)
* Sag ve sol hemisferlerin karsilastiriimasi, p<0.05
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Sekil 15. Gruplarnin sag ve sol serebral hemisferlerde dlgllen ortalama nitrit dilizeyleri

SHAM grubu ile Hi ve ETANOL grubunun karsilastiriimasi (p<0.05)

Hi grubu ile MEL, PTX ve MEL+PTX gruplarinin karsilastiriimasi (p>0.05)

Hi grubu ile MEL grubunun karsilastiriimasi (p>0.05)

Hi grubu ile PTX ve MEL+PTX grubunun karsilastiriimasi (p=0.005, p=0.001)
## PTX grubu ile MEL+PTX grubunun karsilastiriimasi (p>0.05)

*3HF X O

Hi uygulamasi sonrasi Hi, PTX ve ETANOL gruplarindan birer deney
hayvani U¢ gunluk deney suresini tamamlayamadan eksitus kabul edildi. Bu olgular

histopatolojik ve mikrobiyolojik calismaya dahil edilmediler.
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TARTISMA

Hipoksik iskemik beyin hasari neonatolojide meydana gelen gelismelere
ragmen halen kalici norolojik sekellere yol agan dnemli sorunlardan biridir. Hipoksik
iskemik olay ile baslayan sure¢ yeniden canlandirma sonrasi reperflzyon hasari ile
ilerleyerek hucre 6lumune yol agmaktadir (8,19).

Hipoksik iskemik ensefalopati tedavisinde genel vyaklagim vyeterli
ventilasyonun saglanmasi ve serebrovaskuler perfizyonun strdiriimesidir. Buna
yonelik olarak hastalarin asit-baz, sivi-elektrolit dengesinin korunmasi, kan basinci
ve kan glukoz duzeylerinin normal sinirlarda tutulmasi, nébet ve beyin édemi gibi
komplikasyonlarin tedavisine yonelik girisimler uygulanmaktadir (2,19). Ancak
hipoksik iskemik olay baslangici ile hiicre 6lumU arasindaki “terapétik pencere”
olarak adlandirilan donemde hasarlayici mekanizmalari engelleyerek néron koruyucu
etkinlik gOsterecek tedavi basamagi halen netlik kazanmamigtir. Serbest radikal
bagdlayicilar, eksitator aminoasit antagonistleri, kalsiyum kanal blokerleri, nitrik oksit
sentaz inhibitérleri gibi farmakolojik yontemler ve hafif hiperkapni, lokal beyin
hipotermisi gibi farmakolojik olmayan ydntemlerin ciddi beyin hasarini 6nledigine
yonelik guclu veriler olmasina ragmen temel tedavi basamagi olarak kullanimlari
tartisiimaktadir (29,41).

Hipoksik iskemik olayl takiben hucreye oksijen ve glukoz sunumunun
azalmasi ile bir dizi biyokimyasal olay tetiklenir. Hucrede enerji yoklugu sonucunda
hiicre ici Ca™ yogunlugunu dizenleyen mekanizmalar aksar. Glutamat salinimi ile
uyarilan NMDA reseptorleri hiicre igi Ca™" dlzeylerini daha da artirarak lipaz, proteaz
ve endonukleaz gibi enzimlerin aktive olmasina neden olur (2). Bu suregte anaerobik
metabolizma sirasinda Uretilen hipoksantinin yikimi sirasinda olugan serbest
radikaller hipoksik iskemik olayin ana hasarlayici bilesenlerindendir. Arasidonik
asitten prostoglandin ve Idkotrien sentezi sirasinda olusan superoksit radikali de
reperflzyon fazinda yuksek duzeyde reaktif hidroksil radikaline donuserek htcre
hasarina neden olmaktadir (23). Serbest radikallerin biyokimyasal olarak yuUksek
duzeyde reaktif molekuller olmasinin yaninda yenidogan beyni yuksek lipid icerigi,
disuk antioksidan enzim kapasitesi ve yogun mitokondriyal oksidatif fosforilasyon

kullanimi nedeni ile oksidatif hasara karsi daha duyarhdir (9). Tium bu nedenlerle
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serbest radikallere bagli gelisen beyin hasarini dnlemeye yonelik calismalar daha
yogunluktadir.

Calismada gucli antioksidan etkinligi olan melatonin ve superoksit
olusumunu azaltan pentoksifilininin néron koruyucu etkisi arastirildi.

Pentoksifilin bir ksantin tlrevi ve spesifik olmayan tip 4 fosfodiesteraz
inhibitoradur. Kirmizi  hicre deformobilitesini artiran, trombosit ve eritrosit
agregasyonunu azaltan bir ilactir. Periferik arter hastaligi ve intermittan kladikasyo
tedavisi icin uzun zamandir kullaniimaktadir. Fibrinojen duzeyleri ve plazma
viskozitesini azaltarak mikrosirkulasyonu ve doku oksijenizasyonunu artirdigi
bilinmektedir (5,51).

Pentoksifilin mononuUkleer fagositler, nétrofil, damar duz kasi, endotel ve
mikroglia hucrelerinde hucre ici cAMP artigina yol acarak etkinlik gosterir.
Notrofillerde cAMP artigi fagositik aktivitede, superoksit anyonu olusumunda ve
lizozomal enzim saliniminda azalmaya neden olur. IL-1, IL-10 ve TNF-a’nin
proinflamatuvar etkinligini inhibe eder (50-54). Kan beyin bariyerini hizla gegen
pentoksifilin beyinde adenozin reseptér antagonist etkisi ile cAMP duzeylerini artirir,
Protein kinaz C tarafindan nukleer faktér kB aktivasyonunu engelleyerek TNF-a
uretimini azaltir (62). Makrofaj aktivasyonunun inhibisyonu, inflamatuvar sitokin
uretimini azaltma ve endotel-I6kosit adezyonuna engel olma gibi birbirini tamamlayan
antiinflamatuvar ve antiapopitotik etki ile pentoksifilinin néron hasarini azalttigi
dusundlmektedir (51,59).

Erigkin ratlarda kafa travmasi modelinde hasarli beyin doku hicrelerinden
salinan sitokinlerin ve Ozellikle artmig TNF-a duzeyinin serebral 6dem, noérolojik
fonksiyon bozuklugu ve hipokampal hiicre kaybina yol agmasindan hareketle
Shohami ve ark. (48) kafa travmasindan hemen sonra uyguladiklari pentoksifilinin
etkisini degerlendirmigler, TNF-a seviyesinin azaldigini ve hipokampal CA2 ve CA3
bdlgelerinde hlcre sayilarinin (istatistiksel anlamli olmasa da) korundugunu
saptamiglardir. Bu calisma, erigkin ratlarda ve kafa travmasi modelinde yapilmis
olmasi nedeni ile yenidogan donemini ve hipoksik iskemik sureci yansitmamaktadir.
Hi siirecte hiicre dlimiinde apopitoz énemli bir mekanizmadir. TNF-a tarafindan
uyarilan TNFR1 ekstrensek apopitotik yolagi baslatmaktadir (38). Lavine ve ark. (91)
erigkin rat beyin Hi modelinde anti TNF-a antikoru kullanarak kortikal ve subkortikal
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hasarlanmada azalma oldugunu gostermislerdir. Apopitoz tetikleyicisi TNF-a Uretimini
azaltan pentoksifilin ndron koruyucu etkinlik saglamaktadir. Tavsanlarda spinal kord
iskemi reperfizyon modelinde Savas ve ark. (66) pentoksifilin uygulamasinin TNF-a
ve lipid peroksidasyon urlnlerinin dizeyini azalttigini gostermiglerdir. Benzer sekilde
Zhu ve ark. (92) da ayni model Uzerinde uygulanan pentoksifilinin spinal kord TNF-a
uretimini ve TUNEL pozitif boyanmig apopitotik ndéron sayilarini anlamh dizeyde
azalttigini vurgulamiglar.

Calismada pentoksifilin tedavisi ile Hi beyinde apopitotik hiicre sayilarinda
anlamli dizeyde azalma saptamamiz pentoksifilinin TNF-a inhibisyonu Uzerinden
antiapopitotik etkinligi ile agiklanabilir. Hipokampus néron sayilarinin Hi grubu ile
karsilastirildiginda anlamli duzeyde yuksek olmasi noéronlarin hasarlanmadan
korundugunu goéstermektedir. Pentoksifilinin néron koruyucu 6zelligi proinflamuvar
sitokin Uretimini, lipid peroksidasyonunu ve serbest radikal olusumunu azaltici etkileri
ile aciklanabilir.

Pentoksifilin ile yapilmis iskemi c¢alismalari bulunmakla beraber
yenidoganlarda yapilmis hipoksi iskemi ¢alismalari ¢ok az sayidadir. Erigkin ratlarda
yapilmis olan iskemi galigmalarinda pentoksifilinin hem iskemi dncesi hem de iskemi
sonrasinda uygulandiginda néron koruyucu etkinliginden bahsedilmektedir. Sirin ve
ark. (65) ratlarda gegici global beyin iskemi modelinde pentoksifilini hipoksi
oncesinde uygulamiglar ve histopatolojik beyin hasarinda azalma, norolojik
fonksiyonlarda korunma oldugunu gdstermislerdir. Evans ve ark. (93) eriskin ratlarda
tek tarafli serebral iskemi modelinde iskemi dncesinde kortikal olarak uyguladiklari
pentoksifilin ve kafeinin iskemiye yanit olarak azalan somato sensoryal uyarilmis
potansiyel amplitidlerine olan etkisini degerlendirmiglerdir. Proflaktik uygulama ile
amplitidlerde dususun daha az ve normale donusun daha hizli oldugunu gostererek
pentoksifilinin néron koruyucu etkisine dikkat c¢ekmiglerdir. Pentoksifilini ratlarda
gecici fokal beyin iskemi modelinde iskemiden hemen sonra uygulayan Vakili ve ark.
(94) kortikal infarkt alanlarinda azalma oldugunu saptamiglar ve iskemiden bir ve U¢
saat sonra uygulanan pentoksifilinin de infarkt alanlarini azalttigini belirtmislerdir.

Yenidoganlarda hipoksik iskemik hasar riski ylksek olgulari 6énceden
tanimlayip proflaktik tedavi uygulamak her zaman mimkin olmamaktadir. Hi olay

sonras! saatlerle ifade edilen terapotik pencere doneminde yapilan girigsimlerin klinik

46



olarak daha kolay uygulanabileceginden hareketle Calismada pentoksifilin ve
melatonini Hi olaydan hemen sonra kurtarma tedavisi olarak uyguladik.

Yenidogan ratlarda Hi beyin hasari modelinde pentoksifilin etkinligini
arastiran az sayida g¢alisma mevcut. Bu g¢alismalardan birinde Eun ve ark. (63) yedi
gunlik ratlarda HIE modelinde pentoksifilini 25-75-150 mg/kg/doz araliklarinda Hi
oncesi ve hemen sonrasinda uygulamiglar. Yuksek doz (150 mg/kg/doz) uygulamada
mortalite %100 olarak belirtiimis, dusiuk doz (25 mg/kg/doz) uygulamada ise
histopatolojik olarak néron koruyucu etkinlik saglanamamistir. Ara doz (75
mg/kg/doz) uygulamasi ile mortalite oranlarinda disme ve infarkt alaninda azalma
izlenmistir. Bu verilerden hareketle galismalarinin diger ayaginda pentoksifilini 40
mg/kg/doz olarak Hi sonrasi kurtarma tedavisi olarak uygulamislardir. Bu dozun
yuksek doz pentoksifilin rejimleri ile karsilastirildiginda mortaliteye etkisinin daha az
oldugu, kortikal infarkt alanini azalttigi ancak hipokampal ve striatum hasarina etkin
olmadigini belirtmiglerdir. Calismada pentoksifilini kurtarma tedavisi olarak Hi sonrasi
yan etkilerin az goruldigu 40 mg/kg dozda uyguladik. Eun ve ark.’nin galismasindan
farkh olarak ¢alismamizda pentoksifilinin tek doz uygulama ile hipokampus apopitotik
hdcre sayisini azaltip, CA1, CA2, CA3 ve GD bdlgelerinde noron sayilarini koruyarak
hipokampus hasarini azalttigi sonucuna vardik.

Hipoksik iskemik beyin hasarinda NO aracili néronal hucre olumu asiri
eksprese edilen nNOS ve iNOS araciliiyla gergeklesmektedir. SSS ndéronlarinda
NMDA reseptorleri ile nNOS yapisal ve fonksiyonel birliktelik gostermektedir (15,16).
Hipoksik iskemik hasarda glutamat NMDA reseptorune baglandiktan sonra kalsiyum
artisi ile nNOS’u aktive ederek NO Uretimine neden olmaktadir (31). Demir ve ark.
(95) ratlarda retinal iskemi reperflizyon modelinde pentoksifilini kurtarma tedavisi
olarak uyguladiklarinda, doku NO dizeylerinin kontrol grubuna gére anlamh dizeyde
korundugunu belirtmiglerdir. Pentoksifilinin serbest oksijen radikallerini ve NO
baglayan superoksit anyonunu azaltici etkisi ile NO duzeylerinde korunmaya neden
oldugu yorumunda bulunmusglardir.

Trajkovic ve ark. (96) rat astrosit ve makrofaj hicre kilturlerinde
sitokinlerce uyarilmis NO duzeylerine pentoksifilinin etkilerini arastirmiglardir.
Pentoksifilinin makrofaj hicrelerinde NO Uretimini azaltirken, astrositlerde artirdigi

sonucuna varmiglardir.  Astrositlerde pentoksifilin  INOS enziminin  mRNA
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duzeylerinde artiga yol agarak, iINOS aktivasyonuna ve artmis NO diuzeylerine neden
oldugunu belirtmiglerdir.

Calismada pentoksifilinin tek basina ve melatoninle birlikte, kurtarma
tedavisi olarak uygulandiginda hipoksik iskemik hasar olusturulmus hemisferde NO
duzeylerini azalttigi gosterilmistir. Bu sonu¢ pentoksifilinin NO’in yol acgtigi néron
hasarini azaltarak koruyucu etkinlige katkida bulundugunu dusundirmektedir.

Melatonin, pineal bezden salgilanan, uyku, ureme, sirkadiyen ritm ve
immunite gibi pek c¢ok biyolojik fonksiyonun dizenlenmesinde rol oynayan bir
hormondur. Sentezini takiben pineal bezden dolasima verilen melatonin hizla
serebrospinal siviya geger (6). Lipofilik 6zelligi sayesinde tim hicresel bilesenlere
rahatlikla ulagsarak organelleri ve c¢ekirdegi etkin bir sekilde serbest radikal
hasarindan koruyabilmektedir (69).

Melatonin karaciger disi dokularda enzimatik olmayan yol ile metabolize
edilirken dogrudan hidroksil radikali baglamaktadir. Beyin dokusunda melatonin
kinuramin’e metabolize edilirken olusan AFMK ve AMK metabolitleri de serbest
radikal tutmaktadir. AMK sadece reaktif oksijen trlnlerini (hidroksil radikali, hidrojen
peroksit, singlet oksijen) degil reaktif nitrojen Urlnlerini (nitrik oksit, peroksinitrit) de
baglayarak antioksidan etki gostermektedir (7).

Melatonin, metabolitlerinin serbest radikal baglayici etkinliginin yaninda,
antioksidan enzimlerin (SOD, KAT) etkinligini artirip, prooksidan enzimlerin
(lipooksijenaz ve NOS) etkinligini azaltarak antioksidan etkinlige katki saglamaktadir
(77). NOS inhibisyonu ile NO ve peroksinitrit olusumunu engellemekte, mitokondri
elektron transport zincirinde kompleks | ve [V aktivitesini artirarak mitokondri
membran potansiyelinin korunmasina neden olmaktadir (80).

Melatonin lipofilik 6zelligi ile plasentadan kolayca fetlise gegebilmektedir.
Bu bilgiden hareketle intrauterin hipoksi iskemi modeli olusturulmus cesitli memeli
turlerinde anneye uygulanan melatoninin etkinligi arastiriimigtir. Welin ve ark. (97)
koyunlarda intrauterin Hi modelinde melatoninin lipid peroksidasyonu géstergesi olan
8-izoprostan duzeyinde ve TUNEL pozitif apopitotik hiicre sayilarinda azalmaya
neden oldugunu gdstermislerdir.

Wakatsuki ve ark. (98) gebe ratlarda bilateral utero-ovaryan arterleri

tikayarak olusturduklar fétal Hi modelinde 10 mg/kg/doz melatonin uygulamasinin
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fotal rat mitokondrisinde tiobarbitlrik asit ile reaksiyona giren lipid peroksidasyon
arunlerinin (TRABS) duzeyini azalttigini, mitokondriyal ATP dretimi ve solunum
fonksiyonlarini korudugunu belirtmislerdir. Ayni modelde Okatani ve ark. (99) fétal
beyinde superoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz dizeylerinin arttigini géstererek
melatoninin  serbest radikal hasarina kargi indirekt vyolla etkili oldugunu
saptamiglardir.

Yenidogan ratlarda Hi modelinde melatoninin Hi éncesi ve sonrasinda
uygulandigi calismalar mevcut. Titiinciler ve ark. (81) yedi ginlik ratlarda Hi
modelinde melatonini iki farkli dozda (10 ve 20 mg/kg/doz) hipoksiden 30 dk dnce
uygulayarak lipid peroksidasyon urunleri ve antioksidan enzim aktivitelerine etkilerini
degerlendirdikleri calismayla proflaktik tedavinin etkinligine dikkat cekmislerdir.
Eskiocak ve ark. (82) ayni modelde melatonini hipoksi dncesi ve sonrasinda 10
mg/kg/doz, toplam U¢ dozda (24 saat ara ile) uygulamiglardir. Beyin dokusunda
protein oksidasyon gostergeleri olan ileri okside protein Urlnleri (advanced oxidation
protein products-AOPP) ve protein-thiol (P-SH) ile NO dlzeylerine etkilerini
degerlendirdikleri c¢alismada melatoninin  AOPP ve NO dizeyini azalttigini
saptamiglardir.

Ozdemir ve ark. (100) yedi gunlik ratlarda travmatik beyin hasar
modelinde hasarlanma sonrasi 5 mg/kg/doz melatonin uygulamasi ile TRABS
dizeylerindeki azalmanin antioksidan etkinlikten kaynaklandigini belirtmislerdir.

Carloni ve ark. (101) yenidogan rat hipoksi iskemi modelinde melatonini 15
mg/kg/doz da iskemiden 30 dk dnce, hipoksiden sonra 24 saat ara ile toplam U¢ kez
uygulamiglar. Hipoksik iskemik hasardan en c¢ok etkilenen bdlgelerden olan
hipokampusun CA1 bolgesinde melatonin ile tedavi edilen grupta hiicre kaybinin
daha az oldugunu saptamiglardir. Bu sonuglarla melatoninin doza bagimli olarak
iskemi ©6ncesi ve sonrasi uygulamada ndéron koruyucu etkinligi oldugunu
belirtmiglerdir.

Calismada melatonini hipoksi iskemi sonrasinda 10 mg/kg tek dozda
kurtarma tedavisi olarak uyguladigimizda, melatonin tedavisi alan grupta hipoksi
grubu ile karsilastirildiginda hipokampus CA2 bdlgesindeki ndéron sayilarida anlamli
dizeyde korunma oldugunu saptadik. Hipokampus CA1, CA3 ve GD bdlgelerindeki

noron sayilari hipoksi grubu ile karsilastirildiginda daha fazla sayida olmasina
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ragmen istatistiksel anlamli farkhlik yoktu. Hi hasarlanmada hipokamus CA1 bélgesi
hidcre hasarinin en yogun goruldigu bolge olarak bilinmektedir (102). Calismada
CA1 bdlgesindeki néron sayilarinin yeterince korunmamis olmasi, Hi sonrasi tek doz
melatonin  uygulamasinin  néron  kaybini azaltmada vyeterli olmadigini
dusundurmektedir.

Apopitotik hucre olumunun intrensek yolaginda mitkondri hasarinin rolu
onemlidir. Melatonin mitokondri membran potansiyelini koruyarak sitokrom c
salinimina ve apopitotik yolagin tetiklenmesine engel olmaktadir (80). Antiapopitotik
bcl-2 proteininde artig, bax duzeyinde ve kaspaz-3 aktivitesinde azalmaya yol agarak
da antiapopitotik etkinlik gostermektedir (78,103,104).

Yon ve ark. (105) yaygin kullanilan genel anesteziklerin yenidogan rat
beyninde apopitotik mekanizmalarla ndéron 6limuine yol agmasindan hareketle 17
gunlik ratlarda anestezi uygulamasi oOncesi ve U¢ saat sonrasinda melatonin
tedavisinin etkinligini arastirmiglar. Melatonin tedavisi alan grupta antiapopitotik bcl-
X_ proteini down reglilasyonunda azalma, korteks ve talamusta stabil sitokrom c
dizeyleri ve kaspaz-3 pozitif boyanan néron sayillarinda anlamlhi azalma
saptamiglardir. Bu c¢alisma yenidogan Hi beyin hasarlanmasini yansitmamakta,
ancak melatoninin antiapopitotik etkinligini desteklemektedir.

Koh c¢alismasinda (106) erigkin ratlarda iskemik inme modelinde iskemi
oncesinde 5 mg/kg/doz melatonin uygulayarak tedavi grubunda infarkt alani, TUNEL
pozitif apopitotik hlicre sayisi, kaspaz-3 dizeylerinde anlamli azalma oldugunu
belirtmigtir.

Shen ve ark. (107) rat hipokampal hucre kulturlerinde amiloid beta peptid
25-35 kullanarak olusturduklari apopitotik noronlarda melatoninin hipokampus
apopitotik hicre sayisinda ve elekiroforezle DNA fragmantasyonunda azalmaya
neden oldugunu gostermislerdir. Duan ve ark. (108) fare néron kultirinde iskemi
reperflizyon hasarina ugrattiklari hicrelerde melatoninin  mitokondriyal membran
potansiyelinin korudugunu, kaspaz-3 ve sitokrom c salinimini azalttigini ve DNA
fragmantasyonunda azalmaya neden oldugunu saptamislar.

Calismada melatonin tedavisi ile TUNEL pozitif boyanmis DNA
fragmantasyonuna giden apopitotik hiicre sayilarinin Hi grubuna gére anlamli

dizeyde azaldigi gosterildi (p=0.003). Tek doz uygulanan melatonin kurtarma
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tedavisinin antiapopitotik etkinlik ile noron hasarini azaltmada yeterli olabilecegi
sonucuna vardik.

Calismada melatonin ¢6zlcusu olarak kullandigimiz etanoliin uygulandigi
ETANOL grubu Hi grubu ile karsilastirildiginda hipokampus hiicre sayilari, beyin NO
duzeyleri ve TUNEL pozitif boyanmig hicre oranlari yonunden farklilik saptanmamig
olmasi hipoksi modelimizin basarili oldugunu destekleyen bir bulgudur (p>0.05).
Melatonin tedavi grubu ile ETANOL karsilastirildiinda hipokampal hicre sayilari,
TUNEL pozitif apopitotik hiicre oranlari ve NO dulzeyleri yoninden farkin anlaml
olmasi etanolin deney sonuglarina yansiyan etkisi olmadigini gdstermektedir
(p<0.05).

Cuzzocrea ve ark. (109) melatoninin serbest radikal supurtcl etkisinden
hareketle erigkin gerbillerde bilateral karotis arter oklizyonu ile sagladiklari iskemi
reperflUzyon hasarinda melatonini 10 mg/kg reperflizyon ©ncesi ve sonrasinda
uygulamiglar. Melatoninin nitrit dizeylerinde ve hipokampal CA1 de néron kaybinda
anlamli azalmaya neden oldugunu gostermiglerdir.

Calismada farkh olarak melatonini Hi sonrasi tek doz kurtarma tedavisi
olarak uyguladigimizda, Hi olusturuimus yenidogan rat beyninde NO dizeylerini
anlamli olarak azaltmadigi sonucuna vardik.

Literatirde melatonin ve pentoksifilin kombine tedavisinin yenidogan
ratlarda Hi beyin hasarina etkisine ydnelik baska bir calisma bulamadik. Biilbiiller ve
ark. (110) tavsanda akut pankreatit modelinde, melatonin ve pentoksifilinin tek ve
kombine tedavisinin etkinligini arastirmiglardir. Melatonin tedavisinin lipid
peroksidasyon urUnleri ve sitokin olusumunu azalttigi, pentoksifilinin ise melatonin ile
kargilastirildiginda pankreas hasarini onlemede etkinliginin daha az oldugunu
belirtmislerdir. Kombine tedavi ile elde edilen sonu¢ da melatoninin tek basina
kullanimi ile elde edilenden farkli bulunmamistir. Bu nedenle pankreas
hasarlanmasinda melatonin ve pentoksifilinin birbirlerinin etkilerini potansiyelize
edemedikleri sonucuna varmislardir.

Noyan ve ark. (111) farede karbon tetra klorilr ile olusturulan karaciger
hasari modelinde pentoksifilin ve melatonin tedavilerinin tek basina ve kombine
kullanimda karacigerdeki oksidatif hasari ve apopitozu azalttigi ve antioksidan enzim

aktivitelerinde artiga neden oldugunu belirtmislerdir.
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Calismada yenidogan rat HI modelinde Hi olay sonrasi tek doz olarak
uygulanan melatonin ve pentoksifilin tedavisi ile hipokampus CA1, CA2, CA3 ve GD
bolgelerinde hiicre sayisinin Hi grubu ile karsilastiriidiinda anlamli diizeyde
korundugunu gosterdik. MEL+PTX tedavisi MEL tedavisinden daha fazla hicre
koruyucu etkinlik gosterirken PTX grubu ile arasinda anlaml bir farklihk saptamadik
(Tablo 1II). TUNEL pozitif apopitotik hiicre oranlari da MEL+PTX grubunda hem Hi
grubu hem de MEL ve PTX gruplari ile karsilastirildiginda anlamli olarak azalmig
bulundu. Bu veriler MEL ve PTX kombine tedavisinin birbirinin antiapopitotik etkilerini
potansiyalize ederek yenidogan Hi beyin hasarinda apopitotik hiicre dlimuni
Oonlemede tek tek kullanimlarindan daha etkili oldugunu gostermektedir. MEL+PTX
tedavisi ile Hi olusturulmus hemisferde NO diizeylerindeki azalma da kombine

tedavinin etkinligini desteklemektedir.
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SONUGC VE ONERILER

Zamaninda dogmus yenidogan ratlarda deneysel hipoksi iskemi modelinde
Hi olayin hipokampus da hiicre kaybina ve apopitotik hiicre éliimine yol actig
histopatolojik olarak dogrulandi.

Hi modelinde, hipoksik iskemik olayin beyin nitrit dizeylerini artirdigi
gosterildi.

Hi modelinde, Hi olaydan hemen sonra 10 mg/kg i.p. olarak uygulanan
melatonin hipokampus CA2 bdlgesinde néron kaybini 6nledi. Apopitotik hicre
saylisini azaltti.

Hi olaydan hemen sonra 40 mg/kg i.p. uygulanan pentoksifilin hipokampus
CA1, CA2, CA3 ve GD bdlgelerinde néron sayilarini koruyarak apopitotik hicre
saylilarini azaltti. Hi hemisferde NO diizeylerinde azalmaya neden oldu.

Hi olaydan hemen sonra uygulanan pentoksifilin ve melatonin tedavisi ile
hipokampus CA1, CA2, CA3 ve GD bdlgelerinde néron sayilarinin korundugu ve
apopitotik hucre sayilarinin azaldigi gosterildi.

Kombine tedavi ile hipokampus noéron sayisindaki korunma ve NO
duzeylerindeki azalma tek basina MEL uygulamasindan daha fazla iken tek basina
PTX uygulamasindan farkl degildi.

Kombine tedavi ile elde edilen apopitotik hicre oranlarindaki azalma MEL
ve PTX'in tek basina kullanimindan daha fazla saptandi.

Yenidogan ratlarda hipoksik iskemik ensefalopati modelinde melatonin ve
pentoksifilin kombine tedavisi ndron kaybini, NO duzeylerini ve apopitotik hucre
indeksini azaltarak néron koruyucu etkinlik gostermigtir. Kombine tedavinin klinik

kullanima girebilmesi icin ileri preklinik ¢caligmalara ihtiyag oldugu kanisindayiz.
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OZET

YENIDOGAN RATLARDA HiPOKSIK iISKEMIK ENSEFALOPATI MODELINDE
PENTOKSIFILIN VE MELATONIN TEDAVISININ ETKINLIiGI

Perinatal asfiksi yenidogan doneminde mortaliteye, motor-biligsel kayiplar
ve epilepsi gibi ciddi komplikasyonlara neden olan 6nemli bir sorundur. Hipoksi-
iskemi sonrasi noron 6lumu ile sonlanan sureg enerji yoklugu ile baglamakta, hucre
ici kalsiyum birikimi, glutamat salinimi ve NMDA reseptorleri uyariimasi ile devam
etmektedir. Hucre iginde kalsiyum artisi ile kalsiyum badimli lipaz, proteaz ve
fosfolipazlar aktive olmakta, ksantin ve prostaglandin sentezi sirasinda olusan
serbest oksijen radikalleri hlcre hasarina yol agmaktadir. Hicrede enerji yetmezligi,
asidoz, glutamat salinimi, hucre igi kalsiyum artisl, lipid peroksidasyonu ve nitrik oksit
olusumu sonucunda ana hucresel bilesenler hasar gérmekte; nekroz ve apopitoz ile
hicre 6lumu gergeklesmektedir. Pineal bezde sentezlenen melatonin serbest radikal
baglayici ve antioksidan enzim aktivitelerini artiran guclu bir antioksidandir. Apopitoz
onleyici etkinligi oldugu bilinmektedir. Pentoksifilin bir ksantin tlrevidir. TNF-a
uretimini ve apopitozu engellemektedir.

Calismada melatonin ve pentoksifilin tedavisinin yenidogan rat hipoksik
iskemik beyin hasari modelinde néron hasari ve beyin nitrik oksit Uretimi Uzerine olan
etkilerini aragtirmayi amacladik.

Calismada yedi glnlik Wistar Albino susu yavru ratlar kullanildi (n=60).
Denekler; kontrol grubu, melatonin ile tedavi edilen hipoksi-iskemi grubu,
pentoksifilinle tedavi edilen hipoksi-iskemi grubu, melatonin+pentoksifilinle tedavi
edilen hipoksi-iskemi grubu, etanol (melatonin ¢dzlcusu) verilen hipoksi-iskemi grubu
ve salin verilen hipoksi-iskemi grubu olarak ayrildi. Hipoksi iskemi uygulanan
gruplardaki hayvanlarin, dogum sonrasi yedinci gunde sol ana karotis arterleri kalici
olarak baglandi. Cerrahi islemden iki saat sonra 2.5 saat sure ile hipoksik gaz
karisimi (%92 azot ve %8 oksijen) solutularak hipoksi olusturuldu. Melatonin (10
mg/kg), pentoksifilin (40 mg/kg) ve pentoksifilin+melatonin hipoksiden hemen sonra
tek doz olarak periton icine (i.p.) uygulandi. Hipoksik iskemik uygulamadan 72 saat
sonra deneklerin beyin nitrit dlzeyleri, hipokamus néron sayisi ve apopitotik hlcre

oranlari degerlendirildi.
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Histopatolojik degerlendirmede melatonin ve pentoksifilin tedavisi almig
gruplarda hipokampus da apopitotik hicre sayilarinda anlamh azalma saptandi.
Melatoninin tek basina uygulandi§i grupta hipokampusun sadece CA2 bolgesindeki
néron sayilarinda anlamli dizeyde korunma mevcuttu. Melatonin ve pentoksifilin
kombine tedavisinin, hipoksi iskemi grubu ile karsilastirildiginda, hipokampus CA1,
CA2, CA3 ve GD bolgelerindeki néron sayilarini anlamh duzeyde korudugu ve
apopitotik hucre oranlarini azalttigi saptandi. Hipoksik iskemik olay sonrasi nitrik oksit
dizeylerinde belirgin artis oldugu Griess reaktifi ile dlglilen beyin nitrit dizeyi ile
gosterildi. Melatonin+pentoksifilin  tedavisi ile hipoksi-iskemiye maruz kalan
hemisferde nitrik oksit Uretiminin belirgin azaldigi izlendi. Hipoksi iskemi grubu ile
kontrol gruplarinda bdyle bir farklilik gdézlenmedi.

Bu sonuglar yenidogan rat hipoksik iskemik beyin hasarinda melatonin ve
pentoksifilin kombine tedavisinin néron koruyucu etkinligi oldugunu gostermektedir.
Bilgilerimize gore bu c¢alisma, melatonin ve pentoksifilin kombine tedavisinin
gelismekte olan beyinde hipoksi iskeminin olusturdugu hasardan koruyucu etkinligini

gOsteren ilk galismadir.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi, iskemi, beyin, yenidogan, melatonin, pentoksifilin,

apopitoz, nitrik oksit.
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SUMMARY

EFFICIENCY OF PENTOXYPHILLINE AND MELATONIN TREATMENT
ON NEWBORN RAT MODEL OF HYPOXIC ISCHEMIC ENCEPHALOPATHY

Perinatal asphyxia is an important cause of neonatal mortality and
subsequent serious sequelae such as motor and cognitive deficits and seizures. The
principal mechanisms leading to neuronal death after hypoxia-ischemia are initiated
by energy depletion, accumulation of extracellular glutamate, and activation of
glutamate receptors. The cascade of events that follows involves accumulation of
cytosolic calcium and activation of a variety of calcium-mediated deleterious events,
such as activation of lipases, proteases and phospholipases, and formation of
oxygen free radicals as by-products of xantine and prostaglandin synthesis. The
intracellular calcium induces the production of nitric oxide. The combined effects of
cellular energy failure, acidosis, glutamate release, intracellular calcium
accumulation, lipid peroxidation, and NO neurotoxicity disrupt essential components
of the cell, resulting in death by mechanisms of necrosis and apoptosis. Melatonin,
the chief secretory product of the pineal gland, is an effective antioxidant which
scavenges free radicals and up-regulates several antioxidant enzymes. It also has a
strong anti-apoptotic signaling function. Pentoxyphilline is a xanthine derivative,
potent inhibitor of TNF-a production and apoptosis.

The aim of this study is to investigate the effects of the melatonin and
pentoxyphilline on neurodegeneration and cerebral nitric oxide production in a
neonatal rat model of hypoxic-ischemic brain injury.

Seven-day-old Wistar Albino rat pups have been used in the study (n=60).
Experimental groups in the study were; sham operated group, melatonin treated
hypoxia-ischemia group, pentoxyphiline treated hypoxia-ischemia group,
melatonin+pentoxyphilline treated hypoxia-ischemia group, etanole (melatonin’s
dissolver) treated hypoxia-ischemia group and vehicle-treated hypoxia-ischemia
group. In hypoxia-ischemia groups, left common carotid artery was ligated
permanently on the seventh postnatal day. Two hours after the procedure, hypoxia
(%92 nitrogen and %8 oxygen) was applied for 2.5 hour. Melatonin (10 mg/kg),

pentoxyphilline (40 mg/kg) and melatonin+pentoxyphilline were injected
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(intraperitoneally; ip) as a single dose immediately after the hypoxia period. Brain
nitrite levels, neuronal cell death, and apoptosis were evaluated 72 hours after the
hypoxic-ischemic insult.

Histopathological evaluation demonstrated that melatonin and
pentoxyphilline significantly diminished number of “apoptotic cells” in the
hippocampus. Melatonin, when administered separately, significantly preserved the
number of neurons only in the CA2 regions of hippocampus. When compared with
vehicle-treated group, combination treatment with melatonin and pentoxyphilline
significantly reduced “apoptotic cell death” and preserved the number of neurons
CA1l, CA2, CA3, and dentate gyrus regions of hippocampus. Brain nitrite levels were
evaluated by Griess reagent and showed that hypoxic-ischemic injury caused a
significant increase in NO production. Melatonin+pentoxyphilline treatment
significantly decreased NO overproduction in the hypoxic-ischemic hemisphere,
whereas no significant change appeared in hypoxia alone and also in the sham-
operated group.

These results suggest the beneficial neuroprotective effect of melatonin
and pentoxyphilline combination treatment in this model of neonatal hypoxic-ischemic
brain injury. To our knowledge, this is the first study that demonstrates a protective
effect of melatonin and pentoxyphilline combination treatment against hypoxia-

ischemia in the developing brain.

Key Words: Hypoxia, ischemia, brain, newborn, melatonin, pentoxyphilline,

apoptosis, nitric oxide.
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