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OZET

Hipoksik iskemik ensefalopati (HIE) prenatal, natal ve postnatal faktorlerin
etkisiyle olusan ve sistemik hipoksi sonucu serebral kan akimimin azalmasiyla
gergeklesen beyin hasaridir. Tip alanmdaki tiim gelismelere ragmen HIE’ ye bagh
mortalite ve morbidite oran1 halen yliksek olarak gézlenmektedir.

Giiniimiizde HIE tedavisinde sadece hipotermi destekleyici tedavi olarak
mevcuttur. Bu ¢alismadaki amacimiz daha 6nceki HIE tedavi calismalarinda tek
basma siklooksijenaz inhibitorlerinin ve/veya tek basina lipoksijenaz inhibitorlerinin
basaris1 gosterilemediginden, hem COX hem de LOX dual inhibitorii olan
likofelonun HIE tedavisindeki etkisini gdstermektir.

Bu amagla Wistar cinsi sicanlar kullanildi. Deney hayvanlart her grupta 7
hayvan olacak bicimde 4 gruba ayrildi. HI grubundaki siganlara karotis ligasyonu
uygulanarak hipoksiye maruz birakildi. Sonrasinda gruplara likofelon, likofelon +
allopurinol ve serum fizyolojik verildi. Deney sonunda sicanlar anestezi altinda
dekapite edildi. Ardindan sicanlarin beyin dokular1 hizla ¢ikarilip TUNEL teknikleri
uygulanarak boyandi. Sicanlardan spektrofotometrik yontemle Kaspaz 3, Kaspaz 8§,
Kaspaz 9 aktivitesi ¢aligildi.

Calismamizda likofelonun apopitozisi kontrol grubuyla karsilastirildiginda
azalttig1 tespit edildi. Kaspaz aktivitesi likofelon grubunda allopiirinol+likofelon
grubuna gore diisiik tespit edildi.

Calismamizda likofelonun hipoksik iskemik hasar sonrasi gecikmis noronal
hasar incelendiginde kaspaz aktivitesini ve apopitozisi azaltmasi yeni bir umut
kaynag1 olarak diistintildii.

Anahtar Kelimeler: Hipoksik iskemik ensefalopati, likofelon, apopitozis
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ABSTRACT

THE EFFECT OF THE LICOFELONE IN NEWBORN RATS WHO
EXPOSED HYPOXIiC ISCHEMIC ENCEPHALOPATHY

Hypoxic ischemic encephalopathy (HIE) is brain damage that occurs prenatal,
natal and postnatal factors under the effect of systemic hypoxia results of a cerebral
blood flow reduction. Despite all the improvmentes in medicine HIE connected
mortality and morbidity rates are still quite high.

Today, only hypothermia as a supportive therapy in the treatment of HIE is
available. The aim of this study previous HIE treatments couldn’t have shown the
success of the single use of COX inhibitor and/or single use of LOX inhibitors, dual
inhibitor licofelone is to show effects in the treatment of HIE.

Wistar family rats perforned for this purpose. Experimental animals in each
group so that 7 animals were divided into 4 groups. Both rats in the hypoxic-
ischemic groups were exposed to hypoxia by applying carotid ligation. Then
licofelone, licofelone + allopurinol and salin were given. At the end of experiment,
all groups of rats were decapitated under anesthesia. After the decapitation, brains
rapidly removed and tissues were stained applying the TUNEL method. Moreover,
caspase-3, caspase-8, caspase-9 activity were studied with speetrophotometric
methods.

In this study, licofelone reduced apoptosis compared to control group. In
licofelone group, caspase activity were lower than the allopurinol+licofelone group.

In this study, when we searched neuronal damage after HI insult was
concluded licofelone decrase caspase activity and apopitosis it made a new hope
light.

Key words: Hypoxic ischemic encephalopathy, licofelone, apoptosis
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1. GIRIS

Hipoksik iskemik ensefalopati (HIE), fetus ve yenidogan bebekte, plasental
ve pulmoner gaz degisiminin bozulmasi ile olusan sistemik hipoksi ve serebral kan
akiminin azalmasi sonucu ortaya ¢ikan beyin zedelenmesidir (1).

Hipoksik iskemi ensefalopati’de hipoksi ile hiicre 6limii arasinda gegen
siirede (terapotik pencere) olan ve hiicre 6liimiine sebebiyet veren molekiiler olaylar
kaskadmin sonlandirilarak, apopitozun(programlanmis hiicre 6iiliimii) Onlenmesi
HIE’ nin tedavisinde giincel yaklasimlarin temelini olusturmaktadir (2).

Arasidonik asitten prostoglandin (PG) biyosentezindeki anahtar enzim
siklooksijenaz (COX), nonsteroidal antiinflamatuar ilaglarin (NSAII) ana hedefidir
(3). lyi bilinmektedir ki oksidatif stresin belli tiirlerine maruziyet sonrasi
siklooksijenaz yolu serbest radikallerin ana kaynagi olur (4). Arasidonik asit
metabolizmasindaki diger bir o6nemli yolak lipoksijenaz (LOX) yolagidir.
Lokotrienlerin (LT) olusumuna neden olan 5-lipoksijenaz (5-LOX) yolagi pro-
enflamatuar kaskad olarak bilinmektedir (5). Serbest radikalllerin hiicrelere, hiicreigi
molekiillere zarar verebildigi; proapopitotik genleri tetikleyerek kaspaz-3
aktivasyonunu iceren ve hiicreyi apopitoza gotiiren olaylar zincirini uyardig: ileri
stirtilmiistiir (2).

Allopiirinol, hipoksantin katabolizmasini inhibe eder. Ksantin oksidazm,
serbest radikaller i¢in 6nemli bir kaynak oldugu bilinmektedir (6). COX ve LOX
dual ihibitorlerinin tek basmna bu enzimi hedefleyen bilesiklerden daha etkili oldugu
gosterilmistir (7).

Giiniimiizde HIE tedavisinde sadece hipotermi destekleyici tedavi olarak
mevcuttur. Bu ¢alismadaki amacimiz daha 6nceki HIE tedavi calismalarinda tek
basma siklooksijenaz inhibitorlerinin ve/veya tek basmna lipoksijenaz inhibitorlerinin
basaris1 gosterilemediginden, hem siklookijenaz hem de lipokisjenaz inhibitdrii olan

likofelonun HIE tedavisindeki etkisini gdstermektir.
1.1. Hipoksik Iskemik Ensefalopati

1.1.1. Tanim ve Sikhgi
Hipoksik iskemik ensefalopati (HIE), fetus ve yenidogan bebekte, plasental

ve pulmoner gaz degisiminin bozulmasi ile olusan sistemik hipoksi ve serebral kan



akiminin azalmasi sonucu ortaya ¢ikan beyin dokusunun hasaridir. Hipoksi (anoksi),
bir veya birka¢ organda oksijenin kismi veya tam yoklugudur. Hipoksemi ise kanda
oksijen konsantrasyonunun azalmasidir.

Hipoksik iskemik ensefalopatinin patogenezindeki bir¢cok olay aciklanmis
olmasina ragmen 6zellikle agir olgularda tedaviye ragmen kalici1 komplikasyonlar sik
goriilmektedir. Gelismis tlilkelerde bile dogan tiim bebeklerin yaklasik 2-5: 1000’ inde
perinatal hipoksi-iskemi sonucu beyin zedelenmesi gelismekte ve bu bebeklerin
%20-40’1nda belirgin ndrolojik sekeller ve gelisme geriligi ortaya ¢ikmaktadir (1, 8).

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde HIE goriilme orami yiiksek olarak
bildirilmektedir (9). Tirkiye’de Tiirk Neonatoloji Dernegi tarafindan 1999 yilinda
yapilan perinatal mortalite calismasinda perinatal Oliimlerin %11’inin perinatal
asfiksiye bagli oldugu tespit edilmistir (10).

Hipoksik iskemik ensefalopati tan1 ve tedavideki ilerlemelere ragmen, halen
yenidogan yogun bakim tiinitelerinin 6nemli bir sorunu olmaya devam etmektedir.
Perinatal asfiksi, neonatal bakimda, tani ve tedavideki tiim gelismelere ragmen
gelismis iilkelerde bile yenidoganlarin en Onemli mortalite ve morbidite
nedenlerinden birisidir. Perinatal 6liimlerin %17 sinden, serebral palsinin ise %15-
20’sinden perinatal asfiksinin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (11). Wu ve ark. (12)
2004’de yaymladiklar1 retrospektif bir calismada perinatal asfiksi insidansini
ortalama 4.5/1000 canli dogum olarak bildirmislerdir. Ian ve ark. (13) Isveg’te
yaptiklar1 arastirmada perinatal asfiksi insidansimi 5.4/1000 canli dogum olarak
saptamislardir. Ulkemizde Satar ve ark. (14) yaptiklar1 ¢alismada HIE oranmn1 % 6.4
olarak bildirmislerdir. Yine iilkemizde Oztiirk ve ark. (15) ¢aligmalarda HIE oranmi
%12 olarak bildirmislerdir. 1999-2005 yillarmi1 kapsayan 7 yillik siire iginde
iilkemizde yapilan bagka bir calismada ise bu oran 10/1000 oraninda saptandi (16).

Hipoksik iskemi ensefalopati’nin patogenezindeki bir¢cok olay acgiklanmis
olmasina ragmen 6zellikle agir olgularda tedaviye ragmen kalici1 komplikasyonlar sik
goriilmektedir (1). HIBH gelismis hastalarda olaymn yeri ve genisligine gore serebral
palsi, nobetler, 6grenme giicliikleri, gorme ve isitme kaybi, motor kusurlar gibi pek
cok kalic1 klinik durum gelisebilmektedir. Perinatal asfikside ¢oklu sistem ve buna

baglh organ etkilenmesi olmaktadir. MSS etkilenmesinden sonra, iiriner sistemin



%350, kardiyovaskiiler sistemin %25, solunum sisteminin %23 oraninda etkilendigi
bildirilmektedir (17).

1.1.2. Asfiksi Tipleri

Perinatal asfiksi, "kronik-kismi" ve "akut-tam" seklinde iki ayr1 grup halinde
ortaya ¢ikmaktadir. Bu iki durum birbirinden klinik ve patolojik 6zellikler ile ayirt
edilir (Tablo 1) (18).
Tablo 1. Akut ve kronik asfiksinin karsilastirlmasi

Kronik-kismi Akut-tam
Riskli durumlar Ablasyo plasenta Ablasyo plasenta
Plasental hipoperfiizyon Uterus riiptiirii
Uterusta hipertonisite Kordun tam obstriiksiyonu Maternal

kardiyo respiratuvar arrest

Asfiksi i¢in gecen siire 1-3 saat > 10 dk
Serebral kan akiminda yeniden Olusmus Yetersiz
diizenleme

Klinik bulgularin ¢ikisi i¢in sessiz ~ Var Yok
donem (6 — 48 saat)

Beyin ddemi Var Yok
Konviilzon Var Var/Yok
Beyin sap1 bulgular1 Yok Var

1.1.2.1. Kronik-kismi asfiksi

Hayvan c¢alismalarinda  maternal plasental hipoperflizyon, uterus
hipertonisitesi, umblikal kord obstriikksiyonu ve fetal perfiizyonda azalma gibi
nedenlerle gelisen plasental perfiizyon bozukluklarinda, olay bir saat veya daha uzun
siirmiigse fetusta progresif hipoksemi ve buna bagl asidoz gelistigi gosterilmistir. Bu
durumu kars1 koymak i¢in viicuttaki kan akimi yeniden diizenlenmekte, kan akimi
vital olmayan organlardan (bobrekler, gastrointestinal sistem, karaciger, kas ve deri),
vital organlara (kalp, beyin ve adrenaller) yonlendirilmekte ve serebral kan akimi
belirgin sekilde artmaktadir. Bu uyum esnasinda serebral perflizyon korunmaktadir.
Ancak fetal hipoksemi bir siire daha devam ederse, boyle bir kompansasyon ile
saglanan serebral perflizyon yetersiz olur ve merkezi sinir sistemine giden kan
akiminda yeni bir kompansasyon ortaya ¢ikar (19).

Beyin hemisferlerinin kan akiminda azalma olurken, bazal metabolizmanin

fazla oldugu bolgeler olan talamus, beyin sap1 ve serebelluma daha fazla kan



gonderilmeye caligilir. Serebral hemisferler, 6zellikle kanlanmanin en u¢ noktalar1
olan parasagital korteks ve beyaz cevher hipoksemiden etkilenmeye baslar; kiigiik
infarktlar veya bolgesel konviilziyon odaklar1 gelisir, olay ilerlerse biitiin serebral
alanlar1 etkileyen infarkt odaklar1 ortaya ¢ikar (8, 19).

Ortaya ¢ikan bulgular serebral perflizyondaki bu degisikliklere bagli olarak
gelismekte, birgok organda H-I hasar goriilmektedir (Tablo 2). Olgularin yaklasik %
60’mda beyne ek olarak en az iki organ daha etkilenmistir. Uriner sistemin %50,
kardiyovaskiiler sistemin %25, solunum sisteminin %23 oraninda etkilendigi
bildirilmektedir (17).

Norolojik bulgular, hipoksik-iskemik hasarin derecesine, siiresine ve
yerlesimine baghdir. Hipoksiye maruz kalmis yenidogan dogum sonrasi beyin hasari
ve metabolik asidoz nedeni ile depresedir. Hipotoni, letarji ve ndbetler ortaya
cikabilir. Hipotoni olduk¢a agir olabilir. Dakikalar veya saatler icinde bebegin
aktivitesi ve tonusunda artma olur, spontan olarak ve uyarilara bagli tremorlar
goriilebilir. Nobetler genellikle 6-12 saat sonra goriilmeye baslar. Genellikle dogum
sonrast ilk 24 saatte goriiliir. Nobetlerin siklig1 giderek artar ve genellikle baslangic
tedavisine direnglidir. 2-5 giin sonra konviilziyonlar azalmaya baglar veya kaybolur.
Medikal olarak kontrol edilebilir duruma gelir. Agir hasarin oldugu vakalarda
siddetli beyin 6demi bulgular1 vardir. Kafa i¢i basing artig1 bulgular1 (6n fontanelde
bombelesme, kranial siiturlarda agilma gibi) genellikle 24 saatten sonra baslar, 48.
saatte en siddetli seviyeye ulasir. Bu hastalarda yeniden hipotoni gelisir, bebegin
hareketleri azalir yada tamamen kaybolur. Beyin sap1 disfonksiyonuna ait bulgulari
(sabit pupiller, apne gibi) vardir (19, 20).

Term bebekte gozlenen HIE’ de; selektif ndron nekrozu, parasagittal
zedelenme ve fokal iskemik beyin nekrozu goriiliir. Burada onem arz eden olay
selektif ndron nekrozudur. Neonatal HI beyin hasar1 sonrasi gelisen ndronal hasar
ozellikle apopitozis ve nekroz sonucu ortaya ¢ikar (21). Ek olarak iskemi sonrasi ge¢
siiregte goriilen ndron 6limii DNA fragmantasyonuyla iligkili oldugu i¢in apopitozis

olarak isimlendirilir (22).



Tablo 2: HIE’ de etkilenen sistem ve organlar (19)

Kardiyovaskiiler sistem Sivi-elektrolit dengesi
Miyokard iskemisi Akut bobrek yetmezligi

Kalp yetmezligi Uygunsuz ADH Salgilanmasi
Solunum sistemi Hipokalsemi

Respiratuvar distres sendromu (RDS) Hiponatremi

Apne Hiperpotasemi

Pulmoner kanama Metabolik

Pulmoner hipertansiyon Hipotermi

Santral sinir sistemi Hipoglisemi

Serebral 6dem Kanama bozukluklar
Konviilziyonlar Dissemine intravaskiiler koagulasyon(DIK)
Intrakraniyal kanama Adrenal kanama

Gastrointestinal sistem
Nekrotizan enterokolit (NEK)
Hematemez, melena

Beyin hemisferlerindeki infarkt yaygin ve Ozellikle beyin 6demi bulgulari
varsa, lateral ventrikiiller kompresedir, serebral beyaz cevher ekojenitesinde difiiz
artma gelisir, serebral gri cevher (korteks ve bazal ganglionlar) ile beyaz cevher
arasindaki farklilik ortadan kalkar. Bir-iki hafta sonra beyin hemisferinlerdeki nekroz
alanlar1 daha da belirginlesir ve sonunda multikistik ensefalomalazi veya serebral
hemisferlerin total obliterasyonu olur. Talamus, beyin sap1 ve serebellum ise daha iyi

korunmustur (19, 20).

1.1.2.2. Akut- tama yakin asfiksi

Olay akuttur, hipoksi siddetlidir. Olay hizl1 gerceklestiginden organlar arasi
ve intrakranial kan dolagiminin yeniden diizenlenmesi yetersizdir. Buna ek olarak
hasar bulgulari, metabolik aktivitenin fazla, enerji depolarmin yetersiz oldugu
yerlerde daha fazla goriiliir. Serebral hemisferler daha 1yi korunmustur, beyin 6demi
ortaya ¢ikmaz. Parsiyel asfiksinin tersine norolojik bulgularin ortaya ¢ikmasi i¢in
sessiz gecen donem goriilmez. Hayvan calismalarinda, olay on dakikadan kisa ise,
beyin hasar1 bulgularinin diizeldigi gosterilmistir. 10-25 dakika kadar siirdiigiinde ise
talamus ve beyin sap1 ¢ekirdeklerinde agir zedelenme goriiliir. 25 dakikadan uzun

siiren durumda ise kalp hasar1 agir oldugu icin irreversible vaskiiler kollaps gelisir

(19).



Insanlarda tama yakin asfiksi nadirdir. Maternal kardiyopulmoner arrest gibi
durumlarda goriilebilir. Bu vakalarm birgogunda daha 6nceden baslamis olan kismi
asfiksiye ait bulgular vardir. Ileri derecede etkilenmis bebekler dogduklarinda
deprese ve bradikardiktir, resilisitasyon gerekir. Spontan solunum yoktur.
Konviilziyonlar goriilir. Beyin 6demine bagh intrakranial basing artis1 bulgulari
yoktur. Sabit pupiller, kornea refleksinin yoklugu (pons zedelenmesi), 6giirme
refleksinin kaybi, dilde fasikiilasyonlar goriilebilir. Bu bulgular genelde kalicidir.
Ogiirme refleksinin azalmas1 sebebiyle beslenme ve yutma bozukluklar1 gériiliir,
biriken sekresyonlar sorun olur ve bebegin entiibe edilmesi gerekebilir. Diger

organlardaki hasara ait bulgular daha hafiftir (19).

1.1.3. Patoloji

Hipoksi sonrasi beyin hasarmin patolojik goriiniimii tek tip degildir. Olusan
beyin hasarinim yeri ve siddeti su faktorlere baghdir: Asfiksiye sebep olan olayin
siddeti (total veya parsiyel), etyolojik faktoriin siiresi (akut veya kronik), beynin
gelisimsel olgunlugu (prematiire veya term), beyinde duyarli bolgeler (vaskiiler
faktorler ve N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin dagilimi) (19, 23).
Histolojik incelemelerle lezyonun yasi konusunda bilgi edinilebilir (Tablo 3) (19).
Tablo 3. Yenidogan beyninin hipoksik-iskemik hasara cevabi (19).

Bulgu Giin

Reaktif astrositozis 12 saat- 4 giin
Mikroglial proliferasyon 8 saat- 3 giin
Noronal karyoreksis 12 saat- 2 giin
Makrofaj infiltrasyonu 4- 6

Kapiller endotelyel reduplikasyon 5

Fibriller gliosis 6

Kist olusumu 10- 42

Hipoksik iskemi ensefalopati esas olarak term bebeklerde gelistigi i¢in burada
daha c¢ok nodron nekrozuna neden olan patolojik biyokimyasal olaylardan
bahsedilecektir. Matiir ve preterm bebeklerde noropatolojik 6zellikler farklilik

gosterir (Tablo 4).



Tablo 4. HIE’ li yenidoganda néropatolojik dzellikler (24)

Miad yenidogan Selektif néronal nekroz
Bazal ganglia ve talamusun status
marmoratusu
Parasagital serebral hasar
Fokal ve multifokal iskemik serebral nekroz

Prematiir yenidogan Periventrikiiler 16komalazi
Selektif néronal nekroz
Fokal ve multifokal iskemik serebral nekroz
Periventrikiiler hemorajik infarkt

Hipoksik iskemi ensefalopatide gelisebilen baslica serebral lezyonlar; selektif
noron nekrozu, bazal ganglion ve talamusta status marmoratus, parasagital serebral
hasar, periventrikiiler lokomalazi (PVL), periventrikiiler-intraventrikiiler kanama
(PV-IVK), fokal ve multifokal iskemik beyin lezyonlaridir (19).

Selektif noronal nekroza HIE’ de sik rastlanilir, serebral korteks, talamus,
beyin sapt ve spinal kordun 6n boynuz hiicrelerini igerir. Fokal ve multifokal
iskemsgk beyin hasarinda ana serebral arterlerden birinin (fokal) ya da birka¢min
okliizyonu sonucu gelisen iskemik beyin hasaridir. Prematiir bebeklerde multifokal
infarktlar daha sik goriiliir. Tromboemboli fokal beyin hasarmnin en olasi nedeni
olarak kabul edilir. Embolinin kaynag1 genellikle plasental infarkt, hasarsa ugramis
veya kateterize edilmis damarlardir. Lezyon, vakalarin yaklasik yarisinda orta
serebral arterin besledigi alanda gozlenir. Bu tip lezyonlarda hiicre organellerinin
tamaminda nekroz olusur. Anoksik degisiklikten 18-24 saat sonra 151k
mikroskobunda degisiklikler izlenmeye baslar.

Bolgeye aktiflesmis monosit ve makrofaj gocli olur. 3648 saat sonra bu
hiicreler genis, kopiiksii makrofajlara degisir. Sonrasinda astrositik hipertrofi ve
proliferasyon olusur. Baz1 lezyonlarda kalsifikasyon izlense bile genelde ventrikiille
baglantili veya baglantisiz kistik kavitasyon ortaya ¢ikar. Kavite olusumuna bagh tek
biiyiik lezyona ‘porensefali’ denir. ‘Hidransefali’ ise bilateraldir ve i¢i BOS ile
doludur. ‘Multikistik ensefalomalazi’de ise bilateral kiiciik kavitasyon odaklari
vardir. Fokal ve multifokal beyin lezyonlar1 kraniyal USG, Beyin BT ve Beyin MR
ile diger lezyonlara gore daha kolay saptanabilirler (19, 25, 26).



1.1.4. Perinatal Hipoksik iskemik Beyin Hasarinin Patogenezi

Miad bebeklerde asil olay noron hasari iken prematiir bebeklerde
oligodendroglial/beyaz cevher hasar1 daha hakimdir. Hipoksik-iskemik hasarin
onlenebilmesi, hiicre yikimina yol agan olaylarin anlasilmasi ile miimkiin olabilir
(24).

Serebral hasar ile sonuglanan HIE tablosunun patogenezinden hipoksi ve
iskeminin birlikteligi sonucunda meydana gelen bir dizi biyokimyasal ve patolojik
reaksiyonlar rol alir. Tek basina hipoksi, iskemi ya da ATP gibi enerji kaynagi olan
molekiillerin azalmasmin hipoksik-iskemik (H-I) beyin hasarmin olusmasi igin
yeterli olmadig1 yapilan hayvan deneylerinde gosterilmistir (19, 27-29).

Hasarin esas bulgular1 akut hipoksi-iskemi doneminde degil, daha c¢ok
reperflizyon ve reoksijenasyon doneminde ortaya ¢ikar. Gelisen ilk olay glikozun ve
oksijenin azalmasidir. Hiicre olimiine neden olan olaylar hipoksik-iskemik olayin
sonlanmasindan sonra ve reperflizyon sirasinda hiicre i¢i enerjide ¢cok da fazla diisiis
olmasini beklemeden olusur. Sonrasinda glutamat reseptdrlerinin aktivasyonu
gergeklesir. Noronlarin oliimiine sebep olan diger olaylar sitoplazmik kalsiyumun
artmas1 ve kalsiyuma bagl siiperoksid anyon, hidroksi radikaller gibi serbest oksijen
radikallerinin ve nitrik oksit derivelerinin olusmas1 gibi ¢esitli olaylarin
aktivasyonudur. Noron 6liimiine neden olan olaylar zincir hipoksik-iskemik hasarin
sonlanmasindan birka¢ saat sonra olusur. Bundan dolay1 bu donemde beyin hasarini
azaltabilecek veya hasarn ilerlemesini engelleyebilecek onemli girisimler yapilabilir

(24).
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Sekil 1. HIE’ de gelisen patolojik mekanizmalar (24)
1.1.4.1. Hipoksemi

Fetiis intrauterin donemde oksijen basincinin 22-28 mmHg arasinda oldugu

fizyolojik hipoksemik bir ortamdadir. Bu basincin 15 mmHg’ ya diistiigii durumlarda

normal kardiyak fonksiyonlar birka¢ saat siirer, sonrasinda kalp hizi ve kan

basmcinin azalmasiyla birlikte laktik asidoz gelisir. ATP gibi yiiksek enerjili

rezervlerin hipoksemiye karsin korunmasi, sistemik hipotansiyonun eslik ettigi

hipoksemi durumlarinda beyin hasarinin gelismesini yiiksek olasilikla engelleyemez

(29, 30).

1.1.4.2. Hipoksi-iskemi

Hipoksiye bagli beyin hasarinda oksijen azalmasina ek bir takim faktorler de

rol oynar. Ilk hayvan calismalari Vannucci ve ark. (31) tarafindan yapilmstir.



Annelerinin abdominal aortasimnin ligasyonu ile asfiksi olusturulan term maymun
fetlislerinde iyilesmeyi takiben esas olarak serebral hemisferlerde hasar gelistigi
gosterilmistir. Ek olarak kortikal gri cevherde atrofi, beyaz cevherde skleroz ve bazal
gangliyonlarda status marmoratus seklinde hasarlanma gozlenmistir. Benzer
lezyonlar perinatal donemde serebral hipoksi-iskemi meydana gelip yasayan
bebeklerde de saptanmistir. Ek olarak Brann ve Vannucci, gaz anestezik ve halotan ile
maymun annelerinde hipotansiyon olusturarak parsiyel intrauterin asfiksiye maruz
brraktiklar1 term maymun fetiislerinde agmr hipoksemiye ek olarak kombine
metabolik ve respiratuvar asidoz olustugunu tespit etmislerdir. Dogumu ve yeniden
canlandirmay1 takip eden donemde maymunlarin mekanik ventilasyona ihtiyag
duyduklari, konviilziyon gegirdikleri ve 96 saatten dnce stabil hale gelmedikleri
goriilmiistiir. Incelemelerde yaygm beyin édemi ve soluklukla beraber, hemorajik
nekrozun oOzellikle serebral korteks ve subkortikal beyaz cevherde olustugu
gosterilmistir. Sistemik tansiyonu daha diisiik olan maymunlarda asfiksinin daha agir
beyin zedelenmesine yol agtigi goriilmiistiir. Hipoksik kardiyovaskiiler depresyon
sonucu sistemik hipotansiyon olugmasi i¢in oksijen basincinin %40 veya altinda
olmas1 gerekir (29, 31).

Beyin hasarinin olusabilmesi i¢in serebral hipoksi-iskeminin en az ne kadar
stirmesi gerektigi dnemlidir. Bu sorunun cevabi serebral hipoksi-iskeminin siddetine,
olaymm oldugu zamanki beynin anatomik ve fonksiyonel maturasyonuna baglidir.
Hipoksi-iskemi sirasinda daha matiir hayvanlarda daha kisa siiren total asfiksi
siirecinde beyin hasar1 meydana gelmektedir. Parsiyel serebral H-I" de bu siire daha
uzundur. Hayvan deneylerinde bu siire {i¢ saati ge¢memistir. Ug saatten daha az
hipoksi-iskemiye maruz kalan hayvanlarin basarili bir sekilde resiite edildigi
goriilmiistiir (29).

Bu verilere ek olarak klinikte sistemik hipoksemiye bagli serebral iskeminin
meydana getirdigi beyin hasar1 radyolojik bulgular, olaylarm seyri ve postmortem
sonuglar ile degerlendirilmistir. Yapilan caligmalarda hipoksemi ile birlikte sistemik
hipotansiyonun 06zellikle prematiir bebeklerde subkortikal, periventrikiiler
lokomalaziye neden oldugu tespit edilmistir. Vannucci ve ark. (31), 31 haftanin
altindaki 33 yenidogan bebekte ortalama arteriyel kan basincinin bir saatten daha

uzun siire 30 mmHg"“nin altinda seyretmesi halinde periventrikiiler beyaz cevherde
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agir hemorajik infarkt veya iskemi gelistigini gostermistir. Ortalama kan basinci 30

mmHg iizerinde olan bebeklerde ise daha az lezyon gelismistir.
1.1.4.3. Beyin Hasarinda Hiicresel Mekanizma

1.1.4.3.1. Enerji Doniisiimii

Geri doniisiimsiiz doku hasarina sebep olan serebral H-I’ de beynin enerji
rezervinde belirgin degisiklikler s6z konusudur. Hipoksiye metabolik olarak gelisen
ilk yanit anaerobik glikolizdir. Doku oksijen basmci kritik bir degerin altina
geldiginde (<0.1 mmHg) mitokondrilerin sitokrom sistemleri ansatiire hale gelir.
Rediikte ajanlar birikir. Oksidatif fosforilasyonla olusan ATP {iretimi durur. ATP
noronlarinda da primer enerji kaynagidir. ATP’ ye bagimli Na pompasi, Na’ un
hiicre i¢i birikimine neden olarak 6deme yol agar (32).
Aerobik ortamda mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon ile 36 mol ATP iiretilirken
anaerobik ortamda glikoliz ile sadece 2 mol ATP iiretilir. Enerji gereksinimi i¢in
anaerobik glikoliz hizinin 18 kat artmasi gerekir. Fakat bu kapasite en ¢ok 4-5 kat
artabilir. Bunun sebebi bu swrada birikken NADH’ tan kaynaklanan H+ iyon
birikiminin glikolizin kilit enzimi olan fosfofruktokinaz (PFK) aktivitesini inhibe
etmesidir. Boylece glikoliz mitokondriyal oksidasyonun yerini dolduramaz (19, 32).

H-I sirasinda primer enerji yetmezliginin ardindan ortaya ¢ikan ve enerjinin
kismen geri kazanildigi bir reperflizyon donemi vardwr. Latent faz doneminde
gecikmis hiicre hasar1 gergeklesir. Bu donem bir¢ok calismanin yapildig: ilgi ¢eken

bir donemdir (24).

1.1.4.3.2. Hiicre ici Asidoz

Beyinde hasar olusumuna yeten H-I, laktik asit birikimyle doku asidozu
olusturur (19). Hiicre i¢i laktik asidoz, oksidatif metabolizmanin kismi veya total
anaerobik glikolizise degisimiyle olusur. Bu esnada doku oksijeni diiser (33). H-I
sirasindaki hiicresel asidoza bagli olarak noronal nekrozdan farkli mekanizmalar
sorumlu olabilir. Bunlar arasinda mitokondriyal fonksiyonun inhibe olmasi, iyon

dengesinin bozulmasi, kalsiyum birikimi ve 6dem olusumu gosterilebilir (31).
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1.1.4.3.3. Eksitator Aminoasitlerin Salinmasi

Hipoksik-iskemi beyin hasarinin onemli sebeplerinden birisi sinapslarda
eksitator norotransmitterlerin birikmesidir. Eksitator aminoasitlerin en O6nemli
ozelligi normal seviyeleriyle toksik seviyeleri arasindaki farkin ¢ok az olmasidir.
Insanda en c¢ok bulunan ve en onemli eksitatdr norotrasmitter aminoasit L-
glutamattir. L-aspartat diger bir 6nemli eksitatdr aminoasittir (19, 23).

Hipoksik-iskemi durumunda ATP iiretiminin azalmasi sebebiyle sinaptik
araliktan uzaklastirilamayan L-glutamat, ndrotoksik etkisini baglandig1 reseptorler
aracilifiyla gosterir (Sekil-2). Bu reseptorler N-metil D-aspartat (NMDA), alfa
amino 3-OH 5-metil 4 isoksazol propionik asit (AMPA), kainat (KA) ve 1-amino-
siklopentan-15,3R-dikarboksilik asittir (ACPD veya kuiskalat-B). NMDA, AMPA ve
KA reseptorleri postsinaptik membrandan sodyum ve kalsiyum iyon gecisini
sagladiklarindan dolay1 bunlara iyonotropik reseptorler denir. ACPD reseptoriine ise
protein kinaz-C aktivasyonu, fosfoinositol hidrolizi ve endoplazmik retikulumdan
kalsiyum mobilizasyonunu sagladig1 i¢in metabolizmay1 uyaran manasmna gelen
metabotropik reseptor denir. Iyonotropik reseptérlerin tamaminda Na', K gecisi

saglanir (19, 34).

e | Astrosit |

Cl IHED]

VBKK: voltaj bagimli kalsiyum kanali, Glu: glutamat, Gln: glutamin.
Sekil 2. Akson terminalinden salinan glutamatin postsinaptik dentrit ve astrosit

icerisindeki dongiisii, reseptorleri ve iyon kanallar1
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Noronal hiicre kiiltiirlerinde yapilan caligmalarda iyona bagimli ndronal hasar
mekanizmasi erken norotoksisite ve gecikmis norotoksiste olmak tizere iki sekilde
aciklanmistir. Erken norotoksisitede depolarizasyon esnasinda noronlarin igine fazla
miktarda Na" ve CI gegisiyle hiicre i¢i ozmolaritesi artarak hiicre i¢ine su girisi olur.
Sitotoksik 6dem ve hiicre 6liimii meydana gelir.

Gecikmis norotoksisitede ise NMDA reseptorlerine bagl kanallar yoluyla
hiicre icine giren Ca™ iyonlari, biyokimyasal olaylar1 harekete gegirirerek noron
Olimiine sebebiyet verir.

Eksitator aminoasitlerin, serebral hipokside noronal hasarin nedeni oldugunu
gosteren bazi bulgular vardir. Bunlar:

1. Beynin hipoksiye duyarli olan bolgeleri, glutamik asit igeren sonlanmanin
fazla oldugu yerlerdir.

2. HIE’ de yapilan ¢alismalarda BOS’ da glutamat ve aspartat seviyelerinin
arttig1 gosterilmistir.

3. Yapilan calismalarda beyne glutamat verilmesiyle HIE benzeri degisikler
olmustur.

4. Yapilan ¢aligmalarda glutamat reseptor antagonistlerinin hipoksik hasari
onledigi tespit edilmistir. Burada NMDA reseptor antagonistlerinin daha etkili
oldugu gosterilmistir (35).

Magnezyumun NMDA reseptdor anatagonisti olarak antikonviilzan etki
gostermektedir. Buna 6rnek olarak siddetli preeklampsi nedeniyle magnezyum siilfat
tedavisi uygulanan annelerinin bebeklerin takiplerinde norolojik prognozlarmin daha

1yi oldugu goriilmiistiir (36, 37).

1.1.4.3.4. Hiicre ici Kalsiyum Birikimi

Hiicrenin vital fonksiyonlarin siirdiirebilmesi i¢in intraselliiler ikinci bir
haberci olarak gorev yapan kalsiyum iyon konsantrasyonunun dar bir aralikta
tutulmas1 gerekir. Serbest Ca™ intraseliller ¢ok diisik diizeylerde olup, ¢ogu
mitokondri ve endoplazmik retikulumda, kalan kismi ise néronun plazma membrani
ve hiicre i¢i organellerine bagli halde bulunur. Baglanma islevi enerji bagimh olur.
intraseliiler artmis Ca™ membran biitiinliigiiniin bozulmasina ve hiicre 6limiine

sebebiyet verir (19).
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HIE’ de asir1 uyarilan glutamat reseptorleri hiicre icinde serbest Ca+2
miktarmi arttirrr (19). Bu artigin olast iki sebebi vardir:

1. Kalsiyumun hiicre i¢inde serbestlesmesi

2. Plazma membraninda kalsiyum ge¢isinin artmasi

Aciga cikan serbest Ca+2 toksik seviyelere ulasir. Kalsiyum birikimi; AMPA
reseptOrlerinin uyarilmast sonrasit hiicre zarmin sagladigi sodyum-potasyum
dengesini bozar ve depolarizasyon gergeklesir. Olusan depolarizasyon NMDA
reseptorlerindeki magnezyumun uzaklasmasina sonug olarak hiicre icine daha fazla
Cat+2 girmesine neden olur (19). Hipoksinin etkisiyle aktive olan glutamat
reseptorlerinin uyarimi sonucu hiicre i¢i kalsiyum yilizdesinin artistyla fosfolipaz C
ve fosfolipaz A2’ nin aktive oldugu, membran fosfolipidlerinin yikilmasiyla hiicrede
aragidonik asit biriktigi, arasidonik asitten siklooksijenaz ve lipoksijenaz
enzimlerinin aktivasyonuyla prostoglandinler, tromboksan A2 ve lokotrienlerin
olustugu yolak gergeklesir. Bunun sonucu hiicre hasarmi olusturan, hiicre i¢i
siiperoksitleri meydana getiren ksantinin birikimine neden olan, DNA’ da tek zincir
kirilmalarina sebep olan serbest oksijen radikalleri meydana gelir (38).

G proteinin aktivasyonuyla fosfolipaz C aktiflesir. Bu enzim hiicre zarinin i¢
kismindaki fosfatidil inositol'iin inositol trifosfat ve diagilgliserole parcalanmasini
saglar. Inositol trifosfat intraseliiler depolardan serbest Ca+2 salmmasma neden olur

(Sekil 3) (19).

Glu (NMDA)
Glu(metabotropik)
VBKK  + P
Plazma PL-
membrani I PIP; — c ] DAG
Pg’/ ATP

Sitozol
= @
@ ADP

Ca+

]

a
N\

3 Na+

ATP, ADP
Ca**=107"M Ca¥*= 10°M

(DAG: diagil gliserol, PL-C: fosfolipaz- C, PIP2: fosfatidil inositol -4,5 -difosfat, IP3: inozitol
trifosfat)

Sekil 3. Hiicre i¢i kalsiyum homeostazi
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Intraseliiler serbest Ca™ 'un artmasi ve sonrasinda birtakim olaylar gdzlenir.
Bunlar:

1. Proteazlarin aktiflesmesiyle sitoskeletal proteinler ve bazi membran
proteinleri, endoniikleazlarm aktiflesmesiyle DNA pargalanir.

2. Fosfolipaz A2 aktive olur ve membran fosfolipidlerinin yikilir. Hiicrede
arasidonik asit birikir. Siklooksijenazin aktivasyonu sonucu prostoglandinler ve
tromboksan A2 ortaya cikar. Siklooksijenaz yolu ve HIE’ deki rolii ilerideki
boliimlerde daha detayli anlatilacaktir. Lipooksijenaz enzimi de bu esnada aktiflesir.
Bunun sonucu lokotrienlerle beraber serbest oksijen radikalleri agiga ¢ikar (Sekil-4).

3. ATP diizeyinde diisme gozlenir; ADP, AMP, hipoksantin ve adenozin
olusur. Ksantin, dehidrogenaz enziminin yardimiyla ksantin oksidaza c¢evrilir.
Boylece hipoksantin parcalanir ve bol miktarda serbest oksijen radikali ortaya ¢ikar
(19).

4. Ca"-kalmodiilin kompleksi NOS’ u aktive eder. Sonrasinda NO olusur.
NO’ in HIE’ deki rolii ileriki béliimlerde ayrintili anlatilacaktir.

Norotransmitterlerin salinmasi sonucunda artan hiicre ici kalsiyum, Ca™-
kalmodulin bagimli protein kinaz II enzimini aktiflestirir. Bu enzim, nérotransmitter
iceren vezikiilleri skeletal proteinlere baglanmasimmi saglayan ‘sinapsin’ adl
proteini fosforile eder. Sonrasinda bu vezikiiller serbestlesir. Serbest hale gelen
vezikiiller Ca™ yardimiyla presinaptik bolgedeki ‘sinaptofizin® adli proteinle
birleserek igerdigi biyomolekiilleri sinaptik aralia bosaltirlar. Eksitator
aminoasitlerin ekstraselliiler araliga salinmasi sonrasinda olayin siddeti artar. Lipaz,
endoniikleaz gibi cesitli enzimlerin aktivasyonu ile diger ndronlar da etkilenir.
Kalsiyum ek olarak ksantin ve prostoglandinlerin araciligiyla serbest O2

radikallerinin olusumuna sebep olur. Sonucta hiicre ici serbest Ca™’

un yiiksek
miktarlar1 mitokondriyumda oksidatif fosforilasyona ara verilemsine neden olur (19,

39).

1.1.4.3.5. Serbest Oksijen Radikalleri
Reoksijenizasyon-reperflizyon  slirecinde  prostaglandinlerin  {iretimi,
hipoksantinin par¢alanmasi ve NO miktarindaki artis sonucu serbest radikaller agiga

cikar (Sekil- 4). Bunlar dogrudan ya da dolayli olarak doku hasarim arttirirlar (40).
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Burada toplanan lokositlerin tiretmis oldugu O2 radikalleri, proteaz ve sitokinlerin
yardimiyla hiicre hasarma yol acarlar (41).

Hipoksi-iskemd (Eksitator aminoasit ethkist)

A[P Fosfolipitler Aqjinin
Hipoksantin Arasidomk asit MNitnik oksat

[ Reperfiizyon- Oksiienasyon )
Ksantin Liakotrienler Peroksinitrit
Serbest oksijen radikalleri . Zedﬂiemne

Sekil 4. Reoksijenizasyon-reperfiizyon doneminde serbest oksijen radikallerinin
olusumu (40) .

1.1.4.3.6. Sitokinler

Sitokinler proinflamatuvar ve inflamatuvar olarak gruplara ayrilmakta ve
onemli gorevler iistlenmektedir. Proinflamatuvar sitokinler bazi mekanizmalarin
etkisi ile beyin zedelenmesine neden olurlar. Inflamatuvar sitokinler dogrudan
serebral sitotoksik etki gostererek oligodendrosit Onciillerinin farklilagmasma engel
olurlar (42). Oligodendrositlerin programlanmig hiicre 6limiinii yani apoptosisini
stimiile ederler (43, 44). Sonu¢ olarak vakuoler myelin dejenerasyonuna sebep
olurlar (45). Sitokinlere ait baskin vazooklusif ve vazomotor 6zellikler olabilir (46,
47). Giincel bilgiler sitokin toksisitesinin glutamat transportunda meydana gelen
hasarlanmalar nedeni ile olabilecegini gostermistir (48). Hiicre dis1 glutamat
seviyesinin diizenlenemsinde 6nemli rolii olan astrositler, glutamat1 yaklagik 1000
kat konsantreetme becerisine sahiptir. Glial 6rneklerde proinflamatuvar sitokinlerden
Interlokin (IL)-1B ve Tiimér nekrozis faktér (TNF)- o’ nm glutamatmn tagmmasini
bozduklar1 ve glutamat aracilifiyla gergeklesen oksidatif stresi arttirdiklar
gosterilmistir (48). Anti-inflamatuvar sitokinlerden olan IL-4 ve IL-10 bu etkiyi pro-
inflamatuvar sitokinlerin yapimini engelleyerek inhibe eder. Astrositlerde biriken
glutamatin ortadan kaldirilmasimdaki bozulma antioksidanlar, vitamin-E ve glutatyon
ile diizeltilebilir. Bu durum, astrositik glutamat tasiyicilarinin serbest radikaller ile

kismen de olsa zedelendigini gdsterir. Sonugta glutamat reseptorlerinin fetal gelisim
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esnasinda aksonlarda gecici olarak bulundugu tanimlanmistir, bundan dolay1 aksonal
hasarlanma immatiir beyaz cevherdeki glutamat birikiminin diger bir nedeni olabilir
(49).

Periferik dolasimda bulunan sitokinler, iskemi yada ¢esitli nedenlerle gelisen
enfeksiyona bagli olarak olusabilirler. Bununla birlikte IL-1p ve TNF-a gibi
inflamatuvar sitokinlerin in-situ sentezi endotoksinler araciligi ile mikroglialar
iizerinde toll-like reseptorlerin aktivasyonuna sebep olur, buda oligodendrositlerde

oliime sebebiyet verir (50).

1.1.4.3.7. Apopitozis (Programlanmis Hiicre Oliimii)

Hipoksi ve iskemiyi takip eden siirecte néronlar dejenere olur. Noronlarin
nasil oldiigiinii saptamak tedavi yontemlerini belirlemek icin olduk¢a O6nemlidir.
Hiicre Olimii apopitozis ve nekroz olmak tizere iki farkli grup olarak
simiflandirilmistir. Bu hiicre dejenerasyonlarmin c¢esitli yonleriyle birbirinden farkl
oldguna inanilmaktadir (19).

Apopitozis 6zel molekiiler yolaklarla ilerleyen, kendine has meknizmalarin
bulundugu programlanmais hiicre dliimudiir. Aktif ve organizedir. Apopitozis genelde
gelisen beyin hiicrelerinin fizyolojik 6liimiidiir. Memeli canlilarda bazi gen aileleri
apopitozisi diizenler (Tablo 6). BCL-2 protoonkogen ailesi cesitli etkilesimler
yoluyla proteinleri kodlayarak apopitozisi diizenleyen bir gen grubudur. Bu BCL-2
ailesi icerisindeki etkilesimler ve olaylar hiicre yasami ve hiicre 6liimiine etki eder.
Sisteinil aspartat ve spesifik proteazlar gibi kaspazlar proenzimler yoluyla
aktiflestirilirler. Niikleer proteinler, hiicre iskeletini olusturan proteinleri, sitoplazmik
proteinler kaspazlar tarafindan pargcalanmasi hedeflenen proteinlerdir.

Normal hiicrelerde istenmeyen apopitozisi engellemek icin proapopitotik
proteinlerin aktiviteleri apopitozis inhibitdr proteinler tarafindan kontrol edilir.
Apopitoza bagl hiicre 6limii hiicre zarindaki yiizey reseptorlerince baslatilir ki
bunlar 6liim reseptorleri olarak adlandirilir. Tiimor nekrozis faktor reseptorler: 6liim
reseptorleri olarak gorevlidir. Fas (CD95/Apo—1) ve p75 (afinitesi diisiik noron
biiylime faktor reseptorii) bu ailenin iiyeleridir. Bu mekanizmalarm 1s1ginda apopitoz
Fas’ i hiicre yiizeyinde birikmesi ile baslatilir. Fas ligandlarinin TNF ailesinden bir
iiye tarafindan baglanmasi sonucu Fas aktivasyonu gercgeklesir. p53 ve onun iki

homologu olarak bilinen p63 ve p73 ise apopitozisi baslatir (51).
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Nekroz, hiicre dis1 saldirilardan (osmotik, termal veya travmatik) dolayr hemostazi
siirdiiriilememesi ile sonug¢lanan hiicre 6liimiidiir. Hiicrenin nekroz siirecinde hiicre
zarmin fonksiyonel ve yapisal igerginin zedelenmesi, hizli iyon ve su girisi sonugta
hiicrenin ¢6ziilmesini igerir. Boylece hiicresel nekroz hiicre i¢indeki bir programa
bagl olarak degil de ani veya yavas homostatik problemler ve fizyolojik durumlarla
olusan degisiklikler tarafindan baslatilir. Hipoksi iskemiden sonra nérodejeneratif
hastaliklardan farkli olan bir hiicre 6liimii ortaya c¢ikar. Burada havyan modellerinin
olusturulmas1 HIE i¢in tedavi gelistirilmesine yardimci olabilir. Bu tedaviler anahtar
enzimlerin aktivasyonunun engellenmesi, hiicre zarmaki iyon kanallarinin (NMDA,
Ca'? kanallar1), diger proteinlerin veya noronal zedelenme siirecinde meydana gelen
toksik kimyasal {riinlerin (serbest oksijen radikalleri) bloke edilmesi veya
aktivasyonunun engellenmesini saglayan ilaclar olabilir (52).

Hipoksi iskemi olusturlmus hayvan modelinde korpus striatum olusan
noronal hasar daha baskin bulunmustur (53-55). Apopitoz yenidogan rat beyninde
daha ¢ok izlenmisr (56-58). HIE’ den sonra apopitozisin ve nekrozun ndronal
mortaliteye etkisinin dogru olarak tanimlanmasi son derece 6nemlidir. Bunun nedeni
yapilan klinik ve hayvan modeli ¢alismalarinda hipoksi-iskemiden sonra apopitozis
onleyici (antiapopitotik) tedaviler onerilmistir (59).

Hipoksi iskemiden sonra striatal noronlarda nekroz 24 saatten sonra meydana
gelir. Golgi cisminde ve endoplamik retikulumda 3—12 saatte zedelenme olusurken,
mitokondri 12 saate kadar direng gosterir. Mitokondride gelisen olaylar sirasiyla
aktivitede bir baskilanma sonrasinda zararlanma ve sonunda mitokondriyal yetmezlik
gelisir. Lizozomlarda olusan zedelenme 3-6 saatte goriiliir. Na-K-ATPaz enziminin
inhibisyonu 3 saatte gdzlenir. Hipoksinin 6. saatinde DNA ve RNA ortaya ¢ikan
hidroksil radikallerinden zarar goriir (54, 55, 60). Noronlarda gelisen apopitozis
hipoksi iskemi sonrasi ilk 24 saatte gelisen noron Oliimiiniin en 6nemli nedeni
degildir. Mikroglia ve nérondaki apopitozise en biiyiik destek gecikmis veya ikincil
hiicre 6liimiinde gériiliir (54, 55, 61). Norodejenerasyon HIE’ li yenidogan ratlarda
hem apopitozis hem de nekroz seklinde goriilmektedir. Bu iki durum bir arada da
goriilebilir. Yapilan ¢alismalrda apopitozis beyin sap1 ve talamusta, nekroz serebral
kortekste daha belirgin iken hem nekroz hem de apopitozis striatum ve hipokampusta

goriilmektedir (57, 62).
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Kortikal hasardan sonraki talamus néron apopitozisi yapisal olarak yenidogan
rat beynindeki hipoksi iskemi sonrasi talamus néron apopitozisi ile benzerdir (56,
62). Yenidogan rat beyninde hipoksi iskemiden sonraki apopitozise kaspaz—8 ve Fas
reseptor diizeylerinde artisin eslik ettigi tespit edilmistir. Ayrica mitokondriden
zengin hiicrelerde Bax ve ¢oziilebilir protein kisminda sitokrom c diizeyinin arttigi
saptanmistir. Bunlarin artisina ilaveten kaspaz—3 ve kaspaz-8’ in belirgin artigina ve
apopitozise neden olur (57).

Yapilan calismalarda talamustaki ana dejenerasyonun apopitozis oldugu
bildirimistir (63). Elektron mikroskobisinde ise apopitozise ek olarak nekrozun da
devam ettigini gostermisitir (60, 61, 64). DNA fragmantasyonunu iceren analizler bu

bilgileri desteklemektedir (65, 66).

1.1.4.3.7.1. Apopitozis ve Nekrozda Hiicresel Degisiklikler
Hipoksi ve iskemi boyunca dokularda hasara neden olan metabolik
degisiklikler olur. Hiicrede anaerobik metabolizmaya kayma olur (67).

Tablo 5. Nekroz ve apopitoz arasindaki farkliliklar (67)

Apopitozis Nekroz

Hiicresel hemostaz saglamdir Hiicresel hemostaz bozulur

Hiicre zarmda iyon akigt korunur Hiicre zarmda iyon akigi artar (Na, Ca)
Sitozol yogunlagir Organeller siser

Enerji depolar1 korunur Enerji tiikkenir

Makromolekiiler sentez artar Makromolekiiler sentez azalir
Kromatin agregasyonu yogunlagir Kromatin agregasyonu azalir

Aktif bozulma Pasif atrofi

Ortaya ¢ikan bu olaylar sonucunda FADH, NADH ve laktik asit birikimi
hidrojen 1iyonunu arttirr. Anaerobik siire¢ sonucu hiicrenin enerji ihtiyaci
karsilanamaz ve enerjisi ylksek fosfat depolar1 bosalir. Transseliiler alandaki iyon
pompasinin yetersiz olusu hiicre i¢i Na+ ve Cl- birikimine sonrasinda ise su birikimi
yani sitotoksik ddeme sebep olur. Ayrica hipoksi iskemi akson uglarindan eksitator
aminoasitlerin  (glutamat) salinimasini uyarir. Sinaptik bosluga glutamatin
salinimasiyla dendritlerdeki AMPA-QA ve NMDA yiizey reseptorlerini uyarir bunun
sonucunda Na+ ve Cat2 akist olur. Ca iyonunun sitozoldeki birikimi hiicre
membranina akisi arttirir, disar1 akisi azaltir. Bu etkiyle noron 6liimiine neden olan

biyokimyasal olaylar siireci baslar (67).
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Hem apopitozis hem de nekroza ugrayan noronlarin reperflizyon sirasinda
islevsel ve antomik bitiinliiglinde belirgin farkhiliklar olusur. Noéronal nekroz
gelistiginde yeni oksijen ve substrat ihtiyacindan dolay1r bazi biyokimyasal
olusumlarda tersine donmeyi kapsayan yavas ilerleyen metabolik bozukluklar
goriiliir. Asidoz olusumu ve laktat glikolizisi engeller. Sonugta glukoz tiiketiminde
azalma olur ve hiicre i¢i glukoz birikim gergeklesir. Yeniden gerceklesen oksidatif
metabolizma siirecinde NADH ve FADH mitokondride tiiketilir, hem mitokondri
hem de sitozolde oksidasyon olur.

Oksijenizasyon sonrasi farkli metabolik yollarin etkisiyle serbest radikaller
dretilir. Mitokondriyal Ca+2 ve serbest radikallerin birikimesi oksidatif
fosforilasyonu bozar, sekonder enerji yetersizligi gerceklesir. Hiicre zari
parcalanmaya baslar ve 6zellikle mitokondride daha baskin olmak iizere hiicre ici
organellerde sisme gergeklesir. Niikleus kromatini yogunlasarak piknozis gerceklesir,
sonugta noron ¢oziiliir ve oliir (68).

Apopitozisteki degisiklikler nekrozdan farklidir. En belirgin bozukluk mitokondride
sonrasinda ise c¢ekirdekte goriiliir. Histolojik olarak niikleus DNA’ sindaki
degisiklikler 6zel bir boyama olan “terminal deoxynucleotidyl transferase nick end
labeling (TUNEL)” yontemi ile ortaya konabilir (67-71).

Tablo 6. Apopitozisin molekiiler diizeni (51)

BCL-2 Ailesi

Antiapitotik Proapopitotik Kaspaz Ailesi Apopitoz Tiimor siipresor
proteinler proteinler inhibitor ailesi
proteinler (AIP)
BCL-2 BAX Apopitozis baslaticilar’:  NAIP pS3
kaspaz -2, -8, -9, -10 SMN p63
p73
BCL-X1 BAK Apopitozis “cellatlar”:  AIP1

kaspaz—3, -6, -7 Sitokin
islemciler: kaspaz -1, -
4,-5,-11,-12,-14

BOO BCL-Xs AIP2
BAD, BID, XAIP
BIK
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1.1.4.3.7.2. Ekstrinsik Apopitotik Kaskad

Oliim reseptorlerinin bulundugu yerde adaptdr proteinlerin trimerizasyonu ile
apopitozisi baslatan biyomolekiiller olan prokaspaz—2, -8 ve -10” un etkisi, prokaspaz—
3,-6 ve -7’yi aktive eder. Bu hiicre zar1 reseptorleri timor nekrozis faktorle iligkili olan
apopitozis reseptor—1 ve -2, CD95/Fas/APO—1, TWEK reseptorleri ve timor nekrozis
faktor reseptor 1 ve 2’ yi igerir. FAS/APO-1 (CD95) sitokin reseptorii gibi hiicre
ylizeyinde yer alan reseptorler hem apopitozis hem de enflamatuvar mekanizmalara

karigir (72).

1.1.4.3.7.3. intrinsik Apopitotik Kaskad

Bu yol mitokondriye bagimlidir, mitokondri i¢ zarindan salinan Bcl-2 ve Bax
ailesi tiyeleri bu siirecte rol alir. Mitokondriyal fonksiyonlarin apopitotik uyarilarla
bozulmas1 sonrasinda asir1 miktarda sentezlenen serbest radikallerin olusmasi ve
serbest radikallerin ortadan kalkamasini saglayan glutatyon gibi serbest radikal
temizleyici sistemlerin azalmasima neden olur. Iskemi sonrasi reperfiizyon ile birlikte
ortaya ¢ikan serbest radikaller hiicre i¢inde intrinsik apopitotik yolu etkin hale getirir.
Ek olarak mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasiyla birlikte elektron tasima

2 nin intraseliiler ortamda

zincirinin ve ADP fosforilasyonunun bozulmasima, Ca"
artmasma neden olur. Ca™ artis1 enerji tretimini engelleyerek mitokondriyal
transitiyon permeabilite poru’ nun (mPTP) ag¢ilmasina neden olur. Sonucta
proapopitotik Bax’ m mitokondri i¢inden disina ¢ikmasia neden olur (73).
Fizyolojik sartlarda Bcl-2 bir antiapopitotik proteindir olarak Bcl-2 ailesi
iyesidir, mitokondri dis zarmda bulunup membran biitiinliigiinii ve sitokrom

salinmasin1 diizenler. Bcl-2 burada kaspazdan bagimsiz olarak apopitozisi baglatir.

Prokaspaz-9 yolunun yardimiyla sitokrom C salinim1 apopitozisi baslatir (72).

1.1.4.3.7.4. Kaspaza Bagh Olmayan Apopitozis Aktivasyonu
Kaspaza bagimli olmayan apopitozis mitokondri i¢ zarindan salman daha
sonra hiicre niikleusuna yerlesen AIF tarafindan meydana gelen 6liim sinyaline bir

yanittir (72).

1.1.4.3.7.5. Kaspaza Bagh Olan Apopitozis Aktivasyonu
Proteolitik enzimlerden olan kaspaz -3, -6 ve -7 aktif hale geldiklerinde ¢esitli

proteinleri parcalarlar. Pargalanan bu proteinler kinazlardan sitoskletal proteinlere ve
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transkripsiyonel diizenleyici proteinlere kadar degisebilir. PARP (poly ADP-ribose
polymerase) ve CAD (Caspase activated deoxyribonuclease) aktif kaspaz parcalari
olup apopitozisi gosterir ve DNA parcalanmasina katkida bulunur. CAD sitozolden

niikelusa gecip orada DNA’ y1 parcalar (72).

1.1.5. Hipoksik Iskemik Beyin Zedelenmesinin Onlenmesine Yonelik
Girisimler

Giincel ¢alismalarda HIE’ de hiicre 6liimii ile olay arasinda gecen siirenin
onemli oldugunun farkina varilmis ve bu siire ‘terapodik pencere’ olarak
isimlendirilmistir. Bu siire zarfinda meydana gelen hiicre Oliimiine neden olan
molekiiler olaylar zincirinin sonlandirilmasi klinik agidan oldukca yararhidir. Bu
donem fetal koyunlardada yaklasik 6 saat kadardir (70). Fetiiste ve yenidoganlarda
olaymn basladig1 siireyi ve ciddiyetini bilmek giigtiir. Term yenidoganda HIE’ ye
neden olan prenatal asfiksinin ne zaman beyin hasarma yol ac¢tigin1 mutlak olarak
belirleyen bir metot heniiz yoktur. Ek olarak beyin zedelenmesinin ¢ogunlukla
postnatal donemde oldugu prematiirelerdeki beyin hasari, genellikle bulgu vermez ve
sessizdir. Bundan dolayr hem prematiirelerde hem de term bebeklerde beyin
zedelenmesinin tespitinin ge¢ olmasi ‘terapodik pencere’ doneminin kagirilmasina
sebep olur. Tablo 5’ te hipoksik-iskemik beyin zedelenmesinin engellenmesinde

degerli olan mevcut girisimler gosterilmistir (24).

1.1.5.1. Enerji Kaybinin Azaltilmasi

Iskemiden sonra ndron oliimiine sebep olan kaskadi baslatan olay enerji
kaybidir. Enerji kaybi ciddi diizeyde olmayabilir. Glikoz, normal degerlerin ¢ok
istiine ¢iktig1 zaman serebral laktat diizeyleri ylikselmektedir. Bu sebeple glikozun
fizyolojik diizeylerde tutulmasi 6nemlidir (19).

Yiiksek doz barbitiirat uygulanmasi sonucu serebral metabolik hizin azalarak
enerjinin korunmasmm arttig1 bilinmektedir. Insanlarda da benzer calismalar
mevcuttur. Hayvan caligmlarinda hafif hiperkapninin koruyucu oldugu ortaya
konulmustur. Enerji harcanmasinin azaltilmasinda en umut verici uygulama olarak
hafif hipotermi goériinmektedir. Biyokimyasal degerler bu yontemin noroprotektif
faydalrin1  destekler niteliktedir. Ek olarak hafif hipotermi uygulamasi
reperflizyondan saatler sonra gelisen ikincil enerji yetersizligini de azaltir. Perinatal

hayvan modellerinde hafif hipoterminin, HIE’ deki etkisi yapilan bircok ¢alismada
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degerlendirilmis ve etkisi ortaya konmustur. Yapilan c¢alismlarin nerdeyse
tamaminda, hipotermi H-I sirasinda veya reperfiizyondan hemen sonra veya her iki
donemde birden uygulanmistir. Buna karsin iskemik kuzularda yapilan bir ¢alismada
olaydan 5,5 saat sonra kranyumun hafif sofutulmasinin da hasar1 azalttigi
elektrofizyolojik ve noropatolojik olarak ortaya konulmustur. Biitlin bu anlatilanlar

hafif hipoterminin 6nemli bir noroprotektif etkisi oldugunu gostermektedir (24).

1.1.5.2. Glutamat Sahmiminin inhibisyonu

Hiicre dis1 glutamat birikimi sonucu hem noronal hem de oligodendroglial
hiicre olimii gerceklesir. Presinaptik uglardan glutamat salinimmm kalsiyum
araciligiyla oldugu ve magnezyumun bu olay1 bloke ettigi icin, kalsiyum kanal
blokorleri veya magnezyumun bu asamada faydali olabilecegi bildirilmistir. Fakat
kalsiyum kanal blokorlerinin kardiyak yan etkilerinin olmasi, ek olarak
magnezyumun bircok HIE modelinde tam olarak yararli oldugunun gosterilememis
olmasi sebebiyle rutin tedavide kullanimi onerilmemistir (24).

Adenozin reseptorlerinin inhibisyonu sonucu glutamat salinimi inhibe oldugu
icin adenozin, adenozin antagonistleri ve adenozin agonistlerinin noroprotektif etkisi
iizerine c¢aligsmalar yapilmistir. Bazi perinatal hayvan modellerinde adenozin
agonistlerinin  etkili oldugu goriilse de mevcut bilgiler yeterli sonuglar
gostermemektedir (28).

Kiiltiirii yapilmis néronlarda ve yenidogan domuzlarda yapilan ¢aligmalarda
hafif hipoterminin noroprotektif etkisinin bir bdliimiinden sinaptik sinir u¢larindan
glutamat salimimmmi engellemesinin sorumlu oldugu gosterilmistir. Buna kasin
calismalarin bazilarinda bu etki gosterilememistir (24).

Serbest radikalleri baglayan ajanlarin noroprotektif etkisi, kismen glutamat
salinim seviyesinde etki gostermesine bagli olabilir. Ciinkii serbest radikallerin baz1
hayvan modellerinde néronal glutamat salinimini arttirdig1 saptanmistir. Ek olarak
fenitoin ve lamotrijinin de HIE’ de faydasmin goriilmesi bu antikonviilzanlarin

glutamat salmimini inhibe etmesinden kaynaklanmaktadir (24).

1.1.5.3 Glutamat Uptake’indeki Sorunun Giderilmesi
Hipoksik-iskemide ekstraselliiler glutamat artisinin sebebi yalnizca artmig
salinim degil ayn1 zamanda ortaya ¢ikan astrosit ve presinaptik sinir uglarindan geri

alimm bozulmasidir (Sekil-2). Hipotermi, astrositlerde iskemi sebebiyle gelisen
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enerji bagimh glutamat alimindaki bozuklugu azaltarak bir miktar ndron koruyucu
etki saglayabilir. Bu diisiinceye kiiltiir edelmis astrositlerdeki ¢alismalar sonucunda
varilmistir (24).

Tablo 7. HIE’ de beyin hasarinin énlenmesindeki mevcut girisimler(19)

1. Enerji kaybinin azaltilmas
e Hipotermi
e Barbitiirat
e Glukoz
e Hafif hiperkapni
2. Glutamat saliniminin inhibisyonu
e Kalsiyum kanal blokerleri
e Magnezyum
e Hipotermi
e Fenitoin
e Lamotrijin
e Adenozin agonistleri
o Serbest oksijen radikal baglayicilari
3. Glutamat ressptorlerinin blokaji
o NMDA reseptor antagonistlerinin (MK—801, magnezyum, ketamin, dekstrofan)
verilmesi Non-NMDA reseptor antagonistlerinin (NBQX, CNQX) verilmesi
4. Glutamat uptake yetersizliginin diizeltilmesi
e Hipotermi
5. Lokosit/ mikroglial/sitokin etkilerinin inhibisyonu
e Platelet aktivasyon faktor (PAF) antagonistleri
e Antisitokin antikorlari/ilaglar1
e Notropeni
e Anti-ICAM-1 antikoru
e IL-1 reseptor antagonistleri
6. intraselliiler olaylar kaskadinin bloke edilmesi
e Hipotermi
e Serbest radikal sentez inhibitorleri (allopurinol, indometazin, demir selatorleri,
magnezyum)
e Serbest radikal tutucular1 (vitamin E, 21-aminosteroidler)
e NOS inhibitorleri/tutuculari (nitroarjinin deriveleri)
e Growth faktér (IGF—1, BDNF, GH, NGF) igeren anti-apopitotik ajanlar
e Monosialogangliosidler (GM-1)

1.1.5.4. Glutamat Reseptorlerinin Blokaji
Ozellikle MK-801 gibi NMDA reseptdr antagonistleri, magnezyum, ketamin
ve destrofan’ 1n iskemik noron zedelenmesinin farkli modellerinde hem kiiltiir hem

de in-vivo sartlarda noroprotektif etkisinin oldugu gosterilmistir. Benzer bigimde
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bazi modellerde non-NMDA (AMPA/kainate) antagonistlerinin (NBQX, CNQX vs.)
kullanimiyla ek fayda gosterilmistir. Bu ajanlar daha sik olarak hasardan birkag saat
sonra veya hasarin bitiminden hemen sonra uygulandiginda noroprotektif etkisi
belirgindir (24).

N-Metil-D-Aspartat olmayan (Non-NMDA) reseptorlerin inhibisyonu sadece
noronal zedelenmeyi degil ayrica oligodendroglial hasarlanmay1 da inhibe eder.
Gergeklestirilen son ¢alismalar AMPA/kainate reseptorlerinin aktivasyonunun kiiltiir
edilmis oligodendrositlerin ve in-vivo c¢alismalarda oligodendroglialarin 6liimiine
sebep olduklarin1 goéstermistir (24). Elde edilen bu bulgularm tamami birlikte
degerlendirildiginde glutamatin hem reseptér hem de non-reseptor aracilikl
mekanizmalar ile olgunlasmamis oligodendroglialara toksik etki gdsterdigi
izlenmektedir. Her iki mekanizma ele alindiginda non-reseptor aracilikli olanlar
serbest radikal baglayicilar1 ile; reseptor aracilikli olanlar da spesifik reseptor
antagonistleri ile Onlenebilir. Non-NMDA antagonistlerinin degisiklik gosteren
oligodendrositleri H-I hasardan korumadaki faydal etkisinden dolay1 bu ajanlar hem
noronal hem de beyaz cevher hasarma kars1 koruyucu olabilir. NMDA antagonistleri
oligodendroglial korumada onemli goriinmemektedir. Noronlardan farkli olarak

oligodendrositler NMDA reseptorii eksprese etmezler (24).

1.1.5.5. Lokosit/mikroglial/sitokin Etkilerinininhibisyonu

Hipoksik-iskemiye ugrayan immatiir oligodendrositler, sitokinlerin zararini
en fazla goren hiicrelerdir (2). Lokositlerin yapismasi, sitokin etkisi ve mikroglial
aktivasyon HIE> de onemli goriilmesine karsin perinatal modellerde bu diizeyde
ndroproteksiyonla ilgili calismalar azdir. In-vivo perinatal HI zedelenmede H-I
oncesi olusturulan notropeninin  yararli etkisi oldugu gosterilmistir  (24).
Iskemi/reperfiizyon sonucu artan PAF I6kosit adezyonunda ve daha sonra gelisen
inflamatuar siirecte dnemlidir. PAF antagonistinin hem tedavi dncesi hem de tedavi
sonrasi reperflizyondan sonra uygulanmasinin immatiir rata uygulanmasiyla infarkt
alanini azalttig1 gosterilmistir (24, 75).

Eriskin hayvan modellerinde yapilan c¢alismalarda 16kosit adezyon
molekiilleri ve degisik sitokinlerin iizerine etki eden antikor ve/veya ilaglarin 6nemli
noron koruyucu etkisi oldugu saptanmistir. IL-1p mikroglialarin 6nemli bir

{iriiniidiir. IL-1B, TNF-o gibi proinflamatuvar sitokinlerin salimmasimni saglar. H-I
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olusturulmus yenidogan ratta IL-1B reseptor antagonistinin olay Oncesi ve
reperflizyon esnasinda kullanilmasmin yararli etkileri oldugu saptanmistir.
Fosfodiesteraz inhibitdrii olan pentoksifilin’ in, H-I’ den sonra beyinde arttig1 ve
TNF-o iiretimini inhibe ettigi bilinmektedir ve H-I” den hemen &nce uygulandiginda
hipoksik-iskemik zedelenmeyi azalttig1 saptanmistir (Tablo 8) (24).

Tablo 8. Deneysel modellerde perinatal hipoksik iskemik beyin zedelenmesinde

inflamasyon ve sitokinler (24)

H-1I sonras1 hizli ve aktif bir sekilde mikroglia aktivasyonu olur

Notropeni koruyucu 6zelliktedir

Sitokinler (6zellikle de IL-1B ve TNF-a) H-I’ den sonra hizl1 bir sekilde artar

TNF-a antagonisti olan pentoksifilin H-I” den hemen énce uygulandiginda H-I beyin
hasarin1 azaltir

IL-1 B reseptdr antagonistleri H-I’ den 6nce veya H-I bitiminden hemen sonra

uygulandiginda H-1 beyin hasarini azaltmaktadir

1.1.5.6. Hiicre I¢i Olaylarin Progresyonunun Engellenmesi

Hiicre oliimiine sebebiyet veren hiicre i¢i biyokimyasal olaylarin akiginin
bloke edilmesi, serbest oksijen radikallerinin olusumu, kalsiyumla aktiflesen
islemler, nitrik oksit sentezi ve apopitotik/nekrotik hiicre 6limiidiir. Hipotermi bu
akista bircok asamaya etki eder. Ancak bunlar arasinda en belirgin olanlar1 serbest
radikal olusumu ve nitrik oksit {iretimindeki azalmadir. Farkli H-I modellerinde
noroprotektif oldugu gosterilen serbest radikal inhibitorleri; ksantin oksidazi inhibe
eden allopurinol, siklooksijenaz enzimini inhibe eden indometazin, Fenton
reaksiyonu sonucu hidroksil radikallerin {iretimini azaltan demir selatorleri ve lipid
peroksidasyonunu engelleyen magnezyum’ dur. Serbest radikal baglayicilarinin
(idebenon, vitamin E, 21-aminosteroidler) noéron koruyucu etkilerinin oldugu
gosterilmistir (24).

1.2. Eikozanoidler ve Otakoidler

Eikozanoidler arasidonik asit metabolitleridir. Eikozanoid biyosentezinin
onciisii olan arasidonik asit (5, 8, 11, 14-eikosatetraenoik asit) fosfolipit hiicre

zarinda en sik karsilasilan ¢oklu doymamis yag asitidir. Hiicre membrani

fosfolipitlerinden fosfolipaz A2’nin (PLA2) aktivasyonu ile salinan arasidonik asit
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yapisinda cis pozisyonda dort cift bag icermesi sebebiyle oksijenle tepkimeye
girmeye oldukca yatkindir (76).

Eikozanoidler (‘eicosa’ Yunanca yirmi anlamindadir.) yirmi karbon atomlu
yag asidlerinden firetilen ve giiclii biyolojik etkileri olan endojen maddelerdir. Yag
asidi iskeleti lizerinde yer alan yapisal degisikliklere gore, dogrudan biyolojik
etkinligi olan primer eikozanoidler farkli alt gruplarda toplanirlar. Bu maddeler
dokularda arasidonik asid ve diger Onciil yag asidleri tizerine belirli enzimlerin etkisi
sonucu olusurlar. Bu enzimlerin adlar1 siklooksijenazlar, lipooksijenazlar ve
sitokrom P450 monooksijenaz’dir (77).

Eikozanoidler, iiretiminde yer alan bu enzim tiiriinlerine gore siklooksijenaz iirtinleri,
lipooksijenaz iiriinleri ve 450 mono oksijenaz lriinleri olarak {li¢ gruba ayrilir. Bu

iiriinlerin etkileri ve katkilar1 bakimindan aralarinda belirgin farklar vardir (77).

1.2.1. Eikozanoidlerin Biyosentezi

Arasidonik asidin hiicre zarindaki fosfolipidler veya diger kompleks
lipidlerden fosfolipaz A2 (PLA2) gibi eikozanoid sentez enzimleri araciligi ile
mobilize edilmesine veya salinmasiyla gergeklesir. Arasidonik asidlerin bir kismi1 da
fosfatidilinozitidlerden fosfolipaz C ve digliserid lipaz kombinasyonu araciligi ile
sentezlenmektedir (78, 79).

Eikozanoidlerin sentezindeki artig, genel olarak metabolik, fiziksel, kimyasal
ve hormonal uyarilara bagli olarak olusmakta veya diizenlenmektedir. ileriki
asamada arasidonik asid, dort farkli sentez yolagma girer: siklooksijenaz
(prostaglandin endoperoksidaz sentaz), lipooksijenaz, P450 epoksijenaz (sitokrom

P450) ve izoprostan (Sekil 1) (79).

1.2.1.1. Siklooksijenaz Uriinleri (Prostaglandinler, Prostasiklinler ve
Tromboksanlar)

Siklooksijenaz  (prostaglandin  endoperoksit H  sentaz) enzimleri,
siklooksijenaz ve peroksidaz aktivitesi olan ¢ift fonksiyonlu proteinlerdir ve
arasidonik asitten prostaglandin endoperoksidaz ara iiriinlerinin (PGG2 ve PGH?2)
sentezini saglarlar. Siklooksijenaz reaksiyonunda arasidonik asite iki molekiil
oksijenin eklenmesiyle PGG2’ye cevrilirken, peroksidaz reaksiyonu ile PGG2
PGH2’ye indirgenir (80). PGH2 dokuya 6zgiil sentazlar araciligiyla PGD2, PGE2,
PGF2a, PGI2 (prostasiklin) ve TXA2’ye metabolize olmaktadir. Bu COX
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iirlinlerinin biyosentezi hiicreye 6zgilidiir ve prostanoid iireten hiicre bu bilesiklerden
yalnizca bir tanesini ana iriin olarak olusturma egilimindedir. Ornek olarak beyin ve
mast hiicrelerinde PGH2 sitozolik enzim olan PGD sentaz aracigiyla PGD2’ye
donistiirtiliir. PGF2a asil olarak uterusta yer alan PGF sentaz araciligiyla sentezlenir.
Vaskiiler endotel hiicreler PGI sentaz ile PGH2’den PGI2 sentezlerken, trombositler
TX sentaz ile TXA2 olusturur. PGI2 ve TXA2 dayanikli olmayip sirasiyla 6-keto-
PGFla ve TXB2’ye hidroliz olurlar (81).

Bircok hiicrede sentezlenen PGE2, PGE sentaz (PGES) araciligiyla
sentezlenmektedir. Giincel g¢aligmalarda sitozolik PGES (cPGES), mikrozomal
PGES-1 (veya zara bagli PGES) ve mPGES-2 olmak {izere ii¢ farkli PGES izoformu
tanimlanmigtir (82-84).

Bu sentez basamaklarinda NSAII (nonsteroid anti-inflamtuar ilaglar) kendi
terapotik etkilerini gostermesi acgisindan biiyiikk 6nem tasir. Sulindak ve indometazin
bashca COX-I iizerinden etkisini saglar. Ibuprofen ve meklofenamat COX- 1 ve
COX-2 tiizerinde ayn1 derecede potent etki gdsterirken; selokoksib ve rofekoksib
daha ¢cok COX-2’ yi inhibe etmektedir. Aspirin her iki enzimi de farkli uzantilarda
asetiller ve inhibe eder. Selektif COX-2 inhibitorleri, COX-I1 inhibitorlerine gore
daha az gastrik yan etkiye neden olmakta ve kronik inflamasyonun tedavisinde daha

sik tercih edilmektedir (19, 85).

1.2.1.2. Lipooksijenaz Uriinleri

Lipoksijenazlar, (Z,Z)-1,4-pentadien yapist igeren coklu doymamis yag
asitlerine, oksijen katilmasmi katalizleyerek, hidroperoksi tiirevleri olusturan
dioksijenazlardir. Her molekiil icin hem konfiglirasyonunda olmayan bir demir
atomuna ihtiya¢ duyarlar (86, 87). Uc farkli major lipoksijenaz izoformu
memelilerde 5-LOX, 12-LOX ve 15-LOX bulunmaktadir. Bunlar aragidonik asitin 5,
12 ve 15. lokalizasyonlarma oksijen eklerler ve sirasiyla 5-, 12- ve 15-HPETE
(hidroperoksieikosatetraenoik asit) olustururlar (88).

5-Lipoksijenaz arasidonik asiti S-HPETE’ye doniistiiriip 10kotrien sentezinin
ilk basamagini katalizler. 5-HPETE daha sonra ayni enzim araciligiyla dayanikli
olmayan epoksit LTA4’e doniistiiriiliir. LTA4’ iin LTB4’ e doniisiimii LTA4 hidrolaz
enzimi tarafindan gergeklesir. LTC4 sentaz enzimi, LTA4 ve indirgenmis

glutatyonun konjugasyonunu saglar ve LTC4 sentezlenir. y-Glutamiltransferaz
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enzimi tarafindan ve konjuge tripeptit glutatyonun, konjuge dipeptit sisteinilglisine
doniistiiriilmesiyle LTC4, LTD4’e c¢evrilir. Dipeptidaz enzimi tarafindan LTD4,
LTE4’e doniisiir (89).

Giincel oolarak lokotrienlerin ¢ogu inflamatuvar hiicrelerde (PMNL, bazofil,
mast hiicreleri, eozinofil, makrofaj) 5- lipooksijenaz enzimi tarafindan
olusturulmaktadir. Bu yolak astim ve anafilaksi ile baglantili oldugundan 6nem tasir.
LTC4 ve LTD4 kuvvetli bronkokonstriktorlerdir ve “slow-reacting substance of
anaphylaxis (SRS-A)”m temel yapilar1 olarak blinmektedirler. Bu hiicrelerin
uyarilmast hiicre i¢i kalsiyum seviyesini ylikseltir ve dnce arasidonik asid salimmina,
daha sonra da 5-lipooksijenaz ile unstabil epoksid l6kotrien Al (LTA1) olusumuna

neden olur (24).

1.2.1.3. Eikozanoid Metabolizmasi

Prostaglandinler sentezlendikleri dokularda bulunan enzimlerce veya bobrek
ve akciger korteksindeki enzimler tarafindan inaktive edilirler. Ozellikle akciger bu
hususta olduk¢a etkindir ve bu organda %95’ e ulasan bir oranda inaktivasyon
gerceklesir. Prostaglandinlerin tamaminin biyolojik aktivitesi i¢in dnemli olan C15-
hidroksil grubu ilk olarak prostaglandin 15-hidroksidehidrojenaz enzimi araciligiyla
okside edilir. Ard arda gelen bir dizi olaydan sonra PGE ve PGF’ ler inaktif tetranor
(16 karbonlu) metabolitlerine, PGD2 ise PGJ2’ ye doniisiir.

Prostaglandin-12 farkli olarak akcigerde parcalanmaz, karaciger ve bobrekte
inaktive edilir. 6-keto-prostagiandin F1’ ya yani ana metabolitine yikilir. TXA2’ nin
inaktive edilmesi ise karmasiktir. Non-enzimatik bir hidrolizle TXB2’ ye doniisiir.
LTC4’{in inaktivasyonu ise bobrek, akcigerler ve karacigerde gerceklesir. Ilk
asamada LTE4’e doniisiir ve biyolojik aktivitesini kaybeder. LTB4’ {in

metabolizmasi ise asil olarak oksidasyonla olusur (90).

1.2.1.4. Eikozanoidlerin Etki Mekanizmasi

Otokrin ve parakrin Ozellik gosteren eikozanoidler, hiicre yilizeyindeki
reseptorlere baglanirlar. Prostanoidlerin farmakolojik 6zgiilligli farkli hiicrelerde yer
alan reseptor tipi ve yogunluguyla belirlenir. Biitlin bu reseptorler ve alt tipleri G-
proteinine bagli olarak etkinlik gosterirler. Sekonder haberciler olarak adenilil siklaz
stimiilasyonu (cAMP artis1) veya inbibisyonu (cAMP azalmasi) ya da fosfolipaz C

stimiilasyonu (diagilgliserol ve inozitol 1,4,5- trifosfat artis1 sonucunda intraseliiler
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kalsiyum artar) meydana gelir. Eikozanoidlerin diiz kaslar iizerindeki kasilma etkileri
kalsiyum salinmasi araciligiyla olurken, gevseme iizerine olan etkileri cAMP {iretimi
ile olmaktadir. Eikozanoidlerin immiin sistemi de iceren birgok target hiicrede
etkileri benzer sekilde acgiklanabilir. Eikozanoidlerin bir¢ogunun kontraktil etkileri
hiicre dis1 kalsiyumun azaltilmas1 veya kalsiyum kanal blokorii ilag kullanimi ile
inhibe edilebilir. Farkli hiicre ve dokularda LTB4, LTC4 ve LTD4 i¢in l6kotrien
reseptorleri tanimlanmistir (cysLT1 ve cysLT2). Lokotrien reseptorleri de G
proteinine kenetlidir ve onlarin aktivasyonu hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu

artirir (90).

1.2.2. Fosfolipaz A2 ve Hipoksik Iskemik Beyin Hasar

Beyin dokusunda yer alan serebral fosfolipaz A2, sn-2 pozisyonundaki
membran fosfolipidlerindeki acil esterlerini pargalayan bir esteraz olarak serbest yag
asidi ve lizofosfolipid tiretimine sebep olur. Arasidonik asit salinimi ve lizofosfolipid
salmimmi fosfolipaz A2’ nin katalizledigi en Onemli reaksiyonlardir. Normal
kosullarda bir kisim arasidonik asit prostaglandinlere, inflamatuvar mediyatorlere,
lokotrienlere ve tromboksanlara doniislirken, arasidonik asitin biliyiikk bir bolimii
tekrar beyin fosfolipidlerinin icerisine katilir (91). Fosfolipaz A2 ailesinde yer alan
sekretuvar fosfolipaz A2, sitozolik fosfolipaz A2 ve kalsiyum bagimsiz fosfolipaz
A2’ den sentezlenir. Arasidonik asitin salinmasi genelde sitozolik fosfolipaz A2
aragiligiyla meydana gelir.

Sekretuvar fosfolipaz A2, hiicre i¢inde sentezlenir daha sonra ektraseliiler
olarak salmir. Sekretuvar fosfolipaz A2 asil olarak sinaptazomlarda ve sinaptik
vesikiillerde depolanir (92, 93). Fosfolipaz A2 N ve M tipi olmak tizere iki tip hiicre
ylizeyi reseptoriine baglanir. N tipi reseptor noronlarda, M tipi reseptor ise kaslar
dokusunda bulunur (94). Serebral sekretuvar fosfolipaz A2, bir sekresyon molekiilii
ve enzim aktivasyonu i¢in yeterli miktarda Ca+2 igeririr. Serebral sekretuvar
fosfolipaz A2, fosfolipid yag agil zincirleri i¢in segici degildir. Bu enzim memeli
beyinin tiim bdlgelerinde bulunur. Ancak medulla oblongata, hipokampus ve ponsta
daha yiiksek aktivite gosterir (95).

Ratlarmm beyin dokusu sinaptozomlarinda ve noron hiicre kiiltiirlerinde
sekretuvar fosfolipaz A2 enziminin asetil kolin, glutamat reseptdrleri veya voltaj

bagiml kalsiyum kanallar1 araciligiyla depolarizasyona neden oldugu gdosterilmistir.
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Bu bulgulara dayanarak sekretuvar fosfolipaz A2 norol metabolizmasindada 6nemli
rol oynayabilir (93, 96). Glutamat ve glutamat analoglar1 sekretuvar fosfolipaz A2’ yi
zamana ve doza baglh olarak uyarrr (97). Kortikal hiicre kiiltiirlerinde saptanan
glutamat norotoksisitesinin artmig sekretuvar fosfolipaz A2 ile iligkisi vardir. Bu
sonu¢ glutamatin sinaptik aktivitesinin sekretuvar fosfolipaz A2 tarafindan
diizenlendigini gdstermede yardimci olabilir (98).

Sitozolik fosfolipaz A2 ise beynin tiim dokularinda bulunmasina karGin tam
olarak piirifye edilelmemistir. Rat beyninde bulunan sitozolik fosfolipaz A2’ nin H
ve L olarak iki formu bulunmustur. Fosfolipaz A2-H kalsiyum araciligyla inhibe
olurken, fosfolipaz A2-L’ nin ise tam tersi aktivite gostermesi i¢in mikromolar
konsantrasyonda kalsiyuma gereksinim vardir (99). Sitozolik fosfolipaz A2
izoenzimlerinin aragidonik asit salinmasindan ve eikozonoid formasyonundan
sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (100). Hiicresel seviyede bakilcak olunursa,
kalsiyum mobilizasyonu, sitoplazmik fosfolipaz A2 ve hiicre dis1 sitoplazmik
fosfolipaz A2 arasindaki etkilesim eikozanoid artisindan sorumlu olabilir. Ca+2
patolojik sartlar altinda, fosfolipaz A2 ve hiicre dis1 sitoplazmik fosfolipaz A2
arasindaki etkilesim oksidatif stres ve inflamasyonun eslik ettigi norolojik
hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli rol oyanayabilir. Kalsiyuma bagimli olmayan
fosfolipaz A2 ndronal hiicre proliferasyonu, apopitozis ve diferensiyasyonunda gérev

alir (92).

1.3. inflamatuvar Merdiyatérler ve Neonatal Beyin Hasar1

Hipoksik iskemi ensefalopati, hipoksi-iskemi anindan itibaren baslayip
resusitasyon ardindan iyilesme doneminde devam eden bir siiregtir. Akut donemde
selektif noronal nekroz veya infarkt seklinde gozlenen doku zedelenmesi, glia, ndron
ve endotel hiicre yapisinin bozulmasiyla devam eder. Infarktin oldugu alana en yakin
bolgede yer alan ndronlarda nekroz ya da apopitozis gelisir (101). Son yillarda
yapilan ve oOzellikle prematiir bebekleri igeren epidemiyolojik ve deneysel
calismalarda inflamasyon, periventrikiiler Iokomalazi ve serebral palsi arasinda yakin
iligki oldugu goriilmiistiir (2). Nekrozun gelistigi hiicrelerde hasari engellenmesi s6z
konusu degildir. Ancak infarkt bdlgesinin etrafinda devam eden hasar siirecinin
oniine gecilmesi bu donemde meydana gelen biyokimyasal olaylarin 1yi bilinmesi ile

mimkiin olabilir.
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Reperflizyon-reoksijenasyon doneminde hasarin devam etmesiyle kiiclik
damar endotel hiicrelerinde serbest radikallerin liretimine neden olan siklooksijenaz
ve ksantin oksidazin aktive oldugu iki 6nemli yol tetiklenir. Ortaya ¢ikan serbest
radikaller 10kosit, platelet ve endotel hiicrelerindeki adezyon molekiillerini
aktiflestirerek 10kositlerin adezyonu ve ekstravazasyonunu saglar. Kan beyin
bariyerinin bozulmasi sonucu serbest radikaller parankim i¢ine bosalarak hasarin
yayilmasina neden olur (102).

Neonatal beyin hasarmnin erken doneminde gozlenen nétrofil miktar ile
hasarin derecesi arasinda yakin iliski olduguna inamilmaktadir. Ek olarak serebral
iskemide santral sinir sisteminde inflamatuvar mediyatorlerin ortaya c¢iktigi
bilinmektedir. Immatiir ve erigkin kemirgen hayvanlarda olusturulan hipoksi iskemi

sonrasinda beyinde IL-1 ve TNF-a gibi sitokinlerin agiga ¢iktigi gosterilmistir (103).

1.3.1. Prostaglandinler ve HiE

Iskemik hasar sonras1 beyin dokusunda fosfolipaz A2 uyarisi ortaya ¢ikar. Bu
uyarilma sonucu beyinde biiylik miktarda serbest yag asidi salinimi olusur (92).
ATP*“nin tiikenmesi, serbest yag asidi olusumu ve iyon hemostazindaki degisiklikler
membran fonksiyon bozuklugu ve hiicresel zedelenmeye neden olur (93). Ek olarak
iskemik hasradan sonra sitoplazmik fosfolipaz A2 aracilifiyla mRNA gen
ekpresyonunda artis meydana gelir (104). Yapilan calismalarda orta serebral arterin
baglanmasindan sonra sitoplazmik fosfolipaz A2 genetik olarak olmayan farelerde
daha az noronal hasar, daha az infarkt ve daha az beyin 6demi olustugu
gosterilmistir. Yine bu farelerde prostaglandin ve lokotrien sentezi onemli dlgiide
azalmistir (105).

Hipoksik-iskemiden sonra sitoplazmik Ca+2 konsantrasyonu artar. Artan
kalsiyum sitozolik fosfolipaz A2’ yi aktiflestirir ve serbest yag asitleri ve arasidonik
asit sentezine sebep olur. Arasidonik asitin metabolize olmasi sonrasi serbest oksijen
radikallerinin {iretimi ile sonuglanir. HIE ortaya ¢ikan infantlarda HIE’ nin derecesi
ille BOS®™ ta Ol¢iilen prostaglandinlerin konsantrasyonu arasinda iliski oldugu
bildirilmistir (106, 107).

Bu bilgiler 15181nda prostaglandin ve 16kotrienlerin es zamanli inhibisyonunun
daha gii¢lii antiinflamatuar etkinlik olusturacagi ayrica lokotrienlerin gastrointestinal

mukozadaki yan etkileri nedeniyle dual inhibisyonun gastrointestinal giivenilirligi
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artrracagl diistiniilmiistiir. Bu yiizden COX ve 5-LOX yollarin1 es zamanli inhibe
eden ilaglar tasarlanmis ve dual etkili antiinflamatuarlar olarak isimlendirimistir. Ek
olarak dual inhibitorlerin trombozun engellenmesinde ve aterosklerozis tedavisinde
de yararli olacagi diistiniilmektedir (108-111).

Dual etkili bu bilesiklerin hem inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde hem de
COX ve 5-LOX enzimlerinin yer aldigi cesitli kanser tiplerinin ve norodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde umut vaat eder niteliktedir (76, 88, 112-114). Degisik
yapida dual inhibitor etkili bilesikler bugiine kadar tasarlanmis ve aktiviteleri
arastirilmistir. Fakat tedavide yer alan dual etkili antiinflamatuvar herhangi bir ilag
heniiz bulunmamaktadir. Bu bilesiklerden en ileri seviyedeki aday olan likofelonun
osteoartrit tedavisindeki etkinligini ve gastrointestinal giivenilirligini klinik

denemelerde kanitlamigtir (115-117).
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2. GEREC VE YONTEM

Perinatal HI beyin hasarinin patogenezinin anlasimasi ve yeni tedavi
yontemlerinin belirlenmesi amaciyla uzun yillardan beri immatiir rat modelleri
kullanilmaktadir (117, 118). Yedi giinliik ratlarm tercih edilmesindeki ana sebep bu
rat beyinlerinin gelisim diizeyinin histolojik olarak 32-34 haftalik insan fetuslar1 ile
olan benzerligidir. Bu ratlarda serebral kortikal noron tabakasi gelisimini
tamamlamis, germinal matriks kiiclilmeye baslamis ve beyaz cevher ise yeni yeni
miyelinize olmaya baglamistir. Postnatal 12-13 giinliik ratlarin beyinleri ise miadinda
olan yenidoganlarin beynine benzemektedir. Immatiir ratlarda Hi olusturmak icin tek
tarafli karotis arter ligasyonu, sonrasinda %8 oksijen, % 92 nitrojen karisiminin
inhalasyonu seklinde uygulanan Levin’ in rat modeli kullanilmaktadir (95).

Calismamiza, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan
09.05.2013 tarihinde 2013-60 sayili karar ile onay alindi. HI modeli olusturulan 7
glinlik Winstar-albino ratlar {izerinde yapildi. Calismaya almnan ratlar Firat
Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’ nde (FUDAM) iiretime alman 5 ayr1 rat
ciftinin bulundugu kafeslerden secildi. Ayn1 merkeze bagl olusturulan etik kurul
tarafindan ¢aligmanin etik onay1 alindi. Ratlarm bulundugu ortamda 12 saat giindiiz,
12 saat gece imkani saglandi. Oda sicaklig1 21-23 derece ve nemi % 40-60 arasinda
tutuldu. Uretime alman eriskin ratlar Elazig Yem fabrikasindan temin edilen standart
rat yemi ile beslendi.

Calismaya agirliklar1 ve cinsiyetleri arasinda fark olmayan {i¢ tedavi, bir
hipoksi iskemi grubu ve bir sham olmak iizere toplam 5 grup rat alindi Ilk
dogduklar1 giinden itibaren annelerinin yaninda olan ve anne siitii ile beslenen rat
yavrular1 7 glinliik olduklarinda ¢alismaya alindi. Her bir ratin hangi gruba alinacagi
randomize se¢imle belirlendi. Grup 1, hipoksi ve iskemi islemi uygulanmayan ancak
sadece cilt kesisi yapilan ve tek doz 2 ml /kg % 0,9 NaCl (serum fizyolojik=SF)
verilen sham grubu (n=7). Grup 2, hipoksi iskemi islemi yapilan kontrol grubu (n=7).
Grup 3, hipoksi iskemi islemi sonrasi1 30. dakikada, 24. saatte ve 48. saatte 40
mg/kg/doz (toplam doz 120 mg/kg/doz) likofelon (Licofelone, Katalog Numarasi:
10007692, Cayman marka, USA) tedavisi verilen grup (n: 7). Grup 4, hipoksi iskemi
islemi sonras1 30. dakikada, 24. saatte ve 48. saatte 50 mg/kg/doz allopurinol (toplam
150 mg/kg/doz) (Allopurinol 25 gr Cayman marka, USA) ve 40 mg/kg/doz likofelon
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(120 mg/kg/doz) tedavisi verilen grup (n: 7). Ilaglar ve SF; intraperitoneal yoldan
50ult igerisinde, insiilin enjektorleri araciligiyla uygulandi.

Calismaya dahil edilen rat yavrularmin iglem 6ncesi agirliklar1 ve cinsiyetleri
kaydedildi. Eter anestezisi altinda boyun ortasindan, trakeanin hemen solundan
uygulanan 0,5 cm’ lik kesi ile sol arteria karotis kommunis bulundu. 4/0 ipek sutur
materyali ile arter iki tarafindan baglanilarak ortasi kesildi. Cilt siitur materyali ile
kapatildiktan sonra 2 saat siireyle anestezi etkisi gegene kadar annelerinin yanina
verilen ratlar dorderli gruplar halinde % 8 oksijen, % 92 nitrojen iceren transparan
fiberglastan yapilmis, cevre 1sis1 151k kaynagi yardimiyla 33 °C’ ye ayarlanan bir
kafeste 2 saat bekletildi. Ortamdaki oksijen konsantrasyonu oksijen monitori
(Envitec marka OxiQuant MC, Seri No: 1001206 Wismar, GERMANY) ile siirekli
Olciilerek %8 oksijen iceren hipoksik ortam 2 saat siireyle korundu. Bu islemden
sonra yarim saat oda havasinda iyilesmeye brrakilan ratlar deney sonuna kadar
kalmak iizere annelerinin yanma verildi.

Ugiincii giiniin sonunda, ratlar 10 giinliilkken deney ve kotrol grubunda yer
alan ratlar TUNEL metodu icin derin anestezi altinda intrakardiyak formaldehit
perfiizyonu ardindan dekapite edildi. Organ perflizyonundan 6nce her bir deney
hayvanma 50 mg/kg intraperitoneal yoldan pentotal verildi. Derin anesteziden sonra
toraks acildi, sol ventrikiilden girilip sag atriumdan drene olacak sekilde 1 dk siireyle
SF perflizyonunun ardindan % 10 formaldehit i¢eren soliisyon ile 5 dk siireyle organ
perfiizyonu saglandi. Bu islemlerin ardindan kraniyum agilarak beyin dokusu
cikarildi ve Orneklerin bir kismi TUNEL islemi i¢in % 10 formaldehit icinde
patolojik inceleme yapilacagi giine kadar bekletildi. Kaspaz aktivitesi c¢alisilacak
doku oOrnekleri ise beyin hizlica c¢ikarilarak sag serebral hemisfer, sol serebral
hemisfer olarak ayrildi, kuru buz i¢inde tutulan tiiplere konuldu ve ¢aligma giiniine

kadar -20 °C’ de kaspaz enzimatik aktivitesi ¢alisilincaya kadar saklandi.

2.1. Tunel Metodu

Beyinlerden, 10 giinliik rat atlas1 kaynak almarak hipokampal bolgeyi tam
olarak temsil eden koronal kesitler 6rneklendi. Her bir kesitte iskemik hasar olugmasi
beklenen sol hemisferin yerini belirlemek i¢in ¢entik ile isaret konuldu. % 10
Formaldehitle tespit edilen kesit drneklerinden parafin bloklar hazirlandi. Hazirlanan

parafin bloklardan 5 p kalmhginda kesitler alinarak, histokimyasal inceleme i¢in
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S7100 ApopTag® Peroxidase (Chemicon, cat no: S7101, USA) ile isleme alind1. Isik
mikroskobunda (Olympus BH-2) degerlendirilerek, her bir grupta apopitotik
hiicreler sayilarak kaydedildi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris
hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma
gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk biiyiitmede
rastgele segilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik

hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks

(AI)’1 hesaplandi. Skala bar: 50pm.
Tablo 9. TUNEL boyama prosediirii

Islem Siire

1 60°C etiiv Bir gece

2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika

5  Kaesitlerin gevreleri sinirlayict kalem ile ¢izilir. L

6  1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksidaz blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika

9 PBS 3X5 dakika
10  Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11  Calisma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 60 dakika

37°C’de

12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...
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2.2. Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 Olciim Yontemleri

Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 enzimleri ¢alisma kitlerinde agiklandigi
prosediire uygun bicimde yapildi. Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 enzimleri 6l¢iimii
icin sirasi ile Kaspaz 3 Colorimetric Assay Kit (Biovision/K106-100,USA), Kaspaz 8
Colorimetric Assay Kit (Biovision/K113-100, USA) ve Kaspaz 9 Colorimetric Assay
Kit (Biovision/K119-100,USA) kullanildi. Protein spefisik antikorlarin baglanmasi
ve bu proteinlerin tespiti i¢in sirasiyla Kaspaz 3 inhibitor (Q-DEVd-Oph, 1 mg
Biovision/1175-1, USA), Kaspaz 8 inhibitor (Q-IETD-OPh, 1 mg Biovision/1176-1,
USA) ve Kaspaz 9 inhibitor (Q-IETD-OPh, 1 mg Biovision/1177-1, USA) kullanild:.
Yontemlerin prensibi kromofor p-nitroanilitin (pNA), isaretlenmis IETD (Ile-Glu-
Thr-Asp)-pNA substratindan kirilmasi ile spektrofotometrik olarak 6l¢iim esasina
dayanmaktadir. p-nitroanilid miktar1 spektrofotometrede 405 nm’ deki absorbans

degeri dlciilerek (ELX 800, Biotek, Tiirkiye) tayin edildi.

2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Tedavi ve kontrol grubunda yer alan ratlarin 6zellikleri ve sonuglar hazir
istatistik ~ programi  SPSS  version 22.0 ile degerlendirildi. Sonuglarin
degerlendirilmesinde Mann Whitney U testi ve ki-kare analiz yontemleri kullanildi.
Kontrol ile tedavi gruplar1 arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; genel hata orani
o= 0,05 te tutulabilmesi i¢in her bir karsilastrmada 6nemlilik seviyesi a/k olarak
almd1 (k=karsilastirma sayis1). P degeri 0.05° den kiigiik olarak saptandiginda
anlamli farklilik oldugu kabul edildi.
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3. BULGULAR

Yenidogan ratlarin ortalama agirliklar1 10.3 £ 2.3 (7.2-15) gr olup gruplar
arasinda cinsiyet ve agirlik acisindan istatistiksel farklilik yoktu (p>0.05). Grup 4’ te
bir rat iglemler tamamlanmadan eksitus oldu. Bundan dolay1 Allopiirinol+Likofelon
grubu 6 adet rattan olustu. Diger gruplar 7° ser adet rattan olusmaktaydi. Calisma
grubundaki ratlardan alinan sag ve sol serebral hemisferlerde kaspaz-3, kaspaz-8 ve
kaspaz 9 enzimatik aktivitelerine ek olarak TUNEL metodu ile apopitotik indeks
calisildi.

Elde edilen degerlerin hem grup i¢inde, hem de gruplar arasinda farki olup
olmadig istatistiksel olarak degerlendirildi.

Gruplarin 405nm optik dansitede Olciilen sol ve sag hemisfer kaspaz-8
aktiviteleri Tablo 10’ da verildi.

Gruplarin kendi i¢inde sol ve sag hemisfer kaspaz-8 aktiviteleri arasinda
istatistiksel farklilik saptanmadi (p>0,05).

Sham grubundaki ratlarin sol ve sag hemisfer kaspaz-8 aktiviteleri, kontrol
grubundaki ratlarin kaspaz-8 aktivitelerine gore belirgin diisiikk bulundu (p < 0,05).

Sham grubundaki ratlarin sol ve sag hemisfer kaspaz-8 aktiviteleri ile
likofelon grubu ve allopiirinol+likofelon grubu ratlarin sag ve sol serebral hemisfer
kaspaz-8 aktiviteleri arasinda farklilik saptanmadi (p > 0,05).

Kontrol grubundaki ratlarin sag ve sol serebral hemisfer kaspaz-8 aktivitesi,
likofelon grubu ve allopiirinol+likofelon grubu ratlarin sag ve sol serebral hemisfer
kaspaz-8 aktivitesine gore belirgin yiiksek bulundu (p <0,05).

Likofelon grubunun sol hemisfer kaspaz-8 aktivitesi, allopiirinol+likofelon
grubu sol hemisfer kaspaz-8 aktivitesine gore belirgin diisiik bulundu (p < 0,05).
Likofelon grubu sag hemisfer kaspaz-8 aktivitesi ile allopiirinol+likofelon grubu sag

hemisfer kaspaz-8 aktivitesi arasinda farklilik yoktu (p > 0,05).
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Tablo 10. Calisma grubundaki ratlarin sol ve sag serebral kaspaz-8 aktiviteleri

(405nm optik dansite)

CALISMA GRUPLARI  Kaspaz-8 Sag Serebral Kaspaz-8 Sol P DEGERLERI
Hemisfer Serebral Hemisfer
Ort+ SS Ort+ SS

Kontrol 0,35+£0,1 # n 0,36+£0,08 # n 0,89

Sham 0,19+0,04 u 0,18+0,07 p 0,68

Likofelon 0,08+0,02 a u# 0,09+0,03 a u# 0,89

Allopiirinol+Likofelon  0,13+0,04 u# a 0,22+0,05 p# a 0,06

#: Kontrol grubu ile likofelon grubu ve allopiirinoltlikofelon grubu sag ve sol serebral hemisfer
kaspaz-8 aktiviteleri arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p < 0,05).

p: Sham grubu ile kontrol grubu sag ve sol hemisferler kaspaz-8 aktiviteleri arasinda istatistiksel
farklilik saptandi (p < 0,05). Sham grubu ile likofelon grubu ve allopiirinol+likofelon grubu ratlarin
sag ve sol serebral hemisfer kaspaz-8 aktiviteleri arasinda farklilik saptanmadi (p > 0,05).

a: Likofelon grubu sol hemisfer kaspaz-8 aktivitesi, allopiirinol+likofelon grubu sol hemisfer kaspaz-
8 aktivitesi arasinda istatistiksel farklilik bulundu (p < 0,05). Likofelon grubu sag hemisfer kaspaz-8
aktivitesi ile allopiirinol+likofelon grubu sag hemisfer kaspaz-8 aktivitesi arasinda farklilik yoktu (p >
0,05).

Gruplarin 405nm optik dansitede 6lgiilen sol ve sag serebral hemisfer kaspaz-
9 aktiviteleri Tablo 11’ de verildi.

Gruplarin kendi i¢cinde sol ve sag serebral hemisfer kaspaz-9 aktiviteleri
arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi (p>0,05).

Sham grubundaki ratlarin sol ve sag hemisfer kaspaz-9 aktiviteleri, kontrol
grubundaki ratlarin kaspaz-9 aktivitelerine gore belirgin diisiik bulundu (p < 0,05).

Sham grubundaki ratlarin sol ve sag hemisfer kaspaz-9 aktiviteleri ile
likofelon grubu ve allopiirinol+likofelon grubu ratlarin sag ve sol serebral hemisfer
kaspaz-9 aktiviteleri arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi (p > 0,05).

Likofelon grubu ratlarin sol ve sag serebral hemisfer kaspaz-9 aktivitesi
kontrol grubu ratlarin sol hemisfer kaspaz-9 aktivitesine gore diisiik bulundu (p <
0,05).

Allopiirinol+likofelon grubu ratlarin sol serebral hemisfer kaspaz-9 aktivitesi
ile kontrol grubu ratlarin sol serebral hemisfer kaspaz-9 aktivitesi arasinda
istatistiksel farklilik saptanmadi (p > 0,05). Allopiirinol+likofelon grubu ratlarin sag
serebral hemisfer kaspaz-9 aktivitesi, kontrol grubu ratlarin sag serebral hemisfer
kaspaz-9 aktivitesine gore diisiik bulundu (p < 0,05).

Likofelon grubu ratlarin sol serebral hemisfer ve sag serebral hemisfer
kaspaz-9 aktivitesi Allopiirinol+Likofelon grubu ratlarin sol ve sag serebral hemisfer

kaspaz-9 aktivitesine gore diisiik bulundu (p < 0,05).
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Tablo 11. Calisma grubundaki ratlarin sol ve sag serebral kaspaz-9 aktiviteleri

(405nm optik dansite)

CALISMA GRUPLARI  Kaspaz-9 Sag Serebral Kaspaz-9 Sol P DEGERLERI
Hemisfer Serebral Hemisfer
Ort+ SS Ort+ SS

Kontrol 0,40+0,13# n 0,34+0,06# n 0,5

Sham 0,22+0,05 n 0,19+0,08 n 0,5

Likofelon 0,09+0,007 a# p 0,10£0,05 a# p 0,71

Allopiirinol+Likofelon  0,21+0,07 a# n 0,27£0,12 a# p 0,46

#: Kontrol grubu ile likofelon grubunun sag ve sol hemisfer; allopiirinol+likofelon grubunun ise sag
serebral hemisfer kaspaz-9 aktiviteleri arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p < 0,05). Kontrol
grubu sol hemisfer kaspaz-9 aktivitesi ile allopiirinol+likofelon grubu sol hemisferleri arasinda fark
yoktu (p > 0,05).

p: Sham grubu ile kontrol grubu sag ve sol hemisferler kaspaz-9 aktiviteleri arasinda istatistiksel
farklilik saptandi (p < 0,05). Sham grubu ile likofelon grubu ve allopiirinol+likofelon grubu ratlarin
sag ve sol serebral hemisfer kaspaz-9 aktiviteleri arasinda farklilik saptanmadi (p > 0,05).

o: Likofelon grubu ratlarin sol ve sag serebral hemisfer kaspaz-9 aktivitesi allopiirinol+likofelon
grubu ratlarin sag ve sol serebral hemisfer kaspaz-9 aktivitesine gore farklilik bulundu (p < 0,05).

Gruplarin 405nm optik dansitede 6lgiilen sol ve sag serebral hemisfer kaspaz-
3 aktiviteleri Tablo 11’ de verildi.

Gruplarin kendi i¢cinde sol ve sag serebral hemisfer kaspaz-3 aktiviteleri
arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi (p>0,05).

Sham grubundaki ratlarin sol ve sag hemisfer kaspaz-3 aktiviteleri, kontrol
grubundaki ratlarin kaspaz-3 aktivitelerine gore belirgin diisiik bulundu (p < 0,05).

Sham grubundaki ratlarin sol ve sag hemisfer kaspaz-3 aktiviteleri ile
likofelon grubu ve allopiirinol+likofelon grubu ratlarin sag ve sol serebral hemisfer
kaspaz-3 aktiviteleri arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi (p > 0,05).

Likofelon grubu ratlarin sol ve sag serebral hemisfer kaspaz-3 aktivitesi
kontrol grubu ratlarin sol hemisfer kaspaz-3 aktivitesine gore diisiik bulundu (p <
0,05).

Allopiirinol+likofelon grubu ratlarin sol serebral hemisfer kaspaz-3 aktivitesi
ile kontrol grubu ratlarin sol serebral hemisfer kaspaz-3 aktivitesi arasinda
istatistiksel farklilik saptanmadi (p > 0,05). Allopiirinol+likofelon grubu ratlarin sag
serebral hemisfer kaspaz-3 aktivitesi, kontrol grubu ratlarin sag serebral hemisfer
kaspaz-3 aktivitesine gore diisiik bulundu (p < 0,05).

Likofelon grubu ratlarin sol serebral hemisfer ve sag serebral hemisfer
kaspaz-3 aktivitesi Allopiirinol+Likofelon grubu ratlarin sol ve sag serebral hemisfer

kaspaz-3 aktivitesine gore diisiik bulundu (p < 0,05).
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Tablo 12. Calisma grubundaki ratlarin sol ve sag serebral kaspaz-3 aktiviteleri

(405nm optik dansite)
CALISMA GRUPLARI  Kaspaz-3 Sag Serebral Kaspaz-3 Sol P
Hemisfer Serebral Hemisfer DEGERLERI
Ort+ SS Ort+SS
Kontrol 0,34+0,11# n 0,35+0,094 n 0,68
Sham 0,18+0,05 n 0,17+0,06 n 0,34
Likofelon 0,08+0,02 p# a 0,09+0,03 p# a 0,5
Allopiirinol+Likofelon  0,17+0,03 p# a 0,24+0,08 u# o 0,14

#: Kontrol grubu ile likofelon grubunun sag ve sol hemisfer; allopiirinol+likofelon grubunun ise sag
serebral hemisfer kaspaz-3 aktiviteleri arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p < 0,05). Kontrol
grubu sol hemisfer kaspaz-3 aktivitesi ile allopiirinol+likofelon grubu sol hemisferleri arasinda fark
yoktu (p > 0,05).

p: Sham grubu ile kontrol grubu sag ve sol hemisferler kaspaz-3 aktiviteleri arasinda istatistiksel
farklilik saptandi (p < 0,05). Sham grubu ile likofelon grubu ve allopiirinol+likofelon grubu ratlarin
sag ve sol serebral hemisfer kaspaz-3 aktiviteleri arasinda farklilik saptanmadi (p > 0,05).

o: Likofelon grubu ratlarin sol ve sag serebral hemisfer kaspaz-3 aktivitesi allopiirinol+likofelon
grubu ratlarin sag ve sol serebral hemisfer kaspaz-3 aktivitesine gore diisiik bulundu (p < 0,05).

10x40 giicteki 151k mikroskobunda bakilarak hesaplanan sol ve sag serebral
hemisfer apopitotik indeksleri Tablo 13’ te verildi.

Gruplarin kendi icinde sol ve sag serebral hemisfer apopitotik indeksleri
arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi (p>0,05).
Sham grubundaki sag ve sol srebral hemisfer apopitotik indeks yiizdesi kontrol grubu
sag ve sol serebral apopitotik indekslerine gore belirgin diisiiktii (p<0,05).
Sham grubu sag hemisfer apoitotik indeksi ile likofelon grubu sag hemisfer ve
alloptirinol+likofelon grubu sag hemisfer apopitotik indeksleri arasinda istatistiksel
farklilik saptanmadi (p > 0,05). Sham grubu sol hemisfer apopitotik indeksi,
likofelon grubu sol hemisfer apopitotik indeksine goére anlaml diisiiktii (p < 0,05).
Sham grubu sol serebral hemisfer apopitotik indeksi ile allopiirinol+likofelon grubu
sol serebral hemisfer apopitotik indeksleri arasinda istatistiksel farklilik yoktu.

Kontrol grubundaki ratlarin sag ve sol serebral hemisfer apopitotik indeksi,
likofelon grubu ve allopiirinol+likofelon grubu ratlarin sag ve sol serebral hemisfer
apopitotik indeksine gére anlamli artmig bulundu (p < 0,05).
Likofelon grubu sag hemisfer apopitotik indeks ile allopiirinol+likofelon grubu sag
hemisfer apopitotik indeksleri arasinda farklilik yoktu (p < 0,05). Likofelon grubu
sol hemisfer apopitotik indeksi, allopiirinol+likofelon grubu sol hemisfer apopitotik

indeksine gore anlamli artmist1 (p < 0,05).
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Tablo 13. Calisma grubundaki ratlarin sol ve sag serebral apopitotik indeksleri

Calisma gruplari Apopitotik indeks Sag  Apopitotik indeks P Degerleri

Serebral Hemisfer Sol Serebral

Ort+ SS Hemisfer

Ort+ SS

Kontrol 24,25+4,5#n 12,75+1,7#p 0,68
Sham 2,25+0,95a, 2,75+1,7a 0,65
Likofelon 6,75+1,70#n 1,75+0,95#n 0,05
Allopiirinol+Likofelon  3,25+1,25#na 2,75+0,95#na 0,15

#: Kontrol grubu ile likofelon grubu ve allopiirinol+likofelon grubu sag ve sol serebral hemisfer
apopitotik indeksleri arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p < 0,05).

p: Sham grubu ile kontrol grubu sag ve sol hemisferler apopitotik indeksleri arasinda istatistiksel
farklilik saptandi (p < 0,05). Sham grubu sol hemisferler ile likofelon grubu sol hemisferlerin
apopitotik indeksleri farkli bulundu(p < 0,05). Sham grubu ile allopiirinol+likofelon grubu ratlarin sag
ve sol serebral hemisfer apopitotik indeksleri arasinda farklilik saptanmadi (p > 0,05). Sham grubu ile
likofelon grubu ratlarin sag serebral hemisfer apopitotik indeksleri arasinda farklilik saptanmadi (p >
0,05).

a: Likofelon grubu sol hemisfer apopitotik indeks, allopiirinol+likofelon grubu sol hemisfer
apopitotik indeks arasinda istatistiksel farklilik bulundu (p < 0,05). Likofelon grubu sag hemisfer
apopitotik indeks ile allopiirinol+likofelon grubu sag hemisfer apopitotik indeks arasinda farklilik
yoktu (p > 0,05).

Sekil 5. Kontrol grubunda ¢ok sayida goriilen TUNEL pozitif boyanan apopitotik
hiicreler (10x40).
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L=50.000um

Sekil 6. Allopiirinol+ Likofelon grubunda azalmis sayidaki apopitotik
hiicreler(10x40).

L=50.000um

Sekil 7. Likofelon grubunda belirgin sayida azalmis apopitotik hiicreler(10x40).
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L=50.000um

&,

Sekil 8. Sham grubunda az sayida TUNEL pozitif boyanan apopitotik hiicreler
(10x40).
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4. TARTISMA

Perinatal ve neonatal bakimda mevcut ilerlemelere ragmen kalic1 ndrolojik
sekellerin en sik nedeni olarak gosterilen hipoksik-iskemik beyin hasari, kadin
dogum hekimleri ve yenidogan uzmanlarini ugrastiran yenidoganin Onemli
sorunlarindan  biridir (24). HIE, hipoksi-iskemi anindan itibaren baslayan
resusitasyon ve ardindan gelisen iyilesme doneminde de devam eden bir siirectir.
Akut fazda selektif ndronal nekroz veya infarkt seklinde gozlenen doku zedelenmesi,
ndron, glia ve endotel hiicre yapisinin bozulmasiyla devam eder. Infarkt alanina en
yakin lokasyonda bulunan néronlarda nekroz ya da programlanmis hiicre oliimii
(apopitozis) gelisir (29).

Nekrozun gerceklestigi hiicrede hasarin Oniine ge¢mek miimkiin degilken
infarkt cevresinde devam eden hasar siirecini engellemek bu donemde meydana
gelen biyokimyasal olaylar1 bilmekle miimkiindiir. Son caligmalarda *’Terapotik
Pencere”’ siirecine vurgu yapilmistir. Bu dénem HI olay ile hiicre dliimii arasindaki
latent donemi ifade eder. Yenidogan bir bebekte bu siire 6 ile 12 saat arasinda
degismektedir (24). Bu donemde gergeklesen ve hiicre Oliimiine sebep olan
molekiiler olaylar zincirinin sonlandirilmasi klinikte oldukga yararhdir (62).

Eksitator aminoasit antagonistleri, serbest radikal baglayici ajanlar, kalsiyum
kanal blokerleri, nitrik oksit sentaz inhibitorleri gibi tam olarak etkinligi
kanitlanmamis farmakolojik yOntemler ve hafif hiperkapni, hipotermi gibi
farmakolojik olmayan yontemlerin ciddi beyin hasarini 6nledigine yonelik giicli
veriler olmasina ragmen temel tedavi basamagi olarak kullanimlar1 tartismalidir (24).

Serbest radikaller biyokimyasal olarak yiiksek diizeyde reaktif molekiillerdir.
Buna ek olarak yenidogan beyni yiiksek lipid icerigi, diisiik antioksidan enzim
kapasitesi ve yogun mitokondriyal oksidatif fosforilasyon kullanimi nedeniyle
oksidatif hasar karsisinda daha duyarhidir (119). Bundan dolay1 oksidatif stres ve
ortaya cikan serbest radikallere bagli beyin hasarmin engellenmesine yonelik
calismalar ¢ok daha biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu sebeple calismamizda daha oOnce antiinflamatuar etkisi kanitlanmis,
oksidatif stresi ve buna bagli ortaya c¢ikan serbest radikal etkisini minimuma
indirebilecek bir ajan olan likofelon kullamildi. Boylelikle kaspaz aktivtesinin

azalacag1 ve apopitotik siirecin engellenebilecegi ongoriildii. Yine serbest radikaller
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icin onemli bir kaynak olan hipoksantin metabolizmasinda ksantin oksidaz inhibitorii
olan allopiirinol ¢calismamiza dahil edildi.

Mevcut calismalar kombine COX/LOX inhibitorlerinin prostoglandin,
lIokotrien ve tromboksan sentezini inhibe ettigini buna bagl gii¢lii antiinflamatuar
etkisini gostermektedir. Dual inhibisyon sonucu kuvvetli antiinflamatuar etki
goriilmiistiir. 5-LOX ve COX inhibitorlerinin kombinasyonu hem iki simif ilacin tek
basina kullanilislarindan daha efektif olacak, ayrica her iki enzimin tek bir ilacla
inhibisyonu ile yiiksek doz maruziyetinden ve ila¢ etkilesimlerinden kag¢inilmis
olunacaktir. Bu konuda Faz 3 asamada bulunan Likofelon umut kaynagi olmustur.

Hipoksik-iskemik beyin hasari, hiicresel seviyede oksidatif metabolizmanin
anaerobik metabolizmaya kaymasmin sonucu olarak baslar. Glikozun anaerobik
yoldan yikimina bagl olarak hiicrede NADH, FADH gibi rediikte ajanlar ile laktik
asit ve hidrojen iyonlar1 birikmeye baglar. Hiicrenin enerji gereksinimini
karsilayamayan anaerobik glikoliz, ATP gibi yiiksek enerjili fosfat rezervlerini
tilkketmeye baglar. Buna bagli olarak hiicreler arasinda iyon gecisini saglayan ATP
bagimli pompa fonksiyonlari bozulur. Hiicre igerisinde Na™, Ca™, CI ve su birikir.
Bunun sonucu sitotoksik 6dem olusur. Hipoksi-iskemi ayrica glutamat gibi
eksitotoksik aminoasitlerin akson terminallerinden salinimini saglar. Glutamat
salmimi sonucu glutamat hiicre reseptdrleri aktifleserek Na™ ve Ca™ iyonlarmin
hiicre i¢ine girmesine neden olur. Hiicre membrani fosfolipitlerinin turnoverinin
artmasia bagli olarak aragidonik asit metabolizmasmin da etkisiyle sitozol i¢erisinde
serbest yag asitleri birikir. Sonrasinda mitokondri igerisinde devam eden indirgenme
reaksiyonlarinin sonucunda meydana gelen serbest oksijen radikalleri, membran
fosfolipitlerinin peroksidasyonuna yol agar. Bunlarin yaninda hiicre i¢i sigsme
hidrotoksik siire¢ gelisir. Aciga ¢ikan serbest radikallerin etkisiyle instrinsik
apopitotik yol (kaspaz-9), ekstrinsik apopitotik yol (kaspaz-8) ve ortak yol (kaspaz-3)
aktifleserek hiicre 6liimiinii gergeklestirirler.

Hipoksik-iskemi sonrasi hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artmasiyla
fosfolipaz A’ nin aktive oldugu, membran fosfolipidlerinin yikilmasiyla hiicrede
aragidonik  asid  biriktigi, siklooksijenaz ve lipooksigenaz enzimlerinin
aktivasyonuyla prostoglandinler, 16kotrienler, tromboksan A2 ve beraberinde serbest

oksijen radikallerinin agiga ¢iktig1 bilinmektedir. HI asamasinda anaerobik
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metabolizma sirasinda iretilen hipoksantinin yikimi esnasinda olusan serbest
radikaller hipoksik-iskemik olayin ana hasarlayici bilesenlerindendir. Buna ek olarak
arasidonik asitten prostoglandin ve l6kotrien sentezi sirasinda ortaya ¢ikan siiperoksit
radikali de reperfiizyon fazinda yiiksek diizeyde reaktif hidroksil radikaline doniisiip
hiicre hasarma neden olmaktadir (118-121).

Son yillarda yapilan epidemiyolojik ve deneysel calismalarda, Ozellikle
prematiire bebeklerde inflamasyon, periventrikiiler l6komalazi ve serebral palsi
arasindaki yakin iliski ortaya konmustur (2). Eriskin ve immatiir kemirgen
hayvanlarda HI sonrasinda beyinde IL-1 ve TNF-a gibi sitokinlerin ortaya ¢iktig
gosterilmistir (79). Bu sitokinlerin NOS-2 (iNOS) enzimini uyarmalarmin yani sira
siklooksijenaz-2 (COX-2) enziminin de uyarilmasini saglayarak NO ve prostaglandin
sentezine neden olduklar1 bilinmektedir. COX-2 ve iINOS enzimleri islevleri
bakimindan birbirine oldukca benzemektedir. Hipoksi-iskeminin sebep oldugu
inflamatuvar sitokinlerin agiga ¢ikmasi ile iINOS ile ayn1 donemde COX-2 kaskadi
aktive olur (69).

Kalsiyumdan bagimsiz hiicre i¢i sistein proteaz sinifinin en 6nemli bé limiinti
kaspazlar olustururlar. Bu endojen proteazlar inaktif olarak hiicre sitoplazmasinda
yer alirlar ve bircogu proapoptotiktir. Kaspaz-9 aktivitesi bcl-2 ailesince diizenlenir.
Kaspaz-2 ve kaspaz-8 ise TNF-a gibi inflamatuar sitokinler tarafindan aktive edilir.
Kaspaz-8 ve kaspaz-9 apopitozisi baslatan kaspazlardir. Kaspaz-3 ise apopitozisi
yiiriiten kaspazlardan biridir. Ek olarak kaspaz-3 DNA hasarlanmasinda DNA
fragmantasyonuna sebep olur.

Mitokondri normal sartlarda ATP olusturmak iizere sitokrom-c igerir. Hipoksi
gibi mitokondrial stres durumlarinda serbest kalan sitokrom-c apopitotik hiicre
Olimiine sebep olan kaspaz-3 aktivasyonu icin 6nemli rol teskil eder. Bu yolda
mitokondri aracilifiyla kontrol edilen apopitotik proteaz aktive edici faktér ve
kaspaz-9 bulunmaktadir. Kofaktor niikleotid trifosfat (d-ATP ve ATP) ile aktiflesen
sitokrom-c ve apoptotik proteaz aktive edici faktor birleserek prokaspaz-9’ u aktive
eder. Aktive kaspaz-9 da kaspaz-3° i aktive ederek diger kaspaz yolaginin
uyarilmasia sebep olur.

Kaspazlar iskemiden sonra aktiflesirler. Chen ve ark. (122) kaspaz-3’ iin

gecikmis noronal Oliime aracilik ettigini bildirmisler ve kaspaz-3 inhibitorlerinin
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hiicre 6liimii {izerine etkilerinin kaspaz-1 inhibitorlerine gore daha etkili oldugunu
bildirmislerdir. Apoptozisin efektér asamasinda 6nemli rol oynayan kaspaz-3’ iin
noronal gelisim ve hasarlanmada olduk¢a 6nemli oldugu gosterilmistir. Bu proteazin
bozulmasi1 norolojik defektlere sebep olur. Deneysel iskemi ve travmatik beyin
hasarlanmas1 sonucunda noronal hiicre 6liimiine kaspaz-3 aktivitesi destek olur. Bu
her iki hasarlanmada da kaspaz inhibitorleri sadece apoptozisi azaltmakla kalmaz. Ek
olarak hayvanlarda fonksiyonel iyilesmeye sebep olur (123, 124).

Zhu ve ark. (125) terapdtik pencere doneminde hiperbarik oksijen tedavisinin
etkisini arastirdirdilar. Hi modeli olusturulmus ratlara 6, 24, 48, 72 saat ve 1 hafta
sonra hiperbarik oksijen tedavisi uyguladilar. 14 giin sonra apopitotik indeks, kaspaz-
3, kaspaz 8, malondialdehit, NO ve HI sonrasi 28. giinde Morris water maze test
yaptilar. HI” nin 72. saatiyle karsilastirildiginda hiperbbarik oksijen tedavisi alan
grupta anlaml iyilesme gordiiler. Oksidatif stresin inhibisyonuyla beyin dokusunun
HI hasara kars1 korunabilecegini gdsterdiler. Calismamizda HI’ nin 72. saatinde
kontrol grubuyla karsilastirildiginda her 2 hemisferde kaspaz-3 ve kaspaz-8
aktivitesinde anlamli diisiis gordiik. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda her 2
hemisferde apopitotik hiicre ylizdesi anlamli azalmisti. Bunun sebebi olarak
antiinflamatuar etkiyle azalan sitokin etkisinin apopitozisi yeteri kadar
uyaramamasini diisiindiik. Ayrica burada konu olan beyin dokusunun korunmasi o
kadar giicliiydii ki kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktiviteleri sham grubu ve
likofelon grubu karsilastirildiginda aralarinda fark goriilmedi. Ek olarak oksijen
tedavisi gibi yontemlerin prematiir infantlarda oksijene bagli sik goriilen prematiir
retinopatisi gibi komplikasyonlara sebep olabilecegi akilda tutulmalidir.

Fischer ve Hornig. (126) likofelonun COX ve LOX inhibisyonundaki bir
diger etki mekanizmasi1 olarak 5-lipoksijenaz aktive edici protein inhibisyonunu
arastirdilar. Likofelonun Ca™ iyon kanallariyla aktive olan 1okositlerden iiretilen 5-
LOX firiinlerinin sentezini inhibe ettigini boylelikle gentoksik, oksidatif veya
hiperosmolar stresi engelledigini saptamislardir.

Siklooksijenaz-2 inhibisyonu ve etkileri lizerine yapilan Tutak ve ark. ile
Buccellati ve ark.” nin yaptig1 calismalarda indometazinin serebral infarkt alanini

kiigiilttigiinii saptamiglardir (127, 128).
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Liu ve ark. (129) siklooksijenaz ve bunun HIE iizerine etkilerini arastirdilar.
COX-2’nin, COX enzim tiirleri arasinda baskin oldugundan yola c¢ikarak iskemi
modeli olusturdular. Iskemi sonras1 hipokampusta COX-2 ve derivelerinin arttigini
gordiiler.  Selektif COX-2 inhibtori olan SC58125 uygulamasi sonrasi
prostoglandinler ve prostoglandinlerin potansiyel norotoksik deriveleri olan
siklopentenonlarin azaldigini gordiiler.

Tagkin ve ark. (130) nonselektif siklooksijenaz inhibitorii olan indometazinin
Kaspaz-3, Kaspaz-8, glutatyon ve lipit peroksidasyonunu tespit etmek i¢in dnemli bir
belirteg olan malondialdehit seviyeleri lizerine olan etkisini arastirdilar. Kaspaz-3,
Kaspaz-8 ve glutatyon seviyelerinde indometazin tedavisi sonrast hipoksi grubuna
gore belirgin diizelme gordiiller. Buna karsin lipit peroksidasyon belirteci olan
malondialdehitte belirgin artis saptadilar. Bu da indometazinin lipoksijenaz yoluna
etki edememesi, bununla birlikte siklooksijenaz yolunun inhibisyonuyla artan
substratin lipoksijenaz yoluna girmesi ve lipit peroksidasyonunu arttirmasi
diisiincesini 6ne siirdiiler. Calismamizda likofelon grubunda yer alan ratlarin hem HI’
ye ugrayan sol serebral hemisferlerinde hem de sadece hipoksiye ugrayan sag
serebral hemisferlerinde kaspaz-8 ve kaspaz-3 enzimatik aktivitelerinde kontrol
grubu ratlarin serebral hemisferlerindeki kaspaz aktivitesine kiyasla azalma goriildii.
Ek olarak dual inhibitér olan likofelonun hem COX hem de LOX yolagini inhibe
ederek apopitozisin yanisira lipit peroksidasyonunu ilk asamadan itibaren
engelleyebilecegini de gostermektedir.

Zuo ve ark. (131) baska bir caligmada hiicre ici reeaktif oksijen iirtinleri
iizerinde durdular. Bu {irtinlerin apopitozisi regiile ettikleri bilinmektedir. Kaspaz-9
mitokondriyal apopitotik kaskadin baslangi¢c elemanidir. Reaktif oksijen iiriinleriyle
yakin iliskilidir. Calismamizda uygulanan likofelonun HI grubundaki ratlarin hem
sag hem de sol serebral hemisferleri karsilastirildiginda kaspaz-9 aktivitesini
diistirmesi, diger bir agidan bakildiginda mitokondriyal apopitotik yolun inhibisyonu
anlamma gelir. Bdylece hiicre i¢i Ca™ seviyesinin yitkselmesi onlenerek oksidatif
stres ve hiperosmolar stresin engellemesi kuvvetle muhtemeldir.

Kumar ve ark. (132) likofelonu 14 giin boyunca oral yoldan giinliik 10
mg/kg/g (total 140 mg/kg) seklindeki dozlarda uyguladilar. Huntington hastaligi

modeli olusturulmus ratlarda likofelon tedavisi sonrasi oksidatif stres parametreleri
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ve Kaspaz-3 aktivitesinde azalma oldugunu gostermislerdir. Calismamizda likofelon
uygulanan gruplarda kaspaz-3 aktivitesinin HI uygulanan kontrol grubuna gore
distiigii tespit edildi.

Serbest radikaller icin ksantin oksidaz Onemli bir kaynaktir. Allopiirinol,
ksantin oksidaz enzimlerinin 6nemli bir inhibitorii olup, hipoksantinden ksantinin
sentezini inhibe eder ve serbest radikal siiper oksidinin olusumundan korur.

Palmer ve ark. (133) serebral hipoksi-iskemiden 15 dakika sonra allopiirinol
uygulanan geng¢ farelerin beyin hasarlarmin azaldigini saptamiglardir. Soloniuk ve
ark. (134) allopiirinol ve deforaksaminin iskemi boyunca hiicre hasarmi engelledigini
belirtmistir.  Calismamizda  Allopiirinol+Likofelon uygulanan sol serebral
hemisferlerin yer aldig1 grupta hem kaspaz-8 enzimatik aktivitesi hem de apopitotik
indeks yoniinden hipoksi-iskemi uygulanan gruba gore farklhilik tespit edildi.
Allopiirinol+likofelon uygulanan ratlarda hem sol hem de sag serebral hemisferlerde
kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktiviteleri yoniinden sham grubunun sag ve sol
serebral hemisferlerine gore farklilik olmamasi allopiirinol+likofelonun iskemi
boyunca koruyucu etkisi oldugunu desteklemektedir.

Ozcan ve ark. (135) ksantin oksidaz inhibitorii olan allopiirinol ile yaptig1 bir
baska calismada 72 mg/kg/doz allopiirinol uygulanan yenidogan ratlarda Kaspaz-3
ve Kaspaz-8 diizeylerinin hem HI grubuna hem de 48 mg/kg/doz allopiirinol
uygulanan gruba gore belirgin azaldigini saptamiglardir.

Giines ve ark. (136) asfiktik infantlarda yaptiklar1 bir caligmada serum NO
diizeyinin afiktiktik bebeklerde kontrol grubuna gére 6nemli seviyede yiiksek oldugu
ve beyin omurilik s1vis1t NO diizeyinin ensefalopatinin derecesi ile uyumlu oldugunu
bildirmisler. Ayrica allopiirinol ile tedavi edilen asfiktik yenidoganlarin serum NO
diizeylerinin diistiiglinii ve daha 1yi nérolojik sonuclarin oldugunu bulmuslardir.

Biz ise calismamizda HI uygulanan ratlarn sol serebral hemisferlerinde
kontrol grubuyla allopiirinol+likofelon grubu karsilastirildiginda kaspaz-9 ve kaspaz-
3 aktiviteleri arasinda farklilik saptanmadi. Sadece hipoksi uygulanan sag serebral
hemisferler karsilastirildiginda ise allopiirinol+likofelon uygulanan grupta kontrol
grubuna gore kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-3 enzimatik aktiviteleri belirgin diisiis
gosterdi. Apopitotik indeksler karsilastirildiginda ise hem sag§ hem de sol

hemisferlerde allopiirinol+likofelon tedavisi sonrasi apotik hiicre sayilarinda belirgin
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azalma goriildii. Allopiirinole ek olarak likofelon uygulanan grup sadece likofelon
uygulanan grupla karsilastirildiginda apopitotik hiicreler yoniinden sag srebral
hemisferler arasinda fark yokken sol serebral hemisferlere bakildiginda
allopiirinol+likofelon uygulanan grupta apopitotik hiicre yiizdesinde anlamli diisiis
vard1.

Calismamizda likofelon ile allopiirinol+likofelon uygulanan gruplar
karsilastirildiginda hipoksi-iskemi uygulanan sol serebral dokularda kaspaz-8,
kaspaz-9 ve kaspaz-3 enzimatik aktivitelerinin daha diisiik oldugu saptandi. Sadece
hipoksi uygulanan sag serebral hemisferlerde ise kaszpaz-9 ve kaspaz-3
aktivitelerinin daha diisiik oldugu saptandi. Apopitotik indeksler karsilastirildiginda
ise tam tersi bir sonug ortaya ¢ikt1.

Yenidogan infantlarda hipoksik iskemik hasar riski yliksek olan olgular:
onceden tanimlayip proflaktik tedavi uygulamak her zaman miimkiin olmamaktadir.
Hipoksik-Iskemik olay sonrasi saatlerle ifade edilen terapdtik pencere doneminde
yapilan miidahalelerin klinik olarak daha kolay uygulanabileceginden hareketle
calismamizda likofelon ve allopiirinolu olaydan hemen sonra uygulandi.

Calismamizda likofelonun dual inhibisyon mekanizmasi ile prostoglandin ve
lokotrienleri azaltarak serbest radikal oranint minimuma indirebilecegini ongoriildii.
Aldigimiz sonuglarda ise sham grubu sag ve sol serebral hemisfer kaspaz-3, kaspaz-8
ve kaspaz-9 aktiviteleri ile likofelon grubu sag ve sol serebral hemisfer kaspaz-3,
kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktiviteleri arasinda farklilik goriilmedi. Bu da antiinflamatuar
bir ajan olan bu dual etkili inhibitdr ajanin inflamatuar stokinleri azaltarak
apopitozisi azaltabilecegi gosterildi. Calismamizda hem apopitozisi baglatan
kaspazlar olan kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitesinin azalmasi hem de apopitozisin
ilerlemesinde kilit rol oynayan kaspaz-3 aktivitesinin azalmasi Onciil kaspaz
molekiillerinin inhibisyonuyla apopitozis yolagmin ilerleyememesi bunun sonucunda
da azalmis apopitotik hiicre yiizdesini aciklar nitelikteydi.

Calismamizda elde edilen verilere baktigimizda likofelonun mitokondriyal
apopitozisin onciilii olan Kaspaz-9° a ek olarak Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 enzimatik
aktivitesini hem sag serebral hemisfer hem de sol serebral hemisferlerde HI
olusturulan grubun sag ve sol serebral hemisferlerine gore anlamli diisiirdiigii tespit

edildi. Apopitotik indekslere bakildiginda HI uygulanan sol serebral hemisferlerde
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sham grubundaki apopitotik hiicre ylizdesi likofelon uygulanan gruba gére anlamli
oranda diistiktii. Bununla beraber likofelon grubundaki ratlarin sol serebral hemisfer
apopitotik hiicre yiizdeleri kontrol grubuna gore 6nemli diisiis gosterdi.

Allopiirinol+likofelon uygulanan grupta kaspaz-3 ve kaspaz-9 serebral
aktivitelerinin likofelon wuygulanan ratlarin hem sag§ hem de sol serebral
hemisferlerine gore yiliksek bulunmasi ve kaspaz-8 aktivitesinin sol serebral
hemisferlerde tek basma likofelon grubuyla karsilastirldiginda allopiirinol+likofelon
grubunda daha yiiksek olmasmin olasi1 sebepleri arasinda c¢oklu ila¢ kullaniminin
sistemik yan etkilerinin olabilecegi ve her 2 ilacin sistemik diizeyde birbirlerinin
etkilerini azaltabilecegidir.

Kontrol grubu ratlarm Hi uygulanan sol serebral hemisferlerine gore likofelon
grubu ratlar sol hemisferlerinde anlamli sayida azalmis apopitotik hiicre ytlizdesi
goze carpti. Biitlin bu bilgiler bize likofelonun inflamatuar siirecler sonucu aktiflesen
kaspazlar1 antiinflamatuar etkisi ile inhibe ettigi ve ek olarak hiicre i¢i stresi
engelleyerek Hi hasarmi azaltabilecegini gosterdi.

Allopiirinoliin  kombine edildigi gruba baktigimizda apopitotik hiicre
yiizdelerinin belirgin oranda hem kontrol grubuna gore hem de likofelon grubuna
gore azaldig1 saptandi. Bu veri ksantin oksidaz inhibitorii olann bu ajanin serbest
radikal etkisi lizerinden apopitozisi azaltabilecegini gosterdi.

Sonug olarak yaptigimiz bu calisma; likofelonun hipoksik iskemik hasar
sonrast gecikmis noronal hasari azaltabilecegini gosterdi. Ozellikle tek bagina
likofelonun kombie tedaviye gore lstiinliik saglamasi, kombine ila¢ kullanimina
bagl sistemik yan etkilerde azalmaya sebep olabilecegini de gosterdi. Ancak
likofelonun HIE tedavisinde ge¢ ndronal hasar1 dnleme ve optimal tedavi dozu ile

ilgili daha kapsamli1 caligmalara ihtiyag vardir.
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