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GIRIS

Hipoksik-iskemik ensefalopati (i) fetiis ve yenidganlarda akut mortalite ve
morbiditenin dnemli bir nedenidir (1). Asfiksi imkinsi term bebeklerde 2-4/1000
iken dguk dgzum girlikli prematir bebeklerde ise yakia %60°dir (2,3). Bunlarin
yaklasik %25’inde HE gelsmektedir (4). HE'li bebeklerin %15-20’si yenidgan
doneminde Olmektedir, yayanlarin %25-30’'unda serebral palsi, zeka gerili

0grenme guclgu ve epilepsi gibi kalici norolojik sekeller ortaggkmaktadir (5,6).

HIE'nin gelismesinde eksitator amino asit reseptorleriniriauyariimasi,
hiicre ici kalsiyum birikimi, lipid peroksidasyonuevserbest radikal Gretimi gibi
birbirleri ile iliskili bircok mekanizma rol oynamaktadir (7). Bu makamalarin
aciklanmasi ve yeni tedavi yakialarinin gelgtiriimesinde hayvan c¢aimalarinin

onemli katkisi vardir (2).

Valproik asit (VA) geng spektrumlu bir antikonvilzandir (8). Folik asitA)F
ise vucutta tek karbon gicisi olarak gorev yapan (9), eksgithde d@gumsal noral
tup defekti (NTD), gekim geriligi, bunama, myelopati, konvulsiyon gibi noérolojik
ve megaloblastik anemi gibi hematolojik belirtilggdrulen, insan vicudunda
sentezlenemeyen, diyet ile alinmasi gereken bamindir (10-14). VA'nin antifolat
aktivite goOsterdii, serum FA duzeylerini diirdigt; FA'nin ise VA'nin neden
oldugu noral tip defektlerinden ve iskelet deformitelden korudgu saptannstir.
(14-17). Fakat VA’'nin antifolat aktivitesine arakileden mekanizmalar ve NTD’de
oynadgl rol acgik deildir (14,15,16). FA'nin, VA'nin tetikledii protein dizeyi
degisikliklerini, gen sentezindeki bozulmayi ve homosisin neden oldgu oksidatif
hasari onleyerek; VA'nin neden olglu NTD’den ve teratojeniteden koruglu
disunulmektedir (14,16). Géli yayinlarda VA ve FA'nin noroprotektif etkilenden
bahsedilmektedir (8,10). AncakiEde birlikte kullanimlari ve noroprotektif etkiler
hakkinda yayinlanmibir ¢alsma yoktur.

Bu calsmada term yenidgan sican HE modelinde VA ve FA'nin tek tek ve
birlikte kullanimlari ile noroprotektif etkileri astirildi. Hipokampusun CAl ve
CAZ2-3 bolgelerinde néron kaybi glerlendirildi ve kontrol grubu ile kadastirildi.
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GENEL BILGILER

PERINATAL H IPOKSIK ISKEMIK BEY IN HASARI VE
ISKEMiK HUCRE OLUMUNUN GENEL OZELL iKLERI

Hipoksi, ¢aitli nedenlere b@i olarak kan veya beyinde oksijenin kismi olarak
azligini; iskemi, hiicre ve organlara normal fonksiyomasurdirmesi icin gerekli
kan akiminda yetersigii (5); anoksi, oksijenin tam yok#unu; asfiksi ise ilerleyici
bir hipoksemi (kanda oksijen miktarinin azalmasi Wiperkarbiye (kanda
karbondioksit miktarinin artmasi) neden olan pléserveya pulmoner gaz

degisiminin azalmasi veya durmasi anlamindadir (1,5).

Yenidaganda go6rulen ensefalopati veya konvilziyonlaringucoperinatal
olaylardan kaynaklanmaktadir. Ensefalopatili teremiggzanlarin beyin manyetik
rezonans goruntileme (MRG) ve otopsi bulgulari, ¥680 akut beyin hasarina
bagli, [1%1’inin prenatal hasarlanma ve %3’Untn hipoksi-skéisinda bir nedene

bagli olarak gelstigini dusindirmektedir (5).

HIE yenidganlarda kalici beyin hasarinin en 6énemli nedeni@rl8).
Meydana gelen sekonder norolojik bozukluklarin topsal maliyeti oldukca
ylksektir (18). Bebgn gebelik haftasi hipoksik-iskemik {Hbeyin hasarinin néro-
patolojik gérinimunt belirleyen en 6nemli kriteden biridir (1,18). Fetis, hafif ve
orta derecede hipoksiye oldukca direnclidir. Otaede hipokside beyin perfliizyonu
surddrdlir, ancak hipoksi haftalarca devam edeesiésfle blylime gerdii ortaya
cikar. Bu sure daha da uzarsa hicresel fizyolopitténl(gli bozan metabolik asidoz
gelisir. Siddetli hipokside beyin bdlgesel kan akimindgsisi&likler ortaya cikar;
ancak, beyin metabolizmasini surdurecek yeterlijekis elde edebilir. Miyokard
fonksiyonlarinda bozulma olursa kalp debisi azahrbeyinde dokamin az oldgu
alanlarda hasar ortaya cikar (1). Fetlsun hipokdoglesimsal cevabi, bdangicta
kalp debisini arttirarak butin organlara giden lkdmmini arttirmakseklinde olur.
Bradikardi gelsir, kan basinci yikselir. Hipoksiddetli olup suresi uzar ise kan
dolasimi yeniden dizenlenir (redistribisyon). Duktus agrs, duktus arteriosus ve

foramen ovale yoluylaantlar ortaya cikar. Beyin, kalp ve adrenal benleiolgimi



surdurulmeye c¢alilir. Cilt, kaslar, akaterler, bobrekler, karager ve bgirsaklarin
dolasimi ise kisitlanir. Bu organlara ait bulgular odagikar (1,3,5,19). Uzayan
hipoksi ve metabolik asidoz, myokard fonksiyonldarbozulmaya ve kalp debisinin
azalmasina neden olur. Kan basingedjibeyinde iskemi ve Hasar meydana gelir.
Sonugta hipoksinin Uzerine iskeminin eklenmesi béyin hasari ortaya cikar (3,4).
Hi olaylardan sonra beyin hasarinin néro-patolojikild@ini hiicresel duyarlilik,
matirite, bolgesel damarlanma, bélgesel hassdsiloksik-iskemik yaralanmanin
tipi ve diger bazi faktdrler (dgum esnasinda annenin vicut isggldetli fetal aclik,

sepsis, ikiz bebek) belirler (1,3).

HIE, semptom ve bulgulara gore hafif, ortasideletli olarak siniflandirilir (1).
Hafif HIE'li bebeklerde ciddi gejimsel sekel neredeyse hi¢c gihaz (1). Orta
derece HE'li infantlarin %10’u o6lir. Yaayanlarin %30'unda sakatliklar ortaya
cikar.Siddetli HIE'li bebeklerin %60’1 6lur ve ygyanlarin ¢gu engellidir (20).

HI olaydan sonra hiicre 6lumushea nekroz ve apopitozis (programlagmi
hicre olumid) olmak Uzere iki farkli mekanizma ilergeklamektedir. Siddetli
hasarlanma nekroz ile sonuclanirken hafif hasaréaapopitozis ile sonuclanabilir.
Nekroz pasif bir sirectirinflamatuvar mekanizmalar aktive olur. Hiicsaer,
organelleri bozulur, membran butugilii kaybolur ve en sonunda hicre olir.
Apopitozis ise aktif bir strectir. Hicre buziluekgrdekte piknoz (hiicre cekirgie
ve kromatin kitlesinin buzulmesi) ggili, kromatin ygunlasir, genomik parcalanma
ortaya cikar ve en sonunda hucre olur. Bu olaylanlamatuvar mekanizmalar yer
almaz (21).iskemik alanin merkezinde nekrotik hiicre élimu badiki Iskemik
penumbradakis{ddetli iskemik alana bigik kismi iskemik alan) hiicre populasyonu
ise nekrotik ve apopitotik hicre kamindan olgur. Daha uzaktaki hicreler ise
apopitozis ile olur. Apopitozis ayni zamanda sdnSmir sisteminin gelimi
esnasinda normalde var olan homeostatik bir siirégti Hi harabiyetin olgtugu
esnada erken veya primer hiicre 6lumu (nekrotikehdtiimi belirgin), H olaydan
bir middet sonra gecikmiveya sekonder hicre o6lumu (apoptotik hiicre 6limu
belirgin) ortaya cikar. Sekonder hicre 6lumu 8-@dtte en belirgindir ve bir stre
daha devam eder (1,3).



Caligsmalar hipokampusun CA1l boélgesindeki piramidal néaon iskemiye
secici duyarhlgl oldugunu gosternstir. Bu durum “eksitotoksik hipotez” ile
acliklanmaktadir. Hucre gnda biriken eksitator (uyaricl) aminoasitler hicre
olimine neden olmaktadir (22,23). Hayvansgadlarinda bg dakika stiren global
iskeminin dger hiicre populasyonlarini etkilemezken, hipokampuSAl piramidal
hicrelerinin hemen hemen tamaminda gegikimiicre 6limuine neden olgly yirmi
dakikalik global iskeminin ise gyrus dentatus gtanihicreleri ve CAl
interndronlar1 Gzerinde neredeyse hic etkisi olneazkCA3 ndronlarinda hicre
olumine neden oldw gosterilmgtir (24). Farkh yayinlarda, tek tarafli iHoeyin
hasarinin olgmasi igin, hipoksi suresinin hayvanin cins ve gkl olarak 30
dakika ile 2,5 saat arasindagden sirelerde olmasi gerektbelirtiimektedir (25).
Hipoksi-iskemiden sonra néron dlimine neden oladreemli mekanizma glutamat
eksitotoksisitesidir (25,26). Glutamat reseptorivagyonuna bgli beyin hasarina
Ozellikle hipokampus duyarhdir (27).

BEYIN KAN AKIMI (BKA)

Beyin kanlanmasinin buyidk bir kismini internal kéwarterler ve vertebral
arterler sglar. Az miktarda kan da anterior spinal arter drgigla goétaralar. (28).
Beyin perfizyonu oldukca yiksek akimlidir. BKA agillasyon ile guvenli
sinirlarda surddrdlur. Otoregulasyona neden olaariupeyin perfizyon basinci
(BPB)'dir (29). Normal BPB 70-80 mmHg'ditskemi icgin kritik gik deger ise 30-
40 mmHg'dir (30). Sistemik kan basincindaki ggeliklere cevap olarak
arteriollerdeki cap dasiklikleri ile beyin damar direnci ve BKA ayarlan(28).
Sistemik kan basinci azalinca arteriollerde vaatalilyon, artar ise refleks
vazokonstriksiyon ortaya cikar ve beyin damar gétarunur. (28) BKA muskaiiler,
metabolik ve ndrojenik kontrol olmak Uzere (¢ farkmekanizma ile
dizenlenmektedir (28). BKA'daki d@sikliklerin metabolik gereksinimlere uygun
olarak nérojenik mekanizmalarla ghatildigina ve bolgesel kimyasal faktorlerle
surdurdldigiine inaniimaktadir (31).

BKA istirahatte gri madde icin 90 ml/100g/dakikagylaz madde icin 20
ml/100g/dakika, beyin geneli icin 50 ml/100g/dakdea (30). Beyin hiicreleri; BKA



10 ml/100g/dakika dizeyine inginde 3 saatte olur, 5 ml/100g/dakika duzeyine
indiginde ise 30 dakikada 6lur (30).

Yetiskinlerde beyin kan akiminin normal sinirlarda siitgbilmesi icin
ortalama arteriyel kan basincinin alt siniri 60 ngntst sinirt 140 mmHg olmalidir
(Sekil 1). Bazi cahmalarda sglikh yetiskinlerdeki kritik nihai kan basincinin alt
sinirt Critical closing presureyaklasik 30 mmHg saptanrtir (28).

Beyin kan akimi (ml/100g/dakika)

60 140
Ortalama arteriyel kan basinci (mmHg)

Sekil 1: Yetiskinlerde arteriyel kan basinci-beyin kan akignig (28).

Yenidaganlarda BKA’nin normal sinirlarda sidrdurtlmesi igialama arteriyel kan
basincindaki alt sinir yaldk 30 mmHg'dir; ancak st sinir bilinmemektedir.ithr

nihai kan basincinin alt siniri ise 23+11 mmHg(8R).

Beyin mikrodolasiminin diizenlenmesi

Astrositler boélgesel beyin kan akimini noronlarktiateleri dogrultusunda
ayarlarlar. Bu durum astrositler tarafindan glutamatulumu aracifii ile
gerceklatirilir. Glutamat uyarisi ile C4 salimminin, fosfolipaz A ve
siklooksijenazi (COX) aktive efii, bu sayede prostaglandin dretimi ve salinimini
gerceklatirdigi dusunulmektedir. COX-2 aktivasyonu ve prostaglandin (EGE)
salinimi astrositlerin belirgin 6zelldir (33). PGER vazodilatorbir ajandir (28).
Beyin sapindaki raphe cekirdeindeki néronlardan salgilanan serotonin

mikrovaskilerite tGzerinde vazokonstruktor etkiyhiptr (28).

BEYIN METABOL IZMASI

BKA, beynin metabolik aktivitesi ile dwudan ilgkilidir (29). Beyin birim
agirhk basina dger vicut dokularina gore daha fazla enerji tikg0). Agirhgin
%2’si kadar olmasina gmen (34) kalp debisinin yakigk %215-20’sini alir (28).
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Beyin metabolik hizi (BMH) vicut isisi ile gaudan ilskilidir. Vicut 1sisinin
yukselmesi beyin metabolik gereksinimini ve BKA'grttirmaktadir (29). Beyin,
viicuda giren oksijenin %20-25'sini kullanir (28,3Beynin oksijen i¢cin metabolik
hizi (BMHQO,) oldukca yluksektir ve beyin dokusunda @zervi yoktur (35). Gri
cevherde oksijen icin beyin metabolik hizi (Gri kew BMHG,) 3 ml/100g/dakika,
beyaz cevherde oksijen icin beyin metabolik hizeydr cevher BMHgE 1
ml/100g/dakika’dir (30). Bazajartlarda beyinde kullanilan enerjinin %60’ &' -
ATPaz iyon pompasinda yakit olarak kullanilir. Bayede hicre ici ve hicresdi
iyon gradienti (farklilgl) sdrduralir. Normal kaullarda beynin metabolik yakiti
sadece glukozdur. Glukoz beyin kapillerlerinde keyin bariyerini GLUT 1
(Glucose Transporter)laracilgiyla aktif trasnsport ile gecer. Daha sonraittie
transport molekdlleri aracgi ile santral sinir sistemi (SSS) hicrelerinegitia
Glukoz i¢in beyin metabolik hizi (BMHGIu) yaklk 30 pg/100gr/dakika’dir. Bu
toplam vicut glukoz tuketiminin %25’idir. Beyin &laz gereksinimi ¢ok yuksek
olmasina rgmen glukoz depolama yetefieyoktur. Kortikal yapilar hipoglisemiye
karsi beyin sapina gére daha hassastir. Glukoz beyoreldgiinde glikoliz ve
trikarboksilik asit yollari ile CQ@ ve HO’ya okside olur. Mitokondride kesintisiz
olarak adenozin trifosfat (ATP) Uretilir. Astrdsit, hipoksik sartlarda glukozu
anaerobik glikoliz ile laktata meabolize ederleu Bayede glutamat tutulumunu
sgilayacak ATP uretilir. Laktat daha sonra hicrg dlana salinir. Buradan néronlar
tarafindan aktif olarak alinir ve pirlivata détiiitlir. Piriivat da aerobikartlarda
daha fazla enerji Gretmek icin trikarboksilik adibngisine girer. Beyin, uzami
aclikta alternatif enerji kayga olarak keton cisimlerini kullanir ve gliserol,

glutamin, glisin gibi maddelerden glukoneogenezgile&oz retir (30).

KRITiK HiPOKSI VE iISKEMi DEGERLERI

Hipoksi ve iskemi net olarak birbirinden ayrilam&gyin perfiizyonu normal
degerlere yakin olsa bile, hipoksemi, beyin hasarist@uclanan beyin hipoksisine
neden olabilir. PagXarteriyel parsiyel oksijen basinci)’nin 50 mmHg'gégmesi ile
solunum uyarilir, solunum sayisi artar ve PaC&teriyel parsiyel karbondioksit
basinci) azalir. PaC@in azalmasi, sirasiyla arterioler vazokonstriéss,
BKA'nin azalmasina ve beyin hipoksisiningidasmasina neden olur. PaCB5
mmHg ise anaerobik solunumgler. Beraberinde hipoperfliizyon varsa hipoksi daha
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yuksek Pa@ duzeylerinde de ortaya c¢ikabilir (35,36); ancalofd5 mmHg olsa
bile normal kardiyovaskuler fonksiyonlar bir saatllr strdurdlebilir (1).

Beyin iskemisi kismi (inkomplet) veya tam (kompletabilir. Tam iskemi
oksijenlenmenin kesilmesine ga beyin hipoksisine, laktik asit ve karbondioksit
gibi artik metabolizma trtnlerinin birikmesine naddur. Kismi iskemide ise beyin
hiicrelerine sinirli miktarda ve glukoz ulair. Bu durum anaerobik metabolizma
sonucu laktik asit Uretimine ve serebral asidozdeneolur. Deneysel camalar
BKA'daki degisikliklerin hicre fonksiyonlarina etkisinin vesik degerlerinin
tanimlanmasina yardimci olgtur (Tablo 1) (30,37,38).

Tablo-1: Beyin kan akimindaki dgsikliklerin hiicre fonksiyonlarina etkisi ve
esik degerleri (30,37,38)

Beyin kan akimi Hucresel fonksiyonlara etkisi
(ml/100g/dakika)
<35 Protein sentezinde azalma belirgindir.
<23 Norolojik kusur belirgindir.
~ 20 Norotoksik amino asitler salinir.
12-18 Anaerobik metabolizma kiar.
Kortikal elektriksel aktivite durur.
8-10 ATP hizla azalir, iyon dengesi bozulur.
<8 Hucre 6luma (sure ve metabolik hiza
bagli olarak)

PRIMER ENERJI YETMEZL iGi

Serebral hipoksi-iskemi, hiicresel dizeylerde BKA’me oksijen sunumunun
azalmasi sonucunda oksidatif metabolizmadan anikemétabolizmaya (glikoliz)
geck ile baslayan biyokimyasal olaylar zincirinin aktivasyonuneden olur (21,39).
Nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH), flavin-adendintkleotid (FADH), laktik
asit ve H iyonlar birikir. Sonucta anaerobik glikoliz hiicets enerji
gereksinimlerine cevap veremez ve ATP dahil yulessdriili fosfat depolar tikenir
(39). Piruvat laktata metabolize edilir. Hicre ple@masinda laktat birikir. Hicre ici
pH diser. Balangicta ATP azfii kreatinin kinaz reaksiyonu ile kompanse edilir.
Hipoksi-iskeminin uzamasi ile yuksek enerjili fasfenolekilleri ttkenir (40).
Transselliiler iyon pompasi yetersiz kalir ve irgtéiger Na, Ca™, CI' ve su birikir

(sitotoksik 6dem).Bu noktada hicresel fonksiyonlarda geri dgimisiiz bozulma



ortaya c¢ikar (21,40). Hiucre olumu yakindir. Bu sijpemer enerji yetmezi olarak
adlandirilir. Hipoksi-iskeminirgiddetine bl olarak 20-30 dakikadan birka¢ saate
kadar dgisebilir (40). Hipoksi-iskemi ayni zamanda akson sonlannradan
eksitatér amino asitlerin (glutamat) saliniminmitie etmektedir. Glutamat, hiicre
ylizey reseptorlerini aktive eder ve hiicre iciné Ma Cd" akii gerceklgir. Hiicre
membraninda fosfolipid metabolizmasi artar ve higiteplazmasinda serbestgya
asitleri birikir. Serbest ya asitleri daha sonra mitokondride indirgenme
reaksiyonlarinda ortaya cikan serbest oksijen edidik (SOR) ile peroksidasyona
ugramaktadir. Ayni zamanda prostaglandin, ksantin ek asit sentezi
gerceklatirilir. Voltaj-bagimli Ca™ kanallari (VBKK) aracilgi ile hiicre
membranindan hiicre icine Caaksinin artmasi, gari aksin azalmasi, mitokondri
ve endoplazmik retikulumdan Casalinimi sonucunda hiicre sitoplazmasindd Ca
iyonlarinin miktari artar. Nitrik oksit (NO) serliasdikal bir gazdir. Bazi néronlarin
Ca™ aracih aktivasyonuyla uretilir. Bifikteki duyarli hiicrelere diffiize olarak toksik
etki gosterir. Hucresel enerji yetmeil)i asidoz, glutamat ve NO ndorotoksisitesi,
serbest radikal uretimi, Ca birikimi ve lipid peroksidasyonu hiicre yapisal

bilesenlerinin bozulmasina neden olmaktadir (21,39).

SEKONDER ENERJI YETMEZL iGi

Prenatal, natal ve postnatal iskemik hipoperfliizgonrasi beyin perflizyonu,
dolayisi ile oksijenasyon ve glukoz degtehizla diuzelir. Sekil-2’de yavru
koyunlarda 30 dakikalik global iskemi 6ncesindenassnda ve iskemi sonrasinda

BKA’'da zamanla meydana gelengigklikler gosterilmitir (21,40,41).

Beyin kan alkim

-
s

w »
=3 2

ml/100 g/dakika

2 g

3 27 4 4h  T2h
Zaman (' : dakika, h : saat)

o

Sekil-2: Yavru koyunlarda30 dakikalik global iskemi dncesinde, esnasinda ve

sonrasinda beyin kan akiminin zamaniggiai (41).



Restusitasyon sonrasi BKA, oksijenasyon ve glukozegi@in dizelmesi ile
oksidatif fosforilasyon tekrar kkr. Adenozin difosfat (ADP)'den hizla ATP
sentezlenir (reperfliizyon déneni0). BKA bazal dgerlerinin Gzerine ¢ikar. Laktat
ve H iyonlari beyin venlerine ve sistemik deliaa gecer (40)Hucre ici pH'I bazal
degerlerine geri doner (21)Beyin laktat dizeyleri azalmasinagnaen bazal
diizeylerin Uzerinde kalir. ATP ve fosfokreatininzduyleri 2-3 saat iginde siklikla
normal dgerlerine ulair. Mitokondri fonksiyonlari enerji gereksiniminaksilayacak
hale gelir. N& ve su néron membranindamsah ¢ikar. Hiicre 6demi azalir. Buna
ragmen beyin enerji metabolizmasindaki bu duzelme aygici Cok siddetli
vakalarda noronal fonksiyon kaybi geri désiizdur. Kortikal elektriksel aktivite
baskilanmy veya bazi vakalarda tam olarak ortadan kajkmi Hayvan
calismalarinda bu fazda mikrodiyaliz yontemleri ile ibidr nérotransmitterlerin
(bzellikle GABA) arttgl saptanngtir  ve sinaptik  aktiviteyi  baskilagh
dUstindlmektedir (40)Bununla birlikte 6-48 saat sonra, genelikle 24 tesasonra
sekonder enerji yetmegli sireci ortaya c¢ikar (21,40). Primetayin uzamasi ve
genglemesi sonucu ortaya cikan mitokondri fonksiyon uddagu sekonder enerji
yetmezlgine neden olmaktadir (21). Mitokondride oksidatifosforilasyon
yetersizlgine ba&li olarak ATP ve fosfokreatinin gibi yiksek enerjtbsfatlarin
konsantrasyonu azalir (40). Bu fadaha ileri beyin hasarina neden olan
fosfokreatinin/inorganik fosfat oranininda azalmajcre ici pH dgisikli ginin
olmamasi ve stabil kardiyopulmoner fonksiyonlar kkrakteristiktir (21). Bu slrec
beyne sirekli @ve glukoz sglanmasina r@gmen devam eder. Sitokrom zincirinde
elektronlar toplanir ve beyinde laktat artar. Belgktat diizeylerinde ag rggmen,
sekonder enerji yetmegli esnasinda hicre ici pH gerleri normal sinirlar icinde
bulunmutur (40). Bu durum néronlarin hiicre membranindagadi laktat taima
kapasitesinin sinirli oldiunu, ancak H iyonlarini hizli bir sekilde tgidigini
disundurmektedir (40). Sekonder enerji yetm@nin gelisimi, EEG’de paroksismal
bozukluk ve konvilziyon gelimi ile paralellik gosterir. Bu durum muhtemelen
Na/K pompasindaki yetmegk bali noron membranindaki depolarizasyon kadar,
hiicre ici alandansa eksitator nérotransmitter (glutamat, asparsatiniminin bir
sonucu olabilir (40). Asfiktik yenidganlarda sekonder enerji yetmgzlne kadar

siddetli ise 1-4 ystaki néro-gelsimsel sonuclari da o kadagiedir (21).



ISKEMIK ASIDOZ VE BEYIN HASARINA ETK ISI

Hucre ve dokularda enerji metabolizmasi ile asi-lbl@ngesi arasinda c¢ok
yakin iliski vardir. Bu dengaiddetli hipoksi ve iskemi esnasinda bozulur. Hiicre
pH azalabilir, reperflizyon doneminde hicre icintk@laz gelsebilir (36). Hangi pH
dizeylerinde néron hasarinin gugu tam olarak bilinmemektedir (42). Yuksek
enerjili fosfatlar hiicre icinin tamponlamasinda ¥ iyonlarinin hiicre dina
tasinmasinda gorev alirlgB6). Hipoksi-iskemide bu maddelerin miktari azé0).
Iskemi esnasinda alan asidoz proteinlerde bozulma ile néron hasariea v
astrositlerin membran transport sistemlerinde yetige neden olabilir. SOR Uretimi
artabilir. Siddetli hipoksi ve iskemi, glikoliz ile laktat Gieti ve doku asidozuna,
azalms oksidatif fosforilasyon C@retansiyonuna ve ATP Uretiminin azalmasina
neden olur. pH 6,5 veya daha az @duoda fosfofruktokinaz inhibisyonu ile glikoliz
baskilanabilir. NYH" desisimini saslayan taiyicilar nétral pH'da aktif dgildir.
Hipoksi sonrasi iyilgme siurecinde hafif asidoz yararlh bulunmaktadiidézun hizli

dizelmesinin zararh olabilegiebelirtiimektedir(36).

HIPOTERMI VE BEYIN HASARINA ETK iSi

Iskemi esnasinda hipoterminin néroprotektif etkiablkl gérmigken, iskemi
sonras! hipoterminin noroprotektif etkisi daha aesiklik kazanmgtir (43).
Hipoterminin etkinlgi baslangic zamani, suresi, derigli(derecesi) (44) ve metodu
(tum vicut veya ban sgutulmasi) (43) gibi bircok faktére BEnmaktadir (44).
Sadece ban sg@utulmasi olasi yan etkilerinin az olmasi nedenigéha caziptir.
Viucudun timinin gmtulmasina kiyasla daha fazla isi farglilyaratmaktadir (43).
Merkezi 1sinin ¢ore temperature 1-3 °C azaltilmasi hafif hipotermi, 4-6 °C
azaltiimasi orta derece hipotermi ve 8-10 °C dma#sisiddetli hipotermi ve 15-20
°C azaltilmasi derin hipotermi olarak tanimlanmdktaSiddetli ensefalopatili ve

erken konvulziyon geciren bebeklerde etkili olngadaptanmtir (44).

NOROPATOLOJ iK DE GiSiKL iKLER

Hipoksi-iskemi prematir ve term bebeklerde farkbraipatolojik bulgulara
neden olmaktadir (26). Prematir bebeklerde perikéer bolge (6zellikle beyaz

cevher), bazal ganglionlar, beyin sapi, beyincikomeurilik hipoksi-iskemiye daha
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hassastir. Periventrikiler 16komalazi (PVL) motarilygin en 6nemli nedenidir.
Term bebeklerde parasagittal korteks, serebral orgelks, talamus, dorsal
hipokampus ve subkortikal beyaz cevher hipoksilemsik yaralanmadan en fazla

etkilenen beyin bdlgeleridir (3).

Hi beyin lezyonlari alti formda ortaya cikar. Burdatektif néron hasari, status
marmaratus, parasagittal beyin hasari, perivenamkldkomalazi, intraventriktler

veya periventrikiler kanama, fokal veya multifoksMemik lezyonlardir.

Immatiir fetiislerde beyin korteksi, hipokampus, beiive spinal kordun 6n
boynuz hicrelerinde en sik selektif néron hasaayarcikar. Kortekste blyuk beyin
arterlerinin arasinda kalan sinir bolgeleri en daatkilenir. Oligodentrositler,

astrositler ve mikroglialar hasar gormezken nomoafafazla etkilenen htcrelerdir.

Etkilenmis cocuklarin %5’inde status marmaratus gozlenirlildek bazal
ganglionlar ve talamus etkilenir. N6ron kaybi, glg ve hipermiyelinizasyon ile

karakterizedir.

Term yenid@anlarda serebral iskemi sonrasi siklikla parasadtyin hasari
olusur. Ozellikle parietal ve oksipital bolgeleri etkil Hayvan modellerinde
lezyonlarin yayilimi, serebral iskeminigiddeti ve siresiyle ikili bulunmustur.

Kortekste olgan beyin hasari sulkuslarda gri cevherdekinden daheagindir.

Periventrikiler I16komalazi, lateral ventrikilleriateral ve dorsalindeki beyaz
cevher hasar ile karakterizedir. Siklikla immafittislerde ortaya cikar ve ghaa
oksipital radyasyon ve foramen monronun etrafindiaian beyaz maddeyi etkiler.
Vakalarin %25’inde parankim i¢i kanamalilke eder. Bir hastalik gibi ilerler ve
nekrotik odaklarin dinda ultrasonografi ile belirlenebilen kigtk kistégelisir. Ayni
sekilde gliozis ilerler ve kistlerde blUzulme ortagikar. Oligodentrositlerin yagii
yikim ve lateral ventrikillerin geglemesi nedeniyle myelinizasyonun yapilamamasi
hastalgin en belirgin 6zelfiidir. Gebelgin 32. haftasindan sonra bu bdlgelerin

damarlanmasi artar ve periventrikiler Iokomalagidansi azalir.
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Ventrikdl ici veya periventrikiler kanama prematygnidgianlarda ortaya
cikar. Germinal matriksin damar ygtadan kaynaklanir. Bu bodlge gestasyoniya
ilerledikce kucullur ve term fetlslerde tam olaralytkolur. Beynin bu bolgelerindeki
damarlar cok frajildir. Perinatal donemde BKA’da ydana gelen dgsiklikler bu
damarlarin yirtilmalarina, ventrikdl ici ve perivgkiler kanamalara neden olur.
Beyin kanamasini takiben, germinal matriks yikipariventrikiiler beyaz maddede

hemorajik infarkt ve hidrosefali ortaya c¢ikabilir.

Fokal veya multifokal beyin hasari genellikle beéya birden fazla ana serebral
arterin besleg@i alanlarda ortaya cikar. Bu tip beyin hasari géeejebelin 28.
haftasindan 6nce g6zlenmez. Fetlisin matirasyoninsidansi artar. Histolojik
olarak butin hicre tiplerini iceren bir infarkttignéronlar, oligodentrositler,
astrositler ve endotel hucrelerijnfarkt genellikle arteriyel emboli veya venoz
tromboz sonrasi galr. Vakalarin %90'Iinda arteriyel tikanma tek tamdil ve
siklikla sol arteria cerebri media etkilenir. Bp beyin infarktl dokuda skar birakmaz
ancak siklikla bir veya birden fazla kist glimuna neden oluinfeksiyon, travma ve

ikiz dogumda daha sik gorulir (41).

SITOTOKSiK MEKAN iZMALAR

Hucre ici kalsiyum artisi

Kalsiyum bir¢cok hicresel reaksiyonda gerekli ingthger ikincil habercidir.
Fizyolojik sartlarda hiicre ici Ca konsantrasyonu siki kontrol altindadir (21,43).
Hipoksi-iskemi esnasinda VBKK ve glutamatsbali Ca™ kanallari aracifi ile
hiicre icine CH girisi olur ve hiicre ici C& konsantrasyonu artar. Ayni zamanda
endoplazmik retikulumdan ve mitokondrilerden siggghaya CH salinir
(21,40,43,45). Enerji yetmeglinedeniyle hiicre membranindagaiiya C&" aks!
bozulur (21,43). Hiicre ici Camiktarindaki ary lipazlar, proteazlar, endoniikleazlar
ve fosfolipazlarin aktivasyonuna; SOR g@lmuna; ndron ve mitokondri
bitinliguinin bozulmasina neden olur (21,40,43). Sonuc kolangpoksi-iskemi
sonras! hiicre i¢inde Cabirikimi néronlarda geri doniiimsiiz hasara neden olur
(21,43). Noron kilturlerinde yiiksek hiicre ici ‘Cain nekroz, dgik hiicre igi

Ca™nin ise apopitozis gafimine yol actgl gosterilmitir (36).
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Serbest radikal salinimi

SOR, kendisini @ri reaktif hale getiren, gliyoriingesindegesmemsg elektron
bulunduran molekiillerdir. Normalde hiicrede tiiketi® nin %80'den fazlasi SOR
uretimi olmaksizin sitokrom oksidaz tarafindan &uollir (45). Kalan %10-20’si
stoplazma ve mitokondride superoksit radikaller, (QH,0O,, OH") Ureten dier
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda kullanil21,43,45). SOR dokularda
normalde dglik konsantrasyonlarda dretilir; ancak patolojik wdatarda miktarlari
artmaktadir (25). Hucreler SOR’un zararli etkilden enzimatik (katalazlar,
endoperoksidazlar, dismutazlar) ve nonenzimatik angmalar (glutatyon,
kolesterol, askorbik asit wetokoferol gibi antioksidan maddeler) ile kendiskairur
(21,43,45). Hipoksi-iskemi esnasinda ve sonrasi®faR dretimi, korunma
kapasitesinin tzerine ¢ikar (21,43,45). Sitokromcizinde elektronlarin birikmesi
superoksit iyonlarinin tretimine neden olur. SORagamanda siklooksijenazin
argidonik asit Uzerine etkisi, ksantin oksidazin hipaitin ve ksantin tzerine etkisi
gibi bircok kimyasal reaksiyonda yan urun olaraktiliebilir (21,40,43,45). Beyinde
istirahat esnasinda ksantin oksidaz aktivitesi ddgdiktlr; ancak serebral iskemi
esnasinda aktivitesi artar. Serebral iskemi esdasioksidatif fosforilasyonun
kesilmesi ile yuksek enerjili fosfatlar hizla aralDakikalar icinde adenozin ve
hipoksantin birikir. Hipoksantinin ©varliginda ksantin oksidaz ile reaksiyona
girmesi sonucundasaul miktarda SOR (@) uretilir. Bunlar daha sonra stiperoksit
dismutaz ile hidrojen perokside {8,) donituriltr. Hidrojen peroksit ve stperoksit
radikalleri Haber-Weiss reaksiyonuna girer ve hkdib radikalleri (OH) ortaya
cikar (41).Inflamatuvar hicreler; 6zellikle aktif mikroglia hiéeri ve nétrofiller bu
fazda SSS'i istila eder ve NO dahil cok miktardaRS€alinir (40,41). Ain miktarda
uretilen SOR (@, OH) hicre membraninin poliansatiregyasitlerine, hcre
proteinlerine ve hiicre DNA’sina saldirir; hicre iaar parcalanmasina ve hicre
olimune yol acarak doku harabiyetine katkida bul\yaw,43,46).

Eksitotoksisite ve glutamat reseptorleri
Glutamat SSS’'de bulunan en o6nemli eksitator amisdtia (21,45,47).
Iyonotropik ve metabotropik reseptorler olmak Uziiecesit glutamat reseptori

vardir (48). Metabotropik glutamat reseptdrleriraselliler G-protein aracili sinyal
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kaskad ile ilgkili reseptorlerdir (41,49). Sekiz ayri metabottoglutamat reseptori
(mGIuR) tanimlanngtir (MGIuR1, mGIuR2..., mGIuR8). Kendi i¢inde ucuba
ayrilirlar (grup 1, grup 1, grup 1ll). Grup | mdbatropik glutamat reseptérlerinin
noronal eksitabilite ve eksitasyonu arttgngi Grup Il ve grup III'in sinaptik
eksitasyonu azalfil, inhibitdr otoreseptor oldiw (glutamat salinimini azatlit),
noroprotektif etki gosterdi dustinilmektedir (50)Iyonotropik reseptorler ise iyon
kanallari ile ilgkilidir (47). N-metil-D-aspartat (NMDA), alfa-amino-3-hidsi-5-
metil-4-izoksazol propiyonik asit (AMPA) ve kainisit reseptorleri (KAR) olmak
Uzere Ug tip reseptorden elur (Sekil-3) (41,45,47,49).

> NMDA

+; AMPA } iyonotrefik

GLUTAMAT
¥

Sekil-3: Sinapslarda glutamat salinimi ve glutamat resgioriGlu: glutamat,
VBKK: Voltaj-bagiml C&* kanallari, G: G-protein

NMDA reseptorleri geimekte olan beyinde ve gsetin beyin bdlgelerinde
(striatum ve hipokampus) daha fazla bulunur. Buenézl NMDA reseptorleri
aracllglyla olusan beyin hasar kicuklerde, wkinlerdekinden daha belirgindir
(21,43,45,51). NMDA reseptorleri Cakanallarini dizenler. AMPA/KAR hiicre
icine Na girisi ve membran depolarizasyonu ile VBKK’yI acar. Giupetabotropik
reseptorler hiicre ici Chdepolarindan C& salimmini uyarir. Sitoplazmada artan
serbest Cd hiicre olimine neden olan siirecteki proteazlariazlgy ve
endonukleazlari aktifler (14,41,47,48,49,52). Gioda salinimi fokal iskemi sonrasi
noronal hicre oluminde kritik bir rol oynar (41,49lobal iskemide durum fokal
iskemidekinden farklidir. Global iskemi sonrasisal beyin hasarinin ortaya cgkti
bdlgeler glutamat salinim 6zgline ve glutamat reseptdrlerinin beyindezdianina
uymaz (41). Glutamat antagonistlerinin ykin hayvanlar kadar yenigan
hayvanlarda da hipoksik-iskemik beyin hasaringikadroprotektif etkili olduklari
gosterilmitir (41,49).
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Hipoksi-iskemi esnasinda ortaya ¢ikan enerji yetidenedeniyle presnaptik
sinir sonlanmalarindan glutamat geri alimi azahrkenembran potansiyelinde
meydana gelen dssiklikler nedeniyle glutamat salinimi artar. Sin&ptralikta
glutamat birikir. Artan glutamat kendi reseptonteretkileyerek (6zellikle NMDA
reseptorleri) hiicre icine &agirisini kolaylastirir ve en sonunda néronal hiicre
o0lumune neden olan biyokimyasal kaskadi akfite (4,21,43,51).

Nitrik oksid (NO)

NO, L-argininin NO sentaz (NOS) tarafindan L-siing doniturilmesi
esnasinda ortaya ¢ikan zayif bir serbest radiké2di43). Yarilanma omru yalglik
alti saniyedir (25,36). Fizyolojikartlarda serebrovaskuiler tonisun ayarlanmasinda
ve uyarl iletiminde gorev alir (4). Serebral iskessnasinda néron hasarinda énemli
rol oynar (25). Hipoksi-iskemi sonrasi hiicre icinaigan C& NOS'u aktif hale
getirir (41,49). NOS’un bilinen U¢ izoenzimi vardiNoronal NOS (nNOS),
endotelyal NOS (eNOS) ve induklenebilir NOS (iINO&p,36). nNOS normal
metabolizma, hiperkapni ve iskemi esnasinda BKAdizenlenmesinde rol oynar
(36). eNOS iskemi sonrasi vazodilatasyonda rol oyn&dlOS ise reaktif
mikroglia/makrofaj ve reaktif astrositlerde bulun@4,25). Bu izoformun aktif
makrofajlardan sitokin salinimi ile uyariggidistiniimektedir (41). INOS serebral
iskemi gibi patolojik streclerde ortaya ¢ikmaktady. Uzayan hipoksi-iskemide ¢ok
miktarda NO dretilir. NO, superoksit ile bigkrek guclu bir radikal olan
peroksinitriti olwturur (21,41,49). Peroksinitrit ise lipit perokssyanunu aktifler;
DNA, protein ve hicre zar hasarina yol agar (21L,M®’in ayni zamanda glutamat
salinimini arttirdit gézlemlenmgtir (21). Yenid@an sicanlarda ¢ok sayida néronun
HI olay sonrasi NOS enzimi icepilisaptanmytir (41).

Inflamatuvar mekanizmalar

Hi beyin hasari; patolojik mekanizmalara SSS'de mevcolan
mikroglia/makrofaj ve astrositlerin katilmasi, dotadan gelen I6kositlerin beyin
dolasimini isgal etmesi ve sitokin aracili sitotoksisiteningdalan etkisi ile ortaya
cikar (40). H olay beyinde mikroglia/makrofaj hiicrelerini yakla 4-6 saat iginde
aktif hale getirir, sayilari 48 saat icinde hizitaa (40,46). Notrofiller reperfiizyonun
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erken doneminde (24-48 saat icinde) kan akiminigildiolduzu alanlarda ve
postkapiller venullerde toplanirlar (4,46), mikrdabomda tikaglara, vazokonstruktor
mediatorlerin  ve serbest radikallerin salinmasinaedem olurlar  (4).
Iskemi/reperfiizyon déneminde trombosit agregasydaofa(PAF) diizeylerinin
artmasi, lokosit adhezyon molekdllerinin uyariinmalsy ve daha sonra ggn
inflamatuvar kaskatta cok 6nemlid{26). T-htcreleri venaturel killer hicreleri
hasarlanny beyin alanlarina gec iygene fazinda ukarlar (46). H sonrasi 1-4 saat
icinde beyin omurilik sivisinda mikroglia ve bazastrositler tarafindan Uretilen
interlokin-1B (L-1B), interlokin 6 {L-6), timor nekrozis faktoe- (TNF-o) gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin,messengelRNA (mRNA) dizeylerinin ve notrofillerin
infarkt alanina invazyonu ile ve B kemokinlerin miktarinin argyi saptanmntir
(21,40,41,43,46).inflamatuvar sitokinlerin hipoksi-iskemi sonrasi heyararli
(6rnegin iL-6) hem de zararli (rrgén IL-1) etkilerinin oldwgu bilinmektedir (21,43).
Yenidazan inme modellerinde nétrofil sayisinin az olmasinéroprotektif oldgu
gosterilmitir (53).

Demir toksisitesi

Demir hiicre enerji metabolizmasinda goérevli birgpizimin kofaktorl olarak
gorev yapar. DNA, RNA ve protein sentezi gibeli metabolik sireclerde esansiyel
bir metaldir (25). Fizyolojiksartlarda demir toksik olmayan ferrik durumunda olup
proteinlere bglidir (ferritin, transferrin). Hipoksi-iskemi esnasla bu proteinlerden
serbest ferrik demir salinir ve guclu hidroksil ikadlerini olusturmak Gzere
peroksitlerle tepkimeye girer. Ber taraftan serbest ferrik demir daha fazla serbest
radikal hasarina neden olan ferroz formuna d6ni(21,43). Bununla birlikte
perinatal demir eksikdi, hipoksi-iskemi sonrasi yenigan hipokampusinde
metabolik aktivite kaybi icin predispozan bir falddr. Diger taraftan yuksek demir
duzeyleri ve immatir beynin kisith antioksidan &appesi ise hiicre icin zararli demir

aracili serbest radikallerin Uretimingilan yaratir (25).

DNA VE MAKROMOLEKULLERDE HASAR OLU SUMU

Gegcici beyin iskemisi sonrasi tek zincir kiriklare oksidatif hasarin temel

karakteristik dgisiklikleri reperfizyon déneminde dakikalar icindelidenebilir.
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Cift zincir kiriklari ise bir saat icinde ortayakar. En dnemli temel ggsiklik DNA

ve peroksinitritin reaksiyonu sonrasi ortaya ¢igaaninin 8-nitroguanine dogiimu
ve guaninin deaminasyon ile ksantine da@mitdur. Ksantin, bunlar ginda birkac
farkli yoldan da dretilir. Peroksinitrit, hidroksiadikallleri, stiperoksit ve daha az
miktarda NO, DNA’da tek zincir kiriklarina, DNA’ddeaminasyon ve nitrasyon
dahil bazi dgisikliklere neden olabilir. SOR ve nitrojenler, elak tgima zincirinin
ve mitokondriyal solunumda goérevli enzimlerin bomakina, hicre solunumu ve

canhiligini etkileyen déer bircok hasara neden olmaktadir (47).

PARP ENZIMININ ROLU

Poly (ADP-riboz) polimeraz (PARP), DNA zincir kitdeinin tamirinde
gorevli cekirdekte bol miktarda bulunan protein §yapir enzimdir. (4-25). DNA
zincir kinklarr PARP aktivasyonuna neden olur v@ylece nikotinamid adenin
dintkleotid (NAD) kullanilarak proteinlere ADP-rikoeklenir (4). PARP’In qri
ATP tiiketimi NAD yenilenmesi icin gereklidir (25)skemik hasar vesal miktarda
olusan DNA zincir kiriklari, airt miktarda PARP aktivasyonuna neden olmaktadir.

PROTEAZLARIN ROLU

Caspase’lar

Caspas#ar (sisteinil aspartat-spesifik proteinazlar) pgotik hiicre olimadnun
cellatlari olarak bilinirler Caspas#ar hedef proteinlerdeki aspartik asit kalintitari
spesifik olarak ayiran bir sistein proteazlar ades Kendi iclerinde bsglatici
caspas#ar ve sonlandiricicaspasiar (cellat caspas#ar) olarak siniflandirilirlar.
Inaktif zimojen olarak wretilirler, apopitoz esnatanaktif hale gecerler. Batici
caspastarin aktivasyonu apopitotikcaspase kaskadini tetikler. Sonlandirici
caspas#arin aktivasyonu ile hicredeki gdi hedef noktalarinda proteolitik
bolinmeler ortaya cikar ve sonunda hiicre 6lumueldzgr. Caspas#arin icinde
Caspase3 0zel bir yere sahiptir. Spektrin gibi hiicre igtieproteinlerini, DNA tamir
enzimlerini, hicre dongusi proteinlerini ve trarsiyonda (yazihm) gorevli
enzimleri substrat olarak kullanmaktadir (54). Hipeiskemi sonrasi 12-18.

saatlerde striatum ve hipokampUs@aspase3 aktivasyonu saptangtr (25).
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Caspas#ar ayni zamanda proteoliz ile nekroz glmmuna neden olmakta ve hicre
olumunde etkilicalpainproteazlari aktif hale getirmektedirler (54).

Calpain’ler

Ca™ bagimh nétral sistein proteazlardirskemik ve travmatik SSS hasarinda
rol alirlar. Ca" tarafindan aktif hale getirilirler ve hiicre hangine neden olurlar
(25,54,55).Calpairilerin, dokulara 6zgu yakkk 14 Uyesi vardir. Bunlardan iki
farkli izoform olanu-calpain (calpain-1) ve m-calpain(calpain-Il) her yerde bulunur
(54). Hipokamptsde 6zellikle CA-1 ve CA-3 bdlgeteni piramidal hiicrelerinde ve
girus dentatusun granuler hicrelerindealpain bulunmaktadir (48)Calpairilerin
caspas#arin baskilanmasina veya aktivasyonuna neden ktddu ve caitli
mekanizmalarla AMPA, NMDA ve KA reseptorleri aragil ile olusan
eksitotoksitede gorev aldiklari gliniilmektedir (54). Hiicre icindeki Ca hiicre
disina hiicre membraninda bulunan “Mza” desistiricisi’  tarafindan
cikariimaktadir. iskemi esnasinda eksitotoksisiteye maruz kalan tnaan

"Na'/Ca™ degistiricisi’nin calpainler tarafindan parcalangh gosterilmitir (56).

Cathepsin’ler

Lizozomal enzimler hicre 6liuminde anahtar rol oyaldiadir. Cathepsin
proteazlar, lizozom kaynakli bir grup enzimdir &&). Hem hicre ici proteoliz
olaylarinda hem de hicresdmatriksininsekillenmesinde ve ger birgcok hicresel
surecte rol oynamaktadirlar (54). Néronal hiicremiliide aspartilGathepsin ) ve
sistein Cathepsin B, Hse L) proteazlar olmak Uzere 2 farkli lizozomal protiol
enzim grubu cok aktif gortlmektedir (54,55 dlpain-cathepsirhipotezine” gore;
iskemik yaralanmaya cevap olarak hiicre ici seri@sst miktari artmakta, artan
Ca™ u-calpaini aktif hale getirmekte, aktifu-calpain lizozomal cathepsin
proteazlarin stoplazmaya salinmasina ve hicre iplet@de bozulmalara neden
olmaktadir.Cathepsin Bve L'nin global iskemi sonrasi hipokampal néron 6limune
aracilik ettgi; cathepsin nin yaslanma, gecici 6n beyin iskemisi ve eksitotoksisite

ile ortaya cikan ndron dlimine aracilik @tsaptanmytir (55).
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HIPOKSI-ISKEMI VE Bcl-2 GEN AILESI

Proto-onkogenlerinBcl-2 ailesi farkli fizyolojik ve patolojik durumlarda
programlanmy hiicre o6luminu ayarlayan spesifik proteinleri kod{(&7). Bcl-2
proteinleri ygunlukla mitokondri dy zarinda bulunurlar (58)Bcl-2 gen ailesinin
farkl Gyeleri ya pro-apopitotikBax Bad, Bakve BoK) ya da anti-apopitotikBcl-2
andBcl-XL) fonksiyonlara sahiptir (3,48,5%.cl-2 gen ailesinin bir Gyesi olaAcl-2,
fokal ve global iskemi sonrasi ortaya cikan andksiemik yaralanma ve serbest
radikal aracili hiicre 6lumune kaigucli bir koruyucu etkiye sahiptir; ancaRcl-2
ailesinin dger Uyeleri birgcok sistemde apopitotik hiicre dlumimeelen olmaktadir
(25). Bcl-2 mitokondriyal fonksiyonlar tzerine de gucliu birrkgucu etkiye sahiptir.
Mitokondri gecg porlarinin acilmasini  6nleyerek sitokrom c’nin 1sahini

engelledgi distintlmektedir (25).

LiPOLiZ VE LiPiD PEROKSIDASYONU

Beyin iskemisi eshasinda ve reperfizyon donemindesfolipaz C
(depolarizasyon ile aktive olur) ve fosfolipaz @rtan C&' ile aktive olur) aktivitesi
ile serbest ya asitleri ve 0zellikle aradonik asit salinir. Siklooksijenaz doymami
yag asitlerine iki molekdl @'nin eklenmesini katalizler ve PgG (prostaglandip G
uretilir. PgG hizla peroksidasyongrar ve PgH olgur. Bu reaksiyon esnasinda PgH
ile birlikte O,” salinimi gercekkgr. Bu durum “serbest radikal hipotezi” ni ortaya
ctkarmstir. Bu hipoteze goreireperfizyon esnasinda lipid peroksidasyonu sonucu
asiri oksijen radikali Uretilmesig@r yapisal hasara neden olur ";"@ek bgina guclu
bir oksidan dgildir. Gecis metallerinin varlginda (ferroz gibi) lipid peroksidasyonu
geometrik olarak artar. Ayrica reperfiizyon esnasiadaya c¢ikan peroksinitrit de
lipid peroksidasyonuna neden olur. Lipid peroksydas sonucunda ortaya cikan
hiicre zarinin y& asitlerindeki bicim dgisiklikleri hiicre zar akgkanligini ve
gecirgenlgini degistirir. Bu degisikliklerden hicre zarindaki reseptorler, iyon
kanallari, dger proteinler ve fonksiyonlari olumsuz olarak egkinektedir. Lipoliz
beynin iskemiye hassas bdlgelerindgedialanlardan daha yuksektir (48gkil-4’de

perinatal hipoksik-iskemik beyin hasarinin mekaraian kisaca 6zetlenstir (60).
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Sekil-4: Perinatal hipoksik-iskemik beyin hasari

GAMA-AM INO BUTIRIK ASIT VE RESEPTORLERI

Gama-aminobitirik  asit (GABA), SSS'de en o6nemli itdr
norotransmitterdir (61). Glutamatin, glutamat dékéessilaz (GAD) enzimi ile geri
dongimsiz olarak a-dekarboksilasyona ggamasi ile sentezlenmekte, GABA
metabolize edilmektedir (62,63). GABA ayrica peilesinir sistemi, endokrin
sistem ve sinir sistemi gindaki bazi dokularda da tesbit edigtin Bu dokularda
farkl fizyolojik roller Gstlendgi disinulmektedir (63). Farmakolojik olarak 3 farkl
reseptor tipi ile etkisini gostermektedir. Bunlatomotrofik GABAx ve GABAc
reseptorleri ve G-protein aracili metabotropik GABReseptorleridir. GABA ve
GABAg reseptorleri SSS'de her yerde bulunurken GABreseptorleri belirli
alanlarda bulunur (retina, stperior kollikulus, tetgal cekirdek kompleksi, dorsal
genikulat cekirdek) (64). GABAve GABAc: reseptorleri aracgi ile hizli sinaptik
inhibisyon, GABAg reseptorleri aracg ile yavag ve uzun sinaptik inhibisyon ortaya
ctkmaktadir (64). GABA reseptorleri makromolekuler bir protein kompleksi@u
kompleks; Uzerinde GABA, benzodiazepinler, barlaitiér, pikrotoksin ve bazi
steroidler icin spesifik Qganma bolgeleri bulunur Sgkil-5) (65,66). GABAA
reseptdrleri ligand-kapili Ckanallaridir (66). GABA reseptdr kompleksi anksiyete,
epilepsi, uyku bozuklgu, ar1 sendromlari, depresyogrizofreni gibi norolojik ve
psikiyatrik hastaliklarin  tedavisinde kullanilanrgok ilacin hedef noktasidir.
GABA reseptorleri Gzerindeki GABA lganti boélgelerinde yapi ve fonksiyonlari
birbirinden farklia, B, vy, 6, € ve 8 gibi bircok GABA reseptort bganti alt tnitesi
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bulunmaktadir (67). GABAreseptorleri hem presinaptik norotransmitter sadinin
baskilanmasina (Ca kanallarini inhibe ederek), hem de postsnaptikoméir
uyarilabilirligin baskilanmasina (Kkanallarinin aktivasyonu ile) aracilik etmektedir.
Sonucta postsinaptik membranda hiperpolarizasydigigee eksitasyon engellenir
(68). Bu nedenle dli epilepsi tipleri, &r1 duyusu ve ilag bamhliginda 6nemli rol
oynamaktadir (61). Serebral iskemi sonrasi repgditizdoneminde ekstraselltiler
aspartat, glutamat, GABA ve taurin konsantrasyonts hizli bir arty; glisin,
alanin, serin ve fosfoetanolamin konsantrasyontirigecikmg bir arts olmaktadir
(69).

GABA alam
il ks Klor kanalh
alam \ / Steroidalam
Barbitiirat M\ / L
f ‘\\:\ A -\./ Benodiazepin
pr 4 alam

Sekil-5: GABA reseptoru ve danti alanlart.

VALPROIK ASIT (N-DIPROPYLACETIC ACID)

VA (N-dipropylacetic acidveya 2propylpentanoic acidgeni spektrumlu bir
antiepileptiktir (70,71). VA anti-epileptik olarakullaniimasinin dunda, bipolar
bozukluk, refrakter migren, apopitosis, serebrkmsi ve dger bazi néropatolojik
durumlarda da kullaniimaktadir (8). Farmakolojikiketrini; artmis GABAerjik ileti,
eksitator amino asitlerin saliniminin (glutamat,paatat) ve/veya etkilerinin
azaltlmasi, voltaj-bamli Na kanallarinin  engellenmesi, dopaminerjik ve
serotoninerjik iletinin ayarlanmasi gibi  bircok kar mekanizma ile
gerceklgtirmektedir (70). Ayni zamanda eksitator bir amiasit olan p-hidroksi
bitirik asit salinimini azalfg, glutamatin NMDA reseptor aracili eksitasyonunu
hafiflettigi ve voltaj-b&mli Na+ kanallarinin engellenmesi ile hicre zari
uyarilabilirligi Gzerine d@rudan etki gdsterdi bulunmutur (70,72). VA plazma
proteinlerine %90 oraninda ganmakta ve beyin omurilik sivisi (BOS)'na %60
oraninda gecmektedir. Buyuk bir kismi konjugasyaitpkontriyal B-oksidasyon ve

sitokrom P450-baaimh mekanizmalar ile metabolize edilir. Eliminasygari 6mri 9-
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18 saattir (70). VA kullanimina Bh gorilen en sik yan etkiler bulanti, kusma, karin
agrisi, sindirim bozuklgu, kabizlik, ¢ok nadiren ishal ve sedasyon, kofniti
fonksiyonlarda c¢ok hafif dereceli etkilenme, doz iiiskili olarak ortaya c¢ikan ince
tremor (en yaygin go6rilen norolojik yan etkisidirhasagrisi, ¢ok nadiren
idiyosenkrazik trombositopeni, galik artisi (VA'nin hiperinstlinemik etkisine
baglanms), kan amonyak seviyesinde art(cogu hastada asemptomatiktir ve
onemsizdir), plazma karnitin seviyelerindesdkituktir (70). Nadir gérilmelerine
ragmen VA ile ilgili iki Gnemli yan etki de teratojetei (0rngin spina bifida) ve
idiyosenkrazik karager toksisitesidir. Yuksek riskli hastalarin tanimaasi
idiyosenkrazik karager toksisitesinin insidansini oldukca azakmi(70,71). Coklu
ilac tedavi alan 2 yandan kucik cocuklarda VA'ya Bha karacger toksisite riski
1/600-1/800 arasindadir. Genel hasta grubundasis&/20000'dir (70).

FOLIK ASIT (PTEROIL GLUTAM iK ASIT)

Folik asit B grubu vitaminlerin Gyesi, suda eriyesansiyel bir vitamindi(73).
Kimyasal olarak, para-aminobenzoik aside (PABA)rbitilen koprusi (&N ile
bir adet bi-siklik pterin bglanir, olian yapi pteroik asittir. Pteroik asit bir molekl
L-glutamik asitle peptid ka aracilgiyla birleserek pteroil glutamik asiti (Folik asit)
olusturmaktadir §ekil-6) (74).

Folik Asit
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Sekil-6: Folik asidin yapisi.

Hayvanlar PABA veya glutamik aside pteridin eklempetengine sahip
degildirler. Bu nedenle diyetlerinde almak zorundaahr(75). Yaprakli sebzeler,
karacger, bobrek, kuru baklagiller, yumurta sarisigthay, mayall yiyecekler en
onemli FA kaynaklaridir (74-76). [al folatlarin labil olmasi nedeniyle
yiyeceklerin pgirilmesi folat icergini azaltir (77). Anne siutl ve inek sitl yakka

olarak 50-60ug/litre folat icermektedir. Kolostrum ve erken démde anne sitinde
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folat duzeyleri oldukca diiktlr (78). FA guvenilir olmasi nedeniyle cokira
dozlarda bile yiklenme bulgusu yoktur (79). Hayatknbes ayinda diyet ile 65
ug/gin FA alinmasi 6nerilmektedir (80).

Hasta malabsorbsiyon sendromu olsa bile FA emilabiukca iyidir (76).
Diyetsel dgal folatlarin biyoyararlanimi yakje&k %50 kadarken sentetik folatlarin
biyoyararlanimi yaklgk %2100°'dur (81). Folatlar ghca jejunumdan aktif olarak
emilmektedir (81). Bitkilerde poliglutamat konjutat olarak bulunur. Diyet
kaynakl folat emilebilmesi icin spesifik pasak enzimleri tarafindan monoglutamil
folat'a parcalanir. Bunun da buyidk bir kismiglyaak hicrelerinde dihidrofolat
rediktaz enzimi tarafindan tetrahidrofolat'a ineéig (75). Tetrahidrofolat aktif
folattir (75). Biyokimyasal reaksiyonlarda folik ids indirgenmg formlari
gereklidir (79). Tetrahidrofolat (fblat) tek karbon Unitelerinin aktif §ayicisidir
(75). Plazmada bulunan baglica folat 5-metiltettedfolatdir (81). Plazma 5-
metiltetrahidrofolat diizeyleri yaldék olarak 3-30 ng/ml civarindadir. Eritrosit
folatinin bOytk bir kismi ise 5-metiltetrahidrofolave formiltetrahidrofolattan
olusmaktadir. Eritrosit folat konsantrasyonlari ise ¥8D ng/ml packed cells
civarindadir. Folat miktarlari hakkinda en iyi biggitrosit folat konsantrasyonlarinin
Olcilmesi ile elde edilir; cinkl eritrosit folat ksantrasyonlari en son alinan
diyetlerden etkilenmemektedir (82,76). Folat’in '@/3lazmada proteinlere Bl
olarak bulunur (83). RIN'®-metilen-Hyfolat tek karbon metabolizmasinda merkezi
bir rol oynar. N,N'°-metilen-Hfolat, N°-metil-Hfolat'a indirgenir.  N-metil-
Hsfolat homosisteinin  metiyonin’e  metilasyonunda c¢aknemli rol oynar.
Metilkobalamin kofaktorudir. RN'’-metilen-Hifolat alternatif olarak RIN-
metenil-Hfolat'a oksitlenir. N,N'®-metenil-Hfolat daha sonra ya'Rformil-Hfolat
ya da N-formil-Hfolat’a hidrate olabilir. R-formil-H folat folinik asit olarak bilinir
(75). Normalde karagerde ve dier dokularda 5-20 mg folat depolanmaktadir
(76,79). Karagierde en fazla bulunan pteroil pentaglutamat formu¢RB,75).
Hepatik dihidrofolat rediktaz enzimi, depolagrpoliglutamat formlarin metabolik
olarak aktif olan tetrahidrofolik asid formuna d@dintnu katalizlemektedir (79).
Folatlar idrar ve gayta ile atilir. Bir kismi dat&bolizma esnasinda yikilir (76).

Hizli proliferasyon gdsteren dokulardaki biyokimghseaksiyonlarda dnemli

miktarda tetrahidrofolat kullanilir. Folat g#i biyolojik sureclerde kofaktér veya
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koenzim olarak anahtar rol oynar (81). Koenzim foymnikleik asit
metabolizmasinda tek karbon tnitelerinin hem altoesn vericisi olarak (tek karbon
tastyicisi) gorev yapmaktadir. PUrin ve primidin sentgllarinda esansiyel rol
oynar. Pirin sentezinde erken dénemd&firmil-Hfolat, primidin sentezinde ise
son basamaklarda °NN'°-metilen-Hfolat gereklidir (timidin olyumunda). Bu
basamak DNA sentezinde hiz kisitlayici basamak®i,83). Metilasyon
reaksiyonlarinin gerceldmesi icin metil gruplari gereklidir. Normal diydeialinan
metil gruplari gereksinimleri kaslamak icin yetersizdir. Bu ek metil gruplari tek-
karbon folat havuzundade novametil sentezi ile retilir (84). Metiyonin bir S-
adenozilmetiyonin (SAM) onculudir (83). Metiyonni SAM’a donigumu icin 5-
metil Hifolat gereklidir (84). SAM; DNA ve RNA'nin (81), ¥a asitlerinin,
fosfolipidlerin, polisakkaritlerin ve proteinlerimetilasyonu dahil yizden fazla
kimyasal reaksiyonda kullaniimaktadir (85). Folat'imyelin biyosentezinde ve
amino asit metabolizmasinda 6nemli gorevleri var@iisin, glutamik asit, ve
metiyonin  Uretiminde gorev almakta; homosisteinirerusn dizeylerinin
ayarlanmasinda esansiyel rol oynamaktadir (8Homosistein, metiyonin
metabolizmas! sirasinda e&n ve suilfir iceren bir aminoasittir (15B86).
Homosistein dizeyleri iki 6nemli mekanizma ile natnsinirlarda tutulur. Birinci
mekanizmada, homosistein folat ve,Bitamini aracilgl ile tekrar metilasyona
ugrar ve metiyonin olgur. ikinci mekanizmada, homosistein sistatyofiisentaz
enzimi araciig ile sistatyonin’e déngitrilmektedir. Bu iki enzimin miktarlarinda ve
fonksiyonlarinda meydana gelengdgklikler homosistein diizeylerini etkilemektedir
(84). Plazma homosistein duzeylerindeki sakardiyovaskiler hastaliklar ve inme
acisindan bamsiz bir risk faktoradidr (87). Homosisteik asitbigihomosistein
metabolitleri, glutamaterjik NMDA reseptérleri Ursie eksitotoksik etki
gostermektedir. Bu etki glutamatin etkisinden ddiaala olup, hicre icinde
kalsiyumun artmasina ve proapopitotik proteinlediivasyonu ile apopitoz ve hicre
o6liumine neden olmaktadir. Homosistein ayni zama®Aél’a metabolize olur.
SAH’da metilasyon reaksiyonlarinin inhibisyonu iérotoksik etki olgturmaktadir
(158—-88). Homosistein plazmaya katilinca, hizlica didilhomosistein veya
homosistein tiolaktona okside olmakta; bu reaksigesnasinda hidrojen peroksit ve
superoksit radikali gibi reaktif oksijen trtnledugmaktadir. Homosisteinin NMDA

reseptorleri araci ile de hicre ici SOR Uretimini arttigal belirtiimektedir
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(157—-86,162-89). Folatlar; serotonin, melatonin ve katekolaminl gibi
norotransmitterlerin  sentezinde de gorev almakta@i). SSS'de metil-folat
yetersizlgi veya destginin  kesilmesi; DNA sentezinin azalmasi, DNA
transkripsiyon, metilasyon ve gen dretiminin bozatm doku buyimesi,
farklilasmasi ve tamirini etkileyen mekanizmalarin zayiflamiée sonucglanmaktadir
(90). Sekil-7’de Santral sinir sisteminde folat metabwoiasi ve folatin gorev algh
biyolojik strecler gosterilngtir (85).

DNA SENTEZi

Metilasyon Piirin semtezi

Sekil-7: Santral sinir sisteminde folat metabolizmasi Matfa gorev aldii biyolojik
surecler. THF, tetrahitrofolat; DHF, dihidrofolaDHFR, dihidrofolat reduiktaz;
MTHFR, metilentetrahidrofolat reduktaz; SHMT, serimdroksimetiltransferaz;
SAM, S-adenozilmetiyonin; SAH, S-adenozilhomosisi@b).

Vicutta folat miktarinin ve metabolizmasinin yetedmasi; DNA sentezi,
replikasyonu (kopyalama), hicre bolinmesi, blyunwesicanhiginin sirdirmesi
icin gereklidir. Hamilelerde normal embriyonik big&, gelsim ve SSS’nin
maturasyonu icin de gereklidir (85). Folat metanoiasindaki bozukluklara ve folat
eksikligine en hassas hucreler gastrointestinal, hematolejimmunolojik hicreler
gibi ¢cok hizli bélinen hicrelerdir. Anormal folaietabolizmasinin klinik bulgulari,
siddeti, ve karakteristik Ozellikleri; altta yatareaten, folat metabolizmasinda veya
emiliminde meydana gelen blok diizeyi, hastang ya folat eksiklginin suresi ile
ili skilidir. Cogu vakada klinik gérinim spesifik gigdir (81). Folat eksikIginde oral
histidin yiukleme testi ile idrarda formiminoglutaméFiGLU) atihmi artar (75).
Dogumsal folat malabsorpsiyonu ve enzim eksikliklahigrimer sendromla¢81);
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cOlyak hastafil, tropikal spru, jejunal rezeksiyon, malabsorpeiysendromu,
gereksinimde argti(hizlh bayuime dénemi, gebelik, laktasyon, krondatolitik anemi
gibi), vocuttan atihminda asti (hemodiyaliz hastalari), folat emilim ve
metabolizmasini engelleyen ila¢ kullanimi (antiepilk ilaclar, metotreksat,
primetamin, trimetoprim) ve karg@r fonksiyonlarinda bozulma, diyet ile yetersiz
alim gibi sekonder nedenl€76,81) serum ve BOS folat duzeylerinde azalmaya

neden olan bazi klinik durumlardir.

FA eksikliginin erken evrelerinde bulgular ¢ok hafiftir. Bareemde tek bulgu
notrofillerdeki hipersegmentasyon olabilir. Megdbdiik anemi, kan eritrosit
sayisinda azalma, BOS folat dizeylerinde azalmapséomosistein dizeylerinde
artis, siddetli folat eksiklginin goéstergesidir(81). Folat eksikiginde depresyon,
kognitif fonksiyonlarda bozulma, periferik néropatiaskuler hastaliklar ve gebede
FA eksikliginde bebekte NTD ortaya ¢ikabilir (76,90). Bazugahlar folat eksikii
ve yuksek homosistein dizeyleri ile Alzheimer hagtaParkinson hast@h gibi
bazi noérodejeneratif hastaliklar arasindgkilioldugunu, folat eksikiginin ve
homosistein yukseldinin psikiyatrik hastaliklarin patogenezinde rol naggini
disindurmektedir (84,12491).

Folat eksiklgi oldukca siktir (76). FA tedavisine altta yatandee ortadan

kaldiriincaya veya duzeltilinceye kadar devamradlldir (76).

HIPOKAMPUS

Hipokampus filogenetik olarak beynin en eski bolénmden biridir (92). Yan
ventrikullerin tabaninda bulunan, ortalama 5 cmnlzgundaki bu yapiya, deniz
atina benzemesi nedeniyle hipokampus (deniz an)idigtir (93). Hipokampus
sagittal (93) ve koronal (92) kesitlerde C haeklinde goraltr. Ventrikile bakan
yuzi konveks, hemisferin alt kismina bakan yiziu igenkavdir (92,93).
Hipokampus, alt mediale @ou subikulum ve girus parahipokampalis ile devarared
(94). Hipokampusun 6ne @a uzanan ve parmajeklinde genileyerek sonlanan
kismina pes hipokampi, yukarda lateral ventrikidendu ylizinu 6rten beyaz cevher
kismina ise alveus hipokampi adi verilir (94). Alg&i olwturan myelinli lifler,
hipokampus’de bulunan sinir hucrelerinin aksonlari(93). Bu lifler medialde

26



birleserek fimbria hipokampi’'yi olsturur (94). Girus dentatus, hipokampusun
medialinde, fimbria hipokampi ile subikulum arasanger alir (94). Hipokampusa
ko¢ boynuzuna benzegliicin “Cornu AmmonigCA)’de denilmektedir (95)insan
ve sican beyninde hipokampusun ygrie Sekil-8'de gorilmektedir. Hicre
yapisindaki d@sikliklere bagh olarak CA1, CA2, CA3, CA4 gibi farkli alanlara
bolunmigtir. Bunlardan CA1 subikulum’a, CA4 ise girus déntta en yakin
alanlardir (92,95).

Hipokampns

Sekil-8: insan (A) ve sican (B) beyninde hipokampus ve lakalonu.

Hipokampus histolojik olarak tabakalara ayrgtm Bunlar ventrikiler
yuzeyden bgayarak derine dgru su sekilde siralanir.

1- Alveus: Hipokampus ve subikuluma ait piramidal leiaksonlarini igerir.

2- Stratum oriens: Bdica piramidal hticrelerin bazal dentritleri ve
interndronlarin yerlgigi bolgedir.

3- Stratum piramidalis: Bu tabakada karakteristik akaotyik piramidal ve
Golgi tip Il hicreleri ¢gunluktadir. Hipokampusugeklini bu tabakada bulunan
piramidal hicrelerin dizilimi belirlemektedir.

4- Stratum lusidum: CA1 ve CA2 alanlarinda bulunn@&3 alanindaki
piramidal liflerle b&lantili yosunsu lifleri icerir.

5- Stratum radiyatum

6- Stratum lakunosum

7- Stratum molekilare (92).

Hipokampus, beynin bircok bdlgesinden duyu lifledir. Algi ve bellek
sistemleri arasinda planti kurar. Aldg bu duyular, forniks aracgiyla

hipotalamus, talamus ve septal sahaya iletmekt&dibkortikal alanlarla kigantisi
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sayesinde, beynin bircok bolgesi ile if@ti halindedir. @Grenme ve hafiza lizerinde
onemli rol oynar. Yeni elde edilen bilgilerin depomasi ve anilarin kisa strel

hafizadan uzun sireli hafizaya geciriimesinde gatmaktadir (96).

SICANLAR VE SICANLARDA H IPOKAMPUS

Gunumuzde laboratuvar sicani  biyomedikal sgadlarda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Sicanlarin ortalama 6mri 2,548]5arasinda dgsmektedir. Vicut
agirhklar erkeklerde yakkak 250-450 g, dilerde 250-300 g’dir. Normal viicut
Istlan 35,9-37,5 °C’dir. Dgumda bir yavrunun @rhgr 5-6 g’'dir. 18-23 gunlerde
sutten kesilirler. Sigcanlar nokturnal hayvanlardain icinde en etkin olduklari
donem, gece ve sabahin erken saatleridir. Labaatasaminda,sik siklusu 12
saatlik aydinlik-karanlik olacagekilde ayarlanarak etkin dénemin kontroli mimkun
olur (97). Kalp atim hizi 330-480 atim/dakika, toplamn Keacmi 56-71 ml/kg'dir
(97). Sicanlarda ortalama beyigidigl 1,8 gr/250 g'dir (98). Dgumda sicanlarin
beyni ¢cok az gejmis olup insan fetls beyninin yakl& 15. haftasina kanik
gelmektedir. Sicanlarda beynin hizli bliyime dongmstnatal Uclinci haftanin
sonunda tamamlaniinsanda bu donemin kaligi gebelgin ikinci trimestirinden
postnatal ygamin 2. yilina kadardir. Beynin hizli blyime dén@mipostnatal
hayatta gercekimesi, sicanlari postnatal dénemde sinir sistemig@lisimini
argtirmada ideal bir deney hayvani modeli yapmakt¢gy.

Sicanlarda hipokampus Lorente de No tarafindanikemdle G¢ ayri bolgeye
ayrilmistir (CA1, CA2 ve CA3). CA2 ve CAS3 alanlari RamonGajal'in blyuk
hiicreli *regio inferior” ve CA1 bdlgesi kic¢uk htcrelirégio superior” bolgesine
karsilik gelmektedir. CA1 ve CA3 boélgelerindeki piraraldhicrelerin bayukluk
farkhliklarina ek olarak kdanti farkliliklari da vardir. CA3 piramidal hiiceel girus
dentatus’tan yosunsu liflerle uyari alirken, CAlapaidal hiicreleri almaz. CA2 alani
ise tartgmali olup, CA3 ve CALl arasinda, bu iki alanin bire kargtigi dar bir
geck alanidir. CA3’teki gibi buylk hiicre govdeleri igerfakat CAL1 hicreleri gibi
yosunsu lif inervasyonu almaz. CA2,sitk bakimlardan CA3 alaninin u¢ parcasi
gibidir (100).
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GEREC VE YONTEM

Calismaya balamadan 6nce 07.03.2007 tarihinde Pamukkale Uritesis
Deney Hayvanlari Etik Kurulu'ndan Etik Kurul Onaglindi. Deneysel c¢aima
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvarilaboratuvari’nda, histolojik
calismalar ise Anatomi Anabilim Dali Laboratuvari ve &aji Anabilim Dali
Laboratuvari'nda 07.03.2007-01.11.2007 tarihleasanda gerceksérildi. Calisma

suresince deney hayvanlari gala etgi kurallarina uyuldu.

Calismamizda kortikal tabakajma, germinal matriksin involisyonu ve
myelinizasyon acisindan term yeng@ma edeger gelsim gostermesi nedeniyle her
iki cinsten toplam 24 adet 13 gunluk yenida Wistar sican kullanildi (2). Siganlar
rastgele 4 gruba ayrildi ve tekrar annelerinin gankonuldu. VA, FA ve serum

fizyolojik (SF) intraperitoneal (ip) uygulandi

Kontrol grubu (SF grubu) (sican sayisi: 6): Hipelk&kemi sonrasi segtin 0,1
ml serum fizyolojik (%0,9 NaCl) uygulanan grup.

Valproik asit grubu (VA grubu) (sican sayisli: 6)ipbksi-iskemi sonrasi ke
glin 400 mg/kg/gun valproik asit uygulanan grup.

Valproik asit+Folik asit grubu (VA+FA grubu) (sicasayisi: 6): Hipoksi-
iskemi sonrasi Begin 400 mg/kg/gun valproik asit ve 80 pg/kg/gutikfasit
uygulanan grup.

Folik asit grubu (FA grubu) (sican sayisi: 6): Hipriskemi sonrasi egin
80 pg/kg/gin folik asit uygulanan grup.

Perinatal hipoksi-iskemi modelinin  gluruldusu 13. ginde sicanlarin
agirhklar 10,1-14,3 g olarak saptandi. Deney sinesialti plastik, tstl tel ve icinde
talas bulunan 0Ozel kafeslerde, oda isisinda (22+2 °C30£6 nem bulunan bir
ortamda izlendi. Biyoritimlerine uygun olacagkkilde 12 saatlik aydinlik-karanlk
uygulamasi yapildi. Annelerinin beslenmesi kafdsierine birakilan standart sican
yemleri ve cam suluklar ile yapildi. Batin dene&ldnipoksi-iskemi oncesi ve

sonrasi standart bakim uygulandi.
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Bu calsmada, term yenidgnlarda perinatal Hbeyin hasarinda gozlenen
noropatolojik lezyonlara benzer beyin hasarininstolwldusu Levine’in modifiye

hayvan modeli kullanildi. Beyinde tek tarafll Bleyin hasari okiuruldu (2,6,8,101).

PERINATAL HIPOKSIK iSKEMiK ENSEFALOPATI
MODEL iNiN OLUSTURULMASI

Deneklere postnatal 13. giunde hafif eter anestggulandi (6,8). Anestezi
altindaki sicanlar operasyon masasina sirtistispmzda yatirildi. Ekstremiteleri
abduksiyona getirilerek operasyon masasina sabitl@perasyon siresince spontan
solunumlarina engel olmayacalekilde boyunlari hiperekstansiyon pozisyonuna
getirildi. Cerrahi girsim 6ncesi boyun bélgesi antiseptik soliisyon (Betedi ile
temizlendi. Antisepsi uygulanan boyun bélgesineoéta- hattan 0,5-1 cm vertikal
cilt, cilt alti insizyonu yapildi. Submandibular dekiint diseksiyon ile etraf
dokulardan ayrildi. Submandibular bezin altindaakdéanin sol tarafindan boyun
kaslari kunt diseksiyon ile aralanarak boyun sttamar paketine wddi. Boyun
sinir damar paketinde sol arteria karotis kommumisitimi tesbit edildi. Arteria
karotis kommunis, sinir-damar paketindekgeti dokulardan ayrilarak askiya alindi
ve 5/0 ipek ile bglandi. Sol arteria karotis kommunisin genmadan 0Once
pulsasyonunun vagli ve ba&landiktan sonra pulsasyonunun olngdmikroskop
altinda d@rulandi. Sol arteria karotis kommunislerigtenan hayvanlar insizyon yeri
dikildikten sonra annelerinin yanina birakildi. 2 islemin siresi hicbir zaman 15
dakikayr gecmedi. Cerrahgslem esnasinda arteria karotis kommuniste vgerdi
damarlarda yirtilma-kopma olan denekler ile kanaea anesteziye Bh solunum
arresti geken denekler calmadan cikarildi. Sicanlar annelerinin yaninda kéddi
iki saatlik iyilesme, beslenme suresinden sonra anestezi kabininddkbrAnestezi
kabininde bir saat sireyle, 1 litre/dakikasakizinda, nemlendirilngi %92 nitrojen
ve %8 oksijen gaz kammi bulunan hipoksik ortamda solutuldu. Deney sSices
sicanlarin vicut 1sisi 36,5-37 °C’de tutuldu (2,$78101,102,103).

ILAC VE SERUM FizYOLOJ IK UYGULAMASI

HIE olusturulan butiin gruplar kedakika oda havasinda reoksijenize edildi.

Daha sonra kontrol grubundakilere (SF grubu) 0,@nlim fizyolojik (%0,9 NacCl),
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VA grubundakilere 0,1 ml serum fizyolojik icinde @@ng/kg valproik asit (Depakin
ampuf) (8), VA+FA grubundakilere 0,1 ml serum fizyolojilcinde 400 mg/kg

valproik asit ve 80 pg/kg folik asit (Folic acicikor?’) (8,10), FA grubundakilere 80
ng/kg folik asit ip (8) olarak verildi. Takip eddrgs giinde serum fizyolojik ve ilag
dozlari ayni dozda tekrarlandi.

DOKUNUN HAZIRLANMASI

HIiE modeli olgturulduktan sonra Begiin sireyle serum fizyolojik ve ilag
dozlari tekrarlanan denekler 18. ginde hafif eteesgezisi altinda servikal
dislokasyon ve dekapitasyon ile sakrifiye edildey dokular c¢ikarildi. Cikarilan
beyin dokulari Patoloji Anabilim Dali Laboratuvarda daha onceden -15 °C’ye
ayarlanmg kriyostat cihazina (Leica CM3050) konuldu. Kriyaistihazinda kisa bir
sure icinde dondurulan beyin dokularindan 150 nmetre kaliniginda horizontal

kesitler alindi. Kesitler daha sonra Hematoksilezik (H-E) boyasi ile boyandi.

KESITLER iN BOYANMASI

Kesitlerin boyama siemi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapuld
Lam Uzerine alinmgiolan kesitler, sirasiyla icerisinde %96, %90, %@0%70’lik
alkol bulunan kaplarda 10’ar dakikalik surelerleklpgldi. Alkol banyolarindan
sonra su ile yikanan preparatlar, icerisinde heksatn bulunan kapta 2,5-3 dakika
bekletildi. Hematoksilen ile boyandiktan sonra -a#iibl soliisyonuna daldirilip
cikarildi ve daha sonra amonyak soliisyonunda lkikaldekletildi. Amonyaktan
arindirilmak icin tekrar su ile yikanan preparatlkama gleminden sonra e
saniye sure ile eosin solisyonuna daldirihp cilkkart Bu islemlerden sonra
preparatlar %70, %80, %90 ve %96’lik alkol solidgomdan sirasiyla tekrar
gecirildi. Preparatlar boyamalemi tamamlandiktan sonra 30 dakika sireyle ksilol
icinde bekletildi. Ksilolden c¢ikartildiktan sonratellanla tGzerine lamel konularak
kapatildi ve kurumaya birakildi.

Preparatlar kuruduktan sonraiki mikroskobunda 4, 10, 40 ve 100'luk

biayutmeler kulllanilarak incelendi. Kesitlerde tumneyin dokusunun olmasi
nedeniyle sgve sol hemisfer ayirimi yapildi.
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STEREOLOJIiK YONTEMLER

Stereoloji, yapilarin kesitlerinin iki boyutlu gdriimlerine ait verileri analiz
ederek ¢ boyutlu yapisini anlamayasggadibir bilim dalidir. Bunun i¢in geometri ve
istatistiksel yontemlerden yararlanir (104). Stéoglo calismalar literatire yakkak
55 yil 6nce (1943) girmive giderek sik kullaniimaya faniimistir (104). Stereoloji,
1984 yilinda disektér yonteminin tanimlanmasi ileniy bir boyut kazanrgtir
(105,106).

Biyolojik yapilarin tamamini histolojik kesitlereyi@p, her bir kesitte partikil
sayimi yapmak dgru sonug verecek olsa da pratik ve etkin bir ydlilde; cunkd,
ayni yapidaki toplam tanecik sayisini ggee/akin olarak hesaplamak icinsigk
yontemler zaten vardir (107). Biyolojik yapilaraskin sayisal verilerin elde
edilmesinde kullanilabilecek bircok yontemin olmalsu yontemler arasindan en
uygun ve guvenilir olaninin secilmesi sorununu deaberinde getirmektedir (108).
Onemli olan, herhangi bir nicgli hesaplar veya Olgerken, yapidan muimkin
oldugunca tarafsiz sonuclarin elde edilmesinglagabilecek bir yontemin tercih
edilmesidir. Bu nedenle tasarim-tabatdesign-based” stereolojik yontemler, bu
gerekliligi hem teorik olarak ggam temellere dayandirmasi, hem de pratik olmalari
sayesinde yaygin bicimde tercih edilmektedir. Stk yontemlerin bircgu,
uygulamada ilgilenilen yapinin sistematik-tekdiuastgele elde edilmidrnekleri
Uzerinde Olcumler yaparak, o yapidaki s6z konuswsah nicelgin belli ve
istatistiksel olarak kabul edilebilir bir hata pagahilinde hesaplanmasina dayanir
(108). Stereolojik yontemler, pratik anlamda kesde gozlenen mikroskobik
yapilarin G¢ boyutlu yapisi hakkinda kantitatif ileer elde etmek icin kulanilan,
oldukca kesin sonug veren yontemlerdir (109)g@&paman Uzerinde callan yapida
araggtirllan nicelik (6rngin hicre sayisi) buyik olgundan, o yapida belli oranda
ornekleme yapmak gerekir (108). Bu drneklemeleusanda elde edilecek verilerin
guvenilirligi ise, uygulama gamalarinda gosterilecek 6zen ilegdadan ilgkilidir.
Uzerinde cakilan makroskobik yapinin paralel dilim ve kesitleagriimasi, bu
kesitlerin mikroskopta incelenmesi, bu incelemeasnda belli blyuklukte
adimlamalarla ilgilenilen doku bgenlerinin taranmasi ve mikroskobik goérintisi
Uzerinde buyUklgi oOnceden belirlenmi olan Ornekleme alanlarinda anét
goruntuntilerin kanlastirilmasi, kesit kalinfiinin élgtlmesi gibi gamalarda dikkatli
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ve kurallara uygun davranilmasi ile guvenilir sdatg ulgmak miamkutnddr (108).
Bu yontemle yapilan toplam tanecik sayisi hesapgmaonucunda elde edilen
deger, gercek toplam tanecik sayisinin tamamgi @masa da istatistiksel olarak
kabul edilebilir bir hata katsayisi sinirlar i@nide, s6z konusu organ veya yapida
bulunan toplam tanecik sayisi hakkinda guvenilitkine ve tarafsiz bir bilgi
salayacaktir (107). Tarafsizlik ve etkinlik stereoldg ilgili iki 6nemli kavramdir
(109). Tarafsizlik, gercek derden sistematik sapma gostermeyen (107), etkisgik

kisa sUrede en dilk hata payi ile sonuca glaa anlamina gelmektedir (109).

Stereolojik metodlar kullanilarak yapidaki partik8hyisi, partikal alani,
partikil hacmi (105), partikil uzungu 6lculebilmekte; bu sayede cekirdek sayisi,
korteksin, beyaz cevherin, santral gri cevherimtnilllerin boyut ve hacimleri,
glomerll sayisi ve boyutlari, glomerul kapiller danmuzunlgu gibi bircok yapi
Olculebilmektedir (109).

Sistematik tekdiize rastgele 6érnekleme (STRO)

ideal bir 6rneklem, biitiin basamaklarda istatistiesédmda tarafsiz olmalidir.
Bunun anlami, bir érneklemde butin kesitlgit ®lasilikla temsil edilebilmeli; bu
kesitlerdeki bitin lokalizasyonlar sayim sondasifikieboyutlu iki kesit diizleminin
kullaniimasiyla olgturulan G¢ boyutlu tanecik sayim alangsit olasilikla
orneklenebilmeli ve kesit sondasindaki bitiin nesnglt olasilikla sayilabilmelidir
(110,111). Ber orneklemenin herhangi bir seviyesinde kurallargulmazsa

orneklem tarafl olur (110).

STRO, Kklasik rastgele orneklemeden farkhdir. Kasastgele Grnekleme,
herhangi bir siralama goézetmeksizin, her §méir dncekinden bamsiz ve rastgele
olarak secildii bir yontemdir. Sistematik 6rnekleme ise, sabit bglangic ve
ardindan sabit araliklarla se¢im yapmayi icerirRETde ise,rastgele secilen bir
baslangic noktasindan kanarak, organin timdndn “sistematik" olarak
orneklenmesi s6z konusudyd07). Sistematik olmasi, 6rneklemenin 6nceden
belirlenmg araliklarla yapilmasini; rastgele olmasi, Ornektenbalangicta
belirlenen sistematik drnekleme agalicerisindeki rastgele bir sayi ile g@masini
ifade eder (112,113).
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Sistematik ve rastgele bir drnekleme yapmak icicetikle "6rnekleme aragh”
belirlenir. Orngin seri kesitlere ayrilngibir organda, her dort kesitten bir tanesini
secmeye karar verirsek érnekleme g@ratiz dort olur. Bu, organin yalde 1/4’lik
bir bolumuni 6rnek olarak algganiz anlamina gelir (107). Boylece drneklememizin
"sistematik" kismini tamamlagoluruz. Bundan sonraki basamak ise, 6rneklemenin
"rastgelelik" ozellgini yerine getirmektir. Kesit almaya fdadigimizda, ilk dort
dilim arasindan tamamen rastgele olaraksldrayic kesiti secerek -sozgelimi
dcuncuyu secelim- 6rneklemin rastgele oOgelli yerine getirmg oluruz. Bu
secimden sonra ornekleme sistematik olarak devascedtir. Rastgele secilen
baslangi¢ kesiti ve bundan sonra gelen her 4. keagkiem olarak alinir. Bgekilde,
organ, baindan sonuna kadar orneklenir (107,112). STRO degtirma icin
kullanilacak kesitlerin sayisi azaltilmakta ve g&n yapinin her noktasinsie
olasilikla 6rneklenme sansi verilmektedir. ilk secilen kesitin rastgele
konumlandirilmasi, o organ icgin Orneklenecek olém tparca veya kesitlerin
yerlerini de belirlemektedir. Buslem birden fazla bireyde uygulagehda, cakilan
organla ilgili deerler istatistiksel anlamda tarafsiainbiased” olarak elde
edilmektedir (107).

Optik parcalama (fraksiyonlama) yontemi

Parcalama yontemi, bilinen en etkin toplam tanesikyisi hesaplama
yontemidir. Bu yontem ile elde edilen sayi, o orgeaya yapidaki toplam tanecik
sayisinin tarafsiz olarak hesaplanmasidir (107%toHpatolojik 6rneklerde tim
dokuda partiktl sayimi yapilmasi genellikle pradggildir. Onun yerine, belirlenen
bir referans alaninin kugik bir pargcasinda (fraks)y sayim yapilmasi tercih
edilmektedir (106).

Stereolojideki en 6nemli gsinelerden birisi optik disektor ile “parcalama
orneklemesemasi’nin kombine edilmesidir (112,113). Literagifdptik parcalama”
olarak bahsedilen bu kombinasyonun néro-anatomilpilg|an ve histolojik
preparatlarin sayillmasinda pratik 6zellikleri varddptik parcalama yontemiyle;
sistematik tekdize ornekleme ile belirlenen an&dilecek boélgenin kiguk bir
parcasinda (disektor sondasi) optik disektor mettbherhangi bir hiicre -Orge

ndron sayimi- organel veya partikil sayimi yapliafl13). Optik parcalama pratik
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olarak, sistematik Ornekleme aragilile kesit kalinlginin kicik bir pargasinda
sayim yapilmasidir (112,113).

Optik parcalama, dokunun hazirlanmasi esnasindayart¢cikan doku
blzismesi veya geglemesinden etkilenmez. Dondurma yontemi (frozeitratom,
selloidin ve parafin kesitlerde (boyama ve gommeassida doku buzinesi
belirgin ve sayim slemi zordur) kolaylikla uygulanabilir (113). Norosayisini
bulmak icin “optik parcalama 6rneklergemasi” kullanildginda, bdélgenin hacminin
ve kesitsel profilinin bilinmesi gerekli d#dir. Sadece ilgilenilen bodlgenin noro-
anatomik sinirlarini  tanimlamak yeterlidir. Optikarpalama ydntemi, birgok
histolojik preparat hazirlama yontemi ile birlikt&kullanilabilmesi; doku
blizismesinden etkilenmemesi ve sistematik drneklemenplan(optik parcalama
orneklemesemasi) etkin olmasi sayesinde, tanecik sayimi taigibk néro-biyolojik
problemin ¢oziimlenmesinde tercih edilmektedir (113). Orneklemesemasinin
oldukca kesin sonu¢ vermesi sayesinde toplam tlarsgiisini hesaplamak icin az

sayida ornekleme yapmak yeterlidir (112).

Bu yontem ile organ veya yapi, orani bilinen kucparcalar seklinde
orneklenir (107). Secilngiolan her bir kesitin sayim yapilacak dokuyu icenen bir
optik parcasinda optik disektor aragilile tanecik sayimi (6rrggn néron) yapilir.
Orneklenen kisimdan elde edilen tanecik sayisijmsagapilan bu parcanin ana
yapiya orani (parcalanma katsayilari) ile carmlics yapiya ait toplam tanecik
sayisina ulglmis olur (107,112).

Optik parcalama yontemi ile yapilan hesaplamal&iitiin alanlarda tarafsiz
olmasi icin kesit kalinliklari olabildince kalin olmali -dondurma ve parafin
yontemleri ile alinan kesitlerin kalinliklari 20m’den daha az olmamaldir- ve
yuksek sayisal aciklikli objektife sahip mikroskapkullaniimalidir (bdylece ince
kesitlerde odaklama derigli mumkin oldgunca kicguk tutulabilmektedir)
(112,113)Sekil-9'da optik parcalama 6rneklemgemasi, tanecik sayiminin yapgdi
“disektodr sondasi” ve tarafsiz sayim gergevesi lgieltedir.
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Sekil-9: Optik parcalama orneklemgmasi, tanecik sayiminin yapgdr‘disektor
sondas!” ve tarafsiz sayim cercevesinin gorinimj2).(la: sican beyninde
hipokampus (1), b: beyin kesitleri (1), c: Hipokampn kesit Utzerinde “optik
parcalama orneklemgemasi” ile parcalanmasi ve “disektor sondasi” 1), X
ekseni (2), Y: Yekseni (2), d: x,y adimlama alahR}, e: tarafsiz sayim cergevesinin
alani (1,2), t: kesit kalirgi (1), h: disektor yiksekldi (1) (112,113).

Tarafsiz sayim cercevesi ve sayim alani

Sayim sirasinda uyulmasi gereken kurallarin temehtf, her tanedi
yalnizca bir defa Orneklemektir. Bir tangici yalniz bir defa orneklenmesini
sglamak icin iki boyutlu kesit duzlemlerinde bir taki sayim kurallari
gelistirilmi stir. Eger goruntl alaninda ayni anda gézlenemeyens gencok sayida
izdUsiim veya tanecik iceren bir alanda gglorsak, belli bir alanda, belirli kurallar
cevresinde sayim yapma zoruniglu ortaya cikar. Alani sinirlandirarak sayim
yapma ve bundan kaynaklanan sorunlar, stereotejialiliriinde kenar etkisedge
effect” olarak bilinmektedir. Bir sayim cercevesi kullahginda, cercevenin
tamamen icine dien taneciklerin sayillmasi konusunda sarmacilar arasinda
herhangi anlgmazlik yoktur. Problem, cercevenin sinirlar ilesiken tanecik
izdUstimlerinin sayilip sayilmayagakonusundadir. Bunun igin, bir tanecik yalnizca
ait olduzu alanda, bir defa sayilacak bicimde 6rnekleme Iyeghidir. iki boyutlu
duzlemlerde gercek sayinin nasil bulugaca Gundersen, 1977 yilinda, "tarafsiz
sayim cercevesi" olarak adlandirilan bir sayim @eggi modeli gejtirerek tarif
etmistir. Tarafsiz sayim gergevesinin sayim kuralfarsekilde 6zetlenebilir.
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1. izdisumleri tamamen sayim cercevesi icerisinde kalanj f@rhangi bir
kenar veya kg§eyle kesgmeyen tanecikler sayima dahil edilir.

2. Cercevenin "yasak kenarlar” ile kesi izdigumler sayllmazlar.

3. “Serbest kenarlar” ile temas eden tanecik géidileri sayima dabhil edilir.

4. Cercevenin yasak kenarlarinin uzantilari ileh&egi bir sekilde kesgen
izdUsimler de sayima dahil edilmezIérekil-10) (109,111).

Sekil-10: Tarafsiz sayim cercevesi (1 ve 2); Kalin-siyalgiciasak kenarlari, ince-

gri ¢izgi serbest kenarlari gostermektedir (1).kA@nkle boyanngiolan partikuller
sayima dabhil edilirken derleri dahil edilmez (1).

Optik disektor

Disektdor metodu, modern anlamda ilk defa 1984 gdirSterio tarafindan
gelistirilip yeniden tariflenmgtir. Bu metod ile doku ya da organ icerisindekigeik
sayisi tarafsiz bir bicimde hesaplanabilmektedesiderin alinma yoni, sayilacak
histolojik islemler sirasinda buzine ve gerlemesi gibi hesaplama hatalarina sebep

olabilecek durumlardan etkilenmemektedir (105,112)1

Optik disektor ise 1986 yilinda Gundersen tarafmidaif edilmitir (114,115).
Sterio tarafindan 1984 yilinda tarif edilen, fizkslisektor olarak adlandirilan orjinal
yaklasimdan en onemli farki Z-ekseninde (dikey eksen)tele kesitte drnekleme
yapilabilmesidir (114,115). Kesit kaligliicinde Z-ekseninde yapilan bu drnekleme,
“Ornekleme sondasi”, “optik disektdr” olarak adlamdnaktadir (113,115). Bu

yontemle fiziksel disektor yonteminde ortaya cikda ayri kesidin birbirini
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tamamlayan parcgalarini bulmak gibi zor ve zamanbk#iyren bir sorun ortadan
kalkmaktadir (107,113%ekil-11'de tasarimsal olarak kesit kalf@licinde disektor

sondasli gorulmektedir.

3 boyutlu disektor sondasi ve

sayim alani
Serbest kenarlar

i Ea
Yasak kenarlar i kL
t: Kesit kalinhig

Sekil-11: Tasarimsal olarak kesit kaligilicerisinde disektdr sondasinin géranima

Yuksek sayisal aciklikli mikroskop objektifleri kaharak kalin histolojik
kesitlerde (kesit kalinkn > 20pum) ince (< 1um) optik kesitler almak mumkadndar.
Bu objektifler ile oldukca @ odak derinlginde goéruntt elde edilebilmektedir
(106,112,113,115,116). Optik disektdr metodundalinkabir kesit icerisinde,
mikroskobun odaklama ayarini@girmek suretiyle bir dizi sanal kesit alarak, yani
adeta kesit icerisinde bir sondaj yaparak taneaykrsi yapiimaktadir (106,107,113).
Optik disektér uygulamalarinda kibin ic kismina teeafsiz sayim cercevesi
kurallarina gore serbest kenarlara isabet edeanecik olarak nitelendirilen yapilar
sayllmaktadir (117). Optik disektorde tanecik sayesnasinda uyulmasi gereken
diger bir kural, kesidin alt ve Ust yuzeylerinde @n ylzey duzensizlikleri ve yari
kesilmis partiktller gibi, kesit kalinfiina veya tanecik sayisina etki edebileflekt
caps fenomeiifiziksel bozulmalardan kaginmak lzere, sayim lggpk hacim ile,
kesidin alt ve Ust ylzeyleri arasinda bir "guvenkksagl”, “guvenlik aralgl”
birakmaktir (105,107,112,117). Dolayisiyla sayiglemni st ve alt guvenlik
kusaklarinin haricinde yani kesidin orta kisimlarindgerceklatiriimektedir
(113,115,117).“Lost caps” olayindan korunmak icin kesit Ustinde ve altinda
yaklasik 3-7 um derinliginde givenlik kgagi birakilmali ve bu alanlarda tanecik
sayimi yapiimamahdir (112). Ust ve alt guvenliks&klari cikarildginda, kesitin
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ortasinda kalan sayim yapilan boélgenin yukgakin (h), kesit kalinigina (t) orani
bize toplam tanecik (ndéron vb.) sayisinin hesapisinda gerekli olan kalinlik
ornekleme oranini (KaOO) vermektedir (10Partikil sayimi esnasinda, sayim
cercevesinin icinde sayilabilir bir pozisyonda mao bir taned@in, alt veya Ust
guvenlik kuyag! ile disektdér hacmi arasindaki sinirlarda bulunmedsrumunda
(tanecgin bir kismi sayimin yapilgdi disektér hacmi igcine yeenisken, geri kalani
sayim yapilmayan guvenlik kaginda yer alabilir),bu tanecikler bgka hacimlerce
de paylalldiklarindan sayim hatalarina sebep olmaktadine€iklerin bu iki sinir
dizeyine dgme ihtimallerinin @it oldugu distunulirse, bu dizeylerden birinde
gorulen tanecikleri sayima dahil edipgeiini sayim dyi birakmak, sayimlarin
dogrulugu icin yeterli olmaktadir (107). Optik disektor wpgmalarinda, sayim
cercevesinin boyutlari, her bir érnekleme alanindaher bir ¢ boyutlu disektor
sondasi boyunca bir veya iki tanecik sayilabileggidlde ayarlanir. Yani, belirlenen
bir ornekleme alaninda optik odaklama ile yapilamdgaj boyunca, cergevenin

sayllabilir alani icine bir veya iki tanecik giiektedir (107).

Stereoloji terminolojisinde, disektor hacmi igindelksayilabilen tanecik
izdUstimleri (bir doku bilgeninin kesitlerde ortaya c¢ikan iki boyutlu goruritjis
"disektor taned" olarak isimlendirilir ve "Q" simgesi ile gosteriimektedir
(111,114).

Kesit goruntust Uzerinde gezerek yapilan tanecindarinda, mikroskop
tablasi X ve Y eksenleri boyunca adim adim harektilir. Mikroskop tablasinin

sgga-sola hareketi "X" eksenini, ileri geri hareketi"'eksenini, aagi-yukari hareketi

ekseni ise kesiti derinlemesine kat etmektedir gsitkicinde odaklama ve goruntu
netligi bu eksende gercekkailir (107). Yukaridan sgagiya veya tersi yonde
mikroskopta gercekdgirilen bir odak ilerlemesi esnasinda kesitin ilketn
goruntastunun alingi nokta (optik diazlem) belirlenir. Burasi kesitisti(veya alt)
yuzeyi olarak kabul edilir. Buradan sonra, kesitiiger yizune dgru odaklama
ilerletilir ve en son net gorintintn ahgdnokta (optik dizlem) ise kesitin alt (veya
ust) yuizeyi olarak belirlenir. Olcim cihazindan oka bu iki seviye arasindaki fark

kesit kalinlgidir (t) (107).Kesit kalinlgl “mikrokator” adi verilen, dlgcim etkingi
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oldukca guclu elektronik aletler ile dlgulmektedutikrokator, mikroskop tablasinin
Z-eksenine (dikey eksenine) monte edilen hareketgrdi bir boélim ile, burada
meydana gelen d@eimleri sayisal olarak gdsteren bir dijital gosterdgsmindan
olusmaktadir (106, 107,113,116 esit kalinlgi mikroskop mikrovidasinin kalibre

edilmesi yontemi ile de hesaplanabilmektedir (116).

Optik disektor ile sayim sieminde kesitlerden elde edilen mikroskobik
goruntulerde disektor sayim kurallarina gore mikops bginda ya da monitor
goruntustunde partiktl sayimi yapilabilmektedir (118). Etkin ve kismen kolay
kullaniimasi, optik disektérle sayim yontemini lgok yontemle kiyaslanginda

avantajli hale getirmektedir (117).

OPTiK PARCALAMA YONTEM INE GORE TOPLAM
NORON SAYISININ HESAPLANMASI

Kesit alma ve kesit 6rnekleme orani (KeOO)

Deney hayvanlari postnatal 18. giinde kisa sumliatestezisi altinda servikal
dislokasyon ve dekapitasyon ile sakrifiye edildiktsonrasi kraniyotomi ile tim
beyin dokusu dikkatli bigekilde ¢ikarildi. Cikarilan beyin dokusu 6ncede®h €F ye
ayarlanmg kriyostat icine konuldu. Beyin dokusunun donmagn iyaklaik 60
dakika beklenildikten sonra kesit almglemine gecildi. Her sicanin tim beyin
dokusundan horizontal planda, 15én kalinhkta, 48-56 kesit lam Uzerine alindi.
(112,119). Kesitler sirasiyla numaralandirildikiggnra boyamasiemi yapildi ve
boyanan kesitler arasindan hipokampus gorinimu ubeolan kesitler ayrildi.
Ayrilan bu kesitlerin icinden STRO yontemine uydhin sekilde, sirasiyla, her dort
kesitten bir tanesinde sayim yapildi. Sayim yapKadk kesit, ilk dort kesit
arasindan rastgele secildi (yani ilk dért kesitsardan rastgele secilen birinci kesit
ve sonradan gelen her dordunci kesitte sirasiylamsgapildi). Her sicanin beyin
kesitlerinde STRO ve optik parcalama yéntemine unybin sekilde ayri ayri sayim
islemi gerceklgtirildi. Bboylece optik parcalama yontemine goére leop hicre
sayisini hesaplamak icin gerekli parametrelerdendban, kesit 6érnekleme orani
belirlenmi oldu (KeOO=1/4) (107,112,113,119).
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Alan 6rnekleme orani (AOO)

Optik parcalama yontemine gore toplam tanecik sgysecilen bu kesitler
Uzerinde onceden belirlengnblan “optik parcalama 6rneklemgmasi”’na uygun
olarak olarak yapilmaktadir. “optik parcalama 6ileetesemasi’na gore drnekleme,
secilen kesitlerde ilgilenilen bolgenin alanininkmskop altinda X ve Y eksenleri
boyunca 6nceden belirlengnolan dizenli X, Y adimlamalari ile taranarak optik
parcalara bolinmesi ve 6rneklenmesi ile gergtikienektedir. Hicre sayiminin
gerceklatirildi gi tarafsiz sayim cercevesi, sistematik-tekdiizegedst 6rnekleme
yontemine goére bolinen bu optik parcalardan (X,dyndamalari ile ortaya ¢ikan
alanlar) ilk parcanin icine rastgele yatiglir. Boylece tarafsiz sayim cercevesinin
ayni kesit Uzerindeki gder optik parcalardaki konumu da belirlegrolur (ayni alana
yerlestirilir). Daha sonra ilgilenilen alan Gzerinde (bi@ampus) tarafsiz sayim
cercevesinin yerkdirildi gi her bir optik parcada optik disektor aragilile tanecik
sayimi (néron) yapilir. Toplam noron sayisini hésapk icin gerekli dier bir
parametre olan “alan érnekleme orani” (AOO); tamfsayim cercevesi alaninin,

“x,y adimlama alani” na oranlanmasi ile belirlgfii07,112,119).

Calsmamizda X, Y adimlama alanini belirlemek icin érideoma lami ile
gorunta kalibrasyonu yapildi. Thoma lami ¢izgil@nixX100 biyutmedeki gorintisi
Istk mikroskobuna (Olympus CX31) monte edigmiideo kamera (Sony Exwave
HAD Color Video Camera SSc-DC88P) aragilile monitore (Sony LCD monitor
LMD-2010) aktarildi. Thoma lamina ait bir kicik &am X100 blyutmedeki
monitér goruntist bulundu ve natieldi. Daha sonra monitérdeki bu kare
goruntusu bir cetvel ve asetat kalemi yardimi ilenitdér Gzerine yerlgirilen asetata
cizildi. Boylece asetat Uzerinde kenar uzgaldb0 pum (0.05 mm) olan bir kare elde
edildi (Thoma laminin bir kiiguk karesinin kenar nizigu 0.05 mm'dir). Thoma lami
araclilgl ile gorintu kalibrasyonu yapilarak elde edilenkawenin ortasina, gerekli
kalibrasyon yapilarak daha sonra icinde hiicre sawapilacak olan bir kenar
uzunlygu 20 um kare seklinde tarafsiz sayim cercevesi cizildi. Boyleegatsiz
sayim cercevesinin alani @n x 20pm = 400um? olarak belirlenmi oldu. Tarafsiz
sayim cercevesinin birbirine dik sol ve alt kenari@msak kenarlar, gder iki kenar
ise serbest kenarlar olarak tayin edildi. Yasakakiemn uzantilarn da cizilerek

goriintu kalibrasyonsiemimiz tamamlanngioldu. Uzerine Thoma laminin bir kiiguk
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karesi ve bu karenin ortasina tarafsiz sayim cesjegizilen asetat monitér tzerine
yapstirilarak calgma boyunca monitdér Uzerinde adimlama ve hicre sayim
islemlerinde kullanildi (120%ekil-12’de ¢alsmamizda kullanilan, Thoma lamina ait

bir kiiciik karenin icine cizilen tarafsiz sayim @esi goérilmektedir.

Sekil-12: Calsmamizda kullanilan, Thoma lamina ait bir kiiciik kawdacine

cizilen tarafsiz sayim cercevesi.

Optik parcalama yontemine gbre hlcre sayimi yapniakre Kkesitler
mikroskop Uzerine vyerddrildi. Sol hipokampus goruntisi X4 bilyitmede
bulunduktan sonra mikroskop objektifi X100 buyutraegetirildi. Gorintl netdi
sgilandiktan sonra mikroskop tablasi X-ekseninde B@ Y-ekseninde 30Qum
hareket ettirilmek suretiyle monitor gorunttist izée X, Y adimlamalari yapildi.
Boylece bu iki eksendeki adimlama alani (X, Y adumh alant) 30@um x 300um =
90 000 um?® olarak belirlenmi oldu. Monitordeki kesit goriintist tzerinde her
adimlama mesafesini belirlemek icin daha dncedetatss cizilmg, kenar uzunlgu
50 um olan kare kullanildi. Sonug olarak sol hipokamyu€A1, CA2, CA3 stratum
piramidalis alanlari X ve Y eksenlerinde yukari@aitmlanan araliklarla tarangni
oldu. Daha sonra tarafsiz sayim cergevesinin alXpi;Y adimlama alanina
oranlanarak AOO hesaplandi. Galemizda AOO 40Qum%90 000 um? = 1/225

olarak bulundu.
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Kesit kalinliginin 6lgtimu

Istk mikroskobunda, mikroskobun mikrovidasi dondurélke kesit icinde Z-
ekseni boyunca optik olarak ilerlerken ilk nede gorinti ile son netlen gortnti
arasindaki mesafe kesit kalghhi verir. Bu mesafe mikrovida tzerindeki rakanmari
okunmasi ile 6lgulebilmektedir. Kesit kaligiini hesaplayabilmek i¢cin mikroskobun
mikrovidasinin her bir derecelik dogiinin Z-ekseninde ne kadarlik mesafeye
karsilik geldiginin bilinmesi gerekmektedir (116). Cghamizda kesit kalirgini
hesaplamak icin dncgik mikroskobunun mikrovidasi bir lamel aragiyila kalibre
edildi. Lamelin Ust ve alt ylzeylerine sirasiylankizi ve mavi renkte iki farkl ¢izgi
cizildi. Bu lamel daha sonra bir lam Uzerine wapidi. Mikroskobun mikrovidasi
dondurilerek lamelin Gst ylzeyine cizilen kirmizgt netlstirildi. Bu durumdaki
mikrovida degeri derece olarak kaydedildi. Daha sonra mikrovittandutriimeye
devam edilerek lamelin altina c¢izilen mavi cizgiydssildi. Mikrovidanin bu
konumdaki dgeri de derece olarak kaydedildi. Mikrovida Uzerinm@inan bu iki
deser arasindaki fark derece olarak hesaplandi. Miklieovizerindeki bu dgerlerin
gercek kagiligini bulmak icin lamel, kiiguik bir parafin damlasil&ailarak 90° dik
konumda mikroskop tablasina yatigldi. Ust ve alt yiizeyleri ¢izilmi olan lamelin
kenar goruntiisi X100 buyutmede onceden Thoma lemkalibre edilmg olan
monitére aktarildi. Monitdr goéruntisinde lamelinggk kalinlgl dlcildi. Lamelin
gercek kalinig ile mikrovida dondirulerek bulunan derece cinsimdkalinlik
degerleri kasilastirildi. Boylece mikrovidanin bir derecelik d@iiintiin Z-ekseninde
ne kadarlik mesafeye kaltk geldigi um olarak bulundu. Caimamizda kulanilan
mikroskobun mikrovidasindaki bir derecelik dgaid 0,83im’ye kasilik geldigi

bulunmugtur.

Mikroskobun mikrovidasi kalibre edildikten sonraskekalinliklari hesaplandi.
Mikrovidanin dondurtlmesi ile kesitler icinde z-eks boyunca optik olarak
ilerlendi. Bu hareket esnasinda ilk ngde goéruntl ile en son negen gorintu
arasindaki fark, mikrovida Uzerinde derece olaragélirlendi. Mikrovidanin
kalibrasyonu sonucunda elde edilergeleile carpilarak her kesit icin kesit kalgli
() um olarak hesaplandi. Daha sonra her sican icidaonta kesit kalinfi (tor)
bulundu(116,120).
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Kalinlik érnekleme orani (KaOO)

Her Kkesit icin kesit kalingn belirlendikten sonra her kesitin Ust seviyesidde
pum kalinlginda guvenlik ksagi birakildi. Bu optik seviyeden sonra tarafimizca
belirlenmi olan disektdr yukseltinde (h) sayim yapildi. Sayim yapilan kesitlerin
kalin kesitler olmasi nedeniyle butin kesitlerdaiaisektor yuksekgiinde (30um)
sayim yapilabildi. Bu nedenle ortalama disektor sgkfigi (hor) sabit kaldi. Her
kesitte farkli derinlikte alt glvenlik kagi birakildi; ancak bu der higbir zaman
5um’den daha az olmadi. Her hayvan icin ortalama kdiise yikseklgi (hor)
ortalama kesit kalinkina () boliinerek kalinlik érnekleme orani (KaOOgr htor)
hesaplandi (119).

NOron sayimi

Hipoksi-iskemiye hipokampusun daha hassas gldbilinmektedir; ancak
hipoksik-iskemik beyin hasari modellerinde hipokaisyn CA1 ve CA3 alanlarinin
hipoksi-iskemiye duyarliliklarinin farkl olgw belirtiimektedir (22,23,24).

Calsmamizda sol hipokampusin CAl1 ve CA3 stratum piratisd
tabakalarinda bulunan hicrelerin nikleuslari aym sayildi. CA2 alani dar bir alan
olup, caitli bakimlardan CA3 alaninin ug¢ bir parcasi gibidBu alandaki stratum
piramidalis tabakasinin hiicre govdeleri CA3'telidptiyuktir (100). Bu nedenle bu
alandaki piramidal hicre nukleuslart CA3 alani dgnsayildi ve sayim sonuclari
CAZ2-3 olarak gosterildi. Her piramidal hiicrenin tek cekirdezi olmasi nedeniyle,

hesaplamalarda ¢ekirdek sayilari hiicre sayisilolabul edildi (112).

Mikroskoba yerlsgtirilen kesitlerde X4 buyutmede hipokampus beliditen
sonra kesit Uzerine bir damla immersiyongiyadamlatildi ve objektif X100
bayutmeye getirildi. Hipokampusun CAl ve CAZ2-3 tima piramidalis tabakalari
belirlendikten sonra daha 6nce tanimlanan X ve ¥enlerindeki adimlamalara
uyularak ilgilenilen hipokampus alanlarinda, X, Yimlama alani icerisinde,
disektor sondasi ile disektér sayim kurallarinawnygekilde ntkleus sayimi yapildi.
Belirlenen kesit kalinfiinda kesitin Ust seviyesindesn gtvenlik kgagl birakildi.

Her kesitte belirlenen disektdr yuksekl{h = 30um) boyunca optik olarak ilerlendi.
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Optik disektor yuksekdii boyunca, tarafsiz sayim gergevesinin igingetiive serbest
kenarlarla kesen nikleuslar sayildi. Yasak kenarlara ve bunlazentilarina temas
eden nukleuslar sayimsdbirakildi. Kesitlerin kalin kesitler olmasi nedgda, bitin
kesitlerde alt glvenlik k@aginin derinlgi 5 pum’den daha buyukti. Butun kesitlerde
her iki glvenlik kgagi icerisinde goriuntiye giren nukleuslar sayima ldatiimedi.
Ust givenlik kyagi ile optik disektor sinirindaki niikleuslar sayiaihil edilirken,
alt guvenlik kgag ile optik disektdr sinirindaki nikleuslar sayimiahil edilmedi.
Her kesit icin sayllan néron sayisi {Qdisektor partikil sayisi) kaydedilerek,
bunlarin toplanmasiyla her sican icin sayillan nosagisi £Q-; toplam disektor

partikdl sayisi) bulundu.

Toplam néron sayisi

Optik parcalama yontemi ile elde edilen tim bu peteler, toplam néron
sayisinin hesaplanmasinda kullanilgagadaki formtle uygun olarak yexrildi.
Her sicanin sol hipokampus CAl ve CA2-3 stratumarpidalis tabakalarindaki
toplam néron sayilari hesaplandi.

N(toplam) = £Q") x (1/ KeOO) x (1/ AOO) x (1/ KaOO) (112).

ORNEKLEME PLANININ YETERL ILIGI VE HATA
KATSAYISI

Ornekleme planinin etkirgini degerlendirmek icin hata katsayisi (HK)
kullanilir. Ornekleme planinin, ¢aina icin uygun olup olmagh hakkinda bilgi verir
ve her sicana ait hata katsayisi hesaplanarak dkoediiimektedir. Hata katsayisi
hesaplanirken, her sicanda sayilan kesit saylsev&esitte sayilan disektor partikil
sayllar (Q) kullanilmaktadir. Hata katsayisinin %10’un alamnaimasi, ¢agmanin
drnekleme planinin yeterli ve gahanin givenilir oldgunu gdstermektedir. Tablo-
2'de SF-1 nolu sicana ait kesitlerdeki CAl alamigridisektor partiktl sayilari ve

hata katsayisinin hesaplanmasinda kullanilan paraleregosterilmytir.
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Tablo-2: SF-1 nolu sicana ait kesitlerde CA1 alanlarindakektor partikdl
sayllari ve hata katsayisi hesaplanmasinda kwdlapgrametreler.

Kesit No Q Q xQ Qx (Q +1) Qx (Q +2)
1 7 49 91 105
2 13 169 195 143
3 15 225 165 135
4 11 121 99 88
5 9 81 72 54
6 8 64 48 56
7 6 36 42 36
8 7 49 42
9 6 36

Toplam > Q=82 A=830 B=754 C=617

Q: Kesite ait CA1 alanindaki disektor partikil say@+1: Bir sonraki kesite
ait CA1l alanindaki disektor partikil sayisi;+Q: ki sonraki kesite ait CA1l
alanindaki disektor partikil sayi&,Q : Tum kesitlere ait CA1 alanlarindaki toplam

disektor partikil sayisi.

Hata katsayisi (HK) ¥ [(3A+C-4B)/12] /=Q (112).
Buna gore SF-1 nolu sicana ait kesitlerdeki CAhiala hata katsayisi 0,033

bulundu.

ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Istatistiksel analiz “SPSS for Windows” istatistikograminin 10.0 versiyonu
kullanilarak yapildi. Gruplarin ortalama toplam edrsayilari arasindaki farklilk
ANOVA (varyans analizi) ile degerlendirilirken, gruplarin kendi aralarindaki
farkhhklarin incelenmesinde Tukey testi kullanildikili Kkarsilastirmalar igin

istatistiksel anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak kakdildi.
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BULGULAR

SICANLARIN VUCUT A GIRLIKLARI, HUCRE SAYIM
SONUCLARI VE HUCRE SAYIMINDA KULLANILAN

PARAMETRELER

Kontrol grubu (SF grubu) alti term yenighm sicanin 13 gunlikken 6lctlen
vicut airhklar, sol hipokampus CA1l stratum piramidalidara (CA1), sol
hipokampus CA2-3 stratum piramidalis alani (CA2v&8)tim sol hipokampusdaki
(CA1+CA2-3) toplam ndron sayilari ile toplam nor@ayisi hesaplanmasinda

kullanilan parametreléfablo-3'de gosterilngtir.

Tablo-3: SF grubu siganlarin 13 gunlikken vicgtrisklari, sol hipokampus
CA1l stratum piramidalis alani (CA1l), sol hipokampDa2-3 stratum piramidalis
alani (CA2-3) ve tum sol hipokampusdaki (CA1+CA2t8plam ndron sayilari ile

toplam noron sayisi hesaplanmasinda kullanilampetraler

SICANLAR

PARAMETRELER 1 2 3 4 5 6
Vicut girligl (g) 11,5 10,6 11,8 134 14,2 12,6
1/KeOO 4 4 4 4 4 4
Ortalama kesit kaling (t,) (Lm) 60,83 60,42 58,09 62,78 62,34 59,44
Disektor yikseki (hoy) (um) 30 30 30 30 30 30
1/KaOb0 2,02 2,01 1,93 2,09 2,07 1,98
1/A00 225 225 225 225 225 225
CAL disektor partikil sayisi (Qa1) 82 65 63 80 64 69
CA1 hata katsayisi (Hi:) 0,033 0,047 0,042 0,047 0,055 0,039
CAL toplam noron sayisi (N) 149641 117819 109790 150672 121563 123040
CA2-3 disektor partikil sayisi (@az-3) 74 73 65 85 78 77
CA2-3 hata katsayisi (HK.3) 0,039 0,057 0,049 0,038 0,053 0,045
CA2-3 toplam noron sayisi (M.5) 135042 132319 113275 160089 145875 137306
Toplam disektér partikil sayisi 1R 156 138 128 165 142 146
Hipokampus i¢in hata katsayisi (HK 0,033 0,047 0,041 0,038 0,050 0,038

Toplam hipokampus néron sayisi (N)
(N1+N5.3)

284683 250138 223065 310761 267438 260346

KeOO: Kesit 8rnekleme orani, KaOO: Kalinlk drnekkeoraniAOO: Alan érnekleme orani
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Perinatal hipoksik-iskemik ensefalopati modeli stdwulup hipoksi-iskemi
sonrasi 5 gun sdureyle 0,1 ml serum fizyolojik \ariterm yenidgan sicanlarda (SF
grubu) sol hipokampus CA1l stratum piramidalis al#@Al), CA2-3 stratum
piramidalis alani (CA2-3) ve tim sol hipokampusd@&Al+CA2-3) toplam néron
sayllariSekil-13'de gosterilmy olup; tim sol hipokampusda toplam ndéron sayisi en
distik 223065, en yuksek 310761 bulunitonu.
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200000

N CA1

150000 - e

E HIPOKAMPUS (CA1+CA2-3)
100000 -

50000

1.5%5ican 2.5%can 3.5can 4.5%can 5.5ican 6. 51can

Sekil-13: SF grubu sicanlarin sol hipokampus CA1 straturanpidalis alani (CA1),
CA2-3 stratum piramidalis alani (CA2-3) ve tum bglokampusdaki (CA1+CA2-3)

toplam néron sayilari

48



Valproik asit grubu (VA grubu) alti term yenigian sicanin 13 gunlikken
Olculen vacut girliklari, sol hipokampus CA1 stratum piramidalisra (CA1l), sol
hipokampus CA2-3 stratum piramidalis alani (CA2v8) tim sol hipokampusdaki
(CA1+CA2-3) toplam ndron sayilari ile toplam nor@ayisi hesaplanmasinda

kullanilan parametreler Tablo-4'de gostergtmi

Tablo-4: VA grubu sicanlarin 13 gunlukken vicuidklari, sol hipokampus
CA1l stratum piramidalis alani (CA1l), sol hipokampDa2-3 stratum piramidalis
alani (CA2-3) ve tum sol hipokampusdaki (CA1+CA2t8plam ndron sayilari ile
toplam noéron sayisi hesaplanmasinda kullanilampetraler

SICANLAR

PARAMETRELER 1 2 3 4 5 6
Vicut girlig (g) 12,3 11,9 13,2 14,1 10,1 12,6
1/KeOO 4 4 4 4 4 4
Ortalama kesit kalingi (tor) (LmM) 63,09 59,56 60,52 62,14 61,02 61,55
Disektor yikseki (hoy) (um) 30 30 30 30 30 30
1/Ka®O0 2,10 1,98 2,01 2,07 2,03 2,05
1/A00 225 225 225 225 225 225
CAL disektor partikil sayisi (Qa1) 86 121 104 117 920 93
CA1 hata katsayis! (H.) 0,040 0,045 0,046 0,042 0,050 0,055
CAL toplam néron sayisi (N) 162772 216202 188822 218111 164754 171724
CAZ2-3 disektor partikill sayisi (@az.3) 80 115 98 125 929 115
CA2-3 hata katsayisi (HK>.3) 0,043 0,039 0,055 0,046 0,051 0,039
CA2-3 toplam ndron sayisi (M.;) 151416 205482 177928 233025 181229 212347
Toplam disektér partikil sayisi TR 166 236 202 242 189 208
Hipokampus i¢in hata katsayisi (HK 0,041 0,040 0,048 0,037 0,045 0,043

Toplam hipokampus néron sayisi (N)
(N1#+N2.3)

314188 421684 366750 451136 345983 384071

KeOO: Kesit drnekleme orani, KaOO: Kalinlk ornekkeoraniAOO: Alan érnekleme orani
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Perinatal hipoksik-iskemik ensefalopati modeli stdwulup hipoksi-iskemi
sonrasi 5 gun sureyle 400 mg/kg/gun valproik asitlen term yenidgan sicanlarda
(VA grubu) sol hipokampus CA1 stratum piramidallara (CA1), CA2-3 stratum
piramidalis alani (CA2-3) ve tim sol hipokampusd@&Al+CA2-3) toplam néron
sayllariSekil-14’de gosterilmy olup; tim sol hipokampusda toplam ndéron sayisi en
distk 314188, en yuksek 451136 bulunitou.
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Sekil-14: VA grubu sicanlarin sol hipokampus CAL1 stratunaipiidalis alani (CA1L),
CA2-3 stratum piramidalis alani (CA2-3) ve tum bglokampusdaki (CA1+CA2-3)

toplam néron sayilari
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Valproik asit+Folik asit grubu (VA+FA grubu) alterm yenidgan sicanin 13
gunltkken dlculen viucutgarliklar, sol hipokampus CA1L stratum piramidalisra
(CAl), sol hipokampus CA2-3 stratum piramidalis naldCA2-3) ve tium sol
hipokampusdaki (CA1+CA2-3) toplam noron sayilare itoplam néron sayisi

hesaplanmasinda kullanilan parametreler Tablo-gdeerilmitir.

Tablo-5: VA+FA grubu sicanlarin 13 ginlikken vicutgiklari, sol
hipokampus CA1 stratum piramidalis alani (CAl), Bgokampus CA2-3 stratum
piramidalis alani (CA2-3) ve tim sol hipokampusd@B&A1l+CA2-3) toplam noron
sayllari ile toplam ndron sayisi hesaplanmasintlarkian parametreler

SICANLAR

PARAMETRELER 1 2 3 4 5 6
Vicut girlig (g) 10,2 12,6 11,9 12,1 14,3 13
1/KeOO 4 4 4 4 4 4
Ortalama kesit kalingi (tor) (LmM) 60,43 62,42 61,71 58,84 60,37 59,59
Disektor yikseki (hoy) (um) 30 30 30 30 30 30
1/Ka®O0 2,01 2,08 2,05 1,96 2,01 1,98
1/A00 225 225 225 225 225 225
CAL disektor partikil sayisi (Qa1) 118 127 137 141 146 110
CA1 hata katsayis! (H.) 0,049 0,049 0,056 0,049 0,054 0,052
CAL1 toplam néron sayisi (N) 213922 237820 253628 248893 264420 196647
CAZ2-3 disektor partikill sayisi (@az.3) 122 143 140 139 118 134
CA2-3 hata katsayisi (HK>.3) 0,039 0,043 0,055 0,047 0,049 0,041
CA2-3 toplam ndron sayisi (M.;) 221173 267781 259182 245362 213709 239551
Toplam disektér partikil sayisi TR 240 270 277 280 264 234
Hipokampus i¢in hata katsayisi (HK 0,041 0,045 0,053 0,046 0,041 0,052

Toplam hipokampus néron sayisi (N)
(N1#+N2.3)

435095 505601 512810 494255 478129 436198

KeOO: Kesit drnekleme orani, KaOO: Kalinlk ornekkeoraniAOO: Alan érnekleme orani
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Perinatal hipoksik-iskemik ensefalopati modeli stdwulup hipoksi-iskemi
sonrasi 5 gun sureyle 400 mg/kg/gun valproik asiB0 pg/kg/gin folik asit verilen
term yenid@an sicanlarda (VA+FA grubu) sol hipokampus CAltstrapiramidalis
alani (CAl), CA2-3 stratum piramidalis alani (CARA& tim sol hipokampusdaki
(CA1+CA2-3) toplam noron sayilarSekil-15'de gosterilmi olup; tum sol
hipokampusda toplam noron sayisi ensidkii 435095, en yiksek 512810
bulunmutur.

HCAl1
T CA23
E HIPOKAMPUS (CA1+CA2-3)

1.5%5ican 2.5%can 3.5can 4.5%can 5.5ican 6. 51can

Sekil-15: VA+FA grubu sicanlarin sol hipokampus CA1 stratpiramidalis alani
(CAl), CA2-3 stratum piramidalis alani (CA2-3) vént sol hipokampusdaki
(CA1+CAZ2-3) toplam néron sayilari
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Folik asit grubu (FA grubu) alti term yenighn sicanin 13 ginlukken olgulen

vicut airhklar, sol hipokampus CA1l stratum piramidalidara (CA1), sol

hipokampus CA2-3 stratum piramidalis alani (CA2v8) tim sol hipokampusdaki

(CA1+CA2-3) toplam ndron sayilari ile toplam nor@ayisi hesaplanmasinda

kullanilan parametreléfablo-6'da gosterilngtir.

Tablo-6: FA grubu sicanlarin 13 gunlikken vucgraklari, sol hipokampus

CA1l stratum piramidalis alani (CA1l), sol hipokampDa2-3 stratum piramidalis

alani (CA2-3) ve tum sol hipokampusdaki (CA1+CA2t8plam ndron sayilari ile

toplam noéron sayisi hesaplanmasinda kullanilampetraler

SICANLAR

PARAMETRELER 1 2 3 4 5 6
Vicut airhgi (g) 12,4 13,9 11 10,4 13,2 14
1/KeOO 4 4 4 4 4 4
Ortalama kesit kalingi (tor) (LmM) 60,17 61,63 62,08 60,35 61,32 59,55
Disektor yikseki (hoy) (um) 30 30 30 30 30 30
1/KabO 2,00 2,05 2,06 2,01 2,04 1,98
1/A00 225 225 225 225 225 225
CAL disektor partikil sayisi (Qa1) 119 127 118 108 109 114
CA1 hata katsayisi (Hk1) 0,050 0,042 0,042 0,042 0,035 0,050
CAL toplam néron sayisi (N) 214806 234810 219763 195534 200516 203661
CAZ2-3 disektor partikill sayisi (@az.3) 113 133 126 106 107 122
CA2-3 hata katsayis! (HkK-3) 0,050 0,044 0,045 0,041 0,044 0,049
CA2-3 toplam ndron sayisi (M.;) 203976 245903 234662 191913 196837 217953
Toplam disektér partikil sayisi TR 232 260 244 214 216 236
Hipokampus i¢in hata katsayisi (HK 0,050 0,033 0,033 0,034 0,037 0,048
Toplam hipokampus néron sayisi (N)

418782 480713 454425 387447 397353 421614

(N1+Ny.5)

KeOO: Kesit drnekleme orani, KaOO: Kalinlk ornekkeoraniAOO: Alan érnekleme orani
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Perinatal hipoksik-iskemik ensefalopati modeli stdwulup hipoksi-iskemi
sonrasi 5 gun sureyle 80 pg/kg/gun folik asit eeriterm yenidgan sicanlarda (FA
grubu) sol hipokampus CA1l stratum piramidalis al§@Al), CA2-3 stratum
piramidalis alani (CA2-3) ve tim sol hipokampusd@&A1l+CA2-3) toplam néron
sayllari Sekil-16’de gosterilmi olup; tim sol hipokampusda sayilan toplam néron
sayisi en dgitk 387447, en yuksek 480713 bulurygtou.

N CA1

T CA23
E HIPOKAMPUS (CA1+CA2-3)

1.5%can 2. 5ican 3. 5ican 4.5%51can 5. 51can 6. 51can

Sekil-16: FA grubu sicanlarin sol hipokampus CA1 stratunarpidalis alani
(CAl), CA2-3 stratum piramidalis alani (CA2-3) vént sol hipokampusdaki
(CA1+CAZ2-3) toplam néron sayilari
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Her deney grubundan bir sicana ait hipokampus ddlenn farkli mikroskop

buyutmelerindeSekil-17'de gorulmektedir.

Sekil-17: Her deney grubundan bir sigcana ait farkli mikroskop
blyutmelerinde hipokampus goruntileri. Kesitler Héoksilen-Eozin ile
boyanmstir.

GD: Girus dentatus
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BUTUN GRUPLARIN SOL HIPOKAMPUS CA1l, CA2-3
STRATUM PIRAMIDALIS ALANLARI VE TUM SOL
HIPOKAMPUSTAK i TOPLAM NORON SAYISI
ORTALAMALARI

SF grubu sicanlarda CA1l stratum piramidalis alaplam néron sayisi
ortalamasi (SF-CA1) 128754+17206, CA2-3 straturarpidalis alani toplam ndron
sayisi ortalamasi (SF-CA2-3) 137317+15491, tum hBpbkampus toplam ndron
sayisi ortalamasi (SF-CA1+CA2-3) 266071+29938 bulugbur.

VA grubu sicanlarda CAl stratum piramidalis alaoplam néron sayisi
ortalamasi (VA-CA1) 187064+25056, CA2-3 stratumamirdalis alani toplam ndron
sayisi ortalamasi (VA-CA2-3) 193571+29069, tum kmokampus toplam ndron
sayisi ortalamasi (VA-CA1+CA2-3) 380635+49951 buhustur.

VA+FA grubu sicanlarda CA1 stratum piramidalis alesplam ndron sayisi
ortalamasi (VA+FA-CA1l) 235888125783, CA2-3 stratpmamidalis alani toplam
noron sayisi ortalamasi (VA+FA-CA2-3) 241126+210Q@8m sol hipokampus
toplam néron sayisi ortalamasi (VA+FA-CA1+CA2-37814+34118 bulunnytur.

FA grubu sicanlarda CA1l stratum piramidalis alaoplam ndron sayisi
ortalamasi (FA-CA1) 211515+14557, CA2-3 stratunamidalis alani toplam ndéron
sayisi ortalamasi (FA-CA2-3) 215207+21607, tim liplokampus toplam ndron
sayisi ortalamasi (FA-CA1+CA2-3) 426722+35147 bolugtur. Gruplarin tim

alanlarda toplam noron sayisi ortalamalaiolo-7'de gosterilngtir.
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Tablo-7: Gruplarin sol hipokampus CA1l stratum piramidalianal (CA1),
CA2-3 stratum piramidalis alani (CA2-3) ve tum $opokampus (CA1+CA2-3)

toplam néron sayisi ortalamalari

ORTALAMA TOPLAM NORON SAYILARI

SF Grubu 128754+17206 137317+15491 266071+29938
VA Grubu 187064+25056 193571+29069 380635149951
VA+FA Grubu 235888+25783 241126+21008 477014134118
FA Grubu 211515414557 215207+£21607 426722+35147

SF grubu: Serum fizyolojik grubu (Kontrol grubu)AWgrubu: Valproik asit grubu, VA+FA grubu:
Valproik asit+Folik asit grubu, FA grubu: Folik agirubu. Veriler ortalama + standart hata olarak

verilmistir.

Bu calsma, gruplar arasinda CA1l, CA2-3 ve tim sol hipokasnpoplam
noron sayisi ortalamalari acgisindan istatistikémlage anlamli bir farkhlik oldgunu
gOstermgtir (p=0,0001) Sekil-18).

Tam gruplarin sol hipokampus CAlstratum piramidaliani (CAl), CA2-3
stratum piramidalis alani (CA2-3) ve tim sol hipokas (CA1+CA2-3) toplam
noron sayisi ortalamalafekil-18'de gosterilmitir. En digik CA1 toplam ndéron
sayis| ortalamasi 128754 (SF grubunda), en yuk38R8B (VA+FA grubunda); en
disik CAZ2-3 toplam noron sayisi ortalamasi 137317 (Blbunda), en yiksek
241126 (VA+FA grubunda); en sliik tim sol hipokampus (CA1+CA2-3) toplam
noron sayisi ortalamasi 266071 (SF grubunda), ekseki 477014 (VA+FA
grubunda) bulunmytur.
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Sekil-18: Gruplarin ortalama toplam néron sayilari

VA grubu, VA+FA grubu ve FA grubu sicanlarin CAlptam néron sayisi
ortalamasi, SF grubu sicanlarin CA1 toplam norgmssartalamasindan istatistiksel
olarak anlamh birsekilde yiksek bulunmgur (p<0,05). Tukey testi kullanilarak
yapilan ikili kagilastirmalarin istatistiksel p @gerleri Tablo 8'de gosterilngiir.

VA grubu, VA+FA grubu ve FA grubu sicanlarin CA2¢plam ndron sayisi
ortalamasi, SF grubu sicanlarin CA2-3 toplam noOmayisi ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli bigekilde ytksek bulunmyur (p<0,05). Tukey testi
kullanilarak yapilan ikili kapnlastirmalarin istatistiksel p gerleri Tablo 8'de
gosterilmitir.

VA grubu, VA+FA grubu ve FA grubu sicanlarin tinl sgokampus toplam
ndron sayisi ortalamasi, SF grubu siganlarin tdrhipokampus toplam néron sayisi
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamlidekilde yiksek bulunmgur (p<0,05).
Tukey testi kullanilarak yapilan ikili kgitastirmalarin istatistiksel p gerleri Tablo
8'de gosterilmytir.

VA+FA grubu sigcanlarin CAl toplam ndron sayisi lantaasi, VA grubu
sicanlarin CAl toplam néron sayisi ortalamasindsatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yuksek bulunmgiur (p=0,004 XTablo 8).
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VA grubu sicanlarin CAl toplam néron sayisi ortedamile FA grubu
sicanlarin CA1 toplam néron sayisi ortalamasi adasistatistiksel olarak anlamli
bir farklihk saptanmangtir (p=0,223)(Tablo 8).

VA+FA grubu sigcanlarin CA2-3 toplam néron sayistatamasi, VA grubu
sicanlarin CA2-3 toplam noéron sayisi ortalamasindeatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yiksek bulunmgur (p=0,007)Tablo 8).

VA grubu sicanlarin CA2-3 toplam néron sayisi @mahsi ile FA grubu
sicanlarin CA2-3 toplam ndron sayisi ortalamassiada istatistiksel olarak anlamli
bir farklihk saptanmangtir (p=0,360) (Tablo 8).

VA+FA grubu sicanlarin tim sol hipokampus toplanmambsayisi ortalamasi,
VA grubu sigcanlarin tim sol hipokampus toplam nomayisi ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli bgekilde ylksek bulunmgiur (p=0,001)Tablo 8).

VA grubu sicanlarin tim sol hipokampus toplam néawisi ortalamasi ile FA
grubu sicanlarin tim sol hipokampus toplam ndérogissaortalamasi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik saptanmatir (p=0,188)Tablo 8).

VA+FA grubu sicanlarin CA1 toplam néron sayisi lart@asi ile FA grubu
sicanlarin CA1 toplam néron sayisi ortalamasi adasistatistiksel olarak anlamli
bir farklihk saptanmangtir (p=0,225)(Tablo 8).

VA+FA grubu sicanlarin CA2-3 toplam ndron sayidatamasi ile FA grubu
sicanlarin CA2-3 toplam ndron sayisi ortalamassiada istatistiksel olarak anlamli
bir farklihk saptanmangtir (p=0,217)(Tablo 8).

VA+FA grubu sicanlarin tim sol hipokampus toplamrmambsayisi ortalamasi

ile FA grubu sicanlarin tim sol hipokampus toplainon sayisi ortalamasi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklhlik saptanmatir (p=0,134)Tablo 8).
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Tablo-8: Gruplarin CAl1, CA2-3, tum sol hipokampus toplam arbrsayisi
ortalamalari acisindan Tukey testi kullanilarak ihap ikili karsilastirmalarinin

istatistiksel p dgerleri

Ikili Kar silastirilan Gruplar p Degerleri
SF-CA1/ VA-CA1 0,001*
SF-CA1 / VA+FA-CA1 0,0001*
SF-CA1/ FA-CA1 0,0001*
SF-CA2-3 / VA-CA2-3 0,002*
SF-CA2-3 / VA+FA-CA2-3 0,0001*
SF-CA2-3/ FA-CA2-3 0,0001*
SF-CA1+CA2-3 / VA-CA1+CA2-3 0,0001*
SF-CA1+CA2-3 / VA+FA-CA1+CA2-3 0,0001*
SF-CA1+CA2-3 / FA-CA1+CA2-3 0,0001*
VA-CAL / VA+FA-CA1 0,004*
VA-CA1 / FA-CA1 0,223
VA-CA2-3 /| VA+FA-CA2-3 0,007*
VA-CA2-3 / FA-CA2-3 0,360
VA-CA1+CA2-3 /| VA+FA-CA1+CA2-3 0,001*
VA-CA1+CA2-3 / FA-CA1+CA2-3 0,188
VA+FA-CA1 / FA-CAl 0,225
VA+FA-CA2-3 | FA-CA2-3 0,217
VA+FA-CA1+CA2-3/ FA-CA1+CA2-3 0,134

SF-CAL: SF grubu sicanlarin CAl toplam néron sagr@lamasi, SF-CA2-3: SF grubu sicanlarin
CA2-3 toplam néron sayisi ortalamasi, SF-CA1+CAZE: grubu sicanlarin tim sol hipokampus
toplam néron sayisi ortalamasi, VA-CAL: VA grubgasilarin CA1 toplam néron sayisi ortalamasi
VA-CA2-3: VA grubu sicanlarin CA2-3 toplam nérorysa ortalamasi, VA-CA1+CA2-3: VA grubu
siganlarin tim sol hipokampus toplam ndron saymsilamasi, FA-CAL: FA grubu siganlarin CAl
toplam néron sayisi ortalamasi, FA-CA2-3: FA grubiganlarin CA2-3 toplam ndron sayisi
ortalamasi, FA-CA1+CA2-3: FA grubu sicanlarin timl ipokampus toplam néron sayisi
ortalamasi, VA+FA-CAL: VA+FA grubu sicanlarin CA@plam néron sayisi ortalamasi, VA+FA-
CA2-3: VA+FA grubu sicanlarin CA2-3 toplam néronysa ortalamasi, VA+FA-CA1+CA2-3:
VA+FA grubu sicanlarin tiim sol hipokampus toplamamisayisi ortalamasi.

*[statistiksel anlamlilik diizeyi (p < 0.05) olarakbkaedildi.
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TARTI SMA

Agir Klinik ve sosyo-ekonomik sonuclarinagnaen perinatal beyin hasari
gelismesini Onlemeye yonelik, halen etkin tedavi strkej gelistirilememistir.
Noronal hiicre hasarina neden olan pato-fizyoladjikeg hipoksik-iskemik olaydan
sonra birka¢ saat icinde gvayip, gunlerce devam edebilmektedir. Bu nedenle bu
surec¢ terapotik pencere donemi olarak kabul edited®). Perinatal donemde hiicre
yikim sureci yetkinlerdekinden ¢ok daha hizlidir (39). Deneyselsgadlara gore
etkin midahale zamaninin 2-6 saat arasindastdg tahmin edilmektedir. Bu
nedenle yuksek riskli bebekler glomdan sonra kisa stredeshis edilmeli ve
tedaviye bglaniimalidir (21).iskemiden sonraki ilk 6 saatte kan-beyin bariyeri
engelinin en belirginsekilde acildgl, 24 saat icinde normale dorgii} iskemiye
hassas bolgelerdeki ndéron olumunin iskemiden sorfrek ginde belirgin hale
geldigi belirtiimektedir (121). Bu nedenle iskemiden sairilk 6 saatlik sire, toksik
metabolik Urtinlerin kan-beyin bariyerinden gég olanak tanimasi, SOR ara
neden olmasi yaninda beyin kanlanmasini arttirgtakoz ve oksijen desgein
sglanmasina, noroprotektif farmakolojik ajanlarinietkir sekilde beyin dokusuna
geckine firsat olabilir. Cabmamizda hipoksik-iskemik beyin hasarindan koruyucu

etkileri argtirilan ilaglar (VA, FA) hipoksi-iskemi sonrasi 8akikada verilmtir.

Hipoksik-iskemik beyin hasarinin mekanizmalari diclu kargiktir. Bu
mekanizmalara dojama ait faktérler (BKA'nin ayarlanmasini bozulumetabolik
faktorler (anaerobik metabolizmanin artmasi, ATR’azalmasi, hipoglisemi, laktik-
asidemi) ve biyokimyasal faktorler (eksitator angsilerin artmasi, hiicreigi Ca
birikimi, Ca"™ baglayan proteinlerin disfonksiyonu, nitrik oksid serinin artmasi,
serbest radikal dretimi) kamaktadir. Hipoksik-iskemik beyin hasarinin
mekanizmalari ayni zamanda yeni tedavi yghkidarinin gelfmesine temel
olusturmaktadir (44). Etkin noroprotektif stratejilerihiicre o6limine neden olan
mekanizmalarin baskilanmasi ya da hicresel reg(patideinlerin induklenmesi ile
gerceklgebilecegi dustintilmektedir (18). KE gelsimine neden olan perinatal asfiksi
bir multiorgan hastafidir. Bu b&lamda tedavi de HE'ye ve perinatal asfiksinin

komplikasyonlarina yonelik olacaktir (44).
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Yenidgzganda HE antepartum (%20), intrapartum (%30 ), intrapartue
antepartum (%35) veya postpartum (%10) spetiktedir. HE'de birincil yaklgim
HIE’nin 6nlenmesidir (44). Deum esnasinda anormal fetal kalp hizi, APGAR skoru
disik ve siddetli deprese, dium odasinda entibasyon ve kardiyak masaj gibi
canlandirmasiemi uygulanangiddetli fetal asidemisi olan (umblikal arter pH < 7
baz agg > 16 mEqg/l), norolojik muayenede anormallik ve GEBbulgusu olan
bebekler HE gelsimi acisindan yiksek riskli bebeklerdir (21,43).riRatal
hipoksik-iskemik ensefalopati tedavisine genel ggkh, HIE gelsme riski yiksek
olan bebeklerin erken tanimlanmasi, yeterli vesyitmun sglanmasi, yeterli beyin
perfizyonunun surdurilmesi (hipotansiyon ve hipeigondan kacginiimal), uygun
sivi-elektrolit tedavisi verilmesi (serum elektttdri, kalsiyum ve magnezyum
duzeyleri izlenmeli), kan glukoz dizeyinin normalnidarda surdirilmesi,
komplikasyonlarin tedavi edilmesi (konvilziyonlag beyin ddemi) ve kalici beyin
hasarini 6nlemeye yoOnelik uygulanangedi koruyucu (néroprotektif) tedaviler
seklindedir (21,43,44).

Yapilan calymalar hipoterminin KE'ye kagi noroprotektif etkili oldgunu
gostermgtir. Hipotermi uygulamasinin ilk 6 saat icindeslaailmasinin, tercihen
yalnizca ban s@utulmasinin, orta derecede bir hipotermi (32-34 °C)
olusturulmasinin, tedavinin 24-72 saat devam edilmasoaha etkili olabilece
belirtiimektedir. Cakmalar hipoksi-iskemiyi takiben 6. saatten sonra avalk
nobetten sonra bkkanilan hipotermi tedavisinin noéroprotektif etkisimadgini
gostermgtir. Yenidoganda hipotermi nedeniyle ortaya ¢ikan hipoglisemiokard
kontraktilitesinde azalma, ventilasyon-perfizyorguysuzlgu, kan viskozitesinde
artis, asit-baz ve elektrolit dengesgili enfeksiyon riskinde agtigibi olasi yan etkiler

onemli bir sorundu(21,43).

Antiepileptik ilaclar kullanilarak yapilan farmakgik tedavinin en 6nemli
amac! eksitator iletiyi azaltarak yada noronal lagyonu arttirarak anormal beyin
eksitasyonunu baskilamaktitging olarak epilepside olgu gibi beyin iskemisinde
de gir1 miktarda eksitator amino asit salinimi ve n@anhibisyonda azalma ortaya
ctkmaktadir. Bu nedenle antiepileptik ilaclarin imeiskemisinde olasi néroprotektif

etkileri Uzerinde durulmakta ve bir¢cok antiepiléptac hayvan cajmalarinda inme
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modellerinde test edilmektedi{122). Yuiksek doz (40 mg/kg) fenobarbital
tedavisinin beyin metabolizmasini ve oksijen tikati azaltarak ndroprotektif etkili
oldugu belirtiimektedir (44). Yiuksek doz fenobarbitalguyanan grubun 3 yil sonraki
norogelsimsel sonuclarinin kontrol grubuna gore daha idiugli, ancak yenidgan

doneminde konvilziyon silgh acisindan fark olmagh saptanmtir (21,39,44).

Literatiirde ayrica trombosit agregasyon faktor (PAsatagonistleri (26),
eritropoetin (123), kreatin (124), pentoksifilinifdosfodiesteraz inhibitorl) (26),
GM1 monosialogangliozid (39), sinir biyume faktdirl@1) gibi bir cok ajanin ve
gen tedavisi (44), kok hiicre transplantasyonu (b#&)uygulamalarin néroprotektif

etkili oldugundan bahsedilmektedir.

Calismamizda kullanilan ilaglardan biri olan VA'nin, tad edici etkilerini
birden fazla mekanizma Uzerinden gost@rddistintlmektedir (126).VA'nin
antikonvilzan aktivitesini GABA reseptorleri aragil ile ndronal inhibisyonu
arttirarak, eksitator ndronal iletiyi baskilayarakjtaj baimli Na" kanallarini bloke
ederek ve T-tipi C4 kanallarinin aktivitesini azaltarak gostesidilisuinulmektedir.
In vivo olarak sican hipokampusunda hiicrgi dBABA diizeylerini arttirdyl ve
beyin eksitator amino asit (aspartat) konsantrasyon azalttg saptanmgtir
(8,127).Bu mekanizmalara ek olarak NMDA reseptérlerininilioisyonu ile néronal

eksitasyonu azaltarak etkili olgu dGstintdlmektedir (8,70).

FA tek karbon metabolizmasinda kofaktér olarak gorgapmakta,
homosisteinin re-metilasyonunda goérev almaktadiombsistein ise DNA zincir
kiriklarina, oksidatif strese ve apopitoza nedeanplsulfir iceren sitotoksik bir
aminoasittir. Diyetsel folatlar sinir dokusunun g@lmu ve gelimesinde,
programlanmy hicre o6liminde o©Onemli rol oynamaktadir (91). Fobet
homosisteinin néronal homeostazdaki roliini dahanyamak, norolojik hastaliklari
onlemek ve tedavi etmek icin yeni yaiialarina imkan tanimaktadir (91). té
yayinlarda VA (8) ve FA'nin (10) néroprotektif elinden bahsedilmektedir; ancak
term yenidgan sicanlarda perinatal IH modelinde FA'nin tek kana, VA ve
FA'nin birlikte noéroprotektif etkilerini dgerlendiren bir caémaya literattirde

rastlaniimantir.
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Calsmamizda term yenig@an sicanlarda, HE sonrasi terapétik donemde
verilen VA ve FA'nin tek tek ve birlikte noroproteketkileri arastirildi.

Spandou ve arkaglari, Hi beyin hasari okiurulan yenidgan sicanlarda,
hipoksi-iskemi sonrasi ip verilen ketaminin sicaymini Hi hasardan kismi olarak
korudysunu saptamglardir (128). Yine volatil anesteziklerden halotét29) ve
isofluranin  da noroprotektif etkileri olgunu belirten cadmalar mevcuttur
(130,131). Eter hakkinda, noroprotektif veya ndketk etkileri old@gunu gosteren
herhangi bir catmaya rastlanmarmtir. Bu nedenle ¢calmamizda eter anestezisi
kullaniimistir (6,8).

Hipoksi-iskemi beyin hasarina neden olan biyokinayadaylar zincirini aktive
eder. Oksijen yetersiginde ATP uretimi azalir ve voltaj duyarh kalsiyukanallari
aracilglyla hicre icine giri kalsiyum akgl ortaya ¢ikar. Bu da glutamat salinimina,
NMDA ve AMPA reseptorlerinin aktivasyonuna nedenrq|132). Hipoksik-iskemik
beyin hasari gaelmesini dnlemek icin glutamat salinimi ve postsiitkapeseptor
aktivitesinin baskilanmasi Uzerinde duruimue bu konuda glutamat reseptor
antagonistleri deneysel hayvan modellerinde kapsdinl sekilde aratiriimistir.
Dizosilpin (MK-801), Magnezyum (Mg), fensiklidin,ettsrometorfan ve ketamin
hipoksik iskemik beyin hasarinda ndroprotektif letki aratirilan NMDA reseptor
antagonistlerinden bazilandir (21). MK-801'in y&ih ve yenidgan hayvan
modellerinde hipoksik iskemik beyin hasarindan kopw saptanng; koruyucu
etkinin immatir hayvanlarda yekin hayvanlardan daha Dbelirgin olglu
vurgulanmgtir. Bunun nedeninin gelinekte olan beyinde glutamat reseptér alt
tiplerinin yogunluk ve d&llimlarindaki farkhliklara bglh olabilecesi belirtilmistir
(39). Bu calgmalarda oldgu gibi calsmamizda da VA'nin yenid@an sicanlarda
HIiE modelinde hipokampusun CA-1 ve CA2-3 alanlaripitamidal hucreleri H
beyin hasarindan korugu saptannstir. Elde edilen bu sonuclar VA'nin etki
mekanizmalarindan biri olan glutamat saliniminiegii etkisinin hipokampusun
CA-1 ve CA2-3 alanlarinda noroprotektif etkiyi geadigini distindirmektedir.
Cunku glutamat eksitotoksisitesine encok hipokanthuarhdir (27).
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SYM 2081 eksitotoksik bir ajandir. Kanai ve arkgda VA’nin néronlari
SYM 2081 tarafindan ofturulan eksitotoksisiteyi baskilayarak apopitoti&ran
olumund  engelledini belirtmiglerdir (133). Leng ve Chuang, VA'nin sigcan
serebellar hicre kiltirlerinde glutamatin tetikiedeksitotoksisiteyi baskilayarak
noroprotektif etki gdsterdini bildirmislerdir (134). Ren ve arkaglari yetkkin
sicanlarda olgturduklar gecici fokal serebral iskemi modelindgkemiden hemen
sonra verilen VA'nin infarkt alanini ve iskeminietikledigi norolojik kusur skorunu
azalttgini tesbit etmilerdir (135). Bu cakmalar VA'nin noroprotektif etkilli
oldugunu, bu etkiyi hiicre d6lumune giden eksitotoksik ar@kmayi baskilayarak
gosterdgini dusundirmektedir. Cagmamizda yuksek dozda ve erken donemde

baslanan kisa sureli VA tedavisi ile noroprotektif ieghde edilmstir.

Caspaseinhibitorlerinin sitokin dretimini baskilayarak vapopitotik htcre
olumunt engelleyerek noroprotektif etki gosterdikleUsinulmektedir. Ma ve
arkadalari, yetgkin erkek farelerde MK-801 veaspaseinhibitorlerinin birlikte
gecici beyin iskemisi sonrasi gan beyin hasarindan koruyglinu, sinerjik etkileri
oldugunu saptangtir (136). Magnezyum, C&un iyon kanallari araci ile hiicre
icine girisini engelleyen bir NMDA reseptdr antagonistidir. dfeezyumun
etkinliginin  glutamat reseptdr sisteminin  maturasyonuylaskill  oldugu
distunilmektedir (21,43). Caimalar MgSQ tedavisininsiddetli HI beyin hasarindan
korumadgini, orta siddetteki H beyin hasarindan korugunu ve bu koruyucu
etkinin Hi olay sonrasi ilk birkag saat (hatta ilk saat)dgirverilmesi ile olgtugunu
gostermektedir (137,138).

HI beyin hasari okmasinda daha ¢ok glutamat (izerinde durulurken yzsa
calismada inhibitér ndronal ileti Gzerindeki etkiler gmalmistir. Serebral iskeminin
noronal GABA, iletisinde erken donemde bozulmaya neden@ldwrtaya ¢ikan bu
GABA ileti kaybinin iskemi sonrasi erken reperfugyaloneminde ndronal
eksitasyonu ve ndéron Olimand arttidi disintlmektedir.  GABA araclli
noroprotektif stratejiler, sinapslarda GABA’nin gemilimini ve metabolizmasini
azaltarak veya GABA agonistleri aragilila GABAa reseptor aktivitesini arttirmak
suretiyle GABA aktivitesini arttirmak (zerine kunulstur. Bu néroprotektif

stratejilerin bazilari hayvanlarda yapilan serelsie@mi modellerinde etkili olmgur
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(139). Calsmamizda kullanilan ilaglardan VA’nin etki mekanidarandan biriside
GABA reseptorleri aracgh ile noronal inhibisyonu arttirmasidir.

In vivo calsmalarda VA’nin 200-400 mg/kg/giin dozunda postsiika@ABA
cevaplarini arttirgy gosterilmitir (71,140). Bizim cakmamizda da VA HE
modelinde 400 mg/kg/gin dozunda kullangnolup, postsinaptik GABA cevabini
arttirabilecek dozdur. Képeklerdgte vivo VA infizyonu ile BOS, serebral korteks ve
plazma GABA dlzeylerinde agtisaptannstir (71). Ayni sekilde VA tedavisi
uygulanan epilepsi vegizofreni hastalarinda da BOS’da GABA seviyeleriratés
saptanmytir (71,140).Calismalarda saptanan VA'nin GABA dizeylerini yukseltici
etkisi, GABA-T enzim inhibisyonuna Bnmak istenilmgtir; ancak bu etkiyan
vitro calsmalarda cok yilksek VA konsantrasyonlarindasildastir. /n vivo
calismalarda ise bahsedilen konsantrasyonlarggilataamstir. VA'nin, GABA
duzeylerindeki bu ag, presinaptik GABAerjik uclardan potasyum araclABA
salinimini arttirarak gercekladigini gosteren cajmalar mevcuttur (71). VA'nIn
postsinaptik GABA reseptorleri Uzerine goudan etkisi saptanmasghr (71,140).
Bazi calgmalarda, VA verilen fare ve sicanlarda GAD aktisitele ary
saptanmytir (71,140); ancak bu agtbeynin sadece bazi bdlgelerindedir. Bu durum
VA'nin GAD aktivitesi Uzerindeki etkisinin beyin kgesine 6zgul oldgunu
disundurmektedir (71). Yenid@an sicanlarda VA tarafindan eturulan GAD
aktivasyonundaki agin yetskin sicanlardaki arftan daha belirgin oldiu
gosterilmitir (71). Bizim calgmamizda da yenidg@an sicanlar kullanilngiolup, bu
sonugclar elde egtimiz ndroprotektif etkinin GABA seviyelerinde atile de iligkili
olabilecgini disundirmektedir. Bununla birlikte VA'nin ¢cok yiksekzlarda GAD
aktivitesini baskilangs ve GABA sentezini azalfi da saptannguir (71). Bazi
calsmalarda VA'nin normal dozlarda da GABA duzeylerirazalttgindan
bahsedilmektedir. O’'Donnell ve arkatkrinin calgmasinda lityum ve VA'nin
inhibitdr ve eksitatér norotransmitter amino asitlezerine etkisi agguriimis; U¢
farkl sican grubuna iki hafta sireyle tedavi dajautityum, VA ve serum fizyolojik
verilmis; her iki ilag grubunda beyin aspartat, glutamattasrin konsantrasyonlari
azalirken, GABA ve alanin konsantrasyonlari sade@e verilen grupta dguk
bulunmytur. GABA ve alanin konsantrasyonlarindaki bus@kligin onceki

calismalarin sonugclari ile benzerlik gésterm@diGABA ve alanin dizeylerindeki
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azalmanin olasilikla beyin sivi miktarinigira arttigl bir donemde analiz edilmi
olmasina veya VA'nin tetikledi GABA salgilayan néron kaybina §la olabilecesi
belirtilmistir (126). Papazisis ve arkadiarinin yaptgl calsmada ise, Hensefalopati
modeli olgturulan yenidgan sicanlarda, hipoksi-iskemiden hemen sonra iskemi
olusturulan taraftaki hipokampusta glutamat, asparealGABA duzeyleri kontrol
grubuna gore yuksek bulungtur. Hipoksi-iskemiden 7 gun sonra bakilan glutamat
ve aspartat dizeyleri kontrol grubuna gére yiuksekrurken GABA dizeylerinin
kontrol deserlerine digtigli saptannstir. Ayni calsmada 10 mg/kg ip tek doz
lamotrijin tedavisinin hipoksi-iskemi sonrasi 7. ngigki glutamat ve aspartat
duzeylerindeki yiksekti azalttgl; 20 mg/kg ip tek doz lamotrijin tedavisinin ise
hipoksi-iskeminin tetikledii glutamat ve aspartat ammi tamamen onledi ve
lamotrijin verilen her iki grupta GABA dizeylerinakesisiklik olmadigl saptanmstir
(141). Sonug¢ olarak bu cginada, hipoksi-iskemi sonrasi 7. ginde GABA
duzeylerinin kontrol dgerlerine gerilemesi, glutamat ve aspartat duzeydeki
yuksekligin devam etmesi, hipoksi-iskemi sonrasi GABAerjikranlarda kayip
oldugunu digiindurmekte; H beyin hasarinda eksitatér amino asitlerin baskin r
oynadgini ve hipoksi-iskemi sonrasi verilen lamotrijindéisinin ndroprotektif
etkili oldugunu goOstermektedir. Caimamizda kullanggmiz ilaglardan VA'nin
terapotik etki mekanizmalarindan biriside eksitat@minoasit saliniminin

baskilanmasidir.

Hayvan cajmalarinda lamotrijin dinda benzodiazepinler, fenobarbital,
fenitoin, felbamat, gabapentin, tiagabin, topirgmagabatrin gibi antiepileptik
ilaclarin iskemi ve konvilziyonlara kamdroprotektif etkilerinin oldgunu; VA'nin
ise iskemiye kan noroprotektif etkisinin olmadi, ancak konvilziyonlara ksr
kismi noroprotektif etki gdadigini belirten yayinlar da vardir (142). Gahamizda
yiiksek doz VA'nin H beyin hasarina karnoroprotektif etkili oldgu saptannstir.
Bu sonuclar gerispektrumlu bir antiepileptik olan VA'yihipoksi-iskemiye kan
olmasa bile sonradan ortaya c¢ikan konvilziyonlgedavisinde kullanabilegemizi,

antiepileptik ve noroprotektif etkilerinden yarar&bilecgimizi dusindirmigtur.

Kabaki ve arkadglari VA'nin HIiE'ye kasi néroprotektif etkilerini argtirmis;

apopitotik néron sayisini ve infarkt alaninin bilyigki deserlendirilmislerdir. Bu
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calismada istatistiksel olarak anlamli olmamakla bidikyiksek doz VA tedavisinin
(400 mg/kg) déuk doz (200 mg/kg) VA tedavisine ve kontrol gubudngasla daha
fazla noroprotektif etkiye sahip olfu gozlenmgtir (8). Calsmamizda ise, neonatal
sicanlarda #E modeli olgturulduktan sonra VA grubu ve VA+FA grubuna yiiksek
doz (400 mg/kg) VA tedavisi verildi ve @aci giniin sonunda dekapite edilen
sicanlarin sol hipokampus CA1 ve CA2-3 stratummidalis alanlarinda apopitoz-
nekroz ayirimi yapilmadan, hematoksilen-eozin ileyaman néronlarin sayimi
yapildi. Yuksek doz VA verilen gruplarda néron $ayikontrol grubuna gére daha
yiiksek bulundu. Bu sonuglar, sicanlarda neonalflmodelinde hipoksi-iskemiden
kisa siure sonra klanan, kisa sureli yiksek doz VA tedavisinin noodektif etkiye

sahip oldgunu dgundurmektedir.

Mora ve arkadgari, farmakolojik dozlarda akut VA tedavisinin ebellar
hiicre kulturlerini apopitozisten koruglunu saptamgtir (143). Cui ve arkadéari,
VA'nin yetiskin sicanlarda siyatik sinir kesisi sonr&ul-2 dizeylerini yikselterek,
siyatik sinir aksonal rejenerasyonunu argirdi ve kas liflerinin reinervasyonunu
gerceklatigini saptamglar; kan-beyin bariyerini ge¢cebilmesi nedeniyle heeniferik
hem de SSS’'nde aksonal rejenerasyonu arttiraiil@cbelirtmislerdir (144). Bu
sonuclar VA'nin santral ve periferik sinir sistenmrfarkli alanlarinda néroprotektif
etkiye sahip oldgunu digundirmektedir. Caymamizda VA tedavisi ile
hipokampusun CAl1 ve CA2-3 alanlarinda elde ediledroprotektif etkileri

desteklemektedir.

Minato ve arkaddarinin yaptgl calsmada ise, sol orta serebral arteri
baglanarak gecici fokal beyin iskemisi glurulan sicanlarda iskemi 6ncesi ve
iskemi sonrasi verilen VA'nin (1000 mg/kg, po, 2zda) infarkt alani hacminde
kontrol grubuna goére koruyucu etki gosterngediaptanmgtir (145). Bu ¢cakmanin
bulgulari VA'nin néroprotektif etkiye sahip olmaani distindirmektedir. Ancak bu
calismada infarkt alani derlendirilmisti. Calismamizda ise sinirli bir alan
degerlendirilmis olup; yenid@an sican beyninde sadece hipokampusun stratum
piramidalis tabakasinin hdcreleri saygtm Bu durum verdiimiz ilaglarin

hipokampusda veya piramidal hicreler Gzerinde dakk koruyucu etkiye sahip
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oldugunu d@gundurmektedir. Ancak beynin ghr bolgeleri Uzerindeki etkisi
hakkinda bilgi vermez.

Perinatal H beyin hasarinin engellenmesinde biskaa yaklgimda serbest
oksijen radikal inhibitorleri vescavengersolarak bilinen ajanlarin kullanilmasidir
(21,39). Superoksit dismutaz (SOD), katalaz, gitiaksidan enzimlerin polietilen
glikol ile konjuge bilgiklerinin HI beyin hasarini azalttiklar ve kan-beyin bariyeri
stabilitesinin devamhfini saladiklari gosterilmgtir; ancak bu ilaclarin terapotik
doz araliklari dar olup, yenigan hayvanlarda yalnizcal ldlaydan birka¢ saat 6nce
veriimeleri halinde néroprotektif etkili olduklarsaptanmygtir (21,39). H beyin
hasarini azalttiklari tesbit edilgnolan dger bir grup SOR inhibitér ise allopurinol
ve oksipurinol gibi ksantin oksidaz inhibitérlenidBu iki ilacin immatir sicanlarda
Hi olay sonrasi resusitasyondan hemen sonra veriinglinde néroprotektif etkili
olduklar gosterilmitir (21,39); ancak perinatal asfiksi sonrasi yepato bebeklere
verilen allopurinol’in yararli oldgunu gosteren herhangi bir kanit saptanngami
(146).

Hayvan cakmalarinda, deferoksamine, melatonin, N-asetil-giste edaravon
gibi ajanlarin cgtli anti-oksidan mekanizmalarla ndroprotektif etkgsladiklar
belirtiimektedir. Bu ilaclardan edaravon, nNOS W OIS miktarini azaltarak,
hidroksil radikallerini temizleyerek, demir araciloksidatif hasari ©nleyerek
noroprotektif etki godstermekte olup; Japonya’danikie inme tedavisinde
kullaniimaktadir (46). Melatonin ise normal sirkgeh ritmin dizenlenmesinde ¢ok
onemli rol oynamakta olup; cocuklarda uyku bozuldnkda kullaniimaktadir (46).
Antioksidan vitaminler olan vitamin C ve E’nin, dgysel caymalarda noroprotektif
etkilerinden bahsedilmektedir; ancak vitamin C’nimdroprotektif dozu
bilinmemektedir. Cok az miktardakisia dozunun, kortikal ndron kulttrlerinde
protein sentezini baskilgglive ge¢ ndron 6limine neden aldutesbit edilmgtir
(44). Vitamin E’nin ise yada eriyen bir vitamin olmasi nedeniyle, dotada ve
beyinde etkin konsantrasyona giteak icin H olaydan birkac giin énce verilmesi
gerekmektedir (44). Preterm infantlarda vitamin &steinin intrakranial hemoraji
ve siddetli retinopati riskini azalt@, fakat sepsis riskini arttirgh, rutin vitamin E
destgi icin yeterli kanit olmadii belirtiimektedir (147).
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Beyin Ozellikle coklu doymamifosfolipidlerden zengindir ve bu nedenle SOR
saldirisina ¢ok hassastir (39). Shao ve agkadasicanlarda kronik lityum ve VA
tedavilerinin kortikal ndronlarda lipid peroksidasyr ve protein oksidasyonunu
baskiladgini saptanngiardir. Her iki ilacin glutamatin tetiklegii hiicre ici serbest
Ca™ miktarindaki ary baskilayarak bu etkiyi gostepiibelirtilmistir (148). Wang
ve ark.’1 VA'nin sigan beyin korteks hicre kultirele lipid ve proteinleri oksidatif
hasardan korudiwunu saptamlardir. Antiapopitotik faktor Bcl-2 miktarlarini
arttirarak, lipid ve proteinleri oksidatif hasardeorudiyunu diguinmislerdir (149).
Baska bir calsmada ise siganlarda glaomdan sonraki ilk haftada neokorteks ve
hipokampuste gucli bBcl-2 varligi gosterilirken, ya ilerledikgeBcl-2nin azaldgi,
yetiskinlerde c¢ok dgik duzeylere ingji gosterilmitir (25). Bu calgsmalarin
sonuclarl cabmamizda VA tedavisi (VA grubu ve VA+FA grubu) iléde edilen
noroprotektif etkileri desteklemektedir. VAnin dmnvalzif etki mekanizmalari
aracilgiyla lipid ve proteinleri  peroksidasyondan kortglave Bcl-2 dizeylerini
arttirarak noroprotektif etki gostergniolabilecgini dustindirmektedir. Ancak
calsmamizda sadece noéron sayimi yaplnoiup; VA’nin etki mekanizmalari

degerlendirilmemitir.

Calismamizda 400 mg/kg dozunda verilen VA’nin noroprateletkili
oldugunu saptadik; ancak bazi yayinlarda VA'nin terdpdtizlarda buyimekte olan
rat beyinlerinde apopitotik ndrodejenerasyona nedé&fugu da belirtiimektedir
(150,151). Bazi vaka raporlarinda da VA tedavidiagll protein C diuzeylerinin
azaldgl ve buna bgli inme gelitigi (152), kortikal atrofi ve kognitif fonksiyonlarda
bozulma (zeka puaninda azalma) yapbelirtimektedir (153). VA'nin olasi énemli
bir olumsuz etkisi de glutatyon duzeyleri Uzerinddusturdusu etkidir. VA
verilmesinden sonra glutatyon dizeylerinin belirginsekilde azaldil saptanmstir.
VA verilen insanlarin alyuvarlarinda ve sicanlarkaracgerlerinde glutatyon
dizeylerinin doz baml olarak azaldi gosterilmgtir. Bu etkiye glutatyon rediktaz
enzimini baskilayarak neden olglu distinilmektedir.Hishida ve Nau’'nin yapi
calismada, sicanlarda VA verildikten bir saat sonra aldn hidroliz Grtnlerinin
(yikim trtnleri) doz baamli olarak arttgl saptannstir (16). Calsmamizda glutatyon
dizeyleri bakilmamgtir; ancak bu sonucglar ve VA'nin olumsuz etkilerpdksik-

iskemik ensefalopati tedavisinde kullanimini samndirabilir. Camamizda VA
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verilerek elde edilen noroprotektif etkinin, VA'nidiger mekanizmalar tGzerinden
yaptgl noroprotektif etkisinin glutatyon dizeylerini giitic etkisinden daha baskin
oldugunu d@gundurmektedir. Nordhoff ve arkadari ise, VA tedavisi alan
cocuklarda VA'nin glutatyon rediktaz enzimi Gzerlmerhangi bir etkisi olmagini
saptamgtir (154). Bu da VA’nin hipoksi-iskemi esnasindautgtyon duzeylerini
degistirmeyebilecgini, noroprotektif amagch kullanmamizda sakinca athgini
distindirmektedir.

VA antiepileptik olarak kullaniimasinin g@nda santral sininir sistemi kaynakli
bircok hastalikta kullaniimaktadir. Bu gamhada yuksek doz VA tedavisi ile term
yenidgzan sicanlarda HE modelinde hipokampusun CA-1 ve CA2-3 alanlarinda
noroprotektif etki elde edilngiir. VA'nin elde edilen bu ndroprotektif etkiyi
olasilikla antiepileptik ve terap6tik etki mekanilar: araciiglyla gostermy
olabilecggi dusunuldu. Ancak c¢agmamizda VA verilerek elde edilen bu

noroprotektif etkiyi aciklayacak mekanizmalar ladtorvar olarak tesbit edilmestir.

SSS'nin sghkh bir sekilde gelgsmesi igin, bebgn bu gelsim sirecinde tiroid
fonksiyonlarinin normal olmasi gerekir. Verrotti akadalari yaklaik iki buguk yil
sadece VA tedavisi alan epileptik cocuklarda tirdidrmonlarinda d@siklik
saptamamngtir. Bu durum beyin gefiminin ¢ok hizli oldgu yasamin ilk iki yilinda
yapilacak VA tedavisinin tiroid hormonlarinda gilgklik yapmayabilecgini ve
beyin gelsimini etkilemeyebilecgini disindirmektedir; ancak bu ¢ghaya alinan
cocuklarin yalari ortalama sekizdir (155). Yine Bentsen ve aggkd, yalari 16 ile
46 arasinda dgsen, epilepsi nedeniyle VA tedavisi alan hastalay@gtiklar
calsmada T4, FT4, FT3 duzeylerinde sddlik saptany, TSH dizeylerinde ise
degisiklik saptamamygtir. Folik asit dizeylerinde istatistiksel olaraknlamli
degisiklik saptanmanytir. Tiroid hormonlarindaki azalmanin enzim indigksiuna
bagli olabilecegi dustunilmisttr (156). Literatiirde VA tedavisinin iki yan altindaki
cocuklarda tiroid fonksiyonlarinda gigiklik yaptigini veya yapmagini gosteren bir
yayina rastlanmargtir. Calsmamizda HE modeli olgturulan yenidgan sicanlarda
tiroid fonksiyonlarina bakilmarstir.
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Folat metabolizmasi bozullu veya folat eksikfii plazma homosistein
dizeylerinde yukselme ve metiyonin sentezinde aaalie sonuclanmaktadir
(15,84). Yuksek homosistein dizeylerinin normaligelere cekilmesine yonelik
uygulamalar, altta yatan nedenlere gorgigaektedir. Bununla birlikte bu yonde en
etkili maddenin folik asit oldgu; folik asidin, vitamin B ve vitamin B ile birlikte
veya tek bana kullaniminin plazma homosistein seviyesini stoldigu
belirtiimektedir (90,86). Bu nedenle noérodejendratiastaliklardan (Alzheimer
hastalgl) ve kardiyovaskuller hastaliklardan korunmak igliyetsel FA desta
yapilmaktadir (10,82).

VA ve diger bazi antiepileptik ilaclarn kullananlarda seruiolik asit
dizeylerinin azalgy, folat metabolizmasinin baskilagdi metiyonin dizeylerinin
azaldgl ve homosistein dizeylerinde ise aidugu bildiriimektedir (15,16). VA,
metiyoninin homosisteine dosiimunt hizlandirmaktadir. Bu durum metiyonin
eksikligine ve airt SAM Uretimine neden olmaktadir. SAM hizli kekilde SAH’a,
SAH da homosisteine dogriaektedir. VA'nin bu etkisini metiyonin adenozil
transferaz enzimini (MAT) aktive edip, metiyoninBAM’a dongumina arttirarak
gosterdgi belirtiimektedir. VA'nin dg@rudan glutamat formil transferaz enzimini
baskilayarak ve dolayli olarak da SAM tarafindadO&metilen-THF rediktaz
enziminin baskilanmasi ile 5-metil-THF'In azalmasimeden olarak folat
metabolizmasini baskilggi belirtiimektedir (16). Karabiber ve arkagir VA ve
karbamezepin tedavisi alan cocuklarda serum honteasisitizeylerinde belirgin
yukseklik ve FA dizeylerinde belirgin gliklik saptanylar; karbamezepin tedavisi
alan cocuklarda serum vitamimBdiizeylerinde dgiiklik saptarken, VA tedavisi
alan hastalarda vitamin 1B dizeylerinde d@&siklik saptamamglardir (15). VA
tedavisine bgli FA eksikliginin mekanizmasinin tam olarak bilinmguhi, ancak
antiepileptik ilaglarin karagerde enzim indiksiyonu yaparak, FA'nin intestinal
absorbsiyonunu ve koenzimlerinin metabolizmasingeiayerek FA eksikfiine
neden olduklan belirtiingtir. VA ve karbamezepin tedavisi alan hastalardairee
homosistein duzeylerine bakilmasi ve vaskuler hésgalisme riskini azaltmak icin
bu hastalara ek olarak FA verilmesi Onergtmi (15). Ubeda ve arkagiari,
sicanlarda tek doz VA (400 mg/kg) enjeksiyonundan daat sonra metiyonin

metabolizmasinin zarar gorglini; MAT aktivitesinin %56 azalgini, karacger
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SAM konsantrasyonlarinin ve oksidasyonzrams glutatyon miktarinin arggini;
SAM/SAH transmetilasyon oraninin azguohi, tim bu dgisikliklerin 24 saat sonra
serum VA duzeylerinin azalmasi ile normale ddhnthii saptamlardir (157).
Hendel ve arkaddari ise iki aylik karbamezepin ve VA tedavisiniroldt
metabolizmasi Uzerine etkilerini atemislar; basirsak folat dekonjugasyonunda,
karacger FA metabolizmasinda, bobreklerden folat atilgeurfarkhlik olmadgini,
ancak FA absorpsiyonunun azgdu saptanglardir (158). Kishi ve arkagkrinin
calismasinda, fenobarbital ve karbamezepin gibi enzidiiksiyonu yapan ilaclarin
uzun doénem kullaniimasinin, serum folat konsantmasyini anlamli olarak
diUsUrdigt; VA ve zonisamid gibi enzim induksiyonu yapmaykaglarin ise serum
folat duzeylerini dgistirmedigi gorilmistir. Bu calgmada VA tedavisinin siresi
uzadikca serum folat dizeylerinde azalma gozlgnmancak istatistiksel olarak
anlamh bir dgukluk saptanmangtir. Folat metabolizmasinda antiepileptiklereslba
olusan deisikliklerin mekanizmalar ¢ok iyi bilinmemektedir,naak serum folat
duzeylerinde antiepileptiklere ga azalmaya neden olan en énemli mekanizmanin
mikrozomal enzim indiksiyonu ol@u bildirilmistir (159). Bu bulgulara zit olarak
Geda ve arkadgtrinin yaptg calsmada, ysglari 14 ay ile 12 yil arasinda glgen,
uzun donem VA tedavisi alan, 26 epileptik hastdatwe strelerine ve géarina gore
gruplara ayrilmy; serum lipidleri, B, vitamini ve folik asit dizeylerine bakilg)i
gruplar kendi aralarinda ve kontrol grubu ile gkastirildiginda serum lipidleri, B
vitamini ve folik asit duzeyleri acisindan farkhlsaptanmanstir (160). Gidal ve
arkadalari lamotrijin ve VA tedavisi alan 20 epileptik $tada plazmada homosistein
ve folat, eritrositlerde folat ve B vitamini duzeylerini olgcmgler; lamotrijin
tedavisinin plazmada 6lctlen parametrelerdg@sidik yapmadgini, VA tedavisinin
plazma homosistein dizeylerini azg, plazma B, vitamini, folat ve eritrosit
folat duzeylerini arttirdiini saptanslar; lamotrijin ve VA tedavisi alan epilepsili
hastalarda homosistein dizeylerinin klinikte praobleolmadgini belirtmilerdir
(161). Tum bu cagmalarin sonuclari VA ile FA metabolizmasi arasiydéin bir

ili ski oldugunu digundurmektedir; ancak bu cghalarda VA tedavisinin serum FA

ve homosistein duzeyleri tzerine etkisi hakkindesk#i sonuclar elde edilnstir.

Yaslilarda, serum ve BOS folat konsantrasyonlarslayabirlikte azalmakta,

homosistein konsantrasyonlari ise artmaktadir. Bgayinlarda bu durumun
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yaslanma sirecine katkida bulunglu belirtiimektedir (90).Gelismekte olan SSS,
folat metabolizmasi bozukluklarina olduk¢a duyarlificik ¢cocuklarda BOS’da 5-
metiltetrahidrofolat dizeylerinin yiksek olmasirbn durumu gdsteren bir bulgu
olabilecgi dustinilmektedir (81,162).

Bazi yayinlarda da folik asidin homosistein amin zararl etkilerinden ve
VA'nin neden oldgu teratojenik etkilerden (6r@a NTD) korudu
belirtimektedir; ancak folatin NTD’i ©Onleme mekamasi tam olarak
anlggilamamstir. Muhtemelen FA'nin ge§mekte olan fetiisde nukleik asit ve amino
asit metabolizmasi Uzerindeki rolinin etkili aidu (83), homosisteinin
remetilasyonunu arttirarak NTD’i onlegli disiintlmektedir (16). Benzegekilde
diyetsel FA dest@nin, kaltimsal folat metabolizmasi kusuru olamelylerde de
metabolik kusurlari duzeltebilegiebelirtiimektedir (83).

Wegner ve Nau sican embriyolari Uzerinde yaptilgalgmada, organogenez
esnasinda teratojenik dozlarda VA verilmesinin eydoik 5-formil Hsfolat ve 10-
formil Hafolat duzeylerini azaltgini, tetrahidrofolat duzeylerini arttigini
saptamglar; bu deisikliklerin, formil gruplarinin transfersiemini gercgeklgtiren
glutamat formiltransferaz enziminin VA tarafindamhibe edilmesine |gh
olabilecgini disinmslerdir. NTD, embriyonik folat metabolizmasi ggklikleri ve
bazi enzimlerin inhibisyonu ile VA konsantrasyonlarasinda dgru orantili bir
iliski oldugu; VA tarafindan olgturulan NTD’nin  embriyonik folat
metabolizmasinin engellenmesi ile glgu belirtiimektedir (163). Gebe farelerde
yapilan bir bgka calsmada ise, ip olarak VA verilen grupta plazma horsiesn
konsantrasyonlarinda artve VA ile birlikte folat verilen grupta ise homesgin
konsantrasyonlarinda azalma saptatimi Her iki grupta plazma metiyonin
dizeylerinin azaldn saptanmgtir (16). Alonso-Aperte ve arkaglarinin gebe
sicanlarda yapil calsmada, VA tedavisi uygulanan sicanlarda annenin nseru
metiyonin konsantrasyonlarinin, karg@ metiyonin sentaz aktivitesinin ve
karacger DNA’sinin metilasyonunun azafd) buna rgmen annenin metilasyon
oraninin  (SAM/SAH), serum homosistein, folat ve awiin B12
konsantrasyonlarinin gemedigi saptanmgtir. VA'ya maruz kalan fetuslerde ise,

karacger metiyonin miktarinin dgsmedgi, fakat metilasyon oraninin ve DNA
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metilasyonunun azalgh saptanmy, metilasyon sentezindeki bu ggkliklerin ve
DNA metilasyonundaki azalmanin folinik asit ile etigndisi tesbit edilmstir. Bu
calsmada VA alan anne sicanlarda serum homosisteimt feé Vitamin B»
konsantrasyonlarinda gigiklik olmamasina ramen hem anne hem de fetiiste DNA
metilasyonunda azalma olglu ve bu azalmanin bir FA tirevi olan folinik ade i
Onlendgi goOsterilmitir (164). Dawson ve arkaglari CD-1 farelerde FA ve
pantotenik asidin VA'nin neden olgu NTD’den korudgunu saptamgdir (14).
Trotz ve arkadgdari da, benzegekilde gebe farelerde VA verilmeden énce iki ve VA
verildikten sonra tek doz (toplam ¢ doz) folinigitatedavisinin VA'nin tetikledii
NTD sikligini azalttgini saptanglardir (165). Baka bir ¢calymada da FA’nin fare
fetuslerini A vitamini ve VA’nin neden oldw iskelet bozukluklarindan korugu
saptanmytir (17). Bu sonuclar VA ile FA metabolizmasi arasinda yakinili ski
oldugunu, VA'nin neden oldgu antifolat aktivitenin, DNA metilasyonundaki
azalmanin, hicre olimine neden olabilecek DNA gewee tamir glemlerindeki
bozukluklarin, FA ve FA tirevi ilaglarla 6nlenelmgini disindirmektedir. Hansen
ve arkadgari ise VA tedavisinden bir saat dnce verilenrfidiasitin VA'nin neden
oldugu NTD'’yi engellemediini, embriyonik c¢inko duzeylerini dgstirmedigini
saptamglardir (166).

Folik asit beyin ve spinal kordun buyimesi ve fdekimasi esnasinda ¢ok
onemli rol oynamaktadir (167)n vitro ve in vivo calsmalar, FA'nin NTD’den
koruyucu etkisi dunda noroprotektif etkilerinin de olgunu go6stermektedir.
Iskandar ve ark.’nin yag calsmada, sicanlarda deneysel olarak medulla spinalis
ve optik sinir yaralanmasi afturulmus; yaralanmanin ¢ gin éncesinden, iki hafta
sonrasina kadar @ik dozlarda gunluk ip FA verilgj FA'nin medulla spinalis ve
optik sinir hasarinda istatistiksel olarak anlambron rejenerasyonu gadigi
gozlenmgtir. En etkin optimal dozun 80 pg/kg/gin ofdu bulunmgtur (10).
Tagliari ve arkadgdarinin calsmasinda, oksijen ve glukozdan mahrum birakilan (
vitro hipoksi-iskemi modeli) sican hipokampus hiicre kidtinde, dsaridan
homosistein verilerek ofturulan akut ve kronik yiksek homosistein duzewieri
hiicre hasarini ve iskemik olaylara duyaghhrttirdgini tesbit etmyler; akut yiksek
homosistein dizeyleri ile ofturulan hiicre hasarinin FA verilmesi ile tam olarak

onlendgini, E vitamini verilmesiyle ise kismen onlenebfuhi gozlemlemslerdir
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(168). Matte ve arkadkr ise, sicanlarda homosistein verilerekstloulan akut
yiksek homosistein diizeylerinin parietel korteks serumda N3K*-ATPaz ve
butirilkolinesteraz aktivitesini belirgin olarak a#igini saptanglardir. Bu
degisikliklerin akut hiperhomosisteinemi 6ncesi veriléiA tedavisi ile tamamen
engellendgini gostermgler ve yiksek homosistein dizeylerine glhanorolojik
hasarin dnlenmesi icin FA degtesapiimasinin yeni bir tedavi stratejisi olabilgce
belirtmislerdir (169). Bu sonuclar FA'nin santral sinir sisti (medulla spinalis,
hipokampus) hasarina kawve kranial sinir yaralanmasina kandroprotektif etkili
oldugunu, yuksek homosistein dizeylerineglhanorolojik hasarin FA tedavisi ile
Onlenebilecgini gostermgtir. Calsmamizda elde edilen noroprotektif etkileri
desteklemektedirler. Cainamizda ise postnatal donemde hipoksi-iskemi soBras
dakikada bglanan ve bg gin sireyle verilen FA tedavisi ile (FA grubu, VAA

gruplarinda) yenidgan sicanlarda daha az noron kaybi gldgosterilmgtir.

Calsmamizda, ila¢ verilen tim gruplarin (VA grubu, VAAFRgrubu, FA
grubu) sol hipokampus CA1, CA2-3 ve tim sol hipokamalanlarinda (CA1+CA2-
3) sayilan piramidal hicre sayisi ortalamalari, gg&bunun benzer alanlarindaki
piramidal hiicre sayisi ortalamalarina gore isifist olarak anlamlgekilde yiksek
bulunmutur (p<0,05). Bu da verilen ilaclarin bu boélgelefdpoksik-iskemik etkiye
karsi noroprotektif etkili olduklarini dgiindirmektedir. FA grubu sicanlarin sol
hipokampus CA1l, CA2-3 ve tim sol hipokampus (CA1£EA alanlarindaki
piramidal hiicre sayisi ortalamalari ile VA grubgasilarin benzer alanlarindaki
piramidal hiicre sayisi ortalamalari arasinda stlsiel olarak anlamli farkhlik
saptanmamngtir (p>0,05); ancak FA grubu sicanlarin belirtilempokampus
alanlarindaki piramidal hiicre sayisi ortalamalah \grubu sicanlarin benzer
hipokampus alanlarindaki piramidal hiicre sayisalamalarindan daha yuksek
bulunmuytur (Orngsin FA-CA1 alanindaki piramidal hiicre sayisi ortadesmVA-
CA1 alanindaki piramidal hiicre sayisi ortalamasindaha yiksek bulunngtur).
Ayni sekilde VA+FA grubu sicanlarin sol hipokampus CAlA2-3 ve tim sol
hipokampus (CA1+CAZ2-3) alanlarindaki piramidal reisayisi ortalamalari ile FA
grubu sicanlarin benzer alanlarindaki piramidalréisayisi ortalamalari arasinda da
istatistiksel olarak anlamli farkhlik saptanmatm (p>0,05); ancak VA+FA grubu

sicanlarin belirtilen hipokampus alanlarindaki mirdal hiicre sayisi ortalamalari,
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FA grubu sicanlarin benzer hipokampus alanlarindaikamidal htcre sayisi
ortalamalarindan daha yuksek bulurgton

VA’nin istatistiksel olarak anlamli olmamakla beeabFA’'dan daha az
noroprotektif etkiye sahip olmasinin, VA’'nin ola&n etki profilinin fazla (antifolat
aktivite gostermesine Bh metiyonin eksiklgi, SAM eksikligi ve homosistein
yuksekligi gelismesi gibi) olmasina, FA'nin yan etki profilinin isgaha dgik,
yararli etkilerinin dgrudan ve daha fazla (metilasyon reaksiyonlarindaineaist
metabolizmasinda, DNA sentez ve tamileinlerinde goérev almasi) olmasindan
kaynaklanabileggéni disinmekteyiz.

VA+FA grubu sicanlarin sol hipokampus CA1, CA2-3tuen sol hipokampus
(CA1+CAZ2-3) alanlarinda sayilan piramidal hicreisaprtalamalarinin tim ger
gruplarin (SF grubu, VA grubu, FA grubu) benzerndanda sayilan piramidal
hiicre sayisi ortalamalarindan daha yiksek bulunm@sA grubu ile
karsilastirildiginda sayisal farkllik olmasinagmen istatistiksel olarak anlamli fark
yoktur), VA ve FA’nin birlikte daha gucli noroprétd etkiye sahip olduklarini
gostermektedir. Bu da FA'nin, VA'nin neden ofduolasi antifolat aktiviteyi, birgok
metabolik yolda gdrev alan metiyoninin eksghi ve serbest radikal aktivitesi
gosteren homosistein ytksekii (16) ortadan kaldirngiolabilecegini; DNA tamir
sureclerinin daha iyi ¢alip VA ve FA’nin ndroprotektif etkilerinin birliktelaha iyi
ortaya ciktgini; boylece daha az hicre hasarininstoigunu digundirmektedir.
Ancak boyle bir ilskinin kurulabilmesi i¢cin ndroprotektif amacl vezit bu ilaglarin

etki mekanizmalarinin laboratuvar olarak tespitredsine ihtiyac vardir.

FA verilerek elde edilen ndroprotektif etkileritfA’'nin olasilikla SSS’deki
primer fonksiyonlarina (SSS’de metilasyon reaksigaonda, pirin ve pirimidin
sentezinde, DNA sentezi ve hasarlapmIDNA tamirinde, aminoasit
metabolizmasinda oynagiroller gibi) ve homosistein sentezini baskilamashb&li
homosistein aracili SSS hasari gakesini 6nleyerek gerceklirmis olabilecgini
disinmekteyiz. Ancak bu mekanizmalar aragilile etkileyip etkilemedii ve
noroprotektif etkide hangi mekanizmanin daha baskdusu laboratuvar olarak

desteklenmeniir.
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Calismamizda serum, BOS ve beyin dokusunda FA, homaosistestiyonin,
SAM, glutatyon gibi VA ile ilskili; hicre hasar geliminde veya hucrelerin
korunmasinda rol oynayan parametrelerin dizeyleren&A verilen gruplarda elde
edilen noroprotektif etkiyi aciklayacak VA'nin liirde belirtilen etki
mekanizmalarina (GABA asl, glutamat aktivitesinin baskilanmasi, ‘Cekanal
blokaji gibi) ve FA'nin ndoroprotektif etkisine anh& ettigi dUsundlen
mekanizmalara bakilmagtir. Boyle bir iliskinin dogrulanmasi icin daha fazla veriye
ve belirtilen ilaclarin etki mekanizmalarina ardcikden parametrelerin laboratuvar
olarak tespit edilmesine ihtiya¢ vardir. Galamizda sadece hicre sayimi yapiimi

olup, etki mekanizmalari gerlendirilmemitir.

VA veya diger antiepileptik ilaclari alan kadinlara gebelikcési ve gebelik
suresince FA verilmesi Onerilmektedir (70). Annediget ile folat aliminin, folat
profilinin ve folat metabolizmasi bozuliu olup-olmadginin bilinmesi antenatal ve
perinatal donemde begia folat eksikligi acisindan olasi risklerinin tesbit edilmesini
sgilayacak ve gerekirse folat degiteyapiimasina imkan taniyacaktir. Bu gaiada
antenatal donemde veya hipoksi-iskemi dncesi vert@’'nin néroprotektif etkisi
degerlendirilmemitir.

VA'nin olasi yan etkilerinin fazla olmasi, iki yaaltinda idiyosenkrazik
karacger toksisitesi ortaya c¢ikmasi, literatirde noérogkdf etkisi olmadgini
beliten yayinlarin olmasi, buyimekte olan rat bkyinde apopitotik
norodejenerasyona neden agidaoun Dbelirtiimesi, glutatyon dizeylerini
disturdigiinin  belirtiimesi, HE tedavisinde kullaniimasini tagmali hale
getirmektedir. Ancak ¢cok yiksek dozlarda bile y#ise olmadgi belirtilen FA'nin,
hipoksi-iskemi sonrasi erken donemde teksii@m veya HE nedeniyle FA
metabolizmasini bozan bir antiepileptik ila¢ kullarasi halinde mevcut tedaviye ek

olarak idame dozunda kullanilabilgoa distinmekteyiz.

Hipoksi-iskemi modeli olgturulan term yenidgan sicanlarda valproik asit ve
folik asidin beyin hasarina etkileri gtailan bu ¢camada, hipoksi-iskemiden kisa
sure sonra (Bedakika) uygulanan valproik asit, folik asidin té&k ve birlikte

hipokampusun CA-1 ve CA2-3 alanlarinda néron kaybmedgi gosterildi. Sonug
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olarak bu cakmada term yenidgan sicanlarda HE modelinde valproik asit ve folik
asit tek tek ve birlikte kullanimlari ile néroprété etkili olduklari; yan etki ve

etkinlik acisindan kiyaslanginda folik asit tedavisinin HE'nin erken dénemde
tedavisi icin klinik kullanima aday olgu; ancak daha fazla preklinik ve klinik

calismaya ihtiyac oldgu kanisina varildi.
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SONUCLAR

Modifiye Levine modeli kullanilarak miadinda glous yenidgzan sicanlarda
olusturulan perinatal ¥E'de, hipoksi-iskemi sonrasi erken donemde (hipdsi5
dakika sonra) ip bdanan kisa sureli (Regtin) 400 mg/kg VA, 400 mg/kg VA + 80
ug/kg FA ve 80ug/kg FA tedavilerinin hipokampusun CAl, CA2-3 vantisol
hipokampus (iskemi okturulan taraf) stratum piramidalis alanlarinda mokaybini

Onledigi stereolojik yontemler kullanilarak saptandi.

SF, VA, VA+FA ve FA tedavisi verilen gruplar kenalialarinda karlastirildi.
Ilag verilen tim gruplarin (VA grubu, VA+FA grubuAFgrubu) CA1, CA2-3 ve
tum sol hipokampus alanlarinin toplam néron saymsilamasi ile SF verilen grubun
benzer alanlarinin toplam néron sayisi ortalamaasil&stirildiginda; ilag
tedavilerinin (VA, VA+FA, FA) sayim yapilan tim al&rda noéroprotektif etkili
oldugu saptandi. Elde edilen bu sonuclar VA, VA+FA, Fdavileri ile hipoksik-
iskemik beyin hasarina pla néron kaybinin azaltilabilegai dustndardi. VA
verilen grubun CA1l, CA2-3 ve tim sol hipokampuskdanin toplam ndron sayisi
ortalamasi ile FA verilen grubun benzer alanlartmplam ndron sayisi ortalamasi
karsilastirildiginda noroprotektif etki acisindan istatistikselrakaanlamli farklilik
saptanmadi. FA verilen grubun CAl, CA2-3 ve tum kigokampus alanlarinin
toplam ndron sayisi ortalamasi ile VA+FA verilemlgun benzer alanlarinin toplam
noron sayisi ortalamasi kdastirildiginda da noroprotektif etki acisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadA+FA verilen grubun CA1, CA2-3
ve tim sol hipokampus alanlarinin toplam noéron sagrtalamasi ile VA verilen
grubun benzer alanlarinin toplam noéron sayisi amiaki kaglastinldiginda,
belirtilen tim alanlarda VA+FA’nin noroprotektif kesi VA'nin  néroprotektif

etkisinden istatistiksel olarak anlamgékilde yiksek bulundu.

Sonug olarak bu ¢amada term yenidgan sicanlarda HE modelinde VA ve
FA’nin tek tek ve birlikte kullanimlari ile néropiektif etkili olduklari; yan etki ve
etkinlik acisindan kiyaslanginda FA tedavisinin HE'nin erken donemde tedavisi
icin klinik kullanima aday oldgu; ancak daha fazla preklinik ve klinik gahaya
ihtiya¢ olduysu kanisina varildi.
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OZET

NEONATAL TERM SICANLARDA OLU STURULAN H IPOKSIK
ISKEMIiK BEY IN HASARI MODEL iNDE INTRAPERITONEAL
UYGULANAN VALPRO IK ASIT VE FOL IK ASIDIN BEYIN
HASARINA ETK ILERI
Dr. Mehmet DEMIRAYAK

Hipoksik-iskemik ensefalopati () yenid@anlarda akut mortalite ve
morbiditenin 6nemli bir nedenidir. Valproik asit & gens spektrumlu bir
antikonvulzandir. Folik asit (FA) ise tek karborgiyacisi olarak gorev yapan bir
vitamindir. FA'nin, VA’'nin neden oldgu teratojeniteden korug@u bilinmektedir.
Bazi yayinlarda VA'nin FA metabolizmasini olumsukiledigi bildirilirken VA ve
FA’nin noéroprotektif etkilerinin oldgu da belirtiimektedir. VA'nin terapotik
etkilerine birden fazla mekanizma aracilik etmekted=A ise amino asit
metabolizmasinda, metilasyon reaksiyonlarinda, DN@ntezinde, hasarlarngni

DNA’nin tamirinde, myelin sentezinde gérev almaktad

Calsmamizda, modifiye Levine modeline gore sol karokemmunisi
baglanarak HE olwturulan term yenidgan sicanlarda VA ve FA'nin noroprotektif

etkileri argtirildi.

Her iki cinsten, 13 gunluk, 24 Wistar si¢can kulldniHipoksi-iskemiden he
dakika sonra %0,9 NaCl ip uygulanan sicanlar Sbgrd00 mg/kg/gin VA, 400
mg/kg/gin VA ve 80 pg/kg/gin FA, 80 pg/kg/gin FA uggulanan sicanlar ise
sirasiyla VA grubu, VA+FA grubu ve FA grubu olaragrldi. Gruplarin sican sayisi
alti olarak belirlendi. Sicanlar pgunlik tedaviden sonra sakrifiye edildi. Beyin
dokularindan horizontal kesitler alinarak HemateksEozin ile boyandi.
Stereolojik yontemler ile hipokampusun CAl ve CA2sBatum piramidalis

alanlarinda néron sayimi yapildi.
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Toplam noron sayisi ortalamasi SF grubunun CAlimden 128754117206,
CA2-3 alaninda 137317+15491, tum sol hipokampusd@Al¢CA2-3)
266071+29938; VA grubunun CA1l alaninda 187064+25088\2-3 alaninda
193571+£29069, tim sol hipokampusda 380635+49951+RAA grubunun CA1l
alaninda 235888+25783, CA2-3 alaninda 241126+210@8, sol hipokampusda
477014+34118; FA grubunun CAl alaninda 211515+1456A2-3 alaninda
21520721607, tim sol hipokampusda 426722+3514dioki.

CAl1, CA2-3 ve tum sol hipokampus toplam néron gsagrsalamalari, ilag
verilen gruplarda (VA grubu, VA+FA grubu, FA grub@®F grubundan ytksek
bulundu (p<0,05).

CA1l, CA2-3 ve tum sol hipokampus toplam ndron saymalamalari VA+FA
grubunda VA grubundan yuksek bulundu (p<0,05).

FA grubunun CA1l, CA2-3 ve tim sol hipokampus topladron sayisi
ortalamalari, VA+FA grubu ve VA grubunun toplam odrsayisi ortalamalari ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh farklihk saptaawn (p>0,05); ancak
toplam néron sayisi ortalamalari FA grubunda VAbgndan yuksek, VA+FA
grubunda FA grubundan ytiksek bulundu.

Bu calsma neonatal term sicanlarda giluulan hipoksi-iskemi modelinde VA
ve FA'nin tek tek ve birlikte ndroprotektif etkilduklarini gosternstir.
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SUMMARY

EFFECTS OF INTRAPERITONEAL ADMINISTRATED
VALPROIC ACID AND FOLIC ACID ON HYPOXIC ISCHEMIC
BRAIN DAMAGE MODEL IN NEONATAL TERM RATS

Dr. Mehmet DEMIRAYAK

Hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) is an impottaause of acute
mortality and morbidity in newborns. Valproic aqdA) is a wide spectrum anti-
convulsant. Folic acid (FA) is a vitamin actingrasno-carbon carrier. It is known
that FA protects from the teratogenity produced/By In some articles, it's reported
that VA badly affects on FA metabolism and VA and Rave neuroprotective
effects. VA’'s therapeutic effects are mediated byrenthan one mechanism. FA
serves in amino acid metabolism, metilation resmstj DNA synthesis, reparing of

damaged DNA and myelin synthesis.

In this study, we investigated the neuroprotecsffects of VA and FA in term
newborn rats with HIE, generated via tieing thet lefrotis communis as the

modified Levine model.

In both gender 24 Wistar rats, at 13 day-old, wesed. Rats, 5 minutes after
the hypoxia-ischemia, were randomly divided intarfgroups as SF group (%0.9
NaCl intraperitoneally, ip), VA group (400 mg/kghdA ip), VA+FA group (400
mg/kg/d VA and 80 pg/kg/d FA ip), FA group (80 ugitt FA ip). Rats were
sacrified after 5th day of treatment. Horizontadtgms were taken from brain tissue
and stained with hematoxylen-Eosin. Neuron coursewperformed in hippocampus
CA1 and CA2-3 stratum pyramidalis areas with stegio methods.

Total neuron count mean at SF group was 128754#8174A0CALl area,
137317+15491 in CA2-3 area and 266071+29938 innthele left hippocampus; at
VA group 187064125056 in CAl area, 193571+29069 GA2-3 area and
38063549951 in the whole left hippocampus; at VA+group 235888125783 in
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CAl area, 241126+21008 in CA2-3 area and 477014%34ih the whole left
hippocampus; and at FA group 211515+14557 in CAR,a215207+21607 in CA2-
3 area and 426722+35147 in the whole left hippoaasmp

Total neuron count means in CAl1, CA2-3 areas ardwthole hippocampus
were found to be higher in drug treated groups (VA;+FA, FA groups) than SF
group (p<0.05).

Total neuron count means in CAl1, CA2-3 areas ardwthole hippocampus
were found to be higher in VA+FA group than VA gpo{p<0.05).

When comparing FA group’s total mean neuron countSAl, CA2-3 areas
and the whole hippocampus to the total neuron cowgsins of VA+FA and VA
groups no significant difference was reported (p51.but total neuron count means
were higher in FA group than VA group and highe¥i+FA group than FA group.

This study is shown that VA and FA have alone agéther neuroprotectively
effective on hypoxia-ischemia model generated wnagal term rats.
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