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OZET

Perinatal hipoksik-iskemik beyin hasari1 neonatal mortalite ve serebral palsi, mental
retardasyon, epilepsi gibi uzun donem nérolojik defisitlerin en 6nemli nedenlerinden birisidir.
(Caligmanin amaci neonatal hipoksik-iskemik sican modelinde N-metil-D-aspartat (NMDA)
antagonisti magnezyum siilfat (MgSO4) ile serbest radikal temizleyicisi melatoninin, tekli ve
kombine uygulamalariin néroprotektif etkinliklerinin karsilastirilmasidir.

Yedi giinliik sicanlar, anestezi altinda sag arteria karotis kommunis ligasyonu ve
koterizasyonu sonrasinda 2 saat boyunca hipokside tutuldular. Siganlar randomize olarak 4
gruba ayrildilar: hipoksi-iskemi uygulanan ve intraperitoneal (ip) olarak serum fizyolojik
uygulanan kontrol grubu, MgSO4 uygulanan grup, melatonin uygulanan grup ile MgSO4 ile
kombine sekilde melatonin uygulanan MgSO4 ve melatonin grubu. Ilac tedavileri iskemi
oncesi, hipoksi sonrasi1 ve ikinci dozdan 24 saat sonra olmak iizere {i¢ doz uygulandi.

Infarkt hacmi yiizdesindeki azalmanimn ilag uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore
anlamli sekilde azaldig1 ancak ilag¢ gruplari arasinda anlamli bir farklilik bulunmadigi
saptandi. Tekli ve kombine ilag tedavileri ile hipokampusun CA1, CA3 ve dentat girus
alanlarimdaki TUNEL pozitif hiicre sayisinin anlamli olarak azaldig1 goriildii. Kortekste, ilag
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore daha az sayida néronun pozitif boyandig1 ancak
ilag gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 belirlendi.

Bu ¢alismada, hipoksi-iskemi siirecinin farkli basamaklarina etki eden MgSO4 ve
melatoninin tekli ve kombine uygulamalar1 beyin infarkt ytizde hacmini azaltarak ve
apoptozisi Onleyerek ndroprotektif etki gostermislerdir. Sonug olarak, bu iki ajanin hipoksik

iskemik ensefalopatisi olan yenidoganlarin tedavisinde kullanilabilecekleri diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Magnezyum siilfat, Melatonin, Neoanatal hipoksik-

iskemi, Serebral néroproteksiyon



SUMMARY

Neuroprotective effects of magnesium sulfate when used alone or in combination

with melatonin on apoptosis induced neonatal hypoxic-ischemic rat model.

Perinatal hypoxic-ischemic brain damage is a major cause of neonatal mortality and
severe long term neurological deficits such as cerebral palsy, mental retardation, and epilepsy.
The aim of this study to compare the effects of two neuroprotective agents, magnesium sulfate
(MgS04) as N-methyl-D-aspartate (NMDA) antagonist and melatonin as a free radical
scavenger as both mono and combined therapies in neonatal hypoxic-ischemic rat model.

After being anesthesized, 7-day-old pups underwent ischemia followed by exposure to
hypoxia for 2 hours. The rats were randomly divided into 4 groups: vehicle treated animals
were subjected to procedure and were injected saline intraperitoneally (ip); MgSO4 treated
animals, melatonin treated animals and combination of MgSO4 and melatonin treated
animals. The doses were administered just before ischemia, after hypoxia and 24 hours after
the second dose, respectively.

Drug administration significantly reduced “the percent infarcted volume” compared to
control animals. There was no significantly difference between drug treated groups. TUNEL
stain showed markedly reduced numbers of TUNEL positive cells at CA1, CA3 and dentate
gyrus areas of hippocampus at drug treated groups. There were also small number of neurons
stained positively in cortex at drug treated groups compared to control animals at unit area.
There was no significantly difference between drug treated groups for TUNEL staining.

Both MgS0O4 and melatonin, two agents acting different stages of Hi, used either alone
or in combination with had significantly decreased the percent infarct area, and apoptosis. It
may be suggested that these agents can be used clinically in the treatment of infants with HI
encephalopathy.

Key Words: Apoptosis, Cerebral neuroprotection, Magnesium sulfate, Melatonin,

Neonatal hypoxic-ischemia.



GIRIS

Perinatal hipoksik-iskemik (HI) beyin hasari; hem neonatal mortalitenin hem de
serebral palsi, mental retardasyon, epilepsi ve 6grenme giicliigii gibi ¢esitli uzun donem

norolojik bozukluklar en 6nemli nedenlerinden birisidir (1,2).

Literatiirde term bebeklerde perinatal hipoksi sikliginin 1000 canli dogumda 2-4 oldugu,
prematiire dogan ya da ¢ok diisiik dogum agirligina sahip bebeklerde ise bu oranin %60’lara
kadar ¢iktig1 bildirilmistir (3). Dogum sirasinda hipoksiden etkilenen bebeklerin %20-50’s1
yenidogan doneminde kaybedilmekte olup, daha hafif derecede etkilenen ve sag kalan
bebeklerin %25’ inde ise ¢esitli norolojik bozukluklar goriilmektedir. Uzun siireli izlem
calismalarinda, perinatal hipoksi-iskemiye bagli orta derecede ensefalopatisi olan ¢ocuklarin
%20’sinde 3.5 ve 8 yaslarinda iken 6nemli norolojik bozukluklar gelistigi bildirilmistir
(3,4). Giiniimiizde hipoksi-iskeminin bazi in-utero stres tetikleyicileri tarafindan tetiklenen ve
kismen de olsa genetik olarak ortaya ¢ikan bazi kompleks ardisik olaylarin son ortak yolu

oldugu yoniinde artan kanitlar mevcuttur (5).

Perinatal Hi olay, degisken bir hipoksi-iskemi donemini takip eden reperfiizyon ve
reoksijenizasyon donemleri ile karakterizedir. Gergek HI olay sirasinda, duyarli olan
noronlarin ¢ogu 6lmektedir. Ancak, iskemik ndronal hasarin smirlanmasinda beyine olan
oksijen ve kan desteginin tekrar saglanmasi 6nemli olup, reperflizyon fazi sirasinda birbirleri
ile baglantili ¢ok sayidaki biyokimyasal yolagin aktivasyonu ikincil enerji yetmezligi ve
sonrasinda dliime neden olmaktadir (6). Perinatal HI olay1 takiben uygulanacak néroprotektif
tedavinin amac1 HI olay sonrasinda canli olmasina ragmen artmus eksitator amino asit (EAA)
iretimi, serbest oksijen radikalleri olusumu, sitokin salinimi yolu ile ikincil enerji yetmezligi
sonucu hasara ugrayabilecek ndronlarm kurtarilmasidir (6,7). Deneysel neonatal HI
modellerde cesitli ajanlarin noroprotektif olduklar1 gosterilmis olmasina ragmen, bunlardan
cok az bir kismi klinik ¢alismalarda term yenidogan bebeklerde basari ile kullanilmaktadir.
Literatiirde sadece bir yolagin etkisinin ortadan kaldirilmasi ile néronal hiicrelere olan asir1
kalsiyum girisinin tam olarak dnlenemeyecegi ve bu nedenle de HI siiregte farkli basamaklara
etki eden ilaglarin kombinasyonlarinin kullanilmasmin, sadece bir asamaya etkili tekli ilag

tedavisine gore daha fazla néroproteksiyon saglayacagi one stiriilmiistiir (8).

Bu calismanin amaci, HI siiregte farkli basamaklara etki eden ve klinikte yenidogan

bebeklerin ¢esitli hastaliklarinin tedavisinde kullanilan magnezyum siilfat ile melatoninin tekli



kombine uygulamalarmm ndroprotektif etkinliklerinin neonatal HI sican modelinde

degerlendirilmesidir.



GENEL BiLGILER

Beyin hasar1 prematiire ve term bebeklerde sonradan gelisen norolojik bozukluklarin en
sik nedenidir. Kanama, enfeksiyon, metabolik bozukluklar gibi ¢ok sayida durum yenidogan
bebeklerde beyin hasarma yol agsa da, yenidogan doneminde en sik olarak HI olayi takiben
gelisen ikincil beyin hasar1 goriilmektedir (9).

Yenidogan bebeklerde gdzlenen hipoksik iskemik ensefalopatinin (HIE) toplam 6 formu
mevcuttur. En sik goriilen formu selektif néronal nekrozdur ve 5-30 dakika i¢inde
gelismektedir. Serebral korteks, hipokampus (6zellikle CA1 bdlgesi), putamen, talamus,
serebellum ve major serebral arterler arasi1 bolge en sik etkilenmektedir. Ikinci form olan
status marmaratus tablosu %35 oraninda goriiliir. Bazal gangliyon ve talamus tutulur ve néron
kaybu, gliozis ve hipermyelinizasyon ile seyreder. Ugiincii formu intra veya periventrikiiler
hemoraji olusturmakta olup, germinal matriksten kaynaklanir ve siklikla serebral kan akim
dalgalanmalari ile iliskilidir. Dordiincii form olan parasagittal beyin hasarlanmasi term
bebeklerdeki dnemli bir iskemik lezyon formu olup, serebral yapilarin parasagittal
bolgelerindeki subkortikal beyaz cevher ve serebral korteks hasari ile karakterizedir. Hasar
iki tarafli ve genellikle simetriktir. Siklikla kist olusumu ile iliskili olan besinci form tek

tarafli, fokal veya multifokal beyin hasaridir (10).

Term bebeklerdeki HIE tanisi ile en sik karistirilan tablo prematiire bebeklerdeki
periventrikiiler I6komalazidir (PVL). PVL, lateral ventrikiiliin arka ve yan kismindaki beyaz
cevherin hasar1 ile karakterizedir. Siklikla prematiire bebeklerde, ventrikiil i¢i kanamasi
olanlarda, kardiyak ve solunumsal bozuklugu olanlarda, antenatal/plasental/fetal infeksiyonu
olanlarda gelismektedir. Goriilme siklig1 gestasyonel yas ile ters orantilidir ve genellikle 26-
28 gestasyonel haftalarda dogan bebeklerde pik yapmaktadir. PVL gelisiminde esas olarak
serebrovaskiiler anatomik faktdrler rol oynamaktadir. Damar i¢i (dalgalanmalar gosteren kan
basinci, serebral kan akimindaki artis, serebral venoz basingtaki artig, serebral kan akimindaki
azalma ve sistemik hipotansiyon ile trombosit ve pihtilasma bozukluklar1), damarsal (zayif
kapiller biitiinliik ve bu bolgedeki damarlarin hipoksi-iskemiye duyarliligi) ve damar dis1
(vaskiiler destek eksikligi ve artmus fibrinolitik aktivite) faktorler germinal matriks kanamalar1
ve sonrasinda gelisen PVL’nin patogenezinde rol oynamaktadir. Immatiir oligodendrositlerin
duyarlilig1 ve antioksidan sistemin yetersizligi de PVL gelisimine neden olan diger
faktorlerdir. PVL, esas olarak fokal periventrikiiler nekroz ve daha yaygin olarak serebral

beyaz cevher hasarmi icermektedir (11).



Perinatal HI olaydaki temel patogenetik mekanizma bozulmus serebral kan akimidir. Bu
durum esas olarak plasental gaz akimi1 ve gaz degisimindeki bozulmanimn bir sonucu olup,
siklikla hipoksi ya da siddetli fetal asidemi (fetal umblikal kord arter pH<7.00) olarak
tanimlanmaktadir. Serebral kan akimindaki azalmaya bagli olarak dokulara giden oksijen
miktarinin azalmasi; asidoz, glutamat ve nitrik oksit (NO) eksitotoksisitesi, intraselliiler
kalsiyum iyon (Ca®") birikimi, serbest radikal olusumu ve oksidatif stres ile sonuglanirken, bu
durumu inflamasyon, apoptozis ve hiicre 6liimii takip etmektedir (12-14).

Orta dereceli hipoksemi sirasinda anaerobik glikoliz hizinin arttirilarak, fetusun serebral
metabolizmasi ve yeterli adenozin trifosfat (ATP) diizeyleri devam ettirilir. Ancak devam
eden hipoksi birkag¢ dakika i¢inde serebral korteksteki enerji metabolizmasinin bozulmasina
neden olur. HI olaya bagli néronal oksijen ve glukoz agignin artmasi ve yiiksek enerjili
fosfat depolarinin yetersiz kalmasi sonucunda oksidatif metabolizma anaerobik
metabolizmaya dontistir. Hipoksi-iskemi, ATP sentezini durdurmasia ragmen, ATP’ nin
kullanimina engel olmaz. ATP, fosfokreatinin depolar1 azalana kadar kreatin kinaz reaksiyonu
ile normal diizeylerinin %95’inde tutulur. Ancak, sonrasinda ATP hizla azalmaya baslar.
Laktat yapimui ile bir miktar ATP sentez edilmesine ragmen, enerji yetmezligi 6nlenemez.
Sonugta, yeterli enerji kaynaginin olmamasi nedeni ile uyarilan anaerobik glikolizis, asidoz ile
sonuglanir. Asidoz gelisimi iskemik dokunun iyilesmesini 6nler. Asidoz olusumunda bir¢ok
mekanizma devreye girmektedir. Aerobik metabolizmadan anaerobik metabolizmaya zorunlu
gecis laktat yapimma ve yapilan her 2 ATP molekiilii icin 2 hidrojen atomunun (H")
salinmasina neden olurken, hiicre ve organel membranlarmdaki Ca*"/2H", Na"/H" degisimi ve
Ca’" tamponlanmasi sirasinda mitokondriden H' salmmas gibi birgok diger mekanizma da
intraselliiler asidoza neden olur (10,15).

ATP’nin hayati fonksiyonlarindan biri plazma ve intraselliiller membranlar boyunca iyon
dengesini saglamaktir. Sodyum iyonlar1 (Na"), potasyum iyonlar1 (K) ve Ca®", hareketleri
icin ATP’ ye bagimlidirlar. Enerji bagimli iyon pompalarmmin yetmezligi membrandaki iyon
dengesini bozar. HI olay sirasinda gelisen enerji eksikligi nedeni ile Na'-K~ ATPaz pompas1
¢alisamaz ve hiicre membraninda Na“, K* ve Ca™* konsantrasyon gradientleri
diizenlenemedigi i¢in membran potansiyeli 0 mV’a yaklasir. Hipoksiye bagl depolarizasyon
nedeni ile enerji yetmezligi olan hiicrelerde; hiicre i¢inde Na" birikirken, klor iyonlarmin (CI)
da hiicre igine ge¢mesiyle, Na" ve CI“un intraselliiler birikimi sonucu osmoz yolu ile
hiicrelerin sigmesi ve sitotoksik hiicre 6demi meydana gelir. Ayni1 zamanda membran
potansiyelinin kayb1 ve Ca>" iyon konsantrasyon gradienti nedeni ile, hem voltaj bagimli hem

de nérotransmitter bagimli iyon kanallarinin aktivasyonunun yani sira Na™-Ca'™* pompasmmn



calismamasima bagli olarak hiicre i¢ine Ca®" akimi olmakta ve hiicre ici Ca®"
konsantrasyonunda asir1 bir artis meydana gelmektedir. Ayrica, intraselliiler Na" artis1
mitokondriden, ATP’deki azalma ise endoplazmik retikulumdan (ER) Ca’" salmmuni uyartr.
Sitozolik Ca*" miktarmdaki artisin en 6nemli nedeninin enerji bagiml geri alimdaki
yetersizlik ile membran depolarizasyonuna bagli artmis glutamat salinimi oldugu
diistiniilmektedir.

Tiim bu nedenlere bagl olarak ortaya ¢ikan intraselliiler Ca®>" diizeylerindeki asir1 artis
proteaz, lipaz ve endoniikleaz aktivasyonu ile hiicre hasarina yol agmaktadir. Kalsiyum,
fosfolipaz aktivasyonu ile membran hasarina, proteaz aktivasyonu ile sitoskeleton
parcalanmasina, niikleazlar yolu ile deoksiriboniikleik asit (DNA) yikimina, oksidatif
fosforilasyonun bozulmasi yolu ile ATP’nin azalmasina, artmis glutamat salinimi ve nitrik
oksit sentaz (NOS) aktivasyonu ile NO olusumuna neden olmaktadir (10,16).

Dinlenim durumundaki bir hiicrede sitozolik Ca®* konsantrasyonu néronlarm
cogunlugunda 10”7 M diizeylerinde iken, hiicre disi ortamda ve hiicre i¢i Ca®" depolar1 olan ER
ve sarkoplazmik retikulumda (SR) 10° M diizeylerindedir. Hiicre ici Ca® konsantrasyonu,
hiicre disindaki 10 000 katlik farka ragmen ¢ok siki bir sekilde korunmakta ve kontrol
edilmektedir. Uyarilma sirasinda hiicre zarmdan ve hiicre i¢i Ca®” depolarindan kalsiyum
kanallar1 yoluyla hiicre igine girerek islevleri tetikleyen Ca™, yine hiicre ve ER zarlarinda
bulunan kalsiyum pompalar1 ve Na/Ca®" degistiricileri yardimiyla hiicre disina ve depolara
tasinmaktadir (17).

Hiicre zarinda yer alan voltaj bagimli ve reseptor bagimli Ca*” kanallar1 ile, ER’da
bulunan inositoltrifosfat (IP3) ile aktive olan Ca®" kanallar1 hiicre ici kalsiyum dengesinde rol
oynamaktadir. Voltaj bagimli Ca*" kanallarinin agilmasi lokal membran potansiyeli ile
kontrol edilir. Olusan depolarizasyon voltaj bagimli Ca®" kanallarmin agilmasima neden
olmaktadir (15).

internal Ca®" depolarindan Ca*" salinmasi, intraselliiler serbest Ca®* konsantrasyonuna
belirgin katkida bulunur. ER’ da internal Ca®" depolar1 icin iki ayr1 havuzun oldugu ve
Ca’"un bu havuzlardan tamamen farkli mekanizmalarla salindig ileri siiriilmiistiir. Birinci
mekanizmada, ER veya SR zarinda bulunan kanallar, IP3 ile aktive olurlar ve kanal
aktivasyonu sonucu ER depolarindan serbestlesen Ca®" hiicre icine gecer. IP3, fosfolipaz C
enzimi etkisiyle hiicre zarindan serbestlesmektedir. IP3’{in ER zarinda baglanarak
aktiflestirdigi kalsiyum kanali voltaj bagimsiz katyon kanali 6zelliklerini tasimaktadir.
Uyarilan IP3, hiicrelerin G protein-iliskili reseptorleri yoluyla serbest Ca*"un santral

2+,

diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir. ikinci bir mekanizmada, Ca*un, Ca*"la aktive olan



kalsiyum kanallarindan salinmasidir. ER veya SR zarinda bulunan bu kanallar, hiicre i¢i1 artan
kalsiyum tarafindan aktive edilmektedirler (18).

Enerji yetmezligi esnasinda Ca*""un igeri girmesine neden olan diger bir etki de
Na'/Ca®" pompasinda olur. Bu pompanin gérevi normalde ekstraselliiler-intraselliiler Na™
gradientini diizenlemektir. Enerji yetmezligi esnasinda transmembran Na' dengeleri
bozulunca pompa tersine calismaya baslar. Ca®" disari, Na' iceri pompalanmasi gerekirken,
Ca”" iceri, Na' disar1 pompalanmaya baglar. Hiicre i¢cindeki Ca®" artis1 cesitli sekillerde
santral sinir sisteminde EAA olan glutamatin salinmasini tetiklemektedir (2).

Normal beyin fonksiyonunun devam edebilmesi i¢in eksitator ve inhibitor
norotransmitter aktivitesinde ¢ok hassas denge gerekmektedir. Eksitator ndrotransmitter
olarak fonksiyon goren glutamat; beyin dokusundaki tiim eksitator presinaptik terminallerde
milimolar doku diizeylerinde bulunur, presinaptik vezikiillerde depolanir ve presinaptik
membranin depolarizasyonu sonucu salgilanir. Presinaptik araliga salinan glutamat, néronlar
ve glia lizerinde bir¢ok postsinaptik membran reseptorleri araciligi ile etkisini gostermektedir
(2). Glutamat reseptorleri, farmakolojik, elektrofizyolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar sonucu
iyonotropik ve metabotropik reseptorler olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Iyonotropik
reseptorler de, a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-i1soksazol propiyonik asit (AMPA), Kainat ve N-
metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorleri olarak alt gruplara ayrilirlar. NMDA reseptorleri esas
olarak serebral korteks, hipokampus, korpus striatum ile serebellumda yogun olarak
bulunmaktadir. AMPA reseptorlerinin dagilimi da NMDA reseptorlerine benzer ancak
NMDA reseptorleri serebrellumda grantiler hiicre tabakasinda yogun iken AMPA reseptorleri
molekiiler tabakada daha fazladir. Kainat reseptorleri ise hipokampusda, neokorteksin i¢ ve
dis tabakalarinda bulunmaktadir. NMDA reseptorlerinin uzun siireli potansiyalizasyon
ozellikleri meveuttur,. NMDA reseptérleri Ca®* iyon kanallari iizerinden etki gosterirken,
AMPA ve Kainat reseptdrleri Na® girisini saglayan iyon kanallar1 iizerinden etki etmektedir.
NMDA reseptor kompleksinin diger iyanotropik reseptorlere gére Ca>a kars1 5 kat gecirgen
oldugu gosterilmistir (19,20).

NMDA reseptor kompleksi baslica 6 bélgeden olusmaktadir. NMDA ve diger agonist
tanima bolgesi; NMDA, glutamat ve diger agonistler ile reaksiyona girerek reseptor i¢indeki
iyon kanalinin agilmasini saglayarak normal eksitator etkinin olugsmasini saglamaktadir.
Kompetetif EAA antagonistleri buraya yapigsmak i¢in glutamat ile yarigmaktadirlar. Katyon
baglanma bolgesi kanal i¢inde yer alir, buraya magnezyum (Mg ') baglanir ve membran
boyunca iyon akimini bloke eder. Magnezyumun etkisi agonist ve voltaj bagimlidir. Yani

iyon kapisi olarak isleyen reseptorii istirahat membran potansiyeli (-70mV) durumunda bloke



eder. Reseptoriin tekrarlayan, uzun stireli uyarilarca (NMDA tanima bolgesine stirekli
baglanan agonistlerin varliginda) depolarize edilmeye basladig1 ve membran potansiyeli —30
mV diizeylerine ulastig1 zaman Mg®" ‘un etkisi kaybolarak iyon kapisi agilir. Glisin
baglanma bolgesi ise eksitator iletiyi kuvvetlendirmektedir. Poliamin baglanma bdlgesi de
glisin baglanma bdlgesine benzer sekilde reseptoriin aracilik ettigi yaniti arttirmaktadir.
Cinko baglanma bolgesi inhibitor etki gostermektedir ve ¢inko blokaj1 voltaj bagimlidir.
Kanal antagonist baglanma bolgesi kompleksin alt kisminda yer alir ve eksitotoksik etkiyi
antagonize edebilecek farmakolojik maniiplasyonlara agik bir bolgedir. Bu bolgeye
baglanacak antagonistin baglanma yerine ulagsabilmesi i¢in kanalin a¢ik olmasi, yani
reseptoriin NMDA, glutamat veya benzeri agonistlerce uyarilmis ve magnezyumun kanal
kapatici etkisinin ortadan kaldirilmis olmas1 gerekmektedir. Bu etki agonist bagimli olmakla
birlikte non-kompetitifdir yani baglanma yeri i¢in agonistlerle yarismaz, aksine onlarmn agtigi
kanala girerek kanalin kapanmasimni saglar. Postsinaptik membran reseptoriiniin uyarilmasi
arttikca bu bolgeye baglanan non-kompetitif antagonistlerin etkinligi de artmaktadir. AMPA
reseptorleri monovalan katyonlar (Na', K', H") i¢in daha secicidirler ve hizl eksitator
sinaptik geciste rol oynamaktadirlar. Bu kanallarin agilmasi ile Na" hiicre icine girer ve
depolarizasyon olusur. AMPA reseptorlerindeki GluR2 alt iinitesinin erken dénemlerde
néronlarda bulunmamasi, AMPA reseptoriiniin immatiir ndronlarda Ca®"a gegirgen olmasimi
saglayarak, yenidoganlardaki Hi hasarda rol oynamasina neden olmaktadir (2,19). Sekil 1,

NMDA reseptoriiniin yapisini gostermektedir.
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Sekil-1: NMDA Reseptoriiniin Yapisi (Kandel ve ark. (21), 1991, calismasindan

uyarlanmistir)



NMDA reseptor kanallari, fizyolojik fonksiyonlariyla diger reseptor kanallarindan
farklilik gostermektedirler. Bu kanallar, hem ligand hem de voltaj bagimli olarak ¢aligirlar.
Voltaj bagimhiliklar1 iyon kanali igindeki Mg®” blogundan kaynaklanir. Enerji yetmezligi
sonucu ortaya ¢ikan depolarizasyon, normalde iyon girisini 6nleyen Mg®" katyonlarinin
NMDA kanallarindan yer degistirmelerine neden olur. Bu durum EAA’lerle, NMDA
akimlarinin aktivasyonuna yol agarak, Ca*"’un hiicre igine girisini kolaylastirr.
Depolarizasyon ayn1 zamanda sinaptik terminallerden glutamat salgilanmasimni da arttirirken,
noronlarda ve glialarda enerji bagimli glutamat geri doniisiinde azalma ortaya ¢ikar. Bunlarin
sonucunda artan glutamat ve diger EAA konsantrasyonlarinin, hem in vivo hem de in vitro
olarak NMDA ve diger glutamat reseptorlerini aktive ederek ndrodejenerasyonu tetikledigi
diistiniilmektedir. Diger iyonotropik reseptorlerin aktivasyonu, Na“, K™ ve Ca*"
permeabilitelerine gore ilgili iyon kanallarinin agilmalarii diizenlemektedir. Kanalin
acilmasindan sonra bu reseptorler hassasiyetlerini kaybederek kanalin tekrar kapanmasima
neden olurlar. Metabotropik reseptorler ise iyon kanallari ile iligkili degildirler. Etkilerini
fosfoinositid hidrolizini ortaya ¢ikararak G protein bagimli mekanizmalarla, internal
depolardan Ca®" iyonlarin1 mobilize ederek, IP3 ve diagilgliserol olusumu ile gosterirler.
Boylece glutamat degisik membran reseptdrleriyle intraselliiler Ca®” diizeyini birbirinden
farkli mekanizmalarla etkilemektedir. Her bir glutamat reseptor alt tipinin aktivasyonunun
baz1 durumlarda HI siirecteki ndronal harabiyetin ortaya ¢tkmasindan sorumlu olabilecegi
iler1 stiriilmiistiir. Ayrica belli glutamat reseptor alt tiplerinin aktivasyonunun belirli tipte
noral harabiyet olusturdugu da gosterilmistir (2, 15, 22). NMDA reseptoriiniin, NMDA
disindaki diger iyonotropik glutamat reseptorleriyle kiyaslandiginda, daha yiiksek Ca®"
gecirgenliginden dolayr glutamat ndrotoksisitesinin ortaya ¢ikmasinda anahtar rolii oynadigi
hakkinda fikir birligi mevcuttur. Ancak, son zamanlarda basta prematiire bebeklerdeki
oligodendroglial hasar ve PVL ile term bebeklerdeki HI olayda AMPA ve Kainat
reseptorlerinin de aktif rol oynadig1 ve bu reseptorlerin aktivasyonunun dnlenmesi ile beyin
hasarmin azaltilabilecegi bildirilmistir (9, 23-25). Sonug olarak, NMDA ve diger EAA’larin
néronlarda hiicre i¢ine Ca®" girigini arttirdiginin saptanmasindan sonra asir1 sinaptik
aktivitenin, ekstraselliiler glutamat fazlahigmm ve hiicre i¢inde asir1 Ca®" birikiminin Hi
stiregteki noron harabiyetini baslatan ana neden oldugu ileri siirtilmektedir (2). Sekil 2,
membran potansiyelinin degistigi depolarizasyon sirasinda Mg ™ blogunun ortadan kalkisini

ve hiicre i¢ine Ca™ girisini gostermektedir.
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Sekil-2: Hipoksinin Neden Oldugu Depolarizasyon ile NMDA Reseptoriindeki Mg™
Blogunun Ortadan Kalkis ve Hiicre I¢ine Ca™ Girisi (Kandel ve ark. (21), 1991,
calismasindan uyarlanmistir.)

Serbest radikaller, normal hiicresel islemler esnasinda mitokondrial elektron transport
sisteminde, prostoglandinin hidroperoksidazla katalize edilen reaksiyonunda, katekolaminler
gibi kiiclik molekiillerin oto-oksidasyonunda, mikrozomal sitokrom P-450 rediiktaz
sisteminde diisiik miktarlarda olusturulurlar. Serbest radikaller, NMDA reseptorleri de dahil
olmak tizere bircok membran reseptorlerinin fonksiyonlarmin diizenlenmesinde gérev
alabilirler. Ancak, depolarizasyona bagli gelisen intraselliiler Ca®" artis1 sekonder olarak
serbest radikal yapimini arttirmaktadir (17).

Iskemik olaylarda, oksijen miktarindaki azalma mitokondrideki flavin adenin
diniikleotid ve koenzim Q’ nun parcalanmasia neden olarak asir1 miktarlarda serbest radikal
olusumuna yol agmaktadir. Serbest radikaller ayn1 zamanda reperfiizyon déneminde de
arasidonik asitin prostoglandin ve l16kotrienlere doniisiimii sirasinda yan {iriin olarak ortaya
cikmaktadirlar. Membran fosfolipidlerinden salgilanan arasidonik asit, 6zellikle iskemik
sartlarda daha fazla miktarlarda bulunmaktadir. Bu salgilanmanin Ca**-bagimli fosfolipaz
A, nin uyarilmasiyla tetiklendigi diisiiniilmektedir. HI hasarlanma sirasinda intraselliiler
Ca’"’un artmasima neden olan diger olaylar da arasidonik asit zincirinin aktivasyonuna ve
serbest radikal yapiminin daha da artmasina katkida bulunmaktadir. iskemi sirasinda Ca®'-
bagimli lipazlarin ve fosfolipazlarin tetiklenmesi; serbest yag asitlerinin salgilanmasina ve
serbest radikal yapiminin artmasina neden olmaktadir. Serbest radikaller; proteinler, lipidler

ve ekstraselliiler matriks glikozaminoglikanlar1 gibi molekiiller ile reaksiyona girerek, onlar1



harabiyete ugratirlar. Ozetle, hipoksi, gelismekte olan beyinde anaerobik metabolizmadaki
artigla birlikte laktik asit ve serbest oksijen radikallerinde artisa neden olur. Serebral iskemi
sirasinda yiiksek enerjili fosfatlarin hizla azalmasi ile birlikte yiiksek miktarlarda adenozin ve
hipoksantin birikmektedir. Biriken bu metabolitler reperfiizyon fazinda ksantin oksidaz ile
ksantin ve {irik aside doniistiiriiliirken, stiperoksid radikalleri ortaya ¢ikmaktadir. Siiperoksid
radikalleri de siiperoksid dismutaz ile hidrojen perokside doniistiiriiliir. Aktive olan
notrofiller ve glial hiicreler de hipoksiye yanit olarak siiperoksid olusturmaktadir. Sonucta,
EAA salgilanmasi ve serbest radikallerin yapiminin; lipid peroksidasyonu ve iskemiyle olusan
membran harabiyetinin ortaya ¢ikmasinda sinerjik hareket edebilecegi diistiniilmektedir (2,
26).

Biyokimyasal ve morfolojik kriterlere gore hiicre 6liimii apoptotik veya nekrotik olarak
siniflandirilmaktadir. Nekrotik 6liim siddetli bir olayin sonucu olup, membran biitiinliigliniin
bozulmasi, sitoplazmik igerigin ekstraselliiler araliga kagis1 ve ikincil bir inflamatuvar yanit
ile karakterizedir. Apoptozis ise daha diizenli ve enerji gerektiren bir olay siirecidir. Burada
erken donemde niiklear yogunlagsma ve biiziigme belirgin olsa da, membran ve organeller son
doneme kadar saglam kalmaktadir (1). Apoptozis, DNA parcalanmasina yol acan enerji
bagimli bir islemdir. Apoptozisin baglamasinda etken olan hiicre disindan kaynaklanan
sinyallerin yani sira, hiicre i¢inden kaynaklanan veya mitokondri bagimli sinyaller de
mevcuttur. DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artis, hiicre i¢i pH’da diisme ve
metabolik bozukluklar sonucu hiicre i¢cinden kaynaklanan sinyaller proteazlari,
endoniikleazlar1 ve lipazlar1 aktive ederek apoptotik siireci baslatabilir. Bu olaylar1 takiben
apoptotik hiicrede; kromatin kondensasyonu, hiicre govdesinde ve sitoplazmada biiziilme,
endoniikleolitik DNA fragmantasyonu goriiliir ve plazma membranimnin biitiinliigi kaybolur.
Ozellikle kaspaz ailesi ndronal apoptozisde kritik mediatdr olarak gdrev almaktadir.
Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik olaylar zincirini baglatirlar. Kaspaz 8, kaspaz
9, kaspaz 10 gibi baz1 kaspazlar baslatici; kaspaz 3, kaspaz 6, kaspaz 7 ise efektor rol
oynamaktadir. Bcl-2 ailesi de bcl-2, bel-xL, bel-w ve bel-g gibi anti-apoptotik ve bax, bid, bad
ve diva gibi proapoptotik proteinler iceren, apopitoziste diizenleyici rol oynayan bir protein
ailesidir. Bcl-2, mitokondrinin dig membraninda yer alan 26 kDa molekiiler agirliga sahip
integral membran proteinidir. Merkezi sinir sistemindeki gerek nekrotik gerekse apoptotik
hasarlanmalar karsisinda koruyucu rol oynadigi bilinmektedir. Apoptozisin gegici global
serebral iskemik harabiyetten sonra gecikmis noronal 6liimde belirgin bir rolii oldugu ortaya
konmustur. Gegici fokal serebral iskemi ile global serebral iskemide, 6zellikle hipokampus,

kaudat niikleus ve putamendeki etkilenmis ndronlarda kaspaz 3 aktivitesi artmistir. Bu



durum, sonugta kromatin kondensasyonuna ve DNA par¢alanmasina neden olarak hiicre
Oliimii ile sonuglanmaktadir. Apoptozisin santral sinir sistemindeki fizyolojik roliiniin
gelisme veya rejenerasyon sirasinda hedef hiicrelerini bulamayan ndéronlarin ortadan
kaldirilmasi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir. Calismalarin ¢cogunda hipoksi-iskeminin neden
oldugu apotozisin gelisimsel apoptozisden farkli oldugu ve ¢ogunlukla hibrid nekrotik-
apoptotik fenotiplerin goriildiigii ancak HI olayda biyokimyasal olarak apoptotik siirecin yer
aldig1 bildirilmistir. Yapilan deneysel calismalarda, pan-kaspaz inhibitorlerinin néroprotektif
olduklar1 bildirilmis olup, anti-apoptotik tedavilerin anti-eksitotoksik tedavilere ek olarak
uygulanmasi durumunda fayda saglayacagi 6n goriilmektedir (2, 17, 27-29). Sekil 3 apoptotik

stireg ile apoptozisde yer alan proteinleri gostermektedir.
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Sekil-3: Apopitotik siire¢ ve bu siirecte yer alan proteinler (Padosch ve ark. (29), 2001

calismasimdan uyarlanmistir).

Sonug olarak, Hi siiregteki enerji yetersizligi ndronlarm depolarizasyonu ve buna baglh
olarak da EAA’larin ekstraselliiler araliga saliimi ile sonu¢lanmaktadir. Bu da glutamatin
birikimi ve NMDA reseptérlerinin aktive olmasi sonucunda intraselliiler Ca*" diizeylerinin
artig1 ile hiicre 6limiine yol acan hiicresel olaylar siirecinin baglamasina neden olmaktadir.
Enerji metabolizmasindaki akut bozulma ayni zamanda protein sentezinin azalmasi ve

inhibisyonu ile sonuglanmaktadir. Iskemik olaydan hemen sonra enerji metabolizmasi hizla



diizeltilse bile, hipoksinin devam etmesi durumunda, etkilenen dokuda birka¢ saat iginde
enerji yetersizligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu donemden sonra da ndronal NOS aktivasyonu,
artmis reaktif oksijen bilesiklerinin ortaya ¢ikmasi ve oksidatif hasar goriilmektedir. Gelisen
bu siiregte son olarak inflamasyon ve apoptozis goriilmekte ve hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir
(1, 30).

HI siire¢ hipoksi ile baslayan ve néroprotektif yaklasimlarin uygulanabildigi reperfiizyon
faz1 olarak da adlandirilan diizelme donemi boyunca devam eden bir olaylar dizisinden
olusmaktadir ve néronal 6liim iki fazda ortaya ¢ikmaktadir. Birincil hiicre kaybi, yiiksek
enerji metabolizmasinin tiikenmesine (birincil enerji yetmezligi) ve hiicresel depolarizasyona
neden olan hiicresel hipoksi ile iliskilidir. Birincil enerji yetmezligi sirasinda hipoksiye bagl
ortaya ¢ikan depolarizasyon intraselliiler Ca™ birikimi ile sonu¢lanmaktadir. Erken
reperflizyon fazinda serbest radikallerin ortaya ¢ikmasima bagli olarak hiicre membran hasari
ortaya ¢ikabilir. Bu donemde in utero ya da postnatal donemde dogumhanede yapilan
resiisitasyonu takiben serebral oksijenizasyon ve perflizyon tekrar saglanabilir. Bu diizelme
doneminde, fosfor metabolitlerinin konsantrasyonu ile intraselliiler pH bazal diizeylere geri
doner. Bu birinci faz sirasinda ¢ok sayida néron 6liimii olmamaktadir. Serebral enerji
yetmezligi donemi ise birincil ddonemden sonraki 6-100 saat sonrasinda baglamakta ve
giinlerce devam etmektedir. Bu ikincil donem; fosfokreatin/inorganik fosfat oraninda azalma,
degismeyen intraselliiler pH, stabil kardiyak ve solunum durumu ve sonrasinda gelisen beyin
hasar1 ile karakterizedir. Bu fazda eksitotoksisite, apoptozis ve aktif mikroglia hiicrelerinin
sitotoksik etkileri, gecikmis hiicre 6liimiinden sorumlu tutulmaktadir. Bu donemde artmis
nobetler, hiperemi, sitotoksik 6dem, mitokondriyal yetersizlik, NO sentezi, eksitotoksin
birikimi, serebral kan hacim ve akimindaki degisikliklere bagli olarak ndron kaybi
goriilmektedir (11, 31).

Yapilan klinik ve deneysel ¢alismalar sonucunda, bu olaylar dizisinin herhangi bir
asamasini engelleyebilen farmakolojik ajanlarin ndroproteksiyon saglayabilecegi 6n
goriilmektedir. Klinik olarak, reperflizyon fazinin néroprotektif tedavilere duyarli oldugu
diisiiniilmesine ragmen, ¢ok az sayida tedavinin ndroprotektif ajan olarak etkili oldugu ve HI
olay ile iliskili serebral palsi insidansini1 azaltmada basar1 sagladig1 gosterilmistir (32).

Yenidogan beyninde hipoksi sirasinda asir1 bir glutamat salinimai ile birlikte azalmis
glutamat geri alim1 mevcuttur. Artmis glutamat konsantrasyonlari, ndronlara asir1 kalsiyum
akisii saglayan NMDA kanallarinin agilmasini saglamaktadir. NMDA-reseptor aracili bu
olay, daha sonrasinda kaspazlarin aktivasyonu ile apoptozis ve geri doniisiimsiiz néron

hasarma neden olmaktadir (33, 34). Magnezyum siilfatin en 6nemli néroprotektif etkisi,



artmis glutamata kars1 NMDA reseptoriiniin yarismasiz ve voltaj-bagimli inhibisyonu ile
kalsiyuma-bagli eksitotoksik hasarlanmay1 engelleyerek hiicreye Ca®" girisini dnlemesidir
(35). Magnezyum iyonlar1 ayrica, glikolizis, oksidatif fosforilasyon, protein sentezi ile
plazma membran biitlinliigiiniin saglanmasi gibi pek ¢cok anahtar hiicresel olay i¢in gereklidir
(36). Magnezyum, Na'-K" ATP bagimh pompanin yetmezliginden kaynaklanan uzun siireli
membran depolarizasyonunu 6nleyerek membran stabilizatorii olarak da etki gdstermektedir
(37). Magnezyumun aym zamanda HI reperfiizyon sirasinda olusturulan proinflamatuar
sitokinleri ve serbest radikalleri azaltarak hiicre 6liimiinii engelledigi bildirilmistir (36, 38).
Diistik magnezyum diizeyleri proinflamatuvar bir ortam olusturarak endotelyal hiicre
fonksiyon bozukluguna da neden olmaktadir (37). Magnezyum siilfatin noroprotektif bir ajan
olarak kullanilmasi ile ilgili en 6nemli avantajlarindan birisi de klinik anlamda siddetli
perinatal hipoksisi olan yenidoganlarda daha dnceden gilivenli bir sekilde kullanilmig
olmasidir (39-41). Ancak, magnezyumun hem klinik hem de deneysel HI modeldeki yarar1
ile ilgili ¢eliskili sonuglar mevcuttur (36, 38-47).

Melatonin epifiz bezinden salinan bir indolamin olup, potent bir serbest radikal
temizleyicisidir ve indirekt olarak antioksidan 6zelliklere sahiptir. Melatonin ve metabolitleri
oldukga toksik olan hidroksil radikalleri ile peroksi radikallerini temizlemektedirler.
Melatonin ayn1 zamanda major antioksidan enzimleri (siiperoksid dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz gibi) aktive ederek indirekt antioksidan 6zellik gosterirken,
mitokondriyal elektron transport sisteminin etkinligini de arttirarak oksidatif strese karsi
koruyucu 6zellik tasimaktadir (48, 49). Melatonin NOS’u, siklooksijenaz-2’yi ve notrofil
infiltrasyonunu inhibe ederek anti-inflamatuvar 6zellikler gostermekte ve ayni zamanda
mitokondriyal fonksiyonlarin korunmasini da saglamaktadir (50, 51). Deneysel ¢alismalarda,
melatoninin hipoksi-iskemi sonrasi sicanlarda cAMP iiretimini azalttig1, serbest radikal
aktivitesini inhibe ettigi, PVL’yi 6nledigi, mikroglial aktivasyonu azalttig1 bildirilmistir (52,
53). Melatonin, lipofilik 6zelligi ile tiim morfofizyolojik bariyerleri gegerek beyin dahil
olmak iizere tiim doku ve hiicre kompartmanlarma dagilabilmektedir. Melatoninin neonatal
HI modelde noroprotektif ajan olarak yararli oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (53-55).
Magnezyum siilfata benzer sekilde, melatonin de klinik olarak neonatal sepsis,
bronkopulmoner displazi ve neonatal hipoksisi olan yenidoganlarin tedavisinde
kullanilabilmektedir (56-58). Sekil 4, neonatal HI beyin hasarlanmasi sirasinda goriilen

olaylar dizisi ile magnezyum siilfat ve melatoninin etki ettigi basamaklar1 gostermektedir.
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Sekil-4: Hipoksik-Iskemik Durumda Beyin Hiicrelerinde Gériilen Olaylar Kaskad: ve MgSO4

ile Melatoninin Etki Ettigi Basamaklar (Hall ve ark. (59), 1992 caligmasindan uyarlanmistir)
Fe'", demir; PLC, fosfolipaz C; PKC, protein kinaz C

Bu iki ndroprotektif ajanin tekli veya kombine uygulamalarinin neonatal HI modelinde
farkl etkiler saglayarak yararli olabilecegi hipotez edilmistir. Bu ajanlarin son yillarda
yenidoganlarda klinik olarak uygulanmalar1 ve kolaylikla elde edilebilmeleri nedeni ile
mevcut ¢alismadan elde edilecek olasi pozitif bulgularin klinikte HIEsi olan yenidoganlarin
tedavi protokoliine yeni bir bakis acis1 saglayacagi diisiiniilmektedir.

Tiim bu bilgiler 15131nda, bu ¢alismanm amaci neonatal HI sigan modelinde NMDA
antagonisti olan magnezyum siilfat ile serbest radikal temizleyicisi olan melatoninin hem tekli
hem de kombine tedavi olarak uygulamalarmin noroprotektif etkinliklerinin

karsilagtirilmasidir.



GEREC ve YONTEM

Tiim deney protokolleri Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan
onayland1 (Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 2008-2/3 sayih
karari ile). Perinatal HI beyin hasarinm olusturulmasinda Levine modeli kullanild: (60).
Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Merkezinden temin edilen
gebe Sprague-Dawley cinsi sigcanlar su ve yem kisitlamasi olmaksizin standart kosullar altinda
ve ayr1 ayr1 kafeslerde izlendiler. Yavru siganlarin dogduklar: giin 1. giin olarak kabul
edilerek, toplam 80 yavru si¢an 7 giinliik oluncaya dek izlenmeye devam edildiler. Calismada
agirliklar1 12 gr ve tizerinde olan 7 giinliik sicanlar kullanild:.

Bu calisma, “108S128” proje numarasi ile TUBITAK tarafindan desteklenmistir.

Calisma Protokolii ve Tedavi Gruplan

Yedi giinliik sicanlar randomize olarak her bir grupta 20 adet sican olacak sekilde 4
gruba ayrildilar:

Serum fizyolojik (Iml/kg, intraperitoneal (ip) uygulanan Kontrol grubu,

Magnezyum siilfat uygulanan (275mg/kg, ip) Magnezyum siilfat (MgSO4) grubu,

Melatonin uygulanan (20mg/kg, ip) Melatonin grubu,

MgSO04 (275mg/kg, ip) + melatonin (20mg/kg, ip) uygulanan MgSO4+melatonin
grubu.

Bu tedavilerin ilki iskemiden hemen 6nce, ikincisi hipoksiden hemen sonra ve
sonuncusu da ikinci dozdan 24 saat sonra olacak sekilde toplam 3 doz olarak uygulandilar.

Calismanin deney akis semas1 Sekil 5°de gosterilmistir.
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Hipoksik-Iskemik Beyin Hasarinin Olusturulmasi

Inhale Izofloran (Rhodia, Bristol, Ingiltere) anestezisi altinda 7 giinliik siganlara
operasyon mikroskobu (Opmi 99, Carl Zeiss, Almanya) kullanilarak orta hat boyun
insizyonunu takiben 5.0 cerrahi ipek ile sa§ kommon karotid arter ligasyonu yapildi ve arter
koterize edildi. islem oda sicakliginda gergeklestirildi ve toplam cerrahi siiresi 3 dakikay1
asmadi. Boyun bolgesi kapatilan sigcanlar, 15 dakikalik derlenme doneminden sonra,
annelerinin yanina alindilar. iki saat anne yaninda derlenme siirecini takiben 37°C’de su
banyosuna (Memmert, Almanya) yerlestirilen 450 ml hacimli gaz giris ve ¢ikis sistemi
bulunduran cam kaplarin i¢ine si¢canlar konuldu. Bu kaplara %8 Oksijen - %92 Nitrojen
karigimi girisi anestezi cihazi (Minor 612, AMS Tiirkiye) araciligi ile saglandi. Yiiz yirmi
dakikalik hipoksik siirecin bitimi ile 72 saat boyunca tekrar anne yanina alinan si¢anlar 10
giinliik iken derin dietil-eter anestezisi altinda, fosfat tamponlu %4 paraformaldehid
soliisyonunun intrakardiyak perflizyonu uygulanmasini takiben dekapite edildiler. Hipoksik
ortamda 120 dakika silire tamamlanmadan solunum duran sicanlar deney dis1 birakildi.
Dekapitasyon sonrasi beyin dokular1 hizla ¢ikarilarak hipoksik hasar degerlendirildi ve

kesitler immiinohistokimyasal analizler i¢in takibe alindi.

Iskemik infarktin Olciimii

Iskemik infarkt daha dnceki ¢aligmalarda tanimlandig: sekilde degerlendirildi (61).
Sicanlar 10. giinde fosfat tampon ¢6zeltisi (PBS) ile transkardiyak perflizyon uygulamasi
sonrasi sakrifiye edildiler (her bir gruptan 6 adet sigan olacak sekilde), ve beyinler hemen
cikarilip 5 dakika boyunca buz lizerinde tutulduktan sonra sogutulmus yenidogan beyin
matriksi (Ted Pella, CA, ABD) kullanilarak koronal kesitler alindi. Sherwood ve Timiras (
62) i yenidogan sican atlasindaki koordinatlar kullanilarak bregmanin 2.2mm, 2.84 mm ve
3.43 mm’sinden kesitler alindi. Bu kesitler hipokampusun CA1, CA2, CA3 bolgeleri ile
dentat girus (DQG) alanlarina karsilik gelmistir. Elde edilen kesitler 15 dakika boyunca
37°C’de serum fizyolojik i¢inde ¢oziinmiis olan %2’°lik 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride
(TTC) icinde bekletildi. Daha sonra %10 formalin ile fikse edildi ve takiben dijital
goriintiileri tarayict (Hewlett Packard Scanjet 4850, ABD) yardimu ile elde edildi. TTC ile
boyanmayan infarkt alanlar1 belirlenerek, bir goriintii-analiz yazilimi (Scion Corporation

versiyon 4.02, Maryland, ABD) kullanilarak infarkt hacim yiizdesi hesaplandi. Infarkt hacmi



yiizdesinin hesaplanmasinda [( Infarkt alan1 A1 + A2+ An) x 2 mm) / (Ayni taraf hemisfer
alan1 BI+ B2 + Bn) x 2 mm)] X 100 formiilii kullanildi (61).

Immunohistokimya ve Hiicre Sayim

Apoptozisin degerlendirilmesinde kullanilan TUNEL yonteminde /n situ cell death
detection kiti (Roche Molecular Bochemicals, 11684817910, Almanya) kullanildi. 60°C’de 1
saat bekletilen preparatlar, ksilol ile deparafinize edilerek alkol serilerinden (etanol; %100
%95, %80, %70, %40) gecirildi. Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) icerisinde 20ug/ml proteinase
K (Roche Applied Sciences, 031158444001, Almanya) ile isleme tabi tutulan preparatlar daha
sonra PBS ile yikandilar ve endojen peroksidaz aktivitesinin bloke etmek amaci ile %2’lik
Hidrojen Peroksit (60ml metanol igerisinde 4ml %30°luk H»O, ) ile 10 dakika isleme tabi
tutuldular. PBS ile yikanan kesitler Triton X (Sigma-Aldrich, T-9284, ABD) ile permeabilize
edildiler ve tekrar PBS ile yikanarak humidity chamber i¢inde 50 pl TUNEL karisimi eklenip,
37°C’de 60 dakika igleme tabi tutuldular. TUNEL karigimi, 50 pl enzim soliisyonu (saklama
tamponu igerisinde terminal deoxynucletidyl transferase, EC 2.7.7.31, recombinant E. coli)
450 pl isaretleme soliisyonu (reaksiyon tamponu igerisinde niikleotid karigimi) ile karistilarak
elde edildi ve kullanimdan hemen 6nce hazirlanarak buz iizerinde bekletildi. PBS ile
yikananarak 50 pl converter-POD ile 30 dakika boyunca 37°C’de isleme tabi tutuldular.
Tekrar PBS ile yikanan preparatlar 151k mikroskopide goriintiileme amaci ile, substrat
soliisyonu icerisinde (50 pl 1:9, diaminobenzidine/metal concentrate: peroxidase buffer,
Roche Applied Sciences,11718096001, Almanya) oda 1sisinda 10 dakika isleme tabi tutuldu
ve peroksidaz aktivitesi goriiniir hale getirildi. Preparatlar Hematoxylin (Harris’s
hematoxylin,Sigma-Aldrich, HHS16, ABD) ile zit boyama islemine tabi tutulup yikanarak
kapatildi (DPX mountant, Fluka, 44581, ABD). Negatif ve pozitif preperatlar i¢in ayrilan
kesitler isaretleme asamasindan hemen 6nce 35 pul DNase (DNase tamponu igerisinde 200
ng/ml konsantrasyonda DNase I (Roche Applied Sciences, Almanya); DNase tamponu:
40mM Tris HCI, pH 7.6 10mM NaCl, 6mM MgCl,, 10mMCaCl,) ile 10 dakika boyunca
37°C etiiv 1s1sinda tutularak DNA zincir kiriklarinin olusmasi saglandi. Isaretleme
asamasinda pozitif kontrol kesitleri 35 pl TUNEL karisimui ile isleme sokulurken, negatif
kontrol kesitleri yalnizca isaretleme soliisyonu (35 pl) ile isleme tabi tutuldu. TUNEL
yontemi ile isaretlenen beyin kesitlerinde pozitif olarak isaretlenmis olan apoptotik hiicreler
birim alanda (2700 pm?) sayildi. TUNEL pozitif hiicreler apoptotik hiicre goriiniimiine uygun

hiicre bliziismesi, kromatin yogunlasmas1 ve niikleusun koyu boyanmasi1 morfolojik 6zellikleri



ve kromojen ile boyanma 6zellikleri dikkate alinarak belirlendi. Sayim islemi her denek icin
toplam on kesitte tekrarland1 ve bu sayilarin ortalamasi o blok icin TUNEL pozitif hiicre
sayisi olarak belirlendi.

Kaspaz-3, bax ve bcl-2 immunohistokimya yontemlerinde 60°C’de 1 saat bekletilen
preparatlar, ksilol ile deparafinize edilerek alkol serilerinden (etanol; %100 %95, %80, %70,
%40) gecirildi. Kesitler daha sonra PBS ile yikandiktan sonra 10 mM sodyum
sitrat (C¢HsNa3;O7;2H,0) tamponu (pH 6.0) igerisinde 10 dakika siireyle mikrodalga firinda
(700W) isleme tabi tutuldu ve takiben 20 dakika oda 1sisinda bekletildi. Distile su ile yikanan
preparatlar %3’lik hidrojen peroksit soliisyonu ile 10 dakika isleme tabi tutuldular. Bu islemi
takiben tekrar distile su ve PBS ile yikanan preparatlar tris tampon igerisinde % 10’luk ke¢i
serumu (tampon ¢ozeltisi: 0.01 M tris HCL, pH 7.4, ImM CaCl,, 1 mM MgCl,, % 0.1 Triton
X-100) ile 30 dakika inkiibe edildiler. Kesitler ayn1 tampon ¢6zeltisi igerisindeki 1:100
dilusyonda olan aktif kaspaz-3 (Chemicon, AB3623-rabiit, ABD) bax ve bcl-2 (Santa Cruz
Biotechnology, CA, ABD) antikorlar1 ile (sirastyla 1:100, 1:100, 1:200) ile gece boyunca 4°C
de bekletildi. PBS ile yikanan kesitlere 50-100 pl sekonder antikor (biotinylated anti-rabbit
IgG, Vectastain Elite ABC Kit) 1 saat oda 1s1sinda uygulandi. PBS de yikanan kesitlere 100
ul Avidin-Biotin Kompleksi (ABC Vectastain Elite ABC Kit, ABD) soliisyonu 30 dakika
uygulandi. PBS ile tekrar yikanan kesitlere 50 ul DAB soliisyonu (Roche Applied
Sciences, 11718096001, Almanya) ile isleme tabi tutuldu ve distile su ile yikanarak
hematoksilen ile boyamaya tabi tutuldu. Distile su ile yikand1 ve artan konsantrasyonda

etanol serisinde ve ksilen ile dehidrate edilerek lamel ile kapatildi.
Istatistiksel Analiz

TTC boyamalari ile elde edilen iskemik hacim degerlendirmelerinde, deney gruplar1
arasindaki karsilastirmalar amaciyla, “Kruskal Wallis testi” ile degerlendirildi ve anlamli
farkliliklarin bulundugu durumlarda “Mann-Whitney U testi” yardimiyla gruplarin ikili olarak
karsilagtirilmasi saglandi. TUNEL yontemiyle pozitif boyanan hiicre sayilarmin gruplar arasi
farkliliklar agisindan karsilastirilmasinda da “Krukal Wallis testi” kullanild1 ve bu testin
anlaml farklilik buldugu durumlarda “Mann-Whitney U testi” ile gruplar ikili olarak
karsilastirild1. Istatistik testlerinin uygulanmasmda Sigma-Stat 3.0 ve SPSS 16.0 programlar1

kullanild1 ve tiim karsilastirmalarda p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.



BULGULAR

Calismamizda kullanilan sicanlarda (n:80), iskemi ve hipoksiye bagli olarak mortalite
oran1 %9 iken, tedavi uygulamalar1 sonrasinda mortalite saptanmadi. Calismaya dahil edilen
sicanlarin kardiyovaskiiler sistemi ve merkezi sinir sistemlerinin patolojik agidan
degerlendirilmesinde ¢alisma sonucunu etkileyecek ek anomalilere (abse, vaskiiler anomali,
timor ) rastlanmamustir.

TTC boyamalari ile elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, kontrol grubunda 41.38 +
3.6 olarak hesaplanan “infarkt hacmi ylizdesi”, melatonin verilen grupta 20.60 + 2.6, MgS0O4
verilen grupta 23.53 £ 4.6, ve melatonintMgSO4 verilen grupta 17.34 & 3.5 olarak
hesaplanmis olup, her 3 ilag uygulamasina bagli olarak ortaya ¢ikan infarkt hacmi
yiizdesindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (sirasiyla p<0.001,
p<0.01, p<0.001). En fazla infarkt alan1 azalmasi1 kombinasyon grubunda goriilmiis olsa da,
tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05) (Sekil 6-11,
Tablo 1).

Tablo-1: TTC Boyamasi ile Hesaplanan Ipsilateral Hemisferdeki Infarkt Hacim Yiizdeleri
Infarkt Hacim Yiizdesi +£SEM

Kontrol 41.3843.6

Melatonin 20.60+2.6*
Magnezyum Siilfat 23.53+4.6%*
Melatonin + Magnezyum Siilfat 17.34+3.5*

* p<0.001, ** p<0.01, kontrole gore

TUNEL boyamalarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, melatonin, MgSO4 ve
melatonintMgSO4 verilen grupta hipokampusun CA1, CA3 ve DG alanlarindaki TUNEL
pozitif hiicre sayisinin anlamli olarak azaldigi saptandi. Kontrol grubunda CA1, CA3 ve DG
alanlarinda birim alanda sayilan ortalama TUNEL pozitif hiicre sayilar1 sirasiyla 32.48+3.00,
26.05+2.10, 20.43+2.00; Melatonin grubunda; 3.14+1.00,1.43+1.00, 6.14+0.20, MgSO4
grubunda; 1.12+1.00, 1.33+1.00, 6.20+1.00, melatonin+MgSO4 grubunda ise
1.20+1.00,1.1441.00, 5.83=+ 1.00 olarak bulundu (Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
p<0.001) (Sekil 7-10,12, Tablo 2).



Tablo-2: Hipokampusun CA1, CA3 ve DG Bdlgelerindeki Birim Alan Basina Diisen TUNEL

Pozitif Hiicre Sayilar1 (Ort+=SEM)

Kontrol

Melatonin

Magnezyum Siilfat

Melatonin + Magnezyum Siilfat
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.001

CAl
32.48+3.00
3.14+£1.00*
1.12+1.00*
1.20+1.00%*

CA3
26.05+2.12
1.43£1.00*
1.33+£1.00*
1.14+1.00*

DG
20.43+2.00
6.14+0.20*
6.20+1.00*
5.83+1.00*

Kortekste de benzer sekilde melatonin, MgSO4 ve melatonintMgSO4 verilen grupta

kontrol grubuna gore daha az sayida néronun pozitif boyandigi saptanmistir. Kontrol

grubundaki iskemik siganlarda birim alan basina 33.78 + 1.25 noron pozitif boyanirken,

melatonin, MgS0O4 ve melatonin+tMgSO4 verilen grupta sirasi ile 4.91 +£0.44, 2.19 £ 0.13 ve

2.15 £0.25 noron pozitif boyanmis olup, her 3 grupta da istatistiksel olarak daha diisiik id1

(kontrole gore, p<0.001) (Sekil 13-15, Tablo 3). Ancak, her 3 grup kendi i¢inde

karsilastirildiginda, aralarinda istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi.

Tablo- 3: Korteks Bolgesindeki Birim Alan Basina Diisen TUNEL Pozitif Hiicre Sayilar

(Ort+SEM)

Kontrol

Melatonin

Magnezyum Siilfat

Melatonin + Magnezyum Siilfat
* kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.001

TUNEL pozitif hiicre sayilar (ort£SEM)

33.78£1.75
4.91+0.44*
2.19+0.13*
2.15+0.25%*

TUNEL pozitif olan hiicrelerin apoptozis a¢isindan tekrar degerlendirilip, mevcut

sonuglarin dogrulanmasi amaci ile yapilan bel-2, bax ve kaspaz-3 boyamalarmin kalitatif

degerlendirmesinde de TUNEL immiinohistokimyasi ile uyumlu sonuglar saptandi. Kontrol

grubu ile karsilastirildiginda, magnezyum siilfat, melatonin ve melatonin+magnezyum stilfat

tedavileri uygulanan gruplarda immunoreaktivitenin daha az oldugu tespit edildi.

Calismamizda, ayn1 zamanda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, mitokondriyal

fonksiyonlar1 etkileyen Bcl-2 gen ailesinden proapototik bax ve antiapoptotik bcl-2’nin,

kaspaz-3’li de iceren programli hiicre 6liimiinii azalttig1 goriildii (Sekil 15).
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Sekil -6: Gruplarin Koronal Beyin Kesitlerinin TTC Boyama Gortiintiileri.
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Sekil-7: Kontrol grup: TUNEL ve TTC Boyama Goriintiileri
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Sekil-8: Melatonin Grubu: TUNEL ve TTC Boyama Goriintiileri
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Sekil-10: Magnezyum siilfat + Melatonin Grubu: TUNEL ve TTC Boyama Goriintiileri
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Sekil-11: TTC Boyamasi ile Belirlenen Ipsilateral Hemisferdeki Yiizde Infarkt Hacmi Grafigi
* p<0.01, **p<0.001, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

40

TUNEL

n Kontrol

» Melatonin

¥ Magnezyum Siifat

¥ Magnezyum Slfat +
Melatonin

Sekil-12: CAl, CA3, DG Alanlarinda, Birim Alanda Sayilan TUNEL ile Pozitif Boyanan

Ortalama Hiicre Sayilari
* p<0.001, kontrol grubu ile karsilastirildiginda



Sekil-13: Gruplarin Korteksteki TUNEL Boyama Gortintiileri
—; TUNEL pozitif + piknotik —; TUNEL pozitif + kromatin yogunlagmast olan hiicreler
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Sekil-14: Kortekste Birim Alanda Sayilan TUNEL Pozitif Ortalama Hiicre Sayilar1
*p<0.001, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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Sekil-15: Gruplarm Korteks Bolgesindeki Kaspaz 3, Bax ve Bcl2 Immunohistokimyasi.

—; kaspaz, bcl-2 ve bax pozitif hiicreler



TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, neonatal Hi sican modelinde, etki mekanizmalar1 farkli olan ve HI
kaskadin farkli noktalarina etki eden magnezyum siilfat ile melatonin tedavilerinin tekli ve
kombine uygulamalarmin apoptozisi ve sonrasindaki beyin hasarini anlamli sekilde azalttig
gosterilmistir. Ayni1 zamanda, bu ilaclarin kombine uygulamasmin infarkt hacmini daha fazla
azalttig1 ancak bunun istatistiksel anlaml diizeye ¢ikmadigi saptanmistir. Elde edilen
sonuclar degerlendirildiginde melatonin, magnezyum siilfat ve magnezyum siilfat+melatonin
uygulamalarmin kontrol grubu ile karsilastirildiginda “infarkt hacmi yiizdesini” anlaml
sekilde azalttig1 gosterilmistir.

Deneysel ¢alismalarin 15131nda neonatal HI sigan modelinde 7 giinliik siganlarda tek
tarafli common carotis arter ligasyonunu takiben %8 oksijen ve %92’lik azot karigiminin
kullanildig1 modifiye Levine modeli kullanildig: i¢in ¢calismamizda bu model kullanildi.
Burada olusturulan hasar ligasyonun gerceklestirildigi hemisferle siirlidir ve esas olarak da
serebral korteks, subkortikal ve periventrikiiler beyaz cevher, striatum/talamus ile
hipokampusta gozlenmektedir. Burada kars1 hemisferde hasar goriilme olasiligi ¢ok diisiiktiir
(1). Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda serebral korteks ile hipokampusun CA1l, CA3, DG
bolgelerinin HI hasara en fazla hassas olduklar1 ve en ok NMDA reseptdrlerinin bu
bolgelerde oldugu bildirildigi i¢in (11), calismamizda da serebral korteks, CA1, CA3 ve DG
alanlarindan elde edilen kesitler degerlendirildi. Literatiirde apoptozis ddneminin hipoksi-
iskemiden sonraki 48-72 saat boyunca devam edebildigi belirtildigi ve yenidogan HI sican
modelinde apoptozis 72. saatte degerlendirildigi i¢in (63,64), calismamizda sicanlara 10.
gilinde dekapitasyon uygulandi.

Magnezyum, perinatal donemde noroprotektif 6zellikleri nedeni ile ¢esitli deneysel ve
klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir. Magnezyum iyonlari, glikoliz, oksidatif fosforilasyon,
protein sentezi, DNA agregasyonu ile plazma membran biitiinliigiiniin saglanmasi gibi anahtar
hiicresel olaylar i¢in gereklidirler. Magnezyum ayni zamanda proinflamatuvar sitokinleri ya
da HI reperfiizyon esnasinda olusturulan serbest radikalleri azaltarak hiicre 6liimiinii ya da
hiicre fonksiyon bozuklugunu da azaltmaktadir. Hipoksi-iskemideki esas etki
mekanizmasinin eksitotoksik kalsiyuma bagli hasarlanmay1 6nlemesi oldugu bilinmektedir.
Magnezyum bu etkisini glutamatin NMDA reseptoriiniin yarismasiz voltaj bagiml
inhibisyonunu saglamak yolu ile hiicreye Ca" girisini nleyerek gostermektedir (35). HI olay
sirasinda ekstraselliiler magnezyum konsantrasyonlariin arttirilmasi durumunda, bu blokajin

tekrar saglanabilecegi ongoriilmektedir (65).



Magnezyumun serebral kan akimini arttirdigi, kalsiyuma bagimli proteaz, lipaz ve
endoniikleazlar1 etkisiz hale getirdigi, hiicre metabolizmasini azalttig1 ve antikonviilzan etkisi
ile serebral iskemi sirasinda ortaya ¢ikan epileptiform aktiviteyi azalttigi ve bu mekanizmalar
aracilig1 ile noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (66-68). Magnezyumun tiim bu
etkilerine ragmen, yapilan deneysel ve klinik ¢alismalarda néroproteksiyondaki etkinligi ile
ilgili ¢eligkili sonuglar elde edilmistir (36, 38-47).

Magnezyum siilfat icin 275mg/kg’lik doz, ndroproteksiyon bildirilen daha 6nceki
deneysel ve klinik ¢aligmalara gore belirlenmis ve uygulanmistir (38-40, 69). Penrice ve
arkadaslar1 (44), deneysel neonatal HI modelde, hipoksiden 1 saat sonra 400 mg/kg dozunda
uygulanan ve 12 ile 24. saatlerde de 200 mg/kg dozunda tekrarlanan magnezyum siilfat
tedavisinin noroprotektif olmadigini gostermislerdir. Greenwood ve arkadaslar1 (45), benzer
bir modelde ayn1 dozlarda ve ayn1 zamanlarda uygulanan magnezyum siilfatin farkl beyin
bolgelerinde ndroprotektif etki gdostermedigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmalarin tersine,
magnezyum siilfatin noroprotektif oldugunu bildiren ¢ok sayida ¢alismalar da mevcuttur (36,
38-41). Tiirky1lmaz ve arkadaslar1 (38), 7 giinliik siganlardaki hipoksi-iskemi modelinde, Hi
hasar oncesinde 200 mg/ kg/ doz uygulanan magnezyum siilfat tedavisinin TUNEL yontemi
ile degerlendirilen apoptozisi azalttigimi ancak hipoksi sonrasi uygulamanin apoptozis iizerine
etkisinin olmadigmi gostermiglerdir. Ravishankar ve arkadaslar1 (70), yenidogan domuzlarda
hipoksi 6ncesi 600 mg/kg yiikleme dozunu takiben 300 mg/kg dozunda 1 saatlik inflizyonla
verilen magnezyum siilfat tedavisinin apoptozisi nleyici protein olan Bcl-2 ekspresyonu
arttirarak ve apoptozisi arttiran Bax protein ekspresyonunu azaltarak hipoksi-iskeminin
indiikledigi programli hiicre 6liimiinii azalttigini bildirmislerdir. Sameshima ve arkadaslari
(69) da, 7 giinliik siganlarm kullanildig1 bir HI modelde, hipoksiden sonra 270 mg/kg/doz
bolus olarak verilen ve sonraki 72 saat boyunca da siirekli inflizyon seklinde uygulanan
magnezyum siilfat tedavisinin serebral korteks ve hipokampustaki néron kaybi ile nekroza
bagli kist olusumunu belirgin olarak azalttigini1 ancak idame tedavisi olmadan tek basina bolus
uygulamanin benzer etkiyi olusturmadigini bildirmislerdir. Pazaiti ve arkadaslar1 (71),
hipoksiye maruz birakilan ve 2g/kg magnezyum siilfat uygulanan siganlari, 42 giinliik iken
sensoriomotor test kullanarak ve sonrasinda beyinlerini histopatolojik inceleyerek
degerlendirilmisler ve magnezyum siilfat uygulamasmin hipoksi-iskemi sonucunda gelisen
noronal hasar1 smirladigini ve sensorimotor defisitleri azalttigini belirtmislerdir.

Calismamizda, 275 mg/kg/doz seklinde hipoksi 6ncesi bir ve sonrasi iki olmak iizere
toplam 3 dozda uygulanan magnezyum siilfat tedavisinin hem beyin infarkt hacmini hem de

TUNEL boyama ile gosterilen apoptotik hiicre sayisint anlamli olarak azalttig1 gosterilmistir.



Bu calismalarda elde edilen farkli sonuglarin deney diizeneklerindeki, ilag uygulama
zamanlarindaki, ila¢ dozlarindaki ve degerlendirme yontemlerindeki farkliliga bagl
olabilecegi diisliniilmektedir.

Magnezyum siilfatin nroprotektif etkisi ayn1 zamanda HIE’si olan yenidogan bebekler
iizerinde degerlendirilmistir. Gronendaal ve arkadaslar1 (43), magnezyum stilfatin hipoksik
yenidoganlarda elektroensefalografide (EEG) diizelmeye yol agabilecegini hipotez etmisler
ancak caligmada 2 yenidoganda siddetli hipotansiyon ve 6liim saptanmasi lizerine ¢alismay1
sonlandirmiglar ve o ana kadar ¢calismaya alinan bebeklerin EEG’lerini degerlendirerek,
magnezyum siilfatin noroprotektif olmadig1 sonucuna varmislardir. Ancak, sonrasinda, Ichiba
ve arkadaglar1 (39), hipoksik yenidoganlara ilk dozu yasamin ilk 6 saati i¢inde, tekrar dozlar1
da 24 ve 48. saatlerde 250mg/kg/doz olacak sekilde toplam 3 giin boyunca magnezyum stilfat
inflizyonu uygulamislar ve uygulanan magnezyum siilfatin hipoksiye bagli 6liimii ve
norolojik hasari azalttigini saptayarak, magnezyum siilfatin HIE’si olan yenidoganlarda
noroprotektif oldugunu bildirmislerdir. Ichiba ve arkadaslar1 (40) izlemde, 30 tane bebegi
iceren bir bagka ¢alismada, magnezyum siilfat tedavisi uygulanan asfiktik bebekleri
norogelisimsel durum acisindan 18 aylik iken tekrar degerlendirmisler ve bebeklerin
%73 1iniin normal nérogelisim gosterdiklerini, ve bu bebeklerdeki 6liim ile siddetli nérolojik
sekel insidansinin da anlamli olarak diisiik oldugunu belirtmislerdir. Bhat ve arkadaslar1 (41),
randomize ve plasebo kontrollii bir calismada, ayn1 dozda ve ayni slirede uygulanan
magnezyum siilfat tedavisinin hipoksik yenidoganlarda norolojik bozukluklar azalttigini
bildirmislerdir. Sonug olarak, ¢alismamizda, 275 mg/kg/doz olarak uygulanan 3 dozluk
magnezyum siilfat tedavisinin hem beyin infarkt hakim ylizdesini hem apoptozisi azaltarak
noroprotektif etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

HI siiregte, sadece bir yolagm inhibe edilmesi ile ndronal hiicrelere olan asir1 kalsiyum
girisinin tam olarak onlenemeyecegi ve bu nedenle de siiregteki farkli basamaklara etki eden
ilag kombinasyonlarmin kullanilmas1 ile daha fazla néroproteksiyon elde edilebilecegi 6ne
stirtilmiistiir (8). Bu nedenle, magnezyum siilfatin bagka ajanlarla kombine edilebilecegi ve
bu sekilde daha fazla noroprotektif etki elde edilebilecegi bildirilmistir (72-75). Yapilan bir
calismada, tek basina magnezyum tedavisinin néroprotektif olmadigi saptanmig olmasina
ragmen, ayni grup tarafindan daha sonrasinda yapilan diger bir ¢calismada iskemi sonras1 hafif
hipotermi ile kombine uygulanan magnezyum tedavisinin néroprotektif oldugu bildirilmistir
(72-74). Zausinger ve arkadaslar1 (75) ise, magnezyum ve trilazad tedavilerinin, hipotermi ile
kombine edilmesi durumunda néroproteksiyon sagladigi bildirilmistir. Calismamizda,

NMDA antagonisti olan magnezyum siilfatin, kaskadin daha ileri asamalarina etki eden anti-



inflamatuvar ve serbest radikal temizleyicisi olan melatonin ile kombine uygulanmasi
durumunda da néroproteksiyon sagladig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada, infarkt alan
yilizdesindeki azalma, en fazla kombine magnezyum siilfat ve melatonin uygulanan sicanlarda
belirgin olmasma ragmen, tekli tedavilere gore istatistiksel anlamlilik saptanamamustir.

Perinatal hipoksi-iskemide, hiicre i¢i kalsiyum diizeylerindeki artisi takiben ortaya ¢ikan
serbest oksijen radikalleri, etyopatogenezde onemlidirler (76). Serbest radikal temizleyicisi
olmasinin yani sira anti-oksidan, anti-inflamatuvar 6zellikleri ile birlikte tiim fizyolojik
bariyerleri gecebilme 6zelligi olan melatoninin, potansiyel etkinligi ve diisiik toksisitesi ile
perinatal hipoksik-iskemide ndroprotektif bir ajan olarak kullanilabilecegi one stiriilmiistiir.
Melatonin ayn1 zamanda cAMP iiretimini bloke ederek, mikroglial aktivasyonunda azalmaya
neden olarak, immunomodulator etkiler gostererek ve Bax ile Bel-2 protein ekspresyonunda
azalma seklinde antiapoptotik etki gostererek de noroproteksiyon saglamaktadir (52, 53, 76,
77). Daha 6nceki ¢alismalarda melatonin 5 ile 20mg/kg arasindaki dozlarda uygulanmis olup,
en iy1 noroprotektif etkinin daha yiiksek dozlardaki uygulamalarda elde edilmesi nedeni ile
calismamiz i¢in 20mg/kg’lik doz secilmistir (53-55). Tiitiinciiler ve arkadaslar1 (54), hipoksi
oncesinde 10mg/kg ve 20mg/kg dozlarinda uygulanan melatonin tedavisinin, doz-bagimli
olmaksizin, lipid peroksidasyonunu belirgin olarak azalttigini gostermisler ve melatoninin tek
basina ya da diger tedavilerle kombine olarak kullanilmas1 durumunda noroprotektif etki
gosterebilecegi sonucuna varmiglardir. Welin ve arkadaslar1 (53), melatonin tedavisinin
umblikal kord okliizyonu uygulanan fetal koyunlarda beyaz cevherdeki inflamatuar
reaksiyonu ve hiicre 6liimiinii azalttigini gostermislerdir. Carloni ve arkadaslar1 (55) da,
hipoksiden dnce ve 24 ile 48 saat sonrasinda 15mg/kg/doz olarak 3 dozda uygulanan
melatonin tedavisinin dnemli bir ndroprotektif etki sagladigini ve izlemde HI olayin neden
oldugu davranig bozukluklar1 ile 6grenme giigliiklerini belirgin olarak azalttigini, bu sekilde
hem kisa hem de uzun siireli bir ndroproteksiyon sagladigini bildirmislerdir. Calismamizda
da, 20mg/kg/doz olarak verilen melatonin tedavisinin néroproteksiyon sagladigi
gosterilmistir. Melatonin tedavisinin neonatal sepsis, bronkopulmoner displazi ve perinatal
hipoksi gibi klinik durumlarda yarar sagladig1 ve yenidoganlarda giivenle kullanilabilecegi
daha 6nceki ¢aligmalarda da bildirilmistir (56-58).

Literatiirde deneysel perinatal HI modellerinde melatoninin baska bir ajanla kombine
edildigi bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, melatonin tedavisinin kombine tedavideki
noroprotektif etkinligi ile ilgili bilgiler mevcut degildir. Ancak ¢alismamizda, magnezyum

stilfat ile kombine olarak uygulanan melatonin tedavisinin beyin infarkt hacim yiizdesini tekli



tedavilere gore daha fazla azalttig1 ve yine tekli tedavilerdekine esdeger ve/veya daha iistiin
noroprotektif etki gosterdigi gosterilmistir.

Sonug olarak, perinatal HI sican modelinde, HI kaskadin farkli basamaklarina etki eden
magnezyum siilfat ve melatonin tedavileri, hem tekli hem de kombine uygulanmalari
durumunda, beyin infarkt yiizde hacmini azaltarak ve ayni zamanda apoptozisi 6nleyerek
noroprotektif etki gostermiglerdir. Ayni zamanda kombine uygulamanin istatistiksel anlamli
diizeye ulagsmasa da, hem infarkt yiizde hacmini hem de apoptotik hiicre sayisin1 azaltmada
tekli tedavilere esdeger yada daha iistiin noroprotektif etki gosterdigi saptanmistir. Bu
nedenle, 6zellikle kombine tedavinin bagarisinin arttirilmasi amaci ile, her 2 ilacin farkl
uygulama zamani ve farkli dozlarda uygulanmalar ile ilgili yeni ¢aligmalara ihtiyag oldugu
diistiniilmektedir. Bu calismadan elde edilen bir diger 6nemli bulgu da, yenidogan bebeklerde
klinik olarak farkli endikasyonlarla uygulanabilen bu iki ajanin tekli ya da kombine
uygulamalarmin bu ¢aligmadan elde edilen pozitif bulgular 15131nda, neonatal HIE tan1 ve

tedavisi baslig1 altinda klinik uygulamada kendisine yer bulabilecegi 6n goriilmektedir.
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sonuna kadar ger¢eklestirilmesinden, tezin yazimini da icerecek sekilde tezin tiim asamalarina
kadar hafta i¢i-hafta sonu, gece-giindiiz demeden bana yardimci1 olan, basariy1 ve basarisizligi
da birlikte yasadigimiz Dog. Dr. Tiilin Alkan’a da ¢ok tesekkiir ederim. Yine deneylerin
gergeklestirilmesi esnasinda deneyimlerini benimle paylasan, tezin yazimi ve sunumu
sirasinda da katkilarii benden esirgemeyen Yard. Dog. Dr. Biilent Géren’e de tesekkiirlerimi
sunarim. Bunun yani sira doktora programi boyunca bize her zaman destek olan Fizyoloji
Anabilim Dalindaki tiim hocalarimiza ve ¢alisanlarina tesekkiir ederim.

Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dalinda
goreve basladigim donemden itibaren bugiinlere gelmemde biiyiik emekleri olan, uzmanlik
sonrasinda basladigim Yenidogan Yan Dal Ihtisas: sirasinda da her zaman beni destekleyen,
benim doktora programina baslamam ve sonrasinda da bitirmem i¢in hi¢gbir zaman
desteklerini esirgemeyen, her zaman arkamda olan degerli hocam Prof. Dr. Nilgiin Kéksal’a
tesekkiirlerimi sunarim. Ayni sekilde, doktora programi boyunca klinik ve poliklinikten uzak
kaldigim donemlerde is yiikiimii paylasan, bana her zaman destek olan, Neonatoloji Bilim
Dali’ndan Uzm. Dr. Hilal Ozkan’a da ¢ok tesekkiir ederim.

Immiinohistokimyasal analizlerin gergeklestirilmesi ve degerlendirilmesinde ¢ok
yardimlar1 olan Anatomi Anabilim Dali’ndan Uzm.Dr.Ilker Mustafa Kafa ve Dog. Dr.Ayberk
Kurt’a tesekkiir ederim.Tezin sunum asamalar1 ve sonu¢ doneminde beni destekleyen sevgili
arkadasim Dog¢. Dr. Mehmet Cansev’e de tesekkiir ederim.

Dogdugum giinden bu giinlere gelmemde biiylik emegi olan aileme tesekkiirler.



OZGECMIS

16 Eyliil 1975 yilinda Diyarbakir’da dogdum. Ik, orta ve lise dgrenimimi sirasi ile
Konya Hazim Ulusahin Ilkokulu ve Nazilli Anadolu Lisesinde tamamladim. 1993-1999 yillar1
arasinda Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi’nde tip egitimimi tamamladiktan sonra,
2000-2005 yillar1 arasinda Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar
Anabilim Dalinda Tipta Uzmanlik Egitimimi tamamladim.

2005 yilindan itibaren Uzman Doktor olarak Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dalinda Neonatoloji yan dal ihtisasimna devam etmekte olup,

2006 yilindan itibaren Fizyoloji Anabilim Dalinda doktora yapmaktayim.



