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1. AMAC VE KAPSAM

Hidrosefali gelisimi sirasinda, ventrikiil dilatasyonuna bagli birincil
mekanik hasarlanma yaninda, periventrikiiler dokularda olusan destriiktif ve iskemik
degisiklikler sonucu ikincil bir hasarlanma mekanizmasimin varligir gerek deneysel
olarak olusturulmus hidrosefalik hayvan modellerinde (1, 2, 3), gerekse konjenital
olarak hidrosefalik olan siganlarda gosterilmistir (4). Ozellikle hipoksiye ve iskemiye
cok duyarli oldugu bilinen CA1 (Cornu Ammonis 1) bolgesi basta olmak iizere
hipokampus, hidrosefalik siirecin ortaya ¢ikarttig1 sekonder ndronal hasar konusunda
olduk¢a dnemli bir hedeftir.

Travma ve iskemideki sekonder ndronal hasarlanmay1 en aza indirgemek
amaci ile farmakolojik olarak bu hasarlanma mekanizmasina etki edilebilecegi
gosterilmistir. Iskemik ve travmatik serebral hasarda noroprotektif etkisi bilinen N-
Metil D-Aspartat (NMDA) reseptor antagonisti “memantin”in (5, 6) hidrosefali
siirecindeki noéron koruyucu etkisi konusunda heniiz yapilmig bir calismaya
literatiirde rastlanmamugtir.

Bu calismada; infant sicanlarda kaolin ile olusturulan hidrosefali modeli
kullanilmigtir. Bu model iizerinde hidrosefali gelisimine bagli hipokampus
bolgesindeki ikincil noronal hasarlanma siireci ve sistemik olarak uygulanan
memantinin hipokampus CA1, CA2 ve CA3 bolgeleri lizerindeki muhtemel néron
koruyucu etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu etki, hipokampus bolgelerindeki
ndronlarin sayilmas: ve bu bolgelerdeki ndronlarda nodronal nitrik oksit sentaz
(nNOS) enzimine yonelik immiinohistokimyasal inceleme yapilarak ortaya konmaya

calisilmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. HIDROSEFALI

2.1.1. HIDROSEFALI TANIMI VE TARIHCESI

Hidrosefali terimi, beyin - omurilik sivisinin (BOS) iiretim, dolanim ve
emilimindeki dengesizlikler sonucunda ventrikiillerin genislemesi ve kranyum iginde
BOS birikmesini ifade etmek i¢in kullanilir (7, 8, 9, 10, 11).

Hidrosefali hikayesi uygarligin tarihi ile paralellik gostermektedir. Antik
cagdan itibaren bilinmekte ise de, terim olarak hidrosefali sozcligli eski Yunan
uygarligi zamaninda gecerlilik kazanmistir. Hidrosefali terimi ilk kez Hippocrates
(M.0.460-377) tarafindan beyin dis1 siv1 toplanmasini tanimlamakta kullanilmistir.
Fisher'e gore (16) asir1 ve fazla sivinin, bariz veya siddetli abnormaliteler
olusturdugunun Oribasis (M.S.325-405) tarafindan bilindigi ve agiklandig
belirtilmektedir. Hidrosefalinin tanimlanarak sekillendirilmesinin ise, ilk kez Italyan
cerrah Severino tarafindan (1632) yapilmis oldugu Lyons tarafindan belirtilmektedir
(12). Hippocrates kafada biiylimeye neden olan sivi kolleksiyonu tedavisinde
ponksiyonu denemis ama, diisiindligii patolojinin tedavisi simdiki bulgulariyla
subdural mesafe drenaji olmustur (13). Daha sonralari, Claudius Galen ile hayvan
deneylerinde anatomi agirhk bulurken, fizyoloji ayn1 oranda gelisim
gosterememigtir. Galen canli hayvan deneylerinde, agik ventrikiil sistemi ve BOS
hakkinda fikir sahibi olmus, koroid pleksuslar1 psisik ruhun kaynagi olarak
tanimlamigtir. Hidrosefaliden bahsetmesine karsin, ventrikiil dilatasyonu ile ilgisini
belirtmemistir. Daha sonralar1 tiniversitelerde insan iizerinde yapilan diseksiyonlann
baglamasiyla, bilgi birikimi ve anatomik yap1 daha iyi anlagilmaya baglanmistir.
Padua Universitesinde Andreas Vesalius ( 1514-1564), BOS'nin ventrikiiler sistem
icerisindeki akiimiilasyonundan bahseden ilk yazar olmustur (14). Ventrikiillerin
normalde BOS ile dolu oldugunu ve asir1 birikimde hidrosefalinin destriiksiyon

yarattigin1 bildirmistir. 17. asirda William Harvey insan viicudunda kan akiminin



dinamik bir olaya bagli oldugunu tanimlamis, Thomas Willis ise, BOS'nin vendz
sisteme drenajini ve ilk defa, koroid pleksuslarin BOS sekresyonunu sagladig: fikrini
ortaya koymustur. Franciscus Sylvius ( 1614-1672) serebral aquedukt, Pacchioni,
granular cisimleri ( 1701 ), Alexander Monro ( 1713-1817) interventrikiiler
foramenleri, Morgagni'nin (1682-1771) hidrosefali patolojisi tanimlar1 ardindan, 18.
asrin sonlarina dogru hidrosefali patolojisi hakkindaki bilgiler giderek giin 1518mna
cikmaya baglamistir (3,15).

Yirmi olguluk muhtemel tuberkiiloz menenjitli otopsi serisinde, Fisher'e
gore, Whytt (1714-1766) ilk kez internal ve eksternal hidrosefaliyi tanimlamigtir
(16). Morgagni cocuklarda hidrosefali olusumunda klinik tabloyu ve yanisira
etyolojide aquadukt stenozunu belirtmis ve 1891'de Chiari'nin tanimladig
malformasyondan once 1769'da Chiari II malformasyonunun hidrosefali ile beraber
goriilebileceginden bahsetmistir. Willis'den 200 sene sonra Faivre (1854), BOS
sekresyonunun koroid pleksuslardan oldugunu desteklemistir (3).

Son yillarda gelisen teknoloji ve kaydedilen bilimsel gelismelerin
hidrosefalinin  patofizyolojisine kattig1 yenilikler ve serebral parenkimin
hidrosefalide oynadigi roliin ortaya ¢ikartilmasi, bu antitenin cesitli
siniflandirmalarin1 - glindeme getirmistir. Tikanma seviyesine gore veya BOS
dinamigi ve kafa i¢i basinc1 karakteristiklerine gore yapilan degisik siniflamalar
mevcuttur (8,15,17).

Bunlarin en 6nemlilerinden biri olan Mori ve Raimondi ‘ nin gelistirmis
oldugu smiflandirma (15), serebral parenkimal interstisyel sahanin hidrosefali
patofizyolojisinde gercekten Onemli bir faktér olduguna dikkat cekmektedir
(Tablol). Kabul edilmis en pratik siniflandirmalarindan biri olan Naidich ve
McLone ‘un gelistirmis olduklar1 sistem (3, 15), beynin goriintiileme teknikleri ile
incelenmesi ile hidrosefaliyi obstriiksiyon seviyesine gore kategorilere ayirmaktadir

(Tablo 2).



Intraparenkimal Intraseliiler
Hidrosefali "
Ekstraseliiler
Subaraknoidal Sisternal Intraventrikiiler
a- Gegici, kendi a- Sisterna magna | a- Monoventrikiiler
kendini siirlayan kistleri
Ekstraparenkimal b- Biventrikiiler
. . b- Bolgesel veya b- Bazal ve
Hidrosefali lokiile araknoidal sagital sisterna | c- Triventrikiiler
kistlere transforme kistleri
olan d- Tetraventrikiiler
c- Parenkimal
c- "Kommiinikan displazinin
hidrosefali"nin eslik
erken donemleri ettigi/etmedigi
sylvian fissiir
kistleri

Tablo 1. Mori ve Raimondi ‘ nin gelistirmis oldugu sistemde hidrosefali,

serebral parenkimal interstisyel alan bazinda siniflandirilmaktadir (15).




L Obstriiktif hidrosefali
A. Internal obstriiktif hidrosefali
1. Lateral ventrikiiler
a. Atriumda
b. Govdede
c. Foramen Monroda (birinde veya her ikisinde)
2. Ugiincii ventrikiiler
a. Orta-iiclincii ventrikiil
b. Posterior ii¢lincii ventrikiil
3. Akuaduktal
a. Proksimal iter
b. Distal iter
4. Dordiincii ventrikiiler
a. Déordiincii ventrikiiliin ana gévdesi igi
b. Foramen ¢ikislart (Dandy-Walker malf. dahil)
B. Eksternal obstriiktif hidrosefali
1. Sisternal
a. Bazal sisternlerde (Chiari malf. dahil)
b. Insisura diizeyinde (Chiari II malf. dahil)
c. Konveksitede
d. Parasagital ( Normal basingli hidrosefali dahil)
2. Araknoid villi ile iligkili
a. Araknoid villi konjenital aplazisi
b. Araknoid villinin tiimér hiicreleri, protein, kan
vd. ile tikanmas1 ( Koroid pleksus papillomu
dahil)
c. Absorbsiyon kapasitesinin agilmas1 ( Koroid
pleksus papillomu dahil)
3. Dural vendz siniisler ile iligkili
a. Major tromboz
b. Patent siniiste arteriovendz sant sonucu siniis
basincinda yiikselme
4. Ekstrakranial venoz drenaj ile iligkili
a. Bilateral juguler ven diizeyinde
1. Parenteral alimentasyon kateterleri
2. Akondroplazi
3. Kafa tabani stenozuna yol agan diger
durumlar
b. Siiperior vena kava diizeyinde
C. Multiseviye obstriiktif hidrosefali
1. Tamamu ile intraventrikiiler
2. Intraventrikiiler ve ekstraventrikiiler kombine
3. Tamamu ile ekstraventrikiiler

IL. Disfonksiyonel hidrosefali
A. Baziller arter ile iligkili
1. Ektazi

2. Anevrizma

B. Bilinmeyen

Tablo 2. Naidich ve McLone ‘un gelistirmis olduklar1 hidrosefali siniflama

sisteminde saptanan obstriiksiyon diizeyi temel alinmaktadir (15).




2.1.2. HIDROSEFALIDE PATOGENEZ VE NORONAL
HASARLANMA

Deneysel ve klinik hidrosefalide olugsan néropatolojik degisiklikler genis
kapsamli olarak arastirilmigtir. Noral dokuda hidrosefali nedeniyle olusan hasarin tip
ve derecesi ventrikiil genislemesinin olusma hizina, biiyiikliigiine ve hidrosefalinin
hangi yas doneminde gelistigine baglidir. BOS akimmin engellenmesi kafa igi
basinct artmasa bile beyin kompliyansinin ve serebral kan akiminin azalmasina
neden olur. Ventrikiil genislemesinin devam etmesi epandimi yirtabilir ve
mikrovaskiiler yapilarda iskemik ve mekanik etkiler sonucunda axonal ve ikincil
miyelin hasarlar1 olusturur. Doku hasar1 astroglial reaksiyonu uyararak kortekste
deafferentasyona neden olur. Direkt hasar ancak ventrikiil genislemesi ¢ok fazla veya
serebral kan akimi anlamli derecede azalmis ise goriiliir. Ozellikle periventrikiiler
ekstraselliiler alanin kompresyonu, lenfatik kanallar1 bulunmayan néral dokudan
ventrikiile olan atik maddeler akim yolunun kesilmesine ve bu alanda genislemeye
neden olur (18). Deneysel ¢aligmalar ve insan beyinlerinde yapilan dikkatli patolojik
incelemelerden, olusan hasarin kronik iskemi sonucunda gelisen myelin hasarma
bagl oldugu anlasilmistir. McAllister II ve arkadaslari ise néronlarin dendritlerinde
sayica azalma oldugunu tespit etmislerdir (19).

Hidrosefali olusturulan hayvanlarda beyaz maddede lokal glukoz
utilizasyonunun normale goére artti§i ancak bunun anaerobik yolla olustugu
gosterilmistir. Ayrica serebral laktat konsantrasyonunun arttigi, beyaz maddede
glukoz, ATP ve fosfokreatinin azaldigi (20) ve periventrikiiler beyaz maddede
ortalama serebral kan akiminin anlamli Ol¢lide distiigii bulunmustur. Serebral
korteks ve nukleus kaudatus ise bu kan akimi azalmasindan etkilenmemektedir (21,
22, 23). Bu nedenle bu metabolik degisikliklerin periventrikiiler beyaz maddede
hipoksik-iskemik bir progesin sonucunda olustugu ve zamanla lokal bir beyaz madde
enfarktina neden olacagi kabul edilmektedir (20, 24, 25). DaSilva ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir calismada, neonatal hidrosefalili deneklerin magnetik rezonans
spektroskopi ile saptanan enerji indeksleri kontrol grubundan anlamli sekilde farkli
bulunmustur. Buna gdre fosfokreatinin / inorganik fosfat orani azalmakta, inorganik

fosfat / ATP oranmi ise artmaktadir. Sant takilan deneklerde bu oranlar normale



donmektedir. Bu yiiksek enerjili fosfat metabolizmasi ile ventrikiil boyutu arasinda
anlamli bir iliski bulundugu saptanmistir (26).

Hidrosefalik siire¢ icerisinde bircok biyokimyasal degisimin olustugu
gbzlenmigtir. Lomber yoldan alinan BOS 6rneklerinde hiicre veya akson hasarini
gosteren protein enolaz ve myelin tabanli proteinin arttiklar1 kaydedilmektedir (3).
Ventrikiiler BOS 6rneklerinde ksantin ve hipoksantin diizeylerinin ytliksek bulunmasi

ise hipoksinin bir gostergesi olarak yorumlanmaktadir (27, 28, 29, 30).

2.1.3. EKSITOTOKSISITE VE HIDROSEFALI NEDENLI NORONAL
HASARLANMA SURECINDEKI YERI

Sinir sisteminin duysal haberlesmesi ve kompleks motor emirleri hizla
viicudun bir boélgesinden bagka bir bdlgesine yaymasi, diisiince ve bellegin olugmasi
biiyiik 6l¢iide eksitatdr bir aminoasit olan glutamat ile ilintilidir. Cogu ndron yiiksek
konsantrasyonda glutamat igerir (yaklasik 10 mM). Miktar1 sik1 kontrol edilir ve ¢cok
kisa zamanda (milisaniye) sinaptik sonlanmalardan gecerek diger ndronlar ile
baglanti kurar (31). Glutamat ¢ok giiclii bir eksitatordiir. Bununla beraber, glutamatin
cok fazla miktarda veya normalden fazla siire ortamda bulunmasi hiicrenin 6liimiine
neden olabilir.

Sinir sistemi ¢esitli mekanik hasarlara maruz kaldiginda (kafa travmasi
veya spinal kord yaralanmasi gibi), iskemi durumlarinda hasarli hiicrelerden asiri
miktarda glutamat salgilanir. Yiiksek diizeylerdeki bu glutamat, yakindaki 6zgiin
travmadan sonra hayatta kalabilmis binlerce hiicreyi hasarlar ki onlarin depolarize
olmasina, sismesine, ¢ozlilmesine ve sonucta 6lmesine sebep olur. Bu lizise ugrayan
hiicreler, otodestriiktif olaylara dogru ilerleyen kaskadi baglatacak daha da c¢ok
glutamatin salgilanmasina sebep olurlar. Boylece hiicre 6liimii, 6zgiin kazadan sonra
bile progresif olarak devam eder. Benzer bir fenomen inmede de goriiliir. iskemik

olay noronlardaki enerji yoksunluguna neden olur ve travmatik yaralanmadaki gibi



hiicrelerin depolarize olmasina, sismesine, ¢oziilmesine ve sonugta dlmesine sebep
olan ayni otodestriiktif olaylar gerceklesir (31, 32).

Eksitotoksisite; eksitatdor aminoasit reseptorlerinin asirt uyarilmasi ile
meydana gelen ndronal hasar siireci olarak tanimlanir. Hasarin bu formu ilk olarak
retinada tanimlanmistir ve sonradan santral sinir sisteminde travmatik ve iskemik
hasarlanmanin patogenezinin 6nemli bir komponenti olarak gosterilmistir. Bununla
beraber, ¢ok sayida kronik ndrolojik hastalikta eksitotoksisitenin rol aldigina dair
artan kanitlar vardir ve antieksitotoksik tedavi bu durumlarin bazilarinda halihazirda
kabul gormiistiir (33).

1959°da Curtis ve arkadaslari, sican spinal ndronlarinda glutamatin
depolarize edici etkisini tanimlamislardir ve bir eksitator aminoasit gelistirilebilecegi
fikri dogmustur (34). Bir dekad sonra, Olney monosodyum glutamat verilen farelerde
meydana gelen beyin lezyonlarini tamimlamigs ve eksitotoksik aminoasit
ndrotransmitterlerin reseptdrlerinin asiri ve uzun siireli devam eden aktivasyonlarinin
sebep oldugu noronal 6liimii ‘eksitotoksisite’ olarak adlandirmistir (35).

Eksitotoksisite; dakikalar icerisinde glutamatin kontrolsiiz bir sekilde
salmimin takiben; NMDA iyonoforik reseptorlerinin yogun aktivasyonu, membran
depolarizasyonu, sonrasinda ise Ca, Na ve su molekiillerinin hiicre igerisine asiri
gecisi seklinde tanimlanmaktadir. Bu hiicre i¢i su artist intraseliiler organellerin
sismesine ve neticede hiicrenin nekrotik tipte 6liim ile lizise ugramasina, intraselliiler
icerigin serbestlesmesine, ekstraseliiler ¢evrede ¢ok miktarda glutamat birikmesine
sebep olmaktadir (36). Bu noktada artmis hiicre i¢i Ca ile; lipaz, endoniikleaz ve
proteazlarin aktif konuma ge¢mesi hiicreyi olime gotiirmektedir. Glutamat gibi
uyaricl aminoasitlerin meydana getirdigi NMDA reseptorleri iizerinden ve hiicre i¢i
Ca miktarinda artis ile tetiklenen eksitotoksik reaksiyonlar, bu molekiiller olmadan,
hipoksiye sekonder (membran potansiyelindeki degisiklikle) NMDA reseptorlerinin
pasif olarak a¢ilmasiyla da gelisebilir.

NMDA reseptorii aktive oldugunda, bir kanal agilir ve bu kanal, Ca ve diger
katyonlarin hiicre i¢ine dogru hareketine izin verir. Sinaptik ge¢isin normal oldugu
durumlarda NMDA reseptorii ¢cok kisa bir siireligine aktiftir. Patolojik kosullarda
ise, sinir hiicresinden igeri asirt miktarda Ca akimina sebep olacak sekilde reseptor

uzun bir stire aktif halde kalir. Bu olay dendritik ve sinaptik hasara, sonucta da



ndronal hiicre 6liimiine kadar ilerleyebilecek biyokimyasal olaylar1 tetikler. Hiicre
icine asir1 Ca akimi sonucu ¢ok miktardaki Ca, hiicrenin enerji depolar1 olan
mitokondrilerin i¢inde birikebilir ve sonucunda serbest oksijen radikalleri olusabilir,
kaspas aktivasyonu ve apopitoz olusturucu faktorler serbestlenebilir (37). NMDA
reseptor iligkili kanallar boyunca Ca’un ndron igerisine akisi ndronal NO sentetazi
aktive edebilir (38), bu NO iiretiminde artisa sebep olur ve NO, siiperoksit anyonu ile
reaksiyona girdigi zaman toksik peroksinitrit meydana gelir. Peroksinitrit hiicrede
agir hasara sebep olur. Ayni zamanda, mitojen ile aktive edilmis protein
kinazlarinda uyarilmasi transkripsiyon faktorlerini aktive eder ki, bunun da ¢ekirdek
icerisine girmesi ile noronal hasar ve apopitozis baslar (36).

Hidrosefali gelisiminde akut donemde ortaya ¢ikan; epandimal hasar, ak
madde 6demi, kapiller kompresyon, ak madde hipopksi ve iskemisi, aksonal sisme
ve noronal piknozis ile karakterize olan primer yaralanmanin da aynen iskemi ve
travmatik siirecler gibi, eksitatdr aminoasit toksisitesinin olusturdugu kisir dongiiyii
cevirmeye baslattig1 diisiiniilmektedir (3). Hidrosefalik progeste olustugu bilinen
periventrikiiler ak maddedeki ekstraselliiler atik madde birikiminin, mikrovaskiiler
kompresyonun yarattig1 iskeminin (lokal serebral kan akimi azalmasinin), anaerobik
glukoliz ve laktik asidoz olusumunun ve nérotransmitter degisimlerinin hiicresel
diizeydeki anormal biokimyasal progesleri tetiklemekte ve hidrosefalinin gelisme
stiresi ve siddeti ile ilgili olmakla beraber periventrikiiler yapilar ve epandimde
olusan serbest oksijen radikali-lipid peroksidasyonu ve eksitatdr aminoasit
reaksiyonlart ikincil bir hasar progesini de beraberlerinde getirmektedir (3).
Hidrosefalik siirecin erken doneminde noéronal immiinohistokimyasal reaksiyon
olarak gézlemlenmis olan kortikal ve hipokampal nitrik oksit sentaz boyanmasindaki
artisin toksik ndronal yaniti ifade ettigi ileri siiriilmektedir. Nitrik oksit sentaz
aktivasyonundaki bu artisin ekstraselliiler glutamat diizeylerindeki artiga bagh
oldugu dislintilmektedir (39). Nitekim hidrosefali indiiksiyonundan hemen sonra

ekstraselliiler glutamat tasiyicilarinda anlamli bir artis oldugu gosterilmistir (40).



2.1.4. HIPOKAMPUS VE HIDROSEFALIK SURECTE
HIPOKAMPUSUN ETKILENMESI

Hidrosefalik siire¢ ilerledik¢e, ortaya c¢ikan degisikliklerin daha ¢ok
iskemiye duyarli alanlarda oldugu gézlemlenmektedir. Ozellikle hipokampusun CA1
alt Uinitesindeki piramidal katmanin etkilendigine dair veriler mevcuttur (41). Yine
hidrosefalik siirecin ilerlemesi ile azalan norofilament reaktivitesi de noronal
dejenerasyonun bir gdstergesi olarak kabul edilmektedir (42). Hidrosefalik siirecin
belirginlesmesi ile birlikte hipokampusta 6zellikle CA1 alt {initesinde sinaptofizin
reaktivitesindeki tedrici azalma, gecici global iskemi sonrasi goriilen “gecikmis
noronal 6liim” fenomenini animsatmaktadir (41, 43).

Az sayida calisma eriskin hidrosefalisinde hipokampal yapidaki hasar
mekanizmasini ayrintili olarak tarif etmektedir (44, 45, 46, 47). Immatiir beyindeki
hidrosefalinin hipokampus iizerindeki olumsuz etkilerine isaret eden bir ¢alisma da
mevcuttur (48).

Klinge ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 bir calismada, deneysel olarak
kaolin ile olusturulmus hidrosefali modelinde serebral kan akimi ile ayn1 zaman
diliminde hipokampustaki noronal hiicre degisimleri aragtirllmigtir (44). Hidrosefali
indlisiyonundan iki hafta sonra, kortikal ve hipokampal noéronlarda néronal nitrik
oksit sentaz aktivitesinde anlamli artis saptanmistir. Bu artisin, hidrosefalinin erken
donemindeki serebral kan akimindaki azalma ile korele oldugu gosterilmistir.
Noronal nitrik oksit sentaz enziminin, sinir sisteminin akut eksitotoksik hasarinda
Oonemli rol oynadigi g6z Oniinde bulundurulacak olursa (49), hipokampusta
hidrosefalik siiregte eksitotoksik hasarin s6z konusu oldugu ifade edilebilir. Klinge
ve arkadaglarmin yapmis olduklar1 calismada, hidrosefalik siirecin ilerleyen
donemlerinde de 6zellikle hipokampus CA1 boélgesinde ndronal nitrik oksit sentaz
aktivitesindeki artigin slirdiigii belirtilmekte; bu da hipokampus CA1l bolgesindeki
ndronal etkilenmenin erken donemde baslayarak hidrosefalinin ilerleyen evrelerinde
anlamlt devamlilik gdsterdigine isaret etmektedir (44). Arastirmacilar, CAl
bolgesindeki bu bulgularin gecici iskemik atak tablosundaki gecikmis néronal liime

benzerlik gosterdigini ifade etmislerdir.
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2.1.5. HIDROSEFALIK SURECTE NOROPROTEKTIF TEDAVI
YAKLASIMININ TEMELLERI

Beyindeki noronal hasar1 azaltacak noron koruyucu maddelerin
arastirildigi cesitli laboratuvar ¢aligsmalarinda, kullanilan néroprotektan maddeler
hasar olusmadan Once veya hasar aninda kullanildiginda olumlu sonuglara
varitlmigtir (50, 51, 52). Hidrosefalik siirecte noronal kaybin sebebi primer
mekanik hasarlanmanin yanisira, ortaya ¢ikan ikincil hasarlanma ve iskemi
olmaktadir. Buna gore; hidrosefali tedavisinde, cerrahinin yanisra ndronal kaybi
engellemek tiizere kullanilabilecek noroprotektanin hastalik siirecinin erken
doneminde kullanilmaya baslanmas1 uygun goziikmektedir.

Bu c¢alismada da noéron koruyucu etkisi aragtirllan memantin,

hidrosefali indiiksiyonunu takiben erken donemde uygulanmistir.

2.1.6. MEMANTIN

Noronal travma sonrasi sekonder noronal hasar1 6nlemek amaci ile bir ¢ok
NMDA reseptor antagonisti terapotik olarak dikkate alimmistir (53). Ancak
bunlardan bir ¢ogunun terapétik dozlarinda hos karsilanmayan yan etkilerin soz
konusu oldugu bilinmektedir (54). Klinikte noroprotektif amagla uygulanabilir bir
NMDA antagonisti arayist halen siirmektedir.

Non-kompetitif NMDA agik kanal blokeri olan memantin (3,5-dimetil-I-
adamantanamine) hayvan modellerinde olusturulan beyin ve spinal kord iskemisinde
yan etki olmaksizin noroprotektif etki gosterdigi ileri siiriilen ve yakin tarihlerdeki
caligmalarda adindan siklikla bahsettiren bir drogtur. Memantin voltaj bagimli,
reseptOre orta derecede afiniteye sahip olan bir NMDA reseptor antagonistidir (55,
56). Patolojik olarak yiikselmis tonik glutamat diizeylerinin néronal disfonksiyona
yol acabilen etkilerini bloke etme 6zelligine sahip oldugu bilinmektedir (55). NMDA
reseptOriinii bloke etme mekanizmasi; blogun kullanimima bagli olmasi nedeniyle
kompetetif degildir. Yani baglanma odagina yalnizca reseptoriin aktive olmasi

halinde erisilebilmektedir.
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Memantin; bir antiviral olarak yaklasik 20 yildir kullanilan amantadinin
derivesidir ve influenza gegiren bir Parkinson hastasinda rastlantisal olarak
semptomlar1 iyilestirdigi goriilerek ndronlar {izerindeki etkisi arastirilmistir (57).
Memantin normalde pozitif yiik tasiyan (NH ™) bir koprii bast amin ile birlikte ig
halka yapisina sahiptir. Amantadinden farkli olarak, kanaldaki baglanma siiresini
uzatan iki metil yan gruba sahiptir ve bu onu amantadinden daha iyi bir NMDA
reseptdr blokeri yapar. Iyon kanallarma kisa siireli baglanir ve asirt NMDA reseptor
aktivasyonunu bloklarken reseptoriin normal fonksiyonunun blokaji oldukca
simirlidir. Bu nedenle uyusukluk ve haliisinasyonlara yol agmaz. Bu o6zellikleri
nedeniyle, klinik olarak iyi tolare edilebilir bir ilactir (58, 59).

Memantin, NMDA reseptor iligkili kanallardaki Mg sitesinin yanina
baglanir. Mg gibi, kendi voltaj bagimli depolarizasyonundan ve hizli kinetiginden
dolayt NMDA reseptoriinden kolayca ayrilir. Bununla beraber kronik eksitotoksik
hasar sirasindaki uzun depolarizasyon siirecinde reseptorden Mg kadar kolay
ayrilmaz (60). Uygun siirede reseptdrde kalabilirligi sozgelimi; fizyolojik kosullarda
kolay ayrilabilirligi ve etkilemezligi, patolojik kosullarda uygun siireli reseptor
etkilesimi memantinin giivenlik i¢in dogru kinetik imzaya sahip oldugunun
gostergesidir (61).

Sican beyninde memantinin yaklasik yarilanma omrii 12 saattir. Sicanlarda
20 mg/kg memantin enjeksiyonu ile 30-60 dk sonra pik beyin konsantrasyonu olan
0,8-1,2 mikromol degerine ulasir. Bu insanlarda Parkinson hastalig1 i¢in kullanilan
ila¢g dozu ile aymidir (62, 63). Bu deger , in vitro deneylerde gosterilen NMDA
reseptOr afinitesi i¢in gereken 1 mikromol diizeyindeki doz ile ortiismektedir (62).

Memantinin noroprotektif mekanizmasinin temelde NMDA kanallarini
bloke ederek noron igerisine fazladan kalsiyum girisini engellemesi yolu ile oldugu
distintilmektedir (5).

2001 senesinde yayimnlanan bir c¢aligmada kontrollii kortikal impakt
yaralanma modelinde, memantinin travmadan bir hafta sonra ortaya c¢ikan
hipokampal noéronal hiicre 6liimiinii anlamli derecede azalttig1 gosterilmistir (5).

Memantin, demans, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig1 ve spastisitede
klinik olarak denenen, iyi tolere edilebilir NMDA iyon kanal blokeridir (62, 64, 65).

Lipofilik 6zelliginden dolay1 periferik uygulamalarda kan-beyin bariyerini kolayca

12



gecer. Insanlarda, memantinin terapdtik dozda tedavisinden sonra néropsikiyatrik
degisiklikler dahil olmak iizere belirgin bir yan etkisi rapor edilmemistir (66).
Memantinin noroprotektif etkisi son c¢aligmalarda, hayvan modellerinde gecici 6n
beyin iskemisi (67), hipoksi-iskemi (68), spinal kord iskemisi (69), neonatal
fototrombotik iskemi (70), retinal iskemi (71) ve in vitro glutamat nedenli néronal
olimde (72) gosterilmistir. Hayvan modelli ¢alismalarda gegici ve kalici fokal beyin

iskemisinde 20 mg/kg memantin ile belirgin nérokoruyucu etki gosterilmistir (5).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢aligmada; hidrosefali indiiksiyonu ve enjeksiyonlar Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma Birimi (DETAB)’nde
yapilmustir. Deneklerin postoperatif bakimi, takibi, deneklerin sakrifikasyonu,
beyinlerin c¢ikartilmasi ayni merkezde gergeklestirilmistir. Histopatolojik —
immiinohistokimyasal analiz ve O6l¢iimler, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Norolojik Bilimler Enstitiisii Patoloji Departmani’nda gergeklestirilmistir. Caligma
Helsinki Bildirgesinde deneysel arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak

ylrlitilmistiir.

3.1. DENEKLER

Calismada Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma
Merkezi (DETAB) Deney Hayvanlari Uretimi Boliimii’nden temin edilmis olan
toplam 30 adet 3 haftalik Sprague-Dawley tiirii sigan kullanildi. Deneklerin ortalama
agirhigr 50 + 10 gram olarak hesaplandi. Denekler, standart kafeslerde 4’1 gruplar
halinde, ad libidum standart yem ve su verilerek, 1sis1 (21 = 2 °C) ve nem orani
kontrollii odalarda barindirildi. Odanin aydinlatmasi floresan 1sik ile saglandi ve her
12 saatte bir (06:00 — 18:00) acip kapama dongiisii ger¢eklestirildi.

Denekler, hidrosefali indiiksiyonu uygulanan (11 adet denek), hidrosefali
indiiksiyonu sonras1 sistemik memantin verilen (11 adet denek) ve kontrol grubu (K)
denekleri (8 adet denek) olarak ii¢ gruba ayrildi. Hidrosefali indiiksiyonu isleminde,
ve iki haftalik izlem siirecinde komplikasyon olusan veya ikinci hafta sonundaki
manyetik rezonans goriintiileme incelemesinde hidrosefali gelismemis olan toplam 3
adet denek (hidrosefali grubundan 2 adet, memantin uygulanan hidrosefali
grubundan 1 adet denek) deney protokoliinden ¢ikartildi. Deneysel c¢aligmanin

sonunda bulgularin degerlendirildigi toplam 27 adet denek su sekilde gruplanda:

1. Kontrol Grubu (Hidrosefali indiiksiyonu yapilmamis olan grup) : K (8
adet denek)
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2. Hidrosefali Grubu (Hidrosefali olusturulmus, ancak memantin yerine

serum fizyolojik verilmis grup) : H (9 adet denek)
3. Memantin Grubu (Hidrosefali olusturulmus ve memantin verilmis grup) :

M (10 adet denek)

3.2. DENEYSEL INFANTIL HIDROSEFALI MODELI

Denekler 20 mg/kg ketamin (Ketalar ® ,Parke-Davis) + 5 mg/kg xylazin
(Rompun ® ,Bayer) intramiiskiiler ile olusturulan genel anestezi altinda oksipito-
servikal bolge tiragini takiben cerrahi alan %10 polyvinylpyrolidone iod
(Batticon Soliisyon ® ,Adeka) ile iyice temizlenip silindikten sonra, literatiirde
daha once tarif edilmis olan standart yontem ile (69, 73, 74, 75 ) atlantooksipital
membran identifiye edilip 27 G enjektor ile sisterna magnaya 0.05 ml. steril
Kaolin (Kaolin Hydrated Aluminum Silicate K-7375 , Sigma Chemical Co.)
siispansiyonu (250 mg/ml -%0.09 NaCl ) verilmek sureti ile hidrosefali
indiiksiyonu  olusturulmustur. Enjeksiyon ile birlikte dorsal serebellar
subaraknoidal konveksitenin beyaz renkte opaklagsmaya baslamasi ve ignenin
cikartilmasindan sonra ponksiyon yerinden kii¢ciik bir miktar BOS ile karigik
kaolin siispansiyonunun geldiginin goriilmesi, kaolinin dogru yere verildiginin
gostergesi olarak kabul edilmistir. Kontrol grubunda atlantooksipital membran
identifiye edildikten sonra herhangi bir islem yapilmamistir (sham operasyonu).
Hidrosefali indiiksiyonu ve sham operasyonlarin1 takiben denekler 2 haftalik
siire boyunca takip edilmislerdir. 2 haftalik siirenin sonucunda deneklere kraniyal
manyetik rezonans goriintiileme yapilarak ventrikiiler sistemdeki genisleme
kontrol edilmistir. MR inceleme i¢in Philips Intera 1.5 Tesla MR cihazinda C3
koil sirkiiler yiizeyi kullanilarak goriintiiler elde edilmistir. Ugiincii ventrikiil
diizeyinden gecen koronal kesitler karsilastirilarak ventrikiiler dilatasyon verifiye
edilmistir.

Denekler, manyetik rezonans goriintiileme incelemesi sonrasinda giyotin
yontemi ile sakrifiye edilerek serebrumlari ¢ikartilmistir. Cikartilan serebrumlar

biitiin halinde ayr1 olarak kodlanmis %10 buffered formalin soliisyonu igeren
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steril kaplar icerisinde, yapilacak histolojik ve immiinohistokimyasal ¢aligmalar
icin Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Nérolojik Bilimler Enstitiisii Patoloji
Departmani’na ulastirilmistir. Histopatolojik analiz i¢in, 6rnekler tek kor ¢aligma
prensibi cergevesinde kodlar sakli tutularak Patoloji Departmani’na teslim

edilmisgtir.

3.3. MEMANTIN UYGULAMASI

Memantin Grubuna (M) , hidrosefali indiiksiyonu sonrasi1 2 hafta boyunca
giinde tek doz 20 mg/kg/giin memantin distile su ile ¢ozelti halinde (Ebixa® saf
etken madde; Lundbeck Ilag Tic.Ltd. Sti.) intraperitoneal yoldan enjeksiyon ile
verildi.

Hidrosefali Grubuna (H), ise hidrosefali indiiksiyonu sonrast 2 hafta
boyunca giinde tek sefer distile su (plasebo) intraperitoneal yoldan enjeksiyon ile

verildi.

3.4. HIPOKAMPAL NORONAL VIABILITE TAYINI

320 mikrometre araliklar ile 10 mikrometre kalinliginda koronal kesitler
alinmis olan Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyanmis beyin preparatlarinda
hipokampus CA1, CA2 ve CA3 bolgelerindeki néronlar sayilmistir. Literatiirdeki
benzer bir ¢alisma 6rnek alinarak her denek icin dorsal hipokampus boyunca birbirini
izleyen 4 kesitte 400 biiyiitmede niikleusu ve sitoplazmasi korunmus olan
ndronlarin (viabil) sayimi1 yapilarak bunlarin ortalamast alinmistir (5). Sayimlar,

Olympus U-MDOB3 tipi 151k mikroskobu ile gerceklestirilmistir.
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3.5. IMMUN BOYAMA TEKNIGi iLE HIPOKAMPAL NORONAL
NITRIK OKSIT SENTAZ TAYINI

Kapli lam iizerine yapilmis olan kesitler bir gece bekletildikten sonra
boyandi. Islemde siras1 ile; kesitler 60°C lik etiivde bir saat deparafinize edildi.
Xylene i¢ine alman kesitler iki kez beser dakika bekletildi. Absolii alkol igine
alinarak onar kere batirilip ¢ikarildi. Distile su ile yikandi. %10'luk Citrat Buffer
soliisyonu hazirlandi. Lamlar mikrodalga firina dayanikli plastik sale igine dizildi.
Uzerine %10 luk Citrate Buffer soliisyonu konuldu. Yine mikrodalgaya dayanikli bir
kap icine su konuldu ve bu kap icine “antigen retrival” yapilacak sale yerlestirildi.
Mikrodalga 5 dakika maksimum giigte (yaklasik 800 watt) 'ta calistirildi. Siire
bitiminde firinin giicii %50 azaltilarak (yaklasik 400 watt) 15 dakika daha c¢aligtirildu.
Stire bitiminde sale mikrodalga firindan disar1 ¢ikartildi ve disarda 20 dakika
bekletildi. Distile su ile yikandi. %3'liik H202 (Hidrojen Peroksit) ile yirmi dakika
peroksidaz blokaji yapildi. Ardindan distile su ile kesitler tekrar yikandi. Protein
blokaji bes dakika uygulandi. Kesitlerin lizerindeki blokaj akitilarak yikanmadan,
kesit tizerlerine ilgili primer antikordan {i¢ damla damlatilarak 60 dakika bekletildi.
Biotinylated Goat Anti-Polyvalent soliisyonu yine kesitlerin iizerine 3 damla
damlatilmak tizere 20 dakika bekletildi.Streptavidin Peroksidaz soliisyonu da yine
kesitlerin {lizerine 3 damla damlatilarak 20 dakika bekletildi. Kromojende 5 dakika
daha bekletildi. Musluk suyu ile kesitler iyice yikandi. Kesitlere Hematoksilen ile
yaklagik 20 saniye “counter stain” yapildi. Musluk suyu ile kesitler tekrar yikandi.
Lityum karbonat i¢inde 10 dip yapilan kesitler tekrar musluk suyu ile yikandi. Direkt
olarak alkole girmeden sulu kapama malzemesi ile kesitler kapatildi.

Nitrik oksit sentaz aktivitesi gostergesi i¢in, immiinohistokimyasal analiz
kullanim1 amacli RB-9261-R7 katalog numarali (Lab Vision) Nitric Oxide Synthase
— Universal (u-NOS) immiin boyasi kullanilmistir.

Degerlendirmede, CA1, CA2 ve CA3 alanlan i¢in ayr1 ayr1 olarak 400
biliylitmede immiin boyanin konsantrasyonu 0 ile 4 puan arasinda puanlandi.

Puanlama kriteri su sekilde kabul edildi:
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0 puan : Boyanma yok

1 puan : Boya konsantrasyonu %25’in altinda

2 puan : Boya konsantrasyonu %25-%350 arasinda
3 puan : Boya konsantrasyonu %50-%75 arasinda

4 puan : Boya konsantrasyonu %75’in lizerinde

3.6. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Tiim istatistiksel analizler, “Windows XP Professional” isletim sistemi
alinda  “SPSS for Microsoft Windows (version 11)” programi kullanilarak
yapilmustir.

Hipokampus alanlarindaki ndron  sayilarmin gruplar  arasi
karsilastirmalarinda ¢oklu varyans analizi (One-Way ANOVA) testi; gruplarin kendi
aralarindaki karsilagtirllmasinda ise post hoc degerlendirme (Tukey testi)
kullanilmistir.

Nitrik oksit sentaz aktivitesinin analizinde ise gruplarin kendi aralarindaki
karsilastirilmasinda Pearson Ki-Kare testi uygulanmistir.

Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HIDROSEFALIK SURECE AIT GOZLEMLER

Hidrosefali indiiksiyonundan yaklasik 3-4 giin sonra deneklerde olusan
ilk degisiklikler bircok arastirmada da gozlendigi gibi deneklerin su ve yiyecek
alimlarinin azalmas1 ve buna baglh kilo kaybi, dis uyaranlara asir1 yada ge¢ yanit
verme ve genis tabanl yiirlime seklinde idi. Daha ileri donemlerde letarji, ekstensor

rijiditesi veya spastisite seklinde bulgularin ¢iktig1 gozlendi (3,76, 77).

4.2. HIDROSEFALIK SURECIN RADYOLOJIK KONTROLU

Kaolin ile hidrosefali indiiksiyonu amaglanan 22 adet deney hayvaninin 21
tanesine ve 8 adet kontrol grubu (sham operasyon) denege, cerrahi islemden 2 hafta
sonra (postoperatif 15. glinde) kraniyal manyetik rezonans goriintiileme incelemesi
yapildi. MR goriintiileme incelemesi sonrasinda hidrosefali gelismedigi saptanan 2
adet denek, deney dis1 birakildi. Sekil 1°de hidrosefali indiiksiyonundan sonra,
yapilan kraniyal MR incelemesinde ventrikiiler genisleme gdsteren deneklere 6rnek
radyolojik kesit sunulmustur. Sekil 2’de ise kontrol grubuna ait normal ventrikiiler

yapiy1 gosteren MR kesiti 6rnegi gortilmektedir.
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Sekil 1. T2 agirliklt DRIVE koronal goriintii. Belirgin ventrikiiler dilatasyon

izlenen hidrosefali grubuna ait denek.

Sekil 2. T2 agihikli DRIVE koronal goriintii. Normal ventrikiiler

konfigiirasyonun izlendigi kontrol grubuna ait denek
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4.3. HIPOKAMPUS ALANLARINDA NORON SAYIMI

Hematoksilen-Eosin (HE)

ile boyanmis beyin preparatlarinda her denek

icin dorsal hipokampus boyunca ardisik 4 kesitte 400 biiyiitme altinda niikleusu ve

sitoplazmas1 korunmus olan ndronlar,
bolgelerinde

ortalamasi alinarak kaydedilmistir.

hipokampusun CAl,

CA2 ve CA3

ayr1 ayr1 sayillmis ve her seferinde ardisik 4 kesite ait sayimlarin

Gruplara ait CA1, CA2 ve CA3 bolgeleri icin saptanmis olan korunmus

ndron sayis1 verilerinin, minimum deger, maksimum deger, ortalama deger, standart

hata, standart sapma ve varyans oOzellikleri hesaplanmig olup, bu veriler Tablo 3,

Tablo 4 ve Tablo 5’te 6zetlenmistir.

Grup Denek | Minimum | Maksimum | Ortalama | Standart | Standart | Varyans
Sayisi Hata Sapma

Kontrol 8 99,00 115,00 105,7500 1,7398 | 4,92080 24,214

Hidrosefali 9 73,00 84,60 79,1333 1,2154 | 3,64623 13,295

Memantin 10 78,00 94,30 88,4300 1,4168 | 4,48034 20,073

Tablo 3. CA1 alanindaki korunmus ndron sayis1 verileri

Grup Denek | Minimum | Maksimum | Ortalama | Standart | Standart | Varyans
Sayisi Hata Sapma

Kontrol 8 89,00 110,00 100,3750 2,1292 | 6,02228 36,268

Hidrosefali 9 55,00 94,00 71,8889 5,0289 | 15,08679 | 227,611

Memantin 10 75,00 93,00 84,7000 2,1242 | 6,71731 45,122

Tablo 4. CA2 alanindaki korunmus ndron sayis1 verileri

21




Grup Denek | Minimum | Maksimum | Ortalama | Standart | Standart | Varyans
Sayisi Hata Sapma
Kontrol 8 88,00 100,00 94,5000 1,3628 | 3,85450 14,857
Hidrosefali 9 54,50 87,00 69,6111 3,1543 | 9,46301 89,549
Memantin 10 60,00 87,00 73,1000 3,3323 | 10,53776 | 111,044
Tablo 5. CA3 alanindaki korunmus ndron sayis1 verileri
43a HIPOKAMPUS CAl ALANI KORUNMUS NORON

SAYILARININ GRUPLAR ARASI KARSILASTIRILMASI

Hipokampus CA1 alanina ait gruplarin ortalama korunmus ndron sayilari
ve standart sapma degerleri Sekil 3’te gosterilmistir. Hipokampus CAl alani
korunmus ndron sayilarinin gruplar arasi karsilastirilmasinda ¢oklu varyans analizi
(One-Way ANOVA) testi; gruplarin kendi aralarindaki karsilastirilmasinda ise post
hoc degerlendirme (Tukey testi) kullanilmigtir. SPSS programi istatistiksel ¢ikti
verileri agsagida sunulmustur.

One-Way ANOVA
CA1 noron sayisi

Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Between 3066,122 2 1533,061 80,595 0,000
Groups
Within Groups 456,521 24 19,022
Total 3522,643 26
Post Hoc Test (Tukey)
Multiple Comparisons
Dependent Variable: CA1 noron sayisi
Tukey HSD
Mean Std. Sig. 95%
Difference Error Confidence
{I-)) Interval
@D Q) Lower Upper
Gruplar Gruplar Bound Bound
H M -9,2967 | 2,00392 | 0,000 -14,3010 -4,2923
K -26,6167 | 2,11925 | 0,000 -31,9091 | -21,3243
M H 9,2967 | 2,00392 | 0,000 4,2923 14,3010
K -17,3200 | 2,06879 | 0,000 -22,4864 | -12,1536
K H 26,6167 | 2,11925 | 0,000 21,3243 31,9091
M 17,3200 | 2,06879 | 0,000 12,1536 | 22,4864

* The mean difference is significant at the .05 level
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Gruplar aras1 karsilastirmada ¢oklu varyans analizi (One-Way ANOVA)
testi, gruplar arasi farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir (p<0,05).
Gruplarin kendi aralarindaki karsilagtirllmasinda ise (post hoc Tukey testi), tiim
gruplar aras1 karsilagtirmalarda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.

Ikili karsilastirmalara ait bulunan p degerleri Tablo 6’da sunulmustur.

CA1 Bolgesi Korunmus N6ron Sayimi
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Sekil 3. CA1l alanindaki ortalama korunmus ndron sayisi verileri
(ortalama degerler + standart sapma) . K: kontrol grubu, H: hidrosefali grubu, M:

memantin verilmis hidrosefali grubu.

43b HIPOKAMPUS CA2 ALANI KORUNMUS NORON
SAYILARININ GRUPLAR ARASI KARSILASTIRILMASI

Hipokampus CA2 alanina ait gruplarin ortalama korunmus ndron sayilari
ve standart sapma degerleri Sekil 4’te gosterilmistir. Hipokampus CA2 alani
korunmus néron sayilarinin gruplar arasi karsilastirilmasinda ¢oklu varyans analizi
(One-Way ANOVA) testi; gruplarin kendi aralarindaki karsilastirilmasinda ise post
hoc degerlendirme (Tukey testi) kullanilmistir. SPSS programi istatistiksel ¢ikti

verileri agsagida sunulmustur.
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One-Way ANOVA
CA2 noron sayisi

Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
Between | 3438,988 2| 1719,494 16,634 0,000
Groups
Within | 2480,864 24 103,369
Groups
Total | 5919,852 26
Post Hoc Test (Tukey)
Multiple Comparisons
Dependent Variable: CA2 noron sayisi
Tukey HSD
Mean Std. Sig. 95%
Differenc Error Confidence
e (I-)) Interval
) @) Lower Bound Upper
Gruplar | Gruplar Bound
H M| -12,8111 | 4,67145 | 0,029 -24,4771 -1,1452
K| -28,4861 | 4,94031 | 0,000 -40,8235 | -16,1487
M H 12,8111 | 4,67145 | 0,029 1,1452 | 24,4771
K| -15,6750 | 4,82267 | 0,009 -27,7186 -3,6314
K H 28,4861 | 4,94031 | 0,000 16,1487 | 40,8235
M 15,6750 | 4,82267 | 0,009 3,6314 | 27,7186

* The mean difference is significant at the .05 level.

CA2 alaninda, gruplar aras1 karsilastirmada ¢oklu varyans analizi (One-
Way ANOVA) testi, gruplar arasi farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermistir (p<0,05). Gruplarin kendi aralarindaki karsilagtirilmasinda ise (post hoc
Tukey testi), tiim gruplar arasi karsilagtirmalarda farkin istatistiksel olarak anlamli

oldugu goriilmiistiir. Ikili karsilastirmalara ait bulunan p degerleri Tablo 6’da

sunulmustur.
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Sekil 4. CA2 alanindaki ortalama korunmus néron sayisi verileri (ortalama
degerler + standart sapma). K: kontrol grubu, H: hidrosefali grubu, M: memantin

verilmis hidrosefali grubu.

43.c HIPOKAMPUS CA3 ALANI KORUNMUS NORON
SAYILARININ GRUPLAR ARASI KARSILASTIRILMASI

Hipokampus CA3 alanina ait gruplarin ortalama korunmug noéron sayilar1 ve
standart sapma degerleri Sekil 5’te gosterilmistir. Hipokampus CA3 alan1 korunmus
ndron sayilarinin gruplar arasi karsilastirilmasinda ¢oklu varyans analizi (One-Way
ANOVA) testi; gruplarin kendi aralarindaki karsilastirilmasinda ise post hoc
degerlendirme (Tukey testi) kullanilmistir. SPSS programu istatistiksel ¢ikt1 verileri

asagida sunulmustur.
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One-Way ANOVA
CA3 noron sayisi

Sum of df | Mean Square F Sig.
Squares
Between | 3049,378 2 1524,689 20,108 ,000
Groups
Within | 1819,789 24 75,825
Groups
Total | 4869,167 26
Post Hoc Test (Tukey)
Multiple Comparisons
Dependent Variable: CA3 noron sayisi
Tukey HSD
Mean Std. Sig. 95%
Difference Error Confidence
{I-)) Interval
@D @) Lower Upper
Gruplar Gruplar Bound Bound
H M -3,4889 | 4,00093 ,663 -13,4803 6,5026
K -24,8889 | 4,23120 ,000 -35,4554 | -14,3224
M H 3,4889 | 4,00093 ,663 -6,5026 13,4803
K -21,4000 | 4,13044 ,000 -31,7149 | -11,0851
K H 24,8889 | 4,23120 ,000 14,3224 | 35,4554
M 21,4000 | 4,13044 ,000 11,0851 31,7149

* The mean difference is significant at the .05 level.

CA3 alaninda, gruplar arast karsilastirmada ¢oklu varyans analizi (One-
Way ANOVA) testi, gruplar arasi farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermistir (p<0,05). Gruplarin kendi aralarindaki karsilagtirilmasinda ise (post hoc
Tukey testi), hidrosefali (H) ve memantin (M) gruplar1 arasindaki karsilagtirmada
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p= 0, 663; p>0,05) goriilmiistiir. H ve M
gruplarinin kontrol (K) grubu ile yapilmis olan karsilagtirmalarinda ise

istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,05). ikili karsilastirmalara ait

bulunan p degerleri Tablo 6’da sunulmustur.
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Sekil 5. CA3 alanindaki ortalama korunmus néron sayisi verileri (ortalama

degerler £+ standart sapma). K: kontrol grubu, H: hidrosefali grubu, M: memantin

verilmis hidrosefali grubu.

Gruplar CAl CA2 CA3
Kontrol - Hidrosefali | p= 0,001 * p=0,001 * | p=0,001 *
Hidrosefali - Memantin | p= 0,001 * p=10,029 * | p=0,663
Kontrol - Memantin | p= 0,001 * p=10,009 * | p=0,001 *

Tablo 6. CA1, CA2 ve CA3 bolgelerinde yapilan korunmus ndron sayilarina

ait istatistiksel karsilastirmalarda post hoc Tukey testi p degerleri. Istatistiksel olarak

anlamli olan degerler ( *) ile gdsterilmistir.
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43.d HIPOKAMPUS ALANLARINA AIT KORUNMUS NORON
SAYIMINDA DEGERLENDIRILEN KESiTLERE ORNEKLER

Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyanmis beyin preparatinda hipokampus
CAl, CA2 ve CA3 bolgeleri Sekil 6’da gosterilmektedir. Hematoksilen-Eosin (HE)
ile boyanmig 400 biiyiitme altinda niikleusu ve sitoplazmasi korunmus olan
noronlar, hipokampusun CA1, CA2 ve CA3 bolgeleri i¢in Sekil 7, Sekil 8 ve Sekil

9’da ayr1 ayri gosterilmistir.

Sekil 6. Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyanmig beyin preparatinda 4X
bliylitmede infant sican hipokampusuna ait CAl, CA2 ve CA3 bolgeleri

gorlilmektedir.
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biiylitmede infant sican hipokampusu CA1 bolgesi goriilmektedir. a: sitoplazmasi ve
niikleusu korunmus noron. b: niikleusu erimis ancak sitoplazma biitlinliigii
bozulmamis dejenere noéron. c: niikleus ve sitoplazmasi tamamen dejenere olmus

noron.

;" &f’r"--»' “ :':\“ o - h”‘.' — "_ ~( \,‘\...'4’ ‘~1",‘ -
Sekil 8. Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyanmis beyin preparatinda 400X
biiylitmede infant sican hipokampusu CA2 bdlgesi goriilmektedir. a: sitoplazmasi ve

niikleusu korunmus noéron. b: dejenere noron.
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Sekil 9. Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyanmis beyin preparatinda 400X
biiylitmede infant sican hipokampusu CA3 bolgesi goriilmektedir. a: sitoplazmasi ve

niikleusu korunmus néron. b: dejenere noron.

4.4. HIPOKAMPUS ALANLARINDA NORONAL NITRIK OKSIT
SENTAZ AKTIVITESI

Gruplara ait CA1, CA2 ve CA3 bolgeleri i¢in nitrik oksit sentaz aktivitesi
Nitric Oxide Synthase — Universal (u-NOS) immiin boyasi1 kullanilarak saptanmistir.
Her denek i¢in 400 biiyilitme altinda CA1, CA2 ve CA3 alanlar i¢in ayr1 ayr1 olarak
ndronlarin immiin boyanma konsantrasyonu 0 ile 4 puan arasinda puanlanmistir. (0
puan : Boyanma yok, 1 puan : Boya konsantrasyonu %25’in altinda, 2 puan : Boya
konsantrasyonu %25-%50 arasinda, 3 puan : Boya konsantrasyonu %50-%75
arasinda, 4 puan : Boya konsantrasyonu %75’in {izerinde.)

Nitrik oksit sentaz aktivitesinin analizinde gruplarin kendi aralarindaki
karsilagtirilmasinda Pearson Ki-Kare testi uygulanmigtir.

Gruplara ait CA1, CA2 ve CA3 bolgeleri i¢in saptanmis olan nitrik oksit
sentaz immiin boyanma konsantrasyonu verileri Tablo 7, Tablo 8 ve Tablo 9’da

Ozetlenmistir.

30



0 puan 1 puan | 2 puan | 3 puan | 4 puan

verilen verilen | verilen | verilen | verilen

Gruplar denek denek | denek | denek denek

sayisli sayisi sayisl sayisi sayisi
Kontrol 6 2 - - -
Hidrosefali - 3 5 1 -
Memantin 4 5 1 - -

Tablo 7. CAl alani i¢gin saptanmig olan nitrik oksit sentaz immiin boyanma

konsantrasyonu verileri.

0 puan 1 puan | 2 puan | 3 puan | 4 puan

verilen verilen | verilen | verilen | verilen

Gruplar denek denek | denek | denek denek

sayisl sayisi sayisl sayisi sayisli
Kontrol 6 2 - - -
Hidrosefali - - 4 5 -
Memantin 1 6 1 2 -

Tablo 8. CA2 alani igin saptanmig olan nitrik oksit sentaz immiin boyanma

konsantrasyonu verileri.

0 puan 1 puan | 2 puan | 3 puan | 4 puan

verilen verilen | verilen | verilen | verilen

Gruplar denek denek | denek | denek denek

sayisli sayisi sayisli sayisi sayisli
Kontrol 7 1 - - -
Hidrosefali - 2 5 2 -
Memantin - 6 4 - -

Tablo 9. CA3 alani i¢in saptanmig olan nitrik oksit sentaz immiin boyanma

konsantrasyonu verileri.
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4.4.a HIPOKAMPUS CA1 ALANI NORONAL NiTRIiK OKSIT SENTAZ
AKTIVITESININ GRUPLAR ARASI KARSILASTIRILMASI

Hipokampus CAl alani nitrik oksit sentaz immiinoreaktivite analizinde
gruplarin kendi aralarindaki karsilastiriimasinda Pearson Ki-Kare testi uygulanmustir.
Hipokampus CA1 bolgesine ait gruplarin SPSS programi istatistiksel ¢ikti verileri

asagida sunulmustur.

Chi-Square Tests Memantin — Hidrosefali CA1

Value | df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 8,137 3 0,043
Likelihood Ratio | 10,295 3 0,016
Linear-by-Linear 7,527 1 0,006
Association
N of Valid Cases 19
Chi-Square Tests Kontrol- Hidrosefali CA1l
Value | df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square | 12,183 3 0,007
Likelihood Ratio | 16,778 3 0,001
Linear-by-Linear | 10,586 1 0,001
Association
N of Valid Cases 17
Chi-Square Tests Kontrol — Memantin CA1
Value | df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 2,494 2 0,287
Likelihood Ratio 2,895 2 0,235
Linear-by-Linear 2,354 1 0,125
Association
N of Valid Cases 18
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Gruplarin kendi aralarindaki karsilagtirllmasinda kullanilmis olan Ki-Kare
testi sonuglarina gore, CA1l bolgesindeki nitrik oksit sentaz immiinoreaktivitesi
acisindan kontrol grubu ile memantin verilmis olan grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir (p= 0, 287; p>0,05).

Hidrosefali grubunun diger gruplar ile yapilmis olan karsilagtirmalarinda
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). CA1 bolgesine ait

tiim ikili karsilagtirmalarin p degerleri Tablo 10°da sunulmustur.

44b HIPOKAMPUS CA2 ALANI NORONAL NITRIK OKSIT
SENTAZ AKTIVITESININ GRUPLAR ARASI KARSILASTIRILMASI

Hipokampus CA2 alani nitrik oksit sentaz immiinoreaktivite analizinde
gruplarin kendi aralarindaki karsilastirilmasinda Pearson Ki-Kare testi uygulanmastir.
Hipokampus CA2 bolgesine ait gruplarin SPSS programi istatistiksel ¢ikti verileri

asagida sunulmustur.

Chi-Square Tests Kontrol — Memantin CA2

Value | df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 8,454 3 0,038
Likelihood Ratio 9,992 3 0,019
Linear-by-Linear 6,333 1 0,012
Association
N of Valid Cases 18

Chi-Square Tests Hidrosefali- Memantin CA2

Value | df Asymp. Sig. (2-sided)

Pearson Chi-Square | 10,061 3 0,018
Likelihood Ratio | 12,907 3 0,005
Linear-by-Linear 6,718 1 0,010

Association
N of Valid Cases 19
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Chi-Square Tests Hidrosefali- Kontrol CA2

Value | df Asymp. Sig. (2-sided)

Pearson Chi-Square | 17,000 3 0,001
Likelihood Ratio | 23,508 3 0,000
Linear-by-Linear | 13,730 1 0,000

Association
N of Valid Cases 17

Gruplarin kendi aralarindaki karsilagtirllmasinda kullanilmis olan Ki-Kare
testi sonuglarina gore, CA2 bolgesindeki nitrik oksit sentaz immiinoreaktivitesi
acisindan tiim gruplar arasi karsilagtirmalarda farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmistiir (p<0,05). CA2 bdlgesine ait tiim ikili karsilastirmalarin p

degerleri Tablo 10°da sunulmustur.

4.4.c HIPOKAMPUS CA3 ALANI NORONAL NiTRiK OKSIT SENTAZ
AKTIVITESININ GRUPLAR ARASI KARSILASTIRILMASI

Hipokampus CA3 alani nitrik oksit sentaz immiinoreaktivite analizinde
gruplarin kendi aralarindaki karsilastiriimasinda Pearson Ki-Kare testi uygulanmistir.
Hipokampus CA3 bolgesine ait gruplarin SPSS programi istatistiksel ¢ikti1 verileri

asagida sunulmustur.

Chi-Square Tests Hidrosefali- Kontrol CA3

Value | df Asymp. Sig. (2-sided)

Pearson Chi-Square | 14,324 3 0,002
Likelihood Ratio | 19,689 3 0,000
Linear-by-Linear | 12,054 1 0,001

Association
N of Valid Cases 17
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Chi-Square Tests Hidrosefali- Memantin CA3

Value | df Asymp. Sig. (2-sided)

Pearson Chi-Square 4,070 2 0,131
Likelihood Ratio 4,924 2 0,085
Linear-by-Linear 3,787 1 0,052

Association
N of Valid Cases 19

Chi-Square Tests Kontrol — Memantin CA3

Value | df Asymp. Sig. (2-sided)

Pearson Chi-Square | 14,529 2 0,001
Likelihood Ratio | 18,989 | 2 0,000
Linear-by-Linear | 11,698 1 0,001

Association
N of Valid Cases 18

Gruplarin kendi aralarindaki karsilagtirllmasinda kullanilmis olan Ki-Kare
testi sonuglarina gore, CA3 bolgesindeki nitrik oksit sentaz immiinoreaktivitesi
acisindan hidrosefali grubu ile memantin verilmis olan grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p= 0, 131; p>0,05).

Kontrol grubunun diger gruplar ile yapilmis olan karsilastirmalarinda farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<<0,05). CA3 bolgesine ait tiim ikili

karsilagtirmalarin p degerleri Tablo 10’da sunulmustur.

Gruplar CA1l CA2 CA3

Kontrol - Hidrosefali | p= 0,007 * p=10,001 * p= 0,002 *

Hidrosefali - Memantin | p= 0,043 * p=0,018 * p=0,131

Kontrol - Memantin | p= 0,287 p=10,038 * p=10,001 *

Tablo 10. CA1, CA2 ve CA3 bolgelerine ait tiim Ki-Kare testi ile yapilmis
gruplara ait ikili karsilastirmalarin p degerleri sunulmustur. Istatistiksel olarak

anlamli olan degerler ( * ) ile gosterilmistir.
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4.4.d HIPOKAMPUS ALANLARINA AIT NITRIK OKSIT SENTAZ
IMMUNOREAKTIVITESI KESITLERINE ORNEKLER

Nitric Oxide Synthase — Universal (u-NOS) immiin boyasi ile boyanmis
beyin preparatinda hipokampus CAl, CA2 ve CA3 bolgeleri Sekil 10°da
gosterilmektedir. u-NOS immiin boyasi kullanilarak hazirlanmig olan ve her denek
icin 400 biiylitme altinda CA1, CA2 ve CA3 alanlar1 i¢in degerlendirilen kesitlere
ornekler Sekil 11, Sekil 12 ve Sekil 13°de ayr1 ayr1 gosterilmistir.

Sekil 10. Nitric Oxide Synthase — Universal (u-NOS) immiin boyasi ile

boyanmis beyin preparatinda hipokampus CAl, CA2 ve CA3 bolgeleri

gorlilmektedir.
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Sekil 11. Nitric Oxide Synthase — Universal immiin boyas: kullanilarak
hazirlanmig olan ve 400 biiyiitme altinda degerlendirilen CA1 alanina ait kesit.

a: immiinreaktivite gosteren ndron. b: immiin boyanma gdstermeyen ndron.

Sekil 12. Nitric Oxide Synthase — Universal immiin boyas: kullanilarak
hazirlanmig olan ve 400 biiyiitme altinda degerlendirilen CA2 alanina ait kesit.

a: immiinreaktivite gosteren ndron. b: immiin boyanma gostermeyen ndron.
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Sekil 13. Nitric Oxide Synthase — Universal immiin boyas: kullanilarak
hazirlanmig olan ve 400 biiyiitme altinda degerlendirilen CA3 alanina ait kesit.

a: immiinreaktivite gosteren ndron. b: immiin boyanma gdstermeyen ndron.
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5. TARTISMA

Son yillarda gelisen teknoloji ve kaydedilen bilimsel gelismelerin
hidrosefalinin patofizyolojisine katti1 yenilikler s6z konusu olsa da, giiniimiizde
hidrosefali patofizyolojisi halen en ¢ok arastirilan konularin baginda gelmektedir.

Beyin dokusunda hidrosefali nedenli olusan hasarin tip ve derecesi
ventrikiil genislemesinin olugma hizina, biiylikliigline ve hidrosefalinin hangi yas
doneminde gelistigine bagl olarak degismekte ise de genellikle kabul goren kani,
BOS akiminin engellenmesi ile kafa i¢i basincin hizla artmasa bile beyin
kompliyansinin ve serebral kan akimimin azalmasina neden oldugu yoniindedir.
Hidrosefalik siirecte, ventrikiil genislemesinin devam etmesi ile epandim yirtilmakta
ve mikrovaskiiler yapilarda iskemik ve mekanik etkiler sonucunda aksonal ve ikincil
miyelin hasarlar1 olusmaktadir. Ozellikle periventrikiiler ekstraselliiler alanin
kompresyonu, lenfatik kanallar1 bulunmayan noral parenkimden ventrikiile olan akim
yolunun kesilmesine ve bu alanda genislemeye neden olmaktadir (18). Deneysel
caligmalar ve insan beyinlerinde yapilan patolojik incelemelerden, olusan hasarin
kronik iskemi sonucunda gelisen myelin hasarina baghh oldugu dikkatleri
cekmektedir. Ayrica noéronlarin dendritlerinde sayica azalma oldugu da tespit
edilmigtir (19). Hidrosefali olusturulan deneklerde ak maddede lokal glukoz
utilizasyonunun normale goére artti§i ancak bunun anaerobik yolla olustugu
gosterilmistir. Ayrica serebral laktat konsantrasyonunun arttigi, ak maddede glukoz,
ATP ve fosfokreatinin azaldig1 ve periventrikiiler ak maddede ortalama serebral kan
akimmin anlaml Olgiide distiigli bulunmustur (3,20). Bu nedenle bu metabolik
degisikliklerin periventrikiiler ak maddede hipoksik-iskemik bir siirecin sonucunda
olustugu ve zamanla lokal bir ak madde enfarktina neden olacagi kabul edilmektedir
(20, 24, 25). Neonatal hidrosefali gelistirilmis olan deneklerin magnetik rezonans
spektroskopi ile saptanan enerji indekslerinin kontrol grubundan anlamli sekilde
farkli bulundugu bir calismada, fosfokreatinin / inorganik fosfat orami azalmis,
inorganik fosfat / ATP orani ise artmis olarak saptanmistir. Bu calismada ventrikiiler

sisteme sant takilan deneklerde bu oranlarin normale dondiigii gosterilmistir (26).
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Sinir sistemi ¢esitli mekanik hasarlara maruz kaldiginda (kafa travmasi
veya spinal kord yaralanmasi gibi), iskemi durumlarinda hasarli hiicrelerden asiri
miktarda glutamat salgilanir. Glutamat ¢ok giiclii bir eksitatdrdiir. Bununla beraber,
glutamatin ¢ok fazla miktarda veya normalden fazla siire ortamda bulunmasi
hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir. Eksitotoksisite, gilinlimiizde santral sinir
sisteminde travmatik ve iskemik hasarlanmanin patogenezinin G&nemli bir
komponenti olarak gosterilmektedir. Bununla beraber, ¢ok sayida kronik nérolojik
hastalikta eksitotoksisitenin rol aldigina dair giderek artan kanitlar vardir ve
“antieksitotoksik tedavi” bu durumlarin bazilarinda kabul gérmeye baslamistir (33).

Hidrosefali gelisiminde akut donemde ortaya ¢ikan; epandimal hasar, ak
madde 6demi, kapiller kompresyon, ak madde hipopksi ve iskemisi, aksonal sisme
ve noronal piknozis ile karakterize olan primer yaralanmanin da aynen iskemi ve
travmatik siirecler gibi, eksitator aminoasit toksisitesinin olugturdugu kisir dongiiyii
cevirmeye baslattigi diisiiniilmektedir (3). Hidrosefalik progeste olustugu bilinen
periventrikiiler ak maddedeki ekstraselliiler atik madde birikiminin, mikrovaskiiler
kompresyonun yarattig1 iskeminin (lokal serebral kan akimi azalmasinin), anaerobik
glukoliz ve laktik asidoz olusumunun ve nérotransmitter degisimlerinin hiicresel
diizeydeki anormal biyokimyasal progesleri tetiklemekte ve hidrosefalinin gelisme
stiresi ve siddeti ile ilgili olmakla beraber periventrikiiler yapilar ve epandimde
olusan serbest oksijen radikali-lipid peroksidasyonu ve eksitatdr aminoasit
reaksiyonlart ikincil bir hasar progesini de beraberlerinde getirmektedir (3).
Hidrosefalik siirecin erken doneminde noéronal immiinohistokimyasal reaksiyon
olarak gézlemlenmis olan kortikal ve hipokampal nitrik oksit sentaz boyanmasindaki
artisin toksik ndronal yaniti ifade ettigi ileri siiriilmektedir. Nitrik oksit sentaz
aktivasyonundaki bu artisin ekstraselliiler glutamat diizeylerindeki artiga bagh
oldugu distintilmektedir (39). Nitekim hidrosefali indiiksiyonundan hemen sonra
ekstraselliiler glutamat tasiyicilarinda anlamli bir artis oldugu gosterilmistir (40).

Hidrosefalik siire¢ ilerledik¢e, ortaya ¢ikan degisikliklerin daha c¢ok
iskemiye duyarli alanlarda oldugu c¢ok sayidaki calismada gosterilmistir. Ozellikle
hipokampusun hipoksi ve iskemiye duyarlt néronlari bu hasarlanma i¢in 6nemli
hedefler teskil etmektedir. Ozellikle hipokampal CA1 alt iinitesindeki piramidal

katmanin hidrosefalik siirece bagl iskemik ve eksitotoksik hasardan etkilendigine
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dair veriler yayimlanmistir (41). Hidrosefalik siirecin belirginlesmesi ile birlikte
hipokampusta 6zellikle CA1 alt iinitesinde gegici global iskemi sonrasi goriilen
“gecikmis noronal 6liim” fenomenini animsatir tarzda néronal kayiplarin s6z konusu
oldugu bildirilmistir (41, 43). Ancak yine de giiniimiizde ¢ok az sayida calisma,
immatiir beyinde hidrosefalik siirecin hipokampus iizerindeki olumsuz etkilerine
deginmektedir (44, 48). Deneysel hidrosefali modellerinde serebral kan akimi ile
ayni zaman diliminde hipokampustaki ndronal hiicre degisimleri arastirilmig ve
hidrosefalinin erken donemindeki serebral kan akimindaki azalma ile korele olarak
hipokampal ndronlarda ndronal nitrik oksit sentaz aktivitesinde anlaml artis oldugu
rapor edilmistir.

Gilinlimiizde hidrosefalik siirecin beyin dokusunda yaratmis oldugu
hasarlanmanin 6niine geg¢ilmesi konusunda cerrahi sagaltim disinda herhangi ek bir
farmakolojik tedavi heniiz kabul gérmemistir. Hidrosefalik siirecte néronal kaybin
sebebi primer mekanik hasarlanmanin yanisira, ortaya ¢ikan ikincil hasarlanma ve
iskemi oldugu da goz oniine alindiginda. hidrosefali tedavisinde, cerrahinin yanisra
noronal kaybi engellemek {izere kullanilabilecek noroprotektanin hastalik siirecinin
erken doneminde kullanilmaya baslanmasi akla yatkin goziikmektedir.

Bu caligmada, ozellikle eksitotoksik hasralanma mekanizmasini glutamat
NMDA reseptor blokaji yaparak engelleyebilen “memantin” in, hidrosefalik siiregte
bu tip hasarlanmaya duyarli oldugu gdsterilmis hipokampus hiicreleri iizerindeki
olas1 koruyucu etkisi arastirilmistir.

Calismada deneysel olarak obstriiktif hidrosefali olusturulmus immatiir
sican  beyinlerinde, hidrosefali indiiksiyonundan 2 hafta sonra yapilan
degerlendirmelerde hidrosefalik beyinlerin hipokampus CA1l, CA2 ve CA3
bolgelerinde, hidrosefalik olmayan kontrol deneklere gore saglikli néron sayisinda
istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goriilmiistiir. Hidosefali olusturulmus ve
herhangi bir tedavi verilmemis olan deneklerin hipokampus CAl bdlgesindeki
ortalama korunmus hiicre sayis1 (400 biiyiitmedeki alan i¢in) 79,13 + 3,65 iken bu
deger, kontrol grubunda 105,75 £ 4,92 olarak hesaplanmistir. Bu degerler arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Hidrosefali indiiksiyonu sonrasi ertesi
giin sistemik olarak 20mg/kg/giin memantin uygulanmis olan deneklerde ise bu say1,

88,43 + 4,48 olarak bulunmustur. Bu sayi, kontrol grubu denekleri ile
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kiyaslandiginda yine anlamli oranda azalma ifade etmekle birlikte, tedavi verilmemis
hidrosefalik deneklerin ortalama sayisi ile kiyaslandiginda ise CA1l bolgesinde
memantin verilmesi ile ndronal hiicrelerin anlamli derecede korundugu dikkat
cekmektedir (p=0,001).

Hidrosefalik siirecin erken doneminde ndronal immiinohistokimyasal
reaksiyon olarak gdézlemlenmis olan hipokampal nitrik oksit sentaz boyanmasindaki
artigin toksik ndronal yanit1 ifade ettigi ileri siirilmektedir (39). Nitrik oksit sentaz
aktivasyonundaki bu artisin ekstraselliiler glutamat diizeylerindeki artiga bagh
oldugu ileri siiriilmiistiir (39). Hidrosefali indiisiyonundan iki hafta sonra,
hipokampal noronlarda noronal nitrik oksit sentaz aktivitesinde anlamli artig
saptayan ve bu artisin hidrosefalinin erken donemindeki serebral kan akimindaki
azalma ile korele oldugunu gosteren bir ¢calisma da mevcuttur (44). Bu ¢alismada,
CAl Dbolgesinde yapilmis olan nitrik oksit sentaz immiinoreaktivite
degerlendirmesinde, hidrosefali olusturulmus olan deneklerde, kontrol grubu
deneklerine gore istatistiksel olarak anlamli nitrik oksit sentaz aktivitesi artis
goriilmistiir (p=0,007). Memantin uygulanmis hidrosefalik deneklerin gostermis
oldugu immiinoreaktivite diizeylerinin ise kontrol grubu deneklerine yakin
diizeylerde oldugu (p=0,287) dikkat ¢ekmistir. Memantin verilen deneklerin nitrik
oksit sentaz immiinoreaktivite degerleri, memantin verilmemis deneklere gore daha
diisiik bulunmustur. Degerler istatistiksel olarak kiyaslandiginda aralarinda anlamli
diizeyde fark oldugu goriilmiistiir (p=0,043).

Hidrosefalik siiregte CA1 hipokampus bdlgesinden yapilmis olan bu
degerlendirmeler ile, hidrosefalik siirecin erken devresinde verilmeye baslanan
sistemik memantinin, CA1 boélgesinde ndronal toksisiteyi gdsteren ndronal nitrik
oksit sentaz aktivitesini ve hiicre kaybini anlamli derecede engelledigi goriilmektedir.
Bu sonug, hidrosefalik siire¢ igerisinde hipokampusun bu bolgesinde glutamat
NMDA reseptoriine bagli eksitotoksik hasarlanma mekanizmasinin varligini
dogrular yondedir.

Hidosefali olusturulmus olan deneklerin hipokampus CA2 bdlgesindeki
ortalama korunmus hiicre sayis1 71,89 = 15,09 olarak bulunmus, bu deger, kontrol
grubunda ise 100,38 + 6,02 olarak hesaplanmistir. Bu degerler arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,01). Bu sonug, hidrosefalik siirecte
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hipokampus CA2 bolgesinde de ndronal kaybin anlamli diizeyde olduguna isaret
etmektedir. Hidrosefali indiiksiyonu sonrasi sistemik olarak memantin uygulanmis
olan deneklerde ise bu say1, 84,70 £ 6,71 olarak bulunmustur. Bu say1, kontrol grubu
denekleri ile kiyaslandiginda yine anlamli oranda (p=0,009) azalma ifade etmekle
birlikte, tedavi verilmemis hidrosefalik deneklerin ortalama sayisi ile kiyaslandiginda
ise CA2 bolgesinde memantin verilmesi ile ndronal hiicrelerin anlamli derecede
korundugu dikkat cekmektedir (p=0,029).

CA2 bolgesinde yapilmis olan nitrik oksit sentaz immiinoreaktivite
degerlendirmesinde, hidrosefali olusturulmus olan deneklerde, kontrol grubu
deneklerine gore istatistiksel olarak anlamli nitrik oksit sentaz aktivitesi artist
gorlilmiistiir (p=0,001). Memantin uygulanmis hidrosefalik deneklerin gostermis
oldugu immiinoreaktivite diizeyleri kontrol grubu deneklerine gore anlamli diizeyde
artmig olmasina ragmen (p=0,038), memantin verilen deneklerin nitrik oksit sentaz
imminoreaktivite degerlerinin, memantin verilmemis deneklere gore daha diisiik
bulunmus olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu degerler istatistiksel olarak kiyaslandiginda
aralarinda anlamli diizeyde fark oldugu goriilmiistiir (p=0,018). Hidrosefalik siirecte
hipokampus CA2 bolgesindeki bu degerlendirmeler ile, hidrosefalik siirecte verilen
sistemik memantinin, CA2 bolgesinde de ndronal nitrik oksit sentaz aktivitesini ve
ndron kaybin1 anlamli derecede engelleyebildigi sdylenebilir. Bu sonuglar,
hidrosefalik stirecte hipokampus CA2 bolgesinde de glutamaterjik NMDA
reseptoriine  bagli  eksitotoksik hasarlanma mekanizmasinin  var  oldugunu
gostermektedir.

Hidosefali olusturulmus olan deneklerin hipokampus CA3 bdlgesi ortalama
korunmus néron sayist 69,61 + 9,46 olarak hesaplanmistir. Bu deger, kontrol grubu
CA3 bolgesinde 94,50 + 3,85 olarak bulunmustur. Bu degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,01). Bu fark, hidrosefalik siirecte
hipokampus CA3 bolgesinde de noronal kaybin anlamli diizeylerde oldugunu
gostermektedir. Hidrosefali indiiksiyonu sonrast memantin uygulanmis olan
deneklerde ise CA3 bolgesinde ortalama korunmus ndron sayist 73,10 = 10,54
olarak bulunmustur. Bu say1, kontrol grubu denekleri ile kiyaslandiginda anlamli
oranda (p=0,001) azalma ifade etmektedir. Bu deger, tedavi verilmemis hidrosefalik

deneklerin ortalama sayist ile kiyaslandiginda aralarinda iststistiksel olarak anlamli
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bir fark saptanmamistir (p= 0,663). Bu sonu¢, memantin verilmesine ragmen
hidrosefalik siirecte hipokampus CA3 bolgesinde ndronal hiicrelerin sayisinda
anlamli derecede azalmanin devam etmis olduguna dikkat cekmektedir.

Benzer sonuglar, CA3 bdlgesinde yapilmis olan nitrik oksit sentaz
immiinoreaktivite degerlendirmesinde de goriilmektedir. Hidrosefali olusturulmus
olan deneklerde, kontrol grubu deneklerine gore istatistiksel olarak anlamli nitrik
oksit sentaz aktivitesi artist goriilmiistir (p=0,002). Memantin uygulanmis
hidrosefalik deneklerin gostermis oldugu immiinoreaktivite diizeyleri de kontrol
grubu deneklerine gore anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,001). Memantin
verilen deneklerin nitrik oksit sentaz immiinoreaktivite degerlerinin, memantin
verilmemis deneklerle kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
fark olmadigr goriilmistir (p=0,131). Hidrosefalik siiregte hipokampal CA3
bolgesindeki bu degerlendirmeler sonucunda, hidrosefalik proseste uygulanan
sistemik memantinin, CA3 bolgesindeki ndronal nitrik oksit sentaz aktivitesini ve
noron kaybini anlamli derecede etkilemedigi goriilmektedir.

Bu c¢alismanin sonuglar1 gdstermektedir ki, hidrosefalik siirecin
baslangicinda uygulanan “antieksitotoksik aktiviteye sahip” memantin, biiyilik
olasilikla iyi bilinen “NMDA reseptor blokaji mekanizmasi” yolu ile hidrosefalinin
ilerlemesiyle ortaya ¢ikan hipokampus gibi iskemiye duyarli alanlardaki gecikmis
hiicresel oliim ve hasarlanma iizerinde koruyucu etki gosterebilmektedir. Ancak bu
caligmada, deneklerde es zamanli olarak serebral kan akimi dl¢timleri yapilmadig: i¢in,
memantinin bu etkisinin, serebral kan akimi iizerindeki olast bir etki ile
gerceklestirip gerceklestirmedigi konusunda yorum yapmak olanakli degildir. Bu
etkinin daha ayrintili sekilde ortaya konabilmesi i¢in, yapilacak daha ayrintili
caligmalara gereksinim vardir. Ancak, elde olunan bu veriler 1s18inda, deneysel
infantil hidrosefali modelinde hipokampus CAl, CA2 ve CA3 bolgelerinde iki
haftalik siire sonucunda anlamli noronal kayip oldugu ve bu kayiplara noronal
toksisiteyi goOsteren noronal nitrik oksit sentaz aktivitesi artisinin eslik ettigini
sOylemek miimkiindiir. Hidrosefalik siirecin baglamasi ile birlikte erken donemde
sistemik olarak 20 mg/kg/giin dozunda verilen memantinin, 6zellikle hipokampus
CAl ve CA2 alanlarindaki ndronal toksisiteyi ve noron yikimina karst anlamli bir

koruyucu etkisi oldugu sdylenebilir. Memantinin bu etkiyi, hipokampal néronlardaki
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ndronal nitrik oksit sentaz aktivitesindeki artis1 engelleyerek gosteriyor olmasi séz
konusu olabilir. Ciinkii; daha dnceden yapilmis olan ¢alismalarda nitrik oksit sentaz
aktivasyonundaki artisin ekstraselliiler glutamat diizeylerindeki artisa bagli oldugu
gosterilmistir (39). Bu da memantinin hipokampal noronlar {izerindeki koruyucu
etkisinin sahip oldugu glutamat-NMDA reseptdr antagonizmasi mekanizmasi ile
gerceklestirme olasiligin1 kuvvetle diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, hidrosefalik siire¢ ilerledikge, ortaya ¢ikan degisikliklerin
daha ¢ok iskemiye duyarli alanlarda oldugu ve 6zellikle hipokampusun hipoksi ve
iskemiye duyarli noronlarinin bu hasarlanma i¢in 6nemli hedefler teskil ettigi
bilinmektedir. Ozellikle immatiir beyinde hidrosefalik siirecin tetikledigi ndronal
kayiplarin engellenmesine yonelik ek tedavi modalitelerine gereksinim vardir. Bu
tedavi modaliteleri de ancak, hidrosefalik siirecin olusturdugu hasarlanma
mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi sonucu gelistirilebilecektir. Mevcut calisma,
bu amagla yapilmis olup, ozellikle hidrosefalik siiregte hipokampal bolgelerin
eksitotoksik  hasarlanma mekanizmasi {izerine dikkat ¢ekmektedir. Bu
mekanizmalarin ve olast tedavi modalitelerinin daha ayrintili gosterilebilecegi
gelecek caligmalara ihtiya¢ vardir. Glinlimiizde ayrintili sekilde aragtirilan hidrosefali
patogenezindeki ikincil hasarlanma mekanizmasi ve bu mekanizmanin farmakolojik

acidan engellenebilirligi, gelecekte belki de yeni tedavi umutlar1 acabilecektir.

45



6. SONUC

Calismada deneysel olarak obstriiktif hidrosefali olusturulmus immatiir
sican  beyinlerinde, hidrosefali indiiksiyonundan 2 hafta sonra yapilan
degerlendirmelerde hidrosefalik beyinlerin hipokampus CA1l, CA2 ve CA3
bolgelerinde, hidrosefalik olmayan kontrol deneklere gore saglikli néron sayisinda
istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goriilmiistiir. Bu azalmaya, her ii¢ bolgede
de anlamli nitrik oksit sentaz aktivitesi artisi eslik etmistir.

Hidrosefalik siirecin erken devresinde 20 mg/kg/ giin dozunda verilmeye
baslanan sistemik memantinin, 2 haftalik siire sonunda CA1 ve CA2 bolgelerinde
noronal toksisiteyi gosteren noronal nitrik oksit sentaz aktivitesini ve hiicre kaybini
anlamli derecede engelledigi goriilmiistiir. Ancak memantin uygulamasinin,
hipokampus CA3 bdlgesindeki noronal nitrik oksit sentaz aktivitesini ve ndron
kaybini anlamli derecede etkilemedigi saptanmigtir.

Calismanin bulgulari, deneysel hidrosefali siirecinde hipokampusta,
ozellikle CA1 ve CA2 boélgelerinde glutamat NMDA reseptoriine bagli eksitotoksik
ndronal hasarlanma mekanizmasinin varligini savunan goriisleri destekler yondedir.

Bu ¢aligmada deneysel olarak etkinligi gdsterilen memantinin, hidrosefalik
stirece bagli noronal hasarlanmay1 engellemek amaci ile kullanilabilirligi, ileride
yapilacak daha ayrintili deneysel ve klinik c¢aligmalarin sonucunda ortaya

konulabilecektir.
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7. OZET

INFANT SICANDA KAOLIN ILE OLUSTURULAN HIDROSEFALI
MODELINDE SISTEMIK UYGULANAN MEMANTININ HIPOKAMPUS CAl,
CA2 VE CA3 BOLGELERI UZERINDEKI NOROPROTEKTIF ETKISI :
HISTOPATOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

AMAGC: Deneysel infantil hidrosefalinin erken déneminde verilen sistemik
memantinin hipokampus CAl, CA2, CA3 bolgelerindeki nodron koruyucu
etkinliginin histopatolojik ve immiinohistokimyasal agidan arastiriimasi

YONTEM-GERECLER: Calismada 3 haftalik Sprague-Dawley tiirii siganlar
kullanilmistir. Deneklerde sisterna magnaya kaolin enjeksiyonu ile hidrosefali
modeli olusturulmustur. Denekler, kontrol grubu (K, n==8), hidrosefali grubu (H,
n=9), memantin uygulanan hidrosefali grubu (M, n=10) seklinde siniflandirilmistir.
M grubuna hidrosefali indiiksiyonu sonrasi 2 hafta siire ile 20 mg/kg/glin memantin
intraperitoneal yoldan verilmistir. Bu siirenin sonunda denekler, manyetik rezonans
goriintiileme incelemesi sonrasinda giyotin yontemi ile  sakrifiye edilerek
serebrumlar ¢ikartilmistir. Hipokampus CA1l, CA2 ve CA3 bolgelerindeki néronlar
sayilmis ve bu bolgelerdeki ndronlarda néronal nitrik oksit sentaz enzimine yonelik
immiinohistokimyasal inceleme yapilmistir.

BULGULAR: Calismada hidrosefali olusturulmus si¢an beyinlerinin,
hipokampus CA1, CA2 ve CA3 bolgelerinde, hidrosefalik olmayan kontrol deneklere
gore saglikli ndron sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goriilmiistiir.
Bu azalmaya, her ii¢ bolgede de anlamli nitrik oksit sentaz aktivitesi artis1 eslik
etmigtir. Hidrosefalik siirecin erken devresinde verilmeye baslanan sistemik
memantinin, 2 haftalik siirenin sonunda CA1 ve CA2 bolgelerinde ndronal toksisiteyi
gosteren noronal nitrik oksit sentaz aktivitesini ve hiicre kaybini1 anlamli derecede
engelledigi goriilmiistiir. Ancak benzer anlaml etkiye, hipokampus CA3 bolgesinde
rastlanmamustir.

TARTISMA: Hidrosefalik siirecin baslamasi ile birlikte erken donemde

sistemik olarak uygulanan memantinin, O6zellikle hipokampus CAl ve CA2
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alanlarindaki ndronal toksisiteyi ve néron yikimina karsi anlamli bir koruyucu etkisi
oldugu soOylenebilir. Caligmanin bulgulari, deneysel hidrosefali siirecinde
hipokampusta eksitotoksik noronal hasarlanma mekanizmasinin varligina isaret eden
goriisleri destekler yondedir.

ANAHTAR KELIMELER: Eksitotoksisite, hidrosefali, hipokampus,

memantin, sigan
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8. ABSTRACT

NEUROPROTECTIVE EFFECT OF SYSTEMIC MEMANTINE
ADMINISTRATION ON CA1, CA2 AND CA3 REGIONS OF THE
HIPPOCAMPUS IN KAOLIN INDUCED EXPERIMENTAL INFANTILE RAT
HYDROCEPHALUS: HISTOPATHOLOGICAL AND
IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS

PURPOSE: To investigate the neuroprotective effect of systemic
memantine administration on CA1l, CA2 and CA3 hippocampal regions in kaolin

induced experimental infantile rat hydrocephalus.

MATERIALS AND METHOD: Experimental hydrocephalus was induced
by injecting kaolin into the cisterna magna of 3-weeks old Sprague-Dawley rat pups.
Animals were grouped as follows: control group (K, n=8), hydrocephalus induced
group (H, n=9), memantine-treated hydrocephalic animals (M, n=10). M group
received a single daily dose of 20mg/kg memantine i.p. following the hydrocephalus
induction for a period of two weeks. At the end of the two weeks period, animals
were radiologically evaluated by magnetic resonance imaging and then sacrificed to
get their cerebrums removed. Viable neurons were counted and neuronal nitric oxide

synthase activity was assesed in the CA1, CA2 and CA3 regions of the hippocampus.

RESULTS: Statistically significant reduce in the number of viable neurons
and significantly higher nitric oxide synthase immunoreactivity were observed in H
group animals as compared to control group. Memantine, when given in the early
phase of the hydrocephalic process for a period of two weeks, seemed to
significantly reduce both the neuronal death and nitric oxide synthase
immunoreactivity in CA1 and CA2 regions of the hippocampus. However, it seemed

to have no significant effect on the CA3 region.

DISCUSSION: Memantine, when administered in the early phase of the

hydrocephalic process, seems to have a protective effect on neuronal toxicty and

49



neuronal loss especially in CA1 and CA2 regions of the hippocampus. The data of
this study, seems to support the reports which point out the existence of exitotoxic

neuronal injury mechanisms in experimentally induced hydrocephalic process.

KEY WORDS: Excitotoxicity, hippocampus, hydrocephalus, memantine,

rat
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