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KISALTMALAR

ACPD
Akt
AMPA
APAF 1
Bax
BCL-2
BDNF
BFGF
Caspase
CA-1
CA-2
CA-3
CFV
dab
DNA
EAA
EPO
EPOr
fT;
fTs
GLUT3
GLUT4
HIE
Hifl-a
H&E
IGF
IGFBP
IL-3
IL-6
IL-8
JAK-2
kDa

: 1- aminosiklopentan -15,3 R- dikarboksilik asit
: Akt - serin-threonin kinaz

: Alfa- amino-3- hidroksi- 5- metil-4 izoksazol propiyonik asit
: Apopitotik proteaz — aktive edici faktor-1

: BCL2-iliskili X proteini

: B hiicre iligkili losemi 2:gen ailesi — apopitoz regiilatorii
: Beyin kaynakl sinir bityiime faktorii

: Bazik fibroblast biiyiime faktorii

: Apopitoz iligkili sistein proteaz

: Cornu amonis-1

: Cornu amonis-2

: Cornu amonis-3

: Cresyl fast violet

: disabled protein

: Deoksiriboniikleik Asit

: Eksitator Amino Asit

: Eritropoetin

: Eritropoietin reseptorii

: Serbest Triiyodotironin

: Serbest tiroksin

: Glukoz tasiyic1 -3

: Glukoz tasiyic1 — 4

: Hipoksik iskemik Ensefalopati

: Hipoksi etkilesimli faktor-a

: Hematoksilen — eozin

: Insiilin benzeri biiyiime faktorii

: Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici proteini
: Interlokin-3

: Interlokin-6

: Interlokin-8

: Janus Kinase -2

: KiloDalton
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NF-xp
NGF
NMDA
NO
NOS
PI3-K
PAF
PK
PTU
reelin
RNA
SSS
Ts

Ty
TSH
XlIap

: Niikleer Faktor kappa - beta
: Norotrofik Biiyiime Faktorii
: N-Metil-D-Aspartat

: Nitrik Oksit

: Nitrik Oksit sentetaz

: Fosfatidil inozitol-3 kinaz

: Trombosit aktive edici faktor
: Paryetal Korteks

: Propiltiyourasil

: reler (¢cikrik) protein

: Riboniikleik asit

: Santral Sinir Sistemi

: Triiyodotironin

: Tiroksin

: Tiroid Stimiilan Hormon

: x-gecisli apopitoz inhibitor proteini
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1. GIRIS VE AMAC

Hipoksik iskemik ensefalopati; santral sinir sistemi hiicrelerinde kalic1 hasar
birakarak yenidogan doneminde 6liim, sonraki donemde ise serebral felg veya zeka
geriliginin 6nemli nedenlerinden biri olagelmistir (1). Zamaninda dogan bebeklerde
perinatal asfiksi insidansi 2—4/1000 iken, zamanindan 6nce dogan ve diisiik dogum
agirlikli bebeklerde %60’a kadar ¢ikmaktadir (1,2) .

Hipoksi ve ardindan gelen iskemi sonras1 gelisen hiicre i¢i enerji yetmezligi,
oksidatif fosforilasyon yolundan sapma sonucu olusan hiicre i¢i asidoz, iskeminin
ardindan yeniden kanlanmaya bagli olusan serbest radikallerle hiicre zarinin lipid
boliimiinlin peroksidasyonu ve hiicre i¢i kalsiyum birikimi beyin hasarinda rol
oynayan patolojik siireglerdir ve hasarin oksijenlenme sonrasinda da devam ettigini
gostermektedir.

Yeniden kanlanma doneminde, noronal hiicre hasarina IL-6 ve IL-8 gibi
artan proinflamatuar sitokinler, oksijen radikalleri, NO, eksitator ve inhibitor
ndrotransmitter sistemler arasindaki dengesizlik katkida bulunur (3—6). Bu olaylarin
net etkisi ise genellikle apopitoz stimiilasyonu ve hiicre 6liimiidiir. Bu olaylar birkag
saat icinde gergeklestiginden, siirecin ilk basladigi donemde siireci geri cevirecek
veya Onleyecek girisimlerin potansiyel olarak tedavi edici etkinliginin olabilecegi
distintilmektedir (6,7).

HIE’de hiicre 6liimii apopitotik (programlanmis hiicre 6liimii) ve nekrotik olmak
tizere iki sekilde karsimiza cikar. Hipoksi ve ardindan gelen iskemik olaya ilk yanit
dakikalar igerisinde gelisen nekroz olmakla birlikte apopitoz saatler ve giinler
igerisinde olusur (8).

Apopitoza dogru giden patolojik siireci diizeltebilen cesitli maddelerin
deneysel modellerde olusturulan perinatal hipoksik iskemik hasarin siddetini kismen
azalttig1 gosterilmistir (7,9). Beyin kaynakli sinir bliylime faktorii, temel fibroblast
biliylime faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktorii ve sinir biiyiime faktoriiniin bu tiir
koruyucu etkileri hipoksik — iskemik beyin hasari modellerinde bildirilmistir (10—
13).

Immatiir beyinde hipoksi-iskemiye yanit olarak apopitoza yol agan kaspaz

sisteminin aktive olduguna dair ¢esitli kanitlar vardir. Hipoksi-iskemiye yanit olarak



kaspaz—3, -8 ve -9 artmaktadir (14—17). Kaspaz—3 aktivasyonu ile ndronal apopitoza
bagli hipoksik- iskemik beyin hasart genis spektrumlu bir apopitoz inhibitdrii ile
veya endojen kaspaz inhibitdrii XIap kullanilarak azaltilabilmektedir (15,18).

Fetal karaciger ve postnatal donemde bobrekte hipoksiye yanit olarak {iretilen
bir hormon olan Eritropoietin, fetal hayatin 5. haftasindan sonra SSS’ de ortaya
cikmaktadir (19). Hipoksi yasamis bebeklerin kord kani1 ve amniotik sivilarinda fetal
hipoksinin belirtecleri olarak intakt EPO’nun salgilandigi gosterilmistir. (20,21).
Hipoksik-iskemik beyin dokusunda gézlenen belirgin EPO ve EPOr {ist-diizenlemesi,
EPO’nun potansiyel endojen sinir hiicresi koruyucu ajanlardan biri oldugunu
diisiindiirmektedir (22).

HIE’li yenidogan siganlarla yapilmis c¢aligmalarda EPO’nun in vivo
kosullarda beyin hasarin1 6nledigi, sayilan etkisini hipoksi-iskeminin baslattigt DNA
parcalanmasin1 ve apopitozu Onleyerek sagladigr gosterilmistir (23,24). Yine
EPO’nun, primer sinir hiicresi kiiltlirlerinde NMDA reseptorii aracilikli glutamat
toksisitesini ve NO ile indiiklenen hiicre 6liimiinii 6nledigi gdsterilmistir (25).

T, tiroid bezinden salinan bir hormondur, etkileri arasinda termogenezin
saglanmasi, su ve iyon taginmasi, substrat dongiisiiniin hizlandirilmasi, aminoasit ve
lipid metabolizmasinin uyarilmasi sayilabilir. Tiroid hormonu katekolaminlerin
etkilerini de artirir, hipertiroidideki klinik bulgularin bir kismu bu 6zelligine
baglanabilir.

Yenidogan, bebeklik ve cocukluk doneminde tiroid hormonunun etkisi
biliylimenin ve degisik dokularin gelisiminin uyarilmasidir, tiroid hormonu &zellikle
beyin ve iskelet gelisimi iizerinde biiyiik rol oynar. Yenidogan déneminde tiroid bezi
bozuklugunun ve hipotiroidizmin etkileri klinikte ¢ok iyi bilinmektedir.
Yenidoganlarda tedavisiz birakilan hipotiroidi kalici ndrolojik ve entelektiiel
bozukluklara neden olmaktadir (26). Sayilan etkilerinin yaninda, tiroid hormonunun
in vitro hipoksi kosullarinda fakat hipoksiden bagimsiz olarak EPO yapimini artirdigi
bilinmektedir (27). Kronik hipoksiye maruz birakilan sicanlarda serbest Ty
diizeylerinin anlamli derecede distiigli gosterilmistir (28). Hormon diizeyleri
izerindeki etkisi iizerine yapilmis giincel bir vaka — kontrol ¢alismasinda, Perinatal

asfiksi yagamis yenidoganlarda T4, T ve fT4 diizeylerinin normal yenidoganlara gore



anlamli derecede diisiikk oldugu gosterilmistir. Daha da onemlisi, asfiksiye maruz
kalan bebeklerde serbest T4 diizeyi ile mortalite arasinda iliski gosterilmistir (29).

Tiroid hormonunun beyin dokusunun gelisimindeki ©nemi bilinmekle
birlikte, hipoksi kosullarinda tiroid hormon aksinin baskilanmasi daha giincel bir
bilgidir. Beyin gelisiminde tiroid hormonunun gelistirici etkisine ek olarak tiroid
hormonunun eksikliginde programli hiicre 6limii yolu ile de SSS gelisimini
etkiledigi disiiniilmektedir (30,31). Gebelik doneminde kronik hipoksiye maruz
birakilan sican yavrularinin SSS’nde sinir hiicresi tarafindan glukoz kullanimini
diizenleyen GluTs, GluTy ile birlikte tiroid hormon reseptdrii sentezinin de arttig
gosterilmistir, bu verinin, olusumunu devam ettirebilmek i¢in beyin tarafindan
iiretilen bir alternatif olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir (32).

Hem hipoksi siirecinde eksikligi gosterilen, hem de eksikliginde hipoksi
stirecindeki gibi ndronal apopitoza yol acan tiroid hormonu, heniiz deneysel de olsa
hipoksi iskemi modelinde kullanilmamustir.

Calismamizda amaglanan, tiroid hormonunun beyin dokusu olusumunda
kanitlanmig gelistirici etkisinin yaninda hipoksi sonras1 durumda EPO iligkili veya
EPO’ dan bagimsiz mekanizmalarla sinir dokusunun hipoksiden korunmasi ile bir
iligskisi olup olmadigini arastirmaktir. Boyle bir iliskinin varsa ortaya konulmasi,
tiroid hormonunun gorevleri, tiroid iligkili olmayan hastalik durumu ve hipoksi-

iskemi konularinda klinige daha kolay uyarlanabilen verileri saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Hipoksi; arteryal oksijen yogunlugunun normalden daha az olmasi ve iskemi
de hiicre ve organlara giden kan akiminin, hiicre veya organin normal islev
gérmesine yetmeyecek diizeyde azalmasi anlamma gelmektedir. HIE; SSS
hiicrelerinde kalic1 hasar birakarak yenidogan déoneminde 6liim, sonraki donemde ise

serebral felg veya zeka geriliginin 6nemli nedenlerinden biri olagelmistir (1).

2.1. EPIDEMiYOLOJi

Zamaninda dogan bebeklerde HIE insidans1 2—4/1000 iken, zamanindan dnce
dogan ve diisiik dogum agirlikli bebeklerde %60’a kadar ¢ikmaktadir (1,2).

Yenidogan doneminde HIE olusmus bebeklerin %20-%50’si yasamin ilk
ayinda Olmekte, kalanlarin %25-60’1 serebral felg, nobetler, zekada gerilik ve
ogrenme giicligii gibi kalict noro-gelisimsel engellerle karsilagmaktadir (33,34).
Diinyada her y1l 5 milyon bebek; Tiirkiye’de ise 35 bin bebek ilk bir ay i¢inde
Olmektedir (35-37). Bu 35 bin bebegin % 44,3’ de ilk giinde dlmektedir (37).
Gelismekte olan lilkelerde yeni dogan donemindeki dliimlerin % 33’#i; Tiirkiye’de

ise % 11°i HIE’ye baglidir (35-37).

2.2. ETIiYOLOJi

HIE, gebelik sirasinda, dogum eylemi sirasinda, ve dogum sonrasinda
yasanan komplikasyonlar sonucunda gelisebilmektedir. Hasarda en ¢ok rol oynayan
stirecler ise %90 oraninda gebelik sirasinda ve dogum eylemi sirasinda yasanan
komplikasyonlardir. Dogum sonras1 komplikasyonlar yenidoganin hipoksik iskemik
beyin hasarinda % 10 oraninda rol oynamaktadir. Yenidoganda hipoksik iskemik

beyin hasarina yol agan etmenler asagida 6zetlenmistir (9):



1. Prepartum- antepartum dénemde:
e Maternal nedenlere bagl
o Toksemi (eklampsi)
o Diabetes mellitus
o llag yan etkisi
o Kardiyovaskiiler hastaliklar
o Infeksiyon hastaliklari
o Izoimmiinizasyon
o Bag dokusu hastaliklar1
e Obstetrik komplikasyonlara bagl

o Abruptio plasenta
o Umblikal korda bas1
o Plasenta previa
o Polihidroamnios
o Fetal membranlarin erken yirtilmasi
o Cogul gebelik

2. Intrapartum dénemde:
o Anormal prezentasyon
o Hizli dogum
o Uzamis dogum
o Miidahaleli zor dogum
o Intrauterin biiyiime geriligi
o Uzamis gebelik

3. Neonatal donemde:
o Prematiirite
o Respiratuar distres
o Kardiyopulmoner anomaliler
o Enfeksiyon hastaliklar
o Hemolitik hastaliklar

o Septik sok



2.3. HISTO-PATOLOJIK BULGULAR

HIE zamaninda dogan yenidoganlarda &zellikle serebral korteks, hipokampus,
bazal gangliyonlar, talamus ve serebellar hemisfer gibi gri cevher bdolgelerinde
goriiliir. Zamanindan 6nce doganlarda ise lezyonlar agirlikli olarak serebral hemisfer

gibi beyaz cevher yapilarinda goriilmektedir (9).

HIE’de dért ana patoloji goriilmektedir :
I. Secici noronal nekroz

II. Parasagital serebral zedelenme

III. Periventrikiiler I[okomalazi

IV. Fokal / multifokal iskemik beyin nekrozu

Sec¢ici noronal nekrozun zamanindan Once dogan ve zamaninda dogan

bebeklerde tuttugu bolgeler Cizelge I’de verilmistir.



Cizelge 1. Zamanindan once dogan ve zamaninda dogan bebeklerde segici sinir

hiicresi hasarimin gerceklestigi bolgeler.

Bolge Zamanindan 6nce Zamaninda dogan
dogan
Neokorteks +
Hipokampus
Sommer's bolgesi +
Subikulum +
Derin ¢ekirdekler
N. caudatus - putamen +
Globus pallidus +
Talamus + +
Beyin sap1
Kafa ¢iftleri ¢ekirdekleri + +
Pons +
N. olivarius inferior +
Beyincik
Purkinje hiicreleri +
I¢ graniiler hiicreler +
Omurilik
On boynuz hiicreleri +
Yaygin tutulum +




2.4. PATOGENEZ
2.4.1. iISKEMIi VE ETKILERIi

HIE sirasinda erken ve gec olmak iizere iki ayr1 grupta incelenebilen dnemli

serebral dolasim mekanizmalar1 devreye girmektedir (38).

Erken degisiklikler:

e Kan akiminin yeniden diizenlenmesi

e Beyin kanlanmasinda artig

e Beyin damarlarinda otoregiilasyon kaybi
Geg degisiklikler:

e Hipotansiyon ve beyin kanlanmasinda azalma

1. Fetal kanlanmanin yeniden diizenlenmesi: Hipoksik-iskemik olay sonrasi kalp,
beyin ve adrenaller disinda kalan organlarin kanlanmasi azalarak yasamsal organlarin
iki kat daha fazla kanlanmasi saglanir. Bu, deniz memelilerinde dalma sonrasi 10-30
dakika solunum igleminin ger¢eklesmemesi nedeniyle hipoksiden korunmak amaci
ile benzer sekilde kan dagilimini yonlendiren “dalma refleksine” benzemektedir (38).

2. Beyin kanlanmasinda artig: Hipoksi ve/veya hiperkarbi ve olasilikla artmig
perivaskiiler hidrojen iyon yogunluguna bagli olarak beyin damarlarinda
vazodilatasyon sonucu goriiliir, K+, adenozin ve prostoglandinler de bu etkiye eslik
eder. Serebral kanlanma artisinin gerceklesmesinde en 6nemli rol kan basincinin
artmasidir. Ortalama olarak 60 dakika siiren bu artis en fazla beyin sap1 ve en az
beyaz cevherde (6zellikle parasagital alanlarda) goriilmektedir (38).

3. Beyin damarlarinda otoregiilasyon kaybi: Kan basincindaki genis oynamalara
karsilik serebral kan akiminin belli siirlarda idame edilmesi ile saglanmaktadir.
Erigkinlerdeki otoregiilasyon 60—-150 mmHg arasindaki kan basinci degerlerinde
etkin ¢aligmaktadir. Zamaninda dogan yenidoganlarda otoregiilasyonun saglandigi
kan basinct araligr erigkinin %401 ve zamanindan oOnce doganlarda 9%20'si
seklindedir. Otoregiilasyon hipoksiye duyarlidir. Calismalarda PaO;'nin 70 mm
Hg'dan 30 mmHg'ya diismesinin otoregiilasyonu bozdugu gdsterilmistir. Yirmi

dakika hipoksiye maruz kalma otoregiilasyonun kaybolmasina neden olur ve bu olay



hipoksi diizeldikten 7 saat sonra bile etkisini gostermektedir. Asidoz, hipokarbi ve
hiperkarbinin de otoregiilasyonu bozucu etkisinin oldugu gdsterilmistir (38).

4. Hipotansiyon ve ge¢ donemde azalmig beyin kan akimi: Hipoksiye ilk yanit
hipertansiyon iken bunu takip eden siire i¢inde hipotansiyon gelismektedir. Bu
degisimin hiz1 hipoksinin siire ve siddetine baglidir. Hipotansiyon hipoksi sirasinda

miyokardin yetersizligine ikincil gelismektedir (38).

2.4.2. HIiPOKSi, HUCRE ICi ASIDOZ, KALSIYUM VE EAA
TOKSISITESI SONUCU GELISEN ERKEN HUCRE OLUMU: NEKROZ

Hipoksi ve ardindan gelen iskemi sonrasi gelisen hiicre i¢i enerji yetmezligi
ve oksidatif fosforilasyon yolundan sapma sonucu olusan hiicre i¢i asidoz, iskeminin
ardindan yeniden kanlanmaya bagli olusan serbest radikallerle hiicre zarinin lipid
boliimiinlin peroksidasyonu ve hiicre i¢i kalsiyum birikimi beyin hasarinda rol
oynayan patolojik siireglerdir ve hasarin oksijenlenme sonrasinda da devam ettigini
gostermektedir. Hipoksi ve/ veya doku perflizyonunun azalmasi ile serebral kan
akiminin otoregiilasyonu bozulduktan sonra beyinde bolgesel hipoksi-iskemi olusur.
Iskemi sonucunda sinir hiicrelerinde hipereksitasyon yaratarak, basta glutamat olmak
iizere eksitator aminoasitlerin olusumuna yol agar (38,39).

EAA'ler, reseptorlere baglanarak etkilerini gosterirler. Bu reseptorler 3 ana
grupturlar. Bunlardan ilki voltaja bagli olarak c¢alisan NMDA reseptorleri olup
glutamik asid (glu) baglanmasi sonrasinda sodyum ve Ca+2‘un hiicre i¢ine girisine,
potasyumun ise hiicre disina ¢ikisina sebep olur. Bu grup reseptorler Mg+2 ile bloke
edilebilirler. ikinci EAA reseptdrii ise AMPA olup voltaj bagimsiz olarak calisirlar.
AMPA aktivasyonu sonucunda sodyum hiicre igine K+ hiicre digina dogru c¢ikar.
Bazi AMPA reseptorlerinin de Ca+2 gecirgen olabilecegi gosterilmistir. Bir diger
EAA reseptor grubu da metabotropik EAA reseptorleri olarak adlandirilan gruptur.
Bu reseptorler ise aktive oldugunda fosfolipaz-C' yi aktif hale getirerek hiicre i¢inde
bagli olarak bulunan Ca+2¢un, serbest hale getirilmesini saglarlar.

Metabotropik bir reseptdr olan ACPD fosfoinositid hidrolizi, protein C kinaz
aktivasyonu ve endoplazmik retikulumdan kalsiyum mobilizasyonunu saglar. (38,39)

Depolarizasyon dncesi, sinaps araligindaki kalsiyum miktar1 normalken, magnezyum



NMDA reseptorlerine bagli durumdadir ve hiicre icine kalsiyum girigini
engellemektedir. Depolarizasyon sonrasinda glutamat AMPA reseptorlerine baglanir,
magnezyum NMDA reseptoriinden uzaklagir ve inhibisyon kalkar, kalsiyum hiicre
icine girer (38—40). Boylece hiicre i¢i olaylar baslar. Kalsiyumun hiicre iginde
glutamat olmaksizin tek basma yaptig1 hasar, glutamat ile birlikte olandan azdir.
Kalsiyum hemostatik mekanizmalarda da rol alir. Kalsiyumun hiicre igine girisi ile
protein kinaz C, proteaz, protein fosfataz, NOS enzim serileri etkinlesir ve fosfolipaz
A> aktive olur, arasidonik asit ve metabolitleri artarken, trombosit aktive edici faktor
etkinlesir. PAF etkisi ile hiicre i¢inde artan kalsiyum, glutamat seviyesini artirir ve
stireci yeniden baslatir. Arasidonik asit, NMDA reseptorlerinin uyarilmasini
artirirken glutamatin sinir hiicreleri ve astrositlere yeniden girmesini inhibe ederken,
metabolizmas1 sirasinda agiga ¢ikan serbest oksijen radikalleri fosfolipaz Az’nin
aktive olmasina yol acar ve pozitif bir geri besleme mekanizmasi olusturur. Bu enzim
serilerinin net etkisi ise protein yikimi, lipid peroksidasyonu ve serbest oksijen
radikalleri olusumu sonucu gelisen hiicre 6liimiidiir (39).

Yenidogan ve fetiis beyninde EAA reseptorleri daha aktiftir. Uyarim ile
erigkine gore daha fazla kalsiyum hiicre i¢ine giris yapar. Glisin ile EAA’ler daha
kolay aktive olurlar. Glutamat reseptorleri hizli néronal nekrozu baslatir. Glutamat
reseptorleri aktive olunca sodyum; NMDA, AMPA, Quisqualate A ve Quisqualate B,
Kainate kanallarindan hiicre igine girerken pasif olarak da klor iyonunun girmesine
ve elektrokimyasal gradiyent farkinin olusmasina yol agar. Gradiyent farkindan
dolay1 su bu iyonlar takip eder. Hiicre i¢i dem olur ve sonunda lizis gelisir. Boylece
erken noronal hiicre 6liimii gerceklesir (39,40).

Yeniden-kanlanma doneminde, ndronal hiicre hasarma IL-6 ve IL-8 gibi
artan proinflamatuar sitokinler, oksijen radikalleri, NO, eksitator ve inhibitor
ndrotransmitter sistemler arasindaki dengesizlik katkida bulunur (3—6). Bu olaylarin
net etkisi ise apopitoz stimiilasyonu ve hiicre 6liimiidiir. Bu olaylar birkag saat i¢inde
gerceklestiginden, siirecin ilk basladigi donemde siireci geri c¢evirecek veya
onleyecek girisimlerin potansiyel olarak tedavi edici etkinliginin olabilecegi

diistintilmektedir (7).
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2.4.3. APOPITOZ

HIE’de hiicre 6liimii apopitotik ve nekrotik olmak iizere iki sekilde karsimiza
cikar. Hipoksi ve ardindan gelen iskemik olaya ilk yanit dakikalar icerisinde gelisen
nekroz olmakla birlikte apopitoz saatler ve giinler icerisinde olusur. (8).

Programlanmis hiicre 6limii, fizyolojik kosullarda hiicre seleksiyonunu
saglayan, hem fizyolojik hem de patolojik olaylarin doku diizeyindeki kontroliinden
sorumlu bir olaydir. Programlanmis hiicre 6liimii morfolojik olarak apopitoz adim
alir. Bu "0zgiin" hiicre oliimi, gelisim doneminde bir¢ok organda ve dokuda
fizyolojik ya da patolojik uyaranlara bagl olarak goriilebilir: Insan viicudundaki
hemen her hiicre apopitoz olusturabilecek 6zellige sahiptir ve apopitoz sirasinda bir
takim yapisal degisiklikler gosterirler. Cekirdegin igerisinde ¢ekirdek¢igi olusturan
fibriller yap1, cevresindeki osmofilik kompleksten ayrilir ve DNA' da ¢ekirdek igi
pargalanma gdzlenir. Ileri evrelerde sitoplazma, yapisal organeller igeren pargalara
ayrilarak herhangi bir inflamatuar reaksiyon olusturmadan etrafina yerlesmis
fagositer hiicreler tarafindan ortadan kaldinlir.

Hiicre, dezmozom ya da mikrovillus gibi Ozellesmis yapilar1 ortadan
kalkarak, c¢evresindeki hiicrelerden ayrilir. Ardindan, hiicre membraninda
tomurcuklanma ve bu tomurcuklarda rezorpsiyon olur. Bir sonraki asamada ise
hiicrenin biiziismesi, sitoplazmik organellerde ve niikleer kromatin yogunlugunda
artma ve bunlarin ¢ekirdek zarmin etrafinda graniiler yapilara doniisiimii izlenir.

Isik mikroskobu diizeyinde apopitoz gosteren hiicre ile normal hiicrelerin
aymrimi her zaman miimkiin olmaz. Apopitozda goézlenen hiicresel degisiklikler
basladiktan birka¢ dakika sonra son bulmakta ve olusan bazi inkliizyon cisimleri ise
birka¢ saat icinde fagosite edilmektedir. Ancak apopitoz olusturacak hiicrelerde
cekirdek i¢ci DNA yikimi, morfolojik degisiklikler baslamadan oOnce de
goriilmektedir(44).
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2.4.4. SINIR SISTEMINDE APOPITOZ:

Sinir sisteminin gelisiminde de, olusan dokudaki sinir hiicresi sayisini,
programlanmis sinir hiicresi 6liimii belirler. Genellikle erken gelisim doneminde ve
spesifik evrelerde rastlanan bu olayi, aksonlarin ulasacagi dokudan salgilanan trofik
faktorler diizenler. Bu faktorler, doku ile baglanti kuran sinir hiicrelerinin
aksonlarinin distalinde bulunan reseptorlere baglanirlar ve retrograd olarak akson
aracilifiyla sinir hiicresinin govdesine sinyaller gondererek hiicrenin yasamin
stirdiirecek olaylar1 baglatirlar. Sinir hiicresinin baglanacagi hedef doku tarafindan
sentezlenen bu faktorler, dokunun biiytikliigline bagli olarak belli yogunluklarda
olustugu i¢in, gelismekte olan sinir hiicreleri bu faktorler icin yarisa girmekte,
biiyime faktorlerine ulasamayan sinir hiicrelerinde ise apopitoz goriilmektedir. Bu
norotrofik teoriyi dogrulayan bulgu sican superior servikal gangliyonunda
gozlenmistir. Burada bulunan hiicrelerin yaklasik %401 postnatal doénemde
Olmelerine ragmen bu dokuya disardan verilen NGF’nin bu hiicre o6liimiini
engelledigi goriilmiistiir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarin sonucunda apopitozun genetik bir temele
dayandig1 ve bir¢ok genin iiriinii olan enzim yapisindaki maddelerin apopitotik stireci
baglatabilme ve sonlandirabilme 6&zelliginde oldugu belirlenmistir. Apopitoz
sirasinda biitiin hiicrelerde ortak olan genetik ve enzimatik yollar etkinleserek
“sonlandirict etkide olaylar” gerceklesmekte ve morfolojik degisimi baslatmaktadir.
Bu siiregte iki ayr1 genin {iriinii olan bcl-2 ve bax adli proteinler apopitozda dnemli
rol oynamaktadir(44).

Bcl-2 geni, 25-25 kDa agirliginda olan bir protein sentezlemektedir. Yapisal 6zelligi
bu proteinin apopitozu nasil diizenledigini tam olarak ortaya koymamakla birlikte C
ucundaki 21 aminoasitlik hidrofobik dizi proteinlerinin hiicre membranma ve
mitokondrilerinin dis membrani, ¢ekirdek membran1 ve endoplazmik retikuluma
yapismasini saglamaktadir ki bu tutunma apopitoz i¢in gereklidir. Bcl-2 geni ortadan
kaldirilmis fareler iizerinde yapilan ¢alismalarda bunlarin embriyonal dénemde timus
ve dalakta yaygin hiicre oliimii gosterdikleri ve bobreklerinde polikistik bdobrek

hastalig1 ile uyumlu bulgularin oldugu saptanmistir. Bcl-2 ile homolog bir gen olan
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bel-x delesyonu yapilan farelerde ise embriyonik donemde hematopoietik ve sinir
sistemlerinde masif hiicre olimii gézlenmistir. Bel-2'nin 9 farkl tipi belirlenmistir.
Tanimlanan ilk bcl-2 homologu genlerden birisi bax'tir. bcl-2 ile %45 oraninda
homolog olan bu genin {irlinliniin tam tersi bir etki ile apopitozu uyardigi
belirlenmistir. Hiicre ic¢inde bax/bcl-2 heterodimerlerinin oraninin apopitozu

yonettigi belirlenmistir(44).

2.4.5 HIE°’DE APOPITOZUN YERI:

HIE’de apopitotik hiicre 6liimii, aktive olan NMDA reseptdrlerinden hiicre
icine giren kalsiyum ve sodyum iyonlar ile baglatilir. Hiicre i¢inde kalsiyum NOS
enzimini aktive ederek NO salinmasina neden olur. Normal kosullar altinda da
kalsiyum NO sentezini saglar (39—42). NOS enzimi beyinde endotel, sinir hiicresi ve
astrositlerde bulunurlar. Néronal NOS néromodiilatordiir. Sinaptogenezis ve yeniden
yapilanmada diizenleyici olarak hareket eder. Endotelyal NOS vazodilatasyon
yaparak damar duvari tonusunu diizenler. Her iki NOS enzimi de kalsiyum ile aktive
olur. Indiiklenebilir NOS enzimi makrofajlarda, astrosit ve mikrogliada bulunur.
Hipoksi-iskemi ve sonrasinda yeniden-kanlanma/yeniden-oksijenlenme boyunca
NOS enzimi artar. Damar duvari tonusunu diizenlerken ndrotoksik etkileri de olur.
Mitokondriye giren kalsiyum iyonlar1 diger yandan serbest oksijen radikallerinin
sentezini baglatir (42,43).

Aciga c¢ikan serbest radikaller ve NO c¢ekirdekte DNA pargalanmasi
asamasinda gorevi olan kaspaz enzim sisteminin aktivasyonu ile biyokimyasal
olaylarin apopitotik hiicre 6liimiine kadar ilerlemesine neden olur.

Bcl-2 protoonkogeni apopitozu baslatan biyolojik ve cevresel etkenlere karsi
koruyucudur. Bcl-2’nin hiicreleri apopitozdan koruma mekanizmasi, mitokondri
zarin1 stabilize etmek, serbest radikallerin olusmasini/etkilerini engellemek,
cekirdege apopitoz diizenleyici molekiillerin segici olarak girmesini dnlemektir. Bu
etkiler bax adi1 verilen bir proteinin bcl-2’ye baglanmasiyla ortaya ¢ikar. Bcl-2’nin
tersine hiicre i¢inde yiiksek miktarlarda bax proteini birikimi apopitozu baglatir. Bax
proteini mitokondri zarinda delikler olusturarak sitokrom-c’nin mitokondriden

kagmasina, bu kacisinda proapopitotik kaspazlar1 (kaspaz ailesi) aktive ederek
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apopitozu baslatmasi seklinde yapar. Boylece, Bcl-2’nin apopitozu engellemesi bax
proteinini baglayip homodimer ve porlar olugsmasini 6nlemesiyle gerceklesir. (43).

Apopitoza dogru giden patolojik siireci diizeltebilen cesitli maddelerin
deneysel modellerde olusturulan perinatal hipoksik iskemik hasarin siddetini kismen
azalttig1 gosterilmistir (9). BDNF, BFGF, IGF ve NGF’nin bu tiir koruyucu etkileri
hipoksik — iskemik beyin hasar1t modellerinde bildirilmistir (10—13)

Immatiir beyinde hipoksi-iskemiye yanit olarak kaspaz sisteminin aktive
olduguna dair ¢esitli kanitlar vardir. Hipoksi-iskemiye yanit olarak kaspaz—3, -8 ve -
9 artmaktadir.

Programli hiicre 6liimiiniin ytiriitiilmesi, kaspazlar olarak adlandirilan sistein
proteaz ailesince koordine edilir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir
kaskada (selale tarz1 reaksiyon dizisi) neden olurlar. Bazilar1 (Kaspaz -2, -8, -9, -10)
baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken bazilar1 da (Kaspaz-3, -6, -7) efektor kaspazlar
olarak adlandirilir. Baslatic1 kaspazlar apopitotik uyariyla baglayan 6liim sinyallerini
efektor kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre
iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA
tamirinde rol alan poli ADP-riboz polimeraz) parcalayarak apopitotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Inaktif (zimojen) formdaki
kaspazlar kirilarak aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz aktivasyonu
(dimerizasyonu), ya hiicre ylizey 6liim reseptorlerinin aktivasyonu, ya da kaspaz—9
baglayict protein olan Apaf-1’in oligomerize olmak iizere indiiklenmesi ile
gerceklesir(14—16).

Mitokondrinin aktivasyonuna yol acan en 6nemli faktor bel-2 ailesidir. Hem
pro-apopitotik hem de anti-apopitotik iiyeleri olan bu ailenin iiyelerinin mitokondri
tizerindeki etkileriyle, ya sitokrom-c’nin sitoplazmaya saliverilmesi gerceklesir
(apopitozun baslamasi) veya sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir
(apopitozun inhibisyonu). Kaspaz Aktivasyonunun baglamasi i¢in mitokondrinin
devreye girmesi gereklidir. Apaf-1 latent sitozolik bir protein olup, mitokondri
tarafindan salinan sitokrom-c ile kompleks olusturur. Bu da inaktif prekiirsor haldeki
kaspaz-9’u aktive eder(14-16).

Normal hiicre mitokondrisinin dig membraninda Bcl-2 proteini yer alir. Bel—

2, Apaf-1 proteininin bir molekiiliinii baglar. Bcl-2 neden oldugu i¢ hasarla
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mitokondride catlaklar olusturarak Apaf—1 ve Sitokrom-C salinimina yol agar. Bu iki
protein kaspaz-9 molekiillerine baglanir Bu proteolitik aktivitenin kaskadi kan
pihtilagmasi ve kompleman aktivasyonuna benzer. Terminal u¢ kaspaz-3'diir. Bu
proteolitik aktivite ile sitoplazmada yapisal proteinlerin sindirimi, kromozomal
DNA'nin pargalanmasi ve hiicrenin fagositozu saglanir(Sekil:1)(16).

Kaspaz—3 aktivitesinin ve dolayisiyla hipoksik- iskemik beyin hasarimin
genis spektrumlu bir inhibitdr ile veya endojen kaspaz inhibitorii Xlap kullanilarak
azaltilabildigi daha Once gosterilmistir (15,18). Calismamizda, apopitozu, onun
anahtar bilesenlerinden olan kaspaz — 3 enziminin boyasini kullanarak gdstermeyi

planladik.
mitokondri

sitokrom C

APAF |
kaspaz 9

A

kaspaz 7 kaspaz 3

kaspaz 6 kaspaz 2

kaspaz 8 kaspaz 10

SEKIL 1: Apopitozun baglamasini saglayan kaspaz aktivasyonu
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3.1 ERITROPOIETININ HiE MODELINDE APOPITOZ UZERINE ETKISi:

EPO, fetal gelisim sirasinda insan beyninde EPO ve EPOr’nin sentezlendigi
anlasilana kadar, sadece hipoksiye yanit olarak fetal hayatta karaciger ve eriskin
hayatta bobrekten salinarak eritropoiezisi uyaran bir sitokin — hormon olarak
bilinmekteydi ve diyaliz uygulanan kronik bobrek hastalarinda ve zamanindan 6nce
dogan bebeklerde anemiyi diizeltmek i¢in kullanilmaktaydi (45).

EPO, SSS’de fetal hayatin 5. haftasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir (19). EPO
ve reseptoriiniin fetal hayatta bulundugu ispatlandiktan sonra, astrositlerin hipoksiye
yanit olarak EPO iirettigi saptanmistir. Astrositler, beyinde hipoksiye yanit olarak
Hipoksi etkilesimli faktor—1-a (Hifl-a) tiretmekte ve bu da EPO ekspresyonuna yol
acmaktadir (46,47). Hipoksi yasamis bebeklerin kord kan1 ve amniotik sivilarinda
fetal hipoksinin belirtegleri olarak intakt EPO’nun salgilandig1 gosterilmistir. (20,21).
Hipoksik-iskemik beyin dokusunda gozlenen belirgin EPO ve EPOr dst -
diizenlemesi, EPO’nun potansiyel endojen sinir hiicresi koruyucu ajanlardan biri
oldugunu diisiindiirmektedir (22).

EPO’nun, deneysel hipoksik-iskemik ensefalopati, mekanik incinme,
inflamasyon ve kainat toksisitesi durumlarinda sistemik olarak uygulandiginda kan-
beyin bariyerini gegerek SSS’de sinir hiicresi koruyucu etki yaptig1 gdsterilmistir.
(48)

Global ve fokal serebral iskeminin eriskin hayvanlarda olusturulan
deneysel modellerde EPO tedavisinin sinir hiicresi hasarini dnledigi ve 0grenme
deneylerinde 6grenme giicliiklerini azalttig1 saptanmustir (25,49).

HIE’li yenidogan sicanlarla yapilmis calismalarda EPO’nun in vivo
kosullarda beyin hasarini 6nledigi, sayilan etkisini hipoksi-iskeminin baslattigt DNA
parcalanmasini, yani apopitozu Onleyerek sagladigi gosterilmistir (23,24). Yine
EPO’nun, primer sinir hiicresi kiiltlirlerinde N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorii
aracilikli glutamat toksisitesini ve NO ile indiiklenen hiicre Olimiinii 6nledigi
gosterilmistir (25).

Hipoksi ve iskemi uygulanmig gerbil’lerde EPO’nun sinir hiicresi koruyucu

etki gosterdigi ve hayvanlara ¢oziinmiis EPOr verildiginde bu etkilerin geriye
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dondiigii gosterilmistir  (25). Deneysel olarak serebral iskemi-ensefalomyelit
olusturulan si¢anlarda verilen sistemik EPO tedavisinin, iskemik olayin zararlarindan
sorumlu tutulan inflamatuar infiltrat1 azalttig1 ve proinflamatuar sitokinlerin yapimin
azalttig1 gosterilmistir (50).

EPO, sayilan sinir hiicresi koruyucu etkilerini iskemik olaydan 6 saat
oncesinden, 6 saat sonrasina kadar verildigi donem icinde gosterebilmektedir.(51)
Bazi yazarlar ise EPO’nun sinir hiicresi koruyucu etkinliginin 3 giine kadar
uzayabildigini belirtmislerdir (52,53).

EPO anti apopitotik etkilerini fosfatidilinozitol-3 fosfat’t (PI3-K) aktive
ederek baglatmaktadir. Daha sonrasinda bir serin-threonin kinaz ailesi iiyesi olan Akt
sitokini aracilig1 ile Bcl-2 ailesini ve Xlap proteinini harekete gecirerek kaspazlarin
inhibisyonuna neden olmakta ve apopitozu dnlemektedir PI3-k ve Akt ile bcl2 ve
Xlap’in aktivasyon yolu, ayni1 zamanda anti apopitotik 6zellikleri gosterilmis olan
IGF-1’in de kullandig1 yoldur (52).

Noronal hasarla ilgili degisik calismalardan elde edilen verilere dayanarak,
EPO beyin dokusundaki etkilerini birkag mekanizmanin birlesimiyle meydana
getirmektedir(Sekil 2)(48):

1. Hiicre yasaminin devamini saglayan Jak—2 ve NF-«kf sinyal kaskadlarim
destekleyerek (apopitoz sinyallerini engelleyerek) (53—54)

2. Hiicre i¢i kalsiyum diizeyini azaltarak (55)

3. Damar duvari tonusunu diizenleyen NO {iretimini degistirerek (56)

4. Anti oksidatif mekanizmalar yolu ile yeniden-kanlanma fazi sonrasinda olusan
hidroksil radikallerinin hiicre zarina zarar vermesini engelleyerek (57)

5. Anti inflamatuar etkileri yolu ile hasar alaninda polimorfoniikleer l6kosit
infiltrasyonunu ve inflamatuar sitokinlerin diizeyini azaltarak (58)

6. Yeni damar olusumunu destekleyerek (59,60)
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Sekil 2: EPO’nun etkinligini gdsterdigi yerler

3.1.2 L- TIROKSIN’IN ETKINLIGi

Tiroid hormonlarinin baglicalar1 olan Triiyodotironin (T3) ve L-Tiroksin (T4),
yapilarinda iyot bulunan biyolojik etkili bilesimlerdir. Insan yavrusu ve tiim
memelilerin farklilagmalari i¢in gerekli olan bu hormonlar ayn1 zamanda metabolik

islevleri diizenleyici olarak gorev yaparlar.

Tiroid hormonlarinin sentez agamalari su sekildedir:
1. Plazmadan inorganik iyodun tiroid hiicrelerine taginmasi
2. Tirozin bagli tiroglobulin sentezi
3. Serbest iyodun iyodotirozine organifikasyonu, MIT (mono iyodo tirozin) ve DIT
(di iyodo tirozin) olusumu
4. MIT ve DIT'lerin birleserek, iyodotironin, T3 ve T4 i olugturmasi
5. Tiroglobulinin endositozu ve proteolizisi ile MIT, DIT, T3z ve T4
serbestlenmesi
6. Iyodun tekrar kullanimu i¢in tiroid hiicrelerinde iyodotirozinlerin
deiyodinizasyonu.

Tiroid bezi tarafindan en fazla salgilanan hormon T4’tiir, etkileri arasinda
termogenezin saglanmasi, su ve iyon transportu, substrat dongiisliniin
hizlandirilmasi, aminoasit ve lipid metabolizmasi stimiilasyonu sayilabilir. Erigkinde

dolasimdaki Ts’iin tek kaynag: tiroid bezi iken, dolagimdaki T3’tin %20’si tiroid
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tarafindan sekrete edilir, geri kalan T4’lin karaciger, bobrek ve diger ¢evre dokularda
tip 1,5’ deiodinaz ile deiyodinizasyonu ile olusur. Eriskinlerde T3/ T4 oram1 1/50dir.
T3, T4’den hemen dort misli daha fazla etkilidir fakat tiroksine oranla ¢ok daha ufak
miktarda bulunur ve ¢ok daha kisa omiirliidiir (61).

Deiyodinizasyon iyodotirozinlerin ana metabolizma yoludur. Tiroksinin dig
halka deiyodinizasyon {iriinii hiicresel niikleer reseptorlerin ilgisinin yiiksek oldugu
aktif tiroid hormonu olan T3’diir. Tiroksinin i¢ halka mono deiyodinizasyonu yolu ile
inaktif bir metabolit olan r T3 tretilir.

T3 ve r T3, hizlica tironin’in higbir biyolojik aktivitesi olmayan diiyodo, mono
iyodo ve iyotsuz formlarina doniistiiriilerek metabolize edilir.

Kandaki T3 ve T4; TBG, tiroksin baglayici prealbumin (transtiretin) ve
albiimin gibi proteinlerle iliski i¢indedir. Tz ve T4’lin primer tasiyict proteini
TBG’dir; total T4'lin % 70’1, T3'lin % 40-60’1 TBG e baglanir. Geriye kalan serbest
T4 tiroksin baglayici prealbumin ve albiimin ile taginir. T3 tiroksin baglayan globiilin
ve albiimine baglanir fakat tiroksin baglayan prealbumine baglanamaz. (61-63).

TBG, tiroksin baglayici prealbumin ve alblimin karacigerde sentezlenir ve
gebeligin son haftalarinda sentez miktarlarinda artis olur. Hepatik TBG iiretimi,
Ostrojen tarafindan artirilir. Gebeligin son donemlerinde Ostrojen artisina paralel
olarak gebeligin ortasindan 34 — 35. haftalara kadar T4 yogunlugunda artig saptanir.
Bununla beraber {T4 diizeyinde de artig goriiliir. T3 diizeyi de 30. gebelik haftasindan
once oOlgiilemeyecek diizeyde iken zamaninda dogan fetiiste 50 ng/dl olacak sekilde
artar, f T3 diizeyi de buna eslik eder. (64).

Plazma proteinlerinin tiroksine olan ilgisi T3’e olandan 10 misli daha fazladir.
T4 lin ancak %0,1 kadar1 kanda serbest sekilde iken T3’{in %1 kadar1 serbest sekilde
bulunur(63).

Yenidogan, bebeklik ve cocukluk doneminde tiroid hormonunun etkisi
biliylimenin ve degisik dokularin gelisiminin uyarilmasidir, tiroid hormonu &zellikle
beyin ve iskelet gelisimi iizerinde biiyiik rol oynar. Yenidogan déneminde tiroid bezi
disfonksiyonunun ve hipotiroidizmin etkileri klinikte ¢ok iyi bilinmektedir. Maternal
T4 plasenta yoluyla fetiise geger ve fetal gelisimde rol oynar. Hipotiroidili anne
bebegi norolojik hasar agisindan risklidir ve fetiisii doguma kadar maternal Ty ile

korunabilir (63). Bu bebeklerde serum TSH diizeyi yliksektir, kemik gelisiminde 3—6
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haftalik gerileme saptanir. Arka fontanel genistir, yenidoganin fizyolojik
hiperbilirubinemisi belirgin ve uzamistir. Yenidoganlarda tedavisiz birakilan

hipotiroidi kalict ndrolojik ve entelektiiel bozukluklara neden olmaktadir (26)

3.2.2. SINIRSEL APOPITOZ VE TIiROID HORMONU ILiSKiSi; IGF
SISTEMININ SINiRSEL APOPITOZDAKI ROLU

Giincel calismalarda, dogumsal hipotiroidi kosullarini taklit eden hayvan
modellerinde, PTU verilerek hipotiroid durumda birakilan si¢anlarin neokorteks
bolgelerinde glia ve noéral yapilarin azaldigi, T4 tedavisi verilen grupta bu
degisikliklerin olugmadig1 gosterilmistir (68). Yine PTU verilerek hipotiroid yapilan
siganlarin, hipokampal CA 1 sinir hiicrelerinde normal siganlara gore sinaptik ileti
gecikmesi  gbzlendigi  bulgulanmistir  Hipotiroidizmde  gdzlenen  Ogrenme
giicliiklerinin nedenlerinden biri bu degisiklikle agiklanabilmektedir (69).

Reelin ve dab gibi, noral go¢ ve tabakalanmayi1 kontrol eden genlerin
ekspresyonu tiroid hormonuna bagimlidir. Hipotiroid sicanlarin 1,5 ve 6. korteks
tabakalarinda, 6zellikle hipokampus ve beyincik graniiler sinir hiicrelerinde reelin
RNA ve proteinini daha az eksprese ettigi gosterilmistir. Tiroid hormonu tedavisi
sonrasl, yine reelin geni iiriinleri olan reelin RNA ve proteininin arttig1 gosterilmistir
(70).

Erken beyin gelisimi doneminde dogumsal hipotiroidi kosullarini taklit
eden hayvan modellerinde, PTU verilerek hipotiroid durumda birakilan yenidogan
sicanlarin  hipokampus bdlgesindeki sinir hiicrelerinde apopitozun fT4 ve fT;
diizeyleri ile ters orantili olarak arttig1 saptanmigtir. Tiroid hormonlarinin apopitozu
engelledigi, hipotiroidizmin ise anti- apopitotik bcl-2 gen iiriinlerini azalttigi, pro —
apopitotik bax gen {iriinlerini ise yiiksek diizeylerde tutarak ndronal apopitoza yol
actig1 gosterilmistir (71).

IGF-1I’in beyin gelisiminde onemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Anne
karnindan baslayarak, IGF-1, IGF-II, tip IIGF reseptor (Hiicre zar1 tirozin kinaz
reseptorii) ve IGF baglayici proteinler SSS’nde eksprese edilmektedir. Beyin gelisimi

boyunca IGF sistem proteinlerinin ekspresyon paternleri gelisimsel olarak sinir hiicre
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topluluklarina zamanlanmig ozellikli IGF etkinliklerinin oldugunu
diisiindiirmektedir(72).

IGF-I ekspresyonu biiyiilk ¢ogunlukta sinir hiicrelerinde gergeklesmekte ve
cogu beyin bolgesinde sinir hiicresi Onciillerinin gelisimi ve/veya sinir hiicresi
biliylimesinin oldugu zamanlarla pik diizeyine ulagmaktadir. Buna karsin, IGF-II
ekspresyonu mezensimal ve ndral krista hiicrelerinde olmaktadir. IGF-II reseptor
ekspresyonunun rolii heniiz anlagilamamakla birlikte IGF baglayict proteinlerin
ekspresyonu beyin bolgelerine ve gelisimine 6zgiidiir ve genellikle IGF piklerini
izlemektedir. IGF’nin in vitro kosullarda sinir hiicresi onciillerinin gelisimini
sagladigr ve oligodendrositler ve sinir hiicrelerinin yasamint devam ettirmesini
sagladig1 gosterilmistir. IGF-1’1 normalden fazla eksprese eden transgenik farelerin
beyin agirliklar1t %25-80 oraninda daha fazla bulunmustur. Buna karsin, IGF
inhibitorii olan IGFBP1’1 fazla eksprese eden transgenik farede postnatal beyin
bliylimesinde gerilik gozlenmistir, Bu bulgulardan IGF-1’in beyin gelisiminde
etkinlik gosterdigi, serebral korteks ve beyincigin IGF—1 etkinligine 6zellikle duyarl
oldugu sonucu ¢ikarilmistir. Bu bulgular, tiroid hormonunun beyindeki etkilerinin
IGF-I aracilig ile yiiriitiildigiinii diistindiirmektedir (72).

Hipotiroidizmin  gelismemis sican beyinde IGF sentezini azalttigi
gosterilmistir(73). IGF-I, hipoksi ve iskemiye maruz kalan beyin dokusunda ise olasi
bir anti-apopitotik ajan gibi davranmaktadir. IGF-I hipokampus ve kortikal sinir
hiicrelerinde NMDA ve NO iliskili apopitozu engellemektedir, in vitro kosullarda
IGF-I'in hipokampal ve hipotalamik sinir hiicrelerinin sag kalimmi artirdigi
gosterilmistir(74).

Beyindeki EPO ekspresyonunun astrositlerden salinan Hifl-a araciligt ile
gerceklestigi  bilinmektedir. Hipoksik kosullarda hiicre kiiltiirlinde  yapilan
aragtirmalar, IGF—1 aracilikli hiicre sag kalimi ile hiicrelerden salinan Hifl-a diizeyi
arasinda dogru orantili bir iligki oldugunu ortaya koymustur (74). Sican paryetal
korteks sinir hiicrelerinin Hifl-a transkripsiyonu ile Igf-1 diizeyleri arasinda
gosterilen iligki, IGF-1’in beyindeki baz1 etkilerini Hifl-a araciligr ile
gosterebilecegini diislindiirmiistiir (74). IGF’nin astrositlerde EPO ekspresyonuna
neden oldugu da gosterilmis, bu bilgiden yola ¢ikilarak EPO ve IGF-1’in akut

noronal hasardan sonra sinir hiicresi koruyucu olarak birlikte kullanildig1 bir giincel
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bir aragtirma da yaymnlanmistir (52). IGF, sadece EPO ekspresyonuyla degil, ayni
zamanda JAK-2 yolunu kullanan biiylime hormonu (GH), leptin, dstrojen, fibroblast
biliylime faktorii, glia kaynakli sinir biiylime faktorii (GDNF), BDNF, norotrofin 3,4
ve5 (NT 3.4.5) ekspresyonu ile de sinir hiicresi koruyucu ve ndronal farklilagtirict

etkilere aracilik etmektedir (Sekil 3)(74).

(gi!r-nle hormonu) F G F '2

noron koruyucu etki yeni noron olugumu
noronal farkhlagma

ostrojen
noron koruyucu etki

™~ IGF-I

noron olugumu
» noronal farklilagma 7D
~

noron koruyucu etki S

olumsuzluk? ~ -

GDNF
BDNF
NT-4/5
EPO NT-3

noron koruyucu etki .
LEPTIN

noron koruyucu etki

SEKIL 3: IGF iliskili eksprese edilen néron koruyucu sitokin ve hormonlar

Tiroid hormonunun in vitro hipoksi kosullarinda fakat hipoksiden bagimsiz olarak

EPO yapimini artirdigi bilinmektedir (27).

4.1. HIE ve tiroid hormonu iliskisi.

Kronik hipoksiye maruz birakilan sicanlarda serbest T4 diizeylerinin
anlamli derecede diistiigii gosterilmistir (28). Perinatal asfiksinin TSH ve tiroid
hormon diizeyleri iizerindeki etkisi tlizerine yapilmig giincel bir vaka — kontrol

caligmasinda, perinatal asfiksi yasamis yenidoganlarda Ts, T; ve fT4 diizeylerinin
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normal yenidoganlara gore anlamli derecede diisiik oldugu gosterilmistir. Daha da
onemlisi, asfiksiye maruz kalan bebeklerde serbest T4 diizeyi ile mortalite arasinda
iligki gdsterilmistir (29).

Tiroid hormonunun beyin dokusunun gelisimindeki ©nemi bilinmekle
birlikte, hipoksi kosullarinda tiroid hormon aksinin baskilanmasi daha giincel bir
bilgidir. Beyin gelisiminde tiroid hormonunun gelistirici etkisine ek olarak NGF
ekspresyonu ve anti apopitotik bcl-2 ekspresyonunu desteklemesi, tiroid hormon
eksikliginde ise serebellar graniiler sinir hiicrelerinde yaygin apopitoza yol agabilen
Bax gibi proapopitotik molekiillerin ekspresyonunda artis olmasi, tiroid hormonunun
programli hiicre 6limii yolu ile de SSS gelisiminde rolii oldugunu diisiindiirmektedir
(30,31). Kronik gestasyonel hipoksiye maruz birakilan anne si¢canlarin yavrularinin
SSS’nde sinir hiicreleri tarafindan glukoz kullanimini diizenleyen glukoz transporter
reseptorlii 3 ve 4 (GluTs, GluT,) ile birlikte tiroid hormon reseptorii sentezinin de
arttig1 gosterilmistir, bu verinin gelisimini devam ettirebilmek i¢in beyin tarafindan
iiretilen bir alternatif olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir (32).

Hem hipoksi siirecinde eksikligi gosterilen, hem de eksikliginde hipoksi
stirecindeki gibi ndronal apopitoza yol acan tiroid hormonu, heniiz deneysel de olsa
hipoksi iskemi modelinde kullanilmamistir. Salt 6n beyin iskemisi modelinde
tiroksinin etkinligini arastiran bir ¢aligmada, iskemiden etkilenen hipokampus CA1
piramidal sinir hiicrelerinin, tek doz bolus tiroksin tedavisi ile kurtarilamadigi, ancak
tekrar eden giinler icinde verilen tiroksin ile noronal hasarin azaltildig

bildirilmistir(75).
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GEREC ve YONTEM

Deney Hayvanlar:

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Béliimiinde
yetistirilen 7 giinliik 6 yavru Sprague-Dawley sican EPO ¢aligma grubu, 6 yavru
Sprague-Dawley sican EPO+ T4 ¢alisma grubu, 6 yavru sigan T4 ¢alisma grubu, 6
yavru sican ise kontrol grubu olarak kullanildi. Calismada Levine’in tarif ettigi

hipoksi-iskemi modelinin degistirilmis bi¢cimi uygulandi (62,63).

Hipoksik-iskemik ensefalopati modelinin olusturulmasi

Eter ile yapilan genel anestezi altinda, boyunda orta ¢izgide kesi sonrasi
deney hayvanlarinin sol karotis arterleri ortaya ¢ikarildi ve komsu yapilardan ayrildi.
Naylon ipek (5.0) ile iki kez sikica baglandi. Bu islem hicbir zaman 3 dakikay1
asmadi. Islem sirasinda kanama gelisen veya anesteziye bagli olarak solunumu duran
siganlar caligmadan ¢ikarildi. Kesi yeri eter anestezisi altinda iken dikildikten sonra
sicanlar 15 dakika siireyle iyilesme donemine birakildi. Bu siirenin sonunda % 8
oksijen ve % 92 azot karisimini soluyacaklar1 400 ml hacimde cam kaplara konulan
hayvanlar 1 saat siireyle bu ortamda tutuldu. Bu siire i¢inde hipotermiye girmeleri

Onlendi.

EPO ve tiroksin Enjeksiyonu

Hipoksi uygulamasinin hemen ardindan kisa siireli eter anestezisi altinda
bagli olan sol karotis arter agilarak iskemi islemine son verildi. Derhal EPO grubuna
daha onceden hazirlanmig EPO 1000 w/kg dozunda periton igine (i.p.), EPO+ T4
grubuna EPO 1000 u/kg ve L-tiroksin 3,6 mcg/100 g dozunda i.p. , T4 grubuna ise L-
tiroksin 3,6 mcg/100 g dozunda PPD enjektorleri ile enjekte edildi. Uygulanan
miktar hicbir zaman 0,1 ml’yi gegmedi. EPO’nun sistemik dolasimdan kan beyin

bariyerine gectiginin gosterilmesi ve HIE modellerinde tek doz kullanilmasinin
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apopitozu onledigi rapor edildigi i¢in tek doz bolus i.p. enjeksiyon 1000 u/kg dozu
yeterli goriildii. (23-25.51.76) Kullanilan T4 dozu, hipotiroid durumdaki neonatal
siganlarin  Otiroid olmasina yetecek dozda secildi, yine bagka bir calismada
gosterilen, tiroidektomize edilmis sicanlarin IGF ve IGFP salgilamasini restore
edecek doz olan 3 mcg/100 g dozuna da ¢ok yakindi. (77,78). T4 verilen hayvanlarda
enjekte edilen sivi hacmi 0,2 ml’yi ge¢medi. Benzer kosullarda kontrol grubu
sicanlara ise ayni hacimde serum fizyolojik verildi. Enjeksiyon isleminden sonra
biitiin deney hayvanlar1 annelerinin yanina konuldu. Sicanlar nobet ve solunum
depresyonu yoniinden izlendi. EPO grubundaki si¢an yavrularina bolus verilen EPO
dozundan sonra ek doz EPO verilmedi. T4 ve EPO+T4 grubundaki si¢an yavrularina
dekapite edilene kadar 7 giin boyunca her giin ayni saatte giinliik 3,6 mcg/100 g
dozunda L-Tiroksin i.p. uygulandi. Normalde EPO ve L-Tiroksinin kan beyin
bariyerini gegerek beyin omurilik sivisinda yeterli diizey olusturdugu
gosterildiginden ve asfiksi sonrasi tedavilerin intravendz verilmesi gercegine
uyabilecegi i¢cin ¢alismada EPO ve L- Tiroksinin bolus seklinde periton igine

verilmesi uygun goriildi

Histopatolojik degerlendirme i¢cin dokunun hazirlanmasi

Modelin olugturulmasinin ardindan postnatal 14, hasarin olusturulmasindan 7

giin sonra hayvanlarin tiimii eter anestezisi altinda 6ldiiriildii ve beyinleri ¢ikarildi.

a) Histolojik Kkesitlerin hazirlanmasi, boyanmasi ve degerlendirme islemleri:

Histolojik Kkesitlerin hazirlanmasi, boyanmasi1 ve degerlendirme
islemleri: Cikarilan beyinler % 10 formalin ile fikse edildi ve doku takip
islemlerinden gegcirildikten sonra parafin bloklara gomiildii. Leica marka mikrotom
ile 5 um kalinliginda koronal kesitleri alinarak H&E ve Cresy Fast Violet (CFV) ile
boyand1 (79). Sinir hiicrelerindeki iskemi H&E ile ve Nissl miktar1 Cresyl Fast
(CFV) ile boyanan kesitlerde Kluever-Barrera'ya gore degerlendirildi (80).

H&E ile boyanmus Kesitlerde, noronal iskeminin kistaslari olarak; hiicre

biiziismesi, niikleer piknozis, sitoplazmik eosinofili ve sitolojik deformite ele alindu.
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Chan ve arkadaslar1 tarafindan kullanilan histolojik degerlendirme
metodundan yararlanildi (79). Etkilenen alandaki ndronal hasarin ytizdesi, noronal
hasarm tipine gore siniflandirildi. Iskemik beyin hasarinin  skorlanmasinda
karakteristik ozelliklere bakildi. Akut hasarda 6dem ile sismis veya biiziilmiis sinir
hiicreleri; geciken hasarda piknotik ¢ekirdekli eosinofilik sitoplazmali sinir hiicreleri,
nekrozda hematoksilen boyanma affinitesinde azalma ve kavitasyonda kopiik

hiicreleriyle beraber kavitasyon olup olmadigina bakilarak skorlama yapildi.

Akut hasar: 1,2, 3

Geciken hasar: 4, 5, 6

Nekroz: 7, 8, 9 ve

Kavitasyon: 10,11, 12 6l¢iitleri kullanildi.

CFV ile boyanmis kesitlerde, néronal morfolojilerin degerlendirmesinde
(40X objektif ile) sitoplazmik biizlisme, vakuollerin olusumu ve destruksiyon

olmaksizin Nissl cisimciklerinin miktarina gore 3 grupta skorlandi;

Grade 1: intakt Nissl cisimcikleri igermeyenler,
Grade 2: sitoplazmanin c¢evresinde intakt Nissl cisimcikleriyle kromatolizis
gosterenler,

Grade 3: Sitoplazmada bol miktarda Nissl igcerenler.

Apopitotik hiicrelerin gdsterilmesi i¢in seri alman parafin kesitlerine Caspase
3 Ab—4 (neoMarkers) immunohistokimya protokolii uygulandi. Apopitotik hiicreler,
40 X objektif kullanilarak her kesitte 0.145 mm?2'lik alanda ve her siganda.6 koronal
beyin kesitinde 2 histolog tarafindan sayildi. (81,82). Bir mikroskobik goriintii alani:
SA JLr2; r—0.09mm. S-3.1416 . (0.215)2; 8=0.145 mm?2 idi. Boyanan tiim kesitlerde
bulgular, fotograf atagmanli Olympus marka mikroskop ile incelendi ve fotograflar
cekildi.
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b) Isik Mikroskobik Olciimler ve Sayimlar:

Incelemeler, koronal planda ve seri olarak alinmis beyin kesitleri Palkovits ve
Brownstein ile Paxinos ve Watson sican beyin atlaslar1 referans aliarak yapildi
(83,84). Tiim gruplara ait 36 sicanin 8'er kesitinde hipokampus uzunluklart her iki
hemisferde 4X objektif ile mikrometrik okiiler (Olympus, Japan) yardimiyla 6l¢iildii.
Iskemik ve Apopitotik sinir hiicresi sayimi1 ise 40X objektif ile bir goriintii alaninda
(0.145 mm?2)'de hipokampus (CA 1-3) ve paryetal kortekste yapildi. CFV ile
boyanmis kesitlerde ayni objektif ile ayni bolgelerdeki sinir hiicrelerinin Nissl

miktar1 skorland1 ve ortalamalar: alindi

¢) Istatistik Degerlendirmeler:

Istatistik degerlendirme i¢in Windows ortaminda ¢alisan Sosyal bilimler igin
istatistik (SPSS) paket programmin 11,5 silirimi kullanildi. Kontrol ve tedavi
gruplarindaki Hipokampus uzunluk ortalamalari, sayilan 100 hiicre i¢inde iskemik ve
apopitotik hiicre skor ortalamalar1 ve sinir hiicrelerinin Nissl skor ortalamalari,
Kruskal-Wallis varyans analizi testleri kullanilarak karsilastirildi. Gruplar arasinda
anlamli  farklilik ¢iktigi durumlarda farkliligin  hangi gruptan olustugunu
anlayabilmek i¢in Mann-Whitney-U testi uygulandi. Her testte, veri gruplarinin

ortalama ve standart sapmasi hesaplandi, p<0,05 anlaml1 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya toplam 24 sigan (Kontrol grubu:6, EPO grubu:6, T4 grubu:6,
EPO+ T4 grubu:6) alindi. Kontrol, T4, EPO ve EPO+Ty4 gruplarindaki siganlarin
ortalama agirlik ve standart sapmalart sirasi ile: 8,0+1,0 gr, 7,3+1,0 gr, 9,3+1,5 gr ve
9,4+0,9 gr. idi. Calismaya alinan hayvanlarin hi¢biri 6lmedi ve ndbet ge¢irmedi.

Tiim gruplarda morfometrik degerlendirmeler, Paxinos ve Watson’un sigan
stereotaksik beyin atlasindaki koordinatlar {izerinde Bregma -2.80 ile -4.80 arasinda
gosterildi (84). Tek tarafli ventrikiil dilatasyonu kontrol grubunda 2 siganda, Ts
grubunda 4 sicanda, EPO grubunda 1 siganda ve EPO-+T; grubunda 1 siganda
gozlendi. Gruplar arasinda anlamli farklilik yoktu (Cizelge II).

CIZELGE 1II: Gruplar arasinda tek tarafl1 lateral ventrikiil dilatasyonu gozlenen sican

say1s1

Tek Tarafh Gruplar

Dilatasyon | Kontrol EPO T4 EPO+ T4 Toplam*
Var 2 1 4 1 8

Yok 4 5 2 5 16
Toplam 6 6 6 6 24

*v2:4,50, p=0,21

H&E ve CFV ile boyanan kesitlerde vaskiiler dilatasyon ve kanama bolgeleri
gozlendi (Resim la, d; 2a; 4a). Tek tarafli vaskiiler dilatasyon ve kanama kontrol
grubunda 6 sicanda, T4 grubunda 6 siganda, EPO+ T4 grubunda 2 sicanda gozlendi.
EPO grubunda tek tarafli vaskiiler dilatasyon ve kanama gozlenmedi. Tiim gruptaki
vaskiiler dilatasyon farki kontrole gore istatistiksel olarak anlamliydi, farki yaratan
ise sadece EPO grubuydu. Higbir si¢anda cift tarafli vaskiiler dilatasyon ve kanama

gozlenmedi (Cizelge III).

CIZELGE 1II: Gruplar arasinda vaskiiler dilatasyon ve kanama gozlenen si¢an sayist

Vaskiiler Gruplar

dilatasyon | Kontrol EPO* T4 EPO+ T4 Toplam
ve kanama

Var 6 0 6 2 14
Yok 0 6 0 4 10
Toplam 6 6 6 6 24

*2.18, p=0,0006
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Tedavi gruplarina goére hipokampus uzunluklar1 ortalamalar1 farki Kruskal

Wallis testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim tedavi gruplarinin hipokampus

uzunluklar1 ortalamalar1 kontrol grubuna gore anlamli derecede biiyiiktii. Sol

hipokampus uzunluk farki T4 ve EPO+ T4 alan grup arasinda anlamli degildi

(Cizelge 1V). Tiim gruplarda sol hipokampus boyutu saga gore daha kisaydi, ¢linkii

sicanlarin sol karotis arterleri baglanmisti (Sekil 4).

CIZELGE 1V: Sag ve sol Hipokampus uzunluk ortalamalarinin tedavi gruplarina

gore dagilimu.

Bolge | Kontrol T4 EPO EPO+ T4 p*

ORT SS ORT SS ORT SS | ORT SS
Sag | 93,2879 | 11,49 | 113,2530 | 18,71 | 99,3784 | 8,52 | 103,6829 | 7,37 | 0,000(a)
Sol 79,3788 | 7,34 | 107,7590 | 21,11 | 88,7973 | 5,42 | 99,0732 | 5,83 | 0,000(b)

*Kruskal-Wallis varyans analizi. Sayisal sonuglar birim cinsinden ifade edilmistir. 1 birim=0,025 mm

(a): Tum gruplar arasinda anlaml fark vardir.

(b): T4 grubu ile EPO+ T4 grubu arasinda anlamli fark yoktur, diger biitiin gruplar arasinda anlamli

fark vardir.
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Sekil 4: Tedavi Gruplarina gére Hipokampus uzunluklari
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Hematoksilen-Eosin boyasi ile boyanan kesitlerde hipokampusta ve serebral
(paryetal) kortekste iskemik sinir hiicreleri biiziilmiis bigimde izlendi; iskemik sinir
hiicreleri, hematoksilen ile boyanma affinitesinde azalma ile beraber asidofilik
sitoplazmaya ve piknotik ¢ekirdege sahipti (Resim 1a, 1d).

Hematoksilen-Eosin boyasi ile sol hemisfer beyin bdlgelerinde gozlenen
nekrotik hiicre ortalamasi yilizdeleri arasindaki fark Kruskal Wallis testi ile
hesaplandi. CA1 bolgesinde nekrotik hiicre ortalamasi yiizdeleri farki, tedavi gruplari
ile kontrol grubu arasinda anlamli degildi, CA2 ve paryetal korteks bdlgelerinde T
ile kontrol grubu disinda tiim tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore anlamh
derecede diisiiktii, yani T4 disindaki tedavi gruplarinda nekroza giden hiicre sayisi
azalmistt. CA3 bolgesinde ise sadece T4 ile kontrol grubu arasinda anlamli bir

farklilik saptandi (Cizelge V).

CIZELGE V: Hematoksilen ve Eosin ile boyanan sol hemisfer bdlgesi nekrotik hiicre

ortalamalarinin tedavi gruplarina gore dagilimlari

Bolge Kontrol T4 EPO EPO+ T4 p*

(Sol) ORT |SS |ORT|SS |ORT|SS |ORT |SS

CAl 3,46 0,98 13,22 10,93 298 |0,45]|2,77 |0,81]|0,134(a)
CA2 3,47 1,06 | 3,42 | 0,97 | 2,80 | 0,46 | 2,63 | 0,78 | 0,007(b)
CA3 3,08 0,87 (2,51 | 0,71 2,775 10,53 |2,49 |0,79| 0,057(c)
Paryetal korteks | 3,87 0,94 | 4,13 | 0,85 (2,87 |0,52|3,04 | 0,98 | 0,000(d)

*Kruskal-Wallis varyans analizi

(a) Gruplar arasindaki fark anlamli degildir.

(b) Kontrol grubu ile T4 grubu arasinda anlamli fark yoktur, EPO ve EPO+ Ta gruplar1 arasinda
anlamli fark yoktur.

(c) Kontrol grubu ile T4 grubu arasindaki fark anlamlidir (p=0,015, Mann-Whitney-U test), diger
gruplar arasindaki farklar anlamli degildir.

(d) Kontrol grubu ile T4 grubu arasinda anlamli fark yoktur, EPO ve EPO+ Ta gruplar1 arasinda

anlaml1 fark yoktur.
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Hematoksilen-Eosin boyasi ile sag hemisfer beyin bolgelerinde gozlenen
nekrotik hiicre ortalamasi ylizdeleri arasindaki fark Kruskal Wallis testi ile
hesaplandi. CA1 bodlgesinde nekrotik hiicre ortalamas: yiizdeleri farki, T4 grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli derecede farkliydi, diger bolgelerde T4 grubu ile
Kontrol grubu hiicre nekroz ortalama yiizdeleri farki anlamli degildi. Yine EPO ve
EPO+ T4 grubu arasinda higbir bdlgede anlamli bir fark saptanmadi. EPO ve EPO+
T4 tedavi grubundaki sicanlarin nekroz ortalama ytizdeleri kontrole gdre anlamhi

derecede diisiiktii (Cizelge VI),(Sekil 5).

CIZELGE VI: Hematoksilen ve Eosin ile boyanan sag hemisfer bdlgesi nekrotik

hiicre ortalamalarinin tedavi gruplarina gore dagilimlar

Bolge Kontrol T4 EPO EPO+ T4 p*
(Sag) ORT |SS |ORT|SS |ORT|SS |ORT |SS

CAl 3,24 0,8213,73 10,99 292 |0,45|2,80 | 0,79 | 0,003(a)
CA2 3,51 0,77 | 3,62 | 0,73 | 2,65 | 0,46 | 2,64 | 0,99 | 0,000(b)
CA3 3,36 0,93 3,02 |0,87 (2,73 10,56 |2,55 |0,81]|0,037(c)
Paryetal korteks | 4,17 0,7313,99 | 0,77 | 2,68 | 0,52 | 2,71 | 0,90 | 0,000(d)

*Kruskal-Wallis varyans analizi

(a) Kontrol grubu ile T4 grubu arasindaki fark anlamlidir (p=0,049), kontrol grubuyla diger gruplar arasindaki
farklar anlamli degildir.

(b) Kontrol grubu ile T4 grubu arasinda anlaml fark yoktur, EPO ve EPO+ T4 gruplarn arasinda anlaml fark
yoktur.

(c) Kontrol grubu ile T4 grubu arasinda anlamli fark yoktur. EPO ve EPO+ T4 gruplan arasinda anlamli fark
yoktur. EPO ve EPO+ T4 grubu ile kontrol grubu arasindaki fark anlamlidir.

(d) Kontrol grubu ile T4 grubu arasinda anlaml fark yoktur, EPO ve EPO+ T4 gruplarn arasinda anlaml fark
yoktur.
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Sekil 5: Hematoksilen-Eosin ile boyanan kesitlerde tedavi gruplarina gore hiicre

nekrozu yiizde degerleri.

Ayrica, tiroksin’in CA3 bolgesinde her iki hemisferde CA3 bolgesinde T4 ve
kontrol grubu arasindaki fark da incelenmistir, T4 grubu CA3 boélgesi icin ortalamasi
2,76+0,62, Kontrol grubu CA3 bolgesi i¢in ortalamasi 3,22+0,76 bulunmustur, fark
anlamlidir.(P=0,03, Mann-Whitney-U test.)
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CFV ile boyanma metodu ile ayn1 beyin bdlgelerindeki sinir hiicreleri, Nissl
icerigine gore skorlandi. Hipoksi kontrol ve tedavi gruplarindaki sinir hiicreleri
arasindaki farklilik sdyleydi: iskemik sinir hiicrelerinin sitoplazmasi, daha diisiik
Nissl skorlarina sahipti ve dendritler daha kisalmis ve parcalanmisti (Resim 1b, le).
Buna karsin, normal morfolojiye yakin sinir hiicreleri, Nissl (+) boyanmis uzun
dendritlere sahipti ve tedavi gruplarinda rastlandi (Resim-2b, 2e; 3b; 4b).

Sol hemisfer beyin bdlgelerinde gozlenen Nissl skoru CA2 bolgesinde EPO
ile kontrol grubu disinda tiim tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore anlamh
derecede yiiksekti, yani ndronal biitiinlik korunuyordu. Hicbir bolgede T4 grubu ile
EPO+ T4 arasinda Nissl skoru agisindan anlamli fark yoktu. CA1 bolgesinde EPO ve
T4 gruplar1 arasinda Nissl skoru agisindan fark anlamli degildi (Cizelge VII).

CIZELGE VII: CFV ile boyanan sol hemisfer bdlgesi Nissl ortalamalari

Bolge Kontrol T4 EPO EPO+ T4 p*

(Sol) ORT |SS |[ORT|SS |ORT|SS |ORT |SS

CAl 1,61 0,07 12,01 | 0,29 | 1,89 | 0,21 | 2,28 0,09 | 0,002(a)

CA2 1,80 0,2212,30 | 0,20 | 1,83 | 0,04 | 2,35 0,10 | 0,001(b)

CA3 2,04 0,10 2,53 | 0,27 | 2,13 | 0,13 | 2,52 0,16 | 0,002(c)

Paryetal 0,001(d)
1,69 0,14 1232 |0,03 2,12 | 0,25 2,38 0,04

korteks

*Kruskal-Wallis varyans analizi

(a): Biitiin tedavi gruplarinin Nissl skorlari kontrol grubuna gore anlamlidir. EPO ve EPO+ Ty
arasindaki fark anlamlidir.

(b) EPO ve kontrol arasindaki fark anlamli degildir, T4 ve EPO+ T4 arasindaki fark diginda diger
biitiin gruplar arasindaki fark birbirine gore anlamlidur.

(c,d) Biitiin tedavi gruplarmnin Nissl skorlari kontrol grubuna goére anlamlidir. T4 ve EPO+ Ty

arasindaki fark diginda diger biitlin gruplar arasindaki fark birbirine goére anlamlidir.
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Sag hemisfer beyin bolgelerinde gozlenen Nissl skoru CA2 bolgesinde EPO
ile kontrol grubu disinda tiim tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore anlamh
derecede yiiksekti, yani ndronal biitlinliik korunuyordu. Hicbir bolgede T4 grubu ile
EPO+ T4 arasinda Nissl skoru agisindan anlamli fark yoktu. CA1 ve CA2 bolgesinde
EPO ve T4 gruplan arasinda Nissl skoru agisindan fark anlamli degildi (Cizelge
VII),(Sekil 6).

CIZELGE VIII: CFV ile boyanan sag hemisfer bdlgesi Nissl ortalamalari

Bolge Kontrol T4 EPO EPO+ T4 p*
(Sag) ORT |SS |ORT |SS |ORT|SS |ORT|SS

CAl 1,59 | 0,06 | 2,05 [ 0,30 | 1,95 | 0,22 | 2,33 | 0,08 | 0,001(a)
CA2 1,79 | 0,16 | 2,26 | 0,28 | 1,96 | 0,16 | 2,32 | 0,10 | 0,003(b)
CA3 1,93 0,18 | 2,49 | 0,21 | 2,24 | 0,08 | 2,61 | 0,15 | 0,000(c)
Paryetal korteks | 1,82 | 0,12 | 2,33 | 0,09 | 2,10 | 0,18 | 2,32 | 0,13 | 0,001(d)

*Kruskal-Wallis varyans analizi

(a) Biitiin tedavi gruplarinin Nissl skorlari kontrol grubuna goére anlamlidir. EPO ve EPO+ T4
arasindaki fark anlamlidir.

(b) Biitiin tedavi gruplarinin Nissl skorlar1 kontrol grubuna gore anlamlidir. Tedavi gruplari arasinda
anlamli fark yoktur.

(c,d) Biitiin tedavi gruplarmin Nissl skorlari kontrol grubuna goére anlamlidir. T4 ve EPO+ Ty

arasindaki fark diginda diger biitlin gruplar arasindaki fark birbirine gére anlamlidir.
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Sekil 6: Tedavi Gruplarina gore Nissl ortalamasi
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Apopitoz kiti Kaspaz 3 ile (+) boyanmis hiicrelerde tipik DNA hasar1
saptand1 (Resim Ic, 1f). Apopitotik hiicre sayiminda bu bolgelerde, 100 hiicre i¢inde
sayim yapildi. Kaspaz 3 ile gruplar arasinda sdyle bir farklilik dikkati ¢ekiyordu
Hipoksi kontrol ve tedavi gruplarinda, incelenen beyin bolgelerinde apopitotik
hiicrelerin fotograflari ¢ekildi (Sekil-1c, f; 2¢,f; 3¢, e; 4c, e).

Kaspaz—3 boyasi ile sol hemisfer beyin bolgelerinde gozlenen apopitotik
hiicre ortalamasi ylizdeleri arasindaki fark Kruskal Wallis testi ile hesaplandi. Tiim
tedavi gruplarinda CA1,CA3 ve paryetal korteks bolgelerinde apopitotik hiicre

yiizdeleri ortalamasi kontrol grubuna gore diisiik bulundu (Cizelge IX).

CIZELGE IX: Kaspaz-3 ile boyanan sol hemisfer bdlgesi apopitotik hiicre

ortalamalarinin tedavi gruplaria gore dagilimlari

Bolge Kontrol T4 EPO EPO+ T4 p*

(Sol) ORT |SS |ORT|SS |ORT|SS |ORT |SS

CAl 2,87 0,43 | 2,62 0,31 |2,42 | 0,22 245 |0,22 | 0,000(a)
CA2 2,80 0,35{2,48 | 0,33 12,26 | 0,33 |2,41 | 0,30 | 0,000(b)
CA3 2,67 0,47 | 2,45 | 0,36 | 2,35 | 0,29 | 2,43 | 0,28 | 0,080(c)
Paryetal korteks | 2,98 0,50 | 2,68 | 0,42 2,53 |0,45]|2,61 |0,36|0,005(d)

*Kruskal-Wallis varyans analizi

(a) Kontrol grubu ile tedavi gruplari arasindaki fark anlamlidir. EPO+ T4 ve EPO gruplar arasinda
anlamli fark yoktur.

(b) Kontrol grubu ile tedavi gruplari arasindaki fark anlamlidir. Tedavi gruplar: arasinda anlamli fark
yoktur.

(c) T4 ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik yoktur. EPO, EPO+ T4 ve kontrol grubu arasindaki
fark anlamlidur.

(d) Kontrol grubu ile tedavi gruplari arasindaki fark anlamlidir. T4 ile EPO+ T4 grubu arasindaki fark

anlaml degildir.
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Kaspaz—3 boyas: ile sag hemisfer beyin bolgelerinde gozlenen apopitotik
hiicre ortalamasi ylizdeleri arasindaki fark Kruskal Wallis testi ile hesaplandi. Tiim
tedavi gruplarinda CA1 ve CA2 boélgelerinde apopitotik hiicre yiizdeleri ortalamasi
kontrol grubuna gore diisiik bulundu. EPO tedavi grubunda tiim bdlgelerdeki
apopitotik hiicre yilizde ortalamalar1 diisiik bulunurken, EPO+ T4 grubundaki
apopitotik hiicre yiizde ortalamas1 CA1,CA2 ve paryetal korteks bolgesinde kontrole
gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (Cizelge X),(Sekil 7).

CIZELGE X: Kaspaz-3 ile boyanan sag hemisfer bolgesi apopitotik hiicre

ortalamalarinin tedavi gruplaria gore dagilimlari

Bolge Kontrol T4 EPO EPO+ T4 p*
(Sag) ORT |SS |ORT|SS |ORT|SS |ORT |SS

CAl 2,85 0,56 | 2,42 | 0,48 | 2,38 | 0,35| 2,44 | 0,40 | 0,003(a)
CA2 2,65 0,50 | 2,29 | 0,30 { 2,29 | 0,31 | 2,29 | 0,35 | 0,008(b)
CA3 2,57 0,5312,29 |0,37 (221 [0,28]2,34 |0,32|0,051(c)
Paryetal korteks | 2,55 0,35(2,50 | 0,34 | 2,31 | 0,40 | 2,38 | 0,29 | 0,014(d)

*Kruskal-Wallis varyans analizi

(a) Kontrol grubu ile tedavi gruplari arasindaki fark anlamlidir. T4 ile EPO ve EPO+ T4 gruplar
arasinda anlamli fark yoktur.

(b) Kontrol grubu ile tedavi gruplari arasindaki fark anlamlidir. T4 ile EPO ve EPO+ T4 gruplar
arasinda anlamli fark yoktur.

(c) EPO ve kontrol grubu arasindaki fark anlamlidir. T4,EPO+ T4 ile kontrol grubu arasinda anlaml
farklilik yoktur.

(d) T4 ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik yoktur. . EPO, EPO+ Ts ve kontrol grubu arasindaki

fark anlamlidir.
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Sol ve sag hemisfer CA2 bolgesindeki hiicrelerde Ts ve kontrol grubu

karsilagtirildiginda anlamli bir fark ortaya ¢ikmazken, her iki hemisferdeki apopitotik

hiicreler birlikte hesaplandiginda, T4 grubundaki apopitotik hiicreler, kontrole gore

anlamli derecede diisiik bulundu. (Sekil 7)

Her iki hemisferde CA3 bdlgesinde T4 ve kontrol grubu arasindaki fark da

incelenmistir, T4 grubu CA3 bolgesi i¢in ortalamasi 2,37+0,28, Kontrol grubu CA3

bolgesi i¢in ortalamasi 2,62+0,40 bulunmustur, fark anlamlidir.(P=0,01, Mann-
Whitney-U test.)
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Sekil 7: Tedavi Gruplarina gore Kaspaz—3 ile boyanan apopitotik hiicre yiizde

ortalama degerleri
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Resim 1la: Hipoksi kontrol grubunda hipokampusun CA 1 boélgesinde iskemik sinir
hiicreleri (ok) gortiliiyor. 10X20. H&E.

SEER

Resim 1b: Hipoksi kontrol grubunda hipokampusun CA 1 bolgesinde Nissl igerigi
diisiik sinir hiicreleri (ok) goriiliiyor. 10X20. CFV.

38



Resim 1c: Hipoksi kontrol grubunda hipokampusun CA 1 bolgesinde Kaspaz 3 ile
(+) reaksiyon veren apopitotik hiicreler (ok) goriiliiyor. 10X20.

Resim 1d: Hipoksi kontrol grubunda paryetal kortekste iskemik sinir hiicreleri (ok)
goriliyor. 10X20. H&E.
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Resim le: Hipoksi kontrol grubunda paryetal kortekste nissl icerigi diisiik sinir
hiicreleri (ok) goriiliiyor. 10X20. CFV.

Resim 1f: Hipoksi kontrol grubunda paryetal kortekste Kaspaz 3 ile (+) reaksiyon veren
apopitotik hiicreler (ok) goriiliiyor. 10X20.
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Resim 2a: T4 grubunda hippocampusun CA 1 bolgesinde iskemik sinir hiicreleri (ok)
goriliyor. 10X20. H&E.

Resim 2b: T4 grubunda hippocampusun CA 1 bolgesinde nissl igerigi normal (uzun ok)
ve diisiik olan sinir hiicreleri (kisa ok) goriiliiyor. 10X20. CFV.
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Resim 2c: T4 grubunda hippocampusun CA 1 bolgesinde Kaspaz 3 ile (+) reaksiyon
veren apopitotik hiicreler (ok) goriiliiyor. 10X20.

Resim 2d: T4 grubunda

- <X

-

paryetal kortekste iskemik sinir

|

hiicreleri. 10X20. H&E.
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Resim 2e: T4 grubunda paryetal kortekste nissl icerigi diisiik ve normal olan sinir
hiicreleri (ok) goriiliiyor. 10X20. CFV.

Resim 2f: T4 grubunda paryetal kortekste Kaspaz 3 ile (+) reaksiyon veren apopitotik
hiicreler (ok) goriilityor. 10X20.

43



Resim 3a: Eritropoetin grubunda hippocampusun CA 1 bdlgesinde iskemik sinir
hiicreleri (ok) goriiliiyor. 10X20. H&E.

Resim 3b: Eritropoetin grubunda hippocampusun CA 1 bolgesinde nissl icerigi normal
(uzun ok) ve diisiik (kisa ok) olan sinir hiicreleri goriilityor. 10X20. CFV.
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Resim 3c: Eritropoetin grubunda hippocampusun CA 1 bolgesinde Kaspaz 3 ile (+)
reaksiyon veren apopitotik hiicreler (ok) goriiliiyor. 10X20.
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Resim 3d: Eritropoetin grubunda paryetal kortekste iskemik sinir hiicreleri (ok)
goriliyor. 10X20. H&E.
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Resim 3e: Eritropoetin grubunda paryetal kortekte Kaspaz 3 ile (+) reaksiyon veren
apopitotik hiicreler (ok) goriiliiyor. 10X20.
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Resim 4a: EPO+T4 grubunda hippocampusun CA 1 bolgesi. 10X20. H&E.
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Resim 4b: EPO+T4 grubunda hippocampusun CA 1 bolgesinde nissl miktari normal
(uzun ok) ve diisiik olan (kisa ok) sinir hiicreleri goriilityor . 10X20. CFV.

Resim 4c: EPO+T4 grubunda hippocampusun CA 1 bdlgesinde Kaspaz 3 ile (+)
reaksiyon veren apopitotik hiicreler (ok) goriiliiyor. 10X20.
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Resim 4d: EPO+Ty4 grubunda paryetal kortekste iskemik sinir hiicreleri (ok) goriiliiyor.
10X20. H&E.

Resim 4e: EPO+Ty4 grubunda paryetal kortekste Kaspaz 3 ile (+) reaksiyon veren
apopitotik hiicreler (ok) goriiliiyor. 10X20.
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TARTISMA

HIE, gelismis ve gelismemis iilkelerde onemli bir morbidite ve mortalite
nedeni olmaya devam etmektedir. Zamaninda dogan bebeklerde HIE insidans1 2—
4/1000 iken, zamanindan Once dogan ve diisik dogum agirlikli bebeklerde %60’a
kadar c¢ikmaktadir. (1,2) Gelismekte olan iilkelerde yeni dogan donemindeki
oliimlerin % 33’ii; Tiirkiye’de ise % 11°i HIE’ye baghdir (35-37). Hasarda en ¢ok
rol oynayan siiregler ise %90 oraninda gebelik sirasinda ve dogum eylemi sirasinda
yasanan komplikasyonlardir. Dogum sonrasi komplikasyonlar HIE’de % 10 oraninda
rol oynamaktadir (9). Bu nedenle, éncelikle HIE’yi tedavi etmek yerine, dzellikle

sagliga ayrilan kaynaklari kit olan tilkemizde;

e Esit, ulasilabilir ve iicretsiz bir koruyucu saglik hizmetiyle dogurgan cagdaki
kadmlarin ve bebeklerin diizenli izlemini yapmak,

e Dogum kontrolii 6nerileri ile riskli gebelikleri engellemek

e Diizenli gebe takibini yapmak

e Riskli gebelik izlemini uzmanlagmis merkezlerde gerceklestirmek

e Her bebegin yeterli egitim almis saglik bakim ekiplerince ve saglik

merkezlerinde dogmasini saglamak daha akilc bir strateji olacaktir.

Birden fazla hiicre hasari siirecinin etkili oldugu HIiE’de, simdilik kayda
deger bir klinik tedavi yontemi bulunamamistir. Canlandirmada %100 oksijen
kullanmaktansa %21 oksijen i¢eren oda havasi kullanmanin se¢ilmis gruplarda daha
yararli olduguna ve mortaliteyi azalttigina dair bir sistematik derleme olsa da, heniiz
bu konudaki ¢alismalar klinige aktarilabilecek kadar ¢ok ve giivenilir degildir (85).
Zamaninda dogan bebeklerde tedaviye yonelik hipotermi ydntemi ilk 6 saatte
uygulanirsa umut vermektedir, fakat ek calismalara ihtiya¢ vardir (86). Bu yontem ile
hafif etkilenmis zamaninda dogan bebeklerde 18. ayda 6liim ve agir zeka geriliginin
Onlenebildigi genis bir randomize ¢alisma ile gosterilmistir (87). Zamaninda dogan

yenidoganlarda HIE’den sonra verilecek magnezyum siilfat infiizyonunun 14. giinde
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sag kalimi ve EEG sonuglarmi etkiledigi gosterilmistir (88). HIE’nin temel
mekanizmalart daha iyi anlasildik¢a, hasarin olustugu siire¢lere 6zgii tedavi
yaklasiminin da gelisecegi umut edilebilir. Karmasik bir patofizyolojiye sahip olan
HIE’de deneysel modellerle hasarn temel mekanizmalarmi ortaya ¢ikarmak, olasi
tedavi edici calismalar1 da bu deneysel modellerde yapmak ve umut verenleri klinige
uygulamak uygun olacaktir.

Calismamizda kullandigimiz sigan modeli, HIE’nin arastirilmasinda kabul
gormiis ve sik kullanilan bir modeldir. 7 giinliik si¢an yavrular1 gelisimsel olarak
yeni dogmus insan beyni ile ayni 6zellikleri tasimaktadir. Tek tarafli karotis arter
baglanmasi ve ardindan %8 Oksijen ve %92 azot karisimi i¢eren kaplarda 1 saatlik
hipoksi uygulamasi ile sicanlarda hipoksemi ve hipokapni gelismekte, hipokapni
laktik asidozu kompanse etmekte, sistemik pH ayni1 kalmaktadir (89).

Hipoksi kosullarinda sistemik kan basinct normalin %25-30’una inmekte ve
karotis arteri baglanan beyin hemisferinin kan akimi ise karsi tarafin %40-60’1
oraninda azalmaktadir (90). Hipoksi-iskemi ve yeniden kanlanmaya bagli hasar
cogunlukla bagli olan taraf beyin hemisferinde gozlenirken, karsi tarafta da etkili
olabilmektedir (91,92).

Sonugta bu model yenidoganlarinkine benzer ilimli hiicre Oliimiinii
saglamaktadir ve deney sonrasi hayvan dliimleri fazla olmadigindan degerlendirmek
miimkiin olmaktadir(2,8). Bu modeli kullanan ¢ogu arastirma gibi sican beyinleri
postnatal 7. giinde hipoksi-iskeminin beyindeki etkileri gézlenmek icin incelenmeye
alinmistir, bu siire beyindeki hipoksiye bagli olusan apopitoz ve nekrozun izlenmesi
icin yeterlidir (23.24.48.76).

EPO ve reseptorii memeli beyin dokularinda eksprese edilmektedir (45—
47). Endojen ve eksojen EPO hayvan deneylerinde hipoksi-iskemi, spinal hasar ve
norodejeneratif hastalik modellerinde basarili bulunmustur (23,93-95). EPO’nun
inme sonucu olusan hasar1 azalttig1 erigkin insanlarda yapilmis bir faz 2 calismasi ile
de gosterilmistir (96). EPO, astrositlerden salinan hif-la araciligi ile eksprese
edilmekte ve anti apopitotik etkilerini Akt ve PI3-K isimli threonin kinazlar1 aktive
ederek BCL2 ve Xlap’yi diizenleyip apopitozu baskilayarak gostermektedir (47-52).
Giincel bir arastirmada, EPO ile birlikte kullanilan IGF-1’in ndronal apopitozu

azalttig1 da gosterilmistir (52).
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Margaill ve arkadaslari, gecici fokal iskemi yaratilan sigan astrositlerinde
iskemiyi izleyen 6 saat i¢inde striatum ve serebral kortekste belirgin bir tip -2
iyodotironin deiyodinaz aktivitesinin bagladigini ve bu aktivitenin en az 72 saat
stirdiigiinii bulmuglardir. Tip 2 deiyodinaz, beyin hiicrelerinde T4’lin daha aktif
formu olan 3,5,3'-triiyodotironine doniismesini katalize etmektedir (97).

Hipotiroid sicanlarin hipokampus sinir hiicrelerinde apopitozun fTs ve {T;3
diizeyleri ile ters orantili olarak arttig1 saptanmigtir. Tiroid hormonlarinin apopitozu
engelledigi, hipotiroidizmin ise anti- apopitotik bcl-2 geninin diizenlenmesini
azalttig1, pro — apopitotik bax geninin diizenlenmesini yiiksek diizeylerde tutarak
ndronal apopitoza yol actig1 gosterilmistir (71). Dogumsal hipotiroidizmi taklit eden
bir sican modelinde hipotiroidizmin gelismemis beyinde IGF sentezini azalttigi
gosterilmistir(73). IGF-I, hipoksi ve iskemiye maruz kalan beyin dokusunda ise olasi
bir anti-apopitotik ajan gibi davranmaktadir. (74). Deneysel HIE’ modelinde T4’ii
EPO ile birlikte hem apopitozdaki bcl/bax gen ekspresyonundaki ortak yollarindan
hem de IGF1 ile ortak iligkilerinden dolay1 kullanmay1 diistindiik.

Calismamizda deneysel HIE modelinde, daha once degisik calismalarda
sinir hiicresi koruyucu etkisi kanitlanmig EPO ile birlikte T4 hormonunu kullanarak
degisik beyin bolgelerindeki noronal yapilardaki hiicre morfolojisini gdsteren Nissl
miktarmni, nekrotik 6liim cevabini, hipokampus uzunlugunu ve kaspaz—3 boyamasi
ile apopitozu inceledik. Yine vaskiiler dilatasyon, ventrikiiler dilatasyon gibi
morfolojik degisiklikleri de kaydettik.

Tek tarafli ventrikiil dilatasyonu agisindan tedavi gruplari ile kontrol grubu
arasinda anlaml fark bulamadik. Vaskiiler dilatasyon agisindan sadece EPO almis
tedavi grubunda kontrole gore anlamli derecede diisliklik vardi. Vaskiiler
dilatasyonun bu grupta daha az olmasinin nedeni EPO’nun daha 6nce bulunmus olan
damar duvari tonus diizenleyici ve anti-inflamatuar 6zelliklerine baglanabilir Bir
calisgmada Gen¢ ve arkadaslari, hipoksi-iskemi yarattiklari ve EPO tedavisi
uyguladiklar1 farede NO yapim artisina bagli olarak néronal hasarin azaldigini
gostermislerdir(56). Yine, Kristal ve arkadaglari, EPO tedavisi alan hemodiyaliz

hastalarinda EPO’nun polimorfoniikleer 16kositlerce ortaya ¢ikan inflamasyon
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yanitin1 degistirebildigini gostermislerdir (58). Kombine tedavi grubunda da bu
etkinin goriilmesi beklenebilir.

CFV boyamas1 ile hipokampusun CA1,CA2,CA3 bolgeleri ile birlikte
paryetal kortekste Nissl oranlarini inceledik. Noronal morfolojinin bir gostergesi olan
Nissl skorunun T4 ve EPO+ T4 grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek ¢ikmasi,
T4’lin hipokampus ve paryetal kortekste sinir hiicresi koruyucu 6zelligi oldugunu
diistindiirmektedir. Kombine tedavi ile T4 grubu arasinda anlaml fark bulunmamasi,
bu sinir hiicresi koruyucu 6zelligin hem EPO hem de T4 tarafindan etkilenen IGF—1
kaynakli m1 yoksa heniiz incelenmemis baska bir mekanizma araciligi ile mi oldugu
sorusunu akla getirmektedir (73,74). Bulgularimiz, T4 tedavisini sican iskemi
modelinde uygulayan ve hipokampus bdlgesinde sinir hiicresi koruyucu 6zelligini
gosteren Rami ve arkadaslarinin sonuglari ile uyumludur (75) .

HE boyamasi ile hipokampusun CA1,CA2,CA3 bolgeleri ile birlikte paryetal

kortekste nekrotik hiicre yiizde ortalamalarini inceledik.
Sol CA1 bolgesinde nekrotik hiicre ortalamasi ylizdeleri farki, tedavi gruplar ile
kontrol grubu arasinda anlamli degildi, sag CA1 bolgesinde ise T4 grubundaki nekroz
yiizdesi, kontrole gore anlamli derecede artmisti. CA2 ve paryetal korteks’te ise T
disindaki tedavi gruplarinda nekroza giden hiicre sayis1 azalmisti, kontrol grubu ile
T4 grubu arasinda fark yoktu. Sol CA3 bolgesinde ise sadece T4 grubundaki nekroz
orani kontrole gore azalmisti. Sag CA3 bolgesinde T4 disindaki tedavi gruplarinda
nekroza giden hiicre sayis1 azalmisti, kontrol grubu ile T4 grubu arasinda fark yoktu.
Sonugta, EPO ve kombine tedavi grubunda birka¢ bolge haricindeki sinir hiicresi
koruyucu etki, EPO’nun ndronal hasar modellerinde gdsterilmis olan etkisinden
baska sahip oldugu anti-inflamatuar etkilere ve 6zellikle yeniden- kanlanma hasarini
Onleyici etkisine baglanabilir. Assandri ve arkadaslari, EPO’nun ndronal intraseliiler
kalsiyumu azalttigin1 gdstermislerdir (55). Chattopadhyay ve arkadaslari ise
EPO’nun serbest radikal hasar1 6nleyici 6zelligi oldugunu bildirmislerdir(57).

Sag CA1 bolgesindeki sinir hiicrelerinde T4 grubunda goriilen nekrotik hiicre
yiizdesinin artig1 ve diger bolgelerde de (Sol CAl, sag CA3, her iki taraf CA2 ve
paryetal korteks) T4 grubunda kontrol grubuna benzer oranda nekrotik hiicre
saptanmasi, kullandigimiz dozda T4 tedavisinin néronal nekrozu 6nlemekte yetersiz

kaldigimi gostermektedir. Shuaib ve arkadaslari, gerbillerde yaptiklar1 bir deneyde,
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hipotiroidizmin beyinde enerji harcanmasini diisiirdiglinii, beyindeki iskemi sonrasi
yeniden- kanlanma hasarinin da bu diisiik metabolik hiza bagh olarak azalacagini
diistinmiis, ve hipotiroidizmin gegici beyin iskemisi sonras1 gerbillerde sinir hiicresi
koruyucu etkisini test etmek tizere tiroidektomi yapilmig ve yapilmamis hayvanlara
gecici iskemi uyguladiktan 7 giin sonra beyinlerini incelemislerdir. Tiroidektomili
hayvanlarin beyin kesitlerinde hipokampus CA1,CA2, CA3, CA4 ve serebral
kortekste kontrole gore anlamli derecede diisikk nekrotik hasar gozlemislerdir.
Nekrotik hiicre yilizdesi ortalamalarinin sonuglari, bizim modelimizde sag CAl
bolgesi i¢in bu c¢alisma ile uyumlu bulunmustur (98). Sonug¢larimiz, Rami ve
arkadaslarinin tiroksin tedavisi sonucu iskemik beyin hasarindan korunan deney
gurubu ile benzerlik gostermemektedir (75).

Tedavi gruplarina goére hipokampus uzunluklari ortalamalart farks
degerlendirildiginde, tim tedavi gruplarinin hipokampus uzunluklari ortalamalar
kontrol grubuna gore anlamli derecede biiyiiktii. T4 grubunun hipokampus uzunlugu
diger tim gruplardan yiiksekti ve bu fark sol hipokampustaki EPO+ T4 grubunun
Olglimii disinda anlamliydi. Memelilerde hipokampustaki dentat girus ve lateral
ventrikiillerdeki subventrikiiler zondaki progenitor hiicrelerden yasam boyunca yeni
sinir hiicreleri olugsmaktadir. Beyindeki iskemi de bu progenitdr hiicrelerin sayisini
artirmaktadir. Dempsey ve arkadaslari, gegici beyin iskemisi uyguladiklari bir grup
siganda IGF-1’in bu progenitor hiicreler iizerine etkisini arastirmiglar. IGF-1 ile
tedavi edilmis grupta dentat girus bolgesindeki progenitdr hiicrelerin kontrole gore 4
kat, subventrikiiler zondaki progenitor hiicrelerin de 2 kat fazla oldugunu ve bu
farkin anlamli oldugunu saptamislar (99). Mudrick ve arkadaslar1 ise siganlardaki
serebral iskeminin uzun dénemde en ¢ok hipokampus CA1 bolgesinde hiicre kaybina
yol acarak morfolojik degisiklikleri yarattigim1 = gostermisler (100). Bizim
modelimizdeki beyin degisiklikleri, EPO ve Ts’iin IGF-1 aracilikli etkilerine
baglanabilir fakat uzun dénemli izlem yapmadigimiz i¢in bu morfolojik farkin tedavi
gruplarinin iskemik hasardan korunmasina mi yoksa gelistirici faktdrlere mi bagh
oldugunu kestirmek giictiir.

Kaspaz—3 boyamasi ile hipokampusun CA1,CA2,CA3 bolgeleri ile birlikte
paryetal kortekste apopitotik hiicre yilizde ortalamalarini inceledik. Tim tedavi

gruplarinda CA1,CA2 ve paryetal korteks bolgelerinde apopitotik hiicre yiizdeleri
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ortalamasi kontrol grubuna gore diisiik bulundu. EPO ve EPO+ T4 tedavi grubunda
tim bolgelerdeki apopitotik hiicre yiizde ortalamalar1 diisiik bulundu. CA3
bolgesinde her iki hemisferdeki apopitotik hiicreler birlikte hesaplandiginda, Ty
grubundaki apopitotik hiicreler, kontrole gore anlamli derecede diisiik bulundu. Sag
Paryetal kortekste T4 grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanamadi.
Kaspaz-3 boyamasi sonuglari, HIE’ modelinde EPO tedavisinin apopitozu azalttigimi
bildiren yayinlarla uyumludur (24.52.53.76). Kaspaz—3 boyamas1 sonuglari, tiroksin
tedavisinin HIE modelinde apopitozu azaltabilecegi ve bu degisikligin Kaspaz—3
enzimi boyasi ile gosterilebilecegi yoniindeki hipotezimizle uyumludur. EPO+ T,
grubunda, diger gruplardan anlamli derecede ayri apopitotik hiicre ortalamasi
saptanamamustir. Digicaylioglu ve arkadaslari, IGF—1 ve EPO tedavisinin sinerjistik
etki ile noronal apopitozu Onleyebildigini gdstermislerdir (52). Bu ¢alismada benzeri
bir sinerjistik etkiyi gosterememis olmamiz, boylesi bir iliskinin olmadigi anlamina
gelmemektedir. Escobar-Morreale ve arkadaslari tiim dokularda, o6zellikle beyin
dokusunda 6tiroid bir durum yaratabilmek i¢in tiroidektomize edilen siganlarda hem
T4 hem de T3 verilmesi gerektigini gostermislerdir (101). Apopitozun gosterilmesi
icin  kullanilan  yOntemimiz 151tk mikroskobunda morfometrik calismaya
dayanmaktadir, Tiirkyilmaz ve arkadaslari HIE modelini uyguladiktan sonra
magnezyum tedavisinin apopitoz iizerine etkisini degerlendirmek {izere bilgisayarl
goriintii analizini kullanmiglar ve sayisal olarak tiim kesit yiizeyindeki hiicreleri
sayisal olarak degerlendirmislerdir, bu yontemi bizim kesitlerimize de uygulamak
miimkiindiir (102).

Tiroksin hipoksik iskemik ensefalopati olusturulmus sican beyinlerinde kontrollere
gore saglikli ndron sayisinin artmasina, apopitotik hiicre sayisinin da azalmasina yol
acmaktadir. Eritropoetin  hipoksik iskemik ensefalopati olusturulmus sigan
beyinlerinde kontrollere goére saglikli ndron sayisinin artmasina, nekrotik ve
apopitotik hiicre sayisinin da azalmasina yol agmaktadir. Tiroksin ve eritropoetin
birlikte kullanildiginda hipoksik iskemik ensefalopati olusturulmus sican
beyinlerinde kontrollere goére saglikli ndron sayisinin artmasina, nekrotik ve
apopitotik hiicre sayisinin da azalmasina yol agmaktadir. Tiroksin ve eritropoetin
tedavide kullanilabilecek yeni bir secenek olarak umut vermektedir ve ileri

caligmalara gereksinim duyulmaktadir.
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SONUCLAR:

Calismada hipoksi ve iskemi uygulanmis si¢anlarda hipoksi sonrasi verilen EPO, T4

ve EPO+ T4 tedavilerinin sinir hiicresi koruyucu etkileri arastirilmistir.

1. EPO, incelenen tiim beyin bdlgelerinde saglikli sinir hiicresi morfolojisini
gosteren Nissl skorunu kontrol grubuna gore artirmis, HE boyas: ile
gosterilen nekrotik hiicre yiizde ortalamalarini kontrol grubuna gore azaltmais,
Kaspaz—3 boyasi ile gosterilen apopitotik hiicre yiizde ortalamalarini kontrol
grubuna goére azaltmigtir. Hipokampus boyutu bu grupta kontrole gore
anlaml1 derecede biiyiiktiir.

2. T4 tedavisi, incelenen tiim beyin bolgelerinde saglikli sinir hiicresi
morfolojisini gosteren Nissl skorunu kontrol grubuna gore artirmis, HE
boyasi ile gosterilen nekrotik hiicre yiizde ortalamalarini1 sag CA1 bolgesinde
artirirken, sol CA3 bolgesi disindaki bolgelerde kontrole gore azaltamamus,
Kaspaz—3 boyas: ile gosterilen apopitotik hiicre yiizde ortalamalarini sag
paryetal korteks disindaki tiim bolgelerde kontrol grubuna gore azaltmigtir.
Hipokampus boyutu bu grupta kontrole gére anlamli derecede biiyiiktiir.

3. EPO+Ty, incelenen tim beyin bdlgelerinde saglikli sinir hiicresi
morfolojisini gosteren Nissl skorunu kontrol grubuna gore artirmis, HE
boyasi ile gosterilen nekrotik hiicre ylizde ortalamalarini kontrol grubuna
gore azaltmig, Kaspaz—3 boyas: ile gosterilen apopitotik hiicre yiizde
ortalamalarin1 kontrol grubuna gdre azaltmistir. Bu etkilerin hi¢ biri diger
tedavi gruplarindan anlamli derecede farkli degildir. Hipokampus boyutu bu

grupta kontrole gore anlamli derecede biiyiiktiir.

55



OZET:

GIRIS VE AMAC:

HIE’nin temel mekanizmalar1 anlasildikga tedavi yontemleri de deneysel
modellerden 6grenilerek uygulamaya gegirilecektir. Bu calismada tiroid hormonunun
beyin dokusu olusumunda kanitlanmig gelistirici etkisinin yaninda hipoksi sonrasi
durumda EPO iligkili veya EPO’ dan bagimsiz mekanizmalarla sinir dokusunun

hipoksiden korunmasi ile bir iligkisi olup olmadig1 arastirilmigtir.

GEREC VE YONTEM:

7 glinliik toplam 24 sican ¢aligmaya alindi ve sirayla kontrol grubu (n:6), T4 (n:6),
EPO (n:6), EPO+ T4 (n:6) olarak ayrildi. Tiim siganlarin sol karotis arterleri
baglandiktan sonra 1 saat boyunca %8 oksijen, %92 azot karisimi bulunan kapta
hipoksiye ugratildi. Hipoksi olusumundan 30 dakika sonra EPO grubuna EPO 1000
u/kg i.p. EPO+ T4 grubuna EPO 1000 u/kg ve L-tiroksin 3 pg/100 g. i.p. , T4 grubuna
L-tiroksin 3,6 pg/100 g i.p. uygulandi. Kontrol Grubuna 0,2 ml %0,9 NaCl serum
fizyolojik verildi. Postnatal 7. giinde hayvanlar oldiiriilerek beyinleri HE, Nissl ve
Kaspaz—3 boyamalar ile incelendi. Histolojik inceleme Hipokampus CAl, CA2,
CA3 ve paryetal korteks bolgelerinde yapildi. Biitlin incelemeler 40X objektifle her
si¢an icin 6 ayr1 kesit kullanilarak yapilda.

BULGULAR:

EPO, incelenen tiim beyin bdlgelerinde Nissl skorunu kontrol grubuna gore artirdi,
HE boyasi ile gosterilen nekrotik hiicre ylizde ortalamalarini azaltti, Kaspaz—3 boyasi
ile gosterilen apopitotik hiicre yiizde ortalamalarini kontrol grubuna gore azaltti. EPO
grubunda hipokampus boyutu kontrole gére anlamli derecede biiytiktii.

T4 tedavisi, incelenen tiim beyin bolgelerinde saglikli sinir hiicresi morfolojisini
gosteren Nissl skorunu kontrol grubuna gore artirdi, HE boyasi ile gosterilen
nekrotik hiicre ylizde ortalamalar1 sag CA1 bolgesinde yiiksek, sol CA3 bolgesinde
diistik, diger bolgelerde farksizdi. Kaspaz—3 ile gosterilen apopitotik hiicre ylizde
ortalamalar1 sag paryetal kortekste kontrole gore farksiz, diger bolgelerde kontrol
grubuna gore az bulundu. T4 grubunda hipokampus boyutu kontrole gére anlaml

derecede biiyiiktii.
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EPO+ Ty, incelenen tiim beyin bolgelerinde Nissl skorunu kontrol grubuna gore
artirdi, HE boyasi ile gdsterilen nekrotik hiicre ylizde ortalamalarini kontrol grubuna
gore azaltti, Kaspaz—3 boyasi ile gosterilen apopitotik hiicre ylizde ortalamalarim
kontrol grubuna gore azaltti. Bu etkilerin hi¢ biri diger tedavi gruplarindan anlaml
derecede farkli degildi. EPO+ T4 grubunda hipokampus boyutu kontrole gére anlamli

derecede biiyiiktii.

SONUCLAR:

Tiroksin hipoksik iskemik ensefalopati olusturulmus sican beyinlerinde
kontrollere gore saglikli noron sayisinin artmasina, apopitotik hiicre sayisinin da
azalmasina yol agmaktadir.

Eritropoetin hipoksik iskemik ensefalopati olusturulmus sican beyinlerinde
kontrollere goére saglikli néron sayisinin artmasina, nekrotik ve apopitotik hiicre
sayisinin da azalmasina yol agmaktadir..

Tiroksin ve eritropoetin birlikte kullanildiginda hipoksik iskemik ensefalopati
olusturulmus sican beyinlerinde kontrollere gore saglikli ndron sayisinin artmasina,
nekrotik ve apopitotik hiicre sayisinin da azalmasina yol agmaktadir. Tiroksin ve
eritropoetin tedavide kullanilabilecek yeni bir segenek olarak umut vermektedir ve

ileri caligmalara gereksinim duyulmaktadir.
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ABSTRACT:

Introduction:

Treatment modalities will be applied to the clinic use with beter understanding of cell
injury mechanisms derived from experimental models of hypoxic ischemic
encephalopathy. In our study we examined the neuroprotective and antiapoptotic
effects of thyroxine , erythropoietin and both thyroxine and erythropoietin treatment

in hipoxic-ischemic rat brains.

Material and methods

Postnatal seven-day-old rats are taken to four groups (control:6, epo:6, t4: 6,
epo+t4:6). One hour of hypoxia with 92%nitrogen and 8%Oxygen mixture
immediately following unilateral left carotid artery ligation was done. After one
hour of hypoxia, rHuEpo one bolus dose (1000 U/kg) was given to EPO group
intraperitoneally (i.p.), I-thyroxine (3,6 mcg/100g/day, daily) given to t4 group i.p.
and rHuEpo one bolus dose (1000 U/kg) and I-thyroxine (3,6 mcg/100g/day) daily
were given to t4+EPO group intraperitoneally (i.p.). At postnatal day 14, rat brains
were taken out and embedded to parafine blocks. Hematoxylen — Eosin stain, Nissl
stain and caspase-3 ab marker immunochemistry stain was performed all brain slides.
Necrotic cells are identified and counted from H&E stained brain slides, Nissl
quantity of neurons are demonstrated from Nissl stained brain slides and apoptotic
cell counts made from caspase-3 antibody immunohistochemistry stained slides.
Parietal cortex and hippocampus CA1, CA2,CA3 areas were examined. Necrotic
cells,Nissl scores and apoptotic cells were examined at 6 crosscuts in right and left
hemispheres for each rat with 40X objective. Four groups were compared with

Kruskal-Wallis and Mann Whitney-U tests.
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Results:

In EPO group, Nissl scores were increased, necrotic cell average scores were reduced
and apoptotic cell counts were reduced in all areas of the brain, compared with the

control group.

T4 treatment augmented Nissl scores in all areas of the brain, compared with the
control group. T4 treatment reduced apoptotic cells in all areas of the brain except
right parietal cortex area, compared with the control group. Thyroxin therapy
reduced necrotic cell average scores only in left CA3 area compared with the control
group. Thyroxin therapy was augmented necrotic cell average scores of right

hippocampus CA1 area compared with the control group.

EPO+T4 treatment augmented Nissl scores, reduced necrotic cell average scores and

apoptotic cell counts in all areas of the brain, compared with the control group.

Both EPO, T4 and EPO+T4 treatments were augmented hippocampal length,

compared with control group.

Conclusion:

Both EPO, T4 and EPO+T4 treatment were reduced apoptotic cell count, and

augmented neural Nissl score of hypoxic-ischemic rat brains.

59



KAYNAKLAR

1.

1. Stoll BJ, Kliegman RM. Hypoxia — ischemia. In: Behrman R, Kliegman R,
Jenson H (eds) Nelson Textbook of Pediatrics, (17th ed.) Philadephia : WB
Saunders Co. 2004:566-8.

Vanucci RC, Perlman JM. Interventions for perinatal hypoxic-ischemic
encephalopathy. Pediatrics 1997;100:1004-14

Yoon BH, Romero R, Yang SH, Jun JK, Kim IO, Choi JH, Syn HC.
Interleukin-6 concentrations in umbilical cord plasma are elevated in
neonates with white matter lesions associated with periventricular
leukomalacia. Am J Obstet Gynecol. 1996 ;174:1433-40.

Schultz C, Temming P, Gembruch U, Strunk T, Bucsky P. Polyclonal
intravenous immunoglobulin to prevent brain injury in preterm infants.
Lancet 2002;359:522-3.

Schultz C, Rott C, Temming P, Schlenke P, Moller JC, Bucsky P. Enhanced
interleukin-6 and interleukin-8 synthesis in term and preterm infants. Pediatr
Res 2002;51:317-22

Dammann O, Leviton A. Brain damage in preterm newborns: biological
response modification as a strategy to reduce disabilities. J Pediatr
2000;136:433-8.

Juul S. Erythropoietin in the central nervous system, and its use to prevent
hypoxic--ischemic brain damage. Acta Paediatr Suppl 2002;438:36—42
Vannucci SJ, Hagberg H. Hypoxia—ischemia in the immature brain, J Exp
Biol; 2004; 207:3149-3154

Vanucci RC, Palmer C. Hypoxia-ischemia: Neuropathology, pathogenesis
and management. In: Fanaroff AA, Martin RJ (eds) Neonatal Perinatal
Medicine (9th ed) Philadelphia. Mosby Year Book,1997;847-867

10.Cheng Y, Gidday JM, Yan Q, Shah AR, Holtzman DM. Marked age-

dependent neuroprotection by brain-derived neurotrophic factor against

neonatal hypoxic-ischemic brain injury. Ann Neurol. 1997; 41:521-9

11.Gluckman P, Klempt N, Guan J, Mallard C, Sirimanne E, Dragunow M,

Klempt M,Singh K, Williams C, Nikolics K. A role for IGF-1 in the rescue of

60



CNS neurons following hypoxic-ischemic injury. Biochem Biophys Res
Commun. 1992; 182:593-9.

12.Holtzman DM, Sheldon RA, Jaffe W, Cheng Y, Ferriero DM. Nerve growth
factor protects the neonatal brain against hypoxic-ischemic injury. Ann
Neurol. 1996 39:114-22

13.Nozaki K, Finklestein SP, Beal MF. Basic fibroblast growth factor protects
against hypoxia-ischemia and NMDA neurotoxicity in neonatal rats. J Cereb
Blood Flow Metab. 1993 ;13:221-8.

14.Blomgren K, Zhu C, Wang X, Karlsson JO, Leverin AL, Bahr BA, Mallard
C, Hagberg H. Synergistic activation of caspase-3 by m-calpain after
neonatal hypoxia-ischemia: a mechanism of "pathological apoptosis"? J Biol
Chem. 2001 276:10191-8.

15.Cheng Y, Deshmukh M, D'Costa A, Demaro JA, Gidday JM, Shah A, Sun'Y,
Jacquin MF, Johnson EM, Holtzman DM. Caspase inhibitor affords
neuroprotection with delayed administration in a rat model of neonatal
hypoxic-ischemic brain injury. J Clin Invest. 1998 101:1992-9

16.Quinn L. Deveraux, Henning R. Stennicke, Guy S. Salvesen, John C. Reed,
Endogenous Inhibitors of Caspases, J Clin Immun ;1999;19, :388 - 398

17.Zhu C, Qiu L, Wang X, Hallin U, Cande C, Kroemer G, Hagberg H,
Blomgren K. Involvement of apoptosis-inducing factor in neuronal death
after hypoxia-ischemia in the neonatal rat brain. J Neurochem. 2003 ;86:306-
17.

18.Wang X, Zhu C, Wang X, Hagberg H, Korhonen L, Sandberg M, Lindholm
D,Blomgren K. X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) protein protects
against caspase activation and tissue loss after neonatal hypoxia-ischemia.
Neurobiol Dis. 2004 ;16:179-89.

19.Juul SE, Anderson DK, Li Y, Christensen RD. Erythropoietin and
erythropoietin receptor in the developing human central nervous system.
Pediatr Res. 1998;43:40-9.

20.Maier RF, Bohme K, Dudenhausen JW, Obladen M. Cord blood
erythropoietin in relation to different markers of fetal hypoxia. Obstet

Gynecol 1993; 81:575-80

61



21.Buescher U, Hertwig K, Wolf C, Dudenhausen JW. Erythropoietin in
amniotic fluid as a marker of chronic fetal hypoxia. Int J Gynaecol Obstet
1998;60:257-63

22.Siren AL, Knerlich F, Poser W, Gleiter CH, Bruck W, Ehrenreich H.
Erythropoietin and erythropoietin receptor in human ischemic/hypoxic brain.
Acta Neuropathol 2001;101:271-6.

23.Aydin A, Genc K, Akhisaroglu M, Yorukoglu K, Gokmen N, Gonullu E.
Erythropoietin exerts neuroprotective effect in neonatal rat model of hypoxic-
ischemic brain injury. Brain Dev. 2003 ;25:494-8.

24 .Spandou E, Soubasi V, Papoutsopoulou S, Karkavelas G, Simeonidou C,
Kaiki-Astara A, Guiba- Tziampiri O. Erythropoietin prevents
hypoxia/ischemia-induced DNA fragmentation in an experimental model of
perinatal asphyxia. Neurosci Lett. 2004;366:24-8.

25.Sakanaka M, Wen TC, Matsuda S, Masuda S, Morishita E, Nagao M, Sasaki
R. In vivo evidence that erythropoietin protects neurons from ischemic
damage. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 14;95:4635-40.

26.Brown RS: The thyroid gland. In: Brook CGD, Hindmarsh PC (eds.):
Clinical Pediatric Endocrinology, 4th ed, Oxford, Blackwell Science Ltd.;
2001:288-321.

27.Fandrey J, Pagel H, Frede S, Wolff M, Jelkmann W: Thyroid hormones
enhance hypoxia-induced erythropoietin production in vitro. Exp Hematol.
1994; 22:272-7.

28.Zayour D, Azar ST, Azar N, Nasser M, Obeid M, Mroueh S, Dbaibo GS,
Bitar FF. Endocrine changes in a rat model of chronic hypoxia mimicking
cyanotic heart disease. Endocr Res. 2003;29:191-200.

29.Pereira DN, Procianoy RS:Effect of perinatal asphyxia on thyroid-stimulating
hormone and thyroid hormone levels. Acta Paediatr. 2003;92:339-45.

30.Muller Y, Rocchi E, Lazaro JB, Clos J. Thyroid hormone promotes BCL-2
expression and prevents apoptosis of early differentiating cerebellar granule

neurons. Int J Dev Neurosci. 1995;13:871-85.

62



31.Singh R, Upadhyay G, Godbole MM Hypothyroidism alters mitochondrial
morphology and induces release of apoptogenic proteins during rat cerebellar
development. Endocrinol. 2003;176:321-9

32.Royer C, Lachuer J, Crouzoulon G, Roux J, Peyronnet J, Mamet J, Pequignot
J, Dalmaz Y. Effects of gestational hypoxia on mRNA levels of GluT3 and
GluT4 transporters, hypoxia inducible factor-1 and thyroid hormone receptors
in developing rat brain. Brain Res. 2000 856:119-28.

33.Wood NS, Marlow N, Costeloe K, Gibson AT, Wilkinson AR. Neurologic
and developmental disability after extremely preterm birth.. N Engl J Med
2000;343:378-84.

34.Vannucci RC. Hypoxic-ischemic encephalopathy. Am J Perinatol
2000;17:113-20.

35.World Health Organization:Perinatal mortality:A listing of available
information, FRH / MSM 96-7; 1996

36.World Health Organization:Mother-baby package:implementing safe
motherhood in countries. Maternal health and safe motherhood programme.
WHO, FHE / MSM/ 94-11;1994

37.7.C. Saglik Bakanlhigi ACS-AP Genel Miidiirliigii:Ugiincii bin yila baglarken
anne ve ¢cocuklarin durumu, 2000

38.Berger R, Garnier Y. Perinatal brain injury. J Perinatol Med 2000;28:261-85

39.Barks JD, Silverstein FS. Excitatory aminoacids contribute to the
pathogenesis of perinatal hypoxic-ischemic brain injury. Brain Pathol
1992:2:235-43

40. Lipton SA, Rosenberg PA. Excitatory aminoacids as a final common pathway
for neurologic disorders damage after perinatal asphyxia. New Eng J Med
1994; 330:613-22

41.Felmann V, Raivio KO. Reperfusion injury as the mechanism of brain
damage after perinatal asphyxia. Pediatr Res 1997;41:599-606

42.Zipursky A, Johnston MV, Ishida A, Nakajima W. Neurobiology of hypoxic
ischemic injury in the developing brain. Pediatr Res 2001;49:735-41

43.Taylor DL, Edwards AD, Mehmet H. Oxidative methabolism, apoptosis and
perinatal brain injury. Brain Pathology 1999;9:93-117

63



44. Apak R, Anlar B. Santral sinir sistemi gelisimi ve programlanmis hiicre
olimii (apoptoz). Anadolu Tip Dergisi 1999;2:118-123

45.Nagai A, Nakagawa E, Choi HB, Hatori K, Kobayashi S, Kim SU.
Erythropoietin and erythropoietin receptors in human CNS neurons,
astrocytes, microglia, and oligodendrocytes grown in culture. J Neuropathol
Exp Neurol 2001;60:386-92

46.Digicaylioglu M, Bichet S, Marti HH, Wenger RH, Rivas LA, Bauer C,
Gassmann M. Localization of specific erythropoietin binding sites in defined
areas of the mouse brain. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995;92:3717-20.

47.Masuda S, Okano M, Yamagishi K, Nagao M, Ueda M, Sasaki R. A novel
site of erythropoietin production. Oxygen-dependent production in cultured
rat astrocytes. J Biol Chem. 1994;269:88-93.

48.Strunk T, Haertel C, Schultz C, Does erythropoietin protect the preterm
brain? Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed 2004;89:F364

49.Sadamoto Y, Igase K, Sakanaka M, Sato K, Otsuka H, Sakaki S, Masuda S,
Sasaki R. Erythropoietin prevents place navigation disability and cortical
infarction in rats with permanent occlusion of the middle cerebral artery.
Biochem Biophys Res Commun. 1998;253(1):26-32

50. Agnello D, Bigini P, Villa P, Mennini T, Cerami A, Brines ML, Ghezzi P.
Erythropoietin exerts an anti-inflammatory effect on the CNS in a model of
experimental autoimmune encephalomyelitis. Brain Res 2002;952:128-34.

51.Brines ML, Ghezzi P, Keenan S, Agnello D, de Lanerolle NC, Cerami C, Itri
LM, Cerami A. Erythropoietin crosses the blood-brain barrier to protect
against experimental brain injury. Proc Natl Acad Sci USA 2000;97:10526—
31

52. Digicaylioglu M, Garden G, Timberlake S, Fletcher L, Lipton SA. Acute
neuroprotective synergy of erythropoietin and insulin-like growth factor I.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2004 ;101:9855-60. Epub 2004 Jun 21.

53.Siren AL, Fratelli M, Brines M, Goemans C, Casagrande S, Lewczuk P,
Kenan S, Gleiter C, Pasquali C, Capobianco A, Mennini T, Heumann R,

Cerami A, Ehrenreich H, Ghezzi P. Erythropoietin prevents neuronal

64



apoptosis after cerebral ischemia and metabolic stress. Proc Natl Acad Sci
US4 2001;98:4044-9.

54.Digicaylioglu M, Lipton SA. Erythropoietin-mediated neuroprotection
involves cross-talk between Jak2 and NF-B signalling cascades. Nature
2001;412:641-3.

55. Assandri R, Egger M, Gassmann M, Niggli E, Bauer C, Forster I, Gorlach A.
Erythropoietin modulates intracellular calcium in a human neuroblastoma cell
line. J Physiol 1999;516:343-52

56.Genc S, Kuralay F, Genc K, Akhisaroglu M, Fadiloglu S, Yorukoglu K,
Fadiloglu M,Gure A. Erythropoietin exerts neuroprotection in 1- methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine-treated C57/BL mice via increasing nitric
oxide production. Neurosci Lett 2001;298:139-41

57.Chattopadhyay A, Choudhury TD, Bandyopadhyay D, Datta AG.. Protective
effect of erythropoietin on the oxidative damage of erythrocyte membrane by
hydroxyl radical. Biochem Pharmacol 2000;59:419-25.

58.Kristal B, Shurtz-Swirski R, Shasha SM, Manaster J, Shapiro G, Furmanov
M, Hassan K, Weissman I, Sela S. Interaction between erythropoietin and
peripheral polymorphonuclear leukocytes in hemodialysis patients. Nephron
1999;81:406-13

59.Ribatti D, Presta M, Vacca A, Ria R, Giuliani R, Dell'Era P, Nico B, Roncali
L,Dammacco F. Human erythropoietin induces a proangiogenic phenotype in
cultured endothelial cells and stimulates neovascularization in vivo. Blood
1999;93:2627-36

60. Yamaji R, Okada T, Moriya M, Naito M, Tsuruo T, Miyatake K, Nakano Y.
Brain capillary endothelial cells express two forms of erythropoietin receptor
mRNA. Eur J Biochem 1996;239:494-500

61.Brook CGD: The Throid Gland. Clinical Paediatric Endocrinology. Third
Edition, 1985;397-435

62. Adams LM, Emery JR, Clark SJ, Carlton EI, Nelson JC. Reference range for
newer thyroid function tests in premature infants. J Pediatr 1995;126:122-7.

65



63.LaFranchi S. Disorders of the thyroid gland.. In: Behrman R, Kliegman R,
Jenson H (eds) Nelson Textbook of Pediatrics, (17th ed.) Philadephia : WB
Saunders Co. 2004: 1870-1890.

64.Klein AH, Oddie TH, Parslow M, Foley TP Jr, Fisher DA. Developmental
changes in pituitary-thyroid function in the human fetus and newborn. Early
Human Dev 1982; 6:321

65.Fischer DA. Euthyroid low thyroxine (T4) and triiodothyronine (T3) states in
prematures and sick neonates. Pediatr Clin North Am 1990;37:1297-312.

66.Kodama S, Mori Y, Miyoshi M, Kobayashi K, Komatsu M, Nakao H,
Sakurai T. Thyroid function in premature infants. Kobe J Med Sci 1992 38:
109-16

67.Chen JY: Thyroid function in healty and sick neonates. Chung Hua I Tsa
Chih 1994 54:51-6

68.Behnam-Rassoli M, Herbert LC, Howard V, Pharoah PO, Stanisstreet M.
Effect of propylthiouracil treatment during prenatal and early postnatal
development on the neocortex of rat pups. Neuroendocrinology.
1991;53:321-7.

69.Sui L, Gilbert ME. Pre- and postnatal propylthiouracil-induced
hypothyroidism impairs synaptic transmission and plasticity in area CAl of
the neonatal rat hippocampus. Endocrinology. 2003 ;144:4195-203.

70. Alvarez-Dolado M, Ruiz M, Del Rio JA, Alcantara S, Burgaya F, Sheldon M,
Nakajima K, Bernal J, Howell BW, Curran T, Soriano E, Munoz A. Thyroid
hormone regulates reelin and dabl expression during brain development. J
Neurosci. 1999;19:6979-93.

71.Huang XW, Zhao ZY, Ji C. Effects of hypothyroidism on apoptosis and the
expression of Bcl-2 and Bax gene in the neonatal rat hippocampus neurons.
Zhonghua Er Ke Za Zhi. 2005; 43:48-52.

72.D'Ercole AJ, Ye P, Calikoglu AS, Gutierrez-Ospina G. The role of the
insulin-like growth factors in the central nervous system. Mol Neurobiol.

1996 ;13:227-55.

66



73.Elder DA, Karayal AF, D'Ercole AJ, Calikoglu AS.Effects of hypothyroidism
on insulin-like growth factor-1 expression during brain development in mice.
Neurosci Lett. 2000 ;293:99-102.

74.Russo VC, Gluckman P, Feldman EL, Werther GA. The Insulin — like
growth factor system and its pleiotropic functions in brain. Endocr Rev. 2005
30; epub.

75.Rami A, Krieglstein J. Thyroxine attenuates hippocampal neuronal damage
caused by ischemia in the rat. Life Sci. 1992;50:645-50.

76.Wen TC, Sadamoto Y, Tanaka J, Zhu PX, Nakata K, Ma YJ, Hata R,
Sakanaka M. Erythropoietin protects neurons against chemical hypoxia and
cerebral ischemic injury by up-regulating Bel-xL expression. J Neurosci Res.
2002;67:795-803.

77.Nolan LA, Thomas CK, Levy A. Permissive effects of thyroid hormones on
rat anterior pituitary mitotic activity.J Endocrinol. 2004;180:35-43.

78.Ramos S, Goya L, Alvarez C, Martin MA, Pascual-Leone AM. Effect of
thyroxine administration on the IGF/IGF binding protein system in neonatal
and adult thyroidectomized rats. J Endocrinol. 2001;169:111-22.

79.Chan K and Lowe J: Techniques in neuropathology. Chapter: 18, Edited by:
Bancroft JD and Gamble M. Theory and Practice of Histological
Techniques.(5 th ed). Churchill Livingstone. New York, Edinburgh, London,
Madrid, Melbourne, San Francisco, Tokyo.2002; 374-75.

80.Nogami M, Takatsu A, Endo N, Ishiyama I. Immunohistochemistry of
neuron-specific enolase in neurons of the medulla oblongata from human
autopsies, Acta Histochem, 100, 371-382; 1998

81.Kon Kon Y, Endoh D, Yamashita T, Watanabe T. Expression of renin in the
rat liver. Anat Histol Embryol. 1998;27:111-8

82.Manesse M, Delverdier M, Abella-Bourges N, Sautet J, Cabanie P, Schelcher
F. An immunohistochemical study of bovine palatine and pharyngeal tonsils
at 21, 60 and 300 days of age. Anat Histol Embryol. 1998 ;27:179-85.

83.Palkovits M and Brownstein M: Maps and Guide to microdissection of the rat

brain. New York, Amsterdam, London. Elsevier Science Publishing Co., Inc.

1988

67



84.Paxinos G and Watson C: The rat brain in stereotaxic coordinates. Academic
Press Inc. Harcourt Brace Jovanovich, Publishers. 2™ ed. San Diego, Boston,
New York, London, Sydney, Tokyo, Toronto, 1994.

85.Tan A, Schulze A, O'Donnell CP, Davis PG. Air versus oxygen for
resuscitation of infants at birth. Cochrane Database Syst Rev. 2005 Apr 18;:
CD002273

86.Thoresen M, Whitelaw A. Therapeutic hypothermia for hypoxic-ischaemic
encephalopathy in the newborn infant. Curr Opin Neurol. 2005; 18: 111- 6.

87.Gluckman PD, Wyatt JS, Azzopardi D, Ballard R, Edwards AD, Ferriero
DM, Polin RA, Robertson CM, Thoresen M, Whitelaw A, Gunn AJ. Selective
head cooling with mild systemic hypothermia after neonatal encephalopathy:
multicentre randomised trial. Lancet. 2005; 365: 663- 70.

88.Ichiba H, Tamai H, Negishi H, Ueda T, Kim TJ, Sumida Y, Takahashi Y,
Fujinaga H, Minami H; Kansai Magnesium Study Group. Randomized
controlled trial of magnesium sulfate infusion for severe birth asphyxia.
Pediatr Int. 2002;44: 505- 9.

89. Vannucci, R. C., Towfighi, J., Heitjan, D. F. ,Brucklacher, R. M.. Carbon
dioxide protects the perinatal brain from hypoxic-ischemic damage: an
experimental study in the immature rat. Pediatrics 1995; 95, 868- 874

90. Vannucci, R. C., Lyons, D. T. Vasta, F. Regional cerebral blood flow during
hypoxia-ischemia in immature rats. Stroke 1988;19, 245- 250

91.Towfighi, J., Zec, N., Yager, J., Housman, C. Vannucci, R. C.. Temporal
evolution of neuropathologic changes in an immature rat model of cerebral
hypoxia: a light microscopic study. Acta Neuropathol. 1995;90, 375- 386.

92. Vannucci, R. C. ,Vannucci, S. J. A model of perinatal hypoxic ischemic brain
damage. Ann. NY Acad. Sci. 1997;835, 234-249.

93.Ruscher K, Freyer D, Karsch M, Isaev N, Megow D, Sawitzki B, Priller J,
Dirnagl U, Meisel A. Erythropoietin is a paracrine mediator of ischemic
tolerance in the brain: evidence from an in vitro model. J Neurosci.
2002;22:10291-301

94.Celik M, Gokmen N, Erbayraktar S, Akhisaroglu M, Konakc S, Ulukus C,
Genc S, Genc K, Sagiroglu E, Cerami A, Brines M. Erythropoietin prevents

68



motor neuron apoptosis and neurologic disability in experimental spinal cord
ischemic injury. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 ;99:2258-63

95.Junk AK, Mammis A, Savitz SI, Singh M, Roth S, Malhotra S, Rosenbaum
PS, Cerami A, Brines M, Rosenbaum DM. Erythropoietin administration
protects retinal neurons from acute ischemia-reperfusion injury.Proc Natl
Acad Sci U S A.2002 ;99:10659-64. Epub 2002 Jul 18

96. Ehrenreich H, Hasselblatt M, Dembowski C, Cepek L, Lewczuk P, Stiefel M,
Rustenbeck HH, Breiter N, Jacob S, Knerlich F, Bohn M, Poser W, Ruther E,
Kochen M, Gefeller O, Gleiter C, Wessel TC, De Ryck M, Itri L, Prange H,
Cerami A, Brines M, Siren AL. Erythropoietin therapy for acute stroke is
both safe and beneficial. Mol Med. 2002 8:495-505.

97.Margaill I, Royer J, Lerouet D, Ramauge M, Le Goascogne C, Li WW,
Plotkine M, Pierre M, Courtin F. Induction of type 2 iodothyronine
deiodinase in astrocytes after transient focal cerebral ischemia in the rat. J
Cereb Blood Flow Metab. 2005;25:468-76

98. Shuaib A, Ijaz S, Mazagri R, Kalra J, Hemmings S, Senthilsvlvan A, Crosby
N.Hypothyroidism protects the brain during transient forebrain ischemia in
gerbils. Exp Neurol. 1994 ;127:119-25.

99.Dempsey RJ, Sailor KA, Bowen KK, Tureyen K, Vemuganti R. Stroke-
induced progenitor cell proliferation in adult spontaneously hypertensive rat
brain: effect of exogenous IGF-1 and GDNF. J Neurochem. 2003 ;87:586-97.

100.Mudrick LA, Baimbridge KG. Long-term structural changes in the rat

hippocampal formation following cerebral ischemia. Brain Res. 1989

24;493:179-84.

101.Escobar-Morreale HF, del Rey FE, Obregon MJ, de Escobar GM. Only the

combined treatment with thyroxine and triiodothyronine ensures euthyroidism in

all tissues of the thyroidectomized rat. Endocrinology. 1996 ;137:2490-502.

102.Turkyilmaz C, Turkyilmaz Z, Atalay Y, Soylemezoglu F, Celasun B.

Magnesium pre-treatment reduces neuronal apoptosis in newborn rats in hypoxia-

ischemia. Brain Res. 2002 ;955:133-7

69



