Beyin Darmar Hastahklan Dergisi 1996, 2:63-68
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OZET

Yenidofan sicanlarda hipoksik-iskemik beyin harabiyetinden 6 saat Gnce deksametazon ile tedavinin ndron koruyucu
oldugu hipoksiden 3 saat énce ya da hemen sonra ise etkisiz oldugu gésterilmigtir. 7 giinliik, 12 gramdan biyiik sigan
yavrulanna eter anestezisini takiben sag karotid arter oklhizyonu yapildiktan sonra su banyosu icinde 37°C7 de 1sist
regiile edilen 0.5 lt’lik cam fanus iginde 2 saat boyunca %8 O, ve %92 N,O kangimu solutuldu. Girigimden sonraki 7.
giinde siganlar dekapite edilerek bregmamn  +2,-2 mm. referans noktalarindan koronal kesitler alindi ve 2,3,%
frifeniltetrazolium chloride (ITC) ile boyandi. Denek grubundaki siganlara (n:11) 0.1 mg/kg deksametazon 1P enjekte
edildi. Kontrol grubuna (n:10) ise aym: dozda % 0.9 NaCl enjekte edildi. Normal gruptaki siganlara (n:9) ise higbir iglem
yapilmad:, denek ve kontrol grubundaki siganlarin beyin alanlannin kargilaghnlmasinda kullamldi. Deksametazon
uygulanan grupta, gross infarkt veya renk degisikligi saptanmadi. Kontrol grubunda sag hemisferde korteks ve striatum
boyunca belirgin infarkt ve nekroz sahalar, hemisferik yapida pargalanma ve likuifikasyon gozlendi. I koronal kesitte %
18.23 ve II. koronal kesitte %32.76'hk infatkt alaru saptandi Histopatolojik olarak, kontrol grubunda néronal
dejenerasyonla birlikte yaygin nekroz mevcuttu. Deksametazon grubunda ise H&E ve Nissl boyamalarinda hafif
derecede noéronal iskemik degisiklikler ve ¢ok az sahada infarkt gozlendi, Sonug olarak deksametazonun neenatlarda
hipoksik-iskemik beyin harabiyetinin 8nlenilmesinde etkin bir néron keruyucu clabilecegi kamsina vanldu

Anahtar Sozciikler: Deksametazon, hipoksik-iskemik infarkt, yenidogan sigan.

THE INVESTIGATION OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF DEXAMETHASONE IN
HYPOXIC-ISCHEMIC BRAIN INJURY IN NEONATAL RATS.

It has been shown that pretreatment with dexamethasone up to & hours before hypoxia in 7- day old pups is protective
against hypoxic -ischemic brain damage but it's not so 3 hours before or after the insult. 7 day old Spraque-Dawley
rats were anesthetised with diethyl ether and the right common carotid artery was ligated and divided. Following the
recovery period the animals were placed in 500 ml. airtight jar which was immersed in a water bath thermostatically
reguilated to 37°C and exposed 8% O, 92% N,O gas mixture for 2 hours. Cerebral pathological changes were assessed in
animals surviving 7 days after hypoxic-ischemic insuit. The brains were sectioned coronally +2 , -2 mm from bregma
and immersed in 23,5 triphenyltetrazolium chloride (TTC). The pups were randomly treated with either vehicle {(n=10)
or 0,1 mg/kg i.p. dexamethasone sodium phosphate (n=11} . A separate group of pups (n=9) had no surgical or hypoxic
procedures nor did they have drug administration and were used for in the comparison of the effect of the damage . In
dexamethasone group no gross infarction or colour changings in TTC-stained slices were observed. In vehicle treated
group there was a marked infarction or necrosis throughout cortex and striatum, disintegration of the structures of the
hemispher and liquefication. In the I. coronal slice 18,33 % and II. coronal slices 32,76 % of infarct area was detected.
Histopatologically, there was extensive necrosis areas with neuronal degeneration on the right. In dexamethasone
treated group although there was no gross infarct, H&E and Nissl stainings showed mild degree of ischemic changes
and much less infarcted areas than vehicle treated group. In conclusion, we suggest that dexamethasone could be an
effective drug of choice in preventing hypoxic-ischemic brain damage in the neonate if given to the mather at the risk for
fetal hypoxia.
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GIRIS

TTC: Triphenyltetrazolium chloride

Son yillarda yapilan galigmalar, ortaya koymustur (6). Hipoksik periyodun 2 veya
yenidoganlardaki hipoksik-iskemik beyin 3 saat olmasinn bu modelde ortaya gikan serebral
harabiyetinin yavru sicanlarda benzer model kan  alamindaki  azalmayr  degigtirmedigi
yaratilarak, olayin fizyopatolojisinin otoradyografik ¢ahsmalarla gosterilmigtir (7,8).

anlagilmasinda ve lezyonun dnienilmesinde
degisik néron koruyucu ajanlarin etkisinin
aragtinlabilecegini gbstermektedir (I - 5).

Bu model kullanilarak iskemi ve serebral
patoloji arasindaki iliski daha &nceden yapilan
galismalarda arastirdlmighr. Kalitatif serebral kan
akimu ¢aligmalan, serebral hasarin dagiimimin
arteriel beslenme ile ilgili ve ortaya ¢ikan
harabiyetin esas olarak iskemi sonucu oldugunu

Deksametazonun yenidogan sicanlarda 3 saatlik
hipoksik-iskemik lezyondan 24 ve 6 saat omce
verildifinde etkisi oldugu, ancak 6 saatten daha
once veya lezyondan hemen sonra verildigi zaman
infarkti Onlemedigi rapor edilmigticr (1,2).
Deksametazonun zaman ve doz bagimh olan bu
etkisinin ortaya koyulabilmesi 1igin hipoksi
periyodunu 2 saate indirerek yaphgumnz
¢abgmamizda ve deksametazonun iskemik
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lezyondan 3 saat énce uygulanmasimin etkisini
arastirmay: amagladik.

GEREC VE YONTEM

Aragtirmanmuzda 7 giinliik, 12 gramdan biiyuk
sican yavrulan (Sprague-Dawley) kullanldi. Eter
anestezisi altinda orta hat boyun insizyonunu
takiben sag karotid arter ligasyonu yapildiktan
sonra arter koagiile edildi ve kesildi. Ligasyon
sonrasi siganlar 2-3 saat anne yamma iyilesme
periyoduna birakildilar. Bu iglemle siganlarda
iskemik infarkt meydana getirildi. Ayn: sicanlara 2
saat boyunca su banyosu iginde 1s1s1 regiile edilen
0,5 litrelik hava gegirmeyen cam fanusta %8 O, ve
% 92 N,O kangim solutularak, hipoksik infarkt
iskemik infarkta eklendi. Bu iglemleri takiben anne
yanina verilerek 7 giin siire ile yasatildilar. Denek
grubundaki siganlara (n:11) ~ hipoksik-iskemik
infarktan 3 saat once 0.1 mg/kg deksametazon IP
enjekte edildi. Kontrol grubuna (n:10) ise aym
dozda % 0.9 NaCl enjekte edildi. Normal gruptaki
siganlara (n:9) ise hicbir islem yapilmads, denek ve
kontrol grubundaki siganlarn beyin alanlarinin
karsilagtinlmasinda kullanildh.

Tim gruplardaki sicanlar, infarkt
olusturulmasindan 7 giin sonra dekapite edilerek
beyinleri hizla gikanldi, bregmanin +2,-2 referans
noktalarindan koronal kesitler alindi. 23,5
Trifeniltetrazolium klorid (TTC) ile 37°C boyanda.
infarkt alanimin mevcut olup olmadig TTC ile
boyanan kesitlerde saptandi. Daha sonra renkli
fotograflar: gekilerek, (Kodachrome, ASA 100)
deney gruplarim bilmeyen bir aragtirici tarafindan
Infarkt  alanlan  saptandi.  Degerlendirme
kompiiterize analiz yontemi ile tim koronal
kesitteki infarkt alant mm? olarak hesapland.
Deneklerin  histopatolojik ~ caligmalart  da,
degerlendirmeyi yapan histolog ve patologlar
tarafindan deneklerin hangi gruba ait oldugu
bilinmeksizin  yapild.  Preparatlar, ~H&E
(Hematoksilen-Eosin) ve Thionin metodu ile Nissl
boyamalarn yapilarak degerlendirildi. Istatiksel
analizler varians analizi (ANOVA) ile
degerlendirildi.

BULGULAR

Kontrol ve deksametazon ile tedavi edilen
gruplarda mortalite benzer olarak bulundu (1/10
ve 2/11) (p>0.05). TTC ile boyanan kesitlerin gross
patolojik  incelenilmesinde  deksametazonun
karotid arter ligasyonu yapilan tarafta infarktin
onlenilmesinde etkin oldugu saptandi. Bu
kesitlerde gross infarkt veya renk degisikligi
gozlenilmedi (sekil-1, sekil-2).
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Skl T kontrol grubu 1 Koronal keside T1C il bovamada sag
hemister te sol hemisfer arasindakt alan tarki v ortava cikan
mbarkt alam

Sukil 2t kontral grubu 11 Koronal kestde TTC ile boyamada sag,
hemister ile sol hemisfer arasimdaki alan farki ve ortaya gikan
infark! alani.

Kontrol grubunda ise serebral korteksin ozellikle
temporal, frontal, ve parietal boliimlerinde ileri
derecede, striatum, talamus ve hipokampusun ise
buyuk bir kisminda  belirgin  infarkt ve
likuifikasvon gorildi (sekil-3, sekil-4).
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Sckil 32 Kontrol grubunun H&E boyama ile makroskobik
goriintust.
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Sckil 4: Kontrol grubu H&E boyama ile yaygim ndronal
dejenerasyon, noronlarin gekirdeklerinde buzitlme,
sitoplazmada kayip, vakuolizasyonda artiy ve ghal hiicre
proliferasyonu(x200).

Kontrol grubu siganlarda kompiiterize analiz
yontemi ile 1. koronal keside %18.33, II. koronal
keside %32.76 oraminda infarkt oldugu saptandi.
Denek grubunda ise infarkt goralmedi. 1. koronal
kesitte; sag hemisfer sol hemisferden normal
grupda 0,56+0,6 mm2, denek grubunda 1,5£1,2
mm? daha buylik, kontrol grubunda ise 10,6+1,8
mm? daha kuguk bulunmustur (Grafik-I).
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Grafik I: Kontrol ve denck grubunun sag ve sol hemisfer 1. kesi
alanlarinin karsilastirilmas:

Sag ve sol hemisfer aras: farklarin istatistiksel
olarak karsilagtirilmasinda; normal grup ile denek
grubu arasinda fark saptanmamustir (p>0,05).
Normal grup ile kontrol grubu ve kontrol grubu
ile denek grubu arasinda ise anlamh fark
bulunmugtur (p<0,0001, p<0,001). II. koronal
keside sag hemisfer sol hemisferden normal
grupda 0,4940,8 mm2, kontrol grubunda 16,2+5,1
mm?2 ve denek grubunda 0,5+1,6 mm2 daha kiictik
bulunmustur (Grafik-II).

Bu farklarin kargilaghnilmasinda; normal grup
ile denek grubu arasinda fark saptanmamustir
(p>0,05). Normal grup ile kontrol grubu ve kontrol
grubu ile denek grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamh  fark saptannmustir (p<0,001, p<0,05)
(Tablo 1).
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Grafik 1I: Kontrol ve denek grubunun sag ve sol hemisfer IL
kesi alanlanmin karsilashinlmas:

Tablo LI Gruplarin . ve [I. koronal kesitlerde sag ve sol
hemisferik alan farklar (Ortalama=SH).

DENEY GRUPLARI DEGERLENDIRME

NORMAL KONTROL DENEK P P pe
(n:9) 10 (m11)

. KORONAL 056:0,6 106418 15+12 p<0,0001 p<0001  px0,05
KESIT

II. KORONAL 049208

162:51 05516 p<O0l pedls
KESIT

p>0,05

I Normal - Kontrol
I" Kontral - Denck
I Normal - Denek

Histopatolojik olarak kontrol grubu sicanlarda
sag ve sol hemisferler arasinda belirgin farkhihk
saptandi (sekil-5).
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Sekil 5: Kontrol grubunun Nissl boyama ile Nissl granullennde
azalma, noronlarda biizlilmiis gekirdekler ve  yaygmn
sitoplazma kaybi(x400).
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H&E ile boyamada sol hemisferde patoloji
goriilmezken, sag hemisferde yaygin nekroz
sahasi ile birlikte noron harabiyeti mevcuttu.
Etkilenen noéronlarda niikleuslar kiiciilmiis,
sitoplazma kaybolmug, vakuolizasyon ve glial
hiicre proliferasyonunda artma mevcuttu (gekil-6).

Sckil 6: Denek grubunun H&E boyama ile makroskobik
goruntisi.

Nissl boyamasinda Nissl graniillerinde azalma
ile birlikte niikleus sitoplazmalarda kugtulme
saptand: (sekil-7).

Sekil 7: Denek grubu HsE boyamada doku biitinligiiniin
korundugunu, dagimk vakuolizasyon alanlar ve minimal glial

hiicre artisi(x200)

Deksametazon verilen grupta TTC boyama ile
gross patoloji mevcut degilse de H&E ve Nissl
boyamalan ile hafif derecede iskemik degisiklikler
ve kontrol buna oranla ¢ok az bdlgede
mikroskobik infarkt alanlan goézlendi. Noronlar
saglam olmasina ragmen ok az derecede glial
hiicre proliferasyonu mevcuttu, Nissl
boyamasinda ise Nissl graniillerinde hafif azalma
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mevcuttu (sekil-8, sekil-9, sekil-10).

\ % : N 1 1
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Sekil 8 Denck Erubu Nissl boyama ile Nissl granillerinin
kontrol grubuna kiyasla kismen azalma(x400)

TARTISMA

Yavru siganlarda deneysel iskemik-hipoksik
infarktin yenidoganlardaki hipoksik iskemik beyin
harabiyetinin modeli olarak uygulanabilecegi
cesitli  yayinlarda gosterilmistic  (1,2,4,59). 7
giinliik sicanlarin tercih edilmesi embriyolojik
olarak yenidogamin tam beyin maturasyonuna
benzerlik géstermesindendir (10).

Glukokortikoid tedavisinin, neonatlarda
gelisen santral sinir sistemi (zerinde zararh
etkilerinin ~ oldugunun  gésterilmesi  ayrica
erigkinlerde global veya fokal iskeminin
onlenmesinde ve tedavisinde etkisiz kalmas:
iskemik lezyonlarda kullamimlarini kisitlamaktadir
(7). Buna karsin Barks ve arkadaglarinin yaphg
bir  galismada  deksametazonun 0.001-0.005
mg/kg 3 glin boyunca veya travmadan 24 saat
once tek doz halinde verilmesiyle yenidogan
siganlarda hipoksik iskemik beyin harabiyetine
bagl infarkt olmadig saptanmustir. llacin hipoksik
iskemik olaydan sonra verilmesinin veya diigiik
dozlarimn infarkh onlemedigi bulunmustur (1).
Barbosa ve arkadaslarinin c¢ahismasinda
deksametazonun etkisinin doz bagimh oldugu ve
etkisinin ortaya ¢ikmasi igin belli bir stirenin
gerekli oldugu saptannugtir (11). Chumas ve
arkadaglaninin galigmasinda ise lezyondan 6 saat
once verilen deksametazonun infarkti onledigi

gorialmastar (2). Bizim cahismamizda
deksametazonun, kontrol grubuna gore hemisferik
infarktt  onledigi ve TTC ile boyanmada

makroskobik infarkt olmadigi saptanmugtir. TTC
ile boyama infarkt sahasmin saptanmasinda
histolojik inceleme ile tam bir korelasyon
gostermektedir (12). Bu durum ¢ahsmamizda da
gorillmiigtir.
Galismamizda  hipoksik

lezyon suresi
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kisaltlmis ve buna karsin deksametazon 3 saat
dnce verilmigtir. Daha dnceki calismalarda daha az
sire ile hipoksi uygulayarak esas hadisenin
hipoksiye ait degil fakat iskemiden kaynaklandig
belirtilmistir {13,14). 2 veya 3 saatlik hipoksinin
serebral kan akiminda azalma meydana
getirmedigi ve her iki grupta da okliizyon yapilan
tarafta kan akumnunn %60-80 azaldif gosterilmigtir
(8). Bu makroskobik harabiyet, hipoksik iskemik
yenidofan modeli kullanan difer ¢ahsmalarla
benzerlik gostermektedir. Cahsmamuzda  her
nekadar sag ve sol hemisferler arasinda
deksametazonlu grupta farkliik saptanmgsa da
bu farklibk normal grupla kyaslandiginda anlamh
bulunmarmighr. Buna kargin kontrol grubunda sag
ve sol hemisferler arasinda anlaml farkhihk
oldugu, normal ve denek grubuna gore ileri
derecede atrofi oldugu gézlenmigtir. Bu durum 3
saat once verilen deksametazonun da koruyucu
etki yaptgiu gostermektedir. Histolojik inceleme
kontrol grubuna gdre ndronlarda daha hafif
derecede  harabiyet oldugunu ve  hicre
yapisindaki degismenin de bu grupta gérildiigii
kadar yofun olmadifinu géstermigtir. Bu
degisiklik Tuor ve arkadaglarinin yaptigi
calismada da gbzlenmis, denek grubu siganlarda
%1.5 oraninda infarkt alanlann oldugu fakat
harabiyetin minimal oldugu saptanilmughr (8).
Kalayer ve arkadaglanmin yapug gahsmada da
travmadan 40 dakika oOnce verilen bolus
prednizolondan sonra perivaskiiler ve perindral
odem gozlenmigtir (15).

Steroidlerin bir¢ok etkileri mevcuttur, buna
kargin deksametazonun hipoksik-iskemik
harabiyeti énleme mekanizmasi bilinmemektedir.
Deksametazonun immatiir beyinlerde hipoksik
iskemik harabiyetin Snlenmesinde muhtemel etki

mekanizmalarindan birinin biyiimenin
retardasyonu oldugu ileri siiriilmiigtir (1,16). Her
nekadar bu aragshrmada 24 saat Once
deksametazon  verilen rupta  deneklerin

agirhfinda énemli farkhhklar oldugu saptanmgsa
da (1), Chumas ve arkadaglanimin caliymasinda 6
saat ©dnce  deksametazon uygulanmasiyla
siganlarin agirhginda bir farklihk saptanmamig (2)
ve ileri siiriilen tez destek bulamarmmusgtir.
Deksametazon tedavisinin néron koruyucu
etkisinin gosterilmesi igin 3-6 saatlik bir zamanm
gerekmesi protein sentezininde olaya kangtigini
diigindiirmektedir.  Buna  kargin  kronik
deksametazon  verilmesi  beyin  agwrhginin,
deoksiriboniikleik asit iceriginin ve geligmekte
olan sicanlarda glial fibrillerin asidik protein
igeriinin ve myelinin baz proteininin gen
ekspresyonunun azalmasma neden olur (17).
Diger bir etki mekanizmasiun protein sentez
inhibisyonu yoluyla oldugudur. Deksametazonla
iskemi éncesi tedavi yenidogan sicanlarda kainik
asitle ortaya gikarilan epilepsileri énlemekte etkili
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olmadigindan (18) ve ayrica glukokortikoidler
kainik asitle ortaya ¢ikanlan beyin harabiyetini
artbirdiklanindan {7), deksametazonun etkisinin
Ca** ‘un hiicre igine girigi baglamadan 6nce olmasi
daha bityiik olasiliktir (2).

Glukokortikoidlerin hipoksik-iskemik
harabiyeti azaltmadaki diger bir etki mekanizmas:
kan-beyin bariyeri iizerine olabilir, Bir¢ok
araghrmada glukokortikoidlerin, tiimérler,
serebral . infarkt ve kainik asitle ortaya gikarilan
kan-beyin bariyerindeki bozulmay: azaltmadif,
aymi zamanda saflam erigkin kan beyin
bariyerindeki gegirgenligi de azalthig:
gosterilmigtir (19 - 23). Yenidogan veya prematiire
infantlarda deksametazon kan-beyin bariyerinin
fonksiyonunu  degistirerek  hipoksik-iskemi
esnasinda korunmayi da saglayabilir.

Yenidoganlardaki difer bir etki mekanizmasi
serebral enerji depolarnnin degismesiyle de
clabilir. Neonatal periyodda beynin sadece
glukoza bagimh olmadif: fakat ketonlar ve
lakratlar gibi difer metabolitleri de kullandif1
bilinmektedir (5,17,24,25,26). Yenidogan farelerde
glukokortikoidlerin ~ kronik  kullaimi  beyin
glukoz, glikojen, B~hidroksibiturat ve depolanmg
serebral enerji ile birlikte dekapitasyon sonras.
ATP'nin  etkisini uzatr (25). Hatta erigkin
stcanlarda  deksametazonun daha &nceden
verilmesinin  serebral iskemi esnasinda ATP
diizeylerini ve elektriksel aktiviteyi devam
ettirdigi, fakat reperflizyon periyodunda
epilepsilere ve artrmg serebral iskemiye neden
olduguna ait deliller de mevcuttur (27).
Muhtemelen epilepsilere bagh sekonder travma
deksametazonun ortaya ¢ikarabilecegi fayday:
maskelemektedir. Eger boyle ise glukokortikoid ile
birlikte antikonviilsan verilmesi gerekebilecegi 6ne
stiriilmiistiir. Bu ¢aligmada deksametazon verilen
grubun hipoksi stiresinde kan glukoz diizeyinin
hafif derecede arthif1i gbzlenmigtir. Buna kargm
kontrol grubunda hipoglisemi olugmugtur.
Glukokortikoidlerin kullanlmas: belirgin
glukoneogenezise neden olabilir. Hipoksiden 6
saat Once deksametazon verilmesinin hipoksi
periyodu esnasinda hafif derecede hiperglisemiye
neden oldugu Chumas ve arkadaglan tarafindan
gosterilmigtir. Buna kargin verilmeyen grupta
hipoglisemi g&zlenilmistir (2). Ayrica Reeves ve
arkadaglann ytksek hipergliseminin yenidogan
beynini iskemik harabiyetten korudugunu da
gostermiglerdir (28).

Sonug olarak; galismamizda hipoksik-iskemik
harabiyetten 3 saat énce tek doz deksametazon
verilmesinin  serebral infarktin  olusumunu
azalthf saptanmgtir.
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