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Hipoksik iskemik beyin hasari olusturulan yenidogan si¢anlarda ABT-491
uygulamasinin gorsel uyariima potansiyelleri iizerine etkileri

The effects of ABT-491 administration on visual evoked potentials
in rat model of hypoxic ischemic brain injury
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Ozet

Amag: Bu galismada, hipoksik iskemik beyin hasan (HiBH) olusturulan siganlara ABT-491 uygulanmasinin gérsel uyariima potansiyelleri
(GUP) Gzerine olan etkilerinin arastirnimasi amaglandi.

Gerec ve Yontem: Calismada 57 tane Wistar cinsi yenidogan erkek sican kullanildi. Siganlar rastgele olarak t¢ gruba ayrildiktan sonra, 1.
(n=18) ve 2. grupta (n=20) dogum sonrasi yedinci giinde degistirimis Levine-Rice érnegine gére HIBH olusturuldu. Uglinci grup (n=19),
sham grubu olarak ayrildi. Hipoksik iskemik beyin hasari sonrasinda 1. gruptaki siganlara periton igine ABT-491, 2. gruptakilere ise serum
fizyolojik (SF) uygulandi. Siganlar 16 haftalik olduklarinda, oksipital b&lgeye yerlestirilen Ag-AgCl disk elektrot araciligiyla GUP’lari kaydedildi.

Bulgular: ABT grubunda P3 dalga sureleri SF grubuna goére daha kisa bulundu (p<0,05). Sham grubu ile karsilastirildiginda, ABT ve SF
gruplarinda tepeden-tepeye P2-N2 ve N2-P3 dalga genlikleri daha kiglkti (tim ikili karsilastirmalar icin p<0,001).

Cikarimlar: Hipoksik iskemik beyin hasarinin GUP yanitlarinin genliklerinde azalmaya neden oldugu ve bu azalmanin ABT-491 ile
diizeltilemedigi; buna karsilik, HIBH sonrasi ABT-491 uygulamasinin P3 dalga srelerindeki kisalmayi diizelttigi séylenebilir. (Ttirk Ped Arg
2010; 45: 319-23)

Anahtar sozciikler: ABT-491, apopitoz, hipoksik iskemik beyin hasari, gorsel uyariima potansiyeli, PAF

Summary

Aim: In the present study, we aimed to investigate the effects of ABT-491 on visual evoked potentials (VEP) in rat model of hypoxic
ischemic brain injury (HIBI).

Material and Method: Fifty-seven male Wistar newborn rats were used in this study. Animals were divided into three groups randomly.
HIBI was formed on postnatal seventh day according to modified Levine-Rice model in 1st (n=18) and 2nd (n=20) groups. Third group
(n=19) served as sham group. After HIBI, ABT-491 was applied intraperitoneally to rats in the 1st group (ABT group) and saline was
administered to the rats in the 2nd group (saline group). On postnatal 16th weeks, VEPs were recorded from Ag-AgCl disc electrode placed
on the occipital region.

Results: The latencies of P3 wave were shorter in the ABT group than the saline group (p<0.05). Peak-to-peak amplitudes of P2-N2 and
N2-P3 were smaller in the ABT and saline groups compared to the sham group (for all pairwise comparisons p<0.001).

Conclusions:lt was concluded that HIBI caused a decrement in amplitudes of VEP responses and this change could not be ameliorated
with ABT-491. However, shortening in latencies of P3 wave could be ameliorated with ABT-491 treatment after HIBI was formed.
(Turk Arch Ped 2010; 45: 319-23)
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Giris

Hipoksik iskemik beyin hasari (HiBH), yenidogan
déneminde sik karsilagilan beyin hasari ve ani 6lim neden-
lerindendir (1). Hipoksi ve iskemi sonucu sinir dokusuna
giden oksijen ve glikoz miktarinda azalma olur (2). Glikoz
metabolizmasindaki degisiklikler ve 6zellikle glutamatin
hicre digi klirensindeki bozukluklar, sonugta sinapslarda
glutamat birikimine ve N-methyl-D-aspartate (NMDA) tipi
glutamat almaglarinin (reseptérlerinin) aktivasyonuna
neden olur (3). N-methyl-D-aspartate almaclarinin kontrolsiiz
olarak uyariimalarn da eksitotoksisite ile néronal élimine
yol acar. N-methyl-D-aspartate almaclarinin uyariimasi ayni
zamanda ndronlarda kalsiyumun hiicre icine akisina neden
olur. Hasarin erken safhalarinda, hiicre igine su girisi sonucu
hiicrelerde sisme (beyin 6demi) ve toksik serbest radikallerin
olusumu néronlarda nekroza yol acgar. Serbest radikallerin
olusumu ayni zamanda apopitozu da uyarir (4, 5).

Hipoksik iskemik beyin hasar sonrasinda ndéronal nekroz
ve apopitoz mekanizmalari ile néronal hicre o6lumleri
ortaya cikar. Baslangigtaki hasar yogunlugu hicre 6lim
seklini tayin eder. Siddetli hasarlar nekroza yol acarken,
orta siddetteki hasarlar apopitoza neden olurlar (6,7). Nekroz;
hicre sismesi, sitoplazmik organellerin parcalanmasi, zar
bitlinlGglinin bozulmasi ile sonugta néronlarin kaybi ve
enflamatuar bir aktivasyon ile giden durgun surectir. Buna
karsilik apopitoz; hiicre hacminin azalarak hlcrenin
blztusmesi, hiicre ¢ekirdeginde klgulme, kromatin yogun-
lasmasi ve genomik parcalanmalar ile sliregiden aktif bir
sUrectir. Apoptozda enflamatuar yanit gézlenmez (8).

Hipoksik iskemik beyin hasarinda zarar gérmus membran
lipitlerinden aciga cikan bir lipit tirevi olan trombosit aktive
edici faktor (PAF), iskemik beyin dokusunda yogunlasarak
proenflamatuar etki gésterir ve HIBH’nin patojenezinde
6nemli bir rol oynar (9). PAF (1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-
phosphocholine), merkezi sinir sisteminde ndéron ve
mikrogliyalarda daha az olmak Uzere de astrosit ve damar
endotelinde sentezlenebilmektedir (10,11). PAF’In merkezi
sinir sistemi Uzerindeki etkisi yogunluguna bagli olarak iki
yonlidir. YUlksek dizeylerde astrositlerin apopitozunu
uyarirken, disuk dizeylerde astrositlerden damar kaynakli
endotelyal blyime faktéri (VEGF) salinmasini uyararak
astrositlerin néron ve kan damarlarini destekleyici islevlerini
artiran bir etken olarak goérev yapar (12,13).

Yenidoganin HiBH érneklerinde, gelisen nérodejene-
rasyonu ve apopitozu 6nlemek icin gesitli farmakolojik
drtnler ve yontemler kullaniimistir. Bu amagla, son yillarda
yapilan bazi calismalarda PAF antagonistlerinin néropro-
tektif etkisinin oldugu gosterilmistir (14,15). ABT-491
(4-etinil-N,N-dimetil-3-[3-floro-4-[(2-metil-1H-imidazo-
[4,5c]piridin-1il)metil]benzoil]1H-indol-1-karbok samid

hidroklorid) ¢ok glc¢li bir PAF almag¢ antagonistidir (16).
Literatirde ABT-491’in HiBH’de anti-apopitotik etki
gosterdigini ortaya koyan sadece bir calisma vardir (17).

Disaridan verilen duysal uyaranlara yanit olarak stiregiden
elektroansefalogram (EEG) aktivitesinde ortaya cikan
6zgun yanitlar uyariima potansiyelleri (UP) olarak bilinirler.
Ortalama alma islemi ile arka plandaki EEG aktivitesinden
aynistirilan UP’leri, ylksek zamansal ¢6zimleme &zellikleri
sayesinde beyindeki olaylari neredeyse zihinsel islemlerin
hizina yakin bir hizda yansitirlar (18).

Gozlerden oksipital kortekse kadar uzanan tim gérme
yollarinin iglevini yansitan goérsel uyariima potansiyelleri
(GUP), gorsel noral islevleri etkileyen cok sayida ndrolojik
bozuklugun tanisinda, izleminde ve degerlendiriimesinde
nesnel bulgular verirler (19). Bu calismada, HIBH olusturulan
sicanlara ABT-491 uygulanmasinin GUP’lar (zerine olan
etkilerini arastirmak amaclandi.

Gerec ve Yontem

Bu calisma, Helsinki bildirgesine uygun olarak ve Mersin
Universitesi Tip Fakuiltesi Etik Kurulu’nun onayi dogrultusunda
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma ve
Fizyoloji Anabilim Dali Beyin Dinamigi Arastirma Laboratu-
varlarinda gerceklestirildi.

Deney grubu ve hipoksik iskemik beyin hasarinin

olusturulmasi

Calismada 57 tane Wistar cinsi yenidogan erkek sican
kullanildi. Sicanlar rastgele olarak l¢ gruba ayrildi. Dogum
sonrasl yedinci ginde 1. (n=18) ve 2. gruptaki (n=20)
sicanlarda degistiriimis Levine-Rice 6rnegine (20) goére
HiBH olusturuldu. izofluran anestezisi altinda, boyunda orta
hatta kesi yapildi ve mikroskop altinda sag ana karotis arteri
bulunarak 6.0 ipek sUtur ile baglandi. Operasyonu takiben
yavru sicanlar derlenme ve beslenmeleri icin bir saat anne
yaninda birakildilar. Ardindan, bir saat slreyle icerisinde
%8 oksijen-%92 azot iceren gaz karisimi bulunan hipoksi
odacigina konuldular. Odacigin icindeki oksijen yogunlugu
oksimetre ile surekli izleniyordu. Sigcanlarin beden isilarinin
korunmasi igin hipoksi odaciklar 33+1 °C’lik su banyosu
icerisine yerlestirildi.

Bu siireglerin ardindan deneysel olarak HIBH olusturul-
mus olan 1. gruptaki (ABT Grubu) sicanlara her 1 g agirlik
icin 2 Unite serum fizyolojik (SF) icinde 0.4 mg/kg dozunda
ABT-491, 2. gruptaki sicanlara (SF Grubu) ise her 1 g agirlik
icin 2 Unite SF periton igine uygulandi. Uglincii gruptaki
(Sham Grubu) sicanlara (n=19) anesteziyi takiben izleyerek
yanliz boyun diseksiyonu yapilarak ana karotis arteri bulundu,
ancak arter baglanmadan diseksiyon alani dikis ile kapatildi
ve hipoksi uygulamasi da yapiimadi.

Gorsel uyarilima potansiyellerinin kaydedilmesi

Sicanlarin, 16 haftalik olduklarinda, ketamin (80 mg/kg)
ve ksilazin (8 mg/kg) anestezisi altinda, Paxinos ve ark.’larinin
(21) O6nerisine uygun olarak, goérme korteksi Uzerindeki
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oksipital bolgeye yerlestirilen Ag-AgCl disk elektrot
araciligiyla, ses ve elektromanyetik yalitimi olan bir odada
flas uyaranlara karsi iki tarafll gérsel uyariima potansiyelleri
kaydedildi. Referans ve toprak elektrotlar kulaklara yerlestirildi.
TUm elektrot direncleri 10 kOhm’un altinda tutuldu. Bilgisa-
yar programi araciligiyla tetiklenen flag uyaranlar, LED (light-
emitting diode) tabanl bir “fotostimulatér” ile uygulandi.
Uyaranlarin suresi 30 ms ve uyaranlar arasi sire 1,100 ms
idi. Her bir kayit dénemi 100 adet uyarandan olusuyordu.

Elektroansefalogram kayitlari La Mont Medical Inc.
sirketinin 32 kanalll EEG yUkselticisi ile strekli ve dijital olarak
alindi. 0,1 Hz ylUksek geciren ve 70 Hz algak geciren filtre
uygulanarak 256 nokta/sn 6rnekleme hiziyla kaydedici
bilgisayarin hard diskine “off-line” analiz icin aktarildi. Parazit
temizliginin ardindan, kayitlar 100 ms uyaran 6ncesi ve
400 ms uyaran sonrasi olmak Uzere EEG dilimlerine ayrildi
ve bu dilimlerin ortalamalari alindi. Gorsel uyarilma potan-
siyelleri yanitlarindaki potansiyellerin sure ve tepeden-tepeye
genlik degerleri dlculdi.

istatistiksel degerlendirme

Calisma oOncesinde, deney gruplarinin blydkligini
saptamak igin sicanlarda flas GUP yanitlarinin kaydedildigi
arastirmalar temel alinarak MedCalc Ver. 9.2 paket
programi ile gli¢ analizi yapildi. 0,80 glg¢ ve 0,05 I. tip hata
kosullar altinda N2, P2 ve P3 potansiyellerinde meydana
gelebilecek 1 standart sapmalik degisimlerin gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gésterdiginin
tespit edilebilmesi icin gerekli en klicik drneklem buykligu,
her grupta 16 sican olarak hesaplandi.

Deney gruplarindan (Sham, SF ve ABT) elde edilen
GUP yanitlarnin surre ve tepeden-tepeye genlik degerlerinin
istatistiksel degerlendirmesi tek yonll varyans analizi ile
yapildi. Deney gruplar arasinda ortaya ¢ikan farkin kaynagini
belirlemek amaciyla post hoc Tukey testi uygulandi. An-
lamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi. istatistiksel
analizler SPSS 11,5 programi ile yapildi.

Bulgular

Sham, SF ve ABT gruplarinda kaydedilen flas GUP
yanitlarinda; P2, N2 ve P3 dalga bilesenlerinin sureleri ile
tepeden tepeye P2-N2 ve N2-P3 dalga genlikleri dl¢uldu
(22). Elde edilen degerler Tablo 1’de ortalamazxstandart

sapma (ort.+SS) olarak verildi. Sekil 1°de her U¢ deney
grubundaki sigcanlardan; flas uyarandan énceki 100 ms ile
sonraki 400 ms arasindaki zaman sireci igerisinde orta hat
oksipital elektrot boélgesinden (Oz) elde edilen flas GUP
yanitlarinin blyUk ortalamalar gérilmektedir.

GUP yanitlarinin siireleri

Flas GUP yanitlarinin P2 ve N2 bilesenlerinin sire
degerleri, sham, SF ve ABT gruplan arasinda farklilik
gbstermiyordu (sirasiyla F (2,54)=3,05; p=0,055 ve
F (2,54)=2,86; p=0,066). Buna karsilik, P3 dalgasinin stire
degerleri her Uc¢c deney grubu arasinda anlaml olarak
farkliydi (F(2,54)=3,73; p=0,030). ikili karsilagtirmalar ile bu
farklih@in kaynagi incelendiginde: ABT grubundan elde
edilen P3 dalga stirelerinin SF grubuna oranla anlamli oranda
daha kisa oldugu goézlendi (p=0,049), (Tablo 1, Sekil 2).

GUP yanitlarinin genlikleri

Tepeden tepeye P2-N2 dalga genlik degerleri her Ug¢
deney grubu arasinda anlamli farkliik gd&steriyordu
(F(2,54)=44,99; p=0,001). ikili karsilastirmalarda her (ic
gruptan elde edilen P2-N2 dalga genliklerinin birbirinden
farkl oldugu géruldu.

10

uv

Flash T —-== SF
uyaran ABT
10 . N2 . .
-100 0 100 200 300 400
ms
Sekil 1. Sham (n=19), SF (n=20) ve ABT (n=18) gruplarindaki

sicanlardan; flas uyarandan 6nceki 100 ms ile sonraki
400 ms arasindaki zaman siireci icerisinde orta hat
oksipital elektrot bolgesinden elde edilen flas GUP
yanitlannin biiyiik ortalamalan (Flas uyaranin uygulanma
ani ile P2, N2 ve P3 potansiyelleri ok ile gosterilmistir)

Tablo 1. Sham (n=19), SF (n=20) ve ABT (n=18) gruplarindaki sicanlardan; orta hat oksipital elektrot bélgesinden kaydedilen

GUP yanitlarinin siire ve genlik degerleri (Ort+SS)

Grup P2 (ms) N2 (ms) P3 (ms) P2-N2 (uV) N2-P3 (uV)
Sham 46,58+5,75 75,58+5,92 124,16+12,03 9,569+2,97 12,9412 28
SF 47,70+5,76 75,60+7,76 124,35+12,40 5,36+2,40** 8,82+2,75™
ABT 51,83+8,64 70,72+7,58 114,61+£12,75* 2,26+1,39** 7,11£3,25**

*

: SF grubuna goére p<0,05, ** : Sham grubuna gére p<0,001, *** : Sham ve SF gruplarina gére p<0,001
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Tepeden tepeye P2-N2 dalga genlikleri; ABT grubunda
SF ve sham grubuna oranla (sirasiyla p=0,001 ve p=0,001)
ve SF grubunda ise sham grubuna oranla (p=0,001)
anlaml olarak daha ki¢ik bulundu.

Tepeden tepeye N2-P3 dalga genlik degerleri de her
U¢c deney grubu arasinda anlamh oranda farkliydi
(F(2,54)=21,68; p=0,001). ikili karsilastirmalarda; SF ve
ABT gruplarindan elde edilen N2-P3 dalga genliklerinin
sham grubundan anlamli olarak daha kicik oldugu
saptandi (sirasilyla p=0,001 ve p=0,001), (Tablo 1, Sekil 3).

140
B Sham
120 . SF
100 | O asT
80 L
60 1
40
20 A
0 -
P2 N2 P3
Sekil 2. Sham (n=19), SF (n=20) ve ABT (n=18) gruplarinda
kaydedilen flas GUP vyanitlarninda; P2, N2 ve
P3 dalga bilesenlerinin siire degerleri (*: SF grubuna
gore p<0,05)
uv
16
B sham
14
& sF
12 ] ABT
10
8
6
4
2
0
P2-N2 N2-P3
Sekil 3. Sham (n=19), SF (n=20) ve ABT (n=18) gruplarinda

kaydedilen flas GUP yanitlarinda; tepeden tepeye
P2-N2 ve N2-P3 dalga genlik degerleri (*: Sham
grubuna gére p<0,001, ** : Sham ve SF gruplarina
gore p<0,001)

Tartisma

Hipoksik iskemik beyin hasarinda iskemi daha énemli bir
rol oynar. Hipoksi ve iskemiyi izleyerek baglayan reperfiizyon
dénemi hasarin olustugu evredir. Hipoksinin baslangicta
olusturdugu hasarin yani sira; reperflizyonun, glutamat ve
nitrik oksit norotoksisitesinin, serbest radikal olusumunun ve
kalsiyum birikiminin etkisiyle gelisen apopitoz beyinde geri
dénuslimsliz hasara yol agar (3-5). Bu déneme gegmeden
verilecek tedaviler ile hasarin énlenmesi ya da azaltimasi
mimkin olabilir (23, 24). PAF’In HIBH olusumunda &nemli
bir araci olmasi, PAF antagonistlerinin tedavide etkili olabile-
cegini distindirmektedir. Ancak bu konuda literatirde az
sayida ¢alisma bulunmaktadir (17).

Ogden ve ark.’lar (25) 1998 yilinda sicanlarin hipokampal
ndron kultlrlerinde yaptiklar bir calismada, PAF’I inaktive
eden PAF asetil hidrolazin, NMDA ile uyarlmis apopitozu
azalttigini ve ndroprotektif etki sagladigini bildirmiglerdir.
Viswanath ve ark.’lari (14), 2000 yilinda iki farkli PAF anta-
gonisti kullanarak Wistar cinsi sicanlar Gzerinde yaptiklari
bir calismada, WEB 2710’un sadece hipoksi dncesinde
etkili oldugunu, hipoksi sonrasi uygulanmasinin hasari
engelleyemedigini ve BN 52021’in hipoksi éncesi ya da
sonrasl uygulanmasinin hasar Uzerine herhangi bir etkisinin
olmadigini bildirmiglerdir. Liu ve ark.’lan (15), 2001 yilinda
yaptiklar bir calismada hipoksiden hemen énce ve hemen
sonra, néronlardaki sinaptik PAF almaglari icin secici bir
antagonist olan BN 50730’u kullanmiglar ve bu PAF
antagonistinin hem doku kaybini azalttigini, hem de 6grenme
ve hafiza yetisini korudugunu bildirmislerdir. 2006 yilinda
Bozlu ve ark.’lar (17), ABT-491’in, HIBH &rnegi olusturulan
yenidogan sicanlarda; PAF’in, hicreler (zerindeki
istenmeyen etkilerini almag¢ dizeyinde engelleyerek
anti-apopitotik etki gosterdigini ortaya koymuslardir.

Hipoksik iskemik beyin hasari, kortikal gérsel bozukluk-
larin énemli nedenlerinden biridir (26). Gorsel uyariima
potansiyelleri, gdrsel yollar ve oksipital korteksteki islevsel
bozukluklar ylksek zamansal ¢ézUnurllkle ve nesnel olarak
yansitan EEG temelli elektrofizyolojik bir tani ydntemidir (19).
Akson hasarinda oldugu gibi ndronal iletimde kesintiye
neden olan patolojiler GUP yanitlarinin genliginde azalmaya
neden olurken, demiyelinizasyon gibi iletim hizinda azalma
yapan bozukluklar GUP yanitlarinin sirelerinde anormal
uzamalara yol agarlar (27,28).

Caligmamizda, HIBH olusturulan sicanlara ABT-491
uygulanarak GUP’lar Uzerine olan etkileri incelendi. Serum
fizyolojik ve ABT gruplarinda elde edilen GUP yanitlarinda
tepeden-tepeye P2-N2 ve N2-P3 dalga genliklerinin sham
grubu ile kargilastinldiginda anlamli olarak daha kuiguk
bulunmasi, olusturulan beyin hasar ile uyumlu bir bulgu
olarak degerlendirildi. ABT-491 uygulanmasi sonrasinda
s6z konusu dalgalarin genliklerinde herhangi bir artis
g6zlenmedi. Hipoksik iskemik beyin hasari olusturulan
sicanlara ABT-491 uygulanmasi ile P3 dalga stlresinde
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sham grubuna gére anlamli olarak kisalma oldugu gézlendi.
P2 dalga suresindeki degisiklikler de benzerdi. Bu bulgu,
istatistiksel olarak anlamliik derecesine ulasmasa da
anlamliiga yakin bir egilim s6z konusuydu (p=0,066).

Sonug olarak; elde ettigimiz GUP verileri isiginda, HIBH

sonrasi ABT-491 uygulamasinin, gérme yollarinda iletim
kesintisi tarzindaki bozukluklar Gzerine olumlu bir etkisinin
bulunmamasina karsilik, azalmig olan iletim hizi Uzerine
dizeltici ydnde etki ettigi sdylenebilir.

10.

11.

12.
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