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1. GIRIS ve AMAC

Perinatal asfiksi, dogum 6ncesi, dogum sirasindaki veya dogum sonrasi erken
donemde fetiise giden ya da fetiisten donen kan akiminin veya gaz degisiminin
bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan ciddi bir klinik tablodur. Bu durum, basta beyin
olmak iizere kalp, karaciger ve kas dokusu gibi yasamsal organlarda oksijen
sunumunun ve doku perflizyonunun azalmasma yol acarak Onemli sistemik ve
norolojik sonuglara neden olabilir. Plasental veya pulmoner gaz degisiminin
bozulmasi, parsiyel oksijen yetersizliginden tam oksijen yokluguna kadar degisebilen
bir siire¢ olusturmakta; bunun sonucunda ilerleyici hipoksemi, hiperkapni, anaerobik
metabolizma ve laktik asidoz gelismektedir. Bu patofizyolojik siirecin santral sinir
sistemi tiizerindeki en Onemli yansimalarindan biri neonatal hipoksik-iskemik
ensefalopatidir (HIE). S6z konusu tablo perinatal asfiksi ve iskemiye bagli gelisen
norolojik hasart ifade eder [1]. Bu norolojik hasarin gelisiminde birbirini izleyen
enerji yetmezligi, eksitotoksisite, oksidatif stres ve inflamasyon gibi ¢ok sayida

hiicresel ve molekiiler mekanizma rol oynamaktadir.

Hipoksik-iskemik siirecte gozlenen ani noronal 6lim, diger bir deyisle
nekroz, iyon pompasi yetmezligi veya eksitator ndrotransmiterlerin iyonotropik
reseptorler, Ozellikle N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri, {izerindeki etkisi
sonucunda hiicre i¢i sodyum (Na+) ve kalsiyumun (Ca2+) asir1 birikimine bagl
olarak gelismektedir. Buna karsilik, gecikmis ndronal 6liim bi¢imi olan apoptoz;
hiicre i¢1 enzimlerin ve ikinci haberci sistemlerin siirekli aktivasyonu, Ca2-+-bagiml
lipazlar, proteazlar ve kaspazlarin uyarilmasi, mitokondriyal elektron transport
zincirinin bozulmasi, serbest radikal ve lokotrien olusumu, nitrik oksit sentaz
araciligiyla nitrik oksit liretiminin artmasi ve hiicresel enerji depolarinin tiikenmesi
gibi birden fazla patofizyolojik mekanizmanin etkisiyle ortaya ¢ikmaktadir. Iskemik
dokunun yeniden oksijenlenmesi ise asir1 reaktif oksijen tiirli olusumunu tetikleyerek
ek doku hasarina neden olabilmektedir. Artan oksidatif stres, endojen antioksidan
savunma mekanizmalarini asarak hiicresel lipidlerde, proteinlerde, niikleik asitlerde
ve Kkan-beyin bariyerinde hasara yol ag¢maktadir. Bu siireg, ayrica notrofil
infiltrasyonunu artirmakta; aktive mikroglialarla birlikte bu hiicrelerin interlokin-13
ve tiimor nekroz faktorii (TNF) gibi proinflamatuvar sitokinleri salmasi sonucunda

inflamatuvar yanitin daha da siddetlenmesine katkida bulunmaktadir [2].



Yenidogan yogun bakim ve obstetrik alandaki gelismelere ragmen, hipoksik-
iskemik ensefalopati halen neonatal mortalite, uzun donem ndrogelisimsel
bozukluklar ve kalici norolojik sekeller ile iliskili 6énemli bir klinik sorun olma
ozelligini slirdiirmektedir. Bu nedenle, perinatal donemde hem preterm hem de term
gebeliklerde noroprotektif tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Magnezyum,
serebral palsi riskini azaltmak amaciyla antenatal donemde kullanilmakta; ancak
mevcut tedavilere ek olarak yeni ilaglarin ndroprotektif etkinligin artirabilecegi
diistiniilmektedir. Bu baglamda selenyum, gii¢lii antioksidan ozellikleri ve

norogelisim lizerindeki potansiyel etkileri nedeniyle dikkat ¢eken bir eser elementtir.

Selenyum, antioksidan enzim olan glutatyon peroksidazin temel
bilesenlerinden biri olup, hiicre membran biitiinliigliniin korunmasinda ve lipidler,
lipoproteinler ile DNA gibi biyomolekiillerin oksidatif hasara kars1 savunulmasinda
hayati rol oynamaktadir [3]. Ayrica selenyumun beyin gelisimi ve fonksiyonu igin
gerekli oldugu, glutatyon peroksidaz gibi selenyum igeren enzimlerin &zellikle
santral sinir sisteminin gelisimsel ve fonksiyonel siireglerinde kritik 6neme sahip
oldugu gosterilmistir [3]. Deneysel ve klinik c¢alismalar, maternal selenyum
desteginin beynin farkli bolgelerindeki selenyum diizeylerini artirabilecegini, bunun
da antioksidan savunma sistemini destekleyerek normal beyin gelisimine katki

saglayabilecegini diislindiirmektedir.

Bu bilgiler 1s1g81nda, ¢alismamizda fetal hipoksi-reperfiizyon sigan modelinde
beyin ve plasental dokuda gelisen hasar {izerine selenyumun etkilerinin
degerlendirilmesi; selenyumun iskemik hasar oncesi ve hasar sirasindaki uygulanma
zamanina gore doku koruyucu etkinligindeki farkliliklarin ortaya konulmasi

amaglanmistir.

Bu dogrultuda ¢alismamizin temel hipotezi, fetal hipoksi-reperfiizyon sican
modelinde selenyum uygulamasinin oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz ile
iliskili doku hasarimi baskilayarak hem fetal beyin hem de plasenta iizerinde
koruyucu etki gosterecegidir. Bu kapsamda, iskemik hasar 6ncesinde uygulanan
profilaktik selenyumun hasar gelisimini sinirlayabilecegi; hasar siirecinde uygulanan
terapotik selenyumun ise reperflizyon sonrasi gelisen inflamatuvar ve apoptotik

yanit1 azaltarak doku iyilesmesine katki saglayabilecegi hipotez edilmistir.



2. GENEL BILGILER

Perinatal asfiksi, dogumdan hemen 6nce, dogum sirasinda veya hemen sonra
fetlis veya yenidoganda gaz degisimi ve/veya kan akiminin bozulmasina bagl olarak
gelisen hipoksemi, hiperkapni ve metabolik asidoz ile karakterize klinik bir tabloyu
ifade etmektedir. Yeterince siddetli olmasi durumunda doku ve hayati organlarda
oksijen a¢ig1 ortaya ¢ikacak ve buna bagl olarak anaerobik glikoliz ve laktik asidoz
gelisecektir. Klinik agidan, bu siireg oOzellikle beyin basta olmak iizere vital
organlarda hipoksik-iskemik hasara yol agarak yenidogan morbidite ve mortalitesinin
onemli nedenlerinden biri olarak degerlendirilmektedir. Perinatal asfiksi, zamanla
gelisen patoloji ile fetal veya neonatal beyin hasarina yol acabilir [4]. Yenidogan
hipoksik-iskemik ensefalopatisi, perinatal asfiksin norolojik sekellerini tanimlayan
Klinik tabloyu ifade etmektedir [5].

Perinatal asfiksi, fetiise giden kan akimin1 veya oksijen sunumunu engelleyen
herhangi bir durum sonucunda ortaya g¢ikabilmektedir. Etiyolojisinde maternal
dolasim veya oksijenizasyon bozukluklari, plasentaya bagl patolojiler ve fetiise 6zgl
nedenler rol oynayabilir. Sik rastlanan nedenler arasinda maternal hemodinamik
instabiliteye neden olan durumlar, uterin patolojiler, plasenta ve umbilikal kord
kaynakli sorunlar ile enfeksiyonlar yer almaktadir. Asfiksi, dogumdan hemen 6nce
gelisebilecegi gibi, dogum sonrasi donemde resiisitasyon gerektiren ciddi klinik
durumdaki yenidoganlarda da gorilebilmektedir. Olgularin biiyiik cogunlugu
intrapartum donemde meydana gelirken, yaklasik %20’si antepartum donemde

gelismekte olup, kalan kismi ise erken postnatal donemde ortaya ¢ikmaktadir [6].

2.1. Hipoksik Iskemik Ensefalopati

HIE, baslangictaki hipoksik-iskemik hasari takiben saatler iginde ortaya gikan
ve ndronal hiicre 6liimiine yol a¢an dinamik bir patofizyolojik siiregtir. Patogenez,

genel olarak birbirini izleyen asamalar halinde degerlendirilmektedir.

[k asamada hipoksi ve iskemiye bagli olarak ciddi enerji yetmezligi gelisir.
Bu donemde, oksidatif metabolizmanin bozulmasi, eksitator nérotransmitterlerin ve
eksitotoksik mediatorlerin birikimi, hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinde artis, hiicresel

O6dem ve erken hiicre 6liimii meydana gelir. Bunu takiben gelen donemde, solunum



ve serebral dolagimin yeniden saglanmasiyla birlikte reperfiizyon hasar1 ve oksidatif
stres gelisir [6, 7]. Aym siire¢te néroenflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon ve
proapoptotik sinyal yolaklarinin aktivasyonu gegecek noronal Oliime katkida
bulunmaktadir. Enflamatuvar yanitin devam etmesi ve epigenetik degisikliklerin
eklenmesiyle beyin hasar1 haftalar, aylar ve hatta yillar boyunca siirebilir ve ciddi
ndrolojik sonuglara yol agabilir [8]. Bu nedenle HIE patogenezi, hipoksi-iskemi,
reperflizyon hasari, inflamasyon, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon,
eksitotoksisite, ferroptozis, endoplazmik retikulum stresi, hiicresel sisme, maturasyon
bozuklugu ve apoptozis gibi bir¢ok iligkili mekanizmay1 igeren karmagik bir siirectir

[9].

HIE'nin ilerlemesi, primer, latent, sekonder ve tersiyer fazlar olarak agamalar
arast siireklilik gosteren dort asamadan olusmaktadir. Bu asamalar asagida ayri

basliklar halinde 6zetlenmistir.
Primer Faz

HIE'nin baslangig evresi genellikle serebral doku iskemi ve hipoksi ile
kendini gostermektedir. Hipoksik-iskemik beyin hasari, hastalar1 beyinde oksijen ve
glukoz eksikligiyle karsi karsiya birakir. Oksijen seviyesinin azalmasi, trikarboksilik
asit dongiisii ile elektron tagima zincirinin normal fonksiyonlarini engeller, oksidatif
fosforilasyonu durdurur ve adenozin trifosfat (ATP)'nin hizla tiikenmesine neden
olarak ATP eksikligine yol agar. Bu durumda, ATP'ye bagimli iyon pompalarinin
aktivitesi azalir ve hiicre membranindaki iyon pompalarinin islevsizligi, Na+ ve
Ca2+'1n su ile birlikte hiicre i¢ine girisine neden olur. Bu da hiicre i¢i Ca2+ birikimi,

O0dem ve hiicre 6liimii ile sonug¢lanacaktir [10].

Hipoksi, anaerobik metabolizma sonucu laktik asidoza yol acabilir. Bu
asamada sinirlt hiicre 6liimii yasanirken, diger faktorleri etkileyerek viicuda dolayli
hasar olduk¢a ciddidir. Bu nedenle, miidahale ve tedavi bu noktada Onem

tasimaktadir.

Serebral iskemi ve hipoksi sonrasi ortaya ¢ikan enerji yetersizligi, hiicresel
iyon dengesinin bozulmasina yol agmaktadir. ATP iiretimindeki azalma, iyon
pompalarinin fonksiyonlarini engellemekte olup bu durum Na* ve Ca?* iyonlarinin

hiicre igine asir1 girisine neden olurken, potasyum (K*) iyonlar1 hiicre disina



cikmaktadir. Ekstraselliler K* seviyesindeki artis, noéronal depolarizasyonu
tetikleyerek Ca?*’un hiicre disina uzaklastirilmasini daha da zorlastirmaktadir. Hiicre
ici kalsiyum birikiminin artmasi, sinaptik aralikta asir1 glutamat salinimini uyararak

eksitotoksik hasar1 siddetlendirmektedir [11].
Eksitotoksisite

HIE patogenezinde merkezi rol oynayan temel mekanizmalardan biridir ve
bir¢ok ndrolojik hastalikta ortak hasar yollarindan biri olarak kabul edilmektedir. Bu
siireg, baslica eksitator norotransmitter olan glutamatin asir1 salinimi ve buna bagh
norotoksik etkiler araciligiyla gelismektedir [12]. Glutamat reseptorlerinin uzun
stireli ve agir1 aktivasyonu, noronal fonksiyon kaybi ve hiicre 6liimii ile sonuglanan
norotoksik olaylar zincirini baglatir. Glutamat, merkezi sinir sisteminin ana eksitator
norotransmitteridir ve 6zellikle N-metil-D-aspartat reseptorii (NMDAR) {izerinden
etkisini  gostermektedir [13]. Sinaptik bosluktaki yiiksek diizeyde glutamat,
NMDAR'a baglanarak NMDAR'"in asir1 uyarilmasina ve hiicrelere ek Ca2+ girigine
neden olmaktadir. Bu durum, hiicrelerin asir1 uyarilmasina ve sonug olarak toksik
maddelerin salinimina yol agarak hiicre oliimiinii daha da artirmakta ve bir kisir
dongii olugmaktadir. Ayrica, diger glutamat reseptor ailesinin asirt uyarilmasi Na+ ve
Cl— girigini tetikleyebilir; bu da osmotik basinca karsi koymak amaciyla suyun

difiizyonunu saglayarak hiicrelerin sismesine sebep olmaktadir [12].

Asirt Ca?* alimi, molekiiler norotoksik kaskadlari tetikleyerek serbest
radikallerin asir1  iretimine, mitokondriyal islev bozukluklarina, apopitoz
uyaricilarinin salinimina, hiicre zar1 hasarma ve DNA kirilmasina yol agmaktadir.
Tim bunlar nihayetinde hiicre apopitozu veya nekrozuna neden olmaktadir [11].
Bunun yani sira eksitotoksisiteye bagli olarak en sik ortaya ¢ikan serbest radikaller,
oksijen ve nitrik oksitten (NO) koken alan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile reaktif
nitrik oksit tiirleridir (RNS). Hiicre i¢ine asir1 Ca?* girisi, néronal nitrik oksit sentazin
(nNOS) aktivasyonuna neden olarak fazla miktarda NO {iretimini tetiklemektedir.
NO artis1, siiperoksit anyonu (O;") ile reaksiyona girerek toksik bir oksidan olan
peroksinitritin (ONOO™) olusumuna yol agmakta, sonugta néronal toksisite artmakta
ve hiicre o6limii gerceklesmektedir [13]. Nitrik oksit ayrica sitokrom oksidaz

aktivitesini inhibe ederek mitokondriyal solunum islevini bozabilmektedir. Buna



karsilik, nitrik oksit sentaz aktivitesinin baskilanmasi, demir birikimini ve NO
iiretimini  azaltarak noronal hiicre Olimiini hafifletebilmektedir. Ozetle,
eksitotoksisite birden fazla hiicresel ve molekiiler mekanizma araciligryla ndronal

islev kaybini ve hiicre 6liimiinii derinlestirmektedir.
Latent Faz

Hipoksi ve iskemi sonrasi yaklasik alt1 saatlik bir latent donem mevcuttur. Bu
stirecte kan akisinda ve oksijen temininde iyilesme saglanir, oksidatif metabolizma
gecici olarak diizelir ve reperfliizyon sonrasi bazi beyin hiicreleri kismi veya tam
iyilesme gosterebilir [14]. Ancak solunumun ve dolagimin yeniden saglanmasi
reperfiizyon hasarma ve oksidatif strese neden olmaktadir. Bu dénemde, nekrotik
hiicreler yeterli oksijen ve perfiizyon saglandiktan sonra dakikalar ile saatler i¢inde
Olerek daha ciddi hasar olusabilir [15]. Kisa bir toparlanma doénemi olsa da
reperflizyon sirasinda temel enerji kaybi giderilememistir ve ikincil enerji kaybi

olusmustur.
Sekonder Faz

Ikincil fazda (6-72 saat), eksitoksisite devam etmekte olup mitokondriyal
bozukluklar ve oksidatif stres artar ve membran potansiyelindeki degisiklikler ATP
tiretimini azaltir [15]. Eksitotoksisite ilk fazda ortaya ¢ikmakta ve hiicrelere Ca2+
girisini artirmaktadir. Bu durum da lipaz aktivasyonunu, yag asidi salinimini, nNOS
aktivitesini, serbest radikal {iretimini ve mitokondriyal disfonksiyonu tetiklemektedir.
ROS genellikle mitokondrilerde iiretilmekte olup siiperoksit dismutaz (SOD) ile
glutatyon peroksidaz (GPX) tarafindan inaktive edilmektedir. Hipoksi sirasinda ROS
birikiminin ana nedeni antioksidanlarin yetersiz kalisidir. Reperfiizyon, asiri serbest
radikal iiretimine baglh ek hasara ve ATP kaybina neden olmakta; bu durum da beyin
hiicrelerinin apopitozuna yol agmaktadir. Oksijen eksikligi, enerji tiiketimi ve
reoksidasyon ROS iiretimini tetikleyerek membran, protein, lipit ve DNA'ya zarar
verecektir [16]. ROS, astrositlerin ve mikrogliamn hizla aktive olmasina neden
olmaktadir; aktive olan bu hiicreler ise interlokin 6 (IL-6), tiimdr nekroz faktor alfa
(TNF-a), interlokin 1a (IL-1a),interlokin 1B (IL-1B) ve interferon gama (IFN-y) gibi
proinflamatuar sitokinleri salgilamakta, boylece inflamatuar yaniti tetiklemektedir.

Bahsedilen reaktif tiirevler, inflamasyon, apopitoz, otofaji ve nekroz gibi gesitli



hiicresel yollar arasinda karmasik etkilesimlerde rol almakta olup, sonug olarak beyin

hasarinin gelisimine katkida bulunmaktadir [16, 17].
Mitokondrial Disfonksiyon ve Apopitoz

Perinatal asfiksi, iskemi ve hipoksi ancak aerobik metabolizmaya bagimli
dokularda enerji depolarinin tiikenmesine neden olmaktadir. Mitokondri hiicresel
enerji tiretimi sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna zemin hazirlamaktadir
[18]. Bu baglamda, hipoksi ve iskemi durumlarinda metabolik denge bozulmakta ve
olusan ROS antioksidan enzim sistemleri tarafindan etkin  bigimde
uzaklastirilamamaktadir. Sonug¢ olarak, asir1 ROS birikimi gerceklesmekte; bu
durum, lipitler, proteinler ve DNA’da oksidatif degisikliklerle birlikte, yenidoganda
hipoksik-iskemik beyin hasarindan sonra metabolik yetersizlik ve mitokondriyal

disfonksiyon gelisimine katkida bulunmaktadir [19].

Mitokondriyal disfonksiyon, apopitozu tetikleyen temel mekanizmalar
arasinda yer almaktadir. Mitokondriyal islev bozuklugu, ROS asir1 birikimine yol
acmakta; bu durum ise mitokondriyal gecirgenlik gecis porunun (mPTP) olusumunu
tetikleyebilmektedir [19, 20]. mPTP’nin agilmasi, apopitotik proteaz aktive edici
faktor-1 (Apaf-1) ve sitokrom c¢ gibi proapopitotik faktorlerin mitokondriden
sitoplazmaya salinmasia yol agmaktadir. Sitokrom c’nin Apaf-1 ile etkilesimi
sonucunda apopitotik kompleksler olusmakta, bu da sitoplazmada kaspaz-9’un
aktivasyonunu ve ardindan apopitotik kaskadin baglamasini saglamaktadir. Sonugta

bu siireg, apopitotik hiicre 6liimiiyle sonu¢lanmaktadir [21, 22].

Erigskin hayvan modellerinde mPTP inhibisyonunun noéroprotektif etkiler
gosterdigi  bildirilmistir. Ayrica c¢aligmalar, neonatal hipoksik-iskemik beyin
hasarinin, proapoptotik B-cell lymphoma-2 associated X protein (Bax)’in
mitokondriye translokasyonu ile iliskili oldugunu; buna karsilik antiapoptotik B-cell
lymphoma-2 (Bcl-2) diizeyindeki azalmanin kaspaz-3 aktivasyonuna ve apopitozun
artmasina yol agtigini gostermektedir [23]. Apopitotik siirecin hipoksik-iskemik
beyin hasarindan 24-72 saat sonra en yiiksek diizeye ulastig1 bildirilmektedir. Bu

bulgular, apopitozun HIiE nin patolojik gelisiminde dnemli oldugunu gdstermektedir.



Tersiyer Faz

Inflamasyon, HIE patogenezinde sekonder ndronal 6liimii tetikleyen baslica
mekanizmalar arasinda yer almaktadir. Bu siirecte 6zellikle mikroglia, astrositler ve
nétrofiller rol oynamaktadir [24]. iskemiyi takiben hasar gérmiis beyin dokusuna
giren noétrofiller, ROS, proinflamatuvar sitokinler ve matriks metalloproteinazlar
aracilig1 ile beyin hasarmi artirmakta; ayrica mikrovaskiiler akimi bozarak kan-beyin

bariyerinin biitlinliigiinii kaybetmesine neden olmaktadir.

Perinatal beyin hasarinda mikroglia, inflamatuvar yanitin temel aktorlerinden
biri olarak kabul edilmekte ve HIE’nin 6nemli patolojik gostergeleri arasinda yer
almaktadir [24, 25]. Mikroglialar, sahip olduklari iki temel fenotip nedeniyle noronal
hasar ve iyilesme siirecinde hem proinflamatuvar hem de antiinflamatuvar roller
listlenmektedir [26]. Iskemiyi takiben hizla aktive olan bu hiicreler, IL-1 ve TNF-a,
gibi proinflamatuvar sitokinler ile MCP-1 ve MIP-1a gibi kemokinleri salgilayarak
periferden 16kosit gogiinii artirmakta ve inflamatuvar hasar1 derinlestirmektedir.
Hasarl1 bolgeye go¢ eden immiin hiicrelerin serbest oksijen radikalleri ve proteaz
salinimi, kan-beyin bariyerinin gegirgenligini artirmakta; bunun sonucunda yikim,
noron ve glial hiicrelerde sisme ve dejenerasyon gelismekte ve iskemik doku hasari
daha da agirlagmaktadir. Biitiinliiglinii bozarak ndronal ve glial hiicre hasarim
artirmaktadir [27]. Calismalar, hipoksi-iskeminin JAK2/STAT3 sinyal yolunu aktive
ederek mikroglial aktivasyon ve néroenflamasyona yol agabilecegini gdstermektedir.
Buna karsilik, bu yolun baskilanmasi mikroglial aktivasyonu azaltarak sinir

sistemindeki inflamatuvar hasar1 sinirlandirabilmektedir [28].

Astrositler de mikroglialara benzer sekilde, inflamatuvar yanit siirecinde
aktive olmakta ve asir1 aktivasyon durumunda IL-6, TNF-a, IL-1 ve IFN-y gibi
proinflamatuar mediatorlerin salinimini artirmaktadir. Boylece, noéroinflamatuvar
yanitin siddetlenmesine, noronal apoptozun artmasina, nérogenezin baskilanmasina

ve sonug olarak iskemik hasarin agirlasmasina katkida bulunmaktadir [24].

Oksidatif stres ve inflamatuvar yanittaki artis, devam eden akut hiicresel
hasar1  artirmaktadir; ayn1  zamanda, epigenetik  degisiklikler  yoluyla
oligodendrositlerin olgunlagsmasinda gecikmeye, ndérogenezin, aksonal gelisimin ve

sinaptik organizasyonun bozulmasma neden olarak HIE’ye bagli hasar



derinlestirmekte ve bu siirecin etkilerini daha da uzatmaktadir. Bu durum,
haftalardan yillara kadar devam edebilen tersiyer fazda beyin hasarinin devam
etmesine katkida bulunmaktadir. Dolayisiyla, inflamasyon HIE’de yalnizca erken
donemdeki hasarin degil, uzun vadeli néropatolojik siirecin de ana belirleyicilerinden
biri olarak kabul edilmektedir. Bu baglamda, ozellikle mikroglia, astrositler ve
noétrofiller araciligiyla gelisen inflamatuvar mekanizmalarin daha kapsamli bigimde
anlasilmasi, tedavi etkinliginin artirilmasi ve prognozun iyilestirilmesi agisindan

biiyiik 6nem tagimaktadir [29].
Ferropitoz

Demir, hiicrelerde iki degerlikli (Fe**) ve li¢ degerlikli (Fe**) formlarda
bulunmakta ve bir¢ok enzim ve katalitik reaksiyonda kofaktor olarak gorev yaparak
redoks siireglerinde onemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle Fe** birikimi sirasinda,
lipit peroksitlerinin indirgenmesiyle yliksek reaktiviteye sahip alkoksi radikalleri
olugmakta; bu serbest radikaller, komsu ¢oklu doymamis yag asitlerine dogrudan
zarar vererek lipit kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin artmasina ve sonunda hiicresel

ferropitoza yol agmaktadir [30].

Ferropitoz, standart programlanmig hiicre 6liimii tiirlerinden farkli olup lipit
peroksitlerinin agir1 birikimi ile sekillenmektedir. Bu siire¢, glutatyon metabolizmasi,
lipit peroksidasyonu ve demir metabolizmasindaki bozukluklarla yakindan iligkilidir
[31].

Glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) ve glutatyon (GSH), ferropitozun
diizenlenmesinde temel 6neme sahiptir. GSH, hiicre i¢i Fe?* igin bir ligand olmasinin
yani sira GPX4 aktivitesi i¢cin de gereklidir. GSH diizeylerinin azalmasi, toksik
hidroksil radikallerinin olusumuna zemin hazirlarken, GPX4 inaktivasyonu
peroksitlenmis lipitlerin asir1 birikimine ve buna bagli olarak ferroptotik hiicre
oliimiine neden olmaktadir [32]. HIE’li yenidoganlarda asfiksiye bagl olarak demir
metabolizmasinin bozuldugu ve ‘non-protein’ bagli demir diizeylerinin arttig1
bildirilmektedir. Ayrica neonatal hipoksi-iskeminin beyin dokusunda GPX4 ve GSH
ekspresyonunu azalttigi, antioksidan kapasiteyi diisiirdiigii, ROS {iretimini artirdigi
ve lipit peroksidasyonunu belirgin sekilde artirdigi gosterilmistir. Iskemi ve

hipoksiye bagli olarak gelisen asidik ortamin, beyin dokusunda serbest Fe**



birikimini artirmasi da ferropitoz gelisimiyle uyumludur [32]. Bu nedenle ferropitoz,
neonatal HIE patogenezinde 6nemli bir mekanizma olarak degerlendirilmekte,

ozellikle GPX4 yolu yeni tedavi hedefleri agisindan dikkat ¢ekmektedir.
Endoplazmik Retikulum Disfonksiyonu

Enerji yetersizligi, protein katlanmasi, olgunlagsmasi ve yikim siire¢lerini
bozarak protein homeostazinda bozulmaya yol agmakta; bunun sonucunda
endoplazmik retikulum (ER) fonksiyonlar1 etkilenmekte ve endoplazmik retikulum
stresi (ERS) gelismektedir [22]. Serebral iskemi-reperfiizyon sonrasinda ortaya ¢ikan
oksidatif stres ve hiicre i¢i kalsiyum artisi, yanhs katlanmis protein birikimini
artirarak ERS’yi daha da siddetlendirmektedir [33]. Erken donemde noral hiicreler
ER homeostazini yeniden saglamak amaciyla ¢esitli adaptif yanitlari, 6zellikle
katlanmamis protein yanitin1 (KPY) aktive etmektedir. Ilimli diizeyde aktive olan bu
yanitin, iskemik hasara kars1 belirli 6l¢iide koruyucu etkileri bulunmakla birlikte ER
stresinin agir ve siiregen hale gelmesi durumunda KPY yetersiz kalmakta ve kaspaz-
12, kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonu iizerinden apopitotik hiicre Olimii
tetiklenmektedir [34]. Neonatal hipoksik-iskemik hasarda ERS’nin oksidatif stresi
artirarak hiicresel dengeyi bozdugu ve uzun donem ndérolojik fonksiyonlar iizerinde
olumsuz etkiler olusturdugu diistiniilmektedir. Bu nedenle, ERS’nin diizenlenmesi,
HIE’ye bagl patolojik siireglerin siirlandirilmasinda potansiyel bir tedavi yaklagimi

olarak degerlendirilmektedir.

2.2. Hipoksik Iskemik Ensefalopati Tedavisinde Profilaktik Yaklasim

Hipoksik-iskemik ensefalopatisinin Onlenmesine iliskin dogum Oncesi
yaklasimlar, dogrudan HIE’yi ortadan kaldiran spesifik bir tedavi olmadig1 igin, fetal
hipoksi riskinin azaltilmast ve fetal noroproteksiyonun saglanmasi esasina
dayanmaktadir. Giincel bilimsel veriler 1s18inda, erken preterm dogumun
yaklagimlarda dikkate alinmas1 durumunda, antenatal magnezyum stilfat uygulamasi,
yasayan bebeklerde serebral palsi riskini azaltan ve fetal ndroproteksiyon saglayan
en etkin farmakolojik segenek olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, bu
uygulama, HIE’yi dogrudan ortadan kaldiran spesifik bir tedavi degil, dzellikle erken
preterm dogum baglaminda norolojik sonucu iyilestirmeye yonelik bir strateji olarak

degerlendirilmelidir. Ote yandan, magnezyum siilfatin term yenidoganlardaki
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noroprotektif etkinligi konusunda mevcut kanitlar sinirhidir. Klinigimizde hayvan
modeli iizerinde gerceklestirilen deneysel calismalarda olumlu sonuglar elde
edilmistir [35]; ancak bu etkinligin klinik diizeyde dogrulanabilmesi i¢in daha

kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Magnezyum siilfat, NMDAR antagonisti olarak, NMDA kanallarinin
aktivitesini diizenleyerek hiicre icine kalsiyum girigini sinirlandirarak kalsiyuma
bagli eksitotoksik hasar1 azaltabilmekte ve dogum asfiksisine maruz kalan yenidogan
beyninde noroprotektif etki gosterebilmektedir [36]. Magnezyum iyonlart hiicresel
islevlerin siirdiiriilebilmesi igin kritik bir rol oynamaktadir. Glikoliz, oksidatif
fosforilasyon ve protein sentezi gibi temel metabolik siire¢lerde yer almasinin yani

sira, plazma membran biitiinliigliniin korunmasina da katki saglamaktadir [37].

Ancak HIE’nin patogenezi yalnizca eksitotoksisite ile agiklanamayacak kadar
karmasik olup, oksidatif stres, inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon ve apopitoz
gibi birbirini etkileyen ¢ok sayida mekanizmay1 icermektedir. Bu nedenle, mevcut
tedavilere ek olarak farkli patofizyolojik yolaklari hedefleyen yeni noroprotektif
yaklagimlarin arastirilmasi biiyilk onem tasimaktadir. Bunlar arasinda selenyum
gliclii antioksidan etkisi, hiicresel redoks dengesinin korunmasindaki rolii ve
oksidatif hasar1 azaltma potansiyeli sebebiyle bu agidan umut vaat eden tedavilerden

biri olarak kabul edilmektedir.

2.3. Selenyum

Selenyum hem insanlarda hem de hayvanlarda c¢ok cesitli klinik durumlar ve
metabolik bozukluklarla iliskilendirilen bir eser element olup 40 yili askin stiredir
insan saglig1 agisindan esansiyel bir besin dgesi olarak kabul edilmektedir. Selenyum
antioksidan savunma, inflamasyonun azaltilmasi, tiroid hormonunun sentezi, fertilite
ve DNA sentezi gibi bir¢ok biyolojik islev igin gerekli protein ve enzimlerin

yapisinda yer almaktadir [38].

Selenyumun biyolojik sistemlerdeki davranisi, biyoyararlanimi ve toksisite
profili biiyiik 6l¢tide kimyasal formuna baglidir. Bu nedenle inorganik selenyum
formlari, organik  selenyum  formlar1 ve biyolojik  olarak  aktif  selenyum

yapilar1 seklinde smiflandiriimaktadir. Inorganik formlar arasinda baslica selenat
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(Se04>7), selenit (SeO3*7), selenid (Se*>/HSe”) ve elementer selenyum (Se°) yer
almaktadir. Toprakta ve g¢evrede en sik karsilagilan formlar ozellikle selenat ve
selenit olup, bunlar yiiksek ¢oziiniirliikkleri ve biyoyararlanimlar1 nedeniyle bitkiler
tarafindan alinabilmektedir [39]. Organik selenyum formlari ise selenyumun karbon
iceren molekiillerle birlestigi yapilardir ve biyolojik sistemlerde daha islevsel kabul
edilmektedir. Bu grupta baslica selenometiyonin, selenosistein, metilselenositstein ve
diger disiik molekiil agirlikli organik selenyum bilesikleri yer almaktadir. Ayrica
selenyum, biyolojik islevlerine goére selenoproteinler ve selenometabolitler

kapsaminda da degerlendirilmektedir [40].

Amino asit formu olan selenosistein, cesitli enzimatik ve yapisal proteinlerin
onemli bir bilesenidir. Bugiine kadar yaklasik 35 selenoprotein tanimlanmis olmakla
birlikte, bunlarin 6nemli bir kismimnin islevi heniiz net degildir. Bununla birlikte,
selenyuma bagli enzimlerin aktif bdlgelerinde genel olarak selenosistein bulundugu
bilinmektedir [41]. Selenyumun immiin fonksiyonlar, erkek ve kadin fertilitesi, tiroit
hormon metabolizmasi, ilag metabolizmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser ile
iligkili oldugu gosterilmistir [42]. Enzimatik selenoproteinlerin en iyi bilinen
ornekleri glutatyon peroksidaz ve iyodotironin deiyodinazdir [41]. Antioksidan bir
enzim olan glutatyon peroksidaz, membran biitlinliigiiniin korunmasina katki saglar
ve lipitler, lipoproteinler ile DNA gibi biyomolekiilleri oksidatif hasardan
korumaktadir [43]. Iyodotironin deiyodinaz, inaktif onciil formdan aktif tiroid

hormonunun olugsumunda gorev almaktadir [41].

Son yillardaki ¢alismalar selenyumun beyin gelisimi ve iglevleri agisindan da
gerekli oldugunu gostermistir. Selenyum eksikliginde bazi ndrotransmitterlerin
doniistim hizlarinin degistigi bildirilmistir. Yaslt bireylerde diisiik plazma selenyum
diizeylerinin senilite ve hizlanmis biligsel gerileme ile anlamli sekilde iliskili oldugu,
Alzheimer hastalarinda ise beyin selenyum diizeyinin kontrol grubuna gore yaklasik
%60 oraninda daha diisiik oldugu gosterilmistir [44]. Beyin dokusunda katalaz
diizeyinin sinirli olmasi nedeniyle, glutatyon peroksidaz gibi selenoenzimler beyin
gelisimi ve fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde  6nem tagimaktadir [3]. Ayrica
selenyum desteginin ¢ocuklarda tedaviye direngli epileptik nobetler gibi ¢esitli
norolojik bozukluklarda semptom siddetini azaltabildigi bildirilmistir [3, 45]. Bu

nedenle, dogum oncesi dénemde HIiE’nin 6nlenmesine yonelik yaklasimlarimn
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yalnizca mevcut noroprotektif uygulamalarla sinirli kalmamasi aymi zamanda
selenyum gibi yeni potansiyel tedavi segeneklerinin de deneysel ve translasyonel

aragtirmalar kapsaminda degerlendirilmesi gerektigini diislindiirmektedir.

Bununla birlikte, selenyumun terapdtik giivenlik araligi dar olup hem
yetersizligi hem de asir1 alimi ¢esitli olumsuz klinik sonuglarla iliskilendirilmektedir.
Selenyumun toksisitesi biiyiik 6l¢iide kimyasal formuna baglhidir. Genel olarak ¢ogu
selenyum formu diisiik toksisite gostermekle birlikte, ¢evresel maruziyete bagl
olarak elementer selenyum ve selenyum tuzlarina iliskin insan toksisitesi nadiren de
olsa goriilmektedir. Hayvan ¢alismalarinda selenitin selenata gore bir miktar daha
toksik oldugu, selenosisteinin selenite benzer diizeyde toksisite gosterdigi,

selenometiyoninin ise daha diisiik toksisiteye sahip oldugu saptanmaistir.

Ote yandan selenyum, plasental transfer yoluyla maternal dolasimdan fetal
dolasima gecebilmekte ve fetal maruziyet ile fetal selenyum homeostazinda rol
oynamaktadir. Literatiirde yer alan bu bilgiler dogrultusunda, ¢alismamizda HIE’ye
yol acan hasar siirecinin dnlenmesine yonelik olarak selenyum farmakolojik etken
olarak kullanilmig; 6zellikle hipoksi-iskemiye bagli gelisen oksidatif doku hasari

tizerindeki olas1 koruyucu etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deneysel Islemler

Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Baskanligi'nin 12.06.2025/6 ve 561 numarali karariyla etik kurul onayr alinmistir.
Calismamizda kullanmak {izere ideal selenyum dozunu belirlemek icin oncelikle 6
sican kullanilarak pilot ¢alisma yapilmis, ideal selenyum dozunu belirledikten sonra

ana calisma gerceklestirilmistir. Ana ¢aligmada toplam 24 sigan kullanilmistir.

Bu c¢alisma, Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar
Laboratuvari’ndan temin edilmis 10-12 haftalik gebe Wistar albino tiirii disi siganlar
tizerinde gerceklestirilmistir. Hayvanlar, sabit sicaklik (2242 °C) ve %55-60 nem
oraninda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortam kosullarinda Euro Type 4
kafeslerde barindirilmistir. Barinma siiresince deney hayvanlari, standart beslenme,
barinma ve bakim kosullarina tabi tutulmustur. Disi ve erkek sicanlar ayni ortamda
tutulmus, disi siganlarin giinliik vajinal plak olusumu takip edilmis ve smear
ornekleri alinmistir. Alternatif olarak, gebelik stripleri de kullanilmistir. Smear
sonuglarinda plaklar saptanan hamile deney hayvanlarinda, hamile kaldiklar1 giin 0.

giin olarak kabul edilmistir.

3.1.1. Pilot Calisma

Selenyumun olas1 toksik etkileri, literatiirde benzer bir c¢aligmanin
bulunmamast ve dozun belirli olmamasi nedeniyle, deneyde kullanilacak ideal

selenyum dozunun belirlenmesine y6nelik bir 6n pilot ¢alisma gergeklestirilmistir.
Deneyin uygulanmasi:

Daort farkli 19 giinliik gebe sigan iizerinde 0,1 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1 mg/kg ve 2
mg/kg subkutan dozlarda selenyum uygulanarak en etkin ve toksik olmayan dozun
belirlenmesi amaciyla 6n ¢alisma gergeklestirilmistir. Dort ilag, bir hasar ve bir
kontrol grubundan olmak {izere toplam 6 sican kullanilmistir. Gebe sicanlar rastgele
secilerek gruplara almmustir (Sekil 3.1). Ilacin uygulanacag1 dért sicanda profilaksi
modeli olusturulmustur. Iskemik hasar olusturulmadan 30 dakika 6nce selenyum

dozu subkutan olarak uygulanmis, daha sonra anestezi altinda batin acgilarak utero-
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ovaryen arter klemplenmis ve fetiisler 20 dakika boyunca iskemik hasara maruz
birakilmistir. Daha sonra klempler acilarak 30 dakika siiresince reperfiizyon

saglandiktan sonra fetiisler ¢ikartilmistir.
Grup 1 (n=1): 0,1 mg/kg subkutan uygulama

Bu gruba iskemik hasar olusturulmadan 30 dakika 6nce 0,1 mg/kg selenyum
dozu subkutan olarak uygulanmis, daha sonra anestezi altinda batin agilarak (Sekil
3.2-3.3) utero-ovaryen arter klemplenmis (Sekil 3.5-3.6) ve fetiisler 20 dakika
boyunca iskemik hasara maruz birakilmistir. Daha sonra klempler agilarak
reperfiizyon 30 dakika siireyle saglandiktan sonra fetiisler ¢ikarilmigtir. Ug adet
fetiisiin beyni ve plasentasi immiinohistokimyasal ve histopatolojik inceleme
amactyla alimmistir (Sekil 3.8). Alinan doku Ornekleri formaldehit ¢ozeltisi igeren

kutulara konulmus ve saklanmistir (Sekil 3.10).
Grup 2 (n=1): 0,5 mg/kg subkutan uygulama

Bu gruba, iskemik hasar olusturulmadan 30 dakika once 0,5 mg/kg selenyum
dozu subkutan olarak uygulanmis, daha sonra anestezi altinda batin acgilarak utero-
ovaryen arter klemplenmis ve fetiisler 20 dakika boyunca iskemik hasara maruz
birakilmistir. Daha sonra klempler acilarak reperfiizyon 30 dakika stireyle
saglandiktan sonra fetiisler ¢ikarilmistir. Ug adet fetiisiin beyni ve plasentasi
immiinohistokimyasal ve histopatolojik inceleme amaciyla alinmigtir. Alinan doku

ornekleri formaldehit ¢ozeltisi igeren kutulara konulmus ve saklanmustir.
Grup 3 (n=1): 1 mg/kg subkutan uygulama

Bu gruba, iskemik hasar olusturulmadan 30 dakika 6nce 1 mg/kg selenyum
dozu subkutan olarak uygulanmis, daha sonra anestezi altinda batin acgilarak utero-
ovaryen arter klemplenmis ve fetiisler 20 dakika boyunca iskemik hasara maruz
birakilmistir. Daha sonra klempler agilarak reperfiizyon 30 dakika siireyle
saglandiktan sonra fetiisler ¢ikarilmistir. Ug adet fetiisiin beyni ve plasentasi
immiinohistokimyasal ve histopatolojik inceleme amaciyla alinmistir. Alinan doku

ornekleri formaldehit ¢ozeltisi igceren kutulara konulmus ve saklanmuistir.
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Grup 4 (n=1): 2 mg/kg subkutan uygulama

Bu gruba iskemik hasar olusturulmadan 30 dakika once 2 mg/kg selenyum
dozu subkutan olarak uygulanmis, daha sonra anestezi altinda batin acgilarak utero-
ovaryen arter klemplenmis ve fetiisler 20 dakika boyunca iskemik hasara maruz
birakilmistir. Daha sonra klempler agilarak reperfiizyon 30 dakika siireyle
saglandiktan sonra fetiisler cikarilmustir. Ug adet fetiisiin beyni ve plasentasi
immiinohistokimyasal ve histopatolojik inceleme amaciyla alinmistir. Alinan doku

ornekleri formaldehit ¢ozeltisi igeren kutulara konulmus ve saklanmustir.
Grup 5 (n=1): Hasar grubu

Bu gruba anestezi altinda karin agilarak 20 dakika boyunca utero-ovaryen
arter klemplemesi ile fetiisler iskemik hasara maruz birakildi ve sonrasinda 30 dakika
reperfiizyon saglandiktan sonra fetiisler cikarilmugtir. Ug adet fetiisiin beyni ve
plasentas1 immiinohistokimyasal ve histopatolojik inceleme amaciyla alinmistir.
Almman doku Ornekleri formaldehit ¢o6zeltisi iceren kutulara konulmus ve

saklanmustir.
Grup 6 (n=1): Kontrol grubu

Bu gruba herhangi bir islem uygulanmadan, anestezi altinda fetiisler
cikarilmistir. Ug adet fetiisiin beyni ve plasentas;, immiinohistokimyasal ve
histopatolojik inceleme amaciyla alinmistir. Alman doku &rnekleri formaldehit

¢ozeltisi iceren kutulara konulmus ve saklanmaistir.

Deney tamamlandiktan sonra, tiim gruplardaki siganlar ketamin (80-100
mg/kg) ve ksilazin (8-10 mg/kg) anestezisi altinda sakrifiye edildi. Vena Cava
Inferior’dan alinan kanlar ile cerrahi egzanguinasyon islemi yapilarak sakrifikasyon
gergeklestirildi (Sekil 3.11). Enjektor uglart ve keskin materyaller atik kaplarinda,

kalan dokular ise tibbi atik posetlerinde toplanarak imha edildi.

16



Sekil 3.1. Gebe sicanlarin kafeste rastgele secilerek gruplara alinmasi

Sekil 3.2. Subkutan anestezi uygulanmasi
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Sekil 3.3. Batin agilmasi
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Sekil 3.5. Uteroovaryen arter baglanmasi
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Sekil 3.7. Uterin asfiksi modeli ve selenyum uygulanan siganlar
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Sekil 3.8. Fetal beyin ve plasentanin alinmasi

Sekil 3.9. Alinan fetal beyin ve plasenta dokularinin buz akiilerine alinmasi
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Sekil 3.10. Histopatolojik ve immiinhistokimyasal inceleme i¢in doku 6rneklerinin
formaldehit ¢ozeltisi igeren kaplara konulmasi ve saklanmasi

Sekil 3.11. Vena Cava inferiordan kan alinarak cerrahi egzanguinasyon islemi ve
sakrifikasyon

Histopatolojik incelemeler

Fetal kafatasinin asir1  derecede frajil olmasi ve ossifikasyonunun

tamamlanmamis olmasi nedeniyle, beyin dokular1 kraniyal kaviteden ayrilmamus,
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anatomik biitiinliiglin korunmas1 amaciyla kafatasi ile birlikte isleme alinmustir.

Ayrica her bir anneden temsili plasenta 6rnekleri de elde edilmistir.

Tiim fetal ve plasental 6rnekler, 6dem, hemoraji ve yapisal anormallikler
basta olmak iizere makroskopik patolojik degisikliklerin saptanmasi amaciyla
ayrintili bir makroskopik incelemeye tabi tutulmustur. Histolojik analiz icin fetal
beyin ornekleri %10 ndtral tamponlu formalin i¢inde 48 saat siireyle fikse edilmistir.
Fiksasyonun ardindan, her bir fetal bas kafatasi biitinliigii korunarak orta hattan
longitudinal olarak iki simetrik yariya ayrilmis ve her iki yar1t da doku takip

kasetlerine yerlestirilmistir.

Fetal beyin—kafatas1 kompleksleri ile maternal plasenta dokulari; dereceli
alkol serilerinde dehidratasyon, ksilen ile saydamlagtirma ve parafin infiltrasyonu
asamalarini i¢eren standart otomatik doku takip protokolleri kullanilarak islenmis ve
parafin bloklar: haline getirilmistir. Rotary mikrotom kullanilarak 5 um kalinhiginda
seri kesitler alinmig, lamlar f{izerine monte edilmis ve rutin histopatolojik
degerlendirme i¢in hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanmistir. Tiim boyal1 kesitler,
ayrintili morfolojik degerlendirme amaciyla deneyimli bir histopatolog tarafindan
151k mikroskobu altinda incelenmistir. Hiperemi, 6dem, hemoraji ve nekroz varlig
yar1 kantitatif olarak degerlendirilmis ve siddetlerine gore 0 ile 3 arasinda

puanlanmustir.
Histopatolojik Bulgular

Kontrol ~ grubundaki  fetal sigan  beyin  dokularinin  histolojik
degerlendirmesinde, normal sitoarkitektiirel organizasyon, saglam ndronal morfoloji
ile korunmus meningeal ve vaskiiler yapilar izlenmistir. Buna karsilik, iskemi-
reperfiizyon (IR) grubunda belirgin patolojik degisiklikler —saptanmistir.
Histopatolojik incelemede, hemen hemen tiim serebral damarlar1 iceren siddetli ve
yaygin hiperemi ile birlikte belirgin vaskiiler konjesyon gozlenmistir. Ayrica, bircok
yavruda c¢ok sayida mikrohemorajik odak tespit edilmistir. Bu hemorajik alanlarin
agirlikli olarak meninksler ve serebral korteks i¢cinde lokalize oldugu gdriilmiis olup,
bu durum yiizeyel kortikal bolgelerin IR’ye bagli vaskiiler hasara belirgin derecede

duyarli oldugunu diisiindiirmektedir.
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Diisiik dozlarda uygulanan selenyum (Se 0,1 ve Se 0,5) IR’nin indiikledigi
inflamatuvar ve vaskiiler degisiklikleri anlamli 6l¢iide azaltmistir. Bu gruplarda
serebral damarlarin hiperemisi belirgin sekilde azalmis, mikrohemorajik lezyonlar ise
minimal diizeyde ya da tamamen yok olmus olarak izlenmistir. Bu bulgular, diisiik
doz selenyumun iskemiyle iligkili beyin hasarina karsi koruyucu bir etki gosterdigini

diistindiirmektedir.

Buna karsin, yiiksek dozda selenyum uygulanan gruplarda (Se 1 ve Se 2)
yavru beyin dokularinda patolojik bulgularin arttigi gozlenmistir. Bu gruplarda
artmis vaskiiler konjesyon, persistan hiperemi ve diisiik doz selenyum gruplarina
kiyasla daha sik mikrohemorajik alanlar saptanmistir. Bu durum, yiiksek
konsantrasyonlarda selenyumun doza bagimli pro-oksidan veya toksik etki

gosterebilecegine isaret etmektedir.

Kontrol grubuna ait plasenta dokularinin histopatolojik degerlendirmesinde,
villéz yapilarin iyi korunmus oldugu ve vaskiiler biitiinliiglin saglam kaldig1 normal
bir histolojik mimari izlenmistir. Buna karsilik, IR grubundan elde edilen
plasentalarda belirgin patolojik degisiklikler saptanmigtir. Bu degisiklikler; belirgin
vaskiiler hiperemi, yaygin hemorajik alanlar ve net olarak tanimlanabilen nekroz

odaklarmi icermekte olup, IR’ye bagli siddetli plasental hasara isaret etmektedir.

Diisik doz selenyum uygulamasi (Se 0,1 ve Se 0,5) plasental
histomorfolojide anlamli bir iyilesme saglamistir. Bu gruplarda vaskiiler konjesyon
ve hemorajik degisiklikler belirgin sekilde azalirken, nekrotik alanlara ise
rastlanmamistir. Bu bulgular, diisiik dozlarda selenyumun plasenta dokusu {izerinde

koruyucu bir etki gosterdigini diistindiirmektedir.

Buna karsin, yiiksek dozda selenyum uygulanan gruplarda (Se 1 ve Se 2)
plasental patolojinin belirgin sekilde agirlastigi gézlenmistir. Bu gruplarda hem IR
grubuna hem de diisiik doz selenyum gruplarina kiyasla anlamli derecede artmis
hemoraji ve genislemis nekrotik alanlar izlenmis olup, bu durum yiiksek selenyum

konsantrasyonlarinda doza bagl zararl bir etkiye isaret etmektedir.

Genel olarak, bu ¢alismanin bulgulari, IR maruziyetinin hem fetal beyin hem
de plasenta dokularinda belirgin patolojik degisikliklere yol actigini1 gostermektedir.

Buna karsilik, 6zellikle 0,5 doz diizeyinde uygulanan diisiik doz selenyum, bu
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olumsuz histopatolojik degisiklikleri anlamli 6l¢iide azaltmis ve IR’ye bagli doku
hasarina karsi belirgin bir koruyucu etki gostermistir. Ancak, selenyumun daha
yiiksek dozlarda uygulanmasinin patolojik degisiklikleri artirdig1 ve selenyum dozu
arttikca doku hasarinin siddetinin belirginlestigi saptanmistir. Bu bulgu, yiiksek
konsantrasyonlarda selenyumun doza bagli olarak zararli bir etki gosterebilecegini
diisiindiirmektedir. Bu bulgular ve bilgiler 1s181inda, ana deneyde kullanilmak iizere

selenyum dozu 0,5 mg/kg olarak belirlenmistir.

3.1.2. Ana Calisma

On ¢alisma tamamlandiktan sonra, ana calisma 0,5 mg/kg selenyum dozu
kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisma 24 sican lizerinde yapilmis olup, 19 giinliik
gebe sicanlar seg¢ilmistir. Kontrol grubu, hasar grubu, profilaktik selenyum grubu ve
terapotik selenyum grubu olmak iizere dort farkli grup olusturulmustur. Her bir

grupta 6 sigan olmak iizere, toplam siganlar rastgele gruplara dagitilmistir.

1- Kontrol grubu (n=6): Bu gruba herhangi bir islem uygulanmadan,
anestezi altinda fetiisler ¢ikarilmistir. iki adet fetiisin beyni ve plasentasi
immiinohistokimyasal ve histopatolojik inceleme amaciyla alinmigtir. Alinan doku

ornekleri formaldehit ¢6zeltisi igeren kutulara konulmus ve saklanmistir.

2- Hasar grubu (n=6): Bu gruba, anestezi altinda batin agilarak 20 dakika
boyunca utero-ovaryen arter klemplemesi yapilarak fetiisler iskemik hasara maruz
birakilmis; sonrasinda 30 dakika reperfiizyon saglandiktan sonra fetiisler
cikarilmistir. ki adet fetiisin beyni ve plasentasi immiinohistokimyasal ve
histopatolojik inceleme amaciyla alinmistir. Almman doku Ornekleri formaldehit

¢Ozeltisi i¢eren kutulara konulmus ve saklanmustir.

3- Profilaktik Selenyum grubu (n=6): Bu gruba, iskemik hasardan 30
dakika once 0,5 mg/kg selenyum dozu subkutan olarak uygulanmistir. Daha sonra
anestezi altinda batin agilarak utero-ovaryen arter klemplenmis ve fetiisler 20 dakika
iskemik hasara maruz birakilmistir. Ardindan, klempler acilarak reperfiizyon 30
dakika siireyle saglandiktan sonra fetiisler ¢ikarilmustir. Iki adet fetiisiin beyni ve

plasentast immiinohistokimyasal ve histopatolojik inceleme amaciyla alinmstir.
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Alman doku ornekleri formaldehit ¢ozeltisi iceren kutulara konulmus ve

saklanmustir.

4- Terapotik Selenyum grubu (n=6): Bu grupta anestezi altinda batin
acilarak utero-ovaryen arter klemplenmis, o esnada 0,5 mg/kg selenyum dozu
subkutan olarak verilmis ve 20 dakika fetuslar iskemik hasara maruz birakilmistir.
Ardindan, klempler agilarak reperfiizyon 30 dakika siireyle saglanmis ve fetiisler
cikarilmugtir. Iki adet fetiisin beyni ve plasentasi, immiinohistokimyasal ve
histopatolojik inceleme amaciyla alinmistir. Almman doku Ornekleri formaldehit

¢oOzeltisi iceren kutulara konulmus ve saklanmaistir.

Deney tamamlandiktan sonra, tiim gruplardaki siganlar ketamin (80-100
mg/kg) ve Xylazin (8-10 mg/kg) anestezisi altinda sakrifiye edildi. Vena Cava
Inferior’dan alinan kanlar ile cerrahi egzanguinasyon islemi yapilarak sakrifikasyon
gerceklestirildi. Enjektor uclart ve keskin materyaller atik kaplarinda, kalan dokular
ise tibbi atik posetlerinde toplanarak imha edildi.

3.2. Histopatolojik Inceleme Yontemi

Toplanan doku oOrnekleri oncelikle makroskobik olarak degerlendirilmistir;
doku biitiinligli, renk degisikligi, 6dem, hemoraji ve olasi yapisal anomaliler
agisindan incelenmistir. Ozellikle plasenta dokularinda fiksatif penetrasyonunu
artirmak amaciyla maternal ve fetal yiizeylere kiiclik insizyonlar yapilmistir.
Ardindan tiim ornekler %10 nétral tamponlu formaldehit ¢ozeltisi icinde alinarak
fiksasyona birakilmigtir. Dokular iki giin siireyle formaldehit i¢cinde tutuldu ve bu

siire boyunca fiksatif sollisyonu giinliik olarak yenilenmistir.

On fiksasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan plasenta ve fetal beyin
dokulart uygun boyutlarda trimlenerek doku takip kasetlerine yerlestirimistir. Her
kaset {lizerine 1ilgili hayvan ve grup numaralar1 kaydedildi ve Ornekler tam
fiksasyonun saglanabilmesi amaciyla tekrar formaldehit ¢ozeltisine alinarak yaklasik
24 saat daha bekletilmistir. Takip eden asamada kasetler tam otomatik doku takip
cihazina (Leica ASP300S; Leica Microsystems, Nussloch, Germany) yerlestirilerek

rutin histolojik doku takip islemleri gerceklestirilmistir.
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Rutin doku takibi siirecinde, Ornekler artan konsantrasyondaki alkol
serilerinden gecirilerek dehidre edilmistir. Bu amagla, dokular sirasiyla %70’lik
etanolden baslayip giderek artan konsantrasyondaki alkol ¢ozeltilerinden gegirilmis
ve son olarak absolii alkol serilerinde saklanmistir. Boylece, dokulardaki suyun
uzaklastirllmas: saglanmistir. Dehidrasyon asamasinin ardindan, dokular iki ayn
ksilol  banyosundan gecirilerek  seffaflastirilmis ve lipid bilesenlerinin
uzaklastirllmas1 gerceklestirilmistir. Daha sonra, erimis parafin banyolarina alinan
dokulardaki olusan bosluklarin parafin ile doldurulmasi saglanmistir. Tim bu

islemler, gece boyunca otomatik takip cihazi i¢erisinde tamamlanmistir.

Ertesi giin dokular, cihazdan ¢ikarilarak bloklama agamasina geg¢ilmistir. Bu
amacla, Ornekler doku gomme cihazinin (Leica Histocore Arcadia H; Leica
Microsystems, Nussloch, Germany) sicak haznesine yerlestirilmis olup, parafinin
katilasmamasi i¢in cihazda muhafaza edilmistir. Uygun boyuttaki metal kaliplara
yerlestirilen plasenta ve fetal beyin oOrnekleri, anatomik yonelimlerine dikkate
alarak diizenlenmis ve iizerine sicak parafin dokiilerek bloklar olusturulmustur.
Daha sonra bloklar, soguk tablo {izerine alinmig ve yaklagik 1-2 saat siireyle

bekletilerek, parafinin tamamen sertlesmesi saglanmustir.

Hazirlanan parafin bloklari, kesit alma isleminden Once yaklasik 4-5 saat
stireyle sogutulmustur. Ardindan, tam otomatik rotary mikrotom (Leica RM2155;
Leica Microsystems, Nussloch, Germany) kullanilarak, her bloktan yaklasik 5 pm
kalinliginda seri kesitler elde edilmistir. Histopatolojik inceleme amaciyla alinan
kesitler standart lamlara yerlestirilmis ve rutin hematoksilen-eozin (H&E) boyama

prosediirii uygulanmustir.

Boyama islemi Oncesinde, kesitler yaklasik 2 saat boyunca 60 °C etiivde
bekletilerek lam ylizeyine tam yapismalari saglanmistir. Ardindan, parafinin
uzaklagtirilmast  amaciyla  kesitler  ¢esitli  ksilol  serilerinde  bekletildi.
Deparafinizasyonun ardindan 6rnekler, azalan alkol serilerinden gegirilerek rehidrate
edilmistir. Rehidrasyon islemi tamamlanan Kesitler, Harris hematoksilen ile
boyanmis ve musluk suyu ile yikanmistir. Daha sonra eozin ile renk verme islemi
gerceklestirilmis, kesitler tekrar artan alkol serilerinden gegirilerek dehidre

edilmistir. Bu agamadan sonra, seffaflagtirmak amaciyla ksilol kullanilmigtir. Son
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olarak, preparatlar entellan ile kapatilarak lamel ile korunmus ve oda sicakliginda

kurumasi saglanmistir.

Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda incelenmis olup, plasenta
dokularinda trofoblastik yap1 diizensizligi, vaskiilarizasyon, konjesyon, hemoraji,
nekroz, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve yapisal dejenerasyon bulgulari, Tablo
1’de belirtilen sekilde skorlanmustir. Ayrica, fetal beyin dokularinda ndronal
dejenerasyon, piknotik ¢ekirdek olusumu, hiperemi, o6dem ve gliozis
degerlendirilmistir. Histomorfolojik degerlendirmeler ve mikrofotografik analizler,
Olympus Corporation (Tokyo, Japan) tarafindan gelistirilen CellSens Life Science
Imaging Software System (Database) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1. Plasenta ve fetal beyin dokularinda histopatolojik skorlama sistemi

Doku Parametre 0 (Yok) |1 (Hafif) |2 (Orta) 3 (Siddetli)
Trofoblastik yapt |Normal |Hafif Orta diizeyde Y.ay.gm Ve
Plasenta | .. g 7 . 4 ciddi yap1
diizensizligi yapi diizensizlik |bozulma kayb
Anemi Yok Hafif Orta Siddetli
Hemoraji Yok Fokal Orta yayginlikta | Yaygin
Nekroz Yok Minimal |Orta Yaygin
Fetgl No_ronal Yok Hafif Orta Yaygin
Beyin dejenerasyon
Piknotik c¢ekirdek |Yok Az sayida |Orta Yaygin
Hiperemi Yok Hafif Orta Siddetli
Odem Yok Hafif Orta Yaygin
Glial degisiklikler | Yok  |Hafif Orta Yaygin
(gliosis)

3.3. Immunohistokimyasal Inceleme Yontemi

Immiinohistokimyasal analizler i¢in polilizin kapli lamlara alman seri kesitler
streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi kullanilarak boyanmistir. Calismada plasenta
ve fetal beyin dokularinda inflamasyon, apoptotik siiregler ve hiicresel yanitlarin
degerlendirilmesi amaciyla ilgili primer antikorlar kullanildi. Apoptozis ve
inflamasyon ile iliskili belirteglerden Caspase-3 (rabbit monoclonal, clone
EPR18297; ab184787) ve tiimor nekroz faktor-a (TNF-a; rabbit monoclonal, clone
RM1005; ab307164) ekspresyonlart1 plasenta ve fetal beyin dokularinda
immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Primer antikorlar, iretici firmanin

onerileri dogrultusunda ve 1/100 diliisyonlarda hazirlanarak uygulanmistir.
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Parafin bloklarindan alinan kesitler oncelikle ksilol ve azalan derecelerde
alkol serilerinden gegirilerek deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerine tabi
tutulmustur. Daha sonra kesitler distile su ile yikanip endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek amaciyla %3 hidrojen peroksit ¢ozeltisi i¢inde yaklasik 20 dakika
inkiibe edilmistir. Antijen geri kazanimi islemi i¢in kesitler sitrat tampon ¢ozeltisine
alinarak mikrodalga firinda iki kez 5’er dakika kaynatilmistir. Ardindan 6rnekler

fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanmigtir.

Nonspesifik baglanmalarin 6nlenmesi amaciyla kesitler normal serum ile
inkiibe edilmistir. Fazla serum uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar kesitler
tizerine damlatilmistir ve preparatlar nemli kamaralarda +4 °C’de gece boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi glin PBS ile yikanan kesitler iizerine sekonder
antikor ve  streptavidin-peroksidaz  kompleksleri uygulanarak inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Immiin reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi amacryla 3,3'-
diaminobenzidin (DAB) kromojen kullanilmistir. Sekonder kit olarak hazir kullanim

formatindaki HRP/DAB Detection Kit (Abcam, Cambridge, UK) tercih edilmistir.

Karsit boyama, Harris hematoksilen ile yapildiktan sonra preparatlar, artan
alkol serilerinden gegirilerek dehidre edilip, ksilolde seffaflandirilarak, entellan
kullanilarak lamel ile kapatilmistir. Negatif kontrol kesitlerinde primer antikor yerine
antikor diliisyon soliisyonu kullanilmis ve diger tiim islem basamaklar1 ayn1 sekilde

uygulanmustir.

Immiinohistokimyasal ~ degerlendirmelerde pozitif boyanma gdsteren
hiicrelerin orani belirlenerek gruplar arasinda karsilastirilmistir. Analizler sirasinda
her preparattan rastgele segilen 5 farkli alanda inceleme yapilmistir. Her alanda
yaklagik 20 hiicre degerlendirilerek her hayvan igin toplam 100 hiicre analiz
edilmistir. Pozitif reaksiyon gosteren kahverengi boyanmis hiicreler ImageJ 1.48
yazilimi (Ulusal Saglik Enstitiileri, Bethesda, MD, ABD) kullanilarak sayilmistir.
Mikrofotografik goriintiileme ise Olympus CX41 1sik mikroskobu ve CellSens

goriintli analiz sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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3.4. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, SPSS siiriim 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) ve
GraphPad Prism siirim 10.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Veriler, ortalama + standart sapma (SS) seklinde
ifade edilmistir. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal skorlar, Kruskal-Wallis
testi ve ardindan Dunn ¢oklu karsilagtirma post hoc testi kullanilarak analiz
edilmistir. Molekiiler, immiinohistokimyasal ve histopatolojik parametreler
arasindaki korelasyon analizleri, Spearman sira korelasyon katsayisi yontemiyle
degerlendirilmis ve korelasyon 1s1 haritasi ile gorsellestirilmistir. Korelasyon
katsayilar (r), degiskenler arasindaki iliskinin yonii ve giicline gére yorumlanmustir.

P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Nekropsi sirasinda alinan fetiislerin beyin ve i¢ organ dokular1 histopatolojik
olarak incelenmistir. Organlarin histopatolojik incelemesinde, kontrol grubundaki
fetiislerin normal goriindiigii dikkati ¢ekmistir. Hasar grubundaki hayvanlarin
plasentalarinda belirgin anemi, fetal beyin dokularinda ise hiperemi ve kiiciik
kanama odaklar1 saptanmistir. Profilaktik ve terapotik selenyum uygulamalarinin

patolojik bulgularda 6nemli derecede iyilesme sagladigi tespit edilmistir.

4.1.1. Plasenta Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu annelerinin plasentalart normal goriinlimdeyken, hasar
grubundaki plasentalarda belirgin bir anemik goriiniim dikkati ¢ekmistir. Profilaktik
ve terapotik uygulamalar ise patolojik goriinlimde belirgin bir diizelmeye yol
acmistir. (Sekil 4.1-Sekil 4.5). Her iki selenyum uygulama protokolii de plasental
histomorfolojide iyilesme saglanustir. Yar kantitatif analizler, tedavisiz IR grubuna
kiyasla selenyum wuygulanan gruplarda trofoblastik diizensizlik, plasental
damarlardaki eritrosit igeriginde azalma ve plasental nekroz skorlarinda anlamh
diisiis oldugunu gostermistir (p<0,05-0,01). Tedavi edici selenyum uygulamasinin,
genel olarak plasental yap1 ve nekrotik degisiklikler lizerinde daha belirgin iyilesme
sagladig1 gozlenmistir. Plasental hemoraji, IR grubunda Kontrol grubuna kiyasla
belirgin olarak artmig olmasina ragmen (p<0,001), selenyum uygulanan gruplar ile
IR grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmamustir. Genel olarak bu
bulgular, selenyum uygulamasinin plasental iskemi-reperfiizyon hasarinin baslica
morfolojik bulgularini hafiflettigini ve fetal serebral hasara karsi kismi koruma

sagladigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.1. Kontrol grubunda normal plasenta yapisi, HE, bar = 200 pm.

—

Sekil 4.2. Hasar grubunda plasentada belirgin anemi (ok) ve nekrotik hiicreler (ok
basi), HE, bar = 200 pm.
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Sekil 4.3. Profilaksi grubunda normal plasenta yapisi, HE, bar = 200 um.

[ —

Sekil 4.4. Terapotik grubunda normal plasenta yapisi, HE, bar =200 um.

33



Sekil 4.5. Gruplar arasinda plasenta histopatolojik bulgularinin toplu histopatolojik
gorliniimleri

(A) Kontrol grubunda normal plasental histoloji, (B) Hasar grubunda belirgin anemi (ok), (C)
Proflaksi grubunda patolojik bulgularin azalmasi, (D) Terapotik grupta patolojik goriiniimlerde
azalma, HE, bar=200 pm.

4.1.2. Fetal Beyin Histopatolojik Bulgulari

Hicbir uygulama yapilmayan kontrol grubunda annelerin fetiislerinin
beyinlerinin normal goriindiigii gozlemlenmistir. Hasar grubunda ise belirgin
hiperemi, ddem ve mikrohemorajiler dikkati gekmistir. Yar kantitatif analizlerde, IR
grubunda noronal dejenerasyon (p<0,001), ndronal piknoz (p<0,05), hiperemi
(p<0,001), 6dem (p<0,001) ve gliozis (p<0,001) skorlarmin Kontrol grubuna kiyasla
anlaml diizeyde daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Profilaksi ve terapotik gruplarda
patolojik bulgularda belirgin azalma saptanmistir (Sekil 4.6-Sekil 4.10).

Selenyum uygulamas: fetal serebral histopatoloji tizerinde farkli etkiler
gbstermistir. Terapotik selenyum uygulamasi (IR+Th-SEL), hasar (IR) grubuna
kiyasla noronal dejenerasyon ve hiperemi skorlarinda anlamli azalma saglamistir (her
O6dem skorlarin1 anlamh diizeyde azaltmistir (p<<0,05). Her iki selenyum uygulama
protokolii de gliozisi anlamli olarak hafifletmis olup, bu azalmanin profilaktik
selenyum grubunda (p<0,01), tedavi edici selenyum grubuna kiyasla (p<0,05) daha
belirgin oldugu gozlenmistir. Histolojik inceleme, selenyum uygulanan hayvanlarda
ndronal morfolojinin kismen korundugunu diisiindiirmekle birlikte, ndronal piknoz
skorlar1 agisindan tedavi gruplari ile tedavisiz IR grubu arasinda anlamli bir fark

saptanmamistir.
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Sekil 4.6. Kontrol grubundaki bir fetiiste normal beyin yapist ve ventrikiiliin
goriiniimii, HE, bar=200 pum.

| P ————. |

Sekil 4.7. Hasar grubundaki bir fetiiste beyinde belirgin ve siddetli hiperemi (oklar),
HE, bar =200 pm.



Sekil 4.8. Profilaksi grubundaki bir fetiiste normal beyin yapisi ve ventrikiiliin
gorliniimii, HE, bar=200 pum.

-

Sekil 4.9. Terapotik grubundaki bir fetiiste normal beyin yapist ve ventrikiiliin
gorlinlimii, HE, bar =200 pm.

Sekil 4.10. Gruplara gore fetal beyin histopatolojik bulgularmin toplu histopatolojik
goriiniimleri

(A) Kontrol grubunda normal beyin histolojisi, (B) Hasar grubunda belirgin hiperemi (ok), (C)
Profilaksi grubunda patolojik bulgularm azalmasi, (D) Terapdtik grupta patolojik goriiniimlerin
azalmasi, HE, bar=200 pm.
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Sekil 4.11. Intrauterin iskemi-reperfiizyon hasar1 ve selenyum uygulamasi sonrasinda
fetal beyin ve plasenta dokularinin histopatolojik degerlendirilmesi

Veriler bireysel histopatolojik skorlar olarak sunulmustur. Istatistiksel analizler Kruskal-Wallis testi ve

Dunn ¢oklu karsilastirma post hoc testi ile yapilmustir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Olcek
cubuklart =200 pm.

4.2. Immunohistokimyasal Bulgular

4.2.1. Plasenta Kaspaz-3 immunohistokimyasal Bulgulari

Plasenta dokularinda gergeklestirilen immiinohistokimyasal incelemelerde
kaspaz-3 immiinreaktivitesinin ozellikle trofoblast hiicrelerinde ve bazi vaskiiler

yapilarda lokalize oldugu gozlenmistir. Kontrol grubunda kaspaz-3 ekspresyonunun

37



oldukca zayif oldugu ve sinirli sayida hiicrede pozitif reaksiyon gorildiigi
belirlenmigtir. Buna karsilik, hasar grubunda plasental dokularda kaspaz-3
pozitifliginin belirgin sekilde arttigi (p<0,001), ozellikle trofoblastik hiicrelerde
yogun sitoplazmik boyanma sekillendigi dikkat ¢ekmistir. Profilaktik ve terapotik
gruplarda ise kaspaz-3 ekspresyonunun deney grubuna kiyasla azaldigi tespit
edilmistir (p<0,01) (Sekil 4.12-Sekil 4.16).

Sekil 4.12. Kontrol grubuna ait plasenta dokusunda ¢ok hafif kaspaz-3
ekspresyonunun goriniimii

streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50
pm.

Sekil 4.13. Hasar grubuna ait plasenta dokusunda belirgin kaspaz-3 ekspresyonu.
Trofoblast hiicrelerinde yogun kahverengi immiinpozitif boyanmalar dikkati g¢ekmektedir.

Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50
pm.
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Sekil 4.14. Profilaksi grubuna ait plasenta dokusunda kaspaz-3 ekspresyonunun
gorinimu.

Trofoblast hiicrelerinde hasar grubuna kiyasla daha hafif diizeyde immunekspresyonlar. Streptavidin-
biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50 pm.

Sekil 4.15. Terapotik grubuna ait plasenta dokusunda kaspaz-3 ekspresyonunun
gorinumu.

Trofoblast hiicrelerinde hasar grubuna kiyasla onemli oOl¢lide azalmig immiin ekspresyonlar,
streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50
pm.
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Sekil 4.16. Gruplar arasinda plasenta kaspaz-3 ekspresyonlarinin goriiniimii.

(A) Kontrol grubunda ¢ok hafif ekspresyon, (B) Hasar grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar
(ok), (C) Proflaksi grubunda azalmis ekspresyon, (D) Terapotik grupta belirgin sekilde azalmig
ekspresyon. Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit
boyama. bar = 50 pm.

4.2.2. Plasenta TNF-0 Immunohistokimyasal Bulgulari

Plasenta dokularinin TNF-a immiinohistokimyasal incelemelerinde, immiin
reaktivitenin ozellikle trofoblast hiicrelerinde ve bazi vaskiiler yapilarda lokalize
oldugu gozlemlenmistir. Kontrol grubunda TNF-a ekspresyonunun oldukga diisiik
seviyelerde oldugu ve sinirli sayida hiicrede pozitif reaksiyonlarin saptandigi
belirlenmigtir. Buna karsilik, hasar grubunda plasental dokularda TNF-a
pozitifliginin belirgin bi¢imde arttigt ve oOzellikle trofoblastik hiicrelerde yogun
sitoplazmik boyanmanin gozlendigi dikkat g¢ekmistir (p<0,001). Profilaktik ve
terapotik gruplarda ise TNF-a ekspresyonu hasar grubuna kiyasla anlamli bigimde
azalmistir (p<0,01); en diisiikk immiinreaktivite ise tedavi edici selenyum grubunda

tespit edilmistir (Sekil 4.17-Sekil 4.21).
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Sekil 4.17. Kontrol grubuna ait plasenta dokusunda ¢ok hafif TNF-a ekspresyonunun
gorunumu

streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50
pm.

Sekil 4.18. Hasar grubuna ait plasenta dokusunda belirgin TNF-a ekspresyonu.

Trofoblast hiicrelerinde yogun kahverengi immiinopozitif boyanmalar dikkati g¢ekmektedir.
Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojenleri, Harris hematoksil karsit boyama, bar =
50 pm.
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Sekil 4.19. Profilaksi grubuna ait plasenta dokusunda TNF-a ekspresyonlarinin
gorunumi.
Trofoblast hiicrelerinde hasar grubuna kiyasla daha hafif diizeyde immiinreaktivite gézlenmektedir.

Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50
pm.

-

Sekil 4.20. Terapotik gruba ait plasenta dokusunda TNF-a ekspresyonlarinin
gortinimu.

Trofoblast hiicrelerinde hasar grubuna kiyasla belirgin sekilde azalmis immunreaktivite
gozlenmektedir. Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit
boyama, bar = 50 pm.
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Sekil 4.21. Gruplar arasinda plasenta TNF-a ekspresyonlarinin karsilagtirmali
gorinimu

(A) Kontrol grubunda ¢ok diisiik ekspresyon, (B) Hasar grubunda belirgin sekilde artmis
ekspresyonlar (ok), (C) Profilaksi grubunda azalmis ekspresyon, (D) Terapétik grupta belirgin sekilde
azalmig ekspresyonlar. Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen
karsit boyama, bar = 50 um.

4.2.3. Fetal Beyin Kazpaz-3 immiinohistokimyasal Bulgular1

Fetal beyin dokularinda gergeklestirilen immiinohistokimyasal incelemeler
sirasinda, kaspaz-3 ekspresyonunun oOzellikle ndronal hiicrelerde ve perivaskiiler
bolgelerde lokalize oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda, kaspaz-3
immiinreaktivitesinin olduk¢a diisiik seviyede oldugu ve ndronlarda seyrek, zayif
sitoplazmik boyanma ile sinirli kaldigi belirlenmistir. Buna karsilik, hasar grubunda
fetal beyin dokusunda kaspaz-3 pozitifliginin belirgin sekilde arttig1 gézlemlenmistir
(p<0,001). Profilaksi ve tedavi gruplarinda ise kaspaz-3 ekspresyonu hasar grubuna
kiyasla anlamli derecede azalmistir (p<0,01) (Sekil 4.22-Sekil 4.26). Apoptotik
belirte¢ ekspresyonundaki en belirgin azalma, terapdtik selenyum uygulanan grupta

saptanmistir.
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Sekil 4.22. Kontrol grubuna ait fetal beyin dokusunda c¢ok hafif kaspaz-3
ekspresyonu.

Noronal hiicrelerde negatif immiinreaktivite, streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen,
Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50 pm.

Sekil 4.23. Hasar grubuna ait fetal beyin dokusunda belirgin kaspaz-3 ekspresyonu.

Noronal hiicrelerde yogun kahverengi immiinpozitif boyanmalar (ok), streptavidin-biotin-peroksidaz
yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50 um.
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Sekil 4.24. Profilaksi grubuna ait fetal beyin dokusunda kaspaz-3 ekspresyonunun
gorinimu.

Noronal hiicrelerde hasar grubuna kiyasla daha hafif diizeyde immiinreaktivite; streptavidin-biotin-
peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama; bar = 50 pm.

-

Sekil 4.25. Terapotik gruba ait fetal beyin dokusunda kaspaz-3 ekspresyonu.
Noronal hiicrelerde, hasar grubuna kiyasla énemli 6l¢iide azalmig immunreaktivite gozlenmektedir.

Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50
pm.
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Sekil 4.26. Gruplar arasinda fetal beyin kaspaz-3 ekspresyonlarinin karsilastirmali
gorunimu

(A) Kontrol grubunda ¢ok hafif ekspresyon, (B) Hasar grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar
(ok), (C) Profilaksi grubunda azalmig ekspresyon, (D) Terapétik grupta belirgin sekilde azalmig
ekspresyonlar. Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit
boyama, bar = 50 pm.

4.2.4. Fetal Beyin TNF-a immunohistokimyasal Bulgulari

Fetal beyin dokularinda gergeklestirilen immiinohistokimyasal incelemelerde,
TNF-a immiinreaktivitesinin néronal hiicrelerde ve perivaskiiler alanlarda lokalize
oldugu gozlemlenmistir. Kontrol grubunda, TNF-o ekspresyonunun oldukg¢a diisiik
seviyelerde oldugu ve smirli sayida noéronda zayif sitoplazmik boyanma ile
karakterize edildigi tespit edilmistir. Hasar grubunda ise fetal beyin dokusunda TNF-
a ekspresyonunun belirgin sekilde arttigi ve 6zellikle kortikal bolgelerde yogun
noronal ve glial immiinpozitif boyanmanin dikkat ¢ektigi gdzlenmistir (p<0,001). Bu
artisgin  inflamatuvar yanitin  aktivasyonunu destekleyecek nitelikte oldugu
degerlendirilmistir. Profilaksi grubunda, TNF-a immiinoreaktivitesinin hasar
grubuna kiyasla anlamli derecede azaldigi ve noronal hiicrelerde daha hafif, daha
sinirli boyanma paterni sergiledigi gézlemlenmistir. Terapdtik grupta ise, TNF-a
ekspresyonunun belirgin sekilde baskilandigi, immiinpozitif hiicre sayisinin azaldig:
ve dokusal inflamatuvar aktivitenin kontrol grubuna yakin diizeylere geriledigi tespit
edilmistir (p<0,001). Bu bulgular, uygulanan profilaktik ve terapétik yaklagimlarin
fetal beyin dokusunda inflamatuvar yamiti azaltici etkiler gosterebilecegini
diistindtirmektedir (Sekil 4.27-Sekil 4.31).
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Sekil 4.27. Kontrol grubuna ait fetal beyin dokusunda negatif TNF-a ekspresyonu

streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50
pm.

——— |

Sekil 4.28. Hasar grubuna ait fetal beyin dokusunda belirgin TNF-a ekspresyonu.

Noronal hiicrelerde yogun kahverengi immiinpozitif boyanmalar (oklar), streptavidin-biotin-
peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50 um.
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Sekil 4.29. Profilaksi grubuna ait fetal beyin dokusunda TNF-a ekspresyonu.

Noronal hiicrelerde hasar grubuna kiyasla daha hafif diizeyde immiinreaktivite, streptavidin-biotin-
peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit boyama, bar = 50 um.

—

Sekil 4.30. Terapotik gruba ait fetal beyin dokusunda TNF-a ekspresyonu.

Noronal hiicrelerde hasar grubuna kiyasla belirgin sekilde azalmis immiinreaktivite streptavidin-
biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen kargit boyama, bar = 50 pm.

48



Sekil 4.31. Gruplar arasinda fetal beyin TNF-a ekspresyonlarinin karsilagtirmali
gorinumu

(A) Kontrol grubunda ¢ok hafif ekspresyon, (B) Hasar grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar
(0k), (C) Profilaksi grubunda azalmis ekspresyon, (D) Terapédtik grupta belirgin sekilde azalmig
ekspresyonlar. Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi, DAB kromojen, Harris hematoksilen karsit
boyama, bar = 50 um.
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Immunohistochemistry
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Sekil 4.32. immiinohistokimyasal goriintiiler ve bunlara karsilik gelen yar1 kantitatif
immiinreaktivite skorlar1 gosterilmistir.

Istatistiksel analizler Kruskal-Wallis testi ve ardindan Dunn ¢oklu karsilastirma post hoc testi ile
yapilmustir. ¥p<0,05; **p< 0,01; ***p < 0,001. Olgek ubuklar1 = 50 um.

Kantitatif immiinohistokimyasal analizler, IR grubunda plasenta ve fetal
beyin dokularinda TNF-a ve Cas-3 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla 6nemli
Olgiide arttigin1 gostermistir. Profilaktik ve terapotik selenyum uygulamalari hem

plasental hem de fetal serebral dokularda inflamatuvar ve apopitotik belirteglerin
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ekspresyonunu anlamli bicimde azaltmistir. Bu sonuglar, selenyumun intrauterin
iskemi-reperfiizyon hasarina karsi potansiyel antiinflamatuvar ve antiapopitotik

noroprotektif etkiler saglayabilecegine isaret etmektedir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma, selenyumun intrauterin iskemi-reperfiizyon (IR) hasarma karsi
fetal sican beyni ve plasentasi iizerindeki doku koruyucu etkilerini arastiran deneysel
bir caligmadir. Elde edilen bulgular, literatiirde yer alan benzer deneysel ¢alismalarla
birlikte degerlendirildiginde, selenyumun hem ndoroprotektif hem de plasental
koruyucu oOzellikler gosterebilecegini ortaya koymaktadir [42, 46]. Bildigimiz
kadariyla, intrauterin iskemi-reperfiizyon modelinde selenyumun hem fetal beyin
hem de plasenta iizerindeki koruyucu etkilerini birlikte degerlendiren ¢alisma sayisi
olduk¢a sinirlidir. Mevcut literatiir, bir yandan intrauterin IR nin fetal beyin hasari
olusturdugunu, diger yandan selenyumun serebral IR modellerinde ndroprotektif
etkiler gosterebildigini ortaya koymaktadir [47]. Bununla birlikte, bu iki yaklagimin
plasenta-beyin eksenini esas alan ayni dencysel modelde birlestirildigi bir ¢alisma

gortinmemektedir.

Selenyumun, 6zellikle antioksidan savunma sistemleri iizerindeki diizenleyici
etkileri aracihigiyla, farkli doku ve organlarda IR hasarini azaltabildigi bildirilmistir
[48, 49]. Ancak selenyumun intrauterin IR modelinde fetal beyin ve plasenta
tizerindeki koruyucu etkilerini degerlendiren c¢aligmalarin sinirlt olmasi, bu alanda
acikliga kavusturulmasi gereken Onemli bir arastirma boslugu oldugunu
gostermektedir. Bu yoniiyle mevcut calisma, plasenta ile fetal beyin hasarim
inceleyen deneysel yaklasimi ve selenyumun noéroprotektif ve plasenta koruyucu

etkilerini ayn1 modelde birlikte degerlendirmesi bakimindan 6zgiinliik tasimaktadir.

5.1. Fetal Beyin Histopatolojik Bulgulari ve Literatiir Karsilastirmasi

Calismamiz, IR hasarmin hipoksi ile iliskili vaskiiler diizensizlik,
inflamatuvar aktivasyon, oksidatif stres, gliozis, apoptoz ve ferroptozis ile iliskili
molekiiler degisikliklerle karakterize edildigini ve belirgin plasental-fetal serebral
hasara yol agtigin1 gostermistir. Histopatolojik incelemelerde, fetal beyin dokusunda
noronal dejenerasyon, piknoz, hiperemi, 6dem ve gliotik degisiklikler izlenmis olup,
plasentada ise trofoblastik mimaride bozulma, plasental hipoperfiizyon/anemik

goriinlim, hemoraji ve nekroz ile birlikte ciddi plasental hasar saptanmustir.
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Calismamizdaki bulgularla benzer sekilde, literatiirde perinatal hipoksik-
iskemik hasarin histopatolojik diizeyde noronal dejenerasyon, glial aktivasyon/gliosis
ve ilerleyici hiicre oliimii ile iliskili oldugu; reperfiizyon fazinda ise serbest radikal
olusumu, inflamatuvar yanit ve apoptotik mekanizmalarin hasar1 derinlestirdigi

gosterilmistir [50, 51].

5.2. Plasenta Histopatolojik Bulgular: ve Literatiir Karsilastirmasi

Yakin zamanda yayimlanan bir derlemede, oksidatif stresin plasental
patogenezde merkezi bir rol oynadigi; 6zellikle trofoblast fonksiyon bozuklugu,
anormal anjiyogenez, inflamatuvar yanitin artis1 ve redoks homeostazinin bozulmasi
yoluyla plasental hasarin gelisimine katkida bulundugu vurgulanmaktadir [52, 53].
Ayrica, oksidatif stresin plasental disfonksiyonun yalnizca bir sonucu degil, ayni
zamanda bu hasarm ilerlemesini destekleyen temel bir patofizyolojik mekanizma
oldugu da belirtilmektedir. Bu yoniiyle s6z konusu calisma, deneysel modelimizde
iskemi-reperfiizyon  sonrasinda  gozlenen trofoblastik yapr  bozukluklari,
hipoperfiizyon, inflamatuvar aktivasyon ve doku hasar1 bulgularini destekler
niteliktedir [52]. Bunun yaninda, plasental disfonksiyonun gaz ve besin degisiminin
bozulmasina, anjiyogenezde yetersizlige ve immiin-inflamatuvar dengenin
degismesine sebep olarak fetal beyin gelisimini olumsuz yonde etkileyebilecegi
gosterilmistir [54, 55]. Bu kavramla uyumlu olarak, IR grubundaki fetal beyin
dokularinda belirgin ndronal dejenerasyon, piknoz, 6dem, hiperemi ve gliozis
saptanmistir. Noronal piknoz ve dejenerasyon, geri donilislimsiiz néronal hasarin ve
apoptotik siirecin yaygin olarak kabul goren gostergeleridir. Benzer sekilde, 6dem ve
vaskiiler hiperemi iskemik hasar sonrasi serebral vaskiiler biitiinliigiin bozuldugunu
ve kan-beyin bariyeri disfonksiyonunu yansitmaktadir. Gliotik degisikliklerin varligi,
serebral hasara ikincil olarak gelisen ndroenflamatuvar yanitlarin ortaya c¢iktigini
desteklemektedir. Bu bulgular, plasental hasarin yalnizca lokal bir doku yaniti
olmadigini, ayn1 zamanda fetal serebral hasarin gelisiminde belirleyici patofizyolojik

basamaklardan biri olabilecegini ortaya koymaktadir.

Selenyum, selenoproteinlerin yapisinda bulunan ve hem yapisal hem de
enzimatik islevler iistlenen temel eser elementtir. insan viicudunda yaklasik 25

selenoproteinin bulundugu tahmin edilmekte olup, bu proteinler ¢esitli biyolojik
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stireglerde rol almaktadir [56]. Selenyum bagimli enzimler arasinda o&zellikle
glutatyon peroksidaz (GPX) ailesi 6ne c¢ikmaktadir. Gli¢lii antioksidan ozelliklere
sahip GPX, hidrojen ve lipit peroksitler gibi toksik metabolitleri hiicre membran1 ve
sitoplazmadan uzaklagtirarak oksidatif hasara kars1 hiicre savunmasinda kritik bir rol
oynamaktadir [57, 58]. Onceki arastirmalar, bu antioksidan selenoproteinlerin
noronlar ile astrositler gibi sinir sistemi hiicrelerini oksidatif hasardan korumada
onemli bir rol oynadigimi gostermistir [59, 60]. Selenoprotein eksikligi veya
aktivitesindeki azalma, selenyumun noérolojik hastaliklardaki biyolojik etkileri ile

yakindan iliskilendirilmistir [61].

Selenyumun fetal ve neonatal etkilerini inceleyen c¢alismalarda, annede
selenyum desteginin gelismekte olan beynin ¢esitli bolgelerinde selenyum diizeyini
artirabildigi ve boylece antioksidan savunma sistemine katki saglayarak normal
beyin gelisimini olumlu yonde etkileyebilecegi gosterilmistir [45]. Bunun yaninda,
selenyumun santral sinir sisteminin biiytimesi, gelisimi ve uygun islevlerinin
stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynadigi; tedaviye direngli epileptik ndbetler ve bazi
norodejeneratif hastaliklarda ise terapotik potansiyel tasidigi ifade edilmektedir [3,

45].

Selenoproteinler ve diger selenyum bilesikleri, sahip olduklar1 antioksidan
ozellikler nedeniyle iskemi-reperfiizyon hasarinin dénlenmesi veya hafifletilmesinde
de arastirillmistir. Sodyum selenitin, mitokondriyal membran potansiyelindeki kaybi
ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu baskilayarak fare hipokampal hiicrelerinde
glutamat toksisitesini ve hipoksiye bagli hiicre Sliimiinii belirgin sekilde azalttig
gosterilmistir  [62]. Bu verilerle uyumlu olarak, c¢alismamizda selenyum
uygulamasinin histopatolojik degisiklikleri anlamli 6lgiide azalttigi ve hipoksik-
iskemik doku hasarlaryla iligkili ¢ok sayida molekiiler yolu modiile ettigi
gosterilmistir. Elde edilen bulgular, selenyumun inflamatuvar, antioksidan,
endotelyal, anjiyojenik ve antiapoptotik sinyal yollarin1 biitiincil bigimde
diizenleyerek hem plasentay1 koruyucu hem de ndroprotektif etkiler gosterebilecegini

diistindiirmektedir.
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5.3. Plasenta TNF-o Immunohistokimyasal Bulgular1 ve Literatiir

Karsilastirmasi

Inflamasyon, hipoksik-iskemik doku hasarinda rol oynayan temel
mekanizmalardan biridir. TNF-a, endotelyal disfonksiyon, oksidatif stresin artisi,
mitokondriyal bozulma ve apoptotik sinyal yolaklariin aktivasyonunda gorev alan
baslica proinflamatuvar sitokinlerden biridir. TNF-a, uygun uyarilar altinda plasental
hiicreler de dahil olmak f{izere cesitli hiicre tipi tarafindan iiretilebilmektedir [63].
Caligmamizda, iskemi-reperfiizyon hasari sonrasinda hem plasental hem de fetal
beyin dokularinda TNF-a immiinreaktivitesinin belirgin sekilde arttig1 gosterilmistir.
Bu bulgu, literatiir verileriyle uyumludur. Deneysel ¢alismalarda, iskemi-reperfiizyon
kosullarinda plasental TNF-a salintmiin arttigi, oksidatif stresin trofoblastlarda
ADAMI17 araciligiyla TNF-a tretimini yiikseltebildigi ve bu artigin plasental islev
bozuklugu ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, bu artisin trofoblast
migrasyonunu ve plasental hiicresel fonksiyonlar1 olumsuz etkileyebilecegi
bildirilmistir [64]. Bu ¢ergevede, ¢alismamizda saptanan artmis plasental TNF-o
ekspresyonu, iskemi-reperfiizyon hasarina eslik eden inflamatuvar aktivasyonun
Oonemli bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Buna karsilik, selenyum uygulamasi
sonrast TNF-a ekspresyonunda goézlenen azalma, selenyumun plasental dokuda
inflamatuvar yamit1 baskilayabilecegini desteklemektedir. Insan plasenta dokusunda
gergeklestirilen in vitro ¢aligmalarda da selenyum 6n tedavisinin inflamasyonu ve
oksidatif stresi azalttigi, ayrica TNF-a ile iligkili hiicresel sinyal yolaklarini
baskiladigi bildirilmistir [65].

5.4. Fetal Beyin TNF-0. Immunohistokimyasal Bulgular1 ve Literatiir

Karsilastirmasi

Calismamizda fetal beyin dokusunda, ozellikle noronal ve perivaskiiler
bolgelerde artan TNF-a immiinopozitifligi, iskemi-reperfiizyon hasarina eslik eden
noroenflamatuar yanitin belirginlestigini  diisiindiirmektedir. TNF-o, hipoksik-
iskemik beyin hasarinda erken donemde artis gosteren baslica proinflamatuvar
sitokinlerden biri olup mikroglial aktivasyon, endotelyal uyarilma ve norovaskiiler
tinite bozulmasi ile iligkilidir [66, 67]. Nitekim literatiirde, hipoksik-iskemik hasar

sonrasinda norovaskiiler tinitede ve kan-beyin bariyerinde gelisen bozulmanin
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vaskiiler gecirgenlik artisina, serebral 6deme ve ilerleyici noronal hasara katkida
bulundugu bildirilmistir [66]. Bu ¢ergevede, ¢alismamizda néronal ve perivaskiiler
alanlarda saptanan TNF-o ekspresyon artisi inflamatuvar aktivasyonun yalnizca
hiicresel diizeyde degil, ayn1 zamanda serebral vaskiiler biitlinliik iizerinde de bozucu
etkiler yaratabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle perivaskiiler bdlgelerdeki
belirgin immiinopozitiflik, TNF-a aracili inflamatuvar yanitin kan-beyin bariyeri
gecirgenliginde artisiyla, serebral 6dem gelisimi ve buna eslik eden ilerleyici néronal
hasarla iliskilidir. Buna karsilik, selenyum uygulamasi sonrasinda TNF-a
immiinreaktivitesinde saptanan belirgin azalma, selenyumun fetal beyin dokusunda

noroenflamatuar yanit1 baskilayabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu bulguyu destekler nitelikte, 2025 yilinda yayimlanan bir derlemede
selenyumun koruyucu etkilerinin mekanizmalar1 ayrintili olarak ele alimmustir.
Artmis selenoprotein ekspresyonunun kaspaz-8, NF-«xB, IL-1f ve TNF-a gibi
proinflamatuvar mediatorleri baskilayarak néroenflamasyonu azalttigi; ayrica LPS ile
indiiklenen reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini diislirerek toplam antioksidan
kapasiteyi artirdigi bildirilmistir. Selenyum desteginin ayni zamanda kan-beyin
bariyeri bitiinligini korudugu, albiimin infiltrasyonunu azalttigi ve PSD-95 ile
BDNF ekspresyonunu artirarak norolojik fonksiyonlara olumlu katki sagladig

gosterilmistir [56].

Bu bilgiler 1s18inda, ¢alismamizdaki bulgular selenyumun antioksidan ve
antiinflamatuvar etkileri araciligiyla hipoksik-iskemik hasar sonrasi gelisen sekonder
serebral hasar1 simirlandirabilecegini ve norovaskiiler biitiinliiglin  korunmasina

katkida bulunabilecegini desteklemektedir.

5.5. Plasenta Kaspaz- 3 Immunohistokimyasal Bulgular1 ve Literatiir

Karsilastirmasi

Calismamizda, apoptotik aktivasyonun doku hasarmin temel bilesenlerinden
biri oldugu belirlenmistir. Hasar grubunda, plasental trofoblast hiicrelerinde kaspaz-3
immiinreaktivitesinin anlamli diizeyde arttigi gozlemlenmis olup; buna ek olarak,
profilaktik ve terapétik selenyum uygulanan gruplarda bu artisin belirgin sekilde
azaldig1 tespit edilmistir. Kaspaz-3, geri doniisiimsiiz apoptotik hiicre dliimiinden

sorumlu olan en son yiiriitlicli kaspazdir. Bu baglamda, hasar grubunda gézlemlenen
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yogun kaspaz-3 pozitifligi, iskemi-reperfiizyon hasarina bagl olarak plasental

dokuda apoptotik mekanizmalarin aktive oldugunu diisiindiirmektedir.

Plasental iskemi ve bunu takip eden reperflizyon siirecinin ROS agiri
tiretimine yol agarak hiicresel redoks dengesini bozdugu bilinmektedir. Oksidatif
stres sonucunda meydana gelen mitokondriyal membran hasari, sitokrom ¢ salinimini
tetiklemekte ve intrinsik apoptotik yolak tizerinden kaspaz-3 aktivasyonuna neden
olmaktadir. Plasental iskemik hastaliklarda mitokondriyal disfonksiyonun, trofoblast
apoptozunun temel belirleyicilerinden biri oldugunu ve artmis kaspaz-3 aktivitesinin
doku hasarmin siddetiyle yakindan iligkili oldugunu bildirmistir [68]. Bu bulgular,
calismamizda hasar grubunda saptanan belirgin kaspaz-3 artisiyla paralellik

gostermektedir.

Chen ve arkadaglar1 (2024) maternofetal ara yiizde hiicre O&liim
mekanizmalarin1  incelemistir. Calismalarinda, fizyolojik diizeyde trofoblast
apopitozunun normal gelisim i¢in gerekli oldugu, ancak asir1 apopitotik aktivitenin
plasental disfonksiyon, fetal biiytime kisitliligi ve gebelik komplikasyonlarina neden
oldugu ortaya konulmus ve kaspaz-3 aracili yolaklarin patolojik gebeliklerde aktif
oldugu vurgulanmistir [69]. Calismamizda ise hasar grubunda trofoblastlardaki

yogun kaspaz-3 boyamasi bu bulgular1 destekler niteliktedir.

Selenyum uygulanan gruplarda kaspaz-3 ekspresyonunda saptadigimiz
azalma, bu elementin antioksidan ve antiapoptotik 6zellikleri ile iliskilendirilebilir.
Insan plasentasinda bulunan selenoproteinlerin oksidatif stresin kontroliindeki
roliinlin  degerlendirildigi bir ¢alismada, selenyum yetersizliginin trofoblast
fonksiyonlarinda bozulmaya ve hiicresel hasarin artmasina katkida bulunabilecegi
ifade edilmistir [70]. Benzer sekilde, hem insan plasentasinin hem de deneysel IR

hasarinin incelendigi diger ¢alismalar da bu bulgular1 desteklemektedir [65] .

Tiim bu veriler birlikte degerlendirildiginde, calismamizda profilaktik ve
terapdtik selenyum uygulanan gruplarda kaspaz-3 immiinreaktivitesinin azalmasi,
selenyumun plasental IR hasarina karsi koruyucu etkisinin en azindan kismen
antioksidan  ve antiapopitotik  mekanizmalar araciligiyla  gergeklestigini
diisiindiirmektedir. Bu bulgu, selenyumun trofoblast hiicrelerinde apoptotik yaniti

baskilayarak plasental doku biitiinliigiiniin korunmasina katki saglayarak hiicresel
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hasarin ~ sinirlandirilmasinda  potansiyel — bir  koruyucu  ajan  olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir.

5.6. Fetal Beyin Kaspaz-3 Immunohistokimyasal Bulgular1 ve Literatiir

Karsilastirmasi

Hipoksik-iskemik beyin hasarinda néronal kaybin temel mekanizmalarindan
biri apoptotik hiicre dliimiidiir. Hipoksi ve reperfiizyon sonrasi ortaya ¢ikan enerji
yetersizligi, asir1 reaktif oksijen tiirii liretimi, kalsiyum homeostazinda bozulma ve
mitokondriyal fonksiyon kaybi sonucu intrinsik apopitotik yolak aktive olmakta;
sitokrom ¢ salmimimi takiben kaspaz-9 ve kaspaz-3 aracilifiyla hiicre oliimii
gerceklesmektedir. Bu siireglerin uzun dénem ndérogelisimsel bozukluklarin
gelisiminde Onemli bir rol oynadigi bildirilmistir [71]. Calismamizdaki noronal
dejenerasyon ve piknotik hiicre artisina  eslik eden yogun kaspaz-3
immiinreaktivitesi, morfolojik hasar ile apoptotik aktivasyon arasindaki bu iliskiyi

desteklemektedir.

Bulgularimizin  dikkat c¢ekici yonlerinden biri, kaspaz-3 pozitifliginin
perivaskiiler alanlarda da belirgin olarak gozlenmesidir. Bu durum, iskemi-
reperflizyon hasarinin yalnizca néronal hiicreleri degil, ayn1 zamanda ndrovaskiiler

liniteyi ve kan-beyin bariyerini olusturan yapilar1 da etkiledigini diistindiirmektedir.

Kan-beyin bariyeri, merkezi sinir sisteminin homeostazinin siirdiiriilmesinde
kritik rol oynayan secici gegirgen bir yapi olup endotelyal hiicreler, perisitler ve
astrositik ayak cikintilarindan olusur. IR siirecinde ortaya cikan oksidatif stres ve
inflamatuvar yanit, siki baglanti proteinlerinin yikimma neden olarak kan-beyin
bariyeri biitiinliigiiniin bozulmasina yol a¢maktadir. Giincel ¢alismalar, neonatal
hipoksik-iskemik hasarda kan-beyin bariyerinin erken donemde bozuldugunu ve
vaskiiler gec¢irgenligin arttifin1 gostermektedir. Kan-beyin bariyeri biitiinliigiiniin
bozulmasi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu kolaylagtirmakta, serebral 6dem

gelisimini hizlandirmakta ve néronal hasar1 daha da agirlastirmaktadir [72].

Selenyumun noroprotektif etkileri biiyilkk Olgiide yapisina katildigi
selenoproteinler araciligiyla gerceklesmektedir. Ozellikle glutatyon peroksidaz ve

selenoprotein P'nin  merkezi sinir sisteminde oksidatif stresin kontrol altina
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alinmasinda kritik rol oynadigi bilinmektedir. Selenyum desteginin hiicre igi
antioksidan savunmay1 gii¢lendirerek reaktif oksijen tiirlerinin birikimini azalttigi ve
bdylece mitokondriyal hasar ile buna bagli apopitotik kaskadin aktivasyonunu
sinirlandirdig1 bildirilmektedir. Noronal sagkalimi artirdigl ve oksidatif strese bagli
hiicre olimiint azalttig1 gosterilmistir [56], [73]. Benzer sekilde Savvina ve ark.
(2023), akut serebral hasar modellerinde selenyumun noronal fonksiyonlarin
korunmasina katki sagladigimi ve JNK/p38 gibi proapopitotik sinyal yolaklarimi
baskilayarak kaspaz aracili hiicre olimiinii azalttigini1 bildirmistir. Ayn1 ¢alismada
selenyumun astrogliyozu inhibe ettigi ve noronal biitlinliigiin korunmasina katkida

bulundugu da saptanmustir [74].

Deneysel serebral iskemi-reperfiizyon modellerinde selenyumun yalnizca
noronal hiicreleri korumakla kalmadigi, ayni zamanda kan-beyin bariyeri
biitiinliglintin ~ slirdiirtilmesine de katki sagladigi bildirilmistir. Selenyumun
PI3K/Akt/mTOR ile iliskili hiicresel sagkalim mekanizmalarini aktive ederek
endotelyal hasar1 azaltmasi, bariyer gegirgenligini sinirlandirmasi ve reperflizyon

sonrasi gelisen ikincil hasar siireclerini engelledigi gosterilmistir [73].

Bu veriler birlikte degerlendirildiginde, ¢alismamizda selenyum uygulanan
gruplarda kaspaz-3 immiinreaktivitesindeki azalma, selenyumun fetal beyinde IR
hasarina bagl gelisen apopitotik ndrodejenerasyonu baskiladigini disiindiirmektedir.
Ayrica noronal dejenerasyon ve piknotik hiicre sayisindaki azalmanin, kaspaz-3
ekspresyonundaki diistis ile birlikte degerlendirilmesi, selenyumun fetal serebral
dokuda yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiin korunmasina katkida bulunan énemli bir

noroprotektif molekiil olabilecegini gdstermektedir.

Korelasyon analizi koordineli bir plasental-fetal hasar ekseninin varligini
daha da desteklemistir. Plasental hasar skorlarimin, plasental TNF-a, plasental Cas-3,
fetal beyin TNF-a, fetal beyin Cas-3, néronal dejenerasyon ve gliozis ile giiclii
pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir. Bu bulgular, plasental inflamasyon ve
apopitozun fetal serebral hasarla yakindan iligkili oldugunu diisiindiirmekte ve
selenyum aracilifiyla  antioksidan savunma  mekanizmalarinin  yeniden
saglanmasinin, bu patolojik plasenta-beyin sinyal kaskadini kesintiye ugratabilecegi

goriistinli desteklemektedir.
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Selenyumun diisiik maliyetli, klinik kullanima uygun ve gebelik sirasinda
besinsel destek amaciyla rutin olarak kullanilan bir tedavi segenegi olmasi da dikkate
degerdir. Bu nedenle, selenyumun plasental hipoksi, inflamasyon, apopitoz ve
ferropitoz ile iliskili hasar yollarini es zamanli olarak hedefleyebilme kapasitesi, fetal
hipoksik-iskemik beyin hasarini azaltmaya yoOnelik umut vaat eden bir strateji
sunabilir. Her ne kadar bu bulgularin klinik uygulamaya gecirilmesi i¢in ileri klinik
calismalara ihtiya¢ duyulsa da, mevcut bulgular selenyumun plasental yetersizlik ve
fetal hipoksik hasar riski tasiyan gebeliklerde yardimer bir tedavi secenegi

olabilecegini desteklemektedir.
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6. SONUC

Bu c¢alismada, intrauterin iskemi-reperfiizyon hasarmin fetal sigan beyni ve
plasentasinda olusturdugu histopatolojik ve molekiiler degisiklikler ile selenyum
uygulamasinin bu degisiklikler lizerindeki olas1 koruyucu etkileri arastirilmistir. Elde
edilen bulgular, intrauterin IR hasarinin plasenta ve fetal beyinde belirgin yapisal ve
hiicresel hasara yol ac¢tigini; selenyum uygulamasinin ise bu hasari ¢esitli diizeylerde

azaltabildigini ortaya koymustur.

Histopatolojik degerlendirmelerde, IR hasar1 sonrasinda fetal beyin
dokusunda ndronal dejenerasyon, piknoz, ddem, hiperemi ve gliozis gibi belirgin
norodejeneratif degisiklikler saptanirken; plasental dokuda trofoblastik mimaride
bozulma, hipoperfiizyon, hemoraji ve nekroz ile karakterize ciddi yapisal hasar
saptanmistir. Bu bulgular, intrauterin IR hasarmin yalnizca plasentay1 etkileyen lokal
bir siire¢ olmadigini, ayn1 zamanda fetal serebral dokuda da 6nemli diizeyde hasara

neden oldugunu gostermektedir.

Immiinohistokimyasal incelemelerde hem plasenta hem de fetal beyin
dokularinda TNF-a ekspresyonunun intrauterin yenidogan riski hasar1 sonrasinda
belirgin sekilde arttigi belirlenmistir. Bu durum, inflamasyonun intrauterin
yenidogan risk hasarinin temel patofizyolojik mekanizmalarindan biri oldugunu
desteklemektedir. Ozellikle fetal beyin dokusunda néronal ve perivaskiiler bolgelerde
gozlenen artmis TNF-o immiinreaktivitesi, noroenflamatuvar siireglerin yani sira
norovaskiiler {inite ve kan-beyin bariyerinin biitiinliigliniin de hasardan etkilendigini
diistindiirmektedir. Selenyum uygulamas: sonrasinda TNF-o ekspresyonunda
gozlenen anlamli azalma, selenyumun giiglii antiinflamatuvar etkilerini ortaya

koymaktadir.

Apopitozun degerlendirilmesi amaciyla, kaspaz-3 ekspresyonu hem plasental
trofoblast hiicrelerinde hem de fetal beyin dokusundaki noronal ve perivaskiiler
alanlarda IR hasar1 sonrasi artis gostermistir. Bu durum, oksidatif stres ve
inflamasyonun apopitotik mekanizmalarin aktive olmasmna neden oldugunu
gostermektedir. Selenyum uygulanan gruplarda kaspaz-3 ekspresyonunun azalmasi,

selenyumun  antiapopitotik 6zelliklerini  desteklemektedir. Ozellikle terapdtik
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selenyum grubu, selenyumun yalnizca koruyucu degil, ayn1 zamanda hasar sonrasi

doku koruyucu olabilecegine isaret etmektedir.

Calismada elde edilen korelasyon bulgulari, plasental inflamasyon ve
apopitozun fetal serebral hasar ile yakindan iliskili oldugunu ortaya koymustur.
Plasental hasar skorlarinin hem plasental hem de fetal beyin TNF-a ve kaspaz-3
diizeyleri ile giiglii pozitif korelasyon gostermesi, plasenta ve fetal beyin arasinda
koordineli bir hasar ekseninin varligin1 desteklemektedir. Bu sonuglar, plasental
fonksiyon  bozuklugunun fetal norogelisim iizerinde belirleyici etkiler
yaratabilecegini ve plasentanin fetal serebral hasarin patogenezinde merkezi bir rol

oynadigini gostermektedir.

Calismamizin en Onemli bulgularindan biri selenyumun inflamasyon,
oksidatif stres ve apoptoz ile iligkili patolojik siirecleri eszamanli olarak modiile
edebilmesidir. Selenyumun antioksidan savunma sistemlerini giiclendirmesi,
proinflamatuvar sitokin liretimini azaltmasi, apopitotik sinyal yolaklarini baskilamasi
ve muhtemelen norovaskiiler biitiinliigiin korunmasina katki saglamasi, saptadigimiz
histopatolojik iyilesmelerin temel mekanizmalarin1 olusturmaktadir. Bu yoniiyle
selenyum, yalnizca néroprotektif degil, ayn1 zamanda plasenta koruyucu 6zellikler de

gosteren ¢cok yonlil bir biyolojik yaklagim olarak degerlendirilebilir.

Sonu¢ olarak, intrauterin iskemi-reperfiizyon hasarinin fetal beyin ve
plasentada ciddi inflamatuvar, apopitotik ve dejeneratif degisikliklere yol actigi;
selenyum uygulamasinin ise bu patolojik siirecleri anlamli Ol¢lide azalttig
gosterilmistir. Elde edilen veriler, selenyumun plasenta-beyin ekseni boyunca gelisen
hasar mekanizmalarini baskilayarak fetal dokular1 koruyabilecegini gostermektedir.
Bu bulgular, selenyumun plasental yetmezlik, fetal hipoksi ve hipoksik-iskemik
beyin hasar1 riski tasiyan gebeliklerde potansiyel bir yardimci tedavi yaklasimi
olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, bu deneysel
sonuglarin  klinik uygulamaya aktarilabilmesi ic¢in farkli dozlari, uygulama
zamanlarim1 ve etki mekanizmalarini inceleyen ileri deneysel c¢aligmalar ile genis

Olcekli klinik arastirmalara ihtiya¢ vardir.

Bu calismanin bazi kisithliklar1 géz niinde bulundurulmalidir. Incelenen tiim

molekiiler yolaklar protein diizeyinde dogrulanmamistir; ayrica oksidatif stres
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gostergeleri, mitokondriyal fonksiyon degerlendirmeleri ve ferropitoza 6zgii lipit
peroksidasyon oOl¢iimleri gibi ek arastirmalar, bulgularin yorumu agisindan biiyiik
onem tagiyabilir. Bunun yani sira, uzun vadeli norodavranigsal degerlendirmeler
yapilmamistir. Gelecekteki calismalarda, davranigsal, elektrofizyolojik ve ileri
molekiiler analizleri i¢eren yaklasimlar, fetal hipoksik-iskemik hasarda selenyumun

noroprotektif potansiyeline iliskin daha gii¢lii veriler sunabilir.
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OZET

Intrauterin iskemi-Reperfiizyon Modelinde Selenyumun Fetal Sican Beyni ve
Plasentasindaki Koruyucu Etkileri

Bu cgalismada, intrauterin iskemi-reperfiizyon (IR) hasarmin fetal sian beyni
ve plasentasinda olusturdugu histopatolojik ve molekiiler degisiklikler ile selenyum
uygulamasimnin bu degisiklikler iizerindeki koruyucu etkilerinin aragtirilmasi
amaclanmustir.

Calismada gebe siganlar kontrol, iskemi-reperfiizyon (IR), profilaktik
selenyum ve terapdtik selenyum gruplarma ayrilmustir. Intrauterin IR modeli
olusturulduktan sonra fetal beyin ve plasenta dokulari, histopatolojik ve
immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Doku hasarimin
tespiti amaciyla, histopatolojik incelemelerin yani sira, inflamasyon belirteci olarak
timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve apoptotik aktivitenin gostergesi olarak kaspaz-3
ekspresyonlari da arastirilmastir.

Iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturulan grupta fetal beyin dokusunda néronal
dejenerasyon, piknoz, 6dem, hiperemi ve gliozis (p<0,001); plasental dokuda ise
trofoblastik mimaride bozulma, hipoperfiizyon, hemoraji ve nekroz saptanmistir
(p<0,01). Ayrica hem plasenta hem de fetal beyin dokularinda TNF-o ve kaspaz-3
immiinreaktivitesinin anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir (p<0,001). Selenyum
uygulanan gruplarda ise histopatolojik hasarin azaldigi, TNF-a ve kaspaz-3
ekspresyonlarinin ise anlamli derecede diistiigii saptanmistir (p<0,01). Koruyucu
etkinin ozellikle terapotik selenyum uygulanan gebeliklerde daha belirgin oldugu
ortaya konmustur. Korelasyon analizleri, plasental inflamasyon ve apopitozun fetal
serebral hasar ile yakindan iligkili oldugunugdstermektedir.

Sonug¢ olarak, intrauterin iskemi-reperfiizyon hasarmmin fetal beyin ve
plasentada belirgin inflamatuvar, apopitotik ve dejeneratif degisikliklere neden
oldugu tespit edilmistir. Selenyum uygulamasinin ise bu patolojik stiregleri bastirarak
hem noroprotektif hem de plasenta koruyucu etkiler gosterdigi belirlenmistir. Elde
edilen bulgular, selenyumun plasenta-beyin ekseni boyunca gelisen hasarin
azaltilmasinda  potansiyel bir yardimc1 tedavi segenedi  olabilecegini
distindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Selenyum, Iskemi-reperfiizyon, Plasenta, Fetal beyin, TNF-a,
kaspaz-3, Norokorunma
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ABSTRACT

Protective Effects of Selenium on Fetal Rat Brain and Placenta in an
Intrauterine Ischemia-Reperfusion Model

The present study aimed to investigate the histopathological and molecular
alterations induced by intrauterine ischemia-reperfusion (I/R) injury in the fetal rat
brain and placenta, and to evaluate the potential protective effects of selenium
against these changes.

Pregnant rats were assigned to control, ischemia-reperfusion (I/R),
prophylactic selenium, and therapeutic selenium groups. After establishing the
intrauterine I/R  model, fetal brain and placental tissues were examined
histopathologically and immunohistochemically. Tissue injury was assessed
histologically, and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and caspase-3 expressions
were evaluated as markers of inflammation and apoptosis, respectively. The I/R
group demonstrated marked neuronal degeneration, pyknosis, edema, hyperemia, and
gliosis in the fetal brain (p<0,001), as well as disruption of trophoblastic architecture,
hypoperfusion, hemorrhage, and necrosis in placental tissues (p<0,05). Moreover,
TNF-o and caspase-3 immunoreactivity were significantly increased in both
placental and fetal brain tissues (p< 0,001). Selenium administration significantly
reduced histopathological damage and decreased TNF-o and caspase-3 expressions
(p<0,01 for both). The protective effect was more pronounced in the therapeutic
selenium group. Correlation analyses further revealed a strong association between
placental inflammation, apoptosis, and fetal cerebral injury.

In conclusion, intrauterine ischemia-reperfusion injury induces notable
inflammatory, apoptotic, and degenerative changes in both the fetal brain and
placenta. The administration of selenium mitigates these pathological modifications
and demonstrates neuroprotective as well as placentoprotective effects. These
findings imply that selenium could serve as a promising adjunctive therapeutic
strategy to diminish placental and fetal cerebral damage associated with intrauterine
ischemia-reperfusion.

Keywords: Selenium, Ischemia-reperfusion, Placenta, Fetal brain, TNF-a, caspase-3,
Neuroprotection
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